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1 NTROCUCT 1 ON EII 



Les enfants nourris au sein résistent mieux aux 

infections que les enfants alimentés avec du lait matsrnisé. 

L'augmentation de la résistance de ces nourrissons s'explique 

par la présence dans le lait de Femme de facteurs anti-infec- 

tieux dont les plus importants sont : la lactotransferrine, 

le lysozyme et les immunoglobulines, en particulier les IgA 

de sécrétion. Ces facteurs de nature protéique sont fragiles 

et thermodégradables. 

Les banques de lait, qui recueillent des quantités 

importantes de lait de Femme, doivent le conserver dans les 

meilleures conditions possibles afin de le redistribuer aux 

prématurés et aux nourrissons atteints de diarrhée rebelle. 

Notre travail, qui s'inscrit dans le cadre d'une 

étude en vue de l'amélioration des laits "maternisést9, a 

porté : 

11 Sur le fractionnement des protéines du lait de Femme 
en vue du traitement des diarrhées infectieuses chez l'enfant. 

Le fractionnement a &té réalisé selon une méthode semi- 

industrielle mise au point au cours de notre 0iplÔme dVEtudes 

Approfondies. 

L'analyse immunochimique et la recherche de lVactivitÉi 

bactériostatique et bifidigène effectuées sur les différents 

précipités obtenus par relargage au sulfate d'ammonium u 

lactosérum de lait de Femme, ont montré que, parmi les dif- 

férents précipités, le P7,8 était le plus actif. 



Aprss une étude détaillée de la composition de ce précipite 

'7-8 qui nous a permis de mettre en évidence l'existence dt 

un complexe lactotransferrine-lysozyme, le P7,8 a été adminis- 

tré à des enfants atteints de diarrhée rebelle. Les résultats 

préliminaires que noue avons obtenus nous incitent à poursuivre 

dans la voie d'une mise au point d'une formule de lait pour 

le traitement des infections. 

23 D'autre part, dans le cadre dtun contrat avec le 

Ministère de la Santé, notre travail a porte sur la mise au 

point des méthodes de conservation des laits de lactarium. 

Ce contrat a été réalisé en étroite collaboration avec le 

lactarium de Paris qui nous a fourni la matière première 

indispensable. 

Nous présenterons, dans un chapitre de généralités, 

1 'état actuel de nos connaissances sur les 2 types de diarrhées 

infectieuses et sur les mécanismes moléculaires de défense de 

l'intestin du nourrisson. Nous présenterons ensuite nos 

travaux personnels relatifs, d'"ne part, à 1 ' étude détaillée 
du P7,8 et à ltisolement du complexe lactotransferrine-lysozyme, 

et d'autre part, à la conservation de l'activité bactériosta- 

tique de la lactotransferrine, du lysozyme et des sIgA après 

pasteurisation des laits de lactarium. 

Jusqu'à présent, nos travaux ont fait l'objet de 

deux communiéations lors du Colloque "Human Milk Processw 

placé sous l'égide de la firme Nestlé et qui s'est tenu à 

Oxford les 2 et 3 Janvier 1983 et des deux publications 

suivantes : 

1- SPIK G . ,  JORIEUX S., MAZURIER J., NAVARRO J., ROMOND C . ,  

MONTREUIL J . 
"Characterization and biological role of humah lacto- 

transferrine complexesr' Annales de Nestlé, 1983 [sous presse] 

2- BARROIS-LAROUZE V . ,  JORIEUX S. ,AUBRY S., GRIMMONPREZ L., 

SPIK G. 

"Effects of various types of heat treatment on some 

human milk constituantst9 Annales de Nestlé, 1983 [sous presse]. 



GENERALITES L I  



I N T R O O U C T I O N  

La diarrhée infectieuse, reconnue comme l'une des 

maladies les plus fréquentes dans le monde [SCHREIBER et 

al., 19771, est la cause principale des déces avant l'âge - 
de 3 ans, en particulier dans les pays en voie de dévelop- 

pement où les enfants sont peu médicalis6s et souvent 

malnutris CEDITORIAUX, 1976 ; 1978 ; SCHREIBER et - al., 19773. 

En 1976, le nombre des épisodes diarrhéiques chez l'enfant 

était de 500 millions avec un taux de mortalité de 1 à 4% 

CROHOE et NORTHRUP, 19761. Bien qutelle soit en nette diminution 

en Europe, la diarrhée continue d96tre la cause de l'hospi- 

talisation d'un enfant sur quatre COAKLEY et a., 19761. 

Oes études cliniques réalisées par GYORGY (1964) révèlent 

que les nourrissons alimentés au lait maternel souffrent 

moins de troubles digestifs et de diarrhées infectieuses que 

les nouveaux-nés nourris au lait artificiel. Des études 

épidémiologiques rapportées par CHANORA (19791 confirment 

le rôle protecteur du lait de Femme vis-à-vis des différentes 

infections pathogènes qui touchent les nourrissons provenant 

dfun pays industrialisé ou d'un pays du Tiers-Monde [Tableau 

1 ; p. 43. La protection du tractus digestif du nourrisson 

par 1e.lai.t maternel est un phénomène complexe qui met en 

jeu des cellules : macrophages et lymphocytes, des facteurs 

solubles spécifiques : les immunoglobulines de sécrétion, 

sIgA et sIgM, des facteurs solubles non spécifiques : la 

lactotransferrine, le lysozyme, la lactoperoxydase, le mucus, 

le complement et des bactéries saprophytes : les Bifides. 

La présentation plus détaillée des facteurs de défense 

de la muqueuse intestinale du nourrisson présents dans le 

lait de Femme sera précédée d'un résumé des connaissances 

actuellessur les différents types de diarrhées infectieuses. 



TABLEAU 1 

INCIDENCE DU MOOE D'ALIMENTATION SUR LE TAUX DES INFECTIONS 

BACTERIENNES CHEZ DES NOURRISSONS PROVENANT SOIT D'UN PAYS 

INDUSTRIALISE SOIT D'UN PAYS DU TIERS-MONDE [CHANDRA, 19791. 

Les c h i f f r e s  du t a b l e a u  r e p r é s e n t e n t  le nombre de f o i s  où l e s  enfants dtun même 

,,;-..\ g roupe  s o n t  malades, cec i  sur une p é r i o d e  de 2 ans. 

n = nombre d s e n F a n t s  dans chaque g r o u p e  

, 
M o r b i d i t é  en I n d e  

I n f e c t i o n  r e s p i r a t o i r e  

O t i t e  

D i a r r h é e  

D é s h y d r a t a t i o n  

Pneuinoni e 

C 

N o u r r i s s o n s  
au s e i n  

n = 3 5  

57 

21 

70 

3 

2 

M o r b i d i t é  a u  Canada 

N o u r r i s s o n s  
au b i b e r o n  

n = 35 

109 

52 

211 

14 

8 

N o u r r i s s o n s  
a u  sein 

n = 30 

42 

9 

5 

O 

- 

N o u r r i s s o n s  
a u  b i b e r o n  

n = 30 

98 

86 

13 

3 

- 



PHYSIOPATHOLOGIE DES DIARRHEES 
* 

La diarrhée résulte d'une augmentation de la 

fréquence, do la fluidité et du volume des selles. Staccom- 

pagnant de déshydratation et de malnutrition, la diarrhée 

doit être considérée comme une maladie grave nécessitant 

une thérapie p~écoce. Il en existe deux types : la diarrhée 

chronique et la diarrhée infectieuse [ou aiguë). Cette 

dernière est la seule dont nous parlerons. 

De nombreux. organismes sont à l'origine des diarrhées 

infectieuses. Parmi les bactéries, nous pouvons citer : 

Salmonella, Shiqella, Escherichia coli entéropathogéniques 

CEPECI et Vibrios. Les protozoaires comme l'amibe, la 

giardia et les entérovirus peuvent aussi provoquer des 

entérocolites. Malgré cette liste abondante et néanmoins 

non exhaustive, il est surprenant que l'agent pathogène ne 

soit pas identifié dans 80% des cas de diarrhée sig& 

[YOW et al., 1970 ; CRAMBLETT et &., 1971 ; SOUTH, 1971). - 

Les diarrhées ayant pour agents pathogènes Vibrio 

cholerae ou Rotavirus ont éçé les mieux étudiées et elles 

illustrent les deux principaux types de diarrhées aiguës 

connues actuellement : diarrhée à entérotoxine et diarrhée 

virale. 

1- OIARRHEE DUE A LA TOXINE CHOERIQUE 
=---------------------------------- .................................. 

Le mécanisme d'absorption intestinale dans la 

diarrhée due à la toxine cholérique est bien connu. 

Le Vibrio cholerae, proliférant dans la lumière intes- 

tinale, synthétise une entérotoxine qui pénètre dans les 

cellules épithgliales et perturbe leur métabolisme. 



La sous-unite B de la toxine cholérique se lie étrûite- 

ment aux récepteurs GMI de la membrane de ltentérocyte [Van 

HEYNINGEN, 19733 afin de faciliter l'interaction de la sous- 

unité active A avec la cellule. La sous-unité A stimule 1' 

adénylcyclase [MuGONAGLE et al., 1969 ; GREENOUGH et &. , - 
19701. La production dUMPcyclique provoque la s6crétion 

+ 
massive d'ion cl- et bloque l'absorption des ions Na [FIELD 
et S. ,  19691. DESJEUX Cl9771 montre que la présence de 
glucose inhibe l'effet sécretoire de la toxine. 

L'utilisation de la toxine cholérique purifiée par 

FINKELSTEIN Cl9731 pour réaliser un modèle expérimental chez 

l'animal a conduit LESTRAOET et DESJEUX Cl9771 à postuler 1' 

existence de 2 systèmes de transport actif du sodium dans 

l'intestin I o ]  un système d'absorption stimulé par le glucose 

qui nécessite la participation d'une Na-K-ATPase et une 

structure biologique intacte ; ZO1 un système de sécrétion 

stimulé par la toxine cholsrique et par toute augmentation 

de ltAMPcyclique intracellulaire. 

Les patients atteints du choléra presentent une forte 

acidose métabolique due à la perte de grands volumes de 

selles alcalines contenant du bicarbonate [MAHALANABIS et 

al 19701. Par contre, les anomalies liées à la digestion -' 9 

et à l'absorption sont faibles [HIRSHHORN et MOLLA, 19693. 

SACK et al.Cl9801 trouvent peu de carbahydrates non digérés - 
dans les selles. 

II- DIARRHEE DUE AU ROTAVIRUS ......................... ......................... 
Actuellement, le Rotavirus est reconnu pour être l'une 

des principales causes de diarrhée infantile dans le monde 

(BISHOP et al., 1973 ; FLEWETT et &., 1973 ; KAPIKIAN et - 
al., 19763. L'épisode typique survient chez l'enfant âgé de - 
3ans, plus communément durant la saison hivernale et débute 

par des vomisçements, de la diarrhée et une légère fièvre 

CSHEPHERD et &. , 1975 ; TALLETT et al., 19773. - 



La diarrhée provoquée par le Rotavirus entraîne, chez 

le patient, une déshydratation métabolique due à la présence 

dans les selles d'une forts concentration en potassium par 

rapport à la faible teneur en sodium et bicarbonate CTALLETT 

et &., 1977 ; SACK et S., 1978 ; NALIN et al., 1979 ; 

MOLLA et al., 19811. De plus, les selles contiennent un taux 
élevé de carbohydrates non digGr6s CSACK et al., 19781 et 
leur coloration au noir Soudan est généralement positive 

CSACK, non publié]. 

La diarrhée induite par le Rotavirus n'est due ni à 

la sécrétion de toxine ni à une modification de la flore 

intestinale. Il envahit les cellules absorptives matures 

de l'intestin grêle qui, lésées, desquament dans la lumière 

intestinale, provoquant ainsi des lésions de la muqueuse 

caractérisées par un raccourcissement partiel, voire total, 

des villosités et une hypertrophie des cryptes. La diarrhée 

ne survient que lorsque les cellules desquamées sont rempla- 

cées par des cellules immatures ayant migré à partir des 

cryptes à une vitesse accélérée [KELLY et &., 1972 ; 

HAMILTON, A975 ; DESJEUX, 1976 ; SCHREIBER et al 1977 ; -. 
MOON, 1978 ; OESJEUX et &., 1979 ; SHEPHERD et al., 1979; 
SNOOGRASS et al., 19793. Les entérocytes immatures sont 
incapables de remplir leur fonction d'absorption et de 

digestion. Ils présentent une diminution de leur activité 

d'absorption du sodium et de l'eau, couplée à celle du 

glucose [DAVIDSON et af., 19773. 

III- DIARRHEE DUE A ESCHERICHIA COLI 
----------------mm------------- ............................... 

Les premiers rapports sur ies diarrhées épidémiques 

de l'enfant et qui mettent en cause certaines souches dl 

E. coli reconnues comme entéropathogènes CEPEC] [TAYLOR, 

19593, datent des années 1940 [BRAY, 1945 ; GILES et SANGSTER, 

1948 ; TAYLOR et al., 1949 ; KIABY et &. , 1950). Jusqulà - 
cette époque, E. coli était considérée comme pathogène 

seulement à l'extérieur du tractus digestif. 



Après des études épidémiologiquea, des auteurs ont  f a i t  

i ngére r  à des vo lonta i res  adul tes en bonne santé CKIRBY e t  

a l  1950 ; FERûUSON e t  JUNE, 1952 ; JUNE e t & . ,  19533 e t  -- ' 
à un enfant  CNETER e t  SHUMWAY,19503 des doses importances 

dvE.co l i  0111 84 e t  055 65, impliquées dans l e s  diarrhées 

i n f a n t i l e s ,  pour conf irmer l lentéropathogénic i té de ces 

souches t a n t  chez l 'en fant  que chez l ' adu l t e .  

Oécouvertes en 1967 chez de jeunes animaux a t t e i n t s  de 

d iarrhée aiguë [SMITH e t  HALLS, 1967 ; KOHLER, 19681, l e s  

E. c o l i  p roduct r ices  d'entérotoxines CETECI ont  é t é  mises 

en évidence un an p l u s  t a r d  [en 1968 à Calcut ta ]  chez des 

pa t i en t s  adul tes sou f f r an t  d'un syndrôme semblable au choléra 

mais chez lesquels, la présence de V. cholerae n ' a v a i t  pu 

Gtre f a i t e  CGORBACH e t  &., 1971 ; SACK e t  &., 19711. 

Cette d i s t i n c t i o n  en t re  E. c o l i  entéropathogènes e t  

E. c o l i  entérotoxigéniques f u t  t r è s  controvers6e. En 1956, 

DE e t  a l .  montrent que cer ta ines souches dlE. c o l i  entéro- - 
pathogènes 0111 provoquent uns réponse séc ré to i r e  de l 'anse 

i l é a l e  de Lapin, ident ique à c e l l e  de l a  tox ine  cholér ique. 

Les symptômes des diarrhées i ndu i t es  par l e s  ETEC B2C e t  

B7A, i so lées  des s e l l e s  de 2 so ldats  américains revenant 

du Vietnam e t  par l e s  EPEC 0111 e t  055 B5 sont  s i m i l a i r e s  

COUPONT e t  al . ,  19711. En outre, BACK e t  &.C 19801 t rouvent  - 
que 7 souches d'EPEC sont capables de syn thé t i se r  des tox ines.  

Su i te  à des observations réa l i sées  par  SAKAZAKI e t  a l .  - 
C19673, OUPONT e t  - al.Cl9711, SACK Cl9751 propose de c lasser  

l e s  E. c o l i  Ttdiarrhéagéniquesfl en : a] souches entéro tox i -  

géniques ; b ]  souches invasives. 

A-  SOUCHES ENTEAOTOXIGENIQUES 

Les E. c o l i  entérotoxigéniques sont capables de produire 

deux tox ines dont l 'une e s t  thermostable CST) e t  l ' a u t r e  

thermolabi le  CLT) [SMITH e t  GYLES, 1970 ; GYLES, 1971 ; 



SACK et al., 1971 ; 19751. Pour être pathogènes, les 

bactéries doivent, dans un premier temps, adhérer à la 

muqueuse intestinale. 

Io] Comment les bactéries adhèrent-elles aux cellules ? 
l 

L'adhérence, dans la plupart des ces, met en jeu des 

adhésines présentes à la surface des bactéries, dans les 

appendices de types fibrilles, pili ou flagelles CDUGUID 
et GILLIES, 19573 qui reconnaissent spécifiquement les 

glycoconjugués membranaires des tissus de l'hôte COFEK et 

al., 1977 ; SHARON et al., 19811. Cette adhérence est inhibée - 
par addition du monosaccharide reconnu CFig. 1 ; p.  101 ; 

il s'agit d'un mannose dans le cas de nombreuses Entérobactéries 

CESHOAT et &., 19783. 

2 O 1  Action des toxines 

Les gènes codant pour les toxines sont portés par un 1 
plasmide. Certaines souches dtE. coli produisent les 2 

exotoxines et d'autres ne produisent que ST ou LT [MERSON 

et &., 1976 ; SACK et &., 1977 ; MERSON et' al., 1979 ; - 
BACK et &., 19801. 

LorsquTelles sont excrétées, les toxines se fixent à 

la membrane de la cellule cible et déclenchent un syndrôme 

"cholera-likew Cou colite] chez leur hôte. 

L'entérotoxine ST est une petite molécule [P.M. 90001, 1 
non immunogënique, relativement stable à la chaleur dont 

l 

I 
l'action est immédiate et courte C 1 h.1. Bien que le 

I 

l 
mécanisme exact de son action demeure obscur , il semble 
qu'elle agirait en stimulant la production de GMPcyclique. 

La protéine LT a été bien étudiée ; elle est très 

semblable à la toxine cholérique tant par sa morphologie ! 
que son mode d'action. Formée de 2 sous-unités, llexotoxine 

LT est immunogénique et les travaux de GYLES et BARNUM C1969] 

indiquent l'existence d'analogies immunologiques entre les 



F i g W  : L' adh&ence bactéhieme ( O F E K  et SHARON, 1 983) 

A : La bactéhie, ici E. co&i, po~& en dm&.ce d u  pi& 

pf t te~~/ t6  de lectuzen, aguu2 de l a  ~ i W n  du mima- 
oqanisne au béceptewu de l a  cct%?.uk hâte. Ces aécep- 

teLL/t6 dont d a  W é d  glucidiqua (de. type ofigomanno- 
didiquel fiéen aux gLqcopmtéina m m b ~ d t a .  

8 : La heconnainaance pan L a  Lecfina b a o t é ~ e n n u  den 

\ 
C : La pirihence de mannade fibire d a m  Le mLl5eu enXxcûne 

'\ 2.9 
la natuution d a  &a de heconnahaance de l a  Lectine 
bactémknne et . empêche Le phénomgnc d 'adhé,tence. 



c n t i t o x f n e  d i r i g h  cmtrs l a  t a x i n e  da V,, ~ W l m r ~ i s  nsu t raLi se  

non rcrulariilcrnat: llrasitigbrw b a r o l o ~ w ,  m s i a ,  guui la CT de€. c o l i  

[EVANS e r t  &., 1973 ; HOLMiDFEN, 1993 ; HûlMûFEN e t  S., 1973 ; 

SMITH et SACK, 9 8 7 3  ; OLaRaAINt e t  a., 4974 ; KHAN et  WISWOW, 

1974 ; E M 8 E R  et W Z G E R ,  4B743. fh &me, l l m t i t o x i n s  d i r i g h  

oantrs l a  LT p ~ d u i t a  par a,wohm dlE. soli ,  peut neutru-  

lissr non seulement l V a n t i g & n e  h a ~ ~ l l o g u e  m a i s  w s m i  toutes 

las LT tsynthétim6er p w  dse souches d i f f 6 r e n t s r  (ETKIN e t  

OORBACH, 1971 ; EVANS e t  S., 1973 ; HOLMOREN et &. , 1973 ; 

B U S ,  19741 e t  l 'ent8rotoxinas aholér ique  b un &gr6 moindre 

SAM( e t  S., 1971 ; EVANS e t  &., 1973 ; WL#~REN e t  &. , 
1973 ; ZEWER e t  METZGER, 19741. 

ir Fixat ion  ir taxina LT 1 1i  c s l î u i a  e i b l e  as$ trèe 

rmpicb : un. mimrtm suffit {WHTA et 8WITi4, 4974 ; GUERRAMT 

et &. , 4974 ; KANTûR a t  &. , 19741. Uns f o i e  f i x h e  b l a  

mambrans c e l l u l a i r r ,  le  LT mtimuis 1 1 s c t i v i t 6  de  l lad&yl-  

c y e l s r m  CEVANS e t  a., 19ïZ ; HEWtE7T et S., 1974 ; KANTOR 

e+ &,, 1974 a, bl ; el le  stfmuls l ' ~ c u m u l i t i o n  d*AWaycliqua 

chns les cellulees ovarisfmer CûUERRANT et al., 19743, les 

c ~ l l u l ~ s  &e glandes eurrbnmles CKWAN e t  WISHNOW, 1974) e t  

labg cellulam i bp i th6 l i s l e r  dai l ' i n t s r t $ n  [FIELD, 1979 ; 

MOSS r t  VAUGHAN, -- lSe0 1. 
LB p r o d w t i o n  maurne d*AMPeyoliqum iir nnSvr~u clir 11 

arm-y-tm P F Q ~ ~ W I I  @YS C ~ w b l e m  dQmr lem nQK1mfmai doc6taires 
CFlg. 2 ; p. 123, +roublss quJ son* idisnciqwr b eaux 
provoqud8t p w  la t o x i n s  rrhpl4~iqua. 

8- SUUCliE3 INVASIVES- 

SAKAZAKI e t  - s10C19671 o n t  observé, s u r  l e  pl- c l i n i q u e ,  

un syndrôme w r a l m ~ n e l l a - l i k c w  ou e n t é r i t e ,  provoque p a r  

certaines souches dlE. c o l i .  Ce syndrbme est caractérisé par 

des f r i s s o n s ,  ds l a  fiOvrai Cjusqulà 4Q°C1, des maux de &te, 

des crampes abdominales e t  une skvère d ia r rhee ,  les selles 





pouvant contenir du pus et du sang [SAKAZAKI et al., 1967 ; 
DUPONT et al., 19711. L'examen d'une biopsie d'un iléon 

infesté montre que la muqueuse est atteinte ; la muqueuse 

intestinale est le siège d'une infiltration inflammatoire 

aiguë, il y a une réduction des villosités et un allongement 

des cryptes. Le nombre des cellules absorptives est très 

diminué. 

La pénétration de l'épithélium par un germe invasif I 

n'est pas suffisante pour causer une maladie déclarée. L' l 
l 

organisme pathogène doit Gtre capable de se multiplier dans 

les tissus de l'hôte CFORMAL et al., 1965). 
De nombreuses études sont réalisées sur les animaux 

CCANTEY et BLAKE, 1977 ; FRISK et WAGNER, 1977 ; FRISK et 

al 1978 ; 19811 mais les mécanismes d'adhérence et de -* 5 

pénétration de la bactérie pathogène dans la muqueuse intes- 

tinale ne sont pas encore connus. Les désordres physiologiques 

engendrés par ces souches dfE.  coli de type invasif sont bien 

connus et ressemblent à ceux provoqués par le Rotavirus. 

IV- CONCLUSION ---------- ---------- 
Nous pouvons classer les diarrhées infectieuses 1 

en 2 grands groupes : 

- les diarrhées à exotoxines qui provoquent un 1 
déséquilibre du cycle entérosystémique de l'eau [ex : I 
V. cholerae, E. coli entérotoxigéniques]. 

- les diarrhées à germes invasifs, viraux ou 

bacteriene, qui détruisent la muqueuse intestinale et 

perturbent la fonction digestive [ex : Rotavirus, E. coli, 
Shigella, Salmonella...). 

Pour éviter que l'intestin du nourrisson ne soit le 

siège d'un conflit baczérien, le lait maternel contient des 1 
éléments dont les propriétés physiques, chimiques ou I 
imrnunologiques permettent d'assurer la protection de la 

mcqueuse intestinale. 
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FACTEURS OE OEFENSE DE L' INTESTIN 

OU NOURRISSON 
i 1 

A la naissance, le tractus digestif de l'enfant 

est immature. La barrière intastinale est t ~ è s  perméable 

car des anticorps dirigés contre certaines protéines bovines, 

notamment la (3-lactoglobuline qui est la plus allergénique 

CLEBENTHAL, 19783, sont retrouvèis chez les nourrissons 

alimentés au lait de vache. 

Le systeme immunitaire intestinal poursuit son dévelop- 

pement dès les premiers jours de la vie. Cependant, il faut 

attendre la fin du premier mois pour voir apparaître les IgA 

dans la salive. De plus, il manque au systeme immunitaire du 

nourrisson l'expérience des divers agents pathogènes, e x p é ~  

rience qui surviendra au cours des premières années, au fur 

et à mesure que l'enfant sera en contact avea de nouveaux 

agents infectieux. 

Le lait maternel apporte, à la naissance, les facteurs 

de défense qui manquent au nourrisson pour lutter efficacement 

contre les germes pathogènes auqqusls il est confronté. Le 

colostrum et le lait maternel renferment des facteurs solubles: 

sIgA, IgM, IgG et en plus petites quantités IgO et IgE, les 

composants majeurs du complément (123, C43, iactotransferrine, 

lactoperoxydase, lysozyme, facteurs bifides, facteurs de 

résistance contre Saphylococcus, monoglycérides possédant une 

activité antivirale, inhibiteurs protéasiques etd-antitryp- 

siques. Un grand nombre de cellules sont aussi présentes dans 

le lait : monocytes, macrophages, lymphocytes T et 8, leucocytes 

polymorphonucléaires et cellules épithéliales [MCCLELLANO et 

al 1978 ; PITT, 1979). -= ' 
Dans ce chapitre, nous aborderons les trois principaux 

groupes de substances qui constituent le lait [glucides, 

protides, lipides] et nous décrirons brièvement Lzs différen5s 

facteurs solubles de défense qui s ' y  trouvent. 



1- LES LIPIDES ----------- ----------- 
Les laits maternel et de Vache sont riches en lipides 

et ne présentent, quantitativement, que peu de différences 

puisqutils renferment respectivement 4% et 3,8% de lipides 

totaux. Toutefois, les différences qualitatives sont extrèm- 

ement importantes. 

La fraction lipidique du lait de Femme est constituée 

de triglycérides, acides gras, phospholipides, sterols et 

gangliosides, en proportions variables. 

Outre leurs rôles nutritionnels et métaboliques importants, 

certains lipides du lait humain ont une activité anti-virale 

et anti-bactérienne. 

GYORGY et al .[?962] observent que le lait humain a un - 
effet thérapeutique sur les infections à Staphylocoques 

chez de jeunes Souris, Ils démontrent la présence dans le 

lait d'un facteur thermostable antistaphylococcique. Ce 

facteur semble être un acide gras en C18,Z, différent de 1' 

acide linoléique. En outre, la couche lipidique ou tTcrèmert 

de lait humain a une activité anti-virale contre plusieurs 

souches : Alphavirus, Flavivirus et virus de l'Herpès 

[SABIN et FIELOSTEEL, 1962). Des études récentes ont montré 

que les lipides du lait réduisaient l'infection in vivo 

[FIELDSTEEL, 19741 et in vitro [FALKER et al., 1975 ; 
WELSH et al., 1978) des Alphavi~us et des Flavivirus entourés 
d'une couche lipidique. Ofautres virus ont également été 

inactivés après traitement avec de la t'crèmet' de Lait humain 

[FIELDSTEEL, 1974 ; SARKAR et al., 19731. Une étude des 
composants lipidiques de la "crèmew montre qu'il s'agit 

surtout d'acides gras insaturés et de monoglycérides respon- 

sables de cet effe3 non spécifique [WELSH et al., 19751. 

En .19C30, OTNAESS et HALVORSEN mettent en évidence dans 

le lait humain, une fraction de masse moléculaire élevée 

qui inhibe lfentérotoxine thermolabile dtE. coli. Ce composi 



inhibiteur n'est pas associé aux immunoglobulineç, il est 

extractible par le chloroforme et le méthanol, indiquant sa 

nature lipidique COTNAESS et QRSTAVIK, 19811. Des expériences 

réalisées in vivo sur l'anse iléale de Lapin, montrent que 

ce composant lipidique inhibe la sécrétion induite par la 

toxine cholérique et par la toxine thermolabile CLT] dt 

E. coli COTNAESS et SVENNERHOLM, 19821. Des études chroma- 

tographiques indiquent que l'inhibiteur des entérotoxines 

est de nature gangliosidique et ressemble au GMI, connu pour 

être le récepteur membraneire de la toxine cholérique 

CCUATRECASAS, 1973 ; HOLMGREN et &., 1973 b] et de la LT 
dfE. coli (ZENSER et METZGER, 19743. 

II- LES GLUCIOES ------------ ------------ 
A- LE LACTOSE 

Le lactose ~~-~-D-~alactopyrannos~l-~ 1 +Il -4-O-glucopyran- 
nose] est, quantitativement, le constituant dominant dans 

le lait. 

La teneur en lactose du lait maternel varie entre 6 et 

7 g/100 ml ; dans le lait de Vache, le taux de lactose est 

égal à 4,7 g/100 ml CJENNESS, 1974 ; HAMBRAEUS, 1977 ; 

VORHERR, 1978). 

C'est la synthèse du lactose par la glande mammaire qui, 

associée à un mouvement d'eau et d'électrolytes, détermine 

le volume de lait produit CLINZELL et PEAKER, 79711. De ce 

fait, le taux de lactose pr6sent dans le lait est très stable ; 

3 ou 4 jours après la parturition, le taux de lactose augmente 

(LONNERDAL et al., 1976 a, b ; LAUBER et REINHARDT, 1979) 

puis reste stable pendant toute la durée de la lactation. 

8- LES OLIGOSACCHARIDES 

Entre 1928 et 1933, POLONOVSKY et LEÇPAGNOL Cl9331 



isolaient du lait de Femme, une fraction oligosaccharidique 

qu'ils appelaient "gynolactose". Des études reprises par 

KUHN, MONTREUIL et GRIMMONPREZ, et KOBATA ont montra que le 

gynolsctose est un mélange très complexe de nombreux oligo- 

saccharides. 

La composition en oligosaccharides du lait de Femme et 

du lait de Vache est très différente. Le colostrum ert le lait 

de Vache contiennent respectivement, 0,2S et 0,1 g d1oligo- 

saccharides par 100 ml [MONTREUIL et KOBUS, 19601 alors que 

le lait maternel referme des oligosaccharides de types variés, 

2,4 g/100 ml dans le colostrum et environ 1,2 -1,3 g/100 ml 

dans le lait mature [MONTREUIL et MULLET, 19601. 

Les oligosaccharides sont classés en 2 familles : 

oligosaccharides neutres, qui renferment en quantités variables 

du D-glucose, du O-galactose, du L-fucose et de la N-acétyl- 

glucosamine, et oligosaccharides acides qui contiennent en 

plus de l'acide sialique. Ils sont rassemblés dans la revue 

générale de KOBATA C19771. 

Io] Oligosaccharides neutres 

La stucture des oligosaccharides neutres a été déter- 

minée grâce aux recherches de GRIMMONPREZ et MONTREUIL (1968 a], 

GRIMMONPAEZ Cl971 ; 19723 et KOBATA et al .[19781. Ils - 
peuvent être classés en oligosaccharides neutres non azotés 

et oligosaccharides neutres azotes suivant qu'ils renferment 

ou non de la N-acétylglucosamine CFig. 3 ; p. 181. 

Il convient de noter que tous ces sucres possèdent dans 
1 ~ 

leur molécule un résidu de lactose en position terminale 

réductrice. De plue, le reste de leur molécule est formé soit 

d'une unité de la N-acétyllactosamine, soit de la N-acétyl- 

isolactosamine, soit de la répétition de ces deux oligosac- 

charides. 

A cause de la prGsence dr un résidu de lactose dans 

chaque oside, t4ONTRELIIL et lSULLET ( 1959 ; 19601 formulirent 

lThypothèse d'une relation métabolique entre ces Z! groupes 1 
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de substances. Les auteurs démontrèrent que les taux de 

lactose et de "gynolactosetT varient en sens inverse et 

atteignent une valeur limite vers le Same jour. En outre, 

la quantité de fucosido-lactose et de lacto-difucotéraose, 

très élevée dans les laits colostraux, décroit rapidement 

tandis que les taux de lactose et de polyosides supérieurs 

augmentent dans le lait mature. 

ZO] Oligosaccharides acides 

La présence d'acide sialique dans le lait de Femme a 

été démontré par HOOVER, BRAUN et GYORGY Cl9531 et par 

ZILLIKEN, BRAUN et GYORGY Cl9561 qui 1 'appelèrent acide 

gynaminique. KUHN et BROSSMER C 19561 1 ' identifièrent 
ultérieurement à l'acide N-acétylneuraminique. 

Ces résultats devaient conduire à l'isolement de nombreux 

sialosides du lait de Femme. KUHN Cl958 ; 19593 isola du lait 

de Femme deux formes combinées de l'acide N-acétylneuraminfque 

et du lactose : le 3' et le 6r-lactaminyl-lactose, puis trois 

pentoses acides, les pentoses a, b, c dont la structure fut 

élucidée CKUHN et GAUHE, 19653. Les études poursuivient au 

laboratoire par GRIMMONPREZ C19661, GRIMMONPREZ et MONTREUIL 

Cl968 a, b] ont permis l'isolement de 6 nouveaux oligosac- 

charides dont les unités structurales sont constituées de 

lacto-N-tétraose ou de lacto-N-neotétraose CFig . 3 ; p. 181. 
Plus récemment, STRECKEU a isolé 5 nouveaux oligosaccharides 

acides [sous presse]. 

La présence de ces oligosaccharides variés et abondants 

dans le lait de Femme, a conduit certains auteurs à en 

rechercher l'origine et la signification physiologique. L T  

origine de ces composés reste encore énigmatique bien que 

l'hypothèse ait été émise selon laquelle, il existerait une 

activation, par le lactose, des systèmes glycosyltransféra- 

siques de la glande mammaire [GRIMMONPREZ et MQNTREUIL, 19753. 

Le rôle biologique des oligosaccharides a fait l'objet 

de nombreuses études et il semble maintenant acquis qu'ils 



ont un rôle dans la croissance de la flore bifide, la flore 

étant composée de germes saprophytes qui colonisent l'intes- 

tin du nourrisson alimenté au lait maternel. 

C- LES FACTEURS BIFIDIGENES 

Dès 1926, SCHOENFELD montra que les facteurs responsables 

de la croissance de la flore bifide ne sont de nature ni 

minérale, ni lipidique, ni protidique, mais se trouvent à 

côté du lactose, dans la fraction non protéique du lacto- 

sérum. 

GYORGY et al.C?954 a, b] ont isolé une souche mutante - 
de Bifidobacterium bifidum la variété Pennsylvaniens ayant 

la propriété de ne proliférer qu'en présence de lait maEerne1 

CGYORGY et ROSE, 19553. Malheureusement, la souche B. bifidus - 

var. Penn. n'est pas celle qui prolifère dans l'intestin des 

enfants alimentés au lait de Femme. Grâce aux travaux da 

NEUT et - al.Cl9811, il a pu être démontré que les facteurs 

de croissance de B.  bifidus var. Penn. étaient identiques 

à ceux de B. bifidum, hôte prédominant de l'intestin du 

nourrisson au sein. 

Le facteur de croissance de B. bifidus var. Penn. se 

rencontre dans les oligosaccharides azotés du lait humain. 

Les oligosaccharides non azotés n'ont aucune activité 

bifidigène CGAUHE et &., 19541, de même que les composés 
azotés sialylés. L'élimination des résidus d'acide sialique 1 
par la neuraminidase de Vibrio comma régénère cette activité 

CGYORGY et al., 19741. KUHN et KIRSCHENLOHR Cl9563 parviennent 
à synthétiser un composé tres actif ; il s'agit de la N-acétyi- 

lactosarnine  a al C ~ I + ~ I G ~ C N ~ C I .  Ceci explique que le lacto- 

N-neotétraose possède une activité supérieure à celle du 

lacto-N-tétraose . 
Les récents travaux de ROMOND et &. et de BEERENS et 

al en 1O80, ont confirmé que seul le lait maternel frais -* ' 
permettait la croissance de 6. bifidum, que le "gynolactose" 

était une source de facteurs bifidigènes et que la t4-acétyl- 

lactosamine était bien le composé le plus actif CSTFECKER, 

communication personnellef 19831. 



La N-acétyllactosamine n'existant pas à l'état libre dans 

le lait, il restait à démontrer que la bactérie était capable . 
d'hydrolyser les oligosaccharides azotés neutres du lait 

maternel. MONTREUIL et al.Cl9831 montrent que le B. bifidurn 
.c 

possède tout l'équipement enzymatique nécessaire pour obtenir 

le disaacharide qui lui est un nutriment indispensable. Les 

autres bifides n'ont aucun besoin de ce glucide et ne possèdent 

aucune des glycosidases de B. bif idum. Les glycosidases de 

B.bifidum sont des neuraminidases, ~ - g a l a c t o s i d a s e s , d - f u c o -  

sidases, et N-acétyl-glucosaminidases . 
Outre les oligosaccharides, il existe dans le lait maternel 

des glycopeptides et des glycoprotéines qui possèdent une 

activit8 bifidigène ; cette activité est lice à la structure 

de leur copule glucidique. HIRANO et al.Cl9681 montrent que - 
4 fractions glycopeptidiques sur 5 isolées du colostrum humain 

Crnasse moléculaire comprise entre 1900 et 180003 présentent 

une activité bif idigène. En 1973, NICHOLS et BEZKOROVAINY 

isolent des glycoprotéines du colostrum humain [MM 300001 

possédant 22% dthexosamines. D'autres protéines sont isolées 

par la suite CNICHOLS et &., 1975 ; BEZKOROVAINY et NICHOLS, 
19761. Elles contiennent toutes de la N-acétyl-O-glucosamine 

et sont toutes actives. La caséine humaine ntest active qut 

après digestion enzymatique CBEZKOROVAINY et al., 19791. L t  - 
activité est retrouvée dans la fraction glucidique détachée 

par @-élimination CSEZKOROVAINY et TOPAUZIAN, 1981 a, b] , 
elle est proportionnelle à leur teneur en hexosamine. Pour 

ces auteurs, la caséine bovine ne présente pas d'activité. 

Ces résultats sont en accord avec ceux de FOURNET et al.CI9791 - 
qui montrent que la copule glucidique de la caséine de vache 

ne contient pas de N-acétyl-glucosamine. 

L'activité bifidigène du lactose est très controversée 

CMALYOTH, 1949 ; MANCIAUX, 1958 ; PETULEY et LYNAU, 1956 ; 

MONTREUIL, 19711. Au regard des études récentes, il semble 

que le lactose ne soit pas un facteur indispensable à la 

croissance de 8.bifidum. 

Les glucides du lait de Femme n'interviennent pas 

directement dans les mécanismes de défense de l'intestin du-. 



nourrisson. Ils agissent en favorisant la croissance d'une 

flore bifide dont le rôle de protection de l'intestin sera 

discuté dans 1s paragraphe suivant. 

O- ACTION DE LA FLORE BIFIDE 

Stérile à la naissance, le tube digestif du nouveau- 

né est colonisé en 3 ou 4 jours [TISSIER, 1900 ; MORO, 1900 ; 

GYLLENBERG et ROINE, 1957 ; SMITH et CRABE, 1961 3 par une 
flore microbienne dont la composition varie avec le mode 

d'alimentation. 

Io ]  Caract6ristiques de la flore fécale du nourrisson 

La flore fécale du nourrisson alimenté au sein est 

monomorphe, essentiellement constituée de microorganismes 

Gram [+]  CBULLEN et WILLIS, 19711. Il s'agit de Bifido- 

bacterium [l0I0 germes/g de selles] et, plus particulièrement 

de Bifidobacterium bifidum CMITSUOKA et &., 1974 ; BULLEN 
et &. , 1976 ; NEUT et &. , 19801. 

Dès que l'alimentation du nouveau-né devient mixte ou 

artificielle, le 8.bifidum perd sa prédominance dans les 

selles au profit des Cnterobacteriaceae [AOMOND et al., 19a0). 
Selon LEVESQUE C19591, le B.bifidum disparait lorsque le 

lait maternel ne représente plus que 1/3 à l/4 de la ration 

alimentaire de l'enfant. La Flore fécale de l'enfant nourri 

artificiellement est analogue à celle de l'adulte. Les 

Bifidobacterium sont encore présents mais ils ne représentent 

plus que 1% de la flore fécale [Tableaux II et III ;pp. 23-24). 

2 O 1  Rôle de la flore fécale 

Ofaprès les constatations faites par TISSIER en 1900 

chez les nourrissons au sein, la flore bifide s'oppose au 

développement des autres germes. En effet, la colonisation 

de l'intestin par des bactéries acidophiles, analogues à 

la flore bifide, inhibent l'action des bactéries putréfiantes 

responsables d'infections intestinales [TISSIER, 1905j. 



TABLEAU II 

CARACTERISTIQUES DES SELLES ET DE LA FLORE 

INTESTINALE DU NOURRISSON ALIMENTE AU SEIN 

Références : C l ]  BULLEN e t  TEARLE, 1976 

Ci23 HAENEL, 1970 

p [3] LEVESQUE, 1959 ! ,Ji : ,: 
C43 MITSUOKA e t  HAYAKAWA, 1972 

C53 NEIMANN e t  &., 19W 

C61 ROMOND e t  al., 1960 - 

Aspect des 

se l les  

- 

granuleux, 

odeur 

a ig re le t te  

C51. 

L 

pH des se l l es  

de 4,8 à 5 ,2  

Cs]- 

Caractéristiques de 

l a  f l o r e  b i f i d e  

90 p. 100 de l a  f l o r e  

fécale es t  constituée 

de Bifidobaotérium 

C2,33 

10" B i f  idobactérium 

par g de s e l l e  C61. 

Caractéristiques des 

autres f l o res  

moins de lp .  100 de l a  f l o r e  
fécale es t  oonstituée de 
Coliformes, l e s  Staphylocoques 
sont peu nombreux C21 

8 
10 Entérobsctt5ries/g de s e l l e  C61 

l e  nombre de ~ a c t é r i o ~ d e s  est 
8 

i n f é r i e u r  è 10 /g de s e l l e  

l e  nombre de Clostr idium es t  
3 

i n f é r i e u r  à 10 /g de s e l l e  C 11 
présence de peu de germes de 

put ré fact ion [4,2]. 



TABLEAU III 

CARACTERISTIQUES DES SELLES ET DE LA FLORE 

INTESTINALE DU NOURRISSON ALIMENTE AU LAIT DE VACHE 

- 
Aspect des 

seiles 

caractéristi- 

ques proches 

de celles de 1' 

adulte, la 

consistance 

est ferme,ll 

odeur est 

putride C31. L - 
Reférences : C l ]  GYORGY, 3957 

[2] MITSUOKA et HAYAKAWA, 1972 

C31 NEUT et &., 1980 

[4] ROMONCI et &. , 1980 

Cs3 TASSOVAT e t  KOTSITCH,  1961 

pH des selles 

de 6 à 7 C 1 8 3 1 1  

Caractérietiques de 

la flore bifide 

Le nombre de 

Bifidobaceerium 

devient mineur C41. 

Caractéristiques des 

autres flores 

la6  à 108 Entérobactéries/g de 
selle C41 

'Io7 à 10' Entérocoques/g do selle 
7 8 

10 à 10 bacteries ~remC-l/g de 
selle C31 

~actériofdes et Clostridium ap- 
paraissent, favorisant l1alcalf- 
nisation du milieu C51 

la2 à 10" ~ectériordee/~ de selle 
4 9 

'IO à I O  Veillonella/g de selle 
4 8 

10 à 10 Clostridium/g de selle 
C21. 



TASSOVATZ et KRAGOUYEVITCH Cl9643 rGalisent le traitement 

de 1 'entero-colite aiguë par ingestion de culture i yophi lisée 

de 8.bifidum. La flore bifide aurait un rôle préventif des 

infections bactériennes CTASSOVATZ et KOTSICH, 1961 ; MATA 

et &., 19691 et virales [MATA et al., 1969). 
Il existe des controverses autour de la question des 

bifides CPETULEY et LYNAU, 1956 ; LEVESQUE, 1959 ; WAGNER 

et STARR, 19693. En effet, la flore bifide serait instable 

lors de diverses affections gastro-intestinales. Le bifide 

n'aurait pas forcément un rôle protecteur de l'intestin en 

inhibant la prolifération des germes pathogènes, mais pour- 

rait être simplement le témoin de la bonne sant6 de l'enfant. 

3O] Mécanisme d'action du bifide 

Le B.bifidum métabolise une grande variété de sucres 

en produisant dfimportantss quantités d'acides organiques : 

acide lactique, acétique, formique, succinique et propionique 

CDITTMAN et al., 1967 ; SMITH et HOLOEMAN, 1968 ; MOORE et - 
al 1970 ; BULLEN et TEARLE, 19761 qui abaissent le pH des -. ' 
selles [NORTON et SHOHL, 19263 à 4. L'environnement acide 

inhibe in vitro la croissance des Shiqelles CHENTGES, 1967 al, 

des Salmonelles CMEYNELL, 1963 ; BOHNOFF e t  al., 19641, des 

E.coli CKUHN, 19573, des Bacilles typhiques et paratyphiques 

et des levures CiHENTGES, 1967 b] .* 

III- LES PROTEINES 
----...-=------ ------ ----a- 

De tous les constituants des laits, les protéines 

ont fait 1 'objet du plus grand nombre de travaux, en raison 

même de leur importanae capitale dans le développement du 

nourrisson. La littérature abonde en études sur les protéines 

du lait CMONTREUIL, 1959 ; GARNIER, 1964 ; McKENZIE, 1970 ; 

1971 ; LYSTER, 1972 ; ALAIS et BLANC, 1975 ; WOODWARD, 1976 ; 

BEZKOROVAINY, 1977 ; RIBADEAU-âUMAS, 19781. 



TABLEAU I V  

DISTRIBUTION OES PROTEINES DANS 

LE LAIT MATERNEL ET DE VACHE 

COMPOSANTS 

Protéines to ta les  Cg/?OO m l  1 
Caséine 

Protéines du lactosérum 

Lactalbumine, 

Lactotransferr ine 

Lactoglobuline 

Lysozyme 

Sérum-albumine 

IgA  

IgG 

IgM 

d'après HAMBFWEUS C19773. 

L a i t  

maternel 

O, 89 

0,25 

"964 

0,2S 

O, 17 

- 
0,05 

0,05 

0s 1 
0,003 

0,002 

L a i t  

de vache 

3,14 

Z,73 

0,58 

0,11 

t races 

0,36 

t races 

0,04 

O, 003 

0,OS 

0,003 



La teneur en protéines du lait maternel a été estimée 

pendant longtemps à 1,l -1,2 g/?OO ml [FOMON, 1974 ; 

BEZKOROVAINY, 19771. De récentes investigations ont montré 

que la teneur réelle en protéines varie de 0,8 à 0,s g/lOO ml 

[LONNEROAL et al., 1976 a, b ; NAGASAWA et al ., 19731. - 
La teneur en protéines du lait maternel est très basse 

par rapport à celle du lait de Vache [JENNESS et SLOAN, 19731. 

L'examen du Tableau IV ; p. 26 montre que les deux lactosérums 

possedent presque la même concentration en protéines lacto- 

sériques ; la différence porte donc essentiellement dur la 

teneur en caséine qui est 10 fois plus élevée dans le lait 

de Vache. 

Les protéines 1actosGriques sont très nombreuses et nous 

choisissonç de ne décrire que celles qui sont impliquées dans 

la défense da l'intestin du nourrisson. Parmi ces protéines, 

nous pouvons citer : la lactotransferrine, le lysazyme, les 

immunoglobulines CsIgAIy la lactoperoxydase et le complemént. 

Les trois premières étant celles qui retiendront plus particu- 

lièrement notre attention. 

A- LE SrSTEME LACTOPEROXYOASIQUE 
- -- 

Le système lactoperoxydasique dont l'activité bactéricide 

a été décrite pour la première fais par HESSE en 1894, est 

constitué de 3 composés : la lactoperoxydase [WRIGHT et TRAMER, 

19571, l'eau oxygénée CJAGO et MORRISSONy 19623 et le thiocyanaee 

[REITER et &., 1963 ; 19643. 
De nombreuses revues générales traitene de ce sujet [REITER 

et ORAM, 1967 ; REITER, 1976 ; 1978 ; 1979 ; 19811. 

Io] Caractères généraux 

La lactoperoxydase dont le taux est élevé dans le lait de 

Vache, environ 30 mg/ml [POLIS et S H b i U L K E R , ? S 5 3 ]  est à un 

taux vingt fois moindre dans le lait ds Femme. La lacto- 

peroxydase est formée d'une seule chaîne polypeptidique de 

masse moléculaire comprise entre 77000 et 100000. 



Le thiocyanate est un métabolite endogène produit lors de 

la réaction de détoxificetion entre le thiosulfate et les 

cyanates. Il peut provenir de l'ingestion de l'anion même 

ou d'un précurseur. 

Le peroxyde d'oxygène est absent du lait. KORHONEN [1!381] 

a montré qu'il provient des leucocytes qui, en phagocytant 

la caséine en produisent de grandes quantités [RUSSEL et 

REITER, 1975 ; RUSSEL et &., 19773. In vitro, les bactéries 
lactiques sont source dqH2O2 CFIEITER et al., 1980). 

2 O J  Localisation 

La lactoperoxydase est présente dans le lait CMORRISSON 

et S., 1957 ; 19611 mais aussi dans la salive, les larmes, 
le mucus gastro-intestinal, cervical et dans certaines cellules 

leucocytaires : les Gosinophies. Elle est retrouvée dans 

les selles et semble donc résister au bas pH et à la digestion 

[GOTHEFORS et MARKLUND, 1939 ; REITER et al., 19801. - 
Ltion thiocyanate SCN- est présent de faqon permanente 

dans tous les tissus animaux et les sécrétions [AUNE et 

THOMAS, 1977 ; BALLANTYNE, 1977 ; RUOOEL et &., 19773. 

3O] Mode d'action 

L'interaction de ces 3 composés a été décrite par THOMAS 

C19831. La lactoperoxydase, en présence dtH202, oxyde le 

thiocyanate. Le premier produit formé est l'acide hypothio- 

cyaneux COSCN-1 dont l'action est bactériostatique vis-G-vis 

des bactéries. Les métabolites tres fortement oxydés comme 

l'acide cyanosulfureux [O~SCN-] et l'acide cyanosulfurique 

CO~SCN-]  sont bactéricides CHOGG et JAGO, 1970 ; HOOGENDORN 

et &., 1977 ; BJORCK et al., 1979 ; AUNE et THOMAS, 1977 ; - 
PRUITT et TENOVUO, 1982). 

8- LE COMPLEMENT 

Tous les composants du complément ont été détectés 

dans le lait [NAKAJIMA et al., 19771. - 



Les composants Cg e t  C4 du complément e x i s t e n t  dans l e  

l a i t  humain CANDRE e t  al.,  1964) mais en moins grande concen- - 
t r a t i o n  que dans l e  sérum. Un C3 p roact iva teur  a é té  d é c r i t  

CGQTZE e t  MULLER-EBERHARD, 19711, il e s t  s t imu lé  par l e s  IgA 

e t  par  l e s  IgE CISHIZAKA e t  - al.,  99721. Le Cg dans l e  l a i t  

humain p o u r r a i t  avo i r  une a c t i v i t é  importante, il est  connu 

pour ses p ropr ie tés  opsonisante, anaphylactique e t  chimio- 

t ac t i que  mais son a c t i v i t é ,  dans l a  défense de l ' i n t e s t i n  du 

nourrisson, n 'a  jamais é té  mise en évidence. 

C- LES IMMUNOGLOBULINES 

Toutes l e s  classes dyimmunoglobulines sont  représentées 

dans l e  l a i t  humain, mais dans des propor t ions d i f fé ren tes  

de c e l l e s  du sérum. Les IgG prédominent dans l e s  sérums 

humain e t  bov in  a i n s i  que dans l e  l a i t  de Vache. Dans l e  

colostrum e t  l e  l a i t  humains, l e s  immunoglobulines A occupent 

une p lace prépondérante [MONTREUIL e t  A., 1960 a ; MURALT 

e t  S., 1961 1. Les ISE, mises en évidence dans l e  l a i t  de 

Femme par UNDEROOWN e t  - al.Cl9761, sera ient  présentes à un 

taux p l u s  élevé que dans l e  sérum CBASUYAU, 19801. HANSON 

e t  JOHANSSON Cl9701 ind iquent  l a  présence d'IgD dans l e  

colostrum humain. 

OGRA e t  - al.C19801 est iment que l a  r é p a r t i t i o n  des Ig 

par  24 heures, dans l e  colostrum c o l l e c t é  durant l e s  3 jours 

q u i  su ivent  l a  p a r t u r i t i o n  e s t  de l ' o r d r e  de 5000 mg pour l e s  

IgA, 70 m g  pour l e s  IgM e t  56 mg pour l e s  IgG. Les immuno- 

g lobul ines,  présentes en grandes quant i tés  dans l e  colostrum, 

vo ien t  l e u r  taux diminuer rapidement, dès l e s  premiers jours  

de l a c t a t i o n  CPSITERÇEN e t  &., 1975 ; OONTA, 1976 ; 

MCCLELLANO e t  - al. ,  1979). Dans l e  colostrum humain, l e s  

concentrat ions an IgA de sécré t ion  e t  en IgM sont  respect ive-  

ment de 17 g / l  e t  1,s g / l  l e  premier jour  e t  a t te ignen t  

respectivement 1 g / l  e t  0 , l  g / l  dès l e  quatrième jour, 



La teneur en IgG du lait humain passe de 1 g/l après 48 h., 

à 0,3 g/l après 40 jours et à 0,l g/1 après 17 jours. 

Tout au long de la période de lactation, les IgA sont 

les plus abondantes et plus précisement les IgA sous leur 

forme sécrétoire [TOMASI et al., 196âl. 

l 0 1  Caractères généraux 

Des différences structurales ont été mises en évidence 

entre les IgA sériques et les IgA du lait appelées IgA 

sécrétoires ou sIgA [SOUTH et - al., 1966 ; TOMASI et - al., 

19683. La masse mal&culaire et la constante de sédimentation 

de ces dernières sont plus élevées. Outre une pièce de sécré- 

%ion [Sc] caractérisée pour la première fois par HAVEZ et 

al.Ci9663, elles possèdent une pièce de jonction [JI  - 
[HALPERN et KOSHLAND, 19701. La formule structurale des 

IgA du lait qui a été proposée est la suivante : [IgA12 Sc-J. 

Les sIgA humaines sont des glycoprotéines de masse 

moléculaire comprise entre 375 000 et 394 000 [TOMASI et 

CALVANICO, 1968 ; NEXCOMB et al., 1963 ; HURLIMAN et al., - - 
IiG51 et de coefficient de sédimentation égale à 11,4S 

[TOMASI et BIENENSTOCK, 19681. Les IgA de sécrétion sont 

plus résistantes aux enzymes protéolytiques et aux agents 

de réduction que les IgA sériques. 

2 O I  Localisation 

Les IgA ont été caractérisées dans divers liquides 

biologiques : sérum, colostrum, salive, urine, fluide nasal, 

bronchial et duodénal, provenant de ltHomme ou de différents 

mammifères. 

O- LE LYSOZYME 

Découvert pour la première fais par LASHCHENKO en 1909 

dans le blanc d'  oeuf de Poule, le lysozyme fut redécouvert 

en 1922 par FLEIyiING dans le mucus nasal. C'est une mucopeptide 

N-acétylmuramyl hydrolase CE .Cm 3 .2.171. 



l a ]  Caractères généraux 

Le lysozyme humain est une protéine basique de masse 

moléculaire 14 400, constituge de 130 résidus d'acides aminés 

[JOLLES et JOLLES, 1968 ; 1969 ; 1971 ; 19721. Il est 

thermostable à 100OC C l  à 2 min.] et à pH acide, et est 

environ 3 fois plus actif que le lysozyme de blanc d'oeuf 

de Poule. La thermostabilité du lysozyme est due à la présence 

de 3 résidus de cystine par molécule [JOLLES et al., 19661. - 
Cristallisé en 1939 par ABRAHAM et ROBINSON, le lysozyme 

du blanc d'oeuf de Poule a été entièrement séquencé CJOLLES 

et &. , 1963 ; HERMANN et JOLLES, 1970 ; JOLLES et JOLLES, 
1971 ; 19721. Le lysozyme isolé du lait humain présents une 

structure primaire identique au lysozyme contenu dans les 

larmes CJOLtiS et JOLLES, 19673. Les lysozymes humains ont 

tous le même comportement électrophorétique. 

2 O I  Localisation 

Le lysozyme est largement réparti dans l'organisme, 

principalement dans les liquides et milieux de sécrétions 

que sont : le lait, la salive, les larmes, l'urine, le 

plasma séminal, les sécrétions vaginales et utérines, le 

mucus bronchique .... Il est présent dans les tissus [intes- 
tinal, alvéolaire, cartilagineux.. -1  et aussi dans les 
monocytes, les macrophages et les cellules de Paneth 

[SYREN et RAESTE, 1971 ; KLOCKARS et CSSERMAN, 19741. 

En étudiant 1 'incorporation de I4c, in vitro, HcCLELLAND 
et FUATH Cl9751 mettent en évidence la synthèse de lysozyme 

par les muqueuses bronchiques et gastro-intestinales ainsi 

que par leç organes lymphoydes. 

Le taux de lysozyme augmente considérablement au 

niveau des tissus et sécrétions lors de lfinflammation 

CWEYER et al., 19JS) et dans le sérum de malzdes souffrant - 
de leucdmie monocytique ou de leucémie monorny6locycique 

CQSSCRI4AR et LA:ILOR, 19661. 

Dans le lait maternel, la teneur en lysozyme aunmente 



au cours de l a  l a c t a t i o n  e t  e s t  maintenue l a  première année 

e t  peut-être même l a  seconde annhe de l a c t a t i o n  [GOLOMAN e t  

al . ,  19823. A u  Sème mois, l e  taux de lysozyme va r i e  en t re  - 
300 e t  400 mg/l [CHANDAN e t  &. , 1964 ; Mc CLELLAND e t  - al. ,  

lS781. Par contre, l e  l a i t  de Vache con t i en t  peu de lysozyme, 

envi ron 50 mg/fOO m l  C HAMBRAEUS, 1977). 

Le lysozyme es t  re t rouvé dans l e s  s e l l e s  des n o u ~ ~ i s s o n s  

al imentés au s e i n  CROSENTHAL e t  LIEBERMAN, 1931 ; BRAUN, 1958 ; 

ÛOLBACH e t  S., 1964 ; LODINOVA e t  JOUJA, 1977 ; GaIFFITH 

e t  HUMPHREYS, 1978 ; ISAACSON, 19823, il n'es t  donc pas 

dégradé au cours du t r a n s i t  i n t e s t i n a l .  Le m6conium ne c o n t i e n t  

pas de lysozyme ; après 3 jours de l a c t a t b n ,  l e s  s e l l e s  

renferment du lysozyme i n t a c t  e t  fonc t ionne l  CHANNEBERG e t  

FINNE, 19743. 

E- LA LACTOTRANSFERRINE 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine fu t  i s o l é e  à p a r t i r  du l a i t  

de Femme e t  décr i te ,  pour l a  première f o i s ,  par MONTREUIL 

e t  &., Cl960 a, b ]  p u i s  par JOHANSSON Cl9601 e t  par BLANC 

e t  IÇLIKER C19613. 

Io] Caractères généraux 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  une g lycoproté ine monoc~téna i re  

de masse moléculaire 80 000 - + 5 000, capable de f i x e r  de 

manière réve rs ib l e  2 ions  fe r r iques  en développant une co lo-  

r a t i o n  rose saumon dont l e  maximum d'absorption e s t  cent ré  

à 465 n m  [MONTREUIL e t  &., 1960 ; AASA e t  - al.,  1963 ; SPIK, 

1968 ; AISEN e t  LIEBMAN, 19713. La f i x a t i o n  de chaque i o n  
3+ 

Fe nécessite l a  présence d'un i o n  carbonate ou bicarbonate 

[BLANC e t  IÇLIKER, 1963, MASSON e t  HEREMANS, 19653 e t  l a  

l i b é r a t i o n  de 3 protons [MASSON e t  HEREMANS, 14633 selon l a  

formule suivante : 

3+ -!- 
2 Fe c 2 HCO; + LTF LTF . F B ~  ci-ica;I 2+ 53 



La séquence peptidique de la lactotransferrine est en 

cours dtach&vement [MAZURIER et SPIK, 1'374 ; MAZURIE8 et - al., 

1974 ; JOLLES et &., 1976 ; METZ-BOUTIGUE et &., 1980 ; 1981 ; 

MAZURIER et - al., 19831. Elle est compos6e de 2 domaines : le 

domaine Nt, fixant l'ion ferrique sur un site acido-labile et 

le domaine Ct, fixant le deuxième ion ferrique sur un site 

acido-stable [MAZURIER et SPIK, 19801. Elle possede 2 glycannes 

répartis sur chaque domaine et liés à la chaîne protéique par 

une liaison de type N [ @ sspartyl 1 -N-acétyl-glucosemine 
[SPIK et - al., 19823. La structure des glycannes présente de 

nombreuses variations dues à l'introduction de 1 à 3 résidus 

de L-Fucose, branchés en A-1,6 ou end-1,3, sur une structure 

de type N-acétyl-lactosaminique. Ces structures ont été établies 

au laboratoire par EIONTREUIL et SPIK, 1975 ; SPIK et MAZURIER, 

1977 ; MONTREUIL, 1980 ; SPIK et al., 1982. 

2O] Localisation 

La lactotransferrine est largement répartie dans l'orga- 

nisme. On la trouve dans de nombreux liquides et milieux 

biologiques [MASSON, 19703, principalement dans les liquides 

et milieux d'excrétion : lait [MONTREUIL et - al., 19601, 

larmes [BROEKHUYSE, 1974 ; GACHON et a., 19793, salive 
[MASSON, 19701, liquide synovial [BENNETT et &., 19731, 
plasma séminal [HEKMAN et RUKME, 19691, suc pancréatique 

[CLEMENTE et - al., 19711, liquide céphalorachidien CTERENT' 

et S., ?SS?], bile [VAN GUI et - al ., 19751, sang CRUKbi= et &. , 
1971 ; BENNETT et MOHLA, 19763, sécrétions bronchiques 

[BISERTE et &., 1963 ; MASSON et &., 19651, mucus cervical 
et gastro-intestinal [MASSON, 19701. 

En dehors des cellules excrétrices des épithelias respi- 

ratoire et digestif, la lactotransferrine connaît une loca- 

lisation cellulaire, en particulier dans les granules secondaires 

ou granules spécifiques des leucocytes polymorphonucléaires 

CMASSCN et &., 19691. Elle est présente, à l'état de traces, 

dans les monocytes [BENNETT qt E O K O C I N S K I ,  19731 et on la 



trouve dans l es  zones d'inflammations CBULLEN e t  &., 1972 ; 

VAN SNICK e t  al., 1974 ; BENNETT e t  MOHLA, 1976). - 
Le taux de lac to t rans fer r ine  dans l e  colostrum e t  l e  

l a i t  humains var ie  suivant l e s  auteurs, MASSON e t  HEREMANS 

Cl9711 ont  trouvé que l e  taux de l ac to t rans fer r ine  dans l e  

colostrum humain [ ?  à 9 jours après l a  p a r t u r i t i o n ]  es t  de 

4,2 mg/ml avec une déviat ion standard de 1,4 mg/ml suivant 

l e s  indiv idus.  Pour NAGASAWA e t  - a l  .C19721, l e  taux de 

lactotre insferr ine dans le colostrum e t  l e  l a i t  humain C l 1  à 

60 jours] es t  de 4,s à 2,l mg/ml. Par contre, MCCLELLANO e t  

a l .  cl9781 trouvent, dans l e  colostrum humain, 1,5 g ds - 
lacto t rans fer r ine  pour 100 m l  l e  l e r  jour  e t  0,s g/100ml 

l e  Sème jour; l e  l a i t  mature ne renferme que 200 mg/100 m l .  

Le l a i t  de Vache es t  pauvre en lactot ransfer r ine;  l e  

colostrum en renferme 600 mg/lOO m l  [REITER, 19781 e t  l e  

l a i t  mature 20 mg/100 m l  [MEYER e t  SENFT, 1979). 

SPIK e t  a l .  Cl9821 montrent que l a  lac tot ransfer r ine - 
part ie l lement dégradée es t  retrouvée dans l e s  se l l as  des 

nourrissons alimentés au l a i t  maternel. Cette copro-lacto- 

t rans fer r ine  a garde l a  capacité de f i x e r  l e  f e r  CMAZURIER- 

DEHAINE, 19731. 

3*1 Comportement élsctrophorét ique 

La lac to t rans fer r ine  fut longtemps considérée comme une 

(j-globulints [MONTREUIL e t  g., 1960; BLANC e t  ISLIKER, 1961 ; 

GOT e t  &. , 19661. Cependant, SCHADE e t  a l .  Cl9691 e t  MASSON - 
Cl9701 ont  observé des anomalies de migrat ion dans un ceFtain 

nombre de mi l ieux e t  l ' on t  décr i te  comme ayant uns migrat ion 

de -globuline lente.  

Il exis te  une di f férence de mobi l i té,  sur acétate de 

cel lulose, entre l a  lac tot ransfer r ine dans l e  l a i t  e t  l a  

lac to t rans fer r ine  isolée.  En augmentant l a  force ionique du 

l a i t  par addi t ion de NaCl I M ,  l a  lac to t rans fer r ine  dans l e  



lait migre à la position de la lactotrançferrine isalée, 

MASSON C1970] suggère l'existence dTune association 1ac;o- 

transferrine-caséine. 

A cette différence de mobilité, s'ajoute une différence 

de coefficient de sédimentation 6 Le coeff icierit de sédimen- 

tation, sur gradient de sucrose, est de 5,35 pour la lacto- 

transferrine isolée et de a,E5 pour la lactotransferrine dans 

le lait CSCHADE et al., 19693. 

En utilisant la technique dtimmunoélectrophorèse, HEKMAN 

Cl9711 montre que la lactotransferrine a la capacité de 

s'associer à un certain nombre de prokéines : sérum albumine, 

caséine, lysozyme, lactalbumine. Ces associations induisent 

une modification du comporternent électrophorétique de la 

lactotransferrine . 
Au laboratoire, DESCAMPS Cl9743 observa une migration 

accrue de la lactotransferrine en présence de glycopeptides 

isolés du lait maternel. La lactotransferrine sTassocie a ces 

glycapeptides . 
La lactotransferrine peut également interagir avec des 

substances qui ne se trouvent pas dans le milieu dans lequel 

elle baigne habituellement. Ainsi MASSON Cl9703 pense que 

"la mauvaise résolution des tracés en gel dtagar tient vraisem- 

blablement à la réaction entre la lactotransferrine et lTagaro- 

pectine car l'emploi dtagarose débarrassée en grande partie 

de lfagaropectine améliore la migration électrophorétique". 

En complexant la lactotransferrine, les mucopolysaccharides 

acides de la gélose empêchent la protéine de migrer normalement 

vers la cathode. La réaction de la lactotransferrine avec 

lTagar peut expliquer le fait qu'elle ait été décrite comme 

une -globuline. Oe plus, 1 étude dtune association lacto- 

transferrine-bleu Trypan qui est un colorant acide diazo- 

tétrasulfonique, a été réalisée par MALiIIQUIST et JOHANSSON 

CIS713. 



I V -  CONCLUSION 
========SE 

Les trois principeux groupes de substances qui consti- 

tuent le oolostrurn et le lait maternels renfarment des él6msnts 

qui prennent part à la d6fmse de la muqueuses intestinale. 

- les glucides, en assur~nit 1s croissance de 8. 
bifidum, agissent indirectement sur 1'6quilibre de la flore 

Fgcale. 

- les lipides possQdent une activité anti-virale 
et ils peuvent bloquer l'action des exotoxines bactériennes. 

- les protéines et principalement la lactotrans- 
ferrine, le lysozyme et les sIgA ont une activité bactérios- 

tatique dont les mécanismes d'action, très complexes, 

feront l'objet du chapitre suivant. 



ACTIVITE 3E3 FACTEURS OC DEFENJE 

DE L' INTESTIN DU NOURRISSCN 

CONSERVATION DE CETTE ACTIVITE 

Dans ce chapitre, nous résumerons les très nombreux 

travaux qui ont été réalisés sur l'activité anti-bactérienne 

des immunoglobulines sIgA, du lysozyme et de la lactotrans- 

ferrine. 

1- ACTIVITE SPECIFIQUE DES FACTEURS SOLUBLES 

A- LES IMMUNOGLOBULINES sIgA 

Le rôle protecteur des sIgA a fait l'objet de-nombreuses 

revues générales CWELSH et MAY, 1979, MESTECKY et al., 1580 ; - 
HANSGN et al., 1950; BIENENSTOCK et BEFUS, 1980 ; Mc NA8B et - 
TOMASI, 15813. 

Les propriétés et les fonctions biologiques des sIgA se 

distinguent sur le plan biochimique de celles des autres 

anticorps. En effet, les sIgA ne sont pas de bons anticorps 

precipitants. 

Les propriétés bien établies des sIgA sont les suivantes : 

- limitation de l'adsorption des bactéries aux 

muqueuses ; 

- agglutination des virus ; 
- neutralisation des bactéries ; 

- inhibition de l'absorption digestive des antigènes ; 

- activation du complément par voie alterne. 

1'1 Limitation de lfadsorption des bactéries aux 

muqueuses 

Les SIDA sont sonnues pour limiter l'adsorption des bactéries, 



des virus et des antigènes solubles aux muqueuses CaILLIAMS 

et GI88QNS, 1972 ; HEREMANS, 1974 ; FRETER, 19743. En 1976, 

LAMM montre que les !sIgA empêchent l'adhésion de Vibrio cholérae 

aux cellules intestinales. Douze heures après avoir regu du 

lait de leur mere préalablement immunisé contre E.ColiO 149 K 88, 

des marcassins sont infestés oralement par la même souche 

bactérienne [NAGY et al., 19761. Ltétude des sections intes- - 
tinales de ces animaux montre que les bactéries ntont pas 

adhéré aux tissus. L'adhésion de nombreuses autres bactéries 

est inhibée en présence d'anticorps IgA du lait ou du colostrum 

CSVANBORG-EDEN et SVENNERHOLM, 1978 ; LILJEMAFK et a., 1979 ; 

L'action des sIgA est surtout mécanique. La liaison des 

sIgA à la surFace bactérienne entraîne lthydrophilie; l1anti- 

adhésivité et sert à exclure lrantigène de la muqueuse 

CE.IAGNUSSON et STJEFiNSTROM, 19823. Elles se campoptent en 

anticorps agglutinant : la formation de complexes antigène- 

anticorps non absorbables e* éliminés avec le mucus joue 

probablement un rôle important dans les mécanismes de défense 

immunitaire,[LAMM, 19761. 

Neutralisation des virus 

Le lait humain et le colostrum contiennent de nombreux. 

anticorps dirigés contre le& virus [Tableau V p. 393. 

3 1 Agglutination des bactéries 

Les sIgA sont agglutinantes vis-à-vis de nombreuses 

bactéries et de leurs toxines. STOLIAR et - al.CI9763 montrent 

que le colostrum des Femmes au Guatemala inhibe, chez le lapin, 

l'action pathogène de Vibrio cholerae et de E.Coli. Cette 

activité inhibitrice est supportée par les sIçA.  ROLJLAND et - al., 

Cl4303 remarquent qu'en Gambie, les enfants nourris au lait 

ma-terne1 hautement bactériostatique 6taiéne mieux protégés. l 
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TABLEAU V 

ANTICORPS PRESENTS llANS LE COLOSTRUM OU 

DANS LE LAIT HUMAIN DIXIGES CONTRE LES VIRUS 

F lavivirus 

Poliovirus 

Anticorps 

Rotavirus 

Références 

Alphavirus 

Cytomegalovirus 

Hepatite B 

Virus syncytial 

DEBRE e;t d. 1930 

MICHAELS 1965 

FALKLER & de. 

SABIN 

LEPOW e;t d. 

WARREN !& &. 

SABIN et FIELDSTEEL 

GONZAGA & cd. 
HODES cd. 

MICHAELS 

KENNY !& ae. 
MATA et WYATT 

saom et d. 
YOLKEN & de. 

SIMHON et d.  

OTNAESS et 0RSTAVIK 

MAASS et BARCKHAUS 

WELSE et ae. 
PINKU CX d. 

NAMBA et ae. 
LAMPRECHT !& C d .  

DOWNHAM &t cLe . 
ECXO virus 6 et 9 MI CHAELS 1965 



contre les infections diarrhéiques que les -enfants recevant 

du lait faiblement actif. Ceci est en corrélation avec le 

titre en anticorps sIgA de ces mêmes laits [DOLBY et - al., 

I S S O ] .  

L'action des sIgA reste effective après passage dans 

llestomac. En effet, les copro-anticorps sont toujours 

capables de protéger lors d' infections par V. cholerae 

CFRETER, 1970 ; FUEARA et FRETER, 1972 ; PIERCE et - al., 19783. 

Ils ne réduisent pas le nombre de micro-organismes dans la 

lumière intestinale mais réduisent le nombre de bactéries 

adhérées aux microvillosités intestinales CFRETER, 1970 ; 

FUSAAA et F!3STER, 19733. 

4 O  3 Neutralisation des parasites 

Récemment les sIgA ont été impliquées dans la défense 

anti-parasitaire des muqueuses. Le lait d'une souris immunisée 

contre Giardia muris protège les souriceaux de l'infection 

[ANDREWS et HELWETT, 1981 3 .  Cependant, les mécanismes df  action 

contre les parasites ne sont pas très connus CWAKELIN, 19783. 

5O3 Inhibition de l'absorption digestive des antiqènes 

Tous les enfants de moins d'un an nourris au lait de 

vache possèdent des anticorps contre les protéines lactées 

bovines [LIPPAAD et &., 19363. En 1977, AHLSTEDT et -' al * 
décrivent l'existence de sfgA humaines dirigées contre 

la @ -lactoglobuline et les caséinse d et @ de vache. Il 
existe beaucoup d'autres antigènes solubles contre lesquels 

les anticorps humains peuvent être dirigés [Kc N A 3 3  et TOI.IA31, 

19911. Les anticorps sécrétoires ont un rôle important dans 

la regulation de l'absorption de ces antigènes [IIALICER et 

IS3EL3AUKER, 13773. blALKER et - al., [ 12723 ont examiné la 

capacité des sIgA intestinaux à altérer l'absorption de 

certaines macromolécul~s. iJne diminution sizniiicativs de 



llabsorptiûn intestinale est notée chez les animaux immunisés, 

de plus elle est spécifique de l'antigène. 

Activation du complément par voie alterne 

Les Iga, contrairement aux autres anticorps, ne fixent 

pas le complément par la voie classique mais par la voie 

alterne [BURTON, 19733. Les IgA sont capables de transformer 

le C3 pro-activateur en C activateur permettant ainsi le 3 
clivage du Cj en entraînant l'activation de la séquence 

terminale Cg-Cg du complément [SPIEGELBERG et SOTZE, 19723. 

Si les sIgA peuvent réagir avec le complément, il n'y a pas 

de preuve actuellement quant à leur rôle biologique vis-à-vis 

de la lyse ou de ltopsonisation. 

B- LE LYSOZYME 

De nombreuses études sur l'activité antibactérienne 

du lysozyme du blanc dloeuf de poule ont été réalisées. 

Par contre, l'activité lytique du lysozyme humain a été peu 

étudiée in vivo. 

la ]  Action bactéricide 

Le lysozyme est une glycosidase capable d'hydrolyser 

la muréine, principal constituant des parois bactériennes. 

Il catalyse la réaction de rupture de la liaison C 1 4 1  

entre l'acide N-acétylmuramique et la N-acétylglucosamine 

de la muréine. Le lysozyme attaque la paroi des bactéries 

Gram [+] et la muréine plus interne des bactéries ~ramc-1. 

Cependant, le lysozyme humain, contrairement au lysozyme du 

lait de !!ache, ne lyse pas les bactéries lactiques [ V A K I L  

et &., 19693. 
Les lysozymes humains et bovins sont trois fois plus 

acsifs que le lysozyme du blanc d'oeuf de Paule, cette 

activité étant mesurée en ueilisant c o m m e  substrat un 

organisme très sensible à l'activité lytique des lysozymes: 



Micrococcuç lysodeikticus. Le spectre de 1 ' activité de lyse 
d'un lysozyme donné varie beaucoup suivant l'espèce bacté- 

rienne qui lui sert de substrat [PETERSON et HARTSELL, 1555 ; 

SHAaPE et &., 19691. 
Tous les lysozymes ont besoin d'un minimum d'électrolytes 

pour se fixer à la paroi bactérienne. Leur taux d'activité 

à O°C est appréciabSe indiquent une relativement basse énergie 

d'activation [REITER et OiiAM, 1962). NAKAMURA Cl9231 découvre 

un curieux effet pH : l'exposition de bactéries Gram<-], 

relativement résistantes à l'action du lyzozyme, à pH acide 

C3,SI puis à pH basique C9,31, favorise la lyse par les larmes 

et le lysozyme de blanc d'oeuf de Poule à condition, que la 

concentration en enzyme ne soit pas trop forte. Une forte 

concentration en lysozyme tend à agglutiner les bactéries 

[PETE13SON et HARTSELL, 19553. 

ROSENTHAL et LIEBERMANCI9311 sont les premiers à envi- 

sager l'influence de lysozyme du lait maternel sur la flore 

intestinale du nourrisson. Ils montrent que le méconium, 

ne contient pas de lysozyme, ; dans les 3 jours qui suivent 

la partuition, l'enzyme apparait dans les selles des enfants 

nourris au sein. De récents travaux confirment la présence 

de lysosyme dans les selles des enfants alimentés au lait 

maternel [HANNESEfiG et FINNE, 1974 ; LOOINûVA et J O U J A ,  1977 ; 

ISAACSON, 19821. 

Le lysozyme humain semble mieux résister à la digestion 

que celui de blanc d'oeuf de Poule. En effet, le lysozyme 

humain est toujours retrouvé dans les selles des enfants 

nourris au sein [58/58 échantillons] tandis que le lysozyme 

de Poule, ajouté à un lait artificiel, n'est retrouvé que 

dans 22/84 échantillons de selles. 

En cas de diarrhée infectieuse, le taux de lysozyme 

augmente dans les selles. Cettz élévation du taux de lyso- 

zyme dans la muqueuse intestinale est due à la migration des 

leucocytes, des monocytes et des macrophages qui relarguent 



l'enzyme deris le fluide intestinale [MEYER et %., 19481. 

Oes biopsies de patients atteints de la maladie de Crohn ou 

de colite ulcérative, montrent une augmentation de la concan- 

tration en lysozyme CFALCHUK et el., 1975 ; KRAWCZUK et al., - 
19783. Cet etccroissement du taux de lysozyme ne serait pas 

entierement dÛ à l'infiltration des leucocytes, mais à une 

eynthese de novo de lysozyme [MCCLELLANO et V a n  FURTH, 19751. 

O a n s  la muqueuse intestinale de Souris, une partie du 

lysozyme proviendrait des cellules de Paneth CPEETERS et 

VANTAAPPA, 1975 ; ISAACSON, 19821. Le lysozyme intervient 

sur 1s flore intestinale en lysant les perois bactériennes. 

Son action se poursuit, indirectement, par la contribution 

au développement de la flore bifide. 

Z O ]  Action sur la flore bificte 

Nous avons vu, au chapitre priichdent [p. 231, que la 

flore intestinale du nourrisson alimenté qu sein était 

constituée essentiellement de bacteries lactiques, en parti- 

culier de B. bifidum. Le facteur indispensable à le croissance 

de la Flore bifide est un glucide : la N-acétyllactosamine. 

L. bifidus var. Penn. ne pousse pas sur un milieu synthé- 

tique contenant des acides aminés sans une supplémentation 

en lait de Femme. Cependant, ces organismes poussent très 

bien apres addition dTun lysat de M.1ysodeikticus obtenu par 

action du lysozyme. Le lysat bactérien fournirait Iss 

osamines indispensables à la croissance de L .bifidus var. 

Penn. [REITER, non publié]. 

Des experiences in vivo ont étg réalisées sur le Rat 

par SUKEWA et al.Cl9671. Oes rats sont nourris avec un lait - 
maternise contenant 1,3 mg/ml de lysozyme de blanc d1 oeuf 

de Poule. Comparées à des témoins, les selles de ces rats 

sont plus acides et le nombre des 8 .  bifidum est plus élevé. 

Ainsi, le lysozyme pourrait jouer un rsle actif dans 

la défenseoontre l'infection en intsrvenant sur l'équilibre 

des différentes espèces bactériennes : destruction des 

bactéries pathogènes et croissance de la flore bifide sapro- 

phyte . 



I 3OI %le immunomodulateur 

Outre son rôle ernti-bactérien, le lysozyme pourrait 

avoir un rôle immunomodulateur CJOLLES, 19763. LOOINOVA et 

JOUJA Cl9771 montrent que le taux des sIgA retrouvées dans 

les selles d'enfants nourris per un lait complément6 en 

lysozyme est augmenté alors que le taux des anticorps séri- 

ques reste inchangé. Ces auteurs suggèrent que l'activité du 

lysozyme sur les parois bactériennes peut stimulen le réponse 

immune locale. NAMBA et al. Cl9811 montrent que le lysozyme - 
peut accroître le taux d'anticorps dans le sérum. Des Cobayes 

dont la nourriture contient du lysozyme voient leur réponse 

immune primaire à l'antigène de surface du virus de l'hépatite 

B augmentée. Le taux des anticorps circulants est plus élev6 

dans le groupe des animaux ainsi traités. L'hypothèse de 

JOLLES Cl9761 est donc confirmée et l'action du lysozyme 

sécrété naturellement densa l'intestin peut être augmentée 

par l'ingestion de lysozym additionnel- 

4*1 Rôle dans l'immunité cellulaire 

L'immunité cellulaire est également augmentée de manière 

significative en présence de lysozyme. 

Du lysozyme humain a été isolé d'urines de patients 

souffrants de leucémie monocytique ou myélomonocytique. 

le lysozyme, à la concentration de 10- 400 mg/ml, stimule de 

façon significative la phagocytose des cellules de levure 

par les leucocytes et ce, en l'absence de tous facteurs 

sériques. Le lysozyme de blanc d'oeuf de Poule n' a pas dl 

action. Le lysozyme n'agit pas sur les cellules de levure 

mais sur les leucocytes et il ne peut, toutefois, stre 

considéré comme un facteur opsonisant CKLOCKEFE et ROBERTS, 

19763. 



Longtemps cette çlycoprotéine fut consid8rée comme la 

principale source de fer pour le nourrisson. Elle intervient 

non seulement dans l'apport de fer mais également dans la 

lutte contre l'infection. Son rôle protecteur au niveau des 

muqueuses a fait l'objet de nombreuses revues générales 

dont les plus récentes sont celles de REITEFi Cl9831 et de 

SPIK et PIONTREUIL C 1533]. 

Apport du fer au nourrisson 

L'enfant nourri au sein n'a habituellement, pas besoin 

d'une supplémentation en fer avant l'âge de 4-5 mois. Un 

apport en fer aux nourrissons alimentés au lait de vache 

s'avère utile beaucoup plus tôt. Bien que le taux de fer 

dans le lait humain ne soit pas nécessairement plus élevé, 

sa disponibilité est meilleure que dans le lait de vache 

[LEBENTHAL, 19781. 

La lactotransferrine, qui existe à un taux de 1 à 2 g 

par litre de lait de femme et qui renferme G,3°[,, de fer, 

constitue le principal apport de fer pour le nourrisson. 

Une série d'expériences a été réalisée au laboratoire 

afin de démontrer ltintéraction de la lactotransferrine 

avec les entérocytes humains et de déterminer l'importance 

du transfert du fer de la lactotransferrine marquée au 

"l=e3+ à 1' intérieur de 1 'entérocyte CCOX et &. , 19793. 
Des biopsies prélevées au niveau du jéjunum de sujets 

adultes sains, se sont révélées capables avincorporer le 
5SF83+ 

complexé à la lactotransferrine avec une vitesse 

de 0,73 prnol/mg/min pour une concentration de 1C ~nol,/l 

en protéine. Dans les mêmes conditions, le fer de la sé- 

rotransferrine humaine et de llovotransferrine du blanc 

d'oeuf de Poule, glycoprotéines homologues, n'est pas 

transféré aux entérocytes humains. Par cont ra ,  le fer de 



la lactotransferrine de vache est incorporé avec une vitesse 

trois fois inférieure à celle de la 1actotransFerrine 

humaine. 

Ces expérimentations ont été reprises sur des biopsies 

prélevées chez des nourrissons et l'expérience a montré que 

llabsorption du fer était du même ordre de grandeur que chez 

l1adulte. [MAZURICR, non publié). 

Ces expérimentations ont démontré pour la première fois 

la présence de récepteurs spécifiques des lactotransferrines 

dans la bordure en brosse des cellules épithéliales. Leur 

présence expliquerait pourquoi le métal apporté par le lait 

de femme est absorbé quantitativement par l'intestin du 

nourrisson alors que l'absorption du fer apport& par lfali- 

rnentation artificielle n'atteint que 10%. 

2O3 Activité bactériostatique 

Depuis les premiers travaux de SCHADE et CAROLINE CZS443 

qui ont mis en évidence l'activité bactériostatique de 

lTovotransferrine, l'intervention des différentes trans- 

ferrines dans la bactériostase semble mainkenant bien 

établie. Ainsi, il a été montré, in vitro, que la lac- 

totransferrine inhibait la croissance de différentes souches 

d'Z.Coli [BULLEN et S. ,  1972 ; REITZ3  et - al., 1S753, de 

staphylocoques [MASSON et &. , 15663, de Pseudomanas aeru- 
ginosa [MASSON et HEREWANS, 19663, de Bacillus stearotherrno- 

philus et subtilis [ORAM et REITER, 19651 et de Candida 

albicans CKIRKPATF3IC:: et - al., 13713. Cette activité de la 

lactotransferrine ~éside en un mécanisme de ferriprivation 

[~CHADL et CAROLINE, 1944 ; FEENEY, 19513 qui serait en 

fait influencé par la presence de chélateurs bactériens 

[::ILES et K:-îII-IJI, 1875 ; N L I L A N D S ,  1~303. 

11 esk gén&-alement acjmis ['ULLEN et al., 1972 ; 1 Ç 7 Z  ; - 
LA.'! et FIEITE3, 1577 ; ';'EINSZFG, 1Ç73 ; FRAttl3SOhl et Li?N?4E3ÙAL, 

1930) que, seules les bactjries qui ont un besoin vital de 

fer [ex : coliformes) sont inhibées 7ar la lactotransferrine - 



alors que les organismes ayant un besûin limité en fer 

[ex : bifides] [FEITER et ORAM, 1366], ne le sont pas. 

Les bactéries possèdent plusieurs moyens dTacquérir le 

fer dans un milieu pauvre en métal ou en présence de lacto- 

transferrine. Elles synthétisent des sidérophores qui diffu- 

sent dans le milieu, captent le fer et ltapportent aux bacté- 

ries g r & e  à des transporteuPs et des récspteurç spécifiques 

[BULLEN et al ., 1978 ; ROGERS et SYNGE, 1978 ; HEINSE,%. , - 
79783. La structure des sidérophores se rattache à deux 

familles chimiques : celle des acides hydroxamiqueç [Ferri- 

chromes,Ferrioxamine E l  et celle des acides phénoliques 

[entérochilinel. Si la compétition pour le fer entre ltentJ- 

rochiline et la sérotransferrine est actuellement bien étudiée 

" [ZARRANO et RAYMONO, 157Ç1, celle qui existe entre lTent&ro- 

chiline et la lactotransferrine ltest à un degré moindre. 

Toutefois, la formation dTun complexe entre lTentérochiline 

et la lactotransferrine saturée en fer a été mise en évidence 

au laboratoire [ÇPIK et I+IONTREUIL, 19331. Cette interaction 

dépend du taux de saturation en fer [POLLACI< et &. , 19701, 
du pH du milieu C3ULLEN et &. , 19371, du rapport molair~ 
entre transferrine et sidérophores, de la présence d'ions 

citrate et bicarbonate [REITER et S., lS751. 
Bien que la lactotransferrine puisse capter le fer 

indispensable à la croissance des bactéries pathogènes, la 

présence de citrate dans le lait - 2 à 3 mbl dans le lait 

humain et 4 à 8 mM dans le lait de vache - induit la formation 
d'un complexe citrate-fer qui est assimilable par les bactéries 

CAISCN et LIEBE.!AN, 19633. Le bicarbonate, qui est essentiel 

pour la fixation du fer par la lactotransferrine, peut dominer 

lteffet du citrate [PHELPS et A N T O N I W I ,  4-75 ; SEITEFI et - al., 

1973 ; GRIFFITH et i-IU:,;PHTiEY, 1977 ; 31I;ITT! et SUIIANYAUHEt-1, 

13773. 



Quels désordres la Ferriprivation provoque-t-elle chez 

les bactéries ? 

Peu de travaux ont été effectués sur les troubles que 

la ferriprivation induit chez les bactéries. La lactotrans- 

ferrine, protéine basique, s'adsorbe sur la membrane bacté- 

rienne chargée négativement. THEDDORE et SCHADE Cl9653 

comparent les activités métabloliques de cultures de 

Staphylococcus aureus sur des milieux riches ou dépour- 

vus de fer. Les Staphylocoques privés de fer présentent 

une activité respiratoire oxydat ive diminuée et une uti- 

lisation du glucose moindre, ce qui entraîne une diminution 

de croissance. 

Un autre effet de la déficience en fer est l'apparition 

d'acides ribonucléiques de transfert anormaux Ct-RtJAsl chez 

E.Coli CWETTSTEIN et STENT, 19633. Les t-RNAç modifiés 

sont élués plus rapidement que les t-RNAs normaux. GRIFFITH 

et HUMPHREYS Cl9781 ont observé des altérations chromatogra- 

phies similaires dans une population de t-RNA8 isolés 

dTE.Coli ayant poussées en présence de lait humain, de 

colostrum bovin ou de protéines fixant le fer. Environ 90% 

des t-RNAç sont anormaux ; l'addition de fer restaure le 

profil dtélution normal. Malheureusement, certaines souches 

dtE.Coli poussent normalement en dépit des 2Cl à 90% de 

t-RNAs anormaux. GRIFFITH et HUMPHREYS Cl5771 ont émis 

l'hypothèse que l'altération du t-RNAs pourrait jouer un 

rôle dans ltadaptation dtE.Coli, in vivo, ainsi que dans 

sa pathoggnicité. 

Ces résultaZs ne permettent pas de conclure quant 

au mode d'action que les transferrines mettent en jeu pour 

inhiber la croissance bactérienne. 

3") fffet bactéricide de l~apolactotransferrine 

AR?.lGLLJ et -* al 9 C 1177 ; AS80 ; 1951 : $SEI23 démontrent 

que lTapolactotrsnsferrine, dissoute dans l'eau distillée, 



a un effet bactéricide direct sur un grand nombre de micro- 

organismes incluant des bactéries Gram[+], Grami-], aérobies, 

aneépobies et des levures. Parmi ces bactéries nous pouvons 

citer : Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, 

Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli Cnon-entéropatho- 

gènique], vibrio cholsrae, Pseudomonas aeruginosa, Candida 

albicans. 

Cependant, des organismes morphologiquement et physio- 

logiquement similaires sont résistants : 3treptococcus 

pyogènes, 3treptococcus lactis, Lactobacillus casei, 

3taphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, tscherichia 
- coli CO 126, Cl111 - entéropathogénique], interobacter cloacae, - 

3almonella newport, 3hir~ella sonnei. 

Ltapo-lactotransferrine doit gtre en contact direct 

avec la paroi bactérienne pour provoquer un effet bacté- 

ricide. Cet effet est irréversible durant la première heure 

même par addition de fer ou de magnésium dans le milieu 

d'incubation. Il est endergonique : pas de bactériostase à 

2O6 et les germes en phase sbationnai~e de croissance sont 

plus résistants que ceux en phase exponentielle. 

ges études approfondies réalisées sur S.mutans montrent 

que ltaccumulation de glucose et son métabclisme sont 

inhibés, comme est l'incorporation des acides eminés et des 

purines. 

Il n'est pas évident que-cet effet bactéricide soit 

accompli par la lactotransferrine native du lait. 

4 O  ] Activité antibactkrienne "in vivow 

L'activité antibactérienne, in vivo, de la lactotrans- 

ferrine n'est pas tès bien documentie. BULLEN et al Cl9721 -' 

et ANTONIN1 et al., Cl9771 semblent être les seuls groupes - 
de chercheurs à avoir essayer de montrer lTeffot antlbocté- 

rien de la lactotransferrine in vivo, en usilisant le 

cobaye. 



Le lait de cobaye est relativement riche en lactozrans- 

ferrine et en transferrine [0,2 - 2mg/iUû ml de chaque]. 

BULLEN et - al., Cl9721 infestent oralement, par E.Coli O I l ? ,  

des Cobeyes allaités par leur mère. L'examen du tractus 

digestif montre que E.Coli colonise à la fois ltintestin 

grêle et le colon mais, graduellement, les lactobacilles 

deviennent la flore dominante dans le g ~ o s  intestin [en 

3 jours] puis dans l'intestin grêle (3-5 jours]. Chez les 

cobayes recevant une alimentation artificielle, =.Coli reste 

la Flore dominante bien que les bactocilles commencent 2i 

apparaître spontanément entre le 4e et 6e jour , dans le 
gros intestin. Pour prouver que les protéines chélatrices 

de fer sont responsables de la disparition progressive 

dtE.Coli, une +se d'hématine est quotidiennementadmi- 

nistrée à un 3ème groupe de cobayes tétant leur mère. 

Sacrifiés au bout de 3 jours, les intestins de ces animaux 

sont colonisés par E.Coli 0111, mais le colon contient déjà 

un nombre appréciable de lactobacilles. Cette expérience 

n'est pas très convaincante ; en effet, l'hématine peut 

induire la formation de cylochromes, chez les bactéries 

lactiques, augmentant ainsi la voie oxydative et la pro- 

lifération CSROCK, 19803. 

La difficulté que représente la purification de la 

lactotransferrine bovine, incite certains auteurs à uti- 

liser ltovotransferrine de blanc d'oeuf de Poule. ANTONIN1 

et &., [1975 ; 1979 ; 19803 confirment que 11activit6 

bactériostatique in vitro et in vivo de lTovotransferrine 

est comparable à celle de la lactotransferrine. 

A présent, ltovotransferrine est uciliçée à des fins 

thérapeutiques. Jas enfants atteints de diarrhés nécrosante 

sont alimentés avec un lait maternisé, supplément6 en 

ovotransferrine à raison de 600 à 1 230 mg par jour. Les 

résultats réunis dans le Tableau VI p. Slsont encourageants. 

Cependant, llovotransferrine est une protEine hétérologue qui 



TAELEAU V I  

TEMPS DE N O R M A L I S A T I O N  DES SELLES. 

Patiente i r a i  tés 3 jours 3 à 6 jours 6 i 9 jours 

avec 
ovotransferrine * 11 C55XI 7C35Xj 2[ 10%) 
[m. 3,70 + - 0,363 

sans 
ovotransferrine * 1 CS%] 11 cS5%] 8C40X)  
Cm. 6,15 + 0,411 - 

*P < 0 , 0 4  en faveur âu groupe de patients t r a i t é s  avec 1' 
ovotransferrine [ t e s t  de Student]. 

dl après CORDA e t  al . [ 1983 1 - 



peut provoquer des troubles allergiques, si elle traverse 

la paroi intestinale et pénètre dans le sang. 

Nous savons maintenant que la lactotransferrine peut 

agir en synergie d'action avec les autres facteurs antibac- 

tériens présents dans le lait, rendant son activité plus 

efficace . 

II- SYNERGIE D'ACTION LIES CONSTITUANTS SOLUBLES DU LAIT MATERNEL 

Nous venons de décrire l'activité protectrice des sIgA, 

du lysozyme et de la lactotransferrine isolés. Or, ces proté- 

ines se trouvent réunies dans tous les liquides et milieux 

biologiques et, elles agissent en synergie d'action. 

A- SYNERGIE LYSOZYME -sIgA- COMPLEMENT 

Le lysozyme peut agir en synergie avec les sIgA et 

avec le complément dans la lyse bactérienne des Gram[-] 

CWARDLAN, 19621. Les études de HILL et PORTER C19743, 

effectuées sur le colostrum de Truie, montrent que seules 

les IgA sécrétoires sont capables d'être lytiques en pré- 

sence de lysozyme et du complément. Les IgA sériques n'ont 

aucune action. Ces résultats confirment ceux d'ADINGLFI 

et a., Cl966 a]. oes études effectuées avec des composants 

purifiés de la voie alterne du complément en présence de 

lysozyme ont montré qu'il y avait bactériolyse CSCHREIBER 

et &., 19793. MAJUMBAR et GHOSE Cl9811 purifiznt les anti- 
corps du sérum et du lait de patients convalescents du 

choléra. Les IgM et les IgS ont des propriétés agglutinantes 

et vibriocides tandis que les SISA bien qu'agglutinantes 

et antiadhérentes ne sont pas vibriocidcs, même en présence 

de lysozyme. 

Sette synergie d'action sculeve de nombreuses contro- 
----- verçes [HZJZLZ et &. , 1573 ; .-c- I L ~ ,  15133. Il semble que 

les Fractions de sIgA tres pures ne soient pas lytiques ; 



cet effet de lyse serait dÛ à la présence dtfgE.i ou IgG con- 

taminantes. 

8- SYNERGIE LYSOZYME - LACTOTRXNSFEARINf 

In vitro, le lysozyme associe son activité lytique vis- 

à-vis des bactéries Gram[+) à l'action bactériostatique de 

la lactotransferrine. PERRRUOIN et PRIEELS Cl9821 ont montré 

que lesprotoplastes de Micrococcus luteus, obtenus par action 

du lysozyme humain, étaient agglutinés par l'addition, au 

milieu, de lactotransferrine humaine ou bovine. Cette agglu- 

tination serait due à des interactions ioniques puisque 

la suvcinylation des résidus de lysine de la lactotransfarrine 

abolit son pouvoir agglutinant. Il reste à savoir si cet 

effet est reproductible in vivo et si cette agglutination 

signifie quelque chose dans la protection du tractus digestif. 

C- SYNERGIE LACTOTRANSFERRINE - sIgA 

Les premiers travaux concernant la potentialisation 

de la lactotransferrine ont été effectués par BULLEN et 

al C19723. I l s  ont montré que des anticorps ISE spécifiques 
7' ' 
d'une bactérie =.Coli 0 1 2 1  3 4 étaient capables d'agir en 

synergie avec la lactotransferrine du lait humain. En effet, 

en état de ferriprivation, la bactérie synthétise un chélateur : 

Itentérochiline qui entre en campétition avec la lactotrans- 

ferrine pour capter le fer du milieu et le transporter jusqu'à 

des récepteurs spécifiques. Des anticorps dirigés contre le 

siee récepteur de l'enté~ochiline [EULLZN et a., 19741, en 
se fixant sur la bactérie, inhiberaient le passage du fer 

CFig. 3 p.54 1. 
Zn 1979, SFIK et &., et FIGGERS et SYNGE montrent que 

la lactotransferrine est potentialisée par un anticorps du 

lait humain et qut il s t  agit dtimnunoglobulines sIçA. 
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Q 
Les sIgA seules ont une activité bactériostatique faible. 

De plus la saturation en fer annule l'activité de la lzcto- 

transferrine [BULLEN et el.,IS7;1 ; ROGERS, 1576 ; SPIK et 

al 19781. Les travaux de STEPHENS et &., [1950] montrent = 

que la forte activité bactériostatique du lait maternel contre 

f .Coli ne peut être expliquée par la lactotransferrine ou par 

les sIgA qui, seules ont une activité inhibitrice faible 

CFig. 4 p .  55 1 mais par leur synergie d'action. Cependant, 

l'action des anticorps a été remis en question par SAMSON 

et al., Cl9793 qui trouvent une activité bactériostatique 
à un fait sans immunoglobulines. Ce résultat est infirmé 

par ceux obtenus par DOLaY et HONOUR (19791. Ces auteurs 

ont montré que ltactivité bactériostatique du lait est 

diminué considérablement par précipitation de la fraction 

anticorpos par des anti-sIgA. L'action potentialisatrice - 

des sIgA sur la lactotransferrine aurait lieu quand les 

anticorps sont spécifiques de la bactérie [Mc CLELLANO 

et &. , 1972 ; GIWDRAT et al., 1972 ; ROGERS et SYNSS, 19733. 

En ourtre, la synergie d'action lactotransferrine - sIgA 
n'est effective que sur des bactéries pathogènes et ne se 

manifeste pas avec des bactéries commsnsales CSTEPHEN5 et 

al., 19303. Des anticorps spécifiques de-ces bactéries ont - 
cependant été détectés dans le lait [DOLBY et STZPHEPIÇ, 

1983 1. 

9- SYNERGIE LACTOTRANSFERHINE - COE11PLEMENT 

La lactotransferrine posséderait, suivant sa concentra- 

tion, une activité tantôt inhibitrice tantôt activatrice 

du complément [MORSAN et - al., 1975 ; VEE3HUI3 et K',L3T?A, 

lI3Zl. Cn utilisant le système hémolytique des hematies 

de i.iouton, i.iG;?GdN et - al., CIE751 ont montré que la lacto- 

transferrine activait le complément. Cne synergie d7action 

semble avoir également lieu encre le cornplSrnent et dfautras 

transporteurs ae fer : la sérotransfzrrine humaine, les 



III- C O N J L 3 V A Ï I O N  35 L'ACTIVIÏS 3 E 3  FACTEURS 

Les fac teurs  so lub les  de défense présents dans le l a i t  

maternel sont  de nature proté ique e t  donc sensib les à l a  

chaleur.  [Tableau V I I p .  581, l a  pas teur i sa t ion  cause une 

p e r t e  p a r t i e l l e  ou compléte de l ' a c t i v i t é  de ces composants 

[FORD e t  &., 1977 ; RAPTOPOULOU-GIGI e t  &. , 1977 ; EVANS 

e t  &., 14781. Pour c e t t e  ra ison,  il e s t  nécessaire de t r ouve r  

des cond i t i ons  de pas teur i sa t ion  q u i  conservent l e s  facteurs 

proeéiques du l a i t  t o u t  en dé t ru i san t  l e s  germes pathogènes 

q u i  s'y développent. 

Nous avons r e p r i s  ces études en u t i l i s a n t  d i f f é r e n t s  

pasteur isa teurç  e t  en f a i s a n t  v a r i e r  la température e t  l e  

temps de chauffage. Nos r é s u l t a t s  seront  confront6s à ceux 

de l a  l i t t é r a t u r e .  



TABLEAU V I 1  

EFFET CIE LA PASTEURISATION A OIFFEZENTES 

TZMPEFiATUREî SUR LA SURVIE DES PROTEINES 

Dtaprès EVANS et al., Cl9781 - 

Lysozyme 

115,13 

76,3 

32,s 

15,2 

O 

Immunoglobulines 

çIgA % 

67,7 

Pasteurisation 

Lait non traité 

tjO0C 30nn 

6Z05C 30mn 

GS°C 30mn 

67O5C 30mn 

70°C 30mn 

Lactotransferrine 

% 

100 

34,3 

43,2 

14,7 

3 

5 , 7  



Pour pallier à la carence immunitaire et protéger ça 

muqueuse intestinale contre les agressions bactériennes et 

virales, l'enfant doit avoir recours à une source exogène 

d'anticorps avant d'assurer lui-même le relais de sa propre 

protection par un système immunitaire local efficace. Le 

colostrum et le lait maternels, comme nous venons de le voir, 

apportent au nourrisson des facteurs de protection humoraux 

spécifiques et nun spécifiques. 

Les facteurs humoraux spécifiques sont surtout repré- 

sentés par les IgA de sécrétion. 

LtIgA secrétoire a des activités anticorps dirigées 

contre des bactéries, des virus, des toxines, des antigènes 

protéiques et non protéiques. Le mécanisme d'action de cet 

anticorps consiste en : l'agglutination des bactéries, la 

neutralisation des virus, ltélimination d'antigènes alimen- 

taires, l'inhibition de l'adhésion bactérienne. 

Les sIgA assurent la première ligne de défense de l'or- 

ganisme et ont été comparées, par ilEFEMAN3 Cl9741 à une 

"peinture antiseptiqueu car elles tapissent toutss les 

surfaces des muqueuses. 

Les factzurs non spécifiques qui contribuent à la defense 

intestinale du nourrisson sent : 

- la flore bifide qui entrave l'implantation des 

microorganismes pathogènes en créent des conditions parti- 

culières drenvironnement et dont la croissance est fôvorisée 

par ltapport de composés tels que les oligosaccharides et 

les glycopeptides du lait maternel. 

- les lipides et plus particulièrement les sanglio- 
sides qui ont une activitu antivirale et qui empêchent la 

Fixation dss exo2oxines bactériennes à la muquzuse inteszinale. 



- le lysozyme, la lactotransferrine, la lactope- 
roxydase qui sont des substances bactériostatiques ou bac- 

téricides présentes en quantité importante dans le lait. 

Ces protéines, présentes dans toutes les sécrétions en 

compagnie de sIgA et synthétisées au niveau des tractus 

épithéliaux, contribuent ainsi à la protection de toutes 

1 es muqueuses. 

La plupart des protéines lactées : sIgA, lysozyme et 

lactotransferrine sont retrouvées dans les selles en partie 

intactes ou partiellement dsgradées mais avec une activité 

biologique conservée. Elles résistent aux enzymes protéoly- 

tiques de l'intestin du nourrisson et peuvent donc être 

efficaces tout au long du tube digestir'. 

Toutes ces protéines agissent seules-mais également en 

coopération. La coopération la plus importante est la 

synergie lactotransferrine - sIgA qui a lieu lorsque les 
anticorps sont spécifiques de la bactérie pathogène. 

Compte tenu de l'importance de la lactotransferrine dans 

la protection de la muqueuse intestinale du nourrisson, notre 

but a été de l'isoler pour l'administrer à des enfants 

diarrhéiques. Nous avons essayé de comprendre pourquoi 

son efficacité est plus grande dans le que seule. 



Y RAVAUX PERSONNELS s 



MISE AU POINT D'UNE METHOOE SEMI-INDUSTEICLLC 

DE PRCPARATION DE FRACTION3 PROTEIQUES 3U 

LAIT DE FEMME 

Le lait est constitué d'un mélange complexe de protéides 

difficile à fractionner. Cette difficulté est accrue par 

la forte tendance qu'ont les protéides du lait à svassocier 

entre espèces de même nature ou de nature différente 

[JENNESS, 19703. 

MONTREUIL et al., Cl963 a] ont décrit une méthode de 

fractionnement des protéines du lait de Femme par préci- 

pitation au sulfate dlammonium. Ce procédé, qui associe 

un gradient de concentration en sulfate dvammonium à un 

gradient de pH, est fondé sur les variations de solubilité 

des protiides . 
Cette technique est simple et facilement utilisable 

à grande échelle. En outre, elle est douce puisqutelle ne 

provoque pas de modifications irréversibles de conforna- 

tion et, bien que peu sélective, elfe fournit des Frac- 

tions enrichies qui conduisent à des protéides pur an peu 

d'étapes supplémentaires. 

Avant de précipiter sélectivement les protéines, le 

lait, provenant de Femmes à divers stades de lactation et 

conservé sous forme congelée, doit subir une série de trai- 

tements qui le convertissent en lactosérum. La préparatian 

de lactosérum varie en fonction des quantités de lait à 

traiter. 

La méthode de fractionnement mise au 7oin.t par b.;3P.IT.3ZC?IL 

et S., Cl963 a] et appliquée sur de faibles quantites de 

lait donne de bons résultats, mais le passage à des quan- 

tités de lâit supériaures à ACCI 1, crée des difficultés. 



Le laboratoire n'est pas équipé pour treiter de Oelles 

quantités de lait et nous avons eu plusieurs problèmes 

à résoudre : 

- délipidation totale du lait 
- concentration des protéines par les moyens mis à 

notre disposition 

- centrifugation de grandes quantités de lait 
Dans ce chapitre, nous discuterons des techniques 

utilisées et des résultats obtenus lors d'un fractionne- 

ment de type sami-industriel . 

II - RESULTATS --------- --------- 

A- PREPARATION OES LACTOSERUMS 

Io] Délipidation 

ges essais de délipidation en faisant varier la tem- 

pérature ont été effectués, sur de petites quantités de 

lait, afin de déterminer l'influence de la température sur 

la délipidation. 

Les masses pondérales des lipides recueillis par csn- 

trifugation et des lipides résiduels, extraits par un mé- 

lange chloroforme-méthanol, sont incrites d m s  le Tab leau  

VI11 p. 63 . 
Les lipides résiduels, extraits après centrifugation 

à O°C et 15OC ne représentent, respectivement, que û ,3  % 

et 0,6 % des lipides totaux. Après délipidation à 30°C, 

le lait renferme encore 4,s % de lipides extractibles par 

le chloroforme. 

La délipidation à basse température ou à température 

amoiante est plus efficace que la délipidation à + 30°C. 

Pour les fractionnements slassiques dont les quanzités 

de lait à traiter n'excèdent pas 30 1, la delipidation 

est effectuée au laboratoire, par centrifugation à + 4OC. 



TABLEAU VI11 

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE 8UR L A  DELIPIDATION 

au LAIT DE FEMME 

RUS 
LILLE O 

Température 

O OC 

15OC 

30°C 

Masse t o t a l e  

de l i p i d e s  

Cg/lOOmll 

3,43 

3,493 

3,252 

Masse de Lipides récupérés par : 

Centrifugation 

Cg/lOOml 1 

3s4 

3,47 

3,11 

Extract ion 

chloroformique 

Cg/100mi 1 

0,03 

O, O 2 3  

0,142 



Pour le fractionnements de type semi-industriels, réalisés 

sur des quantités de lait de 50 1 à 450 1, la delipidation 

est effectuée par centrifugation à + 3a°C. Le lait ainsi 
délipidé renferme encore des lipides [de 1 à 1,5 g/l] dont 

la présence peut avoir des effets néfastes lors des 6tapes 

ultérieures, notamment l'étape de concentration. 

Sol Concentration 

Une étude préliminaire, réalisée sur hémodialyseur 

HOSPAL RPS HP, a montré la perte des protéines qui sur- 

vient au cours de l'étape de concentration. 

L'expérience est réalisée sur 1,4 1 de lait de Femme, 

délipide par centrifugation à 4 000 t/mn 30 mn et à + 4OC. 
Après concentration au demi, la mesure das volumes recueillis 

dans les 2 compartiments est égale à : 

0,7 1 de rétentat RI et 0,7 1 de filtrat FI. 

Après cancentration au tiers, les volumes obtenus sont de : 

0,45 1 de rétentat F$ et 0,535 1 de filtrat Fz. 

Les dosages de protéines eotales, par la méthode de 

Lowry [p. 439 1, ont été effectués sur le lait de départ 

et sur les filtrats et rétentats obtenus après concentra- 

tion au demi et au tiers. 

Le lait de départ contient 8,4 g de protéines par litre. 

A p ~ è s  concentration au demi sur hémodialyseur, 6,7 g/l de 

protéines sont recueillies [RI + FI] soit une perte de 

20 %. Après concentration au tiers, la perte protéique 

srélève à 25,5 % comme le montre le Tableau IX p 65. 

Entre les concentrations au demi et au tiers, la perte 

en protéines est de 5,5 % alors qu'elle est de 20 % entre 

le lait de départ et la concentration au demi. Il semble 

donc que cette perte protéique se stabilise au fur et à 

mesure de la concentration et qu'elle soit due à une adsor- 

pzion sur la membrane de 1 Thémodialyseur. 



TABLEAU I X  

ESSAIS OE CONCENTRATION DES PROTEINES 

W LAIT MATERNEL SUR HEMOOIALYSEUR 

HOSPAL RP6 HP 

* 
avec R : Rétentat 

F*: F i l t r a t  

Concentration 

L a i t  de depart 

I l 9 4  11 

Concentration 

au demi 

Concentration 

au t i e r s  

Taux de 

Protéines 
Cg/ll 

A * ,  F* 

I 
8g4 

Immuno- 

globulines 
IgA Cg/ll 

0,32 

0,23 

5,2 

4,6 

Lacto- 

transferrine 
cg/l l  

0,71 

0,58 

1,5 

1,66 



Les quantitss de protéines qui passent dans le filtrat 

sont de 22 % pour la concentration au demi et de 26,s X pour 

la concentration au tiers. 

Le dosage spécifique des IgA et de la lactotrans- 

ferrine, réalisé selon la méthode de Mancini et al., C19633, - 
révele une perte de 0,09 g/l Csoit de 18,3 XI et 0,13 g/l 

Csoit de 28 % a , .  -~espectivemrsnt, apeès concentration au -t;iers . 
Cependant, aucune trace dtIgA ni de lactotransferrine n'est 

retrouvée dans les filtrats F1 et FZ. Ltélectrophorèse en 

acétate de cellulose confirme ce résultat et montre clai- 

rement que 1'4-lactalbumine et des glycopeptides traver- 

sent la membrane de filtration. 

Les pertes en protéines qui surviennent au cours de 

l'étape de concentration sont dues soit à un phénomène 

d'adsorption sur la membrane comme c'est le cas des IgA 

et de la lactotransfsrrine, soit à un mouvement de filtra- 

tion à travers la membrane [= : & -lactalbumine, glyco- 
peptides 1. 

Décaséination 

Mous utilisons toujours la méthode de décaséination 

qui consiste à amener le lait délipidé et dialysé à 

pH 4,6. La quantité moyenne de caséine recueillie est 

de 3,s g/l de lait. 

Des dosages de lactotransferrine, dtimmunoglubulines 

et de lysozyme nous ont montré que la fraction "caséiney' 

pouvait être contaminée par 2,3 % de lactotransferrine, 

0,s % dTIgG, du lysozyme et des IgA à l'état de traces. 

8-  FRACTIONNEMENT DES PROTEINES LACTOSERIQUE3 

1 1 Rendement 

Pour apprécier les pertes pondérales qui surviennent 

au cours du fractionnement au sulfate d'ammonium, nous 





avons lyophilisé une partie aliquote de la fraction adia- 

lysable du lactosérum utilisé et comparé la masse pondérale 

de matiere sécha obtenue à la somme des masses des diffa- 

rents précipités. 

Les masses de chacun des précipités obtenus par la 

méthode classique de fractionnement sont des valeurs mo- 

yennes de 2 fractionnements. Pour le fractionnement de 

type semi-industriel, les valeurs ont été obtenues par 

traitement de 450 1 de lait maternel [Tableau X pd671. , 

Il en résulte que le rendement global du fractionne- 

ment classique est de 88 % pour 5,7 i de lait et de 8G % 

pour 30 1, alors que le fractionnement de type semi-indus- 

triel danne un rendement de 46,6 %. 

Dans tous les cas, les precipités P2 et P7-2 sont, 

quantitativement les plus importants sauf lors du fraction- 

nement de type ssmi-industriel où le précipité P5-S repré- 

sente 46 % du total des précipités récupérés. 

Z O ]  %partition pondérale des constiants protéiques 

a] Fractionnement classique ------------------------ 
Les resultats de lTétude de la répartition pondérale 

des protéines dans les différents précipités obtenus zu 

cours du fractionnement du lait de Femme, par la méthode 

classique, sont réunis dans le Tableau X I  p. 69. 

Les différentes classes d~immunoqlobulines, I g A ,  IgM et 

I g G  représentent 1 4 %  des protaines recueiilies. Les I g A  

représentent 10,7% des protéines totales à elles seules. 

En raison de leur haute masse moléculaire, les immunoglo- 

bulines précipitent aux Faibles concentrations en sulfate 

d'ammonium C33 72 et 50 % de saturation] et son% particuliè- 

rement abondantes dans les précipités P2 et P4. Le P2 ren- 

ferme 44,E X dvIgA, 41,s % dTIgM et ZD % d'IgG. 

Le rendement pondéral des IgG et des IgM, après frac- 

tionnement au sulfate cfTammonium, est très faible [ 4 C , 7  % 



TABLEAU X I  

REPARTITION PES PROTEINES DANS LES PQECSPITES OBTENUS 
l 

AU COUFiS DU FRACTIONNEMENT DU LAIT DE FEMME PAR LA 

METHODE CLASSIQUE, C5,71 de l a i t  de départ ]  

Lysozyme 
Cmg/lI 

38,Z 

O, 17 

0,36 

0,OS 

O, 15 

3,11 

28,SO 

0,so 

32,s 

86,2% 

Lactotransferrine 
Cmg/l3 

1 100 

I 

9,2 

6,2 

2 

7,6 

170 

780 - 
4,3 

980 

89% 

t 

Précipités 

Laotosérum 
dialysé 

P l  

P2 

P3 

P4 

P5 -6 

P7-8 

P9 

Total 

bndementz 

r 

Pièce de sécrétion 
Cmg/l3 

335,2 

5,4 

13 

6,3 

73,8 

S Z  

37 

",4 

294 

87,7% 

Cmg/13 
=$F 

11,s 

0,44 

1,OB 

0 , l l  

1,68 

1.68 

0,37 

O 

5,37 

46,7% 

Immunoglobulines 
I c l A  

625 

41,5 

2 65 - 
28,8 

147,2 

101 

9,5 

594 

95% 

IE~M 

10,6 

0,06 

2,08 

0,17 

1,15 

!z 
O 

O 

4,96 

46,8% 



TABLEAU X I I  ... - .  

REPARTITION DES PROTEINES DANS LES PRECIPITES OBTENUS 

AU COURS DU FRACTIONNEMENT DU LAIT DE FEMME PAR LA 

METHOOE SEMZ-INDUSTRSELLE. 14501 de leit de départ] 

; 

Précipiée 

Lactosérum 
dialysé 

P l  

P2 

P3 

Pd , 

P5-6 

P7-8 

P9 

Total 

Rendement 

Lactotransferrine 

Cmg/ll 

794 

- 
6, 85 

a,G 

3,4 ' 

- 144 

173,6 

Os4 

331,85 

41,9% 

Immunoglobuli~es cmg/ll Lysozyme 

Cmg/l3 

117 

C 

3,25 

b8 

2 

22,s 

- 22 

1,12 

52,7 

45% 

Pièce  de Sécrétion 

Cmg/ll 

?SO 

- 
l 

5,9 

4s6 

21 

90 - 
11,s 

O,2 

133 

88,8% 
1 

IgG 

8,4 

- 
0,86 

0,4 

1,33 

3,8 

0,08 

O 

6,5 

77% 

IgA 

546 

- 
68,4 

35 

60 

139,5 

2 s 5  

0,07, 

305,5 

5 6% 

,IgM . 

2 

- 

1,7 

0,9 

1,3 

, 4,5 

O 

O 

8,4 

75% 



et 46,3 % respectivement] par rapport au rendement des I g A  

C95 %], Les causes de cette faiblesse de rendement n'ont 

pas ét6 déterminées mais une erreur de dosage nfest pas à 

écarter. Cette hypothèse est d'autant plus crédible que 

les quantités à doser sont très petites. De plus, les I g G ,  

à l'encontre des autres immunoglobulines, sont présentes 

en quantité relativement importante dans le précipité P5-6 : 

31 % des IgG recueillies sont dans le P5-6. 

La pièce de sécrétion, qui représente 15,4%des protéines 

totales receuillies au cours du fractionnswent, se trouve 

dans tous les precipités et plus abondamment dans le P4 et 

le P5-6, Environ 50 % de la pièce de sécrétion précite au 

niveau du P5-6 alors que ce précipité n'est pas très riche 

en IgA. Dans le P5-6, la pièce de sGcrétion se trouve sous 

forme libee. 

La lactotransferrine dont le pourcentage avoisine 19 % 

des protéines totales du lactosérum, est présente en quan- 

tité importante dans le P7-8 qui contient 79,6 % de la lac- 

totransferrine totale. Dans les autres précipités, le taux 

de lactotransferrine varie de 0,s % CP21 à 9 % CPI] hormis 

le P5-6 qui contient 17,3 % de la lactotransferrine totale 

et représente le précipité le plus riche en cette protéine 

après le P7-8. 

Le lysozyme, présent dans tous les précipités, est plus 

abondant dans les précipités riches en lactotransferrine 

c'est-à-dire 1s P5-6, P7-8 et P9. Environ 85 % du lysozyme 

précipite au niveau du P7-8. 

* 
bj Fractionnement semi-industriel 

Le fractionnement de type semi-industriel, réalisé à 

partir de 450 1 de lait maternel concentré sur hénodia- 

lyseur HOSPAL RP H6 au 1/6~, procure un Eaible rendement. 

xi Le fractionnement de type semi-industriel a été réalisé 

au laboratoire en collsboration avec Konsieur DECOTTIGNIES 

que je tiens à remercier pour son aide pro-' ~ieuse . 



La lactotransferrine, le lysozyme et les IgA sont les 

protéines obtenues avec le plus faib$a rendement. Par contre, 

les I g M  et les fgC sont recueillies avec un meilleur rendement 

que dans le cas du fractionnement classique [Table- X T  pa691* 

La répartition des protéines entre les différents 

précipités est identique à celle obtenue lors dtun fraction= 

nement classique. La seule différence que l'on observe est 

la prédominance des immunoglobulines dans le PS-6. Ainsi, le 

P5-6 renferme 45,6 X des I g A ,  53,8 % des IgG et 53,5 % 

des I g M  totales recueillies. Le P5-6 contient aussi 43,4 % 

de la lactotransferrine totale. 

Dans le fractionnement de type çemi-industriel, le pré- 

cipité P5-6 est quantitativement et qualitativement le plus 

importent. Il renferme la moitié des immunoglobulines, de 

la lactotransferrine, du lysozyme et de la pièce de sécré- 

tion libre ou combinée. 

III- DISCUSSION ---------- ---------- 
La répartition des protéines entre les différents pré- 

cipités obtenus au cours du Fractionnement classique au sul- 

fate dtammonium corroborent les résultats de ClE3CACIFS C1~743. 

Certains précipités sont relativement simples comme les 

précipités P2 et P4 constitu&s essentiellement par des IgA 

et le précipité P7-8 qui renferme environ 75 % de lactotrans- 

ferrine ; par contre, les précipit6s P'l, P3 et P9 apparaissent 

très complexes bien qu'ils constituent des stades dtenrichis- 

sement en certaans protéides Csérumalbumine, lactalbumine, 

4-7-antitrypsine] euxquels nous ne nous sommes pas intéressés. 

Le fractionnement de type semi-industriel ne donne pas 

un enrichissement des prgcipités aussi net. in effet, si le 

P7-3 est constitué à 33 % de lactotransferrine, le F3-Z 

renferme, en quantités égales, les immunoglobulines et la 

lactotransferrine. !*tais le problème majeur posé par ce type 

de fractionnement est le faible rendement. 



Quelles peuvent Gtre les causes de cette perte proteique ? 

La délipidation du lait n'a pas été totale. En effet, 

des études de dé3ipidatian en fonction de la température 

ont montré que la délipidation à 30"C était moins complète 

que la délipidation à température ambiante ou à froid. Or, 

les 450 1 de lait de femmeutiliséspour le fractionnement de 

type srsmi-industriel ont étédélipid6sà + 3a°C. 
Suite à cette étape de délipidation, le lait a été con- 

centré au 1 / 6 ~  sur des hémodialyseurs HOSPAL. Des études 

réalisées sur 1,4 1 de lait nous ont montré qu'une pertie 

des protéines filtrait à travers la membrane bien qu'en 

théorie, leur masse moléculairs leur interdit le passage. 

De plus, il se forme à la surface des membranes une couche 

de polarisation induite par la perméation. Cette couche 

de polarisation, formée de protéines, il' ions minéraux, 

de peptides.. . , entraine une augmentation de la pression 
osmotique el donc une diminution de la pression effective 

de filtration. Le flux du soluté à travers la rnembf-ane et 

la couche de polarisation diminuent, provoquant le colma- 

tage de la membrane. La perte protéique importante, produite 

par l'étape de concentration, expliquerait que le lacto- 

sérum dialysé de départ ne contienne que 4,2 g/l de matière 

sèche. La littérature donne une valeur moyenne de S,4 g / l  

pour un lactosérum non cancentré CHAMBRAEUS, 19771, 

Des essais réalisés en utilisant d'autres marques d1hé- 

modialyseurs CSECDN 103, JMAD MP, GAMBRO] n'ont pas donné 

de meilleurs résultats et le temps de concentration était 

4 fois supérieur à celui de 1 'hémodialyseur k103PAL. 

Pour améliorer l'étape de concentvation, il f~udrait : 

- un écoulement plus rapide ke long des membranes de filtra- 
tion. Une vitesse de filtration de 2 m/sec est recommandée. 

- Une température de l'ordre de + 40°C. E n  effet, il existe 

une température optimale pour obtenir les meilleurs débits. 

La température est en relation directe avec la viscosité 

du produit. 



L'étape de fractionnement, rOalisée avec une centri- 

fugeuse de type industriel, est probablement la cause 

principale des pertes protéiques. Au cours de cette étape, 

la perte en matière sèche sfélève à 53 %, le laceosérum 

concentré puis, dialysé nous servant de référence. 

La centrifugeuse utilisée pour recueillir les pré- 

cipités, fonctionne en continuz. Le lait arrive dans la 

centrifugeuse grâce à une différence de pression, passe 

dans- un cylindre qui tourne à grande vitesse, les perticules 

qui précipitent se collent sur les parois du cylindre et 

le ftsurnageant" soPt de la centrifugeuse. A sa sortie de 

la centrifugeuse, le surnageant ?qmoussetT énormément, signe 

d'une forte dénaturation protéique. 

La forte concentration en sulfate d'ammonium et la pres- 

sion de sortie du liquide sont responsables. de la dénatura- 

tion protéique. 

L'amélioration du rendement obtenu lors du fractionne- 

ment de type semi -industriel nécessite l 'utilisation d'une 

ultrafiltreuse employée dans l'industrie laitière et d'une 

centrifugeuse de conception différente. 

En conclusion, nous pouvons dire que le fractionnement 

de type semi-industriel, tel que nous l'avons pratiqué 

au laboratoire, n'est pas une méthode rentable. Le matériel 

dont dispose le laboratoire permet de faire des fractionne- 

ments de 30 1 de lait maximun. 

Pour améliorer le rendement du fractionnement de type 

semi-industriel, il faut : 

- améliorer l'étape de concentration en utilisant une ultra- 
- 

filtreuse. 

Au cours de la décennie écoulée, la technique d'ultra- 

filtration sur membrane s'est implantée massivement dans 

ltindustrie laitière pour séparer, purifier et fragmenter 

les protéines lactosériques [:diAU301J et EFiULE, 1!202]. 11 

existe des ultrafiltreuses, type EFS-P Alfa-Laval, à une 



seule cartouche qui est bien adaptée à ltexpérimentation 

en laboratoire. . 
- améliorer lrétape de centrifugation. La centrifugation 
devra toujours être réalisée sur une centrifugeuse qui 

fonctionne en continu mais dont le principe de séparation 

du précipité et du surnageant soit différent. Elle devra 

avoir une vitesse de rotation réglable de fason à pouvoir 

modifier les conditions opératoires en fonction des besoins. 



RECHERCHE DE LA FRACTION PFiûTEIPUE DU LAIT 

DE FEMME LA PLUS ACTIVE POUR LE TRAITEMENT 

DES DIARRHEES 

LV6tude de l'activité bifidigene a été réalisée par 

Madame NEUT, chercheur à la Faculté de Pharmacie de Lille, 

dans le laboratoire de Microbiologie dirigé par le Profes- 

seur BEERENS. Nous leur adressons nos plus vifs remerciements. 

Nous tenons à remercier Mademoiselle GAVINI pour les 

conseils qu'elle nous s apporté dans la mise au point de 

la méthode de dosage de l'activité bactériostatique. 

1- INTRODUCTION 

ie rsle du lait de Femme dans la protection du tractus 

digestif de l'enfant est bken connu. Ce rôle est double :,un 

effet bactériostatique vis-à-vis des souches entéropathogènes 

et un effet bénéfique sur la croissance de la flore bifide. 

L'activité bactériostatique est assurée par un ensemble 

de composés parmi lesquels le plus important est sans doute 

la lactotransferrine. 

Le facteur de croissance indispensable au Bifidobacterium 

appartenant à l'espèce Bifidobacterium bifidum est la 

N-~cétyllactosamine, disaccharide azoté que l'on trouve dans 

les oligosaccharides libres et les copules glucidiques des 

glycaconjugués. Les espèces Bifidobacterium longum et 

Bifidobacterium infantis ont besoin des constituants du lait 

maternel pour croître mais le facteur responsable de leur 

croissance n'a pas encore été identifié. 

Une recherche de l'activité bifigène et de lTactivité 

bactériostatique a été réalisée sur chaque précipité obtenu 1 
au cours du fractionnement du lait de Femme afin de donner le 1 
précipité le plus actif aux enfants atteints de diarrhée rebelle. ~ 



II- RESULTATS 

A- INHIBITION DE LA CROISSANCE BACTERICNNE 

La souche bactérienne E.Coli 0111 64 a été cultive= 

dans le milieu Ringer-Tryptone en présence des différents 

précipités du lait obtenus par relargage au sulfate d1am- 

monium. 

Chaque précipité est dissous dans le Ringer-Tryptone 

à la concentration de 5mg/ml. La salution ainsi obtenue 
2 est ensemencée par une dose de 6.10 bactéries et mise en 

culture à 37OC. Après 18 h de culture, une numération sur 

boite:est réalisée et les résultats de cette numération sont 

~sprésentés Fig. 5 p. 78. Ils sont exprimés en logarithme 

décimal du nombre de germes viables. 

L'observation du diagramme montre que tous les préci- 

pités ont un l&ger effee bactériostatique. Le précipité 

P7-8 est celui qui inhibe le plus fortement la croissance 

dtE,Coli 0114 84 ; un écart de 2 logarithmes est un résultat 

significatif. Nous rappelons que ce précipité est le plus 

riche en lactotransferrine. Le PS-6, malgré La quantité non 

négligeable de lactotransferrine qu'il contient, n'est pas 

actif. 

6- ACTIVITE BIFIDIGENE 

La recherche de llactiVité bifidigène, dont les résultats 

sont résumés dans leTableau XIIIp. 80,a été réalisée sur 

les précipités obtenus par fractionnement d'un mélange de 

5,71 de lait de Femme. Les précipités sont utilisés à la 

concentration existant dans le lait. 

Le lactosérum dialyse et la caséine redialysée exercent 

un pouvoir bifidigène sur les souches suivantes : AA 2/2, 

E 536 appartenant à l'espèce 8-bifidun et C 6 appartenant 





III- 

au groupe B*inF&t& - -- 

-Le précipité P7-8 possède une activité bifidigène sur 

une souche de l'espèce 8.bifidum : AA 2/2 et sur les 3 

souches des groupes B.longum et B.infantis analysses : 

LM a 3, 6.long.coll et C 6. Le précipite P7-a est le plus 

actif. 

La croissance de la swchs C 6 est influencée, d'autre 

pert, par la presencs des precipités P4, P5-6 et plus fai- 

blement paf- le P2. 

CONCLUS ION 

Ces quelques études ont montré que le P7-€? est le seul 

précipité à posséder les 2 activité bacte5riostatique et 

activite bifidigène. 

L'activité bactériostatique du P7-8 est, sans aucun. 

doute, liée à sa forte teneur en lactotransferrins. Une 

étude plus détaillée du P7-8 nous permettra, peu*-être, de 

déterminer la nature du Cou des] constituantCs] qui favor 

rissent] la croissance des souches appartenant aux espèces 

Suite à ces expériences raalisées in uitro, lrutili- 

sation du P7-8 dans le traitement des diarrhées rebelles 

du nourrisson nous paraît être une solution thérapeutique 

prometteuse. 





FTUDE SIOCWfMIQUE DU PRECIPITE P7-8 

MISE EN EVIDENCE CIE COMPLEXES DE LA 

LACTOTRANSFERRINE 
I 

I-  INTRODUCTION 
==Z=EZI=PE== 

Parmi tous les précipités obtenus par fractionnement 

du lait maternel au sulfate d~ammonium, c'est le F7-€3 qui 

possède lTactivité bactériostatique et bifidigène la plus 

importance. Nous poursuivrons donc notre étude par la dé- 

termination de la nature des constituants présents dans 

le P7-S et dans les fractions recueillies après chromato- 

graphie du P7-8 sur colonne de SP-Séphadex. 

II-  AESULTATS 
-------me --------- 

A- COMPOSTION IXt PRECIPITE P 7 - 8  

1 1 Anei yse biochimique--du P7-8 

Les résultats de l'étude physicochimique et immunolo- 

gique du P7-8, réunis dans le Tableau X V  p .  84 , sont une 
moyenne de 3 expériences. 

+ 
Le P7-a est très riche en lactotransferrine [ô3 - 3 ?LI 

et le taux de cette glycaprotéine est relativement stable 

d'un P 7 - 3  à l'autre. Nous avons dosé le fer contenu dans ce 

précipité afin de déterminer le degré de saturation en fer 

de la lactotransferrine. Le taux de fer dosé dans -le P7-8 
+ 

est de 0,17 - 0 ,OS  O/,,. Sachant que la lactotransferrine 

pure est saturée lorsquTelle fixe 1,16 O/,, de fer, nous en 

déduisons que la lactotransferrine contenue dans le P7-2 
+ 

serait saturée si elle en fixait 0,75 - 0,OJ O/,,.  La Lac- 

totransferrine contenue dans le F7-2 est donc saturée au 

1.'4 environ de sa capacitd. 

A c Ô t 5  de la iactotrensFerrine, la Fraction p o n d 6 r ~ l e -  



ment la plus importante est constituée de sucres. Le P7-ô 

renferme 20 % de sucres répartis comme suit : oses neutres, 
+ * 

10,23 - 0,12 % ; hexosamines, 7,3 0,4 X ; acides sialiques, 
+ 

2 , 3 E  - 0,34 %. 

Les dosages immunochimiques réalisés sur le P7-3 total 

eévèlsnt la présence dTIgA et de pièce de sécrétion à des 

taux non négligeables. Le P7-3 renferme également du lyso- 
+ 

zyne CG - 1 %] hormis l'un des 3 précipités étudiés. Cette 

fraction protéique constitue une faiblspertdu P7-5 C?Z à 

14 %]. 

ZO1 Fractionnement du P7-3 sur colonne de 3P-Séphadex 

Sur une colonne de SP-Séphadex C-30 C24 x 1,s cm], 
équilibrée dans le tampon acétate de sodium G,2Z M, nous 

déposons 1 g de P7-8 en solution dans Le même tampon. Puis, 

nous éluons par un tampon acétate de sodium O,Z2 M et recueil- 

ions une première fraction : Fraction 1. Dans un second temps, 

nous éluons la colonne par un tampon acétate de sodium 0,s bi 

et recueillons une deuxième fraction : Fraction II. 

Ce fractionnement a été réalisé sur 3 précipit8s P7-8 

dont les masses des fractions 1 et II recueillies et les 

rendements sont réunis Tableau XIV p. 83. 

La fraction II recueillie après fractionnement du P7-8 

sur colonne de SP-Séphadex est toujours obtenue en 2 fois 

plus grande quantité que fa fraction 1 sauF dans le cas du 

fractionnement 2 où les fractions 1 et II ont sensiblement 

le même poids. Le rendement de ces fractionnements est de 
+ 

90 - 2 %. 

3'3 Analyse biochimique des fractions 

Sur chacune des fractions recueillies, nous avons dosé 

les sucres et les constituants protéiques : les résultats 

obtenus sont réunis dans le Tableau X V -  p. 84. 

La fraction I renferme les Iç4, la pisce de sécrétion, 



t Frac t i on  1 Frac t ion  II 

300 volume d' 
é l u t i o n  Cm11 

F igura 6 : P r o f i l  d v é l u t i o n  du P, - chromatographié 

sur colonne de SP-Sephadex. 

"- - . - - - -  - --- -- 
.TABLEAU X I V  

RESULTATS PONDERAUX DES FRACTIONNEMENTS 

DE P7-8 SUR SP-SEPHADEX 

L 

Frac t i on  1 Cmg] 

F rac t i on  II [mg] 

F rac t i on  1 

Frac t i on  TI 

Rendement 

Fractionnement 

1 

316 

 GO^ 

52 % 

. . 
92,4 X 

Fractionnement 

2 

422 

466 

90,5 % 

S3,3  ::, 

Fractionnement 

3 

293 

62 0 

47,b Y: 

S i , 5  h 



l TABLEAU X V  

ETUDE PHYSICOC~III~1IqUÇ DU P7-8 ET DES 

FRACTIONS 1 ET IIOBTENUES AU COU= OU FRACTIONIJEMENT 

SUR COLGNNE DE SP-SEPHAOEX 

I I + 
Acide ç ia l iq~ ies  4,53 - 1,04 

Pourcentages 

Uses neukres 

t texosemines 

l Piacc de sicrét ion I + 
5,û4  - 3,7 

[ m g . / l i ~ L I  mg] 

Fraction 1 

l ' . 2 1 , 8 5  f 6,45  

+ 
17,5 - 5,s 

Fraction II 

+ 
3 , 4  - 0,3 

+ 
1 ,7  - 0,s 

+ 
0,88- O t Z l  

*Les IIloyet~nes sont réalisées sur % fractionnements car l ' un  des P7-8 est dépourvu de lysozyme. 



et est *ès riche en sucres. L3 fraction 1 contient environ 

52 % des sucres présents dans le PT-". 

La fraction 1, constituée à 44 % per des sucres, ren- 

ferme des glycopeptides dont la nature n'est pas encore con- 

nue et 2 % de lactotransferrine. 

La fraction II, retenue sur SP-Séphadex et éluée lors- 

que la force . ionique du tampon augmente, est constituée à 
4- 

80 - 15 X? par de la lactotransferrine. 
f 

La fraction II renferme peu de sucres C5,56 - 1 %3. Elle 

ne renferme pas dtIgA et la pièce de sécrétion est présen- 

te à l'état de traces. Le principal rfcontaminantt' de la 

lactotransferrine dans la fraction 11 est le lysozyme 
+ 

[2,8 - 0,14 %]. 

Pour purifier la lactotransferrine et kliminer les 

traces de protéines contaminantes, la fraction II est re- 

chromatographiée sur colonne de SP-Séphadex. La fraction 

éluée par l'acétate de sodium 0,s M et appelée fraction II' 

n'est pas toujours exempt de lysozyme. Il est possible que 

le lysozyme soit associé à la lectotransferrine dans la 

fraction: II isolée du P7-8. 

Le complexe lactotransferrine-lysozyme ayant un com- 

portement électrophorétique spécifique, nous poursuivrons 

donc nos investigations en étudiant le comportement élec- 

trophorétique de la lactotransferrine dans le P7-8 et les 

fraction 1 et II. 

Analyse électrophorétique 

Acétate de cellulose -------------------- 
La lactotrnnsferrine du Pi-3 et la lactotronsferrine 

de la fraction I ont le même comportcncnt 6lectrophoréti- 

que, sur acétate de cellulose. Elles migrent vers lvanoc!s, 

dans la région des 4 . Par contre, la lactotransferrine de 
la fraceion LI ne migre pra~iquenent pas [Fig. 7 p. 863. 



Figure 7 : Electrophorèse sur acétate de 

cellulose du P, - C A ) ,  et des 

fractions 1 CB) et II CC). 

+ - 
. , .. ' , . 

S T F  

Figure 8 : Immunoélectrophorèse du lait 

maternel et du P7-8 en présence 

d'un immunsérum de Lapin anti- 

lactotransferrine. 



Nous avons suivi le comportement éléctrophorétique 

de la lactotransferrine par immunoélectrophor&se sur 96- 

loae, contre un immunsérum anti LTF, 

Dans le lait humain délipidé, la 1actotransFerrine 

migre dans la région des 4 2- globulines. Après déca- 
séination, le comportement 6léctrophorétique de la lac- 

totraneferrine se rapproche d'une Bq-globuline. Au fur 

et à mesure des étapes de purification de Ia lactotrans- 

Perrine, nous observons que son comportement se rapproche 

de celui des 3z-globulinas [Fig. 8 p. 863. 

cl Electrophorèses bidimensionnelles 

Le précipité P7-8 et les fractions I et II obtenues 

après fractionnement de ce précipité sur SP-Séphadex, ant 

été soumis à une électrophorèse bidimensionnelle. Le sérum 

utilisé est un sérum anti-1ac.i;atransferrine qui perme% de 

mettre en évidence la lacCotransferrine libre ou associée. 

L'analyse des profils immunoélectrophorétiques obte- 

nus CFig- 9 p. 88; muLtre que : 

- la lactotransferrine du P7-8 migre en partie v e r s  l'anode 

et en partie vers la cathade. De plus, la présence d'un 

épaulement nous incite à émettre lThypothCse que la leoto- 

transferrine du P7-3 est formée de 2 populations. 

- la lactotransferrine de la fraction 1 m i g ~ e  très forte- 
ment en direction de l'anode. La présence de 2 arcs super- 

posés n'est pas élucidée. 

- la lactotransferrine de la fraction II qui est presque 
pure ne migre pas du tout comme celle de la fraction III. 

Or, la 1actotrançFerrine de la fraction.111 est pure. 

L'analyse du comportement électrophorétique de la lacéotrans- 

ferrine montre des variations suivant son degré de purifi- 

cation. Dans le lait, la lactotransferrine se comporUe 

conne une 4,-clobuline, quand elle est pure, elle misre - 
dans la région des 2-~lobulines. 



Figure 9 : Mise en évidence de l a  lactotransferrine dans 

le '7-8 to ta l  e t  les  fractions obtenues apras 
passage m u r  SP-Sephadex, par immunoélectrophor- 
&se double contre un sérum anti-lactotransferrine. 

A : P7,8 ; B : Fraction 1 ; C : Fraction II 

O : Fraction II'. ' y?\ 
1 \,! f c if ! 
-4 



L'analyse biochimique du P7-6 et dss fractions 

obtenues apeès chromotographie sur SP-Séphedex met en 

évidence l'existence de 2 fractions de composition dis- 

tincte : la fraction 1 qui renferme les glycopsptidas et 

un peu de- lactotransferrine et la fraction II fermée de 

lactotransfeorine à laquelle reste fortement associé le 

lysozyme. Ltélectrophorèse bidimensionnelle réalisée sur 

ces 2 fractions fait apperaitre une difforence de compor- 

tement électrophorétique de la lac$otransferrine que nous 

attribuons à la présence d'associations. Ainsi, nous émet- 

tons Ithypothèse d'une association lactotrançfe~rine-lyço- 

zyme et/ou lactotransferrine-glycopeptideç qui fera l'ab- 

jet de l'étude qui suit. 

B- KISE =N EVIDENCE DU COMPLEXE LACTOTRANJFCZF11iJE-LYJOZYr'IC 

Io] Isolement du complexe par çel filtration 

La fraction II, reoueillie après 2 passases sur colonne 

de SP-Séphadex, est soumise à une étape supplémentaire de 

chromatographie sur AcA 44 afin d'éliminer le lysozyme libre. 

Sur une colonne d'AcA 44 Cl20 x 2,s cn2, équilibrée 

dans une solution de bicarbonate d'ammonium O,l $4, nous 

injectons 1 g de la fraction 11. Ltélution par le bicarbona- 

te d'ammonium 0 , f  M, présente le profil suivant, Fig.10 p. 90. 

Le pic 1 est constitué de lactotransferrine et de 

lysozyme. II représente 31 % des fractions recueillies. 

Le pic 2, constitué de lactotrançferrine immunoélec- 

trophordtiquement pure, représente 70 Z des fractions 

recueillies. Le pic 3 renEerme le lysozyme libre. 

L'analyse de ces 3 pics par électrophor&se sur acétate 

de cellulose dans un tampon véronal / H21 pH 7, i3 montre 

que le pic 2 migre trSs peu. Le pic 1 migre plus necternent 

.vers l'anode. Puant au pic 3 il a un comportement cathodi- 

que, propre au lysozyme CFig il p.  903. 



volume dfélution en ml 

Figure 10 : Profil dtélution de la fraction IIt 

isolée du P, - sur une colonne d9AcA 44. 

Figure 11 : Electrophorèse sur acétate de cellulose 

des fractions recueillies après chromato- 

graphie sur A c A  44. 

1- complexe lactotransferrine-lysozyme 
2- lactotransferrine 
3- lysozyme 



Z O 1  Analyse du complexe lactotransferrine-lysozyme 

al Oosage des proteines ---- --------------- 
Le dosage du taux de lactotransferrine par lvimmwodif- 

fUsion radiale et du taux de lysozyme par la méthode du 

lyso-plate montre que le pic 4 obtenu après chromatographie 

sur AcA 44 renferme 1 molécule de lactotransferrine pour 2 

molGcules de lysozyme. 

bl-- Ultracentrifugation analytique 
Lm----------- i--------- ----- 

LTultracsntrifugation à lTéquilibre de sédimenta- 

tion permet de calculer la masse moléculaire d'une molé- 

cule. 

La détermination de la masse mol&culaire du pic 1 

ob8enu p w  chromatographie sur AcA 44, a &té réalisée 

dans une ultracentrifugeuse analytique BECKWAN modèle E,  

équipée du système optique interférentiel de RAYLEIGH. 

Le pic j=est dissous dans un tampon Tris/HCl 0,1 M 

pH 7,05 à raison de 1 mg par ml de tampon, puis il est 

dialysé deux jours contre le même tampon. Lê centrifugation 

a été faite à 20°C, à la vitesse de 19 500 tpm ; ltéquili- 

bre de sédimentation est atteint en 6 heures. Puis nous 

avons appliqué la formule suivante : 

M = 2 RT 1 - d log c 

1 - a e  CO' dr 2 

où M est la masse moléculaire de la protéine 

R = 8,313 x 10 
7 

T = 273 + e avec = température de l'expérience en OC, 

@ = volume spécifique partiel effectif de la protéine dans 

le solvant - 
Z = densité du solvant 

e = concentro-cion de 1~ solution 

r = distiance de l'axe de rotation 



La masse apparente du pic 1 en utilisant 1s Vsp de 

la lactotransferrine 0,722 est de 135 000. L'utilisation 

du Vsp du lysozyme 0,702 donne une masse apparente de 

127 400. 

Sachant que ce composé contient de la lactotrans- 

ferrine et du lysozyme, on peut en déduire qu'il renfer- 

me : 

130 000 - 85 000 = 45 000 

soit 3 molécules de lysozyme par molécule de lactotrans- 

ferrine. Otaprès une étude de,tavnisage moléculaire, le 

poids moléculai~e du composé formant le pic 1 est de 

11C 000. Cette valeur correspond à un complexe formé de 

2 moléculaires de lysozyme par molécule de lactotrans- 

- -  - . - - . A -- - -- - - 

cl ~ & S ~ ! Z ? ~ ~ ! ! M - S ~ C E Y J ~ ~ : I  

Les études ont été menées dans le domaine spectral 

350 - 250 nm. Cette région permet de visualiser des 
éléments de structure tertiaire et en particulier la 

présence de résidus aromatiques. Ces études ont été 

réalisées sur le lysozyme, la lactotransferrine et le 

complexe lactotransferrine-lysozyme. 

Les spectres obtenus sont caractérisés par une large 

bande négative centrée vers 270 nm, due à la présence de 

ponts disulfures et par une petite bande positive centrée , 

à 292 nm. 

Le spectre du complexe lactotransferrine-lysozyme est 

très différent des spectres lactotransferrine seule et 

lysozyme seul. Ceci est une preuve supplémentaire de l'in- 

teraction entre les 2 protéines. 

d] Immunoélectrophorèses --------------------- 
La mise en évidence du complexe lactofransferrine-ly- 

sozyme nous a amené à utiliser une méthode orviginale de 

marquage. 



tao 

Figure 12 : Spectres dichroxques de le lactotransferrine C . . - . . - . . . . d d  3 
du lysozyme c- 1 et du complexe lactotrsnsferrine- 
lysozyme C-- - - -  --1. 



Après immunoélectrophorèse simple ou double sur gélose 

du complexe lactotransferrine-lysozyme contre un immun- 

sérum de lapin anti-latotransferrine, la plaque est recou- 

verte par une feuille d'acétate de cellulose imbibée d'une 

solution d'anticorps anti-lysozyme marqués à la f luores- 

céine. La technique de marquage des anticorps est décrite 

dans le chapitre Matsriel et Méthodes p. 135. 

Les arcs de précipitation formés par le complexe lac- 

totransferrine-lysozyme et les anticorps anti-lactotrans- 

ferrine sont rendus fluorescents par les anticorps anti- 

lysozyme marqués qui réagissent avec le lysozyme présent 

dans les arcs de précipitation. 

L'observation des arcs de précipitation fluorescents 

est réalisée après excitation à 488 nm par un faisceau 

Caser ' [Laser à Argon 1. 
L~immunoélectrophor~e simple montre que le lysozyme, 

à l'état pur, présente un comportement cathodique. En pré- 

sence de lactotransferrine, il se comporte comme une B2-glo- 

buline. Le comportement électrophorétique de la lactotrans- 

ferrine purifiée et de la lactotransferrine complexée au 

lysozyme varie très peu. 

L~immunoélectrophorèse bidimensionnelle présente une 

plus grande variation de migration entre la lactotrans- 

ferrine purifiée et la lactotransferrine complexée au lyso- 

zyme. Le profil obtenu est marqué par les anticarps anti- 

lysozyme fluorescents. L'observation du profil immunoélec- 

trophorétique après excitation par un faisceau Laser montre 

que toute la sur fee  délimitke par l'arc de précipitation 

est fulorescente. 

De plus, nous avons remarqué que le profil obtenu par 

le complexe lactotransferrine-lysozyme est identique à celui 

de la Fraction II 

* lTobservation des plaques marquées a la fluorescéine à 

été r6alisée dans le Laboratoire de Spectroscopie infra- 

rouge et 3aman de Lionsieur 1s Professeur ~CL;IA'I'L que nous 

remercions vive~ent. 



ILI- CONCLUSION ---------- ---------- 
Le p r é c i p i t é  P7-8 e s t  cons t i t ué  de 2 f rac t ions  seps- 

rab les  par  chromatographie su r  colonne de SP-Séphadex. La 

f r a c t i o n  1, non retenue par  l e  support  de l a  colonne, est 

formée de glycopept ides essent iel lement.  La f r a c t i o n  II, 

retenue sur  l a  colonne e t  élu& pa r  une s o l u t i o n  d 'acétate 

de sodium 0,5 M, e s t  const i tuée de l a c t o t r a n s f e r r i n e  con- 

taminée par du lysozyme. 

L'analyse immun~électrophorét ique de l a  f r a c t i o n  II 

l a  mis en évidence l ' ex i s tence  d'un complexe l a c t o t r a n s f e r -  

rine-lysozyme. Le complexe e x i s t e  en p e t i t e  quan t i té  dans 
LTC 

l a  f r a c t i o n  II [env i ron 2 G  'XI. Le rappor t  mola i re Sem- 

b l e  ê t r e  en faveur de 2 molécules de lysozyme par  molécule 

1 de t r ans fe r r i ne .  

Le complexe lsctotransferrine-lysozyme e x i s t e  dans l e  

l a i t  maternel. Une étude de l ' a c t i v i t é  bac té r ios ta t ique  de 

I ce complexe s e r a i t  in tersssante  pour v o i r  s i  l a  présence 

de lysozyme a g i t  en synergie d t a c t i o n  avec le l ac to t rans -  

f e r r i ne .  

Le complexe lactotransferrine-lysozyme n 'es t  pas l a  

seule assoc ia t ion  présente dans l e  1ait.Masson C15731 a 

mis en évidence l a  présence d'un complexe l a c t o t r a n s f e r r i n e -  

caséine. A u  l abora to i re ,  OESCAMPS Cl9741 a réuss i  une asso- 

c i a t i o n  en t re  l a  l ac to t rans fe r r i ne  e t  l e s  glycopepDideç 

du P10. Récemment, nous avons r é u s s i  à associer l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  avec l e s  glycopept ides du P7-8. Le problème 

posé par  l t e x i e t e n c e  de t e l l e s  assockations concerne l e u r  

r ô l e  b io logique.  



ACTIVITE 3ACTERIOLOGIPUE DU P7-8 

DANS LE TAAITEMENT DE3 DIARRHEES 

Le traitement des enfants diarrhéiques par ltingestian 

du P7-8 a été réalisé à ltfiÔpital BRETONNEAU à Paris, dans 

le service du Professeur NAVARRO . Les contrôles bactério- 
logiques ont ét& réalis&s au laboratoire de Microbiologie 

du Docteur LAMBERT. Nous remercions tout le personnel qui 

a pris part à lTélaboration de ce travail. 

Le traitement des diarrhées de l'enfant par le laic de 

femme a été envisagé depuis longtemps mais il pose des pro -  

blèmes en raison de la présence du lactose mal toléré. 

Les études précédentes ont montré l'activité bactério- 

statique et bifidigène du précipité P7-ô isolé du lait de 

femme et l'administration orale de ce P7-5 nous est apparue 

comme une solution thérapeutique prometteuse dans le cas de 

diarrhées graves chez des enfants dont les traitements clas- 

siques n'avaient donné aucun résultat. 

Lestraitements par le P7-5, réalisés dans le service 

du Professeur NAVAaRO à l'hôpital BRETONNEAU [Paris), sont 

suivis de contrôles cliniques et bactériologiques. Les con- 

trôles bactériologiques sont effectués au Laboratoire de 

Microbiologie du Docteur LAMBERT avant et après ingestion 

de P74. 

II- PROTOCOLE --------- --------- 
Le protocole expérimente1 s'établit comme suit : 

Les fractions sontadministréizspar voie orale en 2 

prises par jaus , à raison de 2 ou 4 g par jour [frac- 

tions P7-33, chez des enfants suspects de pullulation bac- 

térienne intra-luminale : diarrhées prolongées avec note 



dyskinétique, notions de décharges bactériémiques avec iso- 

lement de bactéries Gram (-1, dyspéristaltisme post-chirur- 

gical, après p6ritonite plastique, après entérocolite nécro- 

saute.. . 

Line étude 'systématique de iT8cosys.f;èrne de l'enfant est 

effectuée avant cette administratim. A cet effet, du liqui- 

de duodénal est prélevé stirilement et mis en culture le 

plus rapidement possible. LTanalyse est effectüée selon une 

methode inspirée par FIAIEAUD et al., Cl9773 et utilisée lors - 
d'études antérieures CLAt.:EERT-ZfCHQtGKY et al., ' iÇ813.  Les - 
milieux choisis, coulés en bofte de Fétri sont destinés à 

lfisolement et à la culture d'un maximum d'espèces différentes 

aérobies et anaérobies. 

La technique suivante est utilisée : 

Un échantillon de liquide duodénal est dilué dans de 

l'eau distillée stérile. 3es dilutions successives de 10 en 

10 en eau distillée stérile de 1 1 3 - ~  à 'IO-' sant ~Cslisées. 

- 0,l ml de chaque dilution et de la euspension initiale 

est ensemencée sur chaque type de milieu, l'étalement de 

l~inoculum étant effectué au moyen d'une pipette rakeau. 

- après incubation de 24 h à 48 h selon les milieux, on 

procède à la numération de toutes les colonies récupérées 

sur les boltes, où la densité de culture le permet. En se 

rapportant à la dilution considérée, on peut établir le 

nombre de biictérieç par gramme de selle Cg/gl. Le seuil 

de détection de la technique est de I @ - ~  glg. 

- l'identification de chaque souche est réalisée zu moyen 

dos cûractères culturaux, biochimiques et imrnunologiques. 

L'ne étude du phénotype de rGsist~nce, de chaque souche 

isolée es+ faite syatematiqusment à l'aide d'un antibio- 

gramme classique. 

Après cette premiere étude, la fraction P7-2 est 

administrec quotidiennement Evec la posoloçie de 2 g,'jour 

voire 4 g,'jour. 



Pendant cette périodm, les enfants nourris par diète 

élémentaire, administrée en continu, sont maintenus en 

apporta caloriques quantitatifs et qualitatifs constants. 

Après 10 jours dtadministrztion de la fraction P7-3, 

outre les critères cliniques usuels, les critères de sur- 

veillance digestive [volume, aspect des selles, pH, sucres, 

ballonnement abdominal, vomissementçl, une 2ème étude de 

l'écosystème intestinal est faite s d o n  la technique déjà 

exposée. 

III- 3LSULTATS 
----O---- -----.---- 

A- ACTIVITE BACTE,3IOÇTATIQUE DU P7-a "in vivotv 

Les fra~tionq~ P7-8 ont été administrées à 4 enfants 

âgés de 4 mois à 4 ans X ,  présentant une mauwaise talé- 

rance aux protéines, une diarrhée néonatale et chronique 

d'origine essentiellement infectieuse et une stagnation 

pondérale. 

Les effets du traitement ont été suivis par des 

examens b&ctériologiques dont les résultats son2 rdçumés 

dans les Tableaux XVI et X V I I  p. 101, 102. 

3ans les 4 cas considérés, l'ingestion de P7-8 provo- 

que une amélioration de l'état de santé de l'enfant et un 

changement dans la flore intestinale de l'enfant. 

L'analyse bactériologique montre que dans 2 cas sur 

4, la flortsintestinale de l'enfant est totalement boule- 

* verséa. L'ingestion de P7-3 pendant une dizaine de jours 

a suffit pour qu'apparaisse toute une flore nouvelle. 

Le P7-2 provoque la disparition, ou tout au moins, 

la diminution du nombre de 3taphylocoques et Streptocoques. 

Le P?-3 n'a pas d'activité bactériostatique vis-à-vis 

de certaines souches dlE. coli puisqufau contraire, il 

favorise leur développement. Ainsi,.les souches d'E. coli 

1 et II sont retrouvées dans le liquide duodénal do 2 en- 

fants ayant ingérer du P7-3. 



TABLEAU X V I  

REPARTITION E S  BAGTERIES OANS LE LIQUIDE WODENAL 

AVANT Z'I' APRIZS TWITEMENT PAR LE PRECIPITE P 7-8 

l 5 
1 6.10 Pyocyanique P3 

4 
2.10 Pyocyanique 

autoagglurinable 

2. la4 Ptephylosoque ON + 
Poaguleble + 

2 
7.10 Pyocyanique Pl 

4 
6.10 K l s b s i e l l e  pneurnoniae 

4 
1.10 Citrobactar 

4 
1 E .  Coli  1 

4 
2.10 E .  Coli  II  

S 
10 Streptocoque O l 

Liquide duodénal du 
25 m a r s  1Ç81 

Sandr ine  
F .  

N 5 e  l e  
17/11/30 

3 
10 Pseudornonas Maltophil i  a 

2 .  <Cl4 Otephylocoque ON + 
coagulable 

2 .  103 Staphylocoque JN - 

S 
4.10 3treptocoque non 

groupable en A ,  5, 2, S. 

Liquide duodénal du 
13 a v r i l  1591 

9 . 1 0 ~  E. Coli  119 sl4 

1 
4.10 Staphylocoque O N  t 

coagulable  + 



TAB-AU X V I I  

AEPARTITION CIES aACTERIES OANS LE LIQUIDE OUOOENAL 

AMNT ET APRES TRAITEMENT PAR LE PRECIPITE P 

- -- 

l Liquida duodénal 
9 f 6 v r i e r  1981 

1 Liquide duodénal 
, 13 m a r s  1981 

I 

A l  an 
M .  

Né l e  
3 /7/30 

3. lo4 Btaphylacoque DN + . 
coagulable  + 

l o 4  Enterobacter c loacae  I I  

.. 5.10' f t a p h y l a ~ ~ q u e  ON + 
coagulable + 

Judith 
C .  

N é e  l e  
24/11 /75 

1 Liqui de duodénal 
49 f é v r i e r  1î81  

5 2.10 K l e b s i e l l a  pneumoniae 

I . IO= ~ t a p h y ~ o c ~ q u ~  JN + 
coagulable + 

do4 P yocymique p4 

3 6.10 Steptocoqus S 

Liquide duodénal 
23 m a r s  193 1 

10' 3taphyiocoque JN + 
coaguleble  + 

5 10 Steptocoque non 
groupablc en A ,  8 ,  C, G 

I 
3 

19 Klebs ia l l a  pneumoni ae 

3 - 2.12 2. ~Zoli 1 

2 -. 1,:- E. Coli IIss 2 ,  
I 

3. 1g2 Fyocysnique ? . 
i) 

3 
3.10 Jtaphylocoque 3N 



Le P7-8 n'agit pas sur une seule souche bactérienne 

mais sur toutes les bactéries présentes afin de recréer 

un équilibre qui s'était rompu. 11 n'est pas possible de 

tirer des conclusions définitivas sur 1 ' activité bacté- 
riostatique du P7-3 in vivo en se basant sur 3 cas seulc- 

ment. 

Néanmoins, dans tous les cas, une amelioration de 

l'état physiologique des malades est obçervée. Les pa- 

tients présentaient, avant le traitement, une intolérance 

aux protéines du lait da vache et parfois même aux proté- 

ines du lait de Femme. Les résultats obtenus, après trai- 

tement par le P7-e, se traduisent par la disparition de 

l'intolérance aux protéines lactées et une reprise de 

poids. 

B- AmIVITE BACTERIOLOGIQUE OU P7-8 "in vitrorv 

Io] Activité bactériostatique 

L'activité bactériostatique du P7-8 a été mise en 

évidence, in vitro, grâce à l'utilisati~n dTE. coli 

0 1 1 1  84- C voir p. 761 
Les fractions 1 et II, recueillies après passaçe 

du P7-i3 sur colonne de SP-Séphadex, ont fait l'objet 

d'une étude détaillée au chapitre III p.81 . Oissoutes 
dans le Ringer-Trypton, elles sont ensemencées par C .  coli 

0 1 1 1  84. Après 15 h de culture, les résultats obtenus sont 

les suivants : 

- Fraction 1 C0,25 ou 0,5 mg/mll 
3 

5.10 bactériesiml 

- Fraceion II C0,5 mg/ml] 7 
30 bactéries,/ml 

e - Fraction 1 + II CO,5 mg/ml + û,5 mç/ml] 10 bactéries/rnl 

La fraction 1, très riche en sucres, n l a  aucune acti- 

vit5 bactériostatique, mais elle ne favorise pas non plus 

la croissance d t E .  coli 3111 24. Le nombre de bactéries 

obtenues est le même que dans le témoin. La frûction II, 

constituée presque exclusivement de lactatrznsFerrine, 



possède toute 1 'activittii bactériostatique du P7-3. ;>lais 

le P7-8 présente aussi une activité bifidigene qui peur- 

rait être supportée par la fraction riche en suareî. 

Z O ]  Activité bifidiçène 

L'étude deltactivité bifidigène a &té réalisée sur 

2 précipités P7-a différents et sur les fractions 1 et II 

qui en découlent. 

La fraction 1, principalement formée de glycopeptides, 

contient un facteur de croissance utiliç6 par les souches 

appartenant à 1 'espèce B. Bif idum. La souche CG, apparte- 

nant à ltespèce 8. Infantis, est également favorisée par 

la présence de la fraction 1 dans son milieu de culture. 

L'activité bifidigène de la fraction II, comne le 

montre le Tableau p. 103, est beaucoup plus equivoque. 

Ainsi la fraction II isolée de certains P7-3 favorise la 

craissance de toutes les souches de 5. bifidum, 9. Zongurn 

et B. infantis analysées. A llinverçe, la Fraction II de 

cerhainç P7-8 ne possède aucune activité bifidigène alors 

que le P7-8 de départ induit la croissance des souches 

testées. L'analyse biochimique des fractions II n t a  révé- 

lée aucune différence notable de composition. 

Le remélange des fractions 1 et II, en quantités esales, 
régénère l'activité bifidigène du P7-a de départ. biais il 

ne semb$-e pas_ y_.gvoir syner-. _d ecjion €ntre _ les F ~ a c t i û n s  

1-et . 11 se produit seulement une addition de l'activité 

de checun des pics. - ---  



TABLEAU X V I  1 E 
---- - 

A C T I V I T E  BIFIDIGZNE DU P7-0 AVANT ET APr7C3 

CHRObIATOGR4Ptd I f  SUR SP-SEPHACIEX 

a les frac-kions sont utilisées à la concentration de 2 m ç / m l  

Espèces 

k 
7 
73 
.c( 
k 
*r( 

LI . 

Espèces Souches P7-2 Fraction Fraction FI + FI1  

1 II C l m g  + lnsJ 

t 

rn Bif. Nantes . + + + + 

cn 
.r( LMa 3 + - + + 

E C1 
3 f 3.long .col1 + - + + 
U) m 
C U- 
O r C 6  + + + 4- 
4 .Fi -.. . B.inf .S2 + - + 
m a + 

Souches 

A A  2/2 

8 536 

-4 
u- 
.rl 
n . 
a 

II) 
-4 

E P 
J r 
UI m 
C L 
O c 
4 a 4  . . 
c3 O 

4 

P7-8 

+ 
+ 

Fraction 

II 

+ 
. + 

Fraction 

I 

+ 
+ 

AA 2/2 

B -593 

Bif. Nantes 

LMa 3 

B.long.col1 

Ci3 

B.inf .S 2 

1 

FI + FI1 

Clmg + Ing3 

- 
+ 

27. 

+ 
+ 

- 
- 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 

- 
- 
+ 
- 

- 
- 
- 

- 
- 
+ 
- 

- 
+ 
+ 

- 
- 
+ 
- 

A 



IV- C Û N C L U S I O N  ---------- ---------- 
Le P7-Z possède une double activité bactériologique : 

activité bactériostatique et activité bifidigène. Le frac- 

tionnement du P7-3 par chromatographie sur colonne de 

SP-Séphadex permet de montrer que l'activité bactérios- 

tatique est liée, exclusivement, à la fraction II cTest- 

à-dire à la fraction constituée presque exclusivement de 

lactotransferrine. 

L'activité bifidigène est moins localisée ; selon le 

P7-3 utilisé, la fraction 1 favorise plus ou moins la 

craissance des souches bifides. Toutefois, llactivit& 

bifidigène de la fraction I est plus sensible sur l ~ e  

souches appartenant à l'espèce S. bifidun. Ces souches 

ont besoin de N-acétyllactosamine pour croître et sen- 

blent trouver, dans la fraction 1 et le F7-8, le facteur 

indispensable à leur croissance. 

L'activité bifidigène de la fraction II peut être 

totale Cler tableau p.  1043 ou inexistante. Une étude 

physico-chimique plus détaillée que celle réalisée au 

chapitre III p .  81 serai% nécessaire pour expliquer cette 

. différence radicale dans llactivité bifiligèoe des frac- 

tions II isolée du P7-E. 

In vivo, le P7-E3 a un effet positif dans le traite- 

ment des diarrhées rebelles de l'enfant. Les résultats sé- 

méiologiques sont encourageants : disparition de llintolS- 

rance aux protéines lactées, reprise de poids. . . b!éanmoinc, 

les résultats bactériologiques indiquent la persistance 

d'une flore pathogène drns le liquide auodénal des patienzs. 

Une recherche de la flore bifide après le traitement Far le 

précipité P7-3 aurait Eté  souhaitable afin de v5riiTier I t z c -  

tivité bilidicène du P7-2, in vivo. 
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la chaleur, à la fois sur la dénatura%ion physicochimique 

et sur la perte des propri6tés biologiques des 3 proteides 

suivants : IgA, lactotransferrine-et lysozyme, impliqués 

dans les mécanismes de défense de l'intestin du nourrisson 

contre les germes pathogènes. Nous y ajouterons une étude 

de la destinGe de l'activité bactériostatique du lait en- 

tier. 

II- REEULTATS 
t ======== 

A- PASTEURI3ATION nu LAIT !4ATE!7NEL 

Io] Tests bactériologiques 

Avant pasteurisation, une numération des germes conte- 

nus dans le lait est réalisée. La moyenne de ces nunérations 

eût égmle 21 1,s. l a 7  germes/rnl de lait, mais av& da larges - 

4 3 variations allant de 3,Z. 10 germee/ml à 2.10 germes/ml . 
7 Parmi ces germes, nous notons la présence de i , S . l O  bac- 

4 
téries Gran C-1 et de 10 Staphylocoques per ml de lait. 

Les bactéries Gram C-1 les plus fréquemment rencon- 

trées sont : Enterobacter floacae, Klebsiella pneumoniae, 

Serratia liauefwctien3, Citrobac-t;erfreundii et Pseudomonas. 

Les souches de 3ta~hvlocoaue-c~aaau1-e -. et- ureus sont présen- 

tes dans tous les laits non pasteurisés. 

Après pasteurisatian à 7 Z ° C  15 sec et à E I D C  23 ou 

30 mn, les testa-bactériologiques sont négatifs c'est-à-dire 

que fa numGration sur gélose au sang donne un nombre de yEr- 

mes infiirieur à 10 par m l  de lait. 

Lorsque la pasheuriçation est effectuée & 5Z0Z JC mn, 

par le paszeurbsetsur LYCYI S.::, deux cycles de chûui".?~ scni  

nccessaires pour obtenir un test bactdrioloyiqus nésü2i l .  

LES dosares des =aux Ça lzc-:otransfnrrinc ct 2 '1~A ~ r 5 -  

senfs ~ a n s  le: lûitr û v ~ n t  et apris pastcurisa~iûn son: cffrc-  

euas pcir la technique ciT inc1~inodiffusic3n r û i i ~ l e  [ v o i r  F .la8 1. 
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Le t a u x  de capacite de  f i x a t i o n  e n  fe r  Cvoir  p. 43EÙ a  6 t é  
dé t e rminé  s u r  t o u s  les l a i t s  a f i n  d e  s a v o i r  si l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  w s u ~ v i v t n t e w  c o n s e r v a i t  s o n  a c t i v i t é  b i o l o g i q u e .  

La méthode du lyso-plaZe permet  d ' o b t e n i r  d i r e c t e m e n t  

l e  t a u x  d ' a c t i v i t é  l y t i q u e  du lysozyme. 

Les r é s u l t a t s  d e  ces aosages ,  r é u n i s  dans  les TableauxXIX 

i n i t i a l e  dans  le  l a i t ' c r u - e t  c o r r e s p o n d a n t  à une noyznne da 

p l u s i e u r s  e x p é r i e n c e s ,  r 6 a l i s é e s  s u r  d e s  l o t s  de l a i t  n a t e r -  

n e 1  d i f f é r e n t s .  

3e bons r é s u l t a t s  o n t  é té  ob t enus  a v e c  l e  p a s t e u r i s a -  

t e u r  OXFORD H.M à 6Z1°C,/30 mn, m a i s  s eu lement  3 e x p é r i e n c e s  

o n t  é ~ é  r é a l i s g e s .  Après p a s t e u r i s a t i o n ,  l e  l a i t  renfe rme  

e n c o r e  CG 7; dTIgA e t  8G % de l a c t o t r a n s f c r r i n a  aczive. 

O e s  v a r i a t i o n s  c o n s i d é r a b l e s  o n t  é té  obse rvée s  en  u t i -  

l i s a n t  d e s  c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  i d e n t i q u e s  C S D C B O  mn] 

ou s i m i l a i r e s  C6S°C/20 mn] avec  d e s  a p p a r e i l s  d i f f é r e n t s .  

A i n s i ,  l e  t y n d a l i s e u r  CÔ5°C/'Z0 rnnj q u i  es t  u t i l i s é  dans  l a  

p l u p a r t  d e s  l a c t a r i u m s  de France ,  provoque une d é n a t u r a t i o n  

d e  72 X de  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  d e  25 % dTIgA p r é s e n t s  dans 

l e  l a i t .  Le p a s t e u r i s a t e u r  CM 80 [63"C/30 rnnl provoque des 

p e r t e s  l égèrement  s u p é r i e u r e s  à celles du t y n d a l i s e u r .  

L e  p a s t e u r i s a t e u r  h a u t e  t empé ra tu r e  TWGNON C 72 0 ~ / 1 3 s e c  1 
e n t r a î n e  une perte de  60 '/. de  l a  l ac - t ;o t râns fe r r ine .  L e s  e x -  

p é r i e n c e s  n ' o n t  é té  r é a l i s é e s  que  t r o i s  f o i s  car l ' a p p a r e i l  

n  'est p a s  au p o i n t .  

Les r é s u l t a t s  ob t enus  avec  le  p a s t e u r i s a t e u r  LYON H.M. 

CSE°C/30 mn 2 f o i s ]  s o n t  encou ragean t s .  Après 2 c y c l e s  de 

c h a u f f e ,  seu lement  1G % de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  dégradée .  

L a  p e r t e  e n  IgA est  t rès  f a i b l e  e t  l e  lysozyme-eonserve t o u t e  

s o n  a c t i v i t é .  Les p e r t e s  en p r o t é i n e s  s o n t  énormes l o r s q u e  

l ' o n  passe à une t empé ra tu r e  de p a s t e u r i s a t i o n  é g a l e  2 2z02,/ 

2 2  nn. 

E n t r e  5S°C e-c SS°C, les pro-zéines s u b i s s e n t  une Foree  

d e n a t u r a t i o n ,  que iquc  s o i t  l e  p a s t e u r i a a t e u r  ~eiliç6. Tour 

d g t e r n i n e r  l a  tenpErn.t;ure limitû, à par -k i r  de l a q u e l l e  le  

t a u x  de p r o t é i n e s  dans  l e  l a i %  c h u t e  Fortement,  une ganne 

d e  t empé ra tu r e s  s été  e f f e c t u é e .  





L'é tude a été réalisée avec  le  p a s t e u r i s a t e u r  LYC?J H . k i .  

Le l a i t  est p a s t e u r i s é  à 5D0Y, mO" EZOZ e t  S4OU pendant  

30 nn. Les  r é s u l t a t s  d e s  dosages  réalisés s u r  2 l o t s  de l a i t  

mazernel  e-Z r e u n i s  dans  le  Tableau X X I p .  141 , montre que  : 
- - -- - - .  ------ - - -- - - l a  d é n a t u r a t i o n  de s  IgA est  progrestsrive et l i n h i r e  e n t r e  

5G0C e t  64OC. Une é l é v a t i o n  de  t empé ra tu r e  de Z ° C  e n t r a i -  

n e  une p e r t e  de  7 % dt IgA.  

- l a  l e c t o t r a n s f e r r i n e  s u b i t  une f o r t e  d é n a t u r a t i o n  e n t r e  

5S°C e t  GOOC. Le t a u x  de  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  dosé  dans le 

l a i t  c h u t e  de 35,3 %. La diminu t ion  du t a u x  de  capacité 

de f i x a t i o n  du fer e s t  é g a l e  à 41,i ?A. 

- le  lysozyme n e  s u b i t  p a s  de p e r t e  n o t a b l e  de s o n  a c t i -  

v i t é ,  m ê m e  à G4OC. 

L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  est p l u s  s e n s i b l e  à l a  c h a l e u r  

que les IgA e t  le lysozyme. I l , e x i s t e  une t empé ra tu r e  

s e u i l ,  au-delà de  l a q u e l l e  l a  d é n a t u r a ~ i o n  de l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  est presque t o t a l e .  C e t t e  t empe ra tu r e  s e u i l  

.est comprise  e n t r e  5a°C e t  60°Y. 

3 O ]  A c t i v i t é  b a c t é r i o s t a t i q u e  du l a i t  après pas leu-  

r i s a t i o n  

L e  l a i t ,  chau f f é  à d i f f é r e n t e s  t empé ra tu r e s  dans l e  

p a s t e u r i s a t e u r  LYON H.M.,  est  d e l i p i d é  e t  a j u s t é  à pH 7,2 

avec  NH40H 0,1 N. I l  est  ensemencé p a r  E. 601i C l 1 1  34. 

Les r é s u l t a t s  des  mumérations, e f f e c t u é e s  a p r è s  5 h 

e t  24 h de  c u l t u r e ,  s o n t  r e p r é s e n t é s  F i g .  12 p. 4 4 3 .  L e  

l a i t  témoiny b o u i l l i  à 100°i2 pendant  13 mn sert de r é f é -  

r e n c e .  

L e s  l a i t s  c r u  e t  t ra i té  à 5S°C o n t  une a c t i v i t é  bac- 

t 4 r i o s c a t i q u e  p u i ç s a n t e .  Après 5 h de culture, le  nombre 

de  b a c t s r i e s  e s t  à peu p r j s  6 ,a l -à  l t i nocu lum de d é p a r t  : 

dans  le  l a i t  c r u ,  l ~ i n o c u l u r n  de départ est m u l t i p l i e  p a r  

10 a p r è s  24 h de c u l t u r e  et seu lement  p a r  2 dans l e  l a i t  

traits à SEOC. 

L e  l a i t  p a s t e u r i s é  à 5 3 O C  33 mn conserve  une 1 5 ~ k t - e  

a c t i v i % é  b a c t é r i o s t a t i q u e  : m a i s  les l a i t s  chauZEés à 

6Q°C, 5Z°C et G4OC n ' o n t  p l u s  aucun e f fe t .  
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Le lait mste~nel perd son a s t t v i t é  bmctérioststique 

@près  t r a i t e m e n t  p a r  l a  c h a l e u r  à 58OC 30 m. 

3- DENATURATION DE L A  LACTUT8ANSFERRINE DU P7-8 PAR LA 

C e s  essais o n t  été réalisés au l a b o r a t o i r e  s u r  de p e t i t e s  

q u a n t i t é s  de P7-8 et de l a i t  maternel  qu i  nous sert de r é f é -  

r e n c e  

Dans un p i l u l i e r  s n  pyrex,  nous i n t r o d u i s o n s  10 m l  d'une 

s o l u t i o n  de P7-8 d i l u é  à 4 % dans du sérum phys io log ique .  

L e  p i l u l i e r  est  place dans un bain-marie dont  l a  tempéra ture  
+ 

es t  6iable ii - Z ° C .  Le couve rc l e  du p i l u l i e r  e s t  perce  e t  

un thermomètre est  i n t r o d u i t  pour s u r v e i l l e r  l a  t empéra ture  

de l a  s o l u t i o n .  La t empéra ture  de  pré-chauffage,  pour ame-  

n e r  l a  s o l u t i o n  à l a  tempéra ture  voulue,  est d 'environ 10 rnn. 

Après 30 mn de chauffage, l a  s o l u t i o n  de P7-3 est r e f r o i d i e  

brusquement dans  un mélange eau-glace .  

C e t t e  expé r i ence  a été r é a l i s é e  s u r  3 P7-3 d i f f é r e n t s  

e t  s u r  3 l a i t s  t o t a u x  provenant  d e  mères d i f f é r e n t e s .  Les 
+ -!- 

t m p é r a t u r e s  u t i l i s é e s  s o n t  3 G ° C  - Z°C, ôOoC - 2OC, 54": Z c C .  

, Après r e f ro id i s semen t ,  les l a i t s  s o n t  d é l i p i d é s  Fôr  cen- 

c r i f u g a t i o n ,  p u i s  l a  q u a n t i t é  de 1 a c t o t r a n s F e r r i n e  restân-izc 

es t  dosée p a r  immunodifPusion r a d i a l e  s u r  les F7-C et les  l a i t s  

d é l i p i d é s .  Les r é s u l t a t s  ob tenus ,  exprimés en pourcentage de 

p r o t é i n e s  dosées ,  s o n t  exprimés dans  le t a b l e a u  su ivan2  : 

Température P7 - ô L a i t  t o t a l  

+ + SSoG 3i3mn 74,s - s 53 - < -  4,7 

E J ° C  30mn f i 
71,s  - 3,;- 51,3 - 3,s 

ê 4 O C  30mn 42 + - ,  - /,a. + .  -?,2 - 2 



Jusqu'à une température de 6Q02, la 1actotransFerrine 
+ 

dans le lait résiste mieux à la chaleur. A 5 E ° C  - Z ° C ,  le 

P7-8 perd 25 % ds lactotransferrine tandis que le lait n'en 

perd que 6 % soit 4 fois moins. Une élévation de temp'ératu- 

re de +a°C n'entraîne pas de changement ; la perte est $ 

peine plus élevée. 
+ 

Apres 30 mn de chauffage à 64 - 2 O C ,  le précipit9 

P7-3 renferme encore 40 % de lactotransferrine. Le lait 

entier, traité dans les mêmes conditions, ne renferme que 

8 , 2  % de lactotransferrine intacte. 

La lactotransferrine est plus ou moins dégradée sui- 

vant qu'elle soit presque pure ou en mélange dans le lait. 

Dans le lait, la lactotransferrine est bien protégée de la 

dénaturetion par la chaleur jusqutà une température de ÇO0C 

30 m. Puis, à 64OC,  elle est nettement moins bien.protégSe 

dans le lait que dans le P7-8. Cette observation, étrange, 

n'est pas expliquée. Nous poursoivons notre étude par des 

expériences de dichroïsme ciculaire et d'absorption en 

U.V. différentielle. 

C- ANALYSES PHYSIQUES 

Les études ont été menées dans le domaine spectral 

350-Z50 nm. Cette région permet en effet de visuaiiser des 

éléments de structure tertiaire et en particulier la pré- 

sence de résidus aromatiques. 

Ces études ont été réalisées sur le lactosérum déca- 

séiné par la nenine, sur le P7-3 et sur la lactotransferrine 

native et la lgctotransferrine désa2urée. 
7- tous les spectres dichroïques obtenus sont caractérisés 

- -- par une large bande négative centrée vers -id na,). .>ette ban- 

de est due à la présence ie ponzs diçulfures. "ers :CL nrii, 

une autre bznde dichroy~ue est visible ; elle est due oux 

r&siidus d z  tyrosine et de tryptophane. 



O n  peut  résumer l e s  r é s u l t a t s  de l a  façon suivante : 

- laçtos6rum décaséiné : 2 zones de! s t a b i l i t é  thermique 

l e  lactosérum e s t  par fa i tement  

s tab le  jusqutà 5Q°C p u i s  il çu- 

b i t  une l é g & ~ e  dénaturat ion s i  

on pou rsu i t  l e  chauffage jusqutà 

E J ° C  pendant 4 heure. A u  delà de 

c e t t e  l i m i t e ,  il y a dénaturat ion 

t o t a l e .  

- PP-8 : dénaturat ion à €SOC après 1 heure de chauffage. 

- l a c t o t r a n s f e r r i n a  n a t i v e  : dénaturat ion à 63OC 

- l a c t o t r a n s f e r r i n e  déçaturée : dénaturat ion à 5G°C. 

Une étude de res t ruc tw ra t i on  a é t é  en t rep r i se  sur  l e  

lactosérum décaséiné. Pour c e l a  l To i chan t i l l on  est chauffé 

à SG°C ou à E I 0 C  durant d i f f é r e n t s  temps (30 m n  e t '  1 h l  p u i s  

il e s t  r e f r o i d i  à 2S°C t r è s  rapidement ou t r è s  lentement. En  

aucun cas nous n'avons pu observer de rGnaturet ion.  Cependant, 

l e  re f ro id issement  t r è s  rap ide empêche l a  dénaturat ion de se 

poursuivre a l o r s  que le ref ro id issement  %P&S l e n t  C2 à 3 hl 

permet au phénomène de se pcursu iv re  un peu. 

L'étude par  l e  dichroisrna c i r c u l a i r e  de l a  s t r u c t u r e  

secondaire des d i f f é r e n t s  échan t i l l ons  nous a donné p r a t i -  

quement l e s  memes r é s u l t a t s .  Il Faut cependant no te r  la 

d i f f é rence  de concenération u t i l i s a b l e  dans ce domaine 

s p e c t r a l  ZSCI-1SG nm. O n  passe de 1 m g / m l  à 0 , l  mç/nl . 
- lactosérum décaséiné : pas de dénaturat ion observable 

- P7-8 : changement de conformation après chauffage à G 3 O Y  

30 m n  mais pas de des t ruc t ion  t o t a l e .  

- l a c t o t r a n s f e r r i n e  n a t i v e  : s tab le  après chauffage à 63OC 

1 h des t ruc t ion  à 7C°C 

- apo lac to t ransfer r ine  : début de dénaturat ion die 53OC 

15 rnn 

Les d i f fé rences  observées en t re  l e s  2 domaines d i ch ro ï -  

ques sont  dues à l a  d i f férence de concentrat ion protGique. 



Figure 15 : Etude dichrorque de la iactotransferrine 
humaine chauffée à différentes températures. 



ZO] Absorption ultra-violette diFférentielle 

Cette technique a été utilisée, non pas pour détermi- 

ner le nombre de résidus aromatiques exposés, mais pour 

suivre tous changements conformationnels autour et/ou au 

niveau de ces résidus. 3e plue, tout début de précipita- 

tion dans le milieu sera immédiatement détecté par l'ap- 

parition de turbidité mesurable eux plus hautes longueurs 

d'onde. 

Les spectres différentiels ainsi obtenus montrent 

de nombreux pics à 300, 294, 28a, 270, 266, 260 et 253nm. 

Les pics situés aux plus hautes longueurs d'onde corres- 

pondent aux résidus de tyrosine et de tryphophane ee les 

pics situés aux plus basses longueurs d'onde coprespon- 

dent aux résidus de phénylalanine et d'histidine. 

Lossque le chauffage est doux et progressif, on obser- 

ve une augmentation de tous ces pics qui traduit une plus 

grande mobilité des chrom~phores, liée à l'écart de tempé- 

rature. Ce phénomène est linéaire tant qu'aucun changement 

de structure secondaire ou tertiaire n'apparaît. 2ès quTun 

changement intervient, on observe une rupture de pente et 

il est ainsi possible de déterminer la température limite 

de stabilité structurale CFig. 15 p. 119 1. 
Nous avons donc tracé pour les 4 échantillons les cour- 

bes D.3 = f [TOC] et les résulaats que nous pouvons désa- 

ger sont les suivants : 

- lactosérum décaséin6 : chançement de conformation entre 
SO°C et 66OC puis début de préci- 

pitation. 

- P7-3 : début de dénaturation vers 5C°C puis déout de pré- 

cipitation. 

- lûctotransferrine native : changenent de pente ~ Q i t r e  tC 

et V3'2 avec début de pr5cipi- . . 
t û t i o ~ .  

~ u i s  début da prLcipitztion. 



Figure 16: Spectres typiques d'absorption 
ultraviolette diff6mntielle. 
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Les Immunoglobulines I g A  

SZOLLOSY e t  &. , [ Ici743 t rouvent  que l e  t ra i tement  du 

l a i t  humain à 65OC 30 m n  cause l a  des t ruc t ion  de 20 % des 

l I g A .  Après chauffage à 5G°C 30 m n  e t  62O5C 30 mn, l a  pe r te  

l 
en IgA est, respectivement, de 4 X et 22 % C~ûm- e t  al . ,  - 
19771. Selon EVANS e t  &., C'l978 1 ,  le taux d71gA e s t  encore 

égale à 101 % après t ra i tement  à €Z05C 30 mn.  U n  chauffage 
1 

2 67O5C 30 m n  ne provoque l a  pe r te  que de 11 % des IgA pré- 

l sentes dans l e  l a i t  maternel. 

Nos r é s u l t a t s  sont  en accord avec ceux pub l ies  pzr  F33J 

e t  &. , Cl5773 e t  par  CIEaHABER e t  &. , C 19773. La pas teur i -  

s a t i o n  C63OC 30 mn]  ent ra îne une chute du taux dvIgA de 12 à 

30 %, su ivant  l e  pasteur isa teur  u t i l i s é .  La pe r te  en IgA e s t  

t r è s  f a i b l e  lorsque l a  température ne dépasse pas 5 S J C .  Après 

chauffage à 5 6 * C  2 x 30 mn, l a  pe r te  en I g A  e s t  de E,S 7 2 .  

Le t ra i tement  du l a i t  maternel par  un pas tou r i sa~eu r  

haute température C7Z°C 25 sec3 cause l a  des t ruc t ion  de 2Q % 

des I g A .  

Le lysozyme 

Le lysozyme p u r i f i é  e s t  t r è s  s~able à pH acide [ p H  4,51, 

un t ra i tement  à 100°C pendant 3 m n  ne provoque pas de pe r te  

de son a c t i v i t é  [JOLLES e t  JOLLES, 15611. 

Le pH du l a i t  humain v a r i e  ent re  6,3 e t  7,2 CBLAIJC, 

19313. t e  lysozyme, présent dans l e  E a i t  maternel, es t  

donc moins s tab le  à l a  chaleur, Une étude r é a l i s é e  par Fi233 

e t  &., (29773 montre, qu'au delà de 7C0Z 1 5  mn, il y a une 

des t ruc t ion  progressive de l'enzyme e t  quv& 12GoU 13 mn, il 

n'en r e s t e  p lus  que 3 7 ; .  Pour EVANS e t  S.,  C I S 7 3 3 ,  la des- 

%ruckion du lysozyme commence dos que la eenp&ra%ure a -& te in t  

-L05U pendant 3C) nn et, après t ra i tement  3 O 5 . :  Jr3 nn, il ne 

reste plus  que 13,F X de l y s o z y m e .  



F3ND et al., C 10773 et EVANS et EL., [ %E72] 'monlrent - - 
que l'activité lytique du lysozyme est stimulée aprÈs un 

Leger chauffage. 

r'ios études montrent qufapr&s chauffage à SL°C et S3OC 

30 mn, l'activité lytique du lysozyme est respectivement de 

103 et 1Q1 %. La pasteurisation à G4OC 30 mn, provoque une 

perte de l'activité du lysozyme egale à 12 %. Nos résultats 

concordent avec ceux de FORJ et &., C19773. 

Plusieurs études ont été réalisées sur la thernosta- 

bilike de la lactotransferrine et, il a été établi que la 

lactotransferrine était en partie dégradée durant la pas- 

teurisation à 6 t 0 5 C  30 mn CFCJZD et &., 1977 ; EVANS et 

al., 1972 ; LYSTER et &., 19831. - 
Les résultats obtenus par EVANS et &., C1§72] et 

exprimés dans le Tableau VI p. 58, sont en accord avec 

ceux de FORD et al., CIS773. FiAPTOPCUL3U-ZIÛI ~t &. , C1~773 - 
montrent qu'après pasteurisation C€ZOSC 30 nnl le taux de 

1acQoeransferrine présent dans le lait ne varie pas ; il 

reste égal à 100 %. 

LYSTE3 et &., Cl9331 a Éitudié la dénaturstion par 
chauffage à ô 2 O 6 6 ,  de la lactotransferrine isolée, en réa- 

lisant une cinétique de temps. Les dosages effectués par la 

technique des tT~ocketsw montrent qu'il y a une diminution 

constante du taux dtapolactotransferrine durant l'heure de 

chauffage, mais pas de perte significative de lactotransfer- 

rine saturée en fer pap addition de complexe NTA-fer Cni- 

trilo-tri acétate]. 

ilos résultats montrent que la lactotransferrine prisente 

dans le lait, subit une forts i6naturation entre 33O" et EC0i: 

30 mn. LTévûlation de température Sgale à + Z°C, provoque une 

perte de 33,s N du taux de lac203ransfcrrine. LI ciosege Ce la 
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Figure 18 : Effet du chauffage à différentes 
températures pendant 30 m. 



c a p a c i t é  d e  f i x a t i o n  en  Fer dans l e  l a i t  co r robore  les 

dosages  du t aux  de l a c t o 2 r a n s f e r r i n e .  - -- 

'a p o u r s u i t e  de ces i n v e s t i s a t i o n s  p a r  uno i t u d a  

physique de dichrolsme c i r c u l a i ~ e  et ciT a d s o r p t i o n  en 2 .?i 

d i f P é r e n t i ~ l l e  montre que l a  Lac to t r ansFe r r ine  d s s a t u r é z  

est moins s t a b l e  thermodynamiquemen2 que l a  1acZotransFer-  

r i n e  n a t i v e .  L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e  l a i t  est  mieux 

pro togée  e t  est moins v i t e  dégradGe que la l a c t o t r a n s f ô r -  

r i n e  i s o l é e  ou dans  l e  P7-2. 

Suite à ces -travaux, l f a r r & t 5 r e l a t i f  aux condi*uions 

d t i n s t s l l a t i o n  e2 de fonc t ionnenen l  dos l a c t a r i u m s  a 5tS 

modifié.  Les procédés  de s t 7 r i l i s t a t i o n  s u i v a n z s  o n t  &ta 

r e t e n u s  : 

- l a  t y n d a l l i s a t i o n  : le  l a i t  e s Z  chaulfé en  b iberon ,  2 

pendant  22 nn, t r o i s  j ou r s  de s u i t e ,  s u i v i e s  d'un r a f r o i d i s -  

semene b r u t a l  ; 

- L a  p a s t z u r i s a t i o n  à haute  tempéracure : l e  L a i t  est chauf-  

,,OZ Fé p a r  passage en con t inue  dans une t ü b u l u r e  porzLe L -- 
pendsnt  15 sec. LE l a i %  E S ~  e n s u i t ~  r e f r û i d i  b r ü % a L ~ r . ~ n - ;  ; 

- ? a s t e ~ ! r i s a t i o n  è b@c3sc t e ~ p ; . ' r ~ - i ; u ~ e  : l e  lai-:: est ciiauffC 

dans  des  b ibe rons  en v e r r e  ou e n  p l a s t i q u e  d'un volume de 

100 à 250 m l  pa r  immersion pendant 30 nn dans  un s a i n - a z r i e  

à E S O U .  La l a i t  es t  ensuiGe r e f r o i d i  brutalemenc.  

i'dous r e g r e t t o n s  que l e  t r a i t e m e n t  à 5 E O . Z  2 x 2 C  nn 

n ' a i t  pas  é t é  r e t e n u  c a r  c 'os% l u i  q u i  p r d s e r v a i t  l e  mieux 

l ' a c t i v i t é  b a c t é r i o s t a t i q u e  du l a i t  matcrnel  tout en assu- 

r a n t  une . - t S r i l i s a e i ~ n  correccc-. ?!os r é s u l t a t s  son: En zccori 

avec ceux, ob tcnuç  pcr L:'UTZ:? [ZCZL,  sous p r a s s c ]  en  ü:ili- 

cm? dcs c o n d i t i o n s  o ~ C r z r o i r e ç  d i f f 6 r e n t z s .  

La l zc f  cJzrnnsFcrrine, dans 12 Init, est n i z u x  P ~ D ~ C Ç S E  

que l a  lac-:o%ransFerrine 7 u r i F i é e  ou du F 7 - 2 .  Jes &.Ludes 



physiques montrent que 16 lactosérum, dGcas6iné par  l a  r e -  

nine, e s t  dénaturc lo rsque l a  température dépasse iS;1'OG 

1 h. La l a c t o t r a n s f e r r i n e  i s o l é e  sst d e t r u i t e  dès que la 

température a t t e i n t  =OC. 3e plus, l e  dégré de s a t u r a t i o n  

on f e r  e s t  t rCs  important  : une l a c t o t r a n s f e r r i n e  scturée 

r é s i s t e  mieux à la chaleur  qu'une l ac to t rans fe r r i ne  n a t i v e .  

Ces r é s u i t a t s  sont  à considérer  avec quelque rgsorve 

ca r  les cond i t i ons  opéra to i res  son t  erès d i f fé ren tes  do 

celles u t i l i s é e s  pour l e s  études précédentes. 



( CONCLUSIONS OENERALES 1 

Les conclusions générales que nous pouvons t i r e r  

de n o t r e  t r a v a i l ,  q u i  a cons is té  à rechercher une f r a c t i o n  

tr&s a c t i v e  du l a i t  m a t e ~ n e l  en vue du t ra i tement  d'enfants 

1 a t t e i n t s  de diarrhées rebe l l es  sont  l e s  suivantes : 

lo3 Le fractionnement du l a i t  de Femme par re largage 

au s u l f a t e  dtammonium f o u r n i t  des f r a c t i o n s  enr ich ies  en 

ce r ta i ns  pro t ides.  Ains i ,  l e  p r é c i p i t é  P, - e s t  cons t i t ué  

à 64% de l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  l e s  p r é c i p i t é s  P2 e t  P4 

renferment l a m a j e u r e p a r t i e  des immunoglobulines du l a i t  

CsIgA, IgM e t  IgG]. 

A f i n  d'obtenir, en grandes quant i tés  l e s  f r a c t i o n s  du 

l a i t  de Femme, nous avons mis au p o i n t  une mathode semi- 

i n d u s t r i e l l e  de fractionnement mais l e s  r é s u l t a t s  ne son t  

pas sa t i s f a i san ts .  Le rendement obtenu par  c e t t e  méthode nt 

e s t  que de 50% a l o r s  que l e  fractionnement classique donne 

un rendement de 80%. Pour amél iorer l e  rendement, l t é t a p e  de 

concentrat ion devra & t r e  réa l i sée  en u t i l i s a n t  une u l t r a -  

f i l t r e u s e  i n d u s t r i e l l e .  La cen t r i f uga t i on  nécessi te lt 

u t i l i s a t i o n  chtune machine de type i n d u s t r i e l ,  fonct ionnant  

en continu, mais de conception d i f f é r e n t e  de l a  SHARPLESS. 

2O3 Une recherche de l ' ' a c t i v i t é  bactér ios ta t ique e t  

b i f i d igène  a é té  rée l i sée  sur  l e s  d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s  du 

l a i t  maternel. 

- l : t a c t i v i t é  bac té r ios ta t ique  des f r a c t i o n s  protéiques du 

l a i t  de Femme a é té  déterminée sur  l a  souche E. c o l i  0111 

84. Le p r é c i p i t é  P, - sntest avéré ê t r e  l e  p lus  a c t i f .  



- l i t a c t i v i t é  b i f i d igène  a ét6 déterminée sur d i f fé ren tes  

souches bactériennes classées en t r o i s  espèces : B. biFidum, 

B. longum, B. in fant is .Le lactosérum dialyse e t  l a  cassine 

redialysée exercent un pouvoir b i f id igène sur l e s  souches 

appartenant à l'espèce B. bifidum. Le P7,8 a g i t  sur toutes 

l e s  souches analysées. Toutefois, l ' a c t i v i t é  b i f  idigène de 

ce p réc ip i té  var ie  selon l e  l o t .  

3") Lrtwnalyse biochimique du P7 - montre quJà côte de 

l a  lac tot ransfer r ine,  il y a des immunoglobulines IgA C2,8%], 

de l a  pisce de sécrét ion C5,8%1, du lysozyme CS%] e t  environ 

11% de glycopeptides. Chromatographi6 sur colonne de SP- 

Séphadex, l e  P7,8 f o u r n i t  2 f rac t ions .  La f r ac t i on  I, non 

retenue, renferme l e s  glycopeptides, l e s  IgA, l a  pièce de 

sécrét ion e t  t r gs  peu de lactot rensfer r ine.  E l l e  ne possède 

aucune a c t i v i t é  bactér iostat ique mais favor ise l a  croissance 

des souches b i f i d e s  appartenant aux espèces B. i n f a n t i s  e t  

B. longum. 

La f rac t ion  II, retenue sur colonne de 8PSéphadex, 

es t  constituée de lac to t rans fer r ine  e t  de lysozyme. La 

mise en évidence d'un complexe lactotransferrine-lysozyme 

par ll?~analyse immunoélectrophorétique de l a  f r ac t i on  II a 

é té  confirmée par L tu l t racen t r i f uga t ion  analytique e t  l e  

dichroi'sme c i r cu l a i r e .  btétude életctrophorétique du 

complexe lactotransferrine-lysozyme nous a amené à u t i l i s e r  

une nouvelle technique. Les arcs de p réc ip i ta t i on  marqués 

à l a  f luorescéine, sont observés après exc i ta t i on  à 488nm 

par un faisceau Laser. 

U a c t i v i t é  bactér iostat ique de ce t te  f rac t i on  II e s t  

importante ; de plus, certaines f rac t i ons  II favor isent  l a  1 
croissance des souches b i f i des  appartenant aux espèces 5 
bifidum, B. i n f a n t i s  e t  B. lonnum tandis que d'autres f rac -  

t i ons  m',ont aucune act ion.  

4") Le P, - a été administré à 4 enfants souf f rants  de 

diarrhée rebel le .  



Les études bactériologiques ont consist6 à dénombrer et 

identifier les germes aerobies dans le liquide duodénal avant 

et apres traitement. Les resultats se sont traduits par une 

amélioration notable de la?état du malade avec, en particulie~, 

la disparition de 1fiiinto16rance aux protéines, par une reprise 

de poids et par une modification de la flore bactérienne 

duodénale. Cette modifioation montre, dans tous les cas, une 

disparition totale ou partielle des Staphylocoques. 

Sol La conservation des protéines du lait maternel et 

du P7,8 au cours des traitements de stérilisation est excel- 

lente lorsque la tsmpsrature ne depasse pas 56OC et que la 

durée de chauffage est de deux fois 30 mn. Le lait garde 

toute son activité bact6riostatique. Lors d'un chauffage de 

30 mn à des temperatures comprises entre 58O et 60°C, la 

lactotrroinsferrine subit une forte dénaturation et perd son 

activité biologique alest-&-dire sa capacité de fixer le fer 

qui se traduit par une perte de ll',activité bactériostatique. 

Au vu des résultats obtenus, il serait intéres- 

sant de poursuivre cas travaux par : 

- U1'amélioration de la préparation industrielle de fractions 
actives du lait de Femme ; 

- l~~6tuda des complexes de la lactotranferrine : 
lactotransferrine-lysozyme, lactotransferrine-glycopeptides, 

de manière à preciser leur activité biologique; 

- l%tude du traitement des enfants diarrhéiques sur un 

plus grand nombre de cas ; 

- la modification de lit arrêté ministériel pour étendre, à 

tous les lactariums de France, les meilleurs conditions de 

conservation du lait de Femme. 





MONfFiEUIL i r  a., C4Bôû $3 ont &Pi t  une m é $ b d m  dat 

Crwtionni<im+ d.r pmthinrr du lait ck Fmamm p r  p r é i ~ i p i -  

t a t i e n  au * u & f m t e  d8.nnionium. k prwQdQ, qwi  r r m e o i m  un 

gridiane d m  omwmm+ratia rn sulfm%a~ d8raiioniua un gr%- 

diant  do pH, a &té rnodifid au labara%uira pmr DESCAMPS 

Ç 1974). 

Avent ch prsaipi tmr Ise prot6inrs i  le la i t ,  provenant 

de Femmes à divers  temps de l a c 4 t r s t E c r n  e t  c.r~nesrv6 sous 

forme cocrajelh, doit Mir une sérfm dm t rai i taminti  qui 1s 

aonvmrtisrrwrc rsrr fwrtam6rum. L a  pr6psrr t ion du l ~ t o s 8 t r m i  

v e i s  sh Farscttian &a quamti%&s dr l a i t  I tmimr, 

6- PREPARATfON DES LACTOSEInJW 

j n l  Pour un frautiannemsnt c lass ique 

a- OQIieidetion ---- wu----- 

La l a i t  est centriPug6 & 0% pendant 40 rninusms et & 

l a  v i tmer r  de 3 0 0 U g ~ .  Les l ipScks viennent se oondeneer à 

1s s u r f w e  di l a i t  s+ Popmaint une a ~ u c h s  grmiosmuss, fsscile 
i 6linriner. Le lait ut e m s u i ~ ~  f i l e r d  wr aaze efln d'Ôter 

~ P M I  l u s  p e Ç f t s  frsgmmts da Ir swehe l ip id ique  qu i  peur- 

r s i a n t  remter. 

Dma ssttsio da dblfpid9t isn  en F a i s e n t  va r i e r  1s tenrpe- 

~ o t u ~ s  ont: et& e F F 6 o ~ B a .  tln nr43 
as% d&uie6 en 3 F ~ i ~ ~ t i m s ~  de 4GU a&. r = h s q ~  Prauricm &et 

asntrAfug&e b 4 OQO t/mn panme  30 mn, m a i s  dra,e températurem 

diFférenre5 : 04C,  + ?O%, * 30°C. La ao&m I fp idique sur- 

nwsmte est rmueilfiaiv, lyaphilie6s et p s s L e .  

Le l a i t  minsi trait6 n'est pas totalement dafipid6 et 

+ 



rrs ripides rmrtants  em.t; a ~ x t ~ a i t a  p w  w tadlm$s ohloro- 

un dr$phriisa~cir aw.is psursge, dsns le phrmum hyrJFoe&~boiique 

a i p 6 r i . u ~ ~  d.r ubmtrwrr hydrao lub laa ,  lm phm~e inf6r i .a i r r  

ahiproF0cniiqur -ferracar let lipiûms a k u x  purs. 

Ls l m i t  dl412pid6 par o s r r 8 r i f ~ a t i o n  œut vigwrrwa.ctmiant 

a g i t 6  mm prb.isnca de 050 m1 du rnib1angl.e chluroformw z rnthhenal. 

Apria umo n u i t  d. 'repos + 4 O C .  Ir phme shlorofcmlque 

est p r é l e v h  pois O v a p ~ r b .  tes meeomo d6Q IipldQ~ rée&duef~  

a i n d  m c u r i l l i o  srnt puséea. 

b- Dialysa, --"- -'I 
Le lait ddlipfd4 est r p w m i s a  % una, dialyse ds 3 jours  

con t r a  de l ' e w d i r t i l l b r p w r  6l iminer  le l a a t o s s  dont la 

p r 6 s ~ 1 c e  en+a$ne une p r h i p i t a t i o n  i r r e g u l i a r s  c b  l a  

casé ina .  

Les tubam de d ia ly sa  u t i l i s 6 s  mont des tuber  de o e l l o -  

phme PSajax 230. 

ô- Déaambinrtian 
--w--"*œ-m.*-o 

tvadialy@ad3%6 *et rhhawfF4 dr i3OeC poir ài pH 4,6 
srwu Cbs P*mairl.*4m5ppîrSqu+QB9 N. ApMsm une nuit  dk, mpar, - - 
il emt oanWffug6 & 3 OOOg x JO m. 

-. 

ZQJ Paw un Prsctfunndmsnt +ami-industriel  - 
Ltmdnegrment ckr 19boreta i re  ne permmc pas de faire des 

fraotiwi-n+s de lait à l s h h e l a n  i n d u r t r i e l .  Pour des 

quantités sup6r iaur . e~  & SO 1, la lai* dGlipid6 est sonoentr6 
avant d'être dimlysé et d6ceséin6. 

a- ad3 fpf c?atQ;fcrn 
*œ*-IIII---- 

Ls l a i t  est d&l&pid& par ~mtrlif~iéatton 5 3k)OC. Lat amhine 



Lm l a i t  d 6 l i p i d ê  sot ootwrn+ri per paorags sur un h8ms- 

d i a l p e u r  CHOSPAL f f  6 HP]. C e t  aippm-eil est u t i l i s é  oomme 

i r e i n  a r t i f i o i s l ,  dans l e m  h o p i t w x .  

Le l a i t ,  maend b lqh6modâalyrwr par unk pompe, c i r o u l e  

l e  long d'un systhw~ dm mambrranrs perm6ables RP AN 69 à 

baee d m  oopolymère dqsoryloni t t - i le  C6paieoeur 30 micmnej .  

Au cwrs de c m  paarrage, le  l a i t  e s t  conoentr6 u t ,  -ce 

f a i s a n t ,  i l p e ~ d  une p e r t i e  ÇJrs ses moléculeer dm f a i b l e  rnprase 

moléculaira  e t  de a~)s i one fsucrsts, i o n s  m i  né~rux,  pep t ides  

e t  p a r f o i s  le  lysotymel. 

L e  l a i t  set pr4slablemrnt  d i l i p i d d  pour Q v i t s r  que les 

lipides ne v iennent  colmater les pores âec membranes parma- 

sbalar. En effet, cetta &tape de concent ra t ion  a 6 t h  rée- 

lisse & + 4OC. 

ta  r é t s n t a t  renferme encore dr I a o t o s s  st il eat donc 

dialysri  psrrdan+ 3 jours contse de l~araru E)irti~~iocrdans dss 

tubes & c~ i iophane t  Nbjax 40. 

c- Oé~gsrt5instion --------*---- 

L e  m o d e  de deQarsr6inmtion set la  &me qum c e l u i  d a c r i e  

c i - âe reur  fp.3293. L t a i ~ i d s  chJot+jydrfqus ['wl) O,?N u t i l i s L  

pour a j u s t e r  la  pH b 4 , 6  s m t  remplacé par HC1 3N. 

Avant de commencer le P~act ionnsment ,  une p a r t i e  a l i q u o t e  

de l a i t  d é l i p i d e ,  dielysdi et d9cletcaéin6, est. prblrv6çs et lyo- 

ph i l i dm.  C e t t e  a l i q u o t e , ~ l r l 9 e l ~ t o r 6 r u m  dialysd, noua sert 

3f Cette étape da d h l i p i d a t i o n  a &tg r6al isGe dans le  h a l l  de 

l'IUT de? Biologie  Appliquée, e t  nous tenons à remercier  l e  

Direc teur ,  konsiaur  Is Professeur  FOURNET. 



- Pour Ima freatimnamentr da oolortrum st da ~ a z t  hu- 

maine nlexc&dant pas 3 litres, noue u%iliaarrs la m é t h o d e  

cl'irmique mise iu point par WJNTRUXL et &. , C 1SSO a3 et 

rn&difi&s p e  OESCAMPS Cl9741 Cvoir fig. 17 p.1321. 

Les piliers âa saturation 33 p. 100 et 50 p. 100 en 

rulfate dlunmonium sont o b e m s  per addition lente, sous 

~gitation magnétique, dlune eolution sa+urse de sulfate 

dlammonium à pH 7. Puis nous paesone 3 74 p. 100 et GI 100 p. 

100 de saturation, par agitation de, la solution en préesnce 

Nous utilisons la formule suivantm pour caloular la 

m-se de sel, en grwnaies~, b ejouter 21 100 ml de solution 

de saturutian SI, pour obtrrnir um caturetion S2. 

avec O en grammes de Sa4 CNH432 dans 1 000 ml de eolution 

saturem 

G = 536#34 g 31 SODC 

V, voluma apparent epécif iqur di. Sa4 CNH43 en solu+ion 2 
aeiturh 

V = 0,5414 B 2U°C 

L e s  p H  son% sjuart4a l a i t e m m n l s ,  avmc des ecLutions dtacJde 

uh&orhydPlqua~ et dso8atmoniiqus 3N. 

Un ~epoo  dluner nui% est otmerv3 avant dat rrhicueillir 

chesun üer pr6aipit4r par c~ht~ieuga~%fc)rr B 4 UQO t,[m pan- 

dme 45 mn et à + WC. 

L m  pr&cipft& sont dissous dans un volume d'eau dis- 

tillée minimum et le pH est Bvetntueffement ratmen4 à la neu- 

~rrliti. L e e  solution; obtenues sont dlekynées è 4% pen- 

d m *  3 à 4 jwrs contre de l*seu de3sionis6e. Les tubes de 



i 
Filtrrt 53, ajuste pH 7 st mené 50 fi. 100 

I & saturatfan en sulfaa.te d*wnmonium 

Filtrat 54, ajumté & pH 3,8 

P r k i p i t 6  P5-6 

Filtrat S5-6, s j~wth b pH 7 et aman6 a 75 p.  100 

I drss oeturatian an swlFrsts d'mnenium 

Filtrat 37-%, ajust8 PH 3,8 

Pr6cipit6 P9 

Filtrat SS, saturi en rulfaw dt~ccl0nium 

rn Pr4cipO tb P l 0  

F i l t t - r t  510 



dialysa u%ilfrbr amnt tuber dm osllmarna, NPjllx 230. 

l u m m  la quantith da lait 3 frmtionmr aet supé- 

rieurs à 3 litrma, la ralution eitur6e de sulfate dlammo- 

nium est remplmCu par du sulfate d'ammonium cristallis&. 

Pour Ies prliers de saturrêion 33 p. 100 et 50 p. 100, nous 

ajoutons mspmctivrment 190 g/ l  et IO1 g/1 da sulfate dvemmo- 

nium en crimtaux. 

O m c  Ir cas dee frarctiomemente de type esmi-indus- 

triel, les prbcipitée sont recueillis par centrifugation ; 

la centriFugeuse utilis8e CSHARPLESS] est une meichine de 

type smmi-indetriel qui fonctionne en oontinu. Le force 

cabntrifuge aippliquh sot ds 20 000 g et le débit est d'en- 

viron 15 l/h. 

La centrifugeuse ne porsddant pas de syartbme de réfr6- 

11- PURIFICATION DES PROTEINES 

A- L A  LACTOTRAMÇFERRINE 

La lactotransferrfns humaine a été isolée & pwtir du - 
prGcipit6 P7.4 s a l m  le protoaofis draarit pir r r  CI.fEfRON, MAZUflIER - 
et: FOURNET C19771, 

Le prbaipitd P7-û CFig.17 p.-132 3 ,  très riche 

lecrtotranafsr~ina, ese chrornatagrsphi6 mur uns oolonne de 

3 P - S e e k r x  Qquilibree dene un tsmpon ec6isate de sodium 

0,22 M. La laototrarrsferrine se fixe sur Le support de le 

colonne. 

La aolonne est lavée avec de L'acétate de sodium G,Z2 M 

puis 0,4 M. L'évolutian de 1s lerctotransferrine s'ef fectue 



enrsuits avec une so lu t i on  d1sc36taks de eodivm 0,5 M. C1élue t  

m a t  dia lys4  e t  lyophi l fsb .  Lm l yuph f l i r u t ,  redimsours dans 

un tampon aic6tatr ds ssOdium Q,22 M a i m t  rscrtimmatogrephiB 

dans les m h e r  c o n d i t i a m  que précCdemmmnt. 

Z O 1  Prépermtim da l * a p o l a c t o t r m s f s r r i n e  

La i ~ t r s n r r f e r r i n r  native MD+ d i ~ ~ u t e  dans un tampon 

formir ta  de sodium O,Z H phosphate da sodium 0,2 M E.0.T.A 

40 mM pH4 pour ob t en i r  m e  ooncen%rmtion maximale de 

0 , s  p. 100. .Après une incubation da 24 h, l a  so lu t i on  est  

dit1tly~8e 3 jours con t re  âe l ' eau  d i s t i l l s a .  

8- LE LYSOZYME 

L1irnwns6wm est obemnu perr imatuniazmtion d T m  &spin 

'-1 n w i  i n j s c t o n s  1 ml druna solu%ion dTerrrtighe dane 

b, e 4 r u m  phymiologiqure, eidditimn6a d'adjuvent de Freund 

C l  m i l .  
-.. 

Le sirwm m+i-laeto+ranferrinb mst obtanu par injec- - 
tien dlurce so lu t i on  de l a a t o t r a n s f a r r i n e  3 i p. 1 000. Pour 

le s é r u m  tanci-IgA, la  molution d'IgA purlFi6ers est u t i l i s é e  

à l e  concentrat ion de 5 p. 1 000. 

La so lu t i on  antigenique es$ i n j eo t ée  per piqûre i n t r a -  

musaulaire dms les p a t t e s  a r r i è r e s  d'un l ap in .  U n  cycle 

d ' i n j ec t i on  cons i s t e  en une i n j eu t i on  par semaine pendant 

1 mais. Le lapin  est saigne,  une semaine après l a  derniore 

i n j ec t i on ,  pa r  i nc i s i on  ds l a  veine merginale de L 1 a r e i l l s .  



203 Sérum dm laipin e n t i - a o l ~ r u m  h u m s i n  

La so lu t ion  rrntig6niqua u t i l i s é e  pour immuniser un 

lapin, eb3t un ttcocktdl l*  des d i f  f érsnts pr6cipitGer obtenus 

par fraetionnemsnt dm colostrum. Les quantitds da protéines 

sont croissantes t 5, 10, t5, 20 mg/2ml avec 1 m l  de o6rum 

phvbiiologique e t  1 m l  d'adjuvant de Freund. 

Sérums e n t i  A#', a n t i  IgH, mti- lpotyins , 

Ces mti-sdirumss sont achetés dans l e  c o m m e r c e  C~eh r i n -  

gwerke AG, Marburg]. 

6- MARQUAGE DtUN ANTfSERUM A L A  FLUOHESCEfNE 

Noue avons u t i l i s e  la m6thode décr i te  par CAMPBELL 

e t  el., C13641. A 2 m l  d'un s8rurn de l a p i n  anti-lyaozyme 

[Behringwerks], nous ajoutons goutte à goutte, 1 m l  d'une 

so lu t i on  sgturea de su l fa te  d~mmonium. Puis nous ajustons 

1s pH 4 7,8 avec de Is iaoucfe 1 N ou 2 N. La milmge+esst 

asgi.t;& Wbar dwrcernenC pendmt S h puiar es+ cenWifug& & 

1 4GOg x 30mn et I tempdrature m b i m t e .  Le p r6a ip i t k  ob- 

tenu est redissous dans une so lu t ion  sa l ine pour restaurer  

l e  volume i n i t i a l  cb ç6rmm. 

Ce cycle es t  r e f a i t  2 f o i s .  Le troisiQme p réc i p i t é  

reeuai lli est dissous dans un tampon 0,025 b! Nas CG3 et 

0,025 t4 NeM Ca3 pH l0,2 dams un volume égal & le moi t ié  

du volume de d6psrc [ s o i t  1 m l j .  La so lu t ion  obtenue e s t  

d.ielys6e 24 h à + 4OC conet-ce? fa même tqmpon afin d1&l imi -  

ner les traces de su l fa te  d*afnmonium. 



2 O 1  Prhpwat ion d l m t i c o r p a  f luorescen t s  

Lm so lu t i on  d ~ m t i ~ o r p ~ ~ m t i - i ÿ s s ~ ~ y n m  est dissoute  dans 

L e  tempo# 0,025 M Na2 COq - G,UC5 M N8HC03 dar aorre que le 

concentrat ion en prot6iners s o i t  de 1%. Introduitm .dans un 

p e ~ i t  tube ds dia lysa ,  elle set d i a l y s h  con t re  10 volumeiea 

d'une so lu t i on  de FfTC CS-fluorescéine iaoth iocyanr te ,  

Ess ta tan  Kodak], 0,2 mg/ml, dams le m ê m e  tampon 

La dialyste est enffuctubs + 4OC et Sour .63itrtion 

aonstan+e pendant 24 h m  Le tube de d ia ly se  d o i t  être  com- 

platement immergé, naue u t i l i s o n s  dane uns bp rwve t t e .  

~prèrrs.24 h d.wincubation, la so lu t i on  dlauitieorpr est  

dielymée, con t re  un tampon phoophate pH 7,3, juaquTQ ce 

que l a  f luarsec6ine  ne sQit p lus  dihtsctebla dêns l e  dia ly-  

sab le .  L e s  ant fcorpr  f lua re rcen ta  s a n t  p r ê t s  b &se 
uti1isié.s. 

Io] Acdtate de c e l l u l o s e  

L e s  &lsctrophorSises eon t  r 6 a l i a i e s  sur des bendes . : 

a1a06tate de celluloase de 2,5 x 16 cm fourn ies  par POLIPHDR, 

dm= la  tampon LAURELL e t  &. , Cl9571 pH 8,ô  e t  sous une 

Noua u t i l i r o n s  l a  technique d ~ i ~ n o t % l e c t r o p h o r ~ s e  clet 

GRABAR et !JILLIAMS c19531 sur g6lose en tauivewit l a  rn6cro- 

m6tbode de SCHEfEGGER CIS551. 

L * 6 l e c t r o p h o ~ è s ~  sur ggloss  CAg* Noble] est efPectuGe 

dans un tampon veronel pH 3,2 don+ l a  composition est la  
l 

suiveinta : 

63 



- NaCl 2 3 ~ ~  €3 - Eau distillae 4,8 1 

r&td pH 8,S avec HC1 O , 2  N 

' et eouc une tmtnsion du 1,s V / a n  pend- 90 niwtre. Puis 

nous drjolbuponta b Lrsmpor%s pibee une Fsntb que nous rem- 

pli~lonr d*imwn~&rurn, 

La plaqua dMlktro~r&iirr ciirt p l m h  PWP 4B h dams 

un humidiFicatmu~ Q %~~mp9rs@urw amnbimtm &in  que leiswnun- 

s6rum diffuse.  Pufe la plaque set lavie dmr du s é r u m  phy- 

d * i L e ~ t p o p h o r b ~  ut5lirC est Is wivmte : 

ViiMnel mich 

Tris 

eis verre C d 0  x I Q  cm] Mscizuuvsrtw d'un gel  dtAgarrc3.se A 37 

1 X d a r  lm tampon pH 5 ,6 .  Nous dacaupona, &t 1 empocta 

pièos, 4 puits de 3 mm dg diamlerab dam lamquelo noue 

d&poaoons 9 ul dcss bhmntillone $ mslpart 
Lest 4 Bchsmti13ms mig~bnt drm 1 m  pssmfbra dimansion 

sous lTsPPet d'un aourant ds 10 ~ P c m ,  aappLiqu6 pendsmt 1 h 30, 

Aprss 1~6l~ctropharbss, le gml es+ coup& mm 4 b m a s ,  

ohmqua ben& &tant report& perpend3culafremsnt sur une 

autre plaque de verre C l C i  x 10 cm]. Puis noas coulons 

12,s ml dtAgarose A 37 1 X contenûnt un anti-sérum. ' 



sous WWB t t n m i c m  da 2 V I r m  durant +r3u~s ka nuit. 

du ~6rum phyeio- 

O- OOSAGES IMMUEJOLOGIQUE ET ENZYMATIQUE DES PROTEINES 

Io] Immunodiffuaion radiale 

La quantification des protbinse se fait par le techni- 

que d*immunodiPFurion radialm de MANCINI et &. , C 19653. 

L1amtigBne diPFuae dane la g6laee contsnwt lfimmunsérum 

et, lorsque 11 zone dléquivalencs arst atteinte, il se 

forme un anneau de prscipitation dant la surface est pro- 

portionnelle G la quantite dtantigène d6por8e. 

Sur un@ plaqua de v e r r e  Cl0 x 10 cm], nous coulons 

15 ml de $6fosm, Agames A 37 1 X dans un trcnpoci bsrbi~u- 

rate pH % , 6 ,  uonta,nmt l*imnwnsérum. Ap~ès refroidisacsmnt 

du gel, des puits dm dépôts ds 1,s mm de diamatre mont 

pratiqués. Une prise d'essai de 2 ul eat déposéfa dans chaque 

puit. La diffusion se feit tan ~hirsmbm humide pendant 43 heures. 

Après lavage du gel et coloration ltAmidoschwarts, les 

diamèt~ss des cercles da, précipitation sont mesur6s. 

Uns gmme etelon r6alirGs p w  dilution d'un antigène 

pur et déposw dame les dmcas oonditions que la solution 

. L m  lysazymm est d m 6  par la mdttwde du lpo-plate décrite - 
par OSSEFiMAN et L A U R  Cl9663 et mudifidie par SELSTED et 

M A f W X W  C 1980 3 .  
A un gel dtAgarose A 37 ,  3 la conocntration ds ? X dans 

le tampon phosptiete 0,05 M pH 7,4, est ajoutés uns suepsn- 

sion do F:icrococcus 3ysods~ikticus. La ooncantration finale 

en bactéries d o i t  &re de 50 mg/lOO ml de gélose. 

Jans uns boîte de Pétri de diamètre E cm, noas coulons 



20 ml ds gQlosse : lS6prfsseur du gel est de 4 mm. Apree 

rolidification, ler pui+s Ckh4 d6pôta C3 mm cb diamitre] 

Pairs i3 ifamporte-pibae, esnt remplis par 15 ul de la 

solution B molymer w da la salutian de lysozyme stan- 

dm-d. 

Ap~Gce uns incubatrion de fa h $i 3 f ° C ,  lm d i m è t ~ e  des 

pl-- dm lym est masuri et la courbe dP8trrrlonn~e est 
traub.  Elle ports mri mbecisse lm logarithme doimel ch 

la com6nt;ration en S~10fy(138 st en ordonneim,  1s diamètre 

dm la plage derblyme iuxprimQ en millirnàitrer. 

Remlsrque : le lysozyme s~tmdard ut i i i i sd  est du lyssozyme de 
blanc d'oeuf âw Poule [aonmercislisé par SIGMA]. Or, ltac- 

tivit6 de ~0 lysozyme est inF6rieurs l'activité da fyso- 

zyme humerin dSun facteur 3. Nous devms tenir compte de cs 

faetsur d m  nos résultats. 

I V -  ANALYSES CHIMIQUES 

A- OOSAfE & PAOTEINES TOTALES 

Le taux 'ds proteines totales contenuemFdans un &chan- 

tillon & malyrsr est déterminé en utilisant la methode de 

LOWRY et - af ., C19513. 

- folutian 6 : wlFrte de cuivre S HzO 8,s % dans le 
--.--..I--..(..... 

tartrate de Na,K 1 X 

- Solution C : 5Q ml de le solutibn A + 1 ml ch la 
-------.LI- 

solution P. 

A 0, l  ml d%na eaolutian de protiiinee sont ajouté9 0 , s  m l  
de la solution C. Le melange sst agité puis laissé eu repos 

pendant 10 mn. Noua ajoutons ensuite 50 ul du &actif Folin-  

ciocaltsu, prealablement dilué au l i t ? .  La solution ginsi 

Formse est laissee 30 mn à lTobscurité après agitation. 

Une coloration bleue se développe : la lecture es% effectue@ 

à 753 nn. 



al 0,1 tagl/rirl. 

B-, DETERMINATION OE L A  COMPOSITION C E N T E S I W  EN GCUCIOES 

L a  composition cent6simale en glucides des f r ac t ions  

dasegee colorim62;riqurr a u i v a t s  [mir 1s revue g k i r a l e  

derarONTREUfL elp~SPfK, 19ô33- 

I o ]  Dosarge des oses neutres  

' Les oses,neutrsas son t  dosée par l a  méthode à l t o r c i -  

mol-sulfurique de TfLLMANç et PHILIPPI Cl9251 modifiée 

par  AIMINGTON C 193 11. 

Las osaminme, libQr4srs par h~*olyme chlorhydrique 

CHCl 4 N, r e d i s t i l l é  et exempt de P s r ,  3 105°C pendent 

4 h l  son t  doeéec par la  méthode modifiée dtELSON et 

MORGAN Cl9331 oelon Laquelle l a  glucoemine l i b é r é s  en 

milieu a l c a l i n ,  donne, avac l *e io i ty l a~é tone ,  un chrornogsne 

qui r69ugit avec le  r é a c t i f  dtEHRLICH pour donner une co- 

l ore t ion  rose-violacée. 

h s  aicider s i a l i quee  totaux sont  dosés par le  reerctif 
do DISCHE Cl9301 P l a  diphihylamine selon le  procédé de 

WERNER et O D I N  C1952). 

C- O E T C ~ I N A T I O N  O€ L A  CAPACLTE DE FIXATION EN Fin 

I o ]  Seeuration en fer 

a2 PTk,"1,&@ 
U n  e x d e  ds Fer art ejetu.tl.6 au l a i t  ddtlipid8 ~ U F  ss- 

eu ra r  lem eims âe litsiscm ribras s u r  l e  l ~ t r a t r m e f e r r i n s ,  

- 
_r- 

I 
- - 

n ,  

w w  



Le Fer non f i x e  met adeorb6 sur une rb ins khansausa d8ione. 

Le f a r  reridLIsl, reprGsantsn+ l a  capacit9 ta+als de f ixa- 

t ion,  se t  alors &te&. 

bi Solution 
--.1.11*-- 

- Salu.~ion 0,l M en c i t r r t s  ds madîua et O,'l W crn OL- 

omrbons4aii da modiun p H  8,s. 
- Solution de sa1 fmr~iquo dtAZAR1 et BAUOH Cl9673 

chlompe) Psrrique à 6 H20 232 m g  

solut ion o i t r s ~ 6 e  prd5ddente q,s.p fOQ m l  

Cette so lut ion mars cfe se~f ferrique &nt noue won@ 

défini 1s taux ds Fer par la mdthode dbcrics cti-aprbs, est 

diluée au 1 : 15 ePin d'obtenir une solut ion saturante B 

15 ug da, fer par m l .  

A S ml dm lait delipfdéi. par aentriiuqstion, noua ajoutons 

1 m l  ds Ir solut ion e a t u r ~ t t s  dtAZARI : - c h  =vair bien 

méleaga l'af dcs deun mgi t i teur  en varrs, attendre 10 m n .  

PO* 6liminer l e  PIP nan f i x 6  +, l a    on ter nu dt, tubai 

est p-sd sur une mfcrooalonhs de WWEX 1 x 4 AG CZOG - 400 

meah] saur formei. ahloride. 1 m1 de WWEX 1 x 4 SquiLiQr6e 

d m m  1'ew set in t rodudt  dme un a h r  clai pipet- a~rtomati- 

que,. Iarv6 par 1 ml b1ew dSatfliLArs pufs par Q,6 m l  ck, ma- 
lange- Cs res%@ du rn6langm rs+ passh  su^ la colonne e t  

raçruai l l i  , 



- Solution 6trlon ds Fer 
- Solueion d9prot6inise~lte 

midm trichlorscbr.t;iqua 

m i  ag chlorhydriqus 

acide t.hiogiycl1ique 

- Solution chromogène 

esc&tatze de sodium 

Oens un tube & h6molyre en pyrsx, pr6alablrment lavé 

à llaciâa nitrique, introduire 1 ml ds la solution 2 ma- 

lyser. Ajouter goutte & goutte, en mélmgeme doucement i& 

llaide d'un agitateur en verre, 1 ml dg la solution depro- 

t6inisarnte. Après un rapoo da S mm, la tube est porté au 

bain-marie fS°C pendant 10 mm. Une floculation blenche appa- 

raft dm= Je tubs ; ills est éliminée peu. uns csntriFuga- 

tion de 15 mn B 3 000 t/mrt. 

1 mE dm eumegeant amt pr$Xev&, aw-rquel 1 ml cf& la so- 

lution: cMorno#rw ma% ajw%LS Lar 2 sdlu%fons =nt bien 

m & l e w g & u s  et, eipr#e un repas de 5 mn, LTOnt8m~it& de cala- 

ration est lue & 535 mm. Le 0.0. du doemge et de llbtaian 

est lus contre le tamain matu distillh. La aolorstion set 

stable etu moina 1 h. 

ta souche d T Z .  cali de a6rotyps ff 111 84 provient de 1a 



collsction de la F m l t B  ch Madeaine dil C . H . R  de Lille. 

Elle a é+4 isolds è pammir ùes sellm dtw, nowrisoon 

souFFrernt de gmstroene6~ite {G.E.I) a+ elle est cwaaerv6e 

rur milieu cSe LEMINOR t19723. Appas mire en oulturs, la 
purse6 da la souuhca est vériPi&s p w  isalemsnt sur une boxte 

de gi~&e l.otos5e au Econet Crésol Poupre ou nir me boite 

de grjlone eu sang. La souche doit être repiques tousa les 
15 jours sur g6lnem nutritive. 

Une ose de bactéries, pr6levSe sur gt5looe nutritive, 

es€ Feportge dans 10 ml ch Ringer-TryPtot%a et incubée à 

37OC au bsin-marie agité. 

Après 3 h de culture, la population bectérienne peut- 
8 être arîtim&ts 10 bactériss par millilitFs. Uns dilution 

au 1/10lIe' dèna du sérum phymiologiqu+i st6rile est affectu&e 

et servira i l?enrsmenasmant. 

Les pr6cipités & analyser sont dirmous dan6 le milieu 

Ringer- T r ~ ~ t o n e  à raison de 5 mg/ml. 

O a n s  un tube b hemolpe stérile, sont introduits : 

- 1 ml de lq sblution B analyser 
- 25 ul drune solution de NaHC03 1 M 

- SO uï cta ltinoouïum dilue au 1/1 0 0 ~  

Il sat néoesseire d'inclure, dams chaque expérimentation, 

un tubs thah tzmtenrnt 1 ml de milieb Ringer-Tryp~wu 

sena inhibiteur. Apree 13 h dfincubation à 37gC, ÿne nu- 

mération sur borte de Pétri est r6aliaQe. 

3 O 1  w baf tes ,da Pdt r r  

Pour le num6rarion sur b ~ x t e ,  des dilutions sont 
J 

effectu6ss af in  d'avoir un taux maximale de $0 germes 

par ml. 3 m s  un tube à hémalyse stérile, O,E ml de sérum 



eont introduitxs. ûes d i l u t i a n e  rn omaacâe sont a i m i  ~ 6 a -  

lietéma juiqu9è (aœ5 et 5 .  laœ6 pour ~*inocuiun dm d é p e t .  

4'1 Mflie?ux de cul tuw 

- Tryptooe Chydrolysat trypsique de 

cesbine J . 10 g 

O N d 1  6. tg 

- K C l  0,q a 
- C e C l z  031 la - N%t-IC03 '3342 8 - Etau perrnutie, q.s.p, 1 litre 

PH 7 , s  

Milieu de Mao CDNKEY 
---OIIII-q---------- 

- Sels b i l i a i r e s  

- Rouge neutre 

- Cris ta l  v i o l e t  

Lee sauohes appertetnant ISU gsnre Bifidobmt&riurn pro- 

viennent sait dflsolcrnsnts récents  de mellae de nourri- 

ssons aslimclntés su sein ou au l a i t  'tmstori7istS'f, s o i t  de 



l e  col9ect ion du L a h a r é t o f r ~  dni, Baat&iologie dm l a  Faoultdt 

da Phhirneadas drir Lii1.e. TWWOB sent C M S ~ P V ~ ~ B  B l '$ta* con- 

gel6 en m i l i r s u  & FJoesrww [BUTTEAUX e t  &., 19743. 

La ehQix souchbs Q bt6  f a i t  ~n Fonc t fm  de l e u r  

temonomie e t  de l eurs  besoins nutr ie ionela.  Las souches 

u t i l i s h s s  eppartiennent à 3 esp&css qui  p e u v e ~ t  g t re  r é -  

p a r t i s r  sn daux groupas : un p r s m i ~ r  qu i  comprend l e s  es- 

p è ~ e r  l o n g u m  e t  i n f m t i s  dont lm oraioeclnos es t  favorisBe 

par l *a l imentai t ian a r t i f i c i e l l e .  Un- âmxf&me groupe forrn6 

par lvssp&oe bifidum v o i t  sa croissance favorisée p ~ r  l e  

l a i t  maternel. 

Pour l e  doaagm, 1s soua* eet  ensemeno8s dans un m i -  

l i e u  cervtsau-coeur c p t é i n d  en tube. AFfn de maintenir 

1' rn-biam pendent t o u t  l a  d&veloppernent, on coule 1 cm 

da parrf f inat CFF 6 û ° C )  à l a  surfacas du mil ieu.  'Après 24 h 

de sdjuur ài 3TQC1 l e  volume, en t i e r  de cette pr&culeure 

e s t  a jouta 31 100 m l  âu mgma mil ieu.  A p r h  48 h d'incuba- 

t i o n  6 37%, on observe une mu1t;tplioaCim mbandante, 

S o l  Prépwat ion du m i l i e u  ensemencé , 

siJ m l  sont prtiilevée e t  centr i fuges pendant 15 mn à 

4 000 * /min.  Le cu lo t  est r e p r i s  par uns so lu t i on  de 

Ringer cya t i i né  pour Q l i m i n s r  ew msxdmum l e  m i l i e u  de c u l -  

ture, Aprbs une nouvelle centr i fugat ion,  le au lo t  est d i -  

l u6  dans 10 m l  de m i l i eu  da GARCHES l iqu ide .  11 repr6sonts 

une préparsrion minimum qu i  permet La surv ie  des germas 

sans déiveloppement notable. 

Une p a r t i e  a l iquote de l a  suspenoion bactsrienne est 

pr&l&vés a f i n  d'en d6terminer l a  d m s i t a  optique CJ.01 B 

EZO nm, 1s milieu de GARCHES servant da témoin. Si néce- 

ssaire, la suspension bact6rienne est di luée pour amener 

l a  3.0. à une valeur comprise entre 1,G e t  1,s. 5 m l  de 

ce t t e  suspension sont ensuite homogGnôis6s dans 1SU ml de 

mi l i eu  de SA3CMZJ çélosb.  Le malange est  cou16 dans des 

boltes de Pékr i .  A p r & s  solidiFication, un disque de papier 



filtt-s st&rile, imbibQ de ICI ul de Ir solution B tester, 

est depose aw centre de Ir bofta. 
- 

3 O i  PrOpmratian du wbstrat b mmlmer 

Les diffémnts pr6cipit6e du lait da, Femme sont uti- 

lisés à dse ooncamtrationta de 20 mg/ml et de 2 mg/ml. 

Les précipith mont repris dams de 1Cew distillée 

et utilia6r r m m  auoun autre traitément. Gbnérmlement, 

ltaoidifiaation du milieu due & la croisrance de Bifido- 

baotérium empeche le prolifération der contsminants. 

J O J  Réslisetion du +est 

Après avoir diiposd les disques imprégn8s è la surfaos 

du milieu, les kftes dlb Phtri sont mieam en inoubation ài 

37*C en awidmbioes pendant 5 jourr dslnr un@ jiero @.BA. 
avec e ~ h e t  GASPAK. Une subotancm dont l'aiotivit6 set pu- 

ritive stimule Is croiosancm bgtct4rimnne autour du disque. 

S 0 3  Milieux  de^ culture 

ta rnili~u est ansuita ajusté 21 pM 7 et çt6rilicé 



- A r ~ p r i r m g i n e  - Lactose - Cb$COO NP, 3H20 

- SO, M* 7%0 0,50 Q 

- N ~ H P O , ,  iau,a 2~33 g 

- KHzPU4 4 s o  8 

- C y s t i m  0,20 

- Ceriamino amida vitamin f r m a  10 g - Solution P.A.8-Cl00 ~ i g  awidaa p-mino- 
l 

- Solution vitaminbe C 7  mg biotins + 100 nrg 

panwWr~o &B ca;&ium dans 100 ml .d'eau 

Les L r y ~ ~ l d l m ~ m  mant ~JUSOUB par, charuPParg&. La, pH est 

V I -  PASTU1R18ATIQN DES LAITS DE LACTARIUM 

A- COLLECTE 0L.I LAXT MATERNEL 

Pas échantillons de l a i t  provenant de SO à 40 donneuses 

sont nélrsngés. Dans l a  p lupart  des c m ,  l e  lait est callect6 

dans un flacon etorile en utilisant une pompe électrique 
3 

CESNELL 1 ou une pompe m a u m l l e .  



Le l a i t  eet  aongeLt5 ou gerd6 à + J°C dane un r6frégé- 

rstsur psKIdant 98 h maint drÛtrr ool lsor6 @a- l e  pars&nnel 

du Ir iotei i r ium. 

Lee t b h m t i l l o n o  da l a i t  maternel sont r h i s  pour 

donner wr l o t  dm 4 l i t r e s .  

Pesteurisat ion à ttbosssew température 

a) Pasteurirateur de l a i t  maternel Oxford 
-------œ------------------------------ 

Après un tempo de pr6-cheruffage d'environ 35 mn, -- 
pobte-biberons es t  immergé dans l e  bain-marie e t  l 'opéra- 

t i o n  de paateuriaat ion dgbute par une phase de s rab i l i sa -  

t i o n  de 10 15 mn, pendant ïrsqueïie l a  température du 

l a i t  e s t  por té  à 63%. La tempérrcurs da l 'eau es t  ensuite 

maintenue à 63OC préc is  pmndant 31 m. Par l a  suite, l'eau 

es t  6vaçuée rapidement e t  remplaaécs par de ly,sau froide, 

courmte  à grande vi tesse pendant 19 mn, a f i n  de-réduire 

Is température du l a i t  à environ ?Clac. 
La capacité de t rai tement est de 4 l i t r e s  par c p l ç  

e t  chaque c y ~ l e  dure 100 mn .  Le l a i t  est conditionne dans 

des biberons de 100 m l  FREFCO jetables, 

b3 CM BQ 
.Io--- 

tes biberons eont p l ~ ~ = Q s  dami un batin-rnrarie pr6-aheuFf6 

& a 0 C =  L'op&ration dPa pasartwriraCion qui durb 30 mn ert 
prBoB& d'un6 phasda ch sstetbilisatfon da 10 mn. 

A Ir F i n  de ft&tapm dm piarsteu~ieation, 1~ l a i t  es* 

raopidmmnt Pffftwidi par immersion automatfqw unab 

eau fmidm. 1 

Le cyale en t ie r  dure 50 mn c e  un tempe  da pr8-oheiuF- 

F m  da 45 mn est  n&eccaJre : 7,2 1 de Eeit r 6 p w t i s  en 

biberons de 14C ou 240 m l  psuvenc être era i tés  chaque 

cycle. 



Tout au long de ce cycle, les bfbsrons  a a n t  agit ie  

doucement CM3 ctwprfmnl pr6vainmt a i n s i  Ia c ~ ~ u l a t i o n  ou 

l a  s & a r a t i o n  du l a i t  en 2 phmer. 

cl Lyon H.M. t 3 u b t i l  Crceigisux3 - -œ-- -W--e-œ-œ-LI - I I  *---- 

~ r & e  a une eas3storncm eachniqurr d i spon ib le ,  il a 6t6 

p o s s i b l e  de Paire v a r i e r  le t smp6r r tu r s  de p m e ~ u r i s a t i o n .  

Nous avons donc u t i l f a b  3 wchs &a p e ~ s t ~ u r i s a t i o n  : M ° C  

30 mn, 5S°C 30 m une f o i s  et deux fo i e .  

Le volume t o t a l  de l a i t  t r a i t é  e m t  de 9,6 1 e t  l e  

c y c l e  dure  120 m. Les biberons  u t i l i s é s  s o n t  les mgmes 

que ceux du pas&aur i a s t eu r  CH 80. 

Dans t o u t e s  lem expér iences  r 4 ~ l i s 6 s e  evec des pas- 

eeur iaaCeurs  Ls basse tsmp6re+urs, un biberan:.ronpli  de 

l a i t  est p19c6 au asntra du br in-mwis  e+ les a t r o s  sont 

remplis evec de leaewr. 

2 1 P a s t e u r i s a t i o n  à h a u t s  temparature  

L 'appare i l  u t i l i s é  est l e  StOUT'Z-ACTINATPR. 

L e  l a i t ,  p lacd  dans w e  cuve de 2O 1 r é f r h g é r é e  à 

+ 4%, est i n j s c t S  B une pompe dans une t u b d u r e  

da 0,30 m où il est cheueFe è 70% pendant 15-17 secondes. 

Puis il est r e f r o i d i  b ruequem~nt  83 + 4*C,  1s temps de P@- 

FreidSsoanent v a r i m t  de 30 % 45 sm~ancbs .  Le d&bit est 

de 28 b 33 l f  tras de 1eiit;'heure. 

L(inconv6nfent majeur de ce systbme réside dms le  

Fait que le l a i t  d o i t  6tre manipuler &r&o pa~tsurination 

p u r  ê t r e  mis en biboronç d 'da  un risque de oontamination 

bactérienne. 

C- ANALYSES BACTERI QLUG IPUES 

1 O] E!urne5ra%ion des çesrmc-l 

Avant et a ~ r è s  chaque sxp&ricnoz de pasteurisation, une 



drs gasrmes pr6sençrsr dans le lepft. 

al hxont--elrtwr&retl%c 
- num4retion der la flore mssophilique totale [gélase 

- num6ratfon de Jtaphy~acoocue [milieu da chapmanl 

0,1 ml dm lait dilué au 1/40 

- num6ration des EnttSrobactériea [milieu 3rigelsky] 
O , i  ml drs lait dilué au 1/100 

Z03 Activitd bactériostatique 

Nous wons utilise la méthode dbrcrite a la pagd42e t  

légbrernent modifihe. 

A 1 ml de lait délipide et filtre sur Millipors 0,43 um, 

sont ejoutés 15 ul de NsHCa3 et 80 ul de 1. pr6eulture bac- 

t&rier#lm €. coli 0114 84 diluée au 1/100~. La nurnclration - 
es* rffecrtu6e ripriirs 5 h et Z4 h da culture. 

O- ANALYSES PHYSIQUES DE LA OENATUAATIQN DE L A  LACTOTRBNS- --- 

FERRINE - 

Las expériences ont ét& r&alis6es sur un dichographe 

Jobin ivon R.J. !iAFi< ILI qui pet-met das mesures de 180 5 
-4 

E3Q nm.  L a  s e n s i b i l i t é  de l'appareil peut var ier  de 2.1û 
j qi=-6 . 



dtmffeatusP taus a ~ l w l s  sui 1- ap.ctrrr exp&rimantmx 

&a Pigon tr&a preécierr . 
LT4prJsaeur de~e aellulss das m m s u r a  peut verier ds 

0,Ol i 1 cm. L~sllepeicité molaire Cd3 est caloul6e à par- 

tir du epactraer axpBN-lmental par la Formule : 

6 : concsntration en g/l 
: longueur de le cuve en cm 

A : intenaiké du signal obfenu, mesurés en mm 

: sensibilite de l'appareil C2.10 -4 à 1 0 ~ ~ )  

Tous lee spectrss dichrorquss ont 6tt5 riialissds entre 

20 et 7Q0C. La ternp6raturci es* mcsasr)r&e par une m& au 
platine,plong&e dfreotembnt dans le solution. 

203 Abaorpeien ultraviolette differentiells 

Les expérienaes ont 6th rba l ides  sur un spactropho- 

tomstre Cary 118 C dans deta csllulss cb 1 cm d'&3aisseur. 

A u  d&pesrt, leas S ouvsds eont platcéiets 5 % .  puie lyuns 

des deux eef ~ h t ~ ~ f f é e  Juscp*$I fO°C petr paliers de SOC. te 

Demp6~ature aat M ~ W P & ~  cie l e r  marna Cqon que pour les e x -  

pdSrienoes de diohcohH@l cirçulafm. las meiEIures sont efFeo- 
tu6a1 entre, 350 ec 240 m. 
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