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INTRODUCTION
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Les enfants nourris au sein résistent mieux aux
infections que les enfants alimentés avec du lait materniseé.
L'augmentation de la résistance de ces nourrissons s'explique
par la présence dans le lait de Femme de facteurs anti-inmfec-
tieux dont les plus importants sont : la lactotransferrine,
le lysozyme et les immunoglobulimes, 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 "materniseés", a
porté :

1) Sur le fractiomnement des protéimes du lait de Femme
en vue du traitement des diarrhées infectieuses chez 1l'enfant.
Le fractiomnmement a été réalisé selon une méthode semi-
industrielle mise au point au cours de notre Dipldme d'Etudes
Approfondies.

Ltanalyse immunochimique et la recherche de ltactivite
bactériostatique et bifidigeme effectuées sur les différents
précipités obtenus par relargage au sulfate d'ammonium u
lactosérum de lait de Femme, ont momntré que, parmi les dif-

férents précipités, le P était le plus actif.

7-8
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Aprés une étude détaillée de la composition de ce précipité
P7_8 qui nous a permis de mettre en évidence l'existence d'
un complexe lactotransferrine-lysozyme, le P7_8 a été adminis-
tré & des enfants atteints de diarrhée rebelle. Les résultats
préliminaires que nous avons obtenus nMous incitent a poursuivre
dans la voie d'une mise au point d'une formule de lait pour

le traitement des infections.

2) D'autre part, dans le cadre d'un contrat avec le
Ministére de la Sénté, notre travail a porté 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 matiére premiere

indispensablé.

Nous présenterons, dans un chapitre de généralités,
l1t'état actuel de nos comnaissances sur les 2 types de diarrhées
infectieuses et sur les mécanismes moléculaires de défense de
ltintestin du nourrisson. Nous présenterons ensuite nos
travaux personnels relatifs, d'une part, a l'étude détaillée
du P, o et a l'isolement du complexe lactotransferrine-lysozyme,
et d'autre part, a la conservation de l'activité bactériosta-
tique de la lactotransferrine, du lysozyme et des slIgA aprés

pasteurisation des laits de lactarium.

Jusqu'ta présent, mos travaux ont fait l'objet de
deux communitations lors du Colloque "Human Milk Process"
placé sous l'égide de la Firme Nestlé et qui s'est tenu a
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 human lacto-
transferrine complexes”" Annales de Nestlé, 1983 (sous presse)
2- BARAOIS-LAROUZE V., JORIEUX S.,AUBRY S., GRIMMONPREZ L.,
SPIK G.

"Effects of various types of heat treatment on some

human milk constituants" Annales de Nestlé, 18983 (sous pressel.
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INTRODUCTTIAON

La diarrhée infectieuse, reconnue comme l'une des
maladies les plus fréquentes dans le monde (SCHREIBER et
al., 1977), est la cause principale des décés avant 1'age
de 3 ans, en particulier dams les pays en voie de dévelop-
pement ou les enfants sont peu médicalisés et souvent
malnutris (EDITORIAUX, 1976 ; 1978 ; SCHREIBER et al., 1877).
En 1976, le nombre des épisodes diarrhéiques chez l'enfant
était de 500 millions avec un taux de mortalité de 1 a 4%
(ROHDE et NORTHRUP, 1976). Bien qu'elle soit en nette diminution
en Europe, la diarrhée comntinue d'étre la cause de l'hospi-
talisation d'un enfant sur quatre (DAKLEY et al., 1876].

Des études cliniques réalisées par GYOAGY (1964) révelent
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 CHANDRA (1979) confirment
le role protecteur du lait de Femme vis~a-vis des différentes
infections pathogénes qui touchent les nourrissons provenant
d'un pays industrialisé ou d'un pays du Tiers-Momde (Tableau
I ; p. 4). La protection du tractus digestif du nourrisson
par le lait maternel est un phénoméne complexe qui met en
jeu des cellules : macrophages et lymphocytes, des facteurs
solubles spécifiques : les immunoglobulines de sécrétion,
sIgA et sIgM, des facteurs solubles mon spécifiques : la
lactotransferrine, le lysozyme, la lactoperoxydase, le mucus,
le complément et des bactéries saprophytes : les Bifides.

La présentation plus détaillée des facteurs de défense
de la muqueuse intestimnale du nourrisson présents dans le
lait de Femme sera précédée d'um résumé des connalssances

actuelles sur les différents types de diarrhées infectieuses.



TABLEAU I

INCIDENCE DU MODE 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, 19789).

A
4

il

mp’

Morbidité su Canada Morbidité en Inde
Désordres Nourrissons Nourrissons Nourrissons Nourrissons
au sein au biberon au sein au biberon
n = 30 n = 30 n = 35 n = 35
InfFection respiratoire 42 ag 57 109
Otite =] 86 21 52
Diarrhée S 13 70 211
Déshydratation 0 3 3 14
Preumonie - - =4 8

Les chiffres du tableau représentent le nombre de fois

groupe sont malades, ceci sur une période de 2 ans.

n = nombre d'enfants dans chaque groupe.

ol les enfants d'un méme
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PHYSIOPATHOLOGIE DES DIARRHEES

La diarrhée résulte d'une augmentation de la
fréquence, de la fluidité et du volume des selles. S'accom-
pagnant de déshydratation et de malnutrition, la diarrhée
doit €tre considérée comme ure maladie grave nécessitant
une thérapie précoce. Il en existe deux types : la diarrhée
chronique et la diarrhée infectieuse (ou aiguel). Cette
dermniére est la seule dont nous parlerons.

De nombreux: organismes sont & l'origine des diarrhées
infectieuses. Parmi les bactéries, nous pouvons citer :

Salmonella, Shigella, Escherichia coli entéropathogéniques

(EPEC) et Vibrios. Les protozoaires comme l'amibe, la
giardia et les entérovirus peuvent aussi provoquer des
entérocolites. Malgré cette liste abondante et néammoins
rnon exhaustive, il est surprenant que l'agent pathogéme ne
soit pas identifié dams 80% des cas de diarrhée =igue

(YOW et al., 1970 ; CRAMBLETT et al., 1971 ; SOUTH, 1571).

Les diarrhées ayant pour agents pathogénes Vibrio

cholerae ou Rotavirus ont été les mieux étudides et elles

illustrent les deux principaux types de diarrhées sigues
connues actuellement : diarrhée & entérotoxine et diarrhée

virale.

DIARRHEE DUE A LA TOXINE CHOLERIQUE
L A L s P R

Le mécanisme d'absorption intestinale dans la
diarrhée due a la toxinme cholérique est bien connu.

Le Vibrio cholerase, proliféranmt dams la lumiére intes-

tinale, synthétise unme entérotoxine qui pénétre dans les

cellules épithsliales et perturbe leur métabolisme.




La sous-unité B de la toxine cholérique se lis étroite~
ment aux récepteurs GM1 de la membrare de l'entéracyte (Van
HEYNINGEN, 1873] afin de faciliter l'interaction de la sous-
unité active A avec la cellule. La sous-unité A stimule 1!
adénylcyclase (MoGONAGLE et al., 1968 ; GREENOUGH et al.,
1870]). La production d'AMPcyclique provoque la sécrétion »
massive d'ion Cl~ et bloque 1 'absorption des ions Na+ (FIELD
et al., 1969). DESJEUX (1977) montre que la présence de

glucose inhibe l'effet sécrétoire de la toxine.

L'utilisation de la toxime cholérique purifiée par
FINKELSTEIN (1973) pour réaliser un modéle expérimental chez
l'animal a conduit LESTRADET et DESJEUX (1877) a postuler 1°

existence de 2 systémes de tramsport actif du sodium dans

lt'intestin 1°) un systéme d'absorption stimulé par le glucose

qui mécessite la participation d'une Na-K-ATPase et une
structure biologique intacte ; 2°) un systéme de sécrétion
stimulé par la toxime cholérique et par toute augmentation

de 1'AMPcyclique intracellulaire.

Les patients atteints du choléra présentent ume forte
acidose métabolique due & la perte de grands volumes de
selles alcalines contenant du bicarbonate [MAHALANABIS et
al., 1970). Par contre, les anomalies liées a la digestion
et a l'absorption sont faibles (HIRSHHORN et MOLLA, 1863].
SACK et 2l1.(1980) trouvent peu de carbohydrates non digérés

damns les selles.

II- DIARRHEE DUE AU ROTAVIRUS

Pt T Iy T T rrrree
e 2 2 2 T X 1 535 43

Actuellement, le RAotavirus est reconnu pour étre l'une
des principales causes de diarrhée infantile dams le monde
(BISHOP et al., 1873 ; FLEWETT et al., 1973 ; KAPIKIAN et
al., 1978). L'épisode typique survient chez l'enfant 3gé de
3ans, plus communément durant la saison hivernale et débute
par des vomissements, de la diarrhée et ume légére fiévre
(SHEPHEAD et al., 1975 ; TALLETT et al., 1877).




La diarrhée provoquée par le Rotavirus entraine, chez
le patient, une déshydratation métabolique due a la présence
dans les selles d'ume forte concentration en potassium par
rapport & la faible teneur en sodium et bicarbonate (TALLETT
et al., 1977 ; SACK et al., 1978 ; NALIN et al., 1979 ;
MOLLA et al., 1981). De plus, les selles contienmment un taux
élevé de carbohydrates nom digérés (SACK et al., 1978] et
leur coloration au moir Soudan est géméralement positive
(SACK, mon publié).

La diarrhée induite par le Rotavirus n'est due ni &
la sécrétion de toxine ni & ume modification de la flore
intestinale. Il envahit les cellules absorptives matures
de l'intestin grele qui, lésées, desquament dans la lumiére
intestinale, provoquant ainsi des lésions de la mugueuse
caractérisées par um raccourcissement partiel, voire total,
des villosités et une hypertrophie des cryptes. La diarrtée
ne survient que lorsque les cellules desquamées sont rempla-
cées par des cellules immatures ayant migré a partir des
cryptes & une vitesse accélérée (KELLY et al., 18972 ;
HAMILTON, 1875 ; DESJEUX, 1876 ; SCHREIBER et al., 1977 ;
MOON, 1978 ; DESJEUX et al., 1979 ; SHEPHERD et al., 1979;
SNODGRASS et al., 1979). Les entérocytes immatures sont
incapables de remplir leur fonction dt'absorption et de
digestion. Ils présentent une diminution de leur activite
d'absorption du sodium et de l'eau, couplée a celle du
glucose (DAVIOSON et al., 1977].

III- DIARRHEE DUE A ESCHERICHIA COLI
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Les premiers rapports sur les diarrhées épidémigues
de l'enfant et qui mettent en cause certaines souches d!
E. coli reconmues comme entéropathogénes (EPEC) (TAYLOR,
1959), datent des années 1940 (BRAY, 1945 ; GILES et SANGSTER,
1948 ; TAYLOR et al., 1949 ; KIRBY et al., 1850). Jusqu'a
cette époque, E. coli était considérée comme pathogéne

. seulement & ltextérieur du tractus digestif.
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Aprés des études épidémiologiques, des auteurs ont fait
imgérer a8 des volontaires adultes en bonne santé (KIRBY et
al., 1950 ; FERGUSON et JUNE, 1952 ; JUNE et al., 1953) et
a un enfant (NETER et SHUMWAY,1850) des doses importantes
d'E.coli 0111 B4 et 055 BS5, impliquées dans les diarrhées
infantiles, pour confirmer l'entéropathogénicité de ces

souches tant chez l'enfant que chez l'adulte.

Découvertes en 1967 chez de jeunes animaux atteints de
diarrhée aigue (SMITH et HALLS, 1967 ; KOHLER, 1968), les
E. coli productrices d'entérotoximes (ETEC) ont été mises
en évidence un an plus tard (en 1968 & Calcutta) chez des
patients adultes souffrant d'un syndrome semblable au choléra
mais chez lesquels, la présence de V. cholerae n'avait pu
étre fFaite (GORBACH et al., 1971 ; SACK et al., 1971].

Cette distinction entre E. coli entéropathogénes et
E. coli entérotoxigéniques fut trés controversée. En 1956,
DE et al. montrent que certaines souches d'E. coli entéro-
pathogénes 0111 provoquent une réponse sécrétoire de l'anse
iléale de Lapin, identique & celle de la toxine cholérique.
Les symptdmes des diarrhées induites par les ETEC B2C et
B7A, isolées des selles de 2 soldats américains revenant
du Vietnam et par les EPEC 0111 =t 055 BS sont similaires
(DUPONT et al., 1871). En outre, BACK et 21.(1880) trouvent
gue 7 souches d'EPEC sont capables de synthétiser des toxines.
Suite a des observations réalisées par SAKAZAKI et al.
(1967]), DUPONT et al.(1871]), SACK (1875]) propose de classer

les E. coli "diarrhéagéniques" en : al) souches entérotoxi-
géniques ; b) souches invasives.

A~ SDUCHES ENTEROTOXIGENIQUES

Les E. coli entérotoxigéniques sont capables de produire
deux toximes dont l'une est thermostable [ST] et 1l’autre
thermolabile (LT) (SMITH et GYLES, 1870 ; GYLES, 1871 ;




SACK et al., 1871 ; 1975]). Pour &tre pathogénes, les
bactéries doivent, dans un premier temps, adhérer & la

muqueuse intestinale.

1°) Comment les bactéries adhérent-elles aux cellules ?

L'adhérence, dams la plupart des cas, met en jeu des
adhésines présentes a la surface des bactéries, dans les
appendices de types fibrilles, pili ou flagelles (DUGUID
et GILLIES, 1857) qui reconnaissent spécifiquement les
glycocon jugués membranaires des tissus de 1'hote (OFEK et
al., 1977 ; SHARON et al., 1981). Cette adhérence est inhibée
par addition du monosaccharide reconnu (Fig. I ; p. 10) ;

il s'agit d'un mannose dans le cas de nombreuses Entérobactéries
(ESHDAT et al., 1978J. '

2°]) Action des toxines

Les gémes codant pour les toxines sont portés par un
plasmide. Certaines souches d'E. coli produisent les 2
exotoxines et d'autres me produisent que ST ou LT {MERSON
et al., 1876 ; SACK et gl., 1977 ; MERSON et al., 1979 ;
BACK et al., 1980).

Lorsqu'elles sont excrétées, les toxines se fixent a
la membrane de la cellule cible et déclenchent un syndrdme

"cholera-like" ([ou colite) chez leur hote.

L'entérotoxine ST est une petite molécule (P.M. S000],
non immunogénique, ralativement.stable a la chaleur dont
l'action est immédiate et courte { 1 h.]). Bien que le
mécanisme exact de somn action demeure obscur , il semble

gu’elle agirait en stimulant la production de GMPcyclique.

La protéine LT = été bien étudiée ; elle est tres
semblable & la toxine cholérique tant par ss morphologie
gue son made d'action. Formée de 2 sous-unités, lf'exotoxine
LT est immunogénique et les travaux de GYLES et BARNUM (139638)

indiquent l'existence d'analogies immurnologiques entre les
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Figure 1 : L'adhZrence bactérienne (OFEK et SHARON, 1983)

A : La bactirnie, icd E. coli, porte en surface des pill

porteurs de Lectines, agents de fLa fixation du micro-
onganisme aux réceplewrs de La cellule hite. Ces récep-
teurns sont des unités glucidiques (de type oligomanno-
sddique) LiBes aux glycoprotiines membranaires.

La reconnaissance par Les fLectines bactirniennes des
unités de mannose provoque L'adnirence et L'ingectdion. m
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La présence de mannose Libre dans Le milieu entraine
La saturation des sites de reconnaissance de La Lectine
bacténienne et empiche Le phénoméne d'adhérence.
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entérotoxines d'E. coli infestant les animaux et la toxine
cholérique. Maintenant, il a été clairement démontré que 1'

antitoxine dirigée contre la toxine de V. cholerae neutralise

non seulement l'antigéne homologue, mais aussi la LT d'E. coli
(EVANS et al., 1973 ; HOLMGREN, 1973 ; HOLMGREN et al., 1973 ;
SMITH et SACK, 1973 ; GUERRANT et al., 1874 ; KWAN et WISHNOW,
1974 ; ZENSER et METZGER, 1974). De méme, l'antitoxime dirigée
contre la LT produite par une souche d'E. coli, peut neutra-
liser non seulement l'antigéme homologue mais aussi toutes

les LT synthétisées par des souches différentes (ETKIN et
GORBACH, 1871 ; EVANS et al., 1973 ; HOLMGREN et Ei" 1973 ;
GYLES, 1974) et l'entérotoxine cholérique & un degré moindre
SACK et al., 1871 ; EVANS et al., 1973 ; HOLMGREN et al.,

1973 ; ZENSER et METZGER, 13974).

La Fixation de la toxinme LT & la cellule cible est trés
rapide : une minute suffit (DONTA et SMITH, 1874 ; GUERRANT
et al., 1874 ; KANTOR et al., 1874). Une foig fixée a la
membrane cellulaire, la LT stimule l'activité de 1l'adémnyl-
cyclase (EVANS et al., 1972 ; HEWLETT et al., 1974 ; KANTOR
et al., 1974 a, bl ; elle stimule l'accumulation d'AMPcyclique
dans les cellules ovariennes (GUERRANT et al., 1974], les
cellules des glandes surrénales (KWAN et WISHNOW, 1974) et
les cellules épithéliales de l'intestin (FIELD, 1979 ;

'MOSS et VAUGHAN, 1880].

La production accrue d'AMPcyclique au niveau de 1!

entérocyte provoque des troubles dans les mécanismes sécrétoires

(Fig. 2 ; p. 12), troubles qui sont identiques a ceux

provaqués par la toxine cholérique.

B- SOUCHES INVASIVES

SAKAZAKI et al.(1867) ont observé, sur le plan clinigue,
un syndrome "salmonella-like" ou entérite, provoqué par
certaines souches d'E. coli. Ce syndrome est caractérisé par
des frissons, de la fiévre (jusqu'a 40°C), des maux de téte}

des crampes abdominales et une sévére diarrhée, les selles
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pouvant contenir du pus et du sang (SAKAZAKI et al., 1967 ;
DUPONT et al., 1871). L'examen d'une biopsie d'un iléon
infesté montre que la muqueuse est atteinte ; la muqueuse
intestinale est le siege d'ume infiltration inflammatcire
aigue, il y a une réduction des villosités et un allongement
des cryptes. Le mombre des cellules absorptives est treés

diminué.

La pénétration de lt'épithélium par un germe invasif
n'est pas suffisante pour causer une maladie déclareée. L°?
organisme pathogéne doit €tre capable de se multiplier dans
les tissus de 1'hote (FORMAL et al., 1965).

De nombreuses études sont réalisées sur les animaux
(CANTEY et BLAKE, 1977 ; FRISK et WAGNER, 1977 ; FRISK et
al., 1978 ; 1981) mais les mécanismes d'adhérence et de
pénétration de la bactérie pathogene dans la muqueuse intes~
tinale ne sont pas encore conmnus. Les désordres physiologiques
engendrés par ces souches d'E. coli de type invasif sont bien

connus et ressemblent 2 ceux provoqués par le Rotavirus.

IV- CONCLUSION

e e - - -
-2 3> 3 3—3-2

Nous pouvons classer les diarrhées infectieuses
en @ grands groupes :

- les diarrhées a exotoximes qui provoguent un
déséquilibre du cycle entérosystémique de l'eau (ex :

V. cholerae, E. coli entérotoxigéniques].

- les diarrhées a germes invasifs, viraux ou
bactériens, 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
sigge dtum conflit bactérien, le lait maternel contient des
€léments domt les propriétés physiques, chimiques ou
immunologiques permettent d'assurer la protection de la

muqueuse intestinale.




-1d -

FACTEURS DE DEFENSE DOE L'INTESTIN
DU NOURRISSON

A la naissance, le tractus digestif de 1'enfant
est immature. La barriére intestinale est trés perméable
car des anticorps dirigés contre certaines protéinmes bovines,
notamment la @-lactcglobuline qui est la plus allergénique
(LEBENTHAL, 1878], sont retrouvés chez les nourrissons
alimentés au lait de vache.

Le systéme immunitaire imtestinal poursuit son dévelop-
pement dés les premiers jours de la vie. Cependant, il faut
attendre la fin du premier mois pour voir apparaitre les IgA
dans la sz2live. De plus, il manque au systeéme immunitaire du
nourrisson l'expérience des divers agents pathogénes, expéw
riemnce qui surviendra au cours des premiéres anmées, au fur
et & mesure que l'enfant sera en contact avec de nouveaux
agents infectieux.

Le lait maternel apporte, & la naissance, les facteurs
de défense qui manquent au nourrisson pour lutter efficacement
contre les germes pathogénes auxquels il est confronté. Le
colostrum et le lait matermnel renferment des facteurs solubles:
sIgA, IgM, IgG et en plus petites quantités Ighl et IgE, les
composants majeurs du complément (C3, C4], lactotransferrine,
lactoperoxydase, lysozyme, facteurs bifides, facteurs de

résistance contre Saphylococcus, monoglycérides possédant une

activité antivirale, inhibiteurs protéasiques et f-antitryp-
siques. Un grand nombre de cellules sont aussi présentes dans
le lait : monocytes, macrophages, lymphocytes T et 8, leucocytes
polymorphonucléaires et cellules épithélisles (McCLELLANO et
al., 1878 ; PITT, 1979).

Dans ce chapitre, nous abordercns les trois principaux
groupes de substances qui constituent le lait (glucides,
protides, lipides) et nous décriroms briévement les différents

Facteurs solubles de défense qui s'y trouvent.
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I~ LES LIPIDES
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Les laits maternel et de Vache sont riches en lipides
et nme présentent, quantitativement, gue peu de différences
puisqutils renferment respectivement 4% st\3,8% de lipides
totaux. Toutefois, les différences qualitatives sont extrém-
ement importantes.

La fraction lipidique du lait de Femme est constituée
de triglycérides, acides gras, phospholipides, stérols et
gangliosides, en proportions variables.

Qutre leurs rdles nutritionnels et métaboliques importants,
certains lipides du lait humainmn ont une activité amnti-virale

et anti-bactériemne.

GYORAGY et al.(1862) observent que le lait humain a un
effet thérapeutique sur les infections a Staphylocoques
chez de jeunes Souris. Ils démontrent la présence dans le
lait dtun facteur thermostable antistaphylococecique. Ce

facteur semble €tre un acide gras en C différent de 1°

.2
acide linoléique. En outre, la couche Iﬁéidique ou "creme'
de lait humain a ume activité anti-virale comtre plusieurs
souches : Alphavirus, Flavivirus et virus de 1'Herpés
(SABIN et FIELDSTEEL, 1962). Des études récentes ont montré
que les lipides du lait réduisaient l'infection inm vivo
(FIELDSTEEL, 1974) et in vitrc (FALKER et al., 1975 ;
WELSH et al., 1978) des Alphavirus et des Flavivirus entourés
d'une couche lipidique. D'autres virus ont également été
inactivés aprés traitement avec de la "créme" de lait humain
(FIELDSTEEL, 1974 ; SARKAR et Ei" 1973). Une étude des
composants lipidiques de la "créme" montre qu'il s'fagit
surtout d'acides gras insaturés et de monoglycérides respon-
sables de cet effet non spécifique [WELSH et al., 13973).

Em 1980, OTNAESS et HALVORSEN mettent en évidence dans

le lait humain, une fraction de masse moléculaire élevée

qui imhibe l'entérotoxime thermclabile d'E. coli. Ce composé
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inhibiteur n'est pas associé aux immunoglobulines, il est
extractible par le chloroforme et le méthanmol, indiquant s=a
—nature lipidique (OTNAESS et @RSTAVIK, 1981). Des expériences
réalisées in vivo sur l'anse iléale de Lapin, montrent que
ce composant lipidique inmhibe la sécrétion induite par la
toxine cholérique et par la toxime thermolabile (LT) d!

E. coli (OTNAESS et SVENNERHOLM, 1882). Des études chroma-
tographiques indiquent que l'inhibiteur des entérotoxines
est de nature gangliosidique et ressemble au GM1, connu pour
étre le récepteur membranaire de la toxime cholérique
(CUATRECASAS, 1973 ; HOLMGREN et al., 1873 bl et de 1la LT
d'E. coli (ZENSER et METZGER, 1974).

II- LES GLUCIDES

- o o e o o man T s
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A~ LE LACTOSE

Le lactose CD-@-D—galactopyPannosyl-[194]-Q-D-glucopyran-
nose) est, quantitativement, le constituant domimant dans
le lait.

La temeur en lactose du lait matermnel varie entre 6 et
7 g/100 ml ; dans le lait de Vache, le taux de lactose est
égal a 4,7 g/100 ml (JENNESS, 1974 ; HAMBRAEUS, 1977 ;
VORHERR, 1978).

C'est la synthése du lactose par la glande mammaire qui,
associée a un mouvement d'eau et d'électrolytes, détermine
le volume de lait produit (LINZELL et PEAKER, 1971). Oe ce ’
fait, le taux de lactose présent dans le lait est trés stable ;
3 ou 4 jours aprés la parturition, le taux de lactose augmente
(LONNERDAL et al., 1876 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 LESPAGNOL (1933)
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isolaient du lait de Femme, unme fraction oligosaccharidique
qu'ils appelaient "gynolactose'. Des études reprises par
KUHN, MONTREUIL et GRIMMONPREZ, et KOBATA ont montrd gue le
gynolactose est un mélange trés complexe de nombreux oligo-
saccharides.

La composition en oligosaccharides du lait de Femme et
du lait de Vache est trés différente. Le colostrum et le lait
de Vache contiennent respectivement, 0,325 et 0,1 g d'oligo-
saccharides par 100 ml (MONTREUIL et KOBUS, 1S60) 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, 1860).

Les oligosaccharides sont classés en 2 familles :
oligosaccharides neutres, qui renferment en quantités variables
du O~glucose, du O~galactose, du L-fucose et de la N-gcétyl=-
glucosamine, et oligosaccharides acides qui contienment en
plus de l'acide sialique. Ils sont rassemblés dans la revue
générale de KOBATA (1977].

19]) QOligosaccharides neutres

La stucture des cligosaccharides meutres a été déter-
minée grace aux recherches de GRIMMONPREZ et MONTREUIL (1S€8 =a),
GRIMMONPREZ (1971 ; 1972] et KUBATA et Ei.[1978]. Ils
peuvent etre classés en oligosaccharides neutres non azotés
et oligosaccharides neutres azotés suivant qutils renferment
ou non de la N-acétylglucosamime [(Fig. 3 ; p. 18).

Il convient de noter que tous ces sucres posseédent dans
leur molécule un résidu de lactose en position terminale
réductrice. De plus, le reste de leur molécule est formé soit
dfune unité de la N-acétyllactosamime, soit de la N-acétyl-
isolactosamine, soit de la répétition de ces deux oligosac-

charides.

A cause de la présence d'um résidu de lactose dans
chaque oside, MONTREUIL et MULLET ( 1959 ; 1860)] formulérent

l'hypothése d'ume relation métabolique entre ces 2 groupes
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de substances. Les auteurs démontrerent gque les taux de
lactose et de "gynolactose" varient en sens inverse et
atteignent une valeur limite vers le Séme jour. En outre,
la quantité de fucosido-lactose et de lacto-difucotéraose,
trés élevée dans les laits colostraux, décroit rapidement
tandis que les taux de lactose et de polyosides supérieurs

augmentent dans le lait mature.

2°) Oligosaccharides acides

La présence d'acide sislique dans le lait de Femme a
été démontré par HOOVER, BRAUN et GYORGY (1953) et par
ZILLIKEN, BRAUN et GYORGY (1856)] qui l'appelérent acide
gynaminique. KUHN et BROSSMER (1958) l'identifiérent
ultérieurement a l'acide N-acétylneuraminique.

Ces résultats devaient conduire a l'isolement de nombreux
sialosides du lait de Femme. KUHN (1958 ; 1959) isola du lait
de Femme deux formes combinées de l'acide N-acétylneuraminique
et du lactose : le 3' et le B'=lactaminyl-lactose, puis trois
pentoses acides, les pentoses a, b, ¢ dont la structure fut
élucidée (KUHN et GAUHE, 1965). Les études poursuivient au
laboratoire par GRIMMONPREZ (1966], GRIMMONPREZ et MONTREUIL
(1968 a, b) ont permis l'isolement de 6 nouveaux oligosac-
charides dont les unités structurales sont comstituées de
lacto-N-tétraose ou de lacto-N-neotétracse (Fig. 3 ; p. 18].
Plus récemment, STAECKER 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 a en
rechercher l'origime et la signification physiologique. L?
origine de ces composés reste encore énmigmatique biemn que
l'hypothése ait &été émise selon laquelle, il existerait une
activation, par le‘iactcse, des systeémes glycosyltransféra-
siques de la glande mammaire (GRIMMONPREZ et MONTREUIL, 18975].

Le rodle biologique des cligosaccharides a fait l'objet

cde nombreuses études et il semble maintenant acquis qu'ils
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ont un role dans la croissance de la flore bifide, la flore
étant composée de germes saprophytes qui colonisent l1'intes-

tin du nourrisson alimenté au lait maternel.

C~- LES FACTEURS BIFIDIGENES

Dés 1926, SCHOENFELD montra que les facteurs responsables
de la croissance de la flore bifide nme sont de nature ni
minérale, ni lipidique, ni protidique, mais se trouvent a
c6té du lactose, dans la fractiom non protéique du lacto-
sérum.

GYORGY et al.(1954 a, b) ont isolé ume souche mutante

de Bifidobacterium bifidum la variété Pennsylvaniens ayant

la prppriété de ne proliférer qu'en présence de lait maternel
(GYORGY et ROSE, 1955). Malheureusement, la souche B. bifidus

var. Pemnn. n'est pas celle qui prolifére dans l'intestin des
enfants alimentés au lait de Femme. Grace aux travasux de
NEUT et al.(1881], il a pu étre démontré que les Facteurs

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

a ceux de B. bifidum, hote prédominant de l'intestin du

nourrisson au sein.

~

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

rencontre dans les oligosaccharides azotés du lait humain.

Les oligosaccharides non azotés n'ont aucune activité
bifidigéne (GAUHE et al., 1954), de méme que les composés
azotés siglylés. L'élimination des résidus d'acide sialique
par la neuraminidase de Vibrio comma régémere cette activité
(GYORGY et El" 1974). KUHN et KIRSCHENLOHR (1956) parviennent

a synthétiser un composé trés actif ; il s'agit de la N-acétyl-

lactosamine [Galteﬂq4)slcNacJ. Ceci expligque que le lacto-
Neneotétraose posséde une activité supérieure & celle du
lacto-N-tétraose.

Les récents travaux de ROMOND et gl. et de BEERENS et
al., en 1880, ont confirmé que seul le lait maternel frais

permettalt la croissance de B. bifidum, que le "gyrnolactoss"

était une source de facteurs bifidigénes et que la N~acétyl-
lactosamine était bien le composé le plus actif (STAECKER,

communication persomnelle; 1983).
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La N-acétyllactosamine n'existant pas & l1'état libre dans

le lait, il restait a démontrer que la bactérie &tait capable
d'hydrolyser les oligosaccharides azotés neutres du lait
matermnel. MONTREUIL et Ei‘[1983] montrent que le B. bifidum

possede tout l'équipement enzymatique nécessaire pour obtenir
le disaccharide qui lui est un nutriment indispensable. Les
autres bifides n'ont aucun besoin de ce glucide et ne possedent

aucune des glycosjdases de B. bifidum. Les glycosidases de

B.bifidum sont des neuhaminidases,(3-galactosidases,aL—Fuco-
sidases, et N~acétyl-glucosaminidases.

Outre les oligosaccharides, il existe dans le lait maternel
des glycopeptides et des glycoprotéines qui possédent une
activité bifidigene ; cette activité est liée a la structure
de leur copule glucidique. HISANO et Ei.(1958] montrent gue
4 fractioms glycopeptidiques sur 5 isolées du colostrum humain
(masse moléculaire comprise entre 1900 et 18000) présentent
une activité bifidigéne. En 1973, NICHOLS et BEZKORDVAINY
isolent des glycoprotéines du colostrum humain (MM 30000)
possédant 22% d'hexosamimes. D'autres protéimes sont isolées
par la suite [(NICHOLS et al., 1975 ; BEZKOROVAINY et NICHOLS,
1978). Elles contiennent toutes de la N-acétyl-O-glucosamine
et sont toutes actives. La caséine humaine n'est asctive qu!
apreés digestion enzymatique (BEZKOROVAINY et gl., 1878). L'
activité est retrouvée dans la fFraction glucidique détachée
par(s-élimination (BEZKOROVAINY et TOPAUZIAN, 1881 a, b),
elle est proportionnelle & leur teneur en hexosamine. Pour
ces auteurs, la caséime bovime ne présente pas dl'activité.
Ces résultats sont en accord avec ceux de FOURNET et al.(1979)
qui montrent que la copule glucidique de la caséine de vache
ne contient pas de N-acétyl-glucosamine.

L'activité bifidigéme du lactose est trés controversée
(MALYOTH, 1849 ; MANCIAUX, 1858 ; PETULEY et LYNAU, 1856 ;
MONTREUIL, 18971). Au regard des études récentes, il semble
gue le lactose ne soit pas un facteur indispensable a la
croissance de B.bifidum.

Les glucides du lait de Femme n'interviennent pas

directement dans les mécanismes de défense de l'imtestin du-
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nourrisson. Ils agissent en favorisant la croissance d'une
flore bifide dont le role de protectiom de l'intestin sera

discuté dams le paragraphe suivant.

D- ACTION DE LA FLORE BIFIDE

Stérile a la naissance, le tube digestif du nouveau-
né est colonisé en 3 ou 4 jours (TISSIER, 1900 ; MORO, 1S00 ;
GYLLENBERG et ROINE, 1857 ; SMITH et CRABB, 13861) par une
flore microbienne dont la composition varie avec le mode

dialimentation.

1°) Caractéristiques de la flore fécale du nourrisson

La flore fécale du nourrisson alimenté& au sein est
monomorphe, essentiellement constituée de microorganismes
Gram (+) (BULLEN et WILLIS, 1971). Il sfagit de Bifido-
bacterium C1010 germes/g de selles] et, plus particuliérement
de Bifidobacterium bifidum (MITSUOKA et al., 1874 ; BULLEN
et al., 1976 ; NEUT et al., 1980).

Dés que l'alimentation du mouveau-né devient mixte ou

artificielle, le B.bifidum perd sa prédomimance danms les
selles au profit des Entérobacteriaceae (ROMOND et al., 1s80].
Selon LEVESQUE (1959), le B.bifidum disparait lorsque le

lait matermel ne représente plus que 1/3 a 1/4 de la raticon
alimentaire de l'enfant. La flore fécale de l'enfant nourri
artificiellement est analogue a celle de l'adulte. Les
Bifidobacterium sont encore présents mais ils me représentent

plus que 1% de la flors fécale (Tableaux II ét III ;pp. 23-24).

2°) ASle de la flore fécale

Ot'apreés les constatations faites par TISS3IEA 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, amalogues &
la Flore bifide, inhibent l'action des bactéries putréfiantes

responsables d'infections intestimales (TISSIER, 1905].




TABLEAU II

CARACTERISTIQUES DES SELLES ET DE LA FLORE
INTESTINALE DU NOURRISSON ALIMENTE AU SEIN

Aspect des

Caractéristiques de

Caractéristiques des

selles pH des selles la fFlore bifide autres flores
moins de 1p. 100 de la flore
Fécale est constitués de
90 p. 100 de la Flore Coliformes, les Staphylocoques
sont peu nombreux (2)
ranuleux féoale est constltuée 108 Entérobactéries/g de selle (6)
g ’ de Bifidobactérium .
odeur . le nombre de Bactérioldes est
de 4,8 a 5,2 (2,3) C e s~ 108
aigrelette (s) 1010 Bifidobactéri inférieur & 107/g de selle
(5) : . obacterium le nombre de Clostridium est

par g de selle (E].

inférieur & 10°/g de selle (1)
présence de peu de germes de
putréfaction (4,2).

R&Férences : (1)
. 2)
((2) @
e ] [4]
(5]

(8]

BULLEN et TEARLE,
HAENEL, 1970
LEVESQUE, 1959

1976

MITSUOKA et HAYAKAWA, 1972
NEIMANN et al., 1965
ROMOND et al., 1880




TABLEAU III

CARACTERISTIQUES DES SELLES ET DE LA FLORE
INTESTINALE DU NOURRISSON ALIMENTE AU LAIT DE VACHE

Aspect des

pH des selles

Caractéristiques de

Caractéristiques des:

selles la flore bifide autres flores
8 8 - .
10° & 10" Entérobactéries/g de
selle (4)
7 . g .
caractéristi- 10° a 10”7 Entérocoques/g de selle

ques proches
de celles de 11
adulte, la
consistance
est fermae,l?
odeur est
putride (3).

de 6 a 7 C",BJ.

lLe nombre de
Bifidobacterium

devient mineur (4).

107 a 108 bactéries Gram(-)/g de
selle (3)

BactérioYdes et Clostridium ap-
paraissent, favorisant l'alcali-
nisation du milieu (5)

102 & 1010

10? a 10° Veillonella/g de selle

10° a 108 Clostridium/g de selle
(2].

Bactérioldes/g de selle

Références :

(1) GYORGY, 1957

(2) MITSUOKA et HAYAKAWA, 1972
(3) NEUT et gl., 1980

(4] ROMOND et al., 1980

(5) TASSOVAT et KOTSITCH, 1361




TASSOVATZ et KRAGOUYEVITCH (1864] réalisent le traitement
de l'enterc-colite aigué par ingestion de culture lyophilisée
de B.bifidum. La flore bifide aurait un rdle préventif des
infections bactérienmes (TASSOVATZ et KOTSICH, 1961 ; MATA
et al., 1969) et virales (MATA et al., 13968).

Il existe des controverses autour de la question des
bifides (PETULEY et LYNAU, 13856 ; LEVESQUE, 1953 ; WAGNER
et STAAR, 1969). En effet, la flore bifide serait instable
lors de diverses affections gastro-intestinales. Le bifide
Nn'aurait pas forcément un rdle protecteur de l'intestin en
inhibant la prolifération des germes pathogénes, mais pour-

rait étre simplement le témoin de la borne santé de l'enfant.

39) Mécanisme d'action du bifide

le B.bifidum métabolise ume grande variété de sucres
en produisant d'importantes quantités dl'acides organiques :
acide lactique, acétique, formique, succinique et propionique
(DITTMAN et al., 1967 ; SMITH et HOLDEMAN, 1968 ; MOORE et
al., 1870 ; BULLEN et TEAALE, 1978) qui asbaissent le pH des
selles [NORTON et SHOHL, 1926)] 3 4. L'environnement acide
inhibe in vitro la croissance des Shigelles (HENTGES, 1867 al,
des Salmonelles (MEYNELL, 1963 ; BOHNOFF et al., 1964), des

E.coli (KUHN, 1957), des Bacilles typhiques et paratyphiques
et des levures [HENTGES, 1967 b).

III- LES PROTEINES

De tous les constituants des laits, les protéinmes
ont fFait l'objet du plus grand nombre de travaux, en raison
méme de leur importance capitale dans le développement du
nourrisson. La littérature abonde en études sur les protéines
du lait (MONTREUIL, 1958 ; GARNIER, 1864 ; McKENZIE, 1970 ;
1871 ; LYSTER, 1972 ; ALAIS et BLANC, 1875 ; WOODWARD, 1S76 |
BEZKOROVAINY, 1877 ; RIBADEAU-DUMAS, 1978).




TABLEAU IV

DISTRIBUTION DES PROTEINES DANS

LE LAIT MATERNEL ET DE VACHE

COMPOSANTS Lait Lait
maternel de vache
Protéines totales (g/100 ml) 0,89 3,14
Caséine 0,25 2,73
Protéines du lactosérum 0,64 o0,s8
Lactalbumine 0,286 0,11
Lactotransferrine 0,17 traces
Lactoglobuline - 0,38'
Lysozyme 0,05 traces
Sérum-albumine 0,05 0,04
IgA 0,1 0,003
I1gG 0,003 0,06
IgM 0,002 0,003

d'apres HAMBRAEUS (1877).




.y

l.a teneur en protéines du lait maternel a été sstimée
pendant lomgtemps & 1,1 -1,2 g/100 ml (FOMON, 13874 ;
BEZKOROVAINY, 1877). De récentes investigations ont montré
que la temeur réelle en protéimes varie de 0,8 & 0,8 g/100 ml
(LONNERDAL et gl., 1976 a, b ; NAGASAWA et gl., 1873).

La temeur en protéines du lait maternel est trés basse
par rapport 3 celle du lait de Vache [JENNESS et SLOAN, 1873).
L'examen du Tableau IV ; p. 26 montre que les deux lactosérums
possédent presque la meme 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 lactosériques sont trés nombreuses et nous
choisissons de ne décrire que celles qui sont impliquées dans
la défense de l'intestin du mourrisson. Parmi ces protéines,
nous pouvons citer : la lactotransferrime, le lysozyme, les
immunoglobulines (sIgA), la lactoperoxydase et le complemént.
Les trois premiéres étant celles qui retiendront plus particu-

liérement motre attention.

A- LE SYSTEME LACTOPEROXYDASIQUE

Le systéme lactoperoxydasique dont l'activité bactéricide
a été décrite pour la premiére fois par HESSE en 1894, est
constitué de 3 composés : la lactoperoxydase (WRIGHT et TRAMER,
1957), l'eau oxygénée (JAGO et MORRISSON, 1962) et le thiocyanate
(REITER et al., 1963 ; 1964). |
De nombreuses revues générales traitent de ce sujet [(REITER
et ORAM, 19867 ; REITER, 1976 ; 1978 ; 1978 ; 1981).

1°]) Caractéres généraux

La lactoperoxydase domt le taux est élevé dans le lait de
Vache, environ 30 mg/ml (POLIS et SHMULKER,1853) est & un

tsux vingt fois moindre dans le lait d=z Femme. La lacto-
peroxydase est formée d'une seule chalme polypeptidique de

masse moléculaire comprise emtre 77000 et 100200.
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Le thigcyanate est un métabolite endogéne produit lors de

la réaction de détoxification entre le thiosulfate et les
cyanates. Il peut provenir de l'ingestion de l'amion meéme
ou d'um précurseur.

Le peroxyde d'oxygéme est absent du lait. KORHONEN (1s81)

a montré qu'il provient des leucocytes qui, en phagocytant
'la caséinme en produisent de grandes quantités (RUSSEL et
REITER, 1975 ; RUSSEL et al., 1977). In vitro, les bactéries
lactiques sont source d'H,0, (REITERA et gl., 1980).

2°]) Localisation

La lactoperoxydase est présente dams le lait [(MORRISSON
et al., 1957 ; 1961]) mais asussi dans la salive, les larmes,
le mucus gastro-intestinal, cervical et dans certasimes cellules
leucocytaires : les éosimophies. Elle est retrouvée dams
les selles et semble donc résister au bas pH et & la digesticn
(GOTHEFORS et MARKLUND, 1975 ; REITER et al., 1980)].

L'ion thiocyanate SCN~ est présent de fagon permanente
dans tous les tissus animaux et les sécrétions [AUNE et
THOMAS, 1977 ; BALLANTYNE, 1977 ; RAUDDEL et al., 1977).

3°) Mode d'action

Ltinteraction de ces 3 composés a &té décrite par THOMAS
(1983]. La lactoperoxydase, en présence d'H,0,, oxyde le
thiocyanate. Le premier produit formé est l'acide hypothio-
cyaneux (OSCN™) domt l'action est bactériostatique vis-@-vis
des bactéries. Les métabolites trés fortement oxydés comme
l'acide cyanosulfureux [DESCN-J et l'acide cyanosulfurique
CﬂascN'] sont bactéricides (HOGG et JAGO, 1870 ; HDOGENDORN
et al., 1977 ; BJORCK et al., 1978 ; AUNE et THOMAS, 1977 ;
PRUITT et TENOVUO, 1982].

‘B~ LE COMPLEMENT

Tous les composants du complément ont &été détectés
dans le lait (NAKAJIMA et al., 1977].




Les composants 03 et 54 du complément existent dans le
lait humain (ANDRE et al., 1964) mais en moins grande concen-
tration que dans le sérum. Un 03 proactivateur a été décrit
(GOTZE et MULLER-EBERHARD, 1971), il est stimulé par les IgA
et par les IgE (ISHIZAKA et al., 1872). Le C; dans le lait
humain pourtrait avoir ume agctivité importante, il est connu
pour ses propriétés opsonisante, anaphylactique et chimio-
tactique mais son activité, dans la défense de lt'intestin du

nourrisson, Nn'a jamais été mise en évidence.

C- LES IMMUNOGLOBULINES

Toutes les classes d!'immunoglobulines sont représentées
dans le lait humain, mais dans des proportions différentes
de celles du sérum. Les IgG prédominent dans les sérums
humain et bovin ainsi que dans le lait de Vache. Dans le
colostrum et le lait humains, les immunoglobulinmes A occupent
une place prépondérante (MONTREUIL et al., 1860 a ; MURALT
et al., 1961). Les IgE, mises en évidence dans le lait de
Femme par UNDERDOWN et El'£19753’ seraient présentes a un
taux plus élevé que dans le sérum (BASUYAU, 1880]. HANSON
et JOHANSSON (1870] indiquent la présence d'IgD dans le
colostrum humain. '

OGRA et al.(1980) estiment que la répartition des Ig
par 24 heures, dans le colostrum collecté durant les 3 jours
qui suivent la parturition est de l'ordre de 5000 mg pour les
IgA, 70 mg pour les IgM et 56 mg pour les IgG. Les immuno-
globulines, présentes en grandes quantités dans le colostrum,
voient leur taux diminuer rapidement, dés les premiers jours
de lactation (PEITERSEN et al., 1975 ; OONTA, 1976 ;
McCLELLAND et al., 1878). Dans le colostrum humain, les
concentrations en IgA de sécrétion et en IgM sont respective-
ment de 17 g/l et 1,8 g/l le premier jour et atteignent

respectivement 1 g/l et 0,1 g/l dés le quatriéme jour,




La teneur en IgG du lait humain passe de 1 g/l =prés 48 h.,
a 0,3 g/l aprés 10 jours et & 0,1 g/1 asprés 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., 1863).

1°]) Caractéres 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., 1986 ; TOMASI et al.,
1968). La masse moléculaire et la constante de sédimentation
de ces derniéres sont plus élevées. Outre une piéce de sécré-
tion (Sc) caractérisée pour la premiére fois par HAVEZ et
al.(1968), elles possaédent une piéce de jonction (J]

(HALPERN et KOSHLAND, 1870). La formule structurale des
IgA du lait qui a été proposée est la suivante :‘CIgA]2 Sc~J.

Les sIgA humaines sont des glycoprotéines de masse
moléculaire comprise entre 375 000 et 384 000 (TOMASI et
CALVANICO, 1968 ; NEWCOMB et al., 1963 ; HURLIMAN et al.,
1262) et de coefficient de sédimentation égale & 11,4S
(TOMASI et BIENENSTOCK, 1968]. Les IgA de sécrétion sont
plus résistantes aux enzymes protéolytiques et aux agents

de réduction que les IgA sériques.

2°) Localisation

Les IgA ont été caractérisées dans divers liquides
biologiques : sérum, colostrum, salive, urine, fluide nasal,
bromchial et duodémal, provenant de l'Homme ou de différents

mammiferes.

0- LE LYSOZYME

Découvert pour la premiére Fois par LASHCHENKO em 1509
dans le blanc d' oeuf de Poule, le lysozyme fut redécouvert
en 1222 par FLEMING dans le mucus nasal. C'est une mucopeptide

N-acétylmuramyl hydrolase (E.C. 3.2.17).
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1°]) Caractéres généraux

Le lysozyme humain est une protéine basique de masse
moléculaire 14 400, constituée de 130 résidus d'acides aminés
(JOLLES et JOLLES, 1988 ; 1968 ; 1871 ; 1972). Il est
thermostable & 100°C (1 & 2 min.) et & pH acide, et est
environ 3 fois plus actif que le lysozyme de blanc d'oeuf
de Poule. La thermostabilité du lysozyme est due & la présence
de 3 résidus de cystine par molécule (JOLLES et gl., 18968).

Cristallisé en 19389 par ABRAHAM et ROBINSON, le lysozym=
du blanc d'oeuf de Poule a &té entiérement séquencé (JOLLES
et al., 1963 ; HERMANN et JOLLES, 1970 ; JOLLES et JOLLES,
1971 ; 1972). Le lysozyme isolé du lait humain présente une
structure primaire identique au lysczyme contenu dans les
larmes (JOLLES et JOLLES, 1867). Les lysozymes humains ont

tous le méme comportement électrophorétigue.

2°) Localisation

Le lysozyme est largement réparti dans l'organisme,
principalement dans les liquides et milieux de sécrétions
gue sont : le lait, la salive, les larmes, l'urinme, le
plasma séminal, les sécrétions vaginales et utérines, ls
mucus bronchique.... Il est présent dans les tissus (intes-
tinal, alvéolaire, cartilagineux...]) et aussi dans les
monocytes, les macrophages et les cellules de Paneth
(SYREN et RAESTE, 1971 ; KLOCKARS et OSSERMAN, 1874].

En étudiant l'inmcorporation de 148, in vitro, McCLZLLAND

et FURTH (1975) mettent en évidence la synthése de lysozyme
par les mugueuses bronchiques et gastro-intestinales ainsi
que par les organes lympholdes.

Le taux de lysozyme augmente considérablement au
niveau des tissus et sécrétions lors de l'inflammation
(MEYER et al., 1248) et dams le sérum de malades souffrant
de leucémie monocytique ou de leucémie momomyélocytique
(O5SERMAN et LANLOR, 186G8).

Oans le lait matermnel, la teneur en lysozyme sugmente
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au cours de la lactation et est maintenue la premiére année
et peut-etre méme la seconde année de lactation (GOLDMAN et
al., 1982). Au Séme mois, le taux de lysozyme varie entre
300 et 400 mg/l (CHANDAN et Eé., 1964 ; Mc CLELLAND et al.,
1878]. Par contre, le lait de Vache contient peu de lysozyme,
environ S0 mg/100 ml (HAMBRAEUS, 1977].

Le lysozyme est retrouvé dans les selles des nouprissons
alimentés au sein [RAOSENTHAL et LIEBERMAN, 1931 ;'BHAUN,1958 :
S0LBACH et al., 1964 ; LODINOVA et JOUJA, 18977 ; GRIFFITH
et HUMPHREYS, 1878 ; ISAACSON, 1982), il n'est donc pas
dégradé au cours du transit intestinal. Le méconium ne contient
pas de lysozyme ; aprés 3 jours de lactation, les selles
renferment du lysozyme intact et fonmctiommel [HANNEBERG et
FINNE, 1374).

E-~ LA LACTOTRANSFERRINE

La lactotransferrine humaine fut isolée & partir du lait
de Femme et décrite, pour la premiere fois, par MONTREUIL
et al., (1960 a, b) puis par JOHANSSON (1960) et par BLANC
et ISLIKER (19861).

1) Caractéres généraux

La lactotransferrine est une glycoprotéine monocaténaire
de masse moléculaire 80 000 + S 000, capable de fixer de
maniére réversible 2 ions ferriques en développant une colo-
ration rose ssumon dont le maximum d'absorption est centré
a4 465 mm (MONTREUIL et al., 1860 ; AASA et al., 1863 ; SFPIK,
1968 ; AISEN et LIEBMAN, 1971]). La fixation de chaque ion
Fe3+ nécessite la présence d'un ion carbonate ou bicarbonate
(BLANC et ISLIKER, 19683, MASSON et HEREMANS, 1868) et la
libération de 3 protons (MASSON et HEREMAN3, 1S63) selon la
Formule suivante

3+ +

2 Fe + 2 Hcog + LTF LTF.Fe, CHCD;] >+ BH
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La séquence peptidique de la lactotransferrine est en
cours d'achavement [(MAZURIER et SPIK, 1874 ; MAZURIER =t al.,
1974 ; JOLLES et al., 1976 ; METZ-BOUTIGUE et al., 1980 ; 1881 ;
MAZURIER et al., 1983). Elle est composée de 2 domaines : le
domaine Nt, fixant l'ion ferrique sur un site acido-labile et
le domaine Ct, fixant le deuxiéme ion ferrique sur un site
acido-stable (MAZURIER et SPIK, 1S80). Elle posséde 2 glycanmes
répartis sur chague domaine et liés a la chalne protéique par
une liaison de type N CQBaspartyl]-N-acétyl-glucosamine
(SPIK et al., 1982). La structure des glycannes présente de
nombreuses variations dues & l'introduction de 1 a 3 résidus
de L-Fucose, branchés en o~ ~1,68 ou eno{-1,3, sur une structure
de type N-acétyl-lactosaminique. Ces structures ont été établies
au laboratoire par MONTREUIL et SPIK, 1875 ; SPIK et MAZURIEZAR,
1977 ; MONTREUIL, 1880 ; SPIK et al., 1982.

2°9) Localisation

La lactotransferrine est largement répartie dans 1l'orga-
nisme. On la trouve dans de nombreux liquides et milieux
biologiques [MASSON, 1970}, prinéipalement dans les liquides
et milieux d'excrétion : lait (MONTREUIL et al., 1S80],
larmes (BROEKHUYSE, 1874 ; GACHON et al., 1978], salive
(MASSON, 1970), liquide synovial (BENNZTT et al., 1S73),
plasma séminal ([(HEKMAN et RUKME, 1968), suc pancréatique
(CLEMENTE et al., 1971), liquide céphalorachidien (TERENT '
et al., 1281), bile (VAN GUT et al., 1975]), sang (RUKME et al.,
1971 ; BENNETT et MOHLA, 1878), sécrétions bromchiques
(BISERTE et al., 1863 ; MASSON et al., 1865), mucus cervical
et gastro-intestinal (MASSON, 1870].

En dehors des cellules excrétrices des épithélias respi-
ratoire et digestif, la lactotransferrine comnalt ume loca-
lisation cellulaire, en particulier dans les granules secondaires
ou granules spécifiques des leucocytes polymorphonucléaires
(MASSON et al., 1968]). Elle est présente, a l'état de traces,
dans les monoccytes (BENNETT =t KOKOCINSKI, 1573]) et on la
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trouve dans les zones d'inflammations (BULLEN et al., 1972 ;
VAN SNICK et al., 1974 ; BENNETT et MOHLA, 1876).

Le taux de lactotransferrine dans le colostrum et le
lait humains varie suivant les auteurs. MASSON et HEREMANS
(1971) ont trouvé que le taux de lactotransferrine dans le
colostrum humain (1 & 9 jours aprés la parturition) est de
4,2 mg/ml avec une déviation standard de 1,4 mg/ml suivant
les individus. Pour NAGASAWA et al.(1872), le taux de
lactotransferrine dans le colostrum et le lait humain (11 &
60 jours) est de 4,9 a 2,1 mg/ml. Par contre, McCLELLAND et
al. (1878) trouvent, dans le colostrum humain, 1,5 g de
lactotransferrine pour 100 ml le 1er jour et 0,5 g/100ml

le Séme jour; le lait mature ne renferme que 200 mg/100 ml.

Le lait de Vache est pauvre en lactotransferrine; le
colostrum en renferme 600 mg/100 ml (REITER, 18978) et le
lait mature 20 mg/100 ml (MEYER et SENFT, 1879).

SPIK et al. (1982) montrent que la lactotransferrine
partisesllement dégradée est retrouvée dens les selles des
nourrissons alimentés au lait maternel. Cette copro-lacto-
transferrine a gardé la capacité de fixer le fer (MAZURIER-
DEHAINE, 1873].

3°) Comportement élactrophorétigue

La lactotransferrine fut longtemps considérée comme une
@-globuline (MONTREUIL et al., 1960; BLANC et ISLIKER, 1881 ;
GOT et al., 1866). Cependant, SCHADE et al. (18638) et MASSON
(1970) ont observé des anomalies de migration dams un certain
nombre de milieux et l'ont décrite comme ayant une migration

de Y ~globuline lente.

Il existe une différence de mobilité, sur acétate de
cellulose, entre la lactotransferrine dans ls lait et la
lactotransferrine isolée. En augmentant la force ionique du

lait par addition de NaCl 1M, la lactotransferrine dans le



lait migre & la position de la lactotransferrine isolée,
MASSON (1970] suggére l'existence d'une association lacto-
transferrine~caséine.

A cette différence de mobilité, s'ajoute une différence
de coefficient de sédimentation: Le coefficient de sédimen-
tation, sur gradient de sucrose, est de 5,35 pour la lacto-
transferrine isolée et de 3,35 pour la lactotransferrine dans
le lait (SCHADE et al., 1963].

En utilisant la technique d'immunoélectrophorese, HEKMAN
(1871) montre que la lactotransferrine a la capacité de
s'associer & un certain mombre de prostéimes : sérum albumine,
caséine, lysozyme, lactalbumine. Ces associations induisent
une modification du compartement électrophorétique dz la
lactotransferrine.

Au laboratoire, DESCAMPS (1974) observa une migration
accrue de la lactotransferrine en présence de glycopeptides
isolés du lait maternel. La lactotransferrine s'associe a ces

glycopeptides.

La lactotransferrine peut également interagir avec des
substances qui ne se trouvent pas dans le milieu dans lequel
elle baigne habituellement. Ainsi MASSON (1870)] pense que
"]la mauvaise résolution des tracés en gel d'agar tient vraisem-
blablement & la réaction entre la lactotransferrine et l'agaro-
pectine car l'emploi d'agarose débarrassée en grande partie
de l'agaropectine améliore la migration é€lectrophorétique’.

En complexant la lactotransferrine, les mucopolysaccharides
acides de la gélose empéchent la protéine de migrer normalement
vers la cathode. La réaction de la lactotransferrine avec
l'agar peut expliquer le fait qu'elle ait été décrite comme
une Q)-globuline. De plus, l'étude d'une association lacto-
transferrine-bleu Trypan qui est un colorant acide diazo-
tétrasulfonique, a été réalisée par MALMQUIST et JOHANSSON
{1e71].
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Iv- CONCLUSION
_=nlummmses
Les trois principaux groupes de substances qui consti-
tuent le colostrum et le lait maternels renfsrment des éléments

qui prennent part &8 la défense de la muqueuse intestinale.

- les glucides, en assurant la croissance de B.
bifidum, agissent indirectement sur l'équilibre de la flore

fFécale.

-~ les lipides possédent 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, trés complexes,

feront l'objet du chapitre suivant.
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ACTIVITEZ DES FACTEURS DE DEFENSE
DE L'INTESTIN 3JU NOURRISSCN
CONSZRVATION DE CETTE ACTIVITE

Dans ce chapitre, nous résumerons les trés nombreux
travaux qui ont été réalisés sur l'activité anti-bactérienne
des immunoglobulines slIgA, du lysozyme et de la lactotrans-

ferrine.

ACTIVITE SPECIFIQUE DES FACTEURS SOLUBLES
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A- LES IMMUNOGLOBULINES sIgA

Le rdle protecteur des sIgA a fait l'objet de-nombreuses
revues générales (WELSH et MAY, 1979, MESTECKY et al., 1S80 ;
HANSON et al., 1880; BIENENSTOCK et BEFUS, 1980 ; Mc NABB et
TOMASI, 1981).

Les propriétés et les fonctionms biologiques des sIgA se
distinguent sur le plan biochimique de celles des autres
anticorps. tn effet, les sIgA me sont pas de bons anticorps
précipitants.

lLes propriétés biem établies des slIgA sonmt les suivantes

- limitation de l'adsorption des bactéries aux
mugueuses ;
- agglutination des virus ;

- neutralisation des bactéries ;

- imhibition de l'absorption digestive des antigénes

- activation du complément par voie alterne.

1°) Limitation de l'adsorption des bactéries aux

nuguedses

Les sIgA sont commues pour limiter l'adsorption des bactéries,



-38-

des virus et des antigeénes solubles aux muqueuses [WILLIAMS
et GIBBONS, 1972 ; HEREMANS, 1874 ; FRETER, 1874). En 197§,

LAMM montre que -les sIgA empéchent l'adhésion de Vibrio choléras

aux cellules intestinales. Douze heures aprés avoir regu du

lait de leur mére préalablement immunisé contre £.Coli0 148 K 88,
des marcassins sont infestés oralement par la méme souche
bactérienne (NAGY et al., 1876). L'étude des sections intes-
tinales de ces animaux montre que les bactéries n'ont pas

adhéré aux tissus. L'adhésion de nombreuses autres bactéries

est inhibée en présence d'anticorps IgA du lait ou du colostrum
(SVANBORG-EDEN et SVENNERHOLM, 1S78 ; LILJEMARK et al., 1979 ;

L'sction des sIgA est surtout mécanique. La liaison des
sIgA & la surface bactérienmme entraline l'hydrophilie; l'anti-
adhésivité et sert 3 exclure l'antigéne de la muqueuse
(MAGNUSSON et STJEANSTROM, 1982]. Elles se compoptent en
anticorps agglutinant : la formation de complexes antigéne-
anticorps non absorbables et &éliminés avec le mucus joue
probablement un rdle important dans les mécanismes de défense
immunitaire (LAMM, 18978).

2°) Neutralisation des virus

Le lait humain et le colostrum comtiennent de nombreux.

anticorps dirigés comntre les virus (Tableau V p. 39).

3°%]) Agglutination des bactéries

Les slgA sont agglutinmantes vis-a-vis de nombreuses
bactéries et de leurs toxines. STOLIAR et al.(1976) montrent
que le colostrum des Femmes au Guatemala inhibe, chez le lapin,

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

activité inhibitrice est supportée par les slIgA. ROULAND et al.,
(1830]) remarquent gqu'en Cambie, les enfants nourris au lait

maternel hautement bactériostatique &taient mieux protégés.




TABLEAU V

ANTICORPS PRESENTS DANS LE COLOSTRUM QU
DANS LE LAIT HUMAIN DIRIGES CONTRE LES VIRUS

Anticorps Références
Coxsakie Ag, Bs, Bs DEBRE et al. 1930
MICHAELS 1965
Flavivirus FALKLER et af. 1975
Poliovirus SABIN 1950
LEPOW et al. 1961
WARREN et al. 1961
SABIN et FIELDSTEEL 1962
GONZAGA et al. 1963
HODES et al. 1962
MICHAELS 1965
KENNY et al. 1967
MATA et WYATT 1971
Rotavirus SCHOUB et al. 1977
YOLKEN et af. 1978
SIMHON et af. 1979
OTNAESS et @RSTAVIK 1980
MAASS et BARCKHAUS 1980
Alphavirus WELSH et af, 1978
Cytomegalovirus PINKU et al, 1982
Hepatite B NAMBA et al. 1981
Virus syncytial LAMPRECHT et al, 1976
DOWNHAM 2t af.. 1976
ECHO virus 6 et 9 MICHAELS




contre les infections diarrhéiques gue les .enfants recevant
du lait Faiblement actif. Ceci est en corrélation avec le
titre en anticorps sIgA de ces mémes laits (OCLBY et al.,
18s0).

L'action des sIgA reste effective aprés passage dans
l'estomac. En effet, les copro-anticorps sont toujours
capables de protéger lors d'infections par V. éhglerae
(FRETER, 1970 ; FUBARA et FRETER, 1972 ; PIERCE et al., 1978].

Ils nme réduisent pas le nombre de micro-organismes dans la
lumisre intestinale mais réduisent le nombre de bactéries

adhérées aux microvillosités intestinales (FRETER, 1870 ;

FUBARA et FRETER, 18973). ‘

4°) Neutralisation des parasites

Réecemment les sIgA ont été impliquées dans la défense
anti-parasitaire des muqueuses. Le lait d'ume souris immunisée
contre Giardia muris protége les souriceaux de lt'infection
(ANDREWS et HELWETT, 13981]). Cependant, les mécanismes d'action

contre les parasites ne sont pas trés connus (WAKELIN, 1973].

5°) Inhibition de l'absorption digestive des antigénes

Tous les enfants de moims d'unm an nourris au lait de
vache possédent des anticorps contre les protéinmes lactées
bovines (LIPPARD et al., 1936]). En 1877, AHLSTEDT et al.,
décrivent l'existence de sIgA humaines dirigées contre
la (5 ~lactoglobuline et les caséines ol et e)de vache. Il
existe beaucoup d'autres antigénes soclubles contre lesquels
les anticorps humains peuvent étre dirigés (ic NABB et TOMASI,
1821). Les anticorps sécrétoires ont un rdle important dans
la régulation de l'absorption de ces antigénes (WALKER et
ISSSLBAZKER, 1877]). VWALKER et al., (1272) ont examiné la
capacité des sIgA intestinaux a altérer l'absorption de

certaines macromolécules. Une diminution significative de
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l'absorption intestinale est notée chez les animaux immunisés,

de plus elle est spécifique de ltantigene.

5°) Activation du complément par voies slterne

Les Iga, contrairement aux autres anticorps, ne fixent
pas le complément par lz voie classique mais par la voie
alterne (BURTON, 1873). Les IgA sont capables de transformer

le 03 pro-activateur en C. activateur permettant ainsi ls

3
clivage du C5 en entrainant l'activation de la séquence

terminale C.~-Cg du complément (SPIEGELBERG et GOTZE, 1872).

5
Si les sIgA peuvent réagir avec le complément, il n'y a pas
de preuve actuellement quant & leur rdle biologique vis-&-vis

de la lyse ou de l'opsonisation.

B~ LE LYS0ZYME

De nombreuses études sur l'activité antibactérienne
du lysozyme du blanc d'oeuf de poule ont &été réalisées.
Par contre, lf'activité lytique du lysozyme humain a été peu

étudiée in vivo.

19]) Action bactéricide

Le lysozyme est une glycosidase capable d'hydrolyser
1la muréine, principal constituant des parois bactériennes.
Il catalyse la réaction de rupture de la liaison CE)194]
entre l'acide N-acétylmuramique et la N-acétylglucosamine
de la muréine. Le lysozyme attaque la paroi des bactéries
Sram (+). et la muréine plus interne des bactéries Gram(-].
Cependant, le lysozyme humain, contrairement au lysozyme du
lait de Vache, ne lyse pas les bactéries lactiques (VAKIL
et al., 1988).

Les lysozymes humains et bovins sont trois fois plus
actifs que le lysozyme du blanc d'eeuf de Foule, cette
activité étant mesurée sn utilisant comme substrat un

organisme trés sensible & l'activité lytique des lysozymes:
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Micrococcus lysodeikticus. Le spectre de l'activité de lyse

dtun lysozyme dormné varie beaucoup suivant l'espéce bacté-
rienne gqui lui sert de substrat (PETERSON et HAATSELL, 1855 ;
SHAAPE et al., 1969].

Tous les lysozymes ont besoin d'un minimum d'électrolytes
pour se Fixer & la paroi bactériemnme. Leur taux d'activité
a 0°C est appréciable indiquant ume relativement basse énergie
d'activation (REITER et ORAM, 1862). NAKAMURA (1823] découvre
un curieux effet pH : l'exposition de bactéries Gram(-],
relativement résistantes a l'action du lyzozyme, & pH acide
(3,5) puis a pH basique (3,0), favorise la lyse par les larmes
et le lysozyme de blanc dl'oeuf de Poule & conditiom que la
concentration en enzyme ne soit pas trop Fforte. Une forte
concentration en lysozyme tend a agglutiner les bactéries
(PETEASON et HARTSELL, 1955). ' '

ADSENTHAL et LIEBERMAN(1931) sont les premiers 3 envi-
sager l'influence de lysozyme du lait maternel sur la flore
intestinale du nourrisson. Ils montrent que le méconium,
me contisnt pas de lysozyme ; dans les 3 jours qui suivent
la partuition, l'enzyme apparait dans lss selles des enfants
nourris au sein. De récents travaux confirment la présence
de lysosyme dans les selles des enfants alimentés au lait
maternel (HANNEBERG et FINNE, 1874 ; LODINOVA et JOUJA, 1977 ;
ISAACSON, 1982). ‘

Le lysozyme humain semble mieux résister a la digestion
gue celul de blanec 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 & un lait artificiel, n'est retrouvé que
dans 22/24 échantillons de selles.

En cas de diarrhée infectieuse, ls taux de lysozyme
augmente dans les selles. Cette &lévation du taux de lyso-
zyme dans la mugueuse intestinale est due & la migration des

leucocytes, des monocytes et des macrophages qui relarguent




~-43 -

l'enzyme dans le fluide intestinale (MEYER et al., 1948].

Des biopsies de patients atteints de la maladie de Crohn ou
de colite ulcérative, montrent ume sugmentation de la concen-
tration en lysozyme (FALCHUK et al., 1875 ; KRAWCZUK et =l.,

1978). Cet accroissement du taux de lysozyme ne serait pas

entidrement dl 3 l'infiltration des leucocytes, mais a une
synthése de novo de lysozyme ([McCLELLAND et Van FURTH, 1875).
Dans la muqueuse intestinale de Souris, une partie du
lysozyme proviendrait des cellules de Paneth (PEETERS et
VANTRAPPA, 1875 ; ISAACSON, 1982). Le lysozyme intervient
sur la flore intestinale en lysant les parois bactériennes.
Son action se poursuit, indirectement, par la contribution

au développement de la flore bifide.

2°) Action sur la flore bifide

Nous avons vu, au chapitre précédent [(p. 23), que la
Flore intestinale du nourrisson alimenté qu sein était
constituée essentiellement de bactéries lactiquss, en parti-

culier de B. bifidum. Le facteur indispensable & l= 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 trés

bien apreés addition d'un lysat de M.lysodeikticus obtenu par

action du lysozyme. Le lysat bactériem fournirait les
osamines indispensables & la croissance de L.bifidus var.
Penn. (REITER, non publié].

Des expériences in vivo ont été réalisées sur le Rat
par SUKEWA et al.(1967]). Des rats sont rmourris avec un lait
maternisé contenant 1,3 mg/ml de lysozyme de blanc d' ceuf
de Poule. Comparées & des témoins, les selles de ces rats

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

Ainsi, le lysozyme pourrait jouer un rdle actif dans
la défensecontre l'infection en intervenant sur l'équilibre

des différentes espéces bactériemmes : destruction des

bactéries pathogénes et croissance de la flore bifide sapro-

phyte.
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3°) Adle immunmomodulateur

Outre son rdle anti-bactérien, le lysozyme pourrait
avoir un rdle immunomodulateur (JOLLES, 1S878). LODINOVA et
JOUJA (1877) montrent que le taux des sIgA retrouvées dans
les selles d'enfants nourris par un lait complémenté en
lysozyme est augmenté alors que le taux des anticorps séri-
ques reste inchangé. Ces auteurs suggérent que l'activité du
lysozyme sur les parois bactériemnnes peut stimuler la réponse
immune locale. NAMBA et al. (1981) montrent que le lysozyme
peut accroitre le tasux d'anticorps dans le sérum. Des Cobayes
dont la nourriture contient du lysozyme voient leur réponse
immune primaire a l'antigéne de surface du virus de l'hépatite
B asugmentée. Le taux des anticorps circulants sst plus élevé
dans le groupe des animaux ainsi traités. L'hypothése de
JOLLES (1976) est donc confirmée et l'action du lysozyme
sécrété naturellement dans l'intestin peut étre augmentée

par l'ingestion de lysozyme additiornel.

4°) Rile dans l'immunité cellulaire

Lt'immunité cellulaire est également augmentée de maniére
significative en présence de lysozyme.

Du lysozyme humain a été isolé d'urines de patients
souffrants de leucémie momocytique ou myélomonocytigue.
Le lysozyme, & la concentration de 10- 400 mg/ml, stimule de
fagon significative la phagocytose des cellules de levure
par les leucocytes et ce, en l'absance de tous facteurs
sériques. Le lysozyme de blanc dtoeuf de Poule n' a pas df
action. Le lysozyme n'agit pas sur les cellules de levure
mais sur les leucocytes et il ne peut, toutefois, &tre
considéré comme un facteur opsonisant (KLOCKERS et ROBERTS,
1978).
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C- LA LACTOTRANSFZRRARINE

Longtemps cette glycoprotéine fut considérée comme la

principale source de fer pour le nourrisson. Elle intervient

non seulement dans l'apport de fer mals également dans la
lutte contre l'infection. Son rdle protecteur au niveau des
muqueuses a fFait l'objet de nombreuses revues générales
dont les plus récentes sont celles de REITER (1983) et de
SPIK et MONTREUIL (1s23).

12) Apport du fer au nourrisson

L'enfant nourri au sein n'a habituellement, pas besoin
d'une supplémentation en fer avant l'8ge de 4-5 mois. Un
apport en fer aux nourrissons alimentés au lait de vache
s'avére utile beaucoup plus tdt. Biem 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, 1978).

La lactotransferrine, qui existe & un taux de 1 a 2 g
par litre de lait de femme et qui renferme 0,3°/,, de fer,
constitue le principal apport de fer pour le nourrisson.

Une série d'expériences a été réalisée au laboratoire
afin de démontrer l'intéraction de la lactotransferrine
avec les entérocytes humains et de déterminer l'importance
du transfert du fer de la lactotransferrine marquée au
59F53+ & l'intérieur de l'entérocyte (COX et al., 1878).
Des biopsies prélevées au niveau du jéjunum de sujets
adultes sains, se sant révélées capables d'incorporer le
55F83+ complexé & la lactotransferrine avec une vitesse
de 0,73 pmol/mg/min pour une concentration de 1C umol/l
en protéinme. Oans les mémes conditions, le fer de la sé-
rotransferrine humaine et de l'ovotransferrine du blanc
d'oeuf de Poule, glycoprotéines homologues, n'est pas

transféré aux entérocytes humains. Par contre, le fFer de
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la lactotransferrine de vache est incorporé avec une vitesse
trois fois inférieure 3 celle de la lactotransferrine
humaine.

Ces expérimentations ont été reprises sur des biopsies
prélevées chez des nourrissons et l'expérience a montré que
l'absorption du fer était du méme ordre de grandeur que chez
l'adulte. (MAZURIZR, non publisgl.

Ces expérimentations ont démontré pour la premiére fois
la présence de récepteurs spécifiques des lactotransferrines
dans la bordure sn 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 apporté par l'ali-

mentation artificielle n'atteint que 10%.

29) Activité bactériostatigue

Depuis les premiers travaux de SCHADE et CAROLINE (1S44)
qui onmt mis en évidence l'activité bactériostatique de
1'ovotransferrine, l'intervention des différentes trans-
ferrines dans la bactériostase semble maintenant bien
établie. Ainsi, il a été montré, in vitro, que la lac-
totransferrine inhibait la croissance de différentes souches
d'Z.Coli (BULLEN et al., 1972 ; REITZR et gl., 1575), de

staphylocoques (MASSON et zl., 1S68), de Pseudomonas aeru-

ginoss (MASSON et HEREMANS, 1966), de Bscillus steargthermo-
philus et subtilis [(ORAM et REITER, 1868] et de Candida
albicans (KIAKPATRICK et al., 1271]. Cette activité de la

lactotransferrine réside en un mécanisme de fFerriprivation
(SCHADZ et CAROLINE, 1844 ; FEENZY, 1951) qui serait en
Fait influencé par la présence de chélateurs bactériens
(HMILES et KHIMJI, 18575 ; NEILANDS, 1sac).

Il est généralement admis (ZULLEN et al., 1972 ; 1S72
LAwAet AZITZR, 1€77 ; WEINSEIRG, 1573 ; FRANGSON et LONNZRDAL,

1880]) que, seules les bactéries quli ont un besoin vital de

fer [(ex : coliformes) sont inhibées par la lactotransferrine
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alors que les organismes ayant un besoin limité en Fer

(ex : bifides) (AZITEA et ORAM, 1888], ne le sont pas.

Les bactéries possédent plusieurs moyens d'acquérir le
Ffer danms un milieu pauvre sn métal ou en préssence de lacto-
transferrine,. Elles synthétisent des sidérophores qui diffu-
sent dans le milieu, captent le fer et l'apportent aux bactée
ries grace a des transporteurs et des récepteurs spécifiques
{BULLEN et Ei" 1978 ; ROGERS et SYNGE, 1878 ; WEINBERG.,
1878). La structure des sidérophores se rattache a deux
Familles chimiques : celle des acides hydroxamiques (ferri-
chromes, ferrioxamine E) et celle des acides phénoligues
(entérochilinel]. 3i la compétition pour le Ffer entre l'ents-
rochiline et la sérotransferrine est actusllement bien étudiée
(CARRANO et PAYMOND, 157S), celle gui existe entre l'entéro-
chiline et la lactotransferrine l'est & un degré moindre.
Toutefois, la formation d'un complexe entre l'emtérochiline
et la lactotransferrine saturée en fer a été mise en évidence
au laboratoire (3PIK et MONTRZUIL, 19383). Cette interaction
dépend du taux de saturation en fer (POLLACK et al., 1878)],
du pH du milieu (BULLEN et al., 1857]), du rapport molaire
entre transferrine et sidérophores, de la présence d'ions
citrate et bicarbonate (REITER et al., 1575).

Bien gque la lactotransfertrine puisse capter le fer
indispensable & la croissance des bactéries pathogeénes, la
présence de citrate dans le lait - 2 a 3 mM dams le lait
humain:et 4 3 8 mM dans le lait de vache - induit la formation
d'un complexe citrate-fer qui est assimilable par les bactéries
(AISEN et LIZBMAN, 1983). Le bicarbonate, qui est essentiel
pour la fixation du Fer par la lactotransferrine, peut dominer
lteffet du citrate ([(PHELPS et ANTONINI, 1875 ; AZITEAR et al.,
1875 ; GRIFFITH et HUMPHREY, 1877 ; SMITH et SCHANZACHER,

e77)].
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Quels désordres la ferriprivation provogue-t-elle chez

les bactéries 7

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. THEDODORE et SCHADE (1965)
comparent les activités métabloliques de cultures de

Staphylococcus aureus sub des milieux riches ou dépour-

vus de fer. Les Staphylocoques privés de fer présentent
une activité respiratoire oxydative diminuée et une uti-
lisation du glucose moindre, ce qui entralne une diminution

de croissance.

Un autre effet de la déficience en Fer est l'apparition
dtacides riborucléiques de transfert anormaux [(t-AlAs)] chez
E.Coli (WETTSTEIN et STENT, 1863). Les t-fANAs modifiés
sont élués plus rapidement que les t~ANAs normaux. GRIFFITH
et HUMPHREYS (1878) ont observé des altérations chromatogra-
phies similaires dans une population de t-PNAes isolés
d'Z.Coli ayant poussées en présence de lait humain, de
colostrum bovin ou de protéines fFixant le fer. Environ S0%
des t~FNAs sont amormaux ; l'addition de fFer restaure le
profil d'élution normal. Malheureusement, certaines souches
d'Z.Coli poussent normalement en dépit des 20 & 280% de
t-PANAs anormaux. GRIFFITH et HUMPHREYS (1877) ont émis
1'hypothése que l'altération du t-~fANAs pourrait jouer un

rdle dans l'adaptation d'E£.Coli, in vivo, ainsi que dans

sa pathogénicité.
Ces résultass ne permettent pas de conclure quant
au mode d'action que les transfertines mettent en jeu pour

inhiber la crolissance bactérienne.

3°]) Zffet bactéricide de l’apolactctransFerrine

ARNCLD et =l., (1877 ; 1880 ; 1831 ; 1882) démontrent

que l'apolactotransferrine, dissoute dams l'sau distillée,
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a un effet bactéricide direct sur un grand nombre de micro-
organismes incluant des bactéries Gram(+), Gram(-]), aérobies,
anaérobies et des levures. Parmi ces bactéries nous pouvons

citer : Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,

Streptococcus pneumeniae, Escherichia coli (non-entéropatho-

génique), vibrio cholsrae, Pseudomonas aeruginosa, Candida

albicans.
Cependant, des organismes morphologicquement et physio-

logiquement similaires sont résistants : Streptococcus

pyogénes, 3treptococcus lactis, Lactobacillus casei,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Zscherichia

coli (0 1286, 0111 - entéropathogénique), Enterobacter cloacae,

Salmonella newport, 3higella sonnei.

L'apo-lactotransferrine doit etre en contact direct
avec la paroli bactériemmne pour provogquer un effet bacté-
ricide. Cet effet est irréversible durant la premiére heurs
méme par additiom de fer ou de magnésium dams le milieu
d'incubation. Il est endergonique : pas de bactériostase &
2°C et les germes en phase statiomnaire de croissance sont
plus résistants gque ceux en phase exponentielle.

Des études approfondies réalisées sur S.mutanms monmtrent
que l'accumulation de glucose et son métabclisme sont
inhibés, comme est l'incorporation des acides zminés et des
purines.

Il n'est pas évident que cet effet bactéricide soit

accompli par la lactotransferrine native du lait.

49) Activité antibactérienne "in vivo"

L'activité antibactériemnne, in vivo, de la lactotranms-
Ferrine n'est pas tés bien documentée. BULLEN et al., (1872]
et ANTONINI et al., (1877) semblent &tre les seuls groupes
de chercheurs a avoir essayer de montrer l'effst antibacté-
rien de la lactotransferrine in vivo, en utilisant le

caobaye.
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Le lait de cobaye est relativement riche en lactotrans-
Ferrine et en transferrine (0,2 - 2mg/100 ml de chaqgue).
BULLEN et al., (1872) infestent oralement, par E.Coli 0O 111,
des Cobayes allaités par leur mére. L'examen du tractus
digestif montre que E.Coli colonise a la fois lt'intestin

gréle et le colon mais, graduellement, les lactobacilles

deviennent la flore dominante dans le gros intestin (en
3 jours) puis dans l'intestin gréle (3-5 jours). Chez les
cobayes recevant une alimentation artificielle, £.Coli reste

la Flore dominante bien que les bactocilles commencent 3

apparaltre spontanément entre le 4e et Se jour , dans le
gros intestin. Pour prouver que les protéimes chélatrices
de fer sont respomsables de la disparition progressive
d'£.Coli, une dose d'hématime est guotidiennmement:admi-
mistrée a un 3éme groupe de cobayes tétant leur mere.
Sacrifiés au bout de 3 jours, les intestins de ces animaux
sont colonisés par E£.Coli 0111, mais le colon contient déja
un nombre appréciable de lactobacilles. Cette expérience
Nn'est pas trés convaimcante ; en eFFef, 1'hématine peut
induire la formatiom de cylochromes, chez les bactéries
lactiques, asugmentant ainsi la veoie oxydative et la pro-
lifération (BROCK, 1830). ’

La difficulté que représente la purification devla
lactotransferrine bovine, incite certains auteurs a uti-
liser l'ovotransferrinme de blanc d'oeuf de Poule. ANTONINI
et al., (1975 ; 1979 ; 1980]) confirment que l'activité

bactériostatique in vitro et in vivo de l'ovotransferrine

est comparable & celle de la lactotransferrine.

A présent, l'ovotransferrine est utilisée a des fins
thérapeutiques. Jes enfants atteints de diarrhés nécrosante
sont alimemntés avec un lait maternisé, supplémentsd en
ovotransferrine & raison de 60C & 1 200 mg par jour. Les
résultats réunis dans le Tableau VI p. 51 somnt encourageants.

Cependant, l'ovotransferrine est ume protéine hétérologue qui
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TABLEAU VI

TEMPS DE NORMALISATION DES SELLES.

Patients traités 3 jours 3 & 6 jours 6 a9 jours
avec :
ovotransferrine® 11(55%] 7{35%) 2(10%)

{(m. 3,70 + 0,386)

sans *
ovotransferrine 1(5%) 11{55%) 8{40%)
(m. 6,15 + 0,41) :

*P < 0,01 en faveur du groupe de patients traltes avec 1!
ovotransFerrlne (test de Student).

d'aprés CORDA et Ei.[1983]
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peut provogquer des troubles allergiques, si elle traverse
la paroi intestinale et pémétre 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.

SYNERGIZ D'ACTION DES CONSTITUANTS SOLUBLES OU LAIT MATERNEL

Nous venons de décrire l'activité protectrice des slIgA,
du lysozyme et de la lactotransferrine isolés. 0Or, ces proté-
ines se trouvent réunies dams tous les liquides et milieux

biologiques et, elles agissent en synergie d'action.

A- SYNERGIE LYSOZYME -gIgA- COMPLEMENT

Le lysozyme peut agir emn synergie avec les slIgA et
avec le complément dans la lyse bactériemne des Gram(-)
(WARDLAW, 1962). Les études de HILL et PORTER (1974],
effectuées sur le colostrum de Truie, montrent que seules
les IgA sécrétoires sont capables d'étre lytiques en pré-
sence de lysozyme et du complément. Les IgA sériques n'ont
aucune action. Ces résultats confirment ceux d'ADINCLFI
et al., (1966 a). Des études effectuées avec des composants
purifiés de la voie altermne du complément en présence de
lysozyme ont montré qu'il y avait bactériolyse (SCHREIBER
et al., 1978). MAJUMBAR et GHOSE (1981] purifient les anti-
corps du sérum et du lait de patients convalescents du
choléra. Les IgM et les Ig5 ont des propriétés agglutinantes
et vibriocides tandis que les sIgA bien qu'agglutinantes
et antiadhérentes me sont pas vibriocides, méme en présence
de lysozyme. | -

Cette synergie d'actiom scul2ve de nombreuses contro-
verses (HIZIJOLI et al., 1€75 3 AZITEA, 1823). 11 semble que

les Fractions de sIgA trés pures nme soient pas lytiques ;
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cet effet de lyse serait dd & la présence d!'IgM ou IgG con-

taminantes.

B- 3YNERGIZ LYSOZYME - LACTOTRANSFERRINEZ

In vitro, le lysozyme associe son activité lytique vis-
a-vis des bactéries Gram(+) & l'actiom bactériostatique de
la lactotransferrine. PERAAUDIN et PRIEELS (1S82) omt montré

que les protoplastes 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 & des interactions ioniques puisque

la succinylation des résidus de lysine de la lactotransfarrine
abolit son pouvoir agglutimant. Il reste a savoir si cet

affet est reproductible in viveo 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., [(18723. Ils ont montré que des anticorps IgE spécifiques
d'ume bactérie E.Coli 0111 3 4 étaient capables dl'agir en
synergie avec la lactotransferrine du lait humain. En effet,
en état de ferriprivation, la bactérie synthétise un chélateur
1'entérochiline qui entre en compétition avec la lactotrans-
Ferrine pour capter le fer du milieu et le transporter jusqu'a
des récepteurs spécifiques. Des anticorps dirigés contre le
site récepteur de l'entéFochilime (BULLEN et al., 1874), en
se Fixant sur la bactérie, inhiberaient le passage du fer
(Fig. 3 p.54 ].

Zn. 1978, SPIK et gl., st ACGERS et SYNGEZ montrent que
la lactotransferrinme est potentialisée par un anticorps du

lait humain et gqu'il s'agit d'immunoglobulines slgA.
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E Coli
LTF ou STF
1 Fed*
Fer Essentiel oy @ o
M
16'8m Fe3*
E Coli
LTF ou STF
2 3 Fe30
Ferriprivation ' @
1018 M Fe3*
E Coli
LTF .ou STF
3 Saturée
Fer Essentiel
' ; y Fe3* du
A ] Plasma ou
utre Voie de I'Heme
d’Apport du Fer
Figure 3 : Hypothise concermant Lo mécanisme d'action bactéiriostatique
rigure 3 : nAyp

de La Lactotransferrine et des anticoaps dirnigés conire

E. coli 0”134/32 (BULLEN et al., 1974).

(1) Compétition pour Le fer du milieu entre Les Transgerrines
et Les chilateurs bactiriens (CHL).

(2) Feiprivation de la bactérie augmentée par La gormation ( BYS

d'un compfexe anticorps-chilateun. N,

(3} Mise en place d'une voie annexe d'apport du fen.



Log,,de 'Augmentation du Nombre d'E.coli

4.0

35

30

2:5

2:0

1-5

1-0

05

-55-

|
1 1 i 1 J
2 3 4 5 6
Temps (heures)
Figure 4 : Potentialisation de £'activité bactiriostatique de fa Lacto-

trans fervnine parn Les immunoglobulines s1gA (STEPHENS et al. 1980)
A Controle E. coli 0111 B4

m 4IgA (1 mg/ml) . m\
U
A LTF (] mg/me) &u/)

Q LTF + s1gA
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Les sIgA seules ont ungﬁactivité bactériostatique faible.

De plus la saturation en fer annule l'activité de la lacto-
transferrine (BULLEN et gl.,1S72 ; AOGERS, 1876 ; SPIK et
al., 1878]). Les travaux de STEPHENS et al., (1s20]) montrent
que la forte activité bactérioétatique du lait maternel contre
E.Coli ne peut étre expliquée par la lactotransferrine ou par
les sIgA qui, seules ont une activité inhibitrice faible
(Fig. 4 p. 55 ) mais par leur synergie d'action. Cependant,
l'action des anticorps a été remis en question par SAMSON

et al., (1978) qui trouvent une activité bactériostatique

& un lait sans immunoglobulines. Ce résultat est infirmeé

par ceux obtermus par DOL3Y et HONGOUR (1878]. Ces auteurs

ont montré que l'activité bactériostatique du lait est
diminué comsidérablement par précipitation de la fraction
anticorpos par des anti-slIgA. L'action potentialisatrice

des sIgA sur la lactotransferrine aurait lieu quand les
anticorps sont spécifiques de la bactérie (Mc CLELLAND

et al., 1572 ; GINDRAT et al., 1872 ; ROGERS et SYNGE, 1978).
En ourtre, la synergie d'action lactotransferrine - slIgA '
n'est eFFective que sur des bactéries pathogénes et ne se
manifeste pas avec des bactéries commensales (STEPHINS et
al., 1930). Des anticofps spécifiques de-ces bactéries ont
cependant été détectés dans le lzit (DOLBY et STZIPHENS,

1983 ).

B- SYNERGIE LACTOTRANSFEARARINE - COMPLEMENT

La lactotransferrine posséderait, suivant sa concentra-
tion, une activité tantdt inhibitrice tantdt activatrice
cdu complément (MORCAN et al., 1875 ; VEZRHUIS et KYL3THA,
12322]). 2n utilisant le systéme hémolytique des hématies
de louton, HCAGAN et al., (1€75) ont montré que la lacto-
transferrine activait le complément. LUne syrmergie di'sction
semble avoir également lieu entre le complément et d'autrss
transporteurs de fer : la sérotransfsrrine humaine, les

—

sidérophores bactériens (RIVIEA et =1., 1833].




Les facteurs solubles de défense présents dans le lait
maternel sont de nature protéique et done sensibles & la
chaleur. (Tableau VIIp. 58], la pasteurisation cause une
perte partielle ou compléte de l'activité de ces composants
(FORD et al., 1977 ; RAPTOPOULOU-GIGI et al., 1977 ; EVANS
et al., 1S73]). Pour cette raison, il est nécessaire de trouver
des conditions de pasteurisation qui conservent les facteurs
protéiques du lait tout en détruisant les germes pathogéres
qui s'y dévelaoppent.

Nous avons repris ces études en utilisant différents
pasteurisateurs et en Faisant varier la température st le
temps de chauffage. Nos résultats seront confrontés a ceux

de la littérature.
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TABLEAU VII

LA PASTEURISATION

A DIFFZRENTES

TEMPERATURES 3UR LA SURVIE

DES PROTEINES

Pasteurisation Lactotransferrine Immunoglobulines Lysozyme
% sIgA %

Lait nmon traité 100

50°C 30mn 84,3 105 115,56

52°5C 30mn 43,2 101 76,3

B5°C 30mn 14,7 81,9 38,8

87°5C 30mn 2 8¢S 15,2

70°C 30mn 5,7 87,7 0

Dt'aprés EVANS et al., {1873)
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CONCLUSION

Pour pallier & la carence immunitaire =t protéger sa
muqueuse intestinale contre les agressions bactériennes et
virales, l'enfant doit avoir rscours 3 une source exogene
d'anticorps avant d'assurer lui-méme le relais de sa propre
protection par un systéme immunitaire local efficace. Le
colostrum et le lait maternels, comme nous venons de le voir,
apportent au nourrisson des facteurs de protection humoraux
gpécifiques et non spécifigues.

Les facteurs humaoraux spécifiques sont surtout repré-
sentés par les IgA de sécrétion.

L'IgA secrétoire a des activités anticorps dirigées
contre des bactéries, des virus, des toxines, des antigénes
protéiques et non protéiques. Le mécanisme d'action de cet
anticorps consiste en : lt'agglutination des bactéries, la
neutralisation des virus, l'élimination d'antigénes alimen-
taires, l'inhibition de l'adhésion bactérienne.

Les sIgA assurent la premiére ligne de défense de l'or-
ganisme et ont été comparses, par HIAZMANS (1574) & une
"peinture antiseptique'" car elles tapissent toutes les

surfaces des mugueuses.

Les factezurs non spécifiques qui contribuent & la défense
intestinale du nourrisson scnt @

- la fFlore bifide qui entrave l'implantation des

microorganismes pathogénes en créant des conditions parti-
culiéres d'environnement et dont la croissance est Favorisée
par l'apport de composés tels que les oligosaccharides et

les glycopeptides du lait maternel.

- les lipides et plus particuliéremenmt les ganglio-
sides qul omt unme activité antivirale et qui empéchent la

Fixation des exotoxines bamctérienmnes a la mugueuse inteszinale.
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- le lysozyme, la lactotransferrine, la lactope-
roxydase qui sont des substances bactériostatiques ou bac-
téricides présentes en guantité importante dans le lait.
Ces protéines; présentes dans toutes les sécrétions en
compagnie de sIgA et synthétisées au niveau des tractus
épithéliaux, contribuent ainsi a8 la protection de toutes

les mugueuses. -

La plupart des protéines lactées : slIgA, lysozyme et
lactotransferrine sont retrouvées dans les selles en partie
intactes ou partiellement dégradées mals avec une activité
biologique conservée. Elles résistent aux enzymes protéoly-
tiques de l'intestin du mourrisson et peuvent donc &tre

efficaces tout au long du tube digestif.

Toutes ces protéines agissent seules - -mais également en
coopération. La coopération la plus importante est la
synergié lactotransferrine - sIgA gqui a lieu lorsgue les

anticorps sont spéciFiques de la bactérie pathogene.

Compte tenu de l’impoﬁtance de la lactotransferrine dans

la protection de la muqueuse intestinale du nourrisson, notre

but @ été de l'isoler pour l'administrer a des enfants
diarrhéiques. Nous avons essayé de comprendre pourquol

son efficacité est plus grande dans le P7_a que ssule.
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MISE AU POINT O'UNE METHODE SEMI-INDUSTSIELLE
DE PREPARATION DE FRACTIONS PROTEIQUES DU
LAIT DE FEMME

INTROBUCTION

Le lait est constitué d'un mélange complexe de protéides
difficile 3 fractiomnner. Cette difficulté est accrue par
la fForte tendance qu'ont les protéides du lait & s'associer
entre espéces de méme mature ou de nature différente
(JENNES3, 1970).

MONTREUIL et al., (1980 z] ont décrit une méthode de
fractionnement des protéinmes du lait de Femme par préci-
pitation au sulfate d'ammonium. Ce procédé, qui associe
un gradient de concentration en sulfate d'ammonium a un
gradient de pH, est fondé sur les variations de solubilité
des protéides.

Cette technique est simple et facilement utilisable
a grande échelle. En outre, elle est douce puisqu'elle ne
provoque pas de modifications irréversibles de conforma-
tion et, bien que peu sélective, elle fournit des frac-
tions emrichies qui conduisent & des protéides pur zn peu
d'étapes supplémentaires.

Avant de précipiter sélectivement les protéimes, le
lait, provenant de Femmes & divers stades de lactation et
conservé sous forme congelée, doit subir une série de trai-
tements qui le comvertissent en lactosérum. La préparation
de lactosérum varie en fonction des quantités de lait &

traiter.

La méthode de fFractionmnement mise au point par MONTIIUIL
et al., (1860 al) et appliquée sur de faibles quantités de
lait donne de bons résultats, mais le pessage & des quan-

tités de lzit supérisures a 100 1, crée des difficultés.
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Le laboratoire n'est pas équipé pour traiter de telles
quantités de lait et nous avons eu plusieurs problémes
a résoudre :

- délipidation totale du lait

- concentration des protéines par les moyens mis &

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

utilisées et des résultats obtenus lors d'un fractiomme-

ment de type semi-industriel.

II- RESULTATS

e o o ann p —-
g

A- PREPARATION DES LACTOSERUMS

1°) Délipidation

Des essais de délipidation em faisant varier la tem-
pérature ont &té 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 dans le Tableau
VIII p. .

Les lipides résiduels, extraits aprés centrifugation
a 0°C et 15°C nme représentent, respectivement, que 0,3 %
et 0,6 % des lipides totaux. Aprés délipidation & 30°C,
le lait renferme encore 4,5 % de lipides extractibles par
le chloroforme.

La délipidation & basse température ou & températures
ambiante est plus efficace que la délipidation & + 30°C.
Pour les fractionnements classiques dont les quantités
de lait a traiter n'excédent pas 30 1, la délipidation

est effectuée au laboratoire, par centrifugation a + 4°C.
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TABLEAU VIII

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA DELIPIDATION

JuU LAIT DE FEMME

Masse de Lipides récupérés par Masse totale
Température Centrifugation { Extraction de lipides
(g/100m1) chloroformique (g/100m1)
(g/100m1)
g°c 3,4 0,03 3,43
15°C 3,47 0,023 3,493
30°c 3,11 0,142 3,252

30§

Livig




Pour le fractionnements de type semi-industriels, réalisés
sur des quantités de lait de 50 1 a 450 1, la délipidation
est effectude par centrifugation a + 30°C. Le lait ainsi

délipidé renferme encore des lipides (de 1 & 1,5 g/l) dont
la présence peut avoir des effets néfastes lors des étapes

ultérieures, notamment l'étape de concentration.

2°) Concentration

Une étude préliminaire, réalisée sur hémodialyseur
HOSPAL APS 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,
idél§pidé par centrifugation & 4 000 t/mn 30 mn et & + 4°C.
Aprés concentration au demi, la mesure des volumes recueillis
dans les 2 compartiments est égale & :

0,7 1 de rétentat R, et 0,7 1 de Filtrat F,.
Aprés camcentration au tiers, les volumes obtenus sont de :

0,45 1 de rétentat A, et 0,95 1 de Filtrat F.

Les dosages de protéines totales, par la méthode de
Lowry (p. 138 ), ont été effectués sur le lait de départ
et sur les fFiltrats et rétentats obtenus asprés concentra-

tion au demi et au tiers.

Le lait de départ contient 8,4 g de protéines par litre.
Aprés concentration au demi sur hémodialyseur, 6,7 g/l de
protéimes sont recueillies [H1 + F1J_soit~ ume perte de
20 %. Aprés concentratiom au tiers, la perte protéique
stéléve 8 25,5 % comme le montre le'Tableau IX p B5.

Entre les concentrations au demi et au tiers, la perte
en protéines est de'S,S % 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 a
mesure de la concentration et qulelle soit due & unme adsor-

ption sur la membrane de 1l'hémodialyseur.

-
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TABLEAU IX

ESSAIS DE CONCENTRATION DES PROTEINES

DU LAIT MATERNEL SUR HEMODIALYSEUR

HOSPAL RP6 HP
Taux de
P 53 - -
Concentration r?tiiges Immuno Lacto .
*? - globulines transferrine
R | F IgA (g/1] (g/1]
|
Lait de départ
8,4 0,32 0,71
{1,4 1)
Concentration
. 5,2 1,5 0,25 0,67
au demi
Concentration 4,6 1,66 6,23 0,58
au tiers

*
avec R : Rétentat
F*: Filtrat




Les quantités de protéines qui passent dans le Filtrat
sont de 22 % pour la congentration au demi et de 26,5 % pouwr

la concentration au tiers.

Le dosage spécifique des IgA et de la lactotrans-
ferrine, réalisé selon la méthode de Mancini et al., (1963),
révéle une ‘perte de 0,08 g/l (soit de 18,3 %) et 0,13 g/1
(soit de 28 %), pespectivement, apeés concentration au tiers.
Cependant, aucune trace d'IgA ni de lactotransferrine n'est
retrouvée dans les filtrats Fj et Fa. L1électrophorése en
acétate de cellulose confirme ce résultat et montre clai-

- rement que 1! l-lactalbumine et des glycopeptides traver-
sent la membrane de Filtratiom.

Les pertes en protéines qui surviennent au cours de
1'étape de concentration sont dues soit &8 un phénoméne
d‘adschption sur la membrane comme c'est le cas des IgA
et de la lactotransferrine, soit & un mouvement de Filtra-
tion & travers la membrane (ex : ol ~lactalbumine, glyco-

peptides].

3°%) Décaséination

Nous utilisons toujours la méthode de décaséination
qui consiste & amener le lait délipidé et dialysé a
pH 4,5. La quantité moyenne de caséine recueillie est
de 35 g/l de lait. )

Des dosages de lactotransferrine, d!'immunoglcbulines
et de lysozyme nous ont montré gque la fraction "caséine"
pouvait etre contaminée par 2,3 % de lactotransferrine,

0,8 % d'Ig6, du lysozyme et des IgA & l'état de traces.

B- FBACTIONNEMENT DES PROTEINES LACTOSERIQUES

1°) Bendement

Pour apprécier les pertes pondérales qui surviennent

au cours du fractionmement au sulfate dtammonium, nous
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avons lyophilisé une partie zligquote de la fraction adia-
lysable du lactosérum utilisé et comparé la masse pondérale
de matiére séche obtenue & la somme des masses des diffé-
remts précipités. )

Les masses de chacun des précipités obtenus par la
méthode classique de fractiomnnement sont des valeurs mo-
yennes de 2 fractionmnements. Pour le fractionnement de
type semi-industriel, les valeurs ont &té obtenues par
traitement de 450 1 de lait matermel (Tablesu X p.67). .

Il en résulte que le rendement global du fractionmne-
ment classique est de 88 % pour 5,7 1 de lait et de 80 %
pour 30 1, alors que le fractiomnement de type semi-indus-
triel domne un rendement de 46,6 %.

Dans tous les cas, les précipités P2 et P7-3 sont,
quantitativement les plus importants sauF lors du fraction-
nement de type semi-industriel ol le précipité FS5-8 repré-

senta 46 % du total des précipités récupérés.

2°) RBépartition pondérale des constiants protéigues

a) Fractionnement classique

Les résultats de l'étude de la répartition pondérale
des protéines dans les différents précipités obtemus au
cours du fractiommement du lait de Femme, par la méthode
classique, sont réunis dans le Tableau XI p. 69.

Les différentes classes d'immumoglobulines, IgA, Igh et

IgG représentent 1?? des protéines recueillies. Les IgA
représentent 10,7% des protéimes totales & elles seules.
Em raison de leur haute masse moléculsire, les immunoglo-
bulinmes précipitent aux fzibles concentrations en sulfate
dfammomium (33 % et 50 % de saturation] et sont particulié-
rement abondantes dans les précipités P2 et P4. Le P2 ren-
Ferme 44,E % d'IgA, 41,9 % d'IgM et 20 % d'IgG.

Le rendement pondérzl des IgG et des IgM, apreés frac-

tionnement au sulfate d'ammonium, est trés Faible (48,7 %



HEPAHTITIONkQES PROTEINES DANS LES PRECIPITES OBTENUS

TABLEAU XI

AU COURS DU FRACTIONNEMENT OU LAIT DE FEMME PAR LA
METHODE CLASSIQUE (5,71 de lait de départ)

Piéce de sécrétion

Précipités Immunoglobulines (mg/1) Lactotransferrine Lysozyme
IgA IgM 14F (mg/1) (mg/1) {mg/1)
Lactosérum 625 10,6 11,5 1 100 3g,2 335,2
dialysé
P1 41,5 | 0,08 0,44 g,2 0,17 5,4
P2 265 2!08 1,08 6,2 0,36 13
P3 28,8 | 0,17 0, 11 2 0,05 6,3
Pa 147,2 1,15 1,68 7,6 0,15 73,8
PS5 -6 101 1,5 1,68 170 3,11 157,
P7.-8 9,5 | o 0,37 780 \ 28,20 37
P9 0,8 0 0 4,3 0,90 1,4
Total 594 4,86 5,37 980 32,9 284
Rendement a5% 46,8% 46,7% 89% 86,2% 87,7%
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TABLEAU XII

REPARTITION DES PROTEINES DANS LES PRECIPITES OBTENUS
AU COURS DU FRACTIONNEMENT DU LAIT DE FEMME PAR LA
METHODE SEMI-INDUSTRIELLE, (4501 de lait de départ)

Précipiés Immunoglobulines (mg/1) Lactotransferrine Lysozyme Piéce de Sécrétion
IgA - |[IgM .| IgG (mg/1) (mg/1) (mg/1])
Lactosérum
dialysé 546 1,2 8,4 794 117 ' 150
P4 - - - - - -
. ~ |

P2 68,4 1,7| 0,86 6,85 3,25 5,9

P3 35 0,9| 0,4 3,6 1,8 4,6

P4 60 1,3 1,33 3.4 ! a2 21

P5 -6 139,5 || 4,5| 3,8 144 22,5 0

P7-8 2,5 8] 0,08 173I5 ég 14,5

P9 0,07| O 0 0,4 1,12 0,2
Total 305,5 8,4| 6,5 331,85 52,7 133
Rendement 56% 75% 77% 41,8% 457% 88,8%




et 46,3 % respectivement) par rapport au rendement des IgA
(85 %). Les causes de cette faiblesse de rendement n'ont

pas été déterminées mals une errsur de dosage n'est pas &
écarter. Cette hypothése est d'autant plus crédible gue

les quantités & doser sont treés petites. De plus, les Ig5,

a l'encontre des autres immunoglobulimes, sont présentes

en quantité relativement importante dans le précipité FP5-6 :
31 % des IgG recueillies sont dans le P5-6.

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

totales receuillies au cours du fractionnement, se trouve
dans tous les précipités et plus abondamment dans le P4 st
le PS-8. Environ 50 % de la piéce de sécrétion preécite au
niveay du P5-6 alors que ce précipité n'est pas trés riche
en IgA. Dans le P5-B, la piéce de sécrétion se trouve sous
forme libfe.

La lactotransferrine dont le pourcentage avoisime 18 %

des protéines totales du lactosérum, est présente en guan-

tité importante dans le P7-8 qui contient 79,68 % de la lac-
totransferrine totale. Dans les autres précipités, le taux

de lactotransferrine varie de 0,5 % (P2) 3 8 % (P1) hormis

le PS5-6 qui contient 17,3 % de la lactotransferrime totale

et représente le précipité le plus riche en cette protéine

apres le P7-8.

Le lysozyme, présent dans tous les précipités, est plus

abondant dans les précipités riches en lactotransferrine
cl'est-a~dire le P5-8, P7-8 et PS. Environ B5 % du lysozyme

précipite au niveau du F7-8.

. e . . ®
b)) Fractiomnement semi-industriel

Le fractiomnement de type semi-industriel, réalisé a
partir de 450 1 de lait maternel concentré sur hémodia-

lyseur HOSPAL AP H6 au 1/55, procure un faible rendement.

% Le fractionnement de type semi-industriel a été reéalisé

au laboratoire en collaboration avec Monsieur DECOTTIGNIEZS

gue je tiens 3 remercier pour son aide précieuse.
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La lactotransferrine, le lysozyme et les IgA sont les
protéines obtenues avec le plus faible rendement. Far contre,
les IgM et les IgC sont recueillies avec un meilleur rendement

gque dans le cas du fractiomnement classicque (Tableau XI,p«SSJ-

La répartition des protéines entre les différents
précipités est identique & celle obtenue lors d'un fraction=
nement classique. La seule différence que 1l'on observe est
la prédominance des immunoglobulines dams le P5-8. Ainsi, le
P5-6 renferme 45,6 % des IgA, 53,8 % des IgG et 53,5 %
des IgM totales recueillies. Le P5-6 contient aussi 43,4 %
de la lactotransferrine totale.

Dans le fractionnement de type semi-industriel, le pré-
cipité P5-6 est quantitativement et qualitativement le plus
important. Il renferme la moitié das immunoglobulines, de
la lactotransferrine, du lysozyme et de la piéce de sécré-

tion libre ou combineée.

DISCUSSION

- g o -
22422

La répartition des protéimes entre les différents pré-
cipités obtenus au cours du fractiommement classique au sul-
fate d'aﬁmonium corroborent les résultats de DESCAMF3 (1874].
Certains précipitésbsonf relativement simples comme les
précipités P2 et P4 constitués essentiellement par des IgA
at le précipitéﬁP7¢B'qui renferme snviron 75 % de lactotrans-
ferrime ; par contre, les précipités P1, P3 et P9 apparaissent
trés complexes bien qu'ils constituent des stades d'enrichis-~
sement en certains protéides (sérumalbumine, lactalbumine,
d-4-antitrypsine)] suxquels nous ne nous sommes pas intéressés.

Le fractionnement de type semi-industriel ne donne pas
un enrichisssment des précipités aussi net. Zn effet, si le
P7-3 est constitué a 23 % de lactotransferrine, le P5-&
renferme, en quantités égales, les immunoglobulines et la
lactotransferrine. Mais le probléme majeur posé par ce type

de fractionnement est le faible rendement.
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Quelles peuvent étre les causes de cette perte protéique 7?

La délipidation du lait n'a pas été totsle. En effet,
des études de délipidation en fonction de la température
ont montré que la délipidation & 30°C était moins camplate
que la délipidation & température ambiante ou a froid. Or,
les 450 1 de lait de fFemmeutilisés pour le fFractiomnement de
type semi-industriel ont été délipidésa + 30°C.

Suite 3 cette étape de délipidation, le lait a &té con-
centré au 1/68% sur des hémadialyseurs HOSPAL. Des études
réalisées sur 1,4 1 de lait nous ont montré gu'lune partie
des protéines filtrait & travers la membrane bien qu'en
théorie, leur masse moléculaire leur interdit le passage.

De plus, il se Forme &8 la surface des membranes ume couche
de polarisation induite par la perméation. Cette couche

de polarigation, formée de protéines, d'ions minéraux,

de peptides..., entralne une augmentation de la pression
osmoticque et donc ume diminution de la pression effective
de filtration. Le flux du soluté & travers la membrane et
la couche de polarisation diminuent, provoquant le colma-
tége de la membrane. La perte protéique impotrtante, produite
par l'étape de concentration, expliquerait que le lacto-
sérum dialysé de départ ne contienne que 4,2 g/l de matigre
seche. La littérature donne ume valeur moyenne de 5,4 g/l
pour un lactosérum non concentré (HAMBRAZUS, 1877).

Des essais réalisés en utilisant d'autres marques d'hé-
modialyseurs [SECON 103, 3MAD MP, GAMBRAO) n'ont pas donné
de meilleurs résultats et le temps de concentration était
4 fois supérieur a celui de l'hémodialyseur HOSPAL.

Pour améliorer l'étape de concentration, il faudrait :
- un écoulement plus rapide e long des membranes de Filtra-
tion. Une vitesse de filtration de 2 m/sec est recommandée.
- une température de l'ordre de + 40°C. Zn effet, il existe
une température optimale pour obtenir les meilleurs débits.
La température est en relation directe avec la viscosité

du produit.
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L'étape de fractionmnement, réslisée avec une centri-
fugeuse de type industriel, est probablement la cause
principale des pertes protéiques. Au cours de cette &tape,
la perte en matiére séche s'éléve & 53 %, le lactosérum
concentré puis, dialysé nous servant de référence.

La centrifugeuse utilisée pour recueillir les pré-~
cipités, fonctionne en continua. Le lait arrive dans la
centrifugeuse grace & une différence de pression, passe
dans un cylindre qui tourne a grande vitesse, les particules
qui précipitent se collent sur les parois du cylindre et
le "surnageant” sort de la centrifugeuse. A sa sortie de
la centrifugeuse, le surnageant "mousse'" énormément, signe
d'une forte dénaturation protéique.

La forte conmcentration 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 laitiere et d'une
centrifugeuse de conception différente.

En conclusion, nous pouvons dire que. le fractiomnement
de type semi-industriel, tel que nous l'avons pratiqué
au laboratoire, n'est pas une méthode rentable. Le matériel
dont dispose le lsboratoire permet de faire des fractionne-

ments de 30 1 de lait maximun.

Pour améliorer le rendement du fractiommement de type
semi-industriel, il fFaut :

- améliorer l'étape de concentration en utilisant ume ultra-
filtreuse. -

Au cours de la décennie écoulée, la technique d'ultra-
Filtration sur membrane s'lest implantée massivement dans
l'industrie laitiére pour séparer, purifier et fragmenter
les protéines lactosériques (MAUS0IS et BRULE, 1832). Il

existe des ultrafiltreuses, type UF53-P Alfa-Laval, & une




-75'

séule cartouche qui est bien adaptée a l'expérimentation
en laboratoire. -

~ améliorer l'étape de centrifugation. La centrifugation
devra toujours étre 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 fagom & pouvoir

modifier les conditions opératoires en fonction des besoinms.
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RECHERCHE DE LA FRACTION PROTEIQUE DU LAIT
DE FEMME LA PLUS ACTIVE POUR LE TRAITEMENT
DES DIARAHEES

L'étude de l'activité bifidigéne a été réalisée par
Madame NEUT, chercheur a la Faculté de Pharmacie de Lille,
dans le laboratoire de Microbiologie dirigé par le Profes-
seur BEERENS. Nous lsur adressons nos plus vifs remerciements.
Nous termons 3 remercier Mademoiselle GAVINI pour les
conseils gulelle nous a apporté dans la mise au point de

la méthode de dosage de l'activité bactériostatique.

INTRODUCTION
LgAralewdu lait de Femme dans la protection du tractus
digestif de l'enfant est bien connu. Ce rdle est double :,un

effet bactériostatique vis-a3-vis des souches entéropathogénes

et un effet bénéfique sur la croissance de lg flore bifide.
L'activité bactériostatique est assurée par um ensemble

de composés parmi lesquels le plus important est sans doute

la lactotransferrine.

Le facteur de croissance indispensable au Bifidobacterium

appartenant 3 l'espéce Bifidobacterium bifidum est la

N-acétyllactosamine, disaccharide azoté que l'on trouve dans
les oligosaccharides libres et les copules glucidiques des

glycocon jugués. Les espéces Bifidobacterium longum et

Bifidobacterium infantis ont bescin des constituants du lait

maternel pour croitre mais le facteur responsable de leur
croissance n'a pas encore été identifié.

Une recherche de l'activité bifigéme et de l'activité
bactériostatique a été réalisée sur chaque précipité obtenu
au cours du fractionnement du lait de Femme afin de donnmer le

précipité le plus actif aux enfants atteints de diarrhés rebelle.
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II- RESULTATS

- e G
- . e w2 . o -

A- INHIBITION DE LA CROISSANCE BACTERIENNE

La souche bactérienne E.Coli 0111 B4 a été cultivée
dans ledmilieu Ringer~Tryptone en présence des différents
précipités du lait obtenus par relargage au sulfate d'am-
monium.

Chaque précipité est dissous dans le Ringer-Tryptore
a la concentration de 5mg/ml. La solution ainsi obtenue
est ensemencée par une dose de 8.102 bactéries et mise en
culture & 37°C. Aprés 18 h de culture, une numération sur
boite :est réalisée et les résultats‘de catte rnumération sant
peprésentés Fig. 5 p. 78. Ils sont exprimés emn logarithme
décimal du nombre de germes viabkles.

L*observation du diagramme montre que tous les préci-
pités ont un léger effet bactériostatique. Le précipité
P7~8 est celui qui inhibe le plus fortement la croissance
d'E.Coli 0111 B4 ; un écart de 2 logarithmes est un résultat
significatif. Nous rappelons que ce précipité est le plus
riche en lactotransferrine. Le P5-6, malgré la quantité non
négligeable de lactotransferrine qu'il contient, nfest pas

actif.

B- ACTIVITE BIFIDIGENE

La recherche de l'activité bifidigéne, dont les résultats
sont résumés dans leTableau XIIIp. 80,3 été réalisée sur
les précipités obtenus par fractionnement d'un mélange de
5,71 de lait de Femme. Les précipités sont utilisés 3 la

concentration existant dans le lait.

Le lactosérum dialysé et la caséine redialysée exercent
un pouveoir bifidigéne sur les socuches suivantes : AA 2/2,

B 536 gppartenant & l'espéce B-bifidum et C B appartenant
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au groupe B.infartjg .

_Le précipité P7-8 posséde une activité bifidigéne sur
une souche de l'espeéce B.bifidum : AA 2/2 et sur les 3
souches des groupes B.longum et B.infantis analysées :

LM a 3, B.long.coll et C 6. Le précipité P7-8 est le plus
actif. ‘

La croissance de la souche C 6 est influencée, dfautre
part, par la présence des précipités P4, PS5-6 et plus Fai-
blement par le P2.

CONCLUSION

L Gy S A D S S W S

Ces quelques études ont montré que le P7-8 est le seul
précipité a passéder les 2 activité bactériostatique et
activité bifidigene. '

L'activité bactériostatique du P7-8 est, sans aucun
doute, liée a sa forte teneur en lactotransferrine. Une
étude plus détaillée du P7-8 nous permettra, peut-gtre, ds
déterminer la mature du (ou des) constituant(s] qui Favo~
rise(mrt) la croissance des souches sppartenant aux espéces

B.longum et B.imfantis.

-~

Suite 3 ces expériences réalisées in witro, l'utili-
sation du P7-8 dans le traitement des diarrhées rebelles
du nourrissom nous paralt 8tre une solution thérapeutique

promaetteuse.
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ETUDE BIOCHIMIQUE DU PRECIPITE P7-8
MISE =N EVIDENCE DE COMPLEXES DE LA
LACTOTRANSFERRINE

INTRODUCTION

Parmi tous les précipités obtenus par fractionnement
du lait maternel au sulfate dlammonium, c'est le F7-8 Qui
posseéde l'activité bactériostatigue et bifidigéne la plus
importante. Nous poursuivrons donc notre étude par la dé-
termination de la nature des constituants présents dans
le P7-8 et dans les fractions recueillies aprés chromato-

graphie du P7-8 sur colonne de SP-Séphadex.

AESULTATS

- ane oy o
4+

A~ COMPOSTION DU PRECIPITE P7-3

1°) Analyse'biochimiqué“dﬁ P7-8

Les résultats de l'étude physicochimique et immumolo-
gique du P7-8, réunis dans le Tableau XV p. g4 , sont une
moyernne de 3 expériences. |

Le P7-8 est trés riche en lactotransferrine [&5 T3y
et le taux de cette glycoprotéine est relativement stable
d'un P7-8 & 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 F7-8
est de 0,17 pt 0,05 °/,,. Sachant que ls lactotransferrine
pure est saturée lorsqu'elle fixe 1,16 °/,, de fer, nous en
déduisons que la lactotransferrine contenue dans le P7-3

. . . . - +
serait saturée si elle en fixait 0,75 - 0,04 °/,,. La lac-

totransferrine contenue dans le P7-2 est donc saturée zu
1/4 environ de sa capscité.

A c6té de la lactotransferrine, la fraction pondérzle-
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ment la plus importante est constituée de sucres. Le P7-3
renferme 20 % de sucres répartis comme suit : oses neutres,

+ . e . . ;
10,238 - 0,12 % ; hexosamines, 7,3 3 0,4 % ; acides sialiques,

2,38 L 0,34 %.

Les dosages immunochimigues tréalisés sur le FP7-38 total
révélent la présence d'IgA et de piece de sécrétion & des
taux non négligeables. Le P7-2 renferme également du lyso-
zyme (6 T %) hormis 1'un des 3 précipités étudiés. Cette

fraction protéique constitue une fFaible partdu P7-8 (12 &
14 %].

2°]) Fractionnement du P7-3 sur colonne de 3P-3éphadex

Sur une colonne de SP-3éphadex C-50 (24 x 1,5 em],
équilibrée dans le tampon acétate de sodium 0,22 M, nous
déposons 1 g de P7-8 en solution dans le méme tampon. Puis,
‘nous éluons par un tampon acétate de sodium 0,22 M et recueil-
lons une premiére fraction : Fraction I. Dans un second temps,
nous éluons la colonne par un tampon acétate de sodium 0,5 M
et recueillons une deuxieme fraction : Fraction II.

Ce fractionnement a &té réalisé sur 3 précipités P7-8
dont les masses des fractions I et II recueillies et les
rendements sont réunis Tableau XIV p. 83.

La fraction II recueillie aprés fractiomnement du P7-8
sur colomne de SP-8éphadex est toujours obtenue en 2 fois
plus grande quantité que %a fraction I sauf dans le cas du
fractionnement 2 ol les fractions I et II ont sensiblement

le méme poids. Le rendement de ces fractiommements est de

+
80 - 2 %.
3°) Analyse biochimigue des fractions
Sur chacune des fractions recueillies, nous avons dosé
les sucres et les constituants protéiques : les résultats

obtenus sont réunis dans le Tableau XV p. 84.

La fraction I renferme les IgA, la pidce de sécrétion,
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Fraction 1 Fraction II

280 nm
-l

D.o.

, i . >
° 50 100 200 300 volume d'
élutionm (ml)

Figure 6 : Profil d'élution du P7_8 chromatographié

sur colonne de SP-Séphadex.

 TABLEAU XIV

RESULTATS PONDERAUX DES FRACTIONNEMENTS
DE P7-8 SQB SP~-SEPHADEX

Fractionmement Fractionnement Fractiomnement
1 2 3
Fraction I (mg) 316 a22 285
Fraction II (mg) 808 466 820
Fraction I _ 444 52.% 80,5 % 47,6 %
Fractionm 11I
Aendement 92,4 % 28,8 % €1,5 %
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TABLEAU XV

ETUDE PHYSICOCHIMIQUE DU P7-8 ET 0DES
FRACTIONS I CT IIOBTENUES AU COURS DU FRACTIONNEMENT
SUR COLONNE DE SP-SEPHADEX

Pourcentages Fraction I Fraction I1 P7-3
o B + + .
Oses neutres l .21,85 t 6,45 3,4 - 0,3 10,28 ~ 0,12
+ + +
Hexosamines 17,5 =~ 5,5 1,7 - 0,9 7,3 - 0,4
+ .
Acide sialiques 4,53 1 1,04 0,88% 0,21 2,36 - 0,34
i i + +
Lac%otransrerrlne 3,2 I1,2 80 ¥ 15 &5 3
{mg/100 mg])
+
Igh 3,62 - 2,5 a 3,5 fa,7
{mg/100 mg)
T > séoréti + +
Piéece éu corétion 5,24 £ 3,7 0,002 i 0,002 5,8 + 1,8
{mg /100 mg]
%
Lysozyime 0,61 Z 0,015 2,8 % 0,14 6 I 1
o (mg /180 mg)
7N
(ZE
\oo

* Les moyennes sont réalisées sur 2 fractionnements car l'un des P7-8 est dépourvu de lysozyme.
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et est treés riche en sucres. La fraction I contient environ
82 % des sucres présents dams le F7-8.

La fFraction I, constituée & 44 % par des sucres, ren-
ferme des glycopeptides dont la nature n'est pas encore. con-
nue et 2 % de lactotransferrine.

Lag fraction I1I, retenue sur SP-Séphadex et éluée lors-

que la force . ionique du tampon augmente, est constituée a
+ intatdes :

80 - 15 ¥ par de la lactotransferrine.

I1 %), g11e

ne renferme pas d'IgA et la piéce de sécrétion est présen-

La fraction II renferme peu de sucres (5,56

te a 1l'état de traces. Le principal "contaminant” de la
lactotransferrine dans la fraction II est le lysozyme
2,3 I a,14 %). |

Pour purifier la lactotransferrine et é€liminer les
traces de protéines contaminantes, la fraction II est re-
chromatographiée sur colonme de SP-Séphadex. La fraction
 éluée par l'acétate de sodium 0,5 M et sppelée fraction II?
n'est pas toujours exempt de lysozyme. Il est possible que
le lysozyme soit associé & la lactotransfertrine dans la

Fraction. 1l isolée du P7-8.

Le complexe lactotransferrine-lysozyme ayant un com-
portement électrophorétique spécifigue, nous poursuivrons
donc nos investigations en étudiant le comportement é€lec—
trophorétique de la lactotransferrine dans le P7-8 et les
fraction I et II.

4°) Analyse électrophorétigue

a) Acétate de cellulose

- o . $ED G S W S W G S W . T W w—
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La lactotransferrine du P7-Z et la lactotransferrine
de la fraction I ont le méme comportement &élsctrophoréti-
gue, sur acétate de cellulose. Zlles migrent vers l'anode,
dars la région des ol . Par contre, la lactotransferrine de

la fraction II ne migre pratiquement pas (Fig. 7 p. 86].
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Figure 7 : Electrophorése sur acétate de
cellulose du P, o (A], et des
fractions I (B) et II {C].
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bl Immunoélectrophorase

Nous avons suivi le comportement éléctrophorétigue
de la lactotransferrine par immunoélectrophorése sur gé-
lose, contre urm immunsérum anti LTF.

Dans le lait humain délipidé, la lactotransferrine
migre dans la région des <J~a— globulines. Aprés déca-
séination, le comportement é&léctrophorétique de la lac-
totransferrine se rapproche d'une 81-globuline. Au Fur
et a mesure des étapes de puPiFiqation de la lactotrans-
ferrine, nous observons que son comportement se rapproche

de celui des B,-globulines (Fig. 8 p. 86).

c) Electrophoréses bidimensionnelles

Le précipité P7-8 et les fractioms I et II cbtenues
apres fractionnement de ce précipité sur SP-Séphadex, ant
été soumis & une électrophorése bidihenaionnelle. Le sérum
utilisé est un sérum anti-lactotransferrine qui permet cde
mettre en évidence la lactotransferrine libre ou associée.

LfanalySE des profils immunoélectrophorétiques obte-
nus (Fig. 9 P- 885 ' ndntre que :

- la lactotransferrine du P7-8 migre en partie vers l'anode
et en partie vers la cathede. De plus, la préssnce d'un
épaulement nous incite & émettre l'hypothése que la leato-
transferrine du P7-3 est formée de 2 populations.

- la lactotransferrine de la fraction I migre trés forte-~
ment en direction de l'amode. La présence de 2 arcs super-
posés n'est pas élucidée.

- la lactotransferrine de la fraction II qui est presque
pure me migre pas du tout comme celle de la Fractiom III.

Cr, la lactotransferrine de la fraction. III est pure.

L'analyse du comportement électrophorétique de la lactotrans-

Ferrine montre des variations suivant son degré de Purifi-
cation. Dans le lait, la lactotransferrinme se compor:e
comme une o ,-clobuline, gquand elle est pure, elle migre

dans la région des ,@)D—glcbulines.
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Figure 9 : Mise en évidence de la lactotransferrine dans

le P, _ total et les fractions cbtenues apres
passage aur SP-Séphadex, par immunoélectrophor-
ése double contre un sérum anti-lactotransferrine.

A : P?-B ; B : Fraction I ; C : Fraction II ;/
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L'analyse biochimique du P7-8 et des fractions
obtenues apeés chromotographie sur 3P-3éphadex met en
évidence l'existence de 2 fractions de composition dis-
tincte : la fraction I qui renferme les glycopeptides et
un peu de- lactotransferrine et la fraction I1 formée de
lactotransfeerine a laquelle reste fortement associé le
lysozyme. L'électrophorése bidimensionnelle réalisée sur
ces 2 fractions fait apparaltre une différence de compor-
tement électrophorétique de la lactotransferrine que nous
attribuons a la présence d'associations. Ainsi, nous émet-
tons l'hypothése d'unme association lactotransferrine-lyso-
zyme st/ou lactotransferrine-glycopeptides qui fera l'ob-

jet de l'étude qui suit.

B- MISE EN EVIDENCE DU COMPLEXE LACTDTHANSFE?HIHEnLYSDZYﬁE

12]) Isolement du complexe par gel filtration

La fraction II, recueillie apreés 2 passages sur colonne
de SP-3éphadex, est soumise & une étape supplémentaires de
chromatographie sur AcA 44 afin df'éliminer le lysozyme libre.

Sur une colonne d'AcA 44 (120 x 2,5 cm), équilibrée
dans une solution de bicarbonate d'ammonium 0,1 M, nous
injectons 1 g de la Fraction II. L'élution par le bicarbona-

te d'ammonium 0,1 M, présente le profil suivant, Fig.10 p. 90.

Le pic 1 est constitué de lactotransferrime et de
lysbzyme. Il représente 21 % des fractions recueillies.

Le pic 2, constitué de lactotransferrine immunoélec-
trophorétiquement pure, représente 7C % des fractions
recueillies. Le pic 3 renfierme le lysozyme libre.

L'analyse de ces 3 pics par électrophorsse sur acétate
de cellulose dans un tampon véronal / HCl pH 7,3 montre
que le pic 2 migre trés peu. Le pic 1 migre clus nettement
.vers l'anode. Quant au pic 3 il g un comportement cathodi-

cue, propre au lysozyme (Fig 11 p. 90].
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Figure 10 : Profil d'élutiomn de la fractiom II?

isolée du P7—8 sur une colonne d'AcA 44,
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Figure 11 : Electrophorése sur acétate de cellulose
des fractions recueillies aprés chromato-

graphie sur AcA 44.
849

1- complexe lactotransferrine-lysozyme ULE
2~ lactotransferrine ~
3~ lysozyme
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2°9]) Analyse du complexe lactotransferrine-lysozyme

a) Dosage des protéines

Le dosage du taux de lactotransferrine par 1l'immunodif-
fasion radiale et du taux de lysozyme par la méthode du
lyso-plate montre que le pic 1 obtenu aprés chromatographie
sur AcA 44 renferme 1 molécule de lactotransferrine pour 2

molécules de lysozyme.

bl-Ultracentrifugation_analytigue

- s e . D v 200 G o e e e W B . aus S W > s Wy i U e e - —

L'ultﬁacentriFugation a8 1l'équilibre de sédimenta-
tion permet de calculer la masse moléculaire dlume molé-
cule.

La détermination de la masse moléculaire du pic 1
obsenu par chromatographie sur AcA 44, a été réalisée
dans une ultracentrifugeuse analytique BECKMAN modele £,
équipée du systéeme optique interférentiel de RAYLEIGH.

Le pic %:est dissous dans un tampon Tris/HCl 0,1 M
pH 7,05 a raison de 1 mg par ml de tampon, puis il est
dialysé deux jours contre le méme tampon. La centrifugation
a été Faite & 20°C, & la vitesse de 19 500 tpm ; l'équili-
bre de sédimentation est atteint en 6 heures. Puis nous

avons appliqué la Formule suivante

2AT 1 'd log ©

2

M= =
- @ e co dr

ol M est la masse moléculaire de la protéine
A= 8,313 x 107

= 273 + © avec e - température de l'expérience en °C,
@ = volume spécifique partiel effectif de la protéine dans

le solvant

C = densité du solvant
€ = concerntration de lz soclution
r = distiance de l'axe de rotation
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La masse apparente du pic 1 en utilisant le Vsp de
la lactotransferrine 0,722 est de 136 000. L'utilisation
du Vsp du lysozyme 0,702 domne une masse apparsnte de
127 400.

Sachant que ce composé contient de la lactotrans-
ferrine et du lysozyme, on peut en déduire qu'il renfsr-
me :

130 000 - 85 000 = 45 QOO
soit 3 molécules de lysozyme par molécule de lactotrans-
ferrine. D'aprés une étude de;tamisagei moléculaire, le
poids moléculaire du composé Fcﬁmant le pic 1 est de
11C 00C. Cette valeur correspond & un complexe formé de
2 moléculaires de lysozyme par molécule de lactotrans-

fFerrine.

c) Dighrolsme circulaire

Les études ont été menédes dans le domaine spectral
350 - 250 nm. Cette région permet de visualiser des
éléments de structure tertiaire st en particulier la
présemnce de résidus aromatiques. Ces études ont &té
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 a la présence de
ponts disulfures et par une petite bande positive centrée
a 282 nm.

Le spectre du complexe lactotransferrine-lysozyme est
trés différent des spectres lactotransferrine seule et
lysozyme seul. Ceci est une preuve supplémentaire de 1'in-

teraction entre les 2 protéines.

La mise en évidence du complexe lactotransferrine-ly-
sozyme nous a amené a utiliser ume méthode originale de

marquage.
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Aprés immunocélectrophorese simple ou double sur gélose
du complexe lactotranmsferrine-lysozyme contre un immun-
sérum de lapin anti-latotransferrine, la plagque est recou-
verte par une feuille d'ascétate de cellulose imbibée d'une
salution d'anticorps anti-lysozyme marqués a la fluores-
céine. La technigue de marquage des anticorps est décrite
dans le chapitre Matériel et Méthodes p} 135 .

Les arcs de précipitation formés par le complexe lac-
totransferrine~lysozyme et les anticorps anti-lactotrans-
Ferrine sont rendus fFluorescents par les anticorps anti-
lysozyme marqués qui réagissent avec le lysozyme présent
dans les arcs de précipitation.

Ltobservation des arcs de précipitation fluorescents
est réalisée aprés excitation & 488 nm par un faisceau
Laser © (Laser a Argonl.

L*immunoélectrophorése simple montre que le lysozyme,
a l'état pur, présente un comportement cathodique. Cn pré-
sence de lactotransferrine, il se comporte comme une By-glo-
buline. Le comportement électrdphorétique de la lactotrans-
Ferrine purifiée et de la lactotransferrine complexée au
lysozyme varie trés peu.

Ltimmunoélectrophorése 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 anticorps anti-
lysozyme fluorescents. L'observation du profil immunocélec-
trophorétique aprés excitation par un faisceau Laser montre
que toute la surface délimitée par l'arc de précipitation
est fulorescente.

De plus, nous avons remarqué que le profil obtenu par
le complexe lactotransferrine-lysozyme est idemtique & celul

de la Fractiom II

¥ 1'observation des plaques marquées a8 la fluorescéime a
eété réalisée dans le lLaboratoire de Spectroscopie infra-
rouge et "Aaman de lonsieur ls Professeur OZLHAYI gque nous

remercions vivement.
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III- CONCLUSION

Le précipité P7-8 est constitué de 2 frasctions sépa~
rables par chromatographie sur colonme de SP-3éphadex. La
fraction I, non retenue par le support de la colonne, est
Formée de glycopeptides essentiellement. La fraction II,
retenue sur la colonne et éluée par une solution d'acétate
de sodium 0,5 M, est constituée de lactotransferrine con-
taminée par du lysozyme.

L'analyse immuncélectrophorétique de la fraction II
a mis en évidence l'existence d'un complexe lactotransfer-
rine~lysozyme. Le complexe existe en petite quantité dans
la fraction II (environ 20 %). Le rapport molaire %%% sem-
ble etre en Faveur de 2 molécules de lysozyme par molécule
de transferrine.

Le complexe lactotransferrine-lysozyme existe danms le
lait maternel. Une étude de l'activité bactériostatigque de
ce complexe seralt intéressante pour voir si la présence
de lysozyme agit en synergie d'action avec le lactotrans-
ferrine.

Le complexe lactotransferrime~lysozyme n'est pas la
seule association présente dans le lait.Masson (1S72) a
mis en évidence la présence d'un complexe lacﬁctrans?errine-
caséine. Au laboratoire, DESCAMPS (1874) 3 réussi une asso-
ciation entre la lactotransferrine et les glycopeptides
du P10. Récemment, nous avons réussi a associer la lacto-
transferrine avec les glycopeptides du P7-28. Le probléeme
posé par l'existence de telles associations concerne leur

réle biologique.
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ACTIVITE BACTERIOLOGIQUE DU P7-3
DANS LE TRAITEMENT DOE3 DIARRHEES

Le traitement des snfants diarrhéiques par l'ingestion
du P7-8 a été réalisé & 1'HOpital BRETONNEAU & Paris, dans
le service du Professeur NAVARRQO. Les contrdles bactério-
logiques ont été réalisés au laboratoire de Microbiologie
du Docteur LAMBERT. Nous remercions tout le personnel qui

a pris part a l'élaboration de ce travail.

INTAQODUCTION

- . g o o o g —
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Le traitement des diarrhées de l'enfamt par le lait de

femme a été envisagé depuis longtemps mais il pose des pro-

blémes en raison de la présence du lactose mal tolérsé.

Les études précédentes ont montré l'activité bactério-
statique et bifidigéne du précipité P7-3 isolé du lait de
femme et l'administration orale de ce P7-8 nous est apparue
comme une solution thérapeutigque prometteuse dans le cas de
diarrhées graves chez des enfants dont les traitements clas-
siques n'avalent donné aucun résultat.

Lestraitements par le P7-8, réalisés dans le service
du Professeur NAVARRO & 1'hOpital BAETONNEAU (Paris), sont
suivis de contrdles cliniques et bactériologiques. Les con-
trdles bactériologiques sont effectués au Laboratoire de
Microbiologie du Docteur LAMBERT avant et aprés ingestion
de P7-3.

PROTOCOLE

e e am o o - -
—-4—3-5%—4-$-3 3

Le protocole expérimentzal s'établit comme suit

Les fractions sont administrées par vois orals en 2
prises par jour , & raison de 2 ou 4 g par jour (frac-
tions P7-2), chez des enfants suspects de pullulation bac-

térienne intra-luminale : diarrhées prolongées avec note
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dyskinétique, notions de décharges bactériémiques avec iso-
lement de bactéries Gram (-], dyspéristsltisme post-chirur-
gical, apreés péritonite plastique, asprés entérocolite nécro-

sgute...

Ure étude‘systématique de l'écosystéme de ltenfant est
effectuée avant cette administration. A cet effet, du liqui-
de ducdénal est prélevé stérilement et mis en culture le
plus rapidement possible. L'analyse est effectudée selon une
méthode inspirée par RAIBAUD et gl., (1977] et utilisée lors
d'études antérieures (LAMBERT-ZECHOVSKY et al., 1S81). Les
milieux choisis, coulés en bolte de Fétri sont destinés 3
l1t'isolement et & la culture d'un maximum d'espéces différentes

aérobies et smaérobies.

La technique sulivante est utilisée :

Un échantillon de liquide duodénal est dilué dans de
l'eau distillée stérile. Des dilutions successives de 10 en
10 en eau distillée stérile de 107 & 107" sant Péalisées.
- 0,1 ml de chague dilution et de la suspension initiale
est ensemencée sur chaque type de milieu, l'étalement de
1'inoculum étant effectué au moyen d'une pipette rateal.
~ apres incubation de 24 h & 42 h selon les milieux, on
procéde & la numération de toutes les colonies récupérées
sur les boltes, oti la densité de culture le permet. &n se
Eappobfaht”é la dilution considérée, on peut établir le
nombre de bactéries par gramme de selle (g/gl. Le seuil
de détection de la technique est de 1078 a/g.

- l'identification de chaque souche est réalisée =u moyen
des caractéres cultursux, biochimiques et immunologicques.
Une étude du phénotype de résistance, de chague souche
igplée est Faite systématiquement 2 l'aide d'un zntibio-
gramne classique.

Aprés cette premiére étude, la fraction F7-2 est
administrée quotidiennement svec la posologie de & g./jour

voire 4 g/ jour.
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Pendant cette période, les enfants nourris par diéte
élémentaire, administrée en continu, sont maintenus en
apports caloriques quantitatifs et qualitatifs comstants.

Aprés 10 jours d'administration de la fraction P7-8,
outre les criteres cliniques usuels, les critéres de sur-
veillance digestive (volume, aspect des selles, pH, sucres,
ballonnement abdominal, vomissements), une 2éme étude de
l1'écosystéme intestinal est fFaite selon la technique déja

exposée .

A~ ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE DU P7-8 "in vivao"

Les FractionsgP7—8 ont été administrées &8 4 enfants
agés de 4 mois a 4 ans %, pfésentant ure mauvaise tolé-
rance aux protéines, une diarrhée néonatale et chronique
d'origine essentiellement infectieuse et une stagnation
pondérale.

Les effets du traitement ont &té suivis par des
examens bactériologiques dont les résultats sont résumés
dans les Tableaux XVI et XVII p. 101, 102.

Dans les 4 cas considérés, l'ingestion de P7-8 provo-
que une amélioration de l'état de santé de l'enfant et un
éhangement dans la Flore intestinale de l'enfant.

L'analyse bactériologique montre que dans 2 cas sur
4, la flore.intestinale de l'enfant est totalement boule-
versée. L'ingestion de P7-3 pendant une dizaime de jours
a suffit pour qu'apparalsse toute une flore nouvelle.

Le P7-8 provoque la disparition, ou tout au moins,

la diminution du nombre de 3taphylocogues et Streptccoques.

Le P7-C5 n'a pas d'activité bactériostatigue vis-a-vis
de certaines souches d'Z. coli puisqu'au contraire, il
Ffavorise leur développement. Ainsi,. les souches d'£. coli

I et II sonmt retrouvées dans le liquide duodénal de 2 en-

Fants ayant ingérer du P7-3.

®
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TABLEAU XVI

FEPAATITION DES BACTERIES DANS LE LIQUIDE DUOGDENAL

AVANT ZT APRES TRAITEMENT PAR LE PRECIPITE P 7-8

Ilécostomie du
13 mars 1831

Iléostomia du
30 mars 1531

3.10s Acimcbacter enitratum
6.10° Pyacyanigue P

2.104 Pyocyanique

autoagglutinable
Igzabella2 a
R. 2.10° Staphylocogue ON +
née 1= coagulable +
3/15/30
1.104 Staeptocogue
hémolytique
2 .
7.107 Pyocyanique Py
4 . s
8.10 Klebsiells prneumoniaze
4 .. .
1.10 Citrobacter
2.10% £. coli I
4 . .
2.10 E. Coli II
5/-
107 Streptocogue O
Liquide duodénal du Liquide cduodénal du
25 mars 1281 13 avril 15381
10° =. Coli 119 8 5.10% £. co1i 118 3
* 14 * * 14
10> Pseud Maltophili
Sandrine seudomonas Maltophilia
F. a 1
NZa le 2.10 Staphylocogque ON + 4.10 Staphylocogque OMN +
17/11/30 coagulable coagulable +
3

2.107 Staphylocogue ON -
2.157 Streptocoque 2

4.107 Streptocoque non
groupable en A, B, I, G

(4]
(1)

.107 Streptocogus J




TABLEAU XVII

REPARTITION DES BACTERIES DANS LE LIQUIDE DUCOENAL

AVANT ET APRES TRAITEMENT PAR LE PRECIPITE P

7=8

Liquide ducdénal
S favrier 1981

Ligquide ducdénal
1S féavrier 1581

2.105 Klebsiella pneumonise 2.105 Klebgsiaella prneumoniae
a4
3.10 ° Zntercbacter cloacae I
104 Zntarobacter cloacae II 3.16° Entercbacter closcae II
Alan _
%' 5.10° Staphylocoques ON + 1.105 Staphylocoque ON +
Né le coagulable + coagulable +
3/7/30
4 s
10 Pyocyanique Py
3 .
6.107 Steptocoque O
Liquide duodénal Ligquide duodénal
13 mars 1881 23 mars 1931
e ..
6.10° Erwinia '
4 _ S .
8.10 3taphylocoque ON + . 107 Staphylocoque ON +
coagulable <+ coagulable +
J“gith 10° Steptocoque non
Née le groupable en A, B, C, G
24/14/73

3
107 Klebsislla prneumoniae

3 Zoli I

2.107 =
2
2.1C07 £, Coli II_. 2
T2 7
| @us
iLLE
8.102 Fycecyanique PS . L‘

3.103 Staphylocogue ON
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Le P7-8 n'agit pas sur une seule souche bactérienne
mais sur toutes les bacteries présentes afin de recréer
un équilibre qui s'était rompu. Il n'est pas possible de
tirer des conclusions définitives sur l'activité bacté-
riostatique du P7-3 in vivo en se basant sur 4 cas seule-
ment.

Néarmmoins, dans tous les cas, une amélioration de
l'état physiologique des malades est observée. Les pa-
tients présentaient, avant le traitement, ume intolérance
aux protéines du lait de vache et parfois méme aux proté-
imes du lait de Ffemme. Les résultats obtenus, aprés trai-
tement par le P7-8, se traduisent par la disparition de
1t'intolérance aux protéimes lactées et une reprise de

poids.

B- ABTIVITE BACTERIOLOGIQUE DU P7-8 "in vitro"

1°) Activité bactériostatique

L'activité bactériostatique du P7-38 a été mise en
évidence, in vitro, grace & l'utilisation d'£. coli
0111 B4_( voir p. 76)

Les fractions I et II, recueillies aprés passage
du P7-8 sur colonne de SP-Séphadex, ont fait l'objet
d'une étude détaillée au chapitre III p.81 . Dissoutes
dans le Ringer-Trypton, elles sont ensemencées par Z. coli
0111 B4. Aprés 15 h de culture, les résultats obtenus sant
les suivants :
- Fraction I (0,25 ou 0,5 mg/ml] 5.10° bactéries/ml
- Fraction II (0,5 mg/ml) 40”7 bactéries/ml
- Fraction I + II (0,5 mg/ml + 3,5 mg/ml) 108 bactéries/ml

La fraction I, trés riche en sucres, n'a sucune acti-
viti bactériostatique, mais elle ne favorise pas non plus
la croissance d'c. coli 0111 24. Le nombire de bactéries
obtenues est le mé&me que dans le témoin. La frsction II,

constituée presque exclusivement de lactotrznsferrine,
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fon

posséde toute l'activité bactériostatique du P7-32. Mais
le P7-2 présente aussi une activité bifidigeme gui pour-

rait etre supportée par la fraction riche en sucres.

2°]) Activité bifidigéne

L'étude del'activité bifidigéne a été réalisée sur
2 précipités P7-3 différents et sur les fractions I et II
qui en découlent.

La fraction I, principalement faormée de glycopeptides,
contient un facteur de croissance utilisé par les souches

apparténant a l'espéce B. Bifidum. La souche U5, apparte-~

nant & l'espéce 2. Infantis, est également favorisée par

la presence de la Fraction I dans som milieu de culture.
L'activité bifidigéne de la fraction II, comme le

montre le Tableau p. 103, est beaucoup plus équivoque.

Ainsi la fraction Il isolée de certains P7-3 favorise la

croissance de toutes les souches de 8. bifidum, 2. longum

et B. infantis analysées. A l'inverse, la fraction II de

certains P7-8 ne posséde aucune activité bifidigéne alors
que le F7-8 de départ induit la croissance des souches
testées. L'analyse biochimique des fractioms II nta révé-
lée aucune différence notable de composition.

Le remélange des fractions I et II, en quantités égales,
régémeére l'activité bifidigéne du P7-8 de départ. kais il

ne semble pas y avoir synergie d'action entre les fractions _

I et IT . Il se produit seulement une addition de l'sctivité

‘de chacun des pics.

+ - e, SRS -
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TABLEAU XVIII

ACTIVITE BIFIDIGENE DU P7-8 AVANT ET APRES

CHROMATOGRAPHIE 3UR 3P-3EZPHADEX

Espéces Souches. P72 Fraction Fraction FI + FII
I II (1mg + 1mg)
E
J
]
o AA 2/2 + -
a 8 536
o Bif. Nantes|: +
b LMa 3 + - - -
£ 8
% % B.long.coll + - + +
Y
£ % CB + + + +
Lo B | R
e B.inf.S + - + +
m m 2

* les fractions sont utilisées a la concentration de 2 mg/ml

Espéces

Souches

P7-3

Fraction
I

Fraction
II

FI + FII
(img + 1mg)

B.bificdum

AA 2/2
B .583

Bif. Nantes

'3

+ o+

B.longym
B.infantis

LMa 3
B.long.coll

(=}
B.inF.Sa

% les fractions sont utilisées & la concentration de 2

pon’

mg./ml
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Iv-~ CONCLUSION

31—t

Le P7~2 posseéde une double activité bactériologique :
activité bactériostatique et activité bifidigéme. Le frac-
tionnement du P7-3 par chromatographie sur colonne de
SP-5éphadex permet de montrer que l'activité bactérios-
tatique est liée, exclusivement, & la fraction II clest-
a-dire & la fraction constituée presque exclusivement de
lactotransferrine.

L'activité bifidigéne est moins localisée ; selon le
P7-3 utilisé, la fraction I Favorise plus ou moins la
croissance des souches bifides. Toutefois, l'activité
bifidigene de la fraction I est plus sensible sur les

souches appartenant &8 l'espéce 3. bifidum. Ces souches

ont besoin de N-acétyllactosamine pour croltre et sem-
blent trouver, dans la fraction I et le F7-8, le facteur
indispensable & leur croissance.

L'activité bifidigéne de la fraction II peut etre
totale (1er tableau p. 104) ou inexistante. Unme étude
physico-chimique plus détaillée que celle réalisée au
chapitre III p. 81 serait nécessaire pour expliquer cette
différence radicale dans l'activité bifidigéne des frac-
tions II isolée du P7-E. '

In vivo, le F7-8 g un effet positif dans le traite-
ment des diarrhées rebelles de l'enfant. Les résultats sé-
méiologiques somt encourageants : disparition de l'intolé-
rance aux protéines lactées, reprise de poids... Méanmoins,
les résultats bactériologiques indiquent la persistance
dfune flore pathogéme dans le liquide duodémal des patients.
Une recherche de la flore bifide aprés le traitement par le
précipité P7-2 auralt été souhzitable aFfin de vérifier l'zc-

tivité bifidicéne du P7-2, in vivo.
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la chaleur, a la fois sur la dénaturation physicochimique
et sur la perte des propriétés bioclogiques des 3 protéides
suivants : IgA, lactotransferrine.et lysozyme, impliqués
dans les mécanismes de défense de l'intestin du nourrisson
contre les germes pathogénes. Nous y ajouterons une étude
de la destinée de l'activité bagctériostatique du lait en-

tier.

RESULTATS

A- PASTEURISATION DU LAIT MATERNEL

1°] Tests bactérioclogigues

Avant pasteurisation, une numération des germes conte-
Nus dans le lait est réalisée. La moyenne de ces numérations
est égale & 1;9.107 germes/ml de lait, mais avec de larges
variations allant de 3,2.104 germes/ml 3 2.10° germes,/ml.
Parmi ces germes, nous notons la présence de 1,8.107 bad -
téries Gram (-] et de 104 Staphylocoques par ml de lait.

Les bactéries Gram (-] les plus fréguemment rencon-
trées sont : Entercbacter floamcage, Klebsiells pneumoniae,
Serratia liguefactiens, Citrobacter freundii et Pseudomonas -
Les souches de 3tgphvlocogue:coagulase et gureus sont présen-

tes dans tous les laits non pasteurisés.

Aprés pasteurisaticn a8 72°C 15 sec et & 83°C 23 ou
30 mn, les tests:bactériologiques sont négatifs c'lest-3-dire
que la numération sur gélose au sang donne un nombre de ger-
mes inférieur & 10 par ml de lait.

Lorsque la pasteurisation est effectuge & 5I°C 3C mn,

Far le pasteurissteur LYOMN H.l, deux cycles de chauffe sonmt

nécessaires pour obtenir un tast bactériologigusz nd

)

2°) Dénaturation des protdimss

Sga B
il

sents dans les laits avent et aprés pastewurisation son:t &

(s

Les dossges des taux de lzctotransferrine ot df

N

o
o

tués par la technicque d'imnunodiffusion radizle [(veoir £.138

c
)
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Le taux de capacité de Fixation en Fer [voir ;5. 138 a £té
déterminé sur tous les laits afin de savoir si la lactotrans-
Ferrine "survivante" conservait son activité biologique.

La méthode du lyso-plate permet d'cbtenir directement
le taux d'activité lytique du lysozyme.

Les résultats de ces dosages, réunis dams les Tableaux XIX
Met Xx,p. 108 -409 » sOont exprlmas en pourcentage de la valeur
lnltlala dans le lait cra et correspondant a une noy=nne de
plusisurs expériences, réalisées sur des lots de lait mater-
mel différemts.

De bons résultats ont été obtenus avec le pasteurisa-
teur OXFOAD H.M & E3°C/30 mn, mais seulsment 3 expériences
ont été réalisées. Aprés pasteurisation, le lait renferme
encore 2% % d'IgA et 80 % de lactotransferrineg active.

Des variagtions considérables ont été observées en uti-
lisant des conditions opératoires identigques (33°C/3C mn)
ou similaires (65°C/20 mn) avec des appareils différents.
Ainsi, le tyndaliseur (85°C/20 mn) qui est utilisé dans la
plupart des lactariums de France, provoque une dénaturation
de 72 % de lactotransferrine et de 25 % d'IgA présents dans
le lait. Le pasteurisateur CM 30 (63°C/30 mn) provogue des
pertes légérement supérieures 3 celles du tyndaliseur.

Le pasteurisateur haute température THONOM (72°C/15sec)
entralne une perte de 680 % de la lactotransferrine. Les ex-

périences n'ant été réalisées gue trois fois car l'appapeil

nlest pas au point.
Les résultats obtenus avec le pasteurisatsur LYON H.M.

(S8°C/30 mn 2 fois) sont encourageants. Aprés 2 cycles de

chauffe, seulement 10 % de la lactotransferrine est dégradée. !

La perte en IgA est trés faible et le lysozyme -eonserve toute

son activité. Les pertes en protéinmes sont énormes lorsqgus

l1'on passe & une température de pasteurisation égale a Z3°2/ |

23 mn. 4 i
Sntre SS8°C et S5°C, les protéines subissent une forte

dénaturation, quelgue soit le pasteurisateur utilise. Tour

détarminer la température limitz, & partir de laguelle le

taux de protéines dans le lait chute Fortement, une gamnme

-

de températures & été effesctuée.
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L'étude a été réalisée avec le pasteurisateur LYON H.M.
Le lait est pasteurisé a 56°C, 50°C, 82°C et 354°C pendant

30 mn. Les résultats des dosages réalisés sur 2 lots de lait

maternel et réunis dans le Tableau XXIp. 111 , montre que :

[N At et e e

- la dénaturation des IgA estprogressive et linéaire entre
56°C et B4°C. Une élévation de température de 2°C entral-
ne une perte de 7 % d'IgA.

~ la lactotransferrine subit une forte dénaturation entre
S8°C et 80°C. Le taux de lactotransferrine, dosé dans le
lait chute de 38,3 %. La diminution du taux de capacité
de fixation du fer est égale a 41,1 %.

- le lysozyme ne subit pas de perte notable de somn acti-

vité, méme § €4°C.

La lactotransferrine est plus sensible 3 la chaleur
que les IgA et le lysozyme. Il existe une température
seuil, au-dela de laquelle la dénaturation de la lacto-
transferrine est presque totale. Cette température seuwil

‘est comprise entre 58°C et B60°C.

3°) Activité bactériostatique du lait aprés pasteu-

risation

~

Le lait, chauffé & différentes températures dans le
pasteurisateur LYON H.M., est délipidé et ajusté & pH 7,2
avec NH,OH 0,1 N. Il est ensemencé par E. Boli 0111 4.

Les résultats des mumérations, effectuées aprés 5 h
et 24 h de culture, sont représentés Fig. 12 p. 113, Le
lait témoin, bouilli & 100°C pendant 15 mn sert de r&fFé-
rence.

Les laits cru et traité a S55°C ont une activité bac-
tériostatique puissante. Aprés 5 h de culture, le nombkre
de bactdries est a peu prés égal.a l'inoculum de départ :
dans le lait cru, l'inoculum de départ est multiplié par
10 aprés 24 h de culture et seulement par 2 dams le lait
traits & 56°C.

Le lait pasteurisé & 53°C 30 mn conserve une l3gére
activité bactériostatigue : mais les laits chauffés 3

80°C, 52°C et 84°C n'ont plus aucun effet.
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Le lait maternel perd son activité bsctériostatique

aprés traitement par la chaleur a 58°C 30 .

B~ DENATURATION DE LA LACTOTRANSFERRINE DU P7-3 PAR LA

CHALEUR

Ces essais ont été réalisés au lsboratoire sur de petites
quantités de P7-38 et de lait maternel qui nous sert de réfé-
rencex

Oans un pilulier en pyrex, nous introduisons 10 ml dfune
solution de P7-8 dilué & 4 % dsns du sérum physiclogique.

Le pilulier est placé dans un bain-marie dont la température
est Biable & pa 2°C. Le couvercle du pilulier est percé et

un thermométre est introduit pour surveiller la température
de la solution. La température de pré-chauffage, pour ame-
ner la solution a la température voulue, est d'environ 10 mn.
Aprés 30 mn de chéuFFage, la solution de P7-8 est refroidie
brusquement dans un mélange eéu-glace.

Cette axpérience a été réalisée sur 3 P7-2 différents
et sur 3 laits totaux provenant de méres différentes. Les
températures utilisées sont 58°C & 2°C, 80°C - 29C, 2497 L 2.

Apres refroidissement, les laits sont délipidés par cen-
trifugation, puis la quantité de lactotransferrine restancc
est dosée par immunodiFFusion radiale sur les F7-C et les laits
délipidés. Les résultats obtenus, exprimés en pourcentage de

protéimes dosées, sont exprimés dans le tableau suivant

Température P7 - 3 Lait total
559C 30mn 74,5 £ 5 s3 % 4,7
83°C 30mn 71,5 L 3,2 c1,5 L 3,5
E4°C 30mn as I 7,3 z,2 L2




-115~

Jusqu'a une température de 50°C, la lactotransferrine
dans lewlait résiste mieux a la chaleur. A 58°C I 2°C, le
P7-8 perd 25 % d= lactotransferrine tandis que le lait n'en
perd que & % soit 4 fois moins. Une élévation de températu-
re de +4°C n'entralne pas de changement ; la perte est &
peine plus élevée.

Aprés 30 mn de chauffage a &4 T 2°C, le précipité
P7-8 renferme encore 40 % de lactotransferrine. Le lait
entier, traité dans les mémes conditions, ne renferme que
8,2 % de lactotransferrine intacte.

lLa 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
dénaturation par la chaleur jusqu'3a une température de S0°C
30 mn. Puis, a 64°C, elle est nettement moims bien protégée
dans le lait que dans le P7-8. Cette observation, étrange,
n'est pas expliqués. Nous poursuivons motre étude par des
expériences de dichrolsme ciculasire et d'absorption en

U.V. différentielle.

C- ANALY3ES PHYSIQUES

1°) Dichrolsmecirculaire

Les études ont &été menées dans le domaine spectral
350-250 nm. Cette région permet en effet de visualiser 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 Renine, sur le P7-3 et sur la lactotransferrine
native et la iactotranaFerrine désaturée.

Tous les spectres dichrolques obtenus sont caractérisés
par une large bande négative centrée vers I75 nia. lette ban-
de est due & la présence de ponts disulfures. ‘ers 205 nm,
une autre bzmde dichrolcue est visikble ; ells est cdue aux

résidus de tyrosine et de tryptophane.
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On peut résumer les résultats de la fagon suivante :

- lactosérum décaséiné : 2 zones de stabilité thermique
le lactosérum est parfaitement
stable jusqu'a 50°C puis il su-
bit une légere dénmaturation si
on poursuit le chauffage jusqu'a
63°C pendant 1 heure. Au deld de
cette limite, il y a dénaturation
totale.

- PZ-8 : dénaturation & 63°C gprés 1 heure de chauffage.

lactotransferrine native : dénaturation a 63°C

H

lactotransferrine désaturée : dénaturation & 55°C.
Une étude de restructuration a été entreprise sur le

lactosérum décaséiné. Pour cela l'échantillon est chauffé

~ ~

& 56°C ou & S53°C durant différents temps (30 mn et 1 h) puis

-~

il est refroidi a 25°C treés rapidement ou trés lentement. En

aucun cas nous n'avons pu observer de rénaturation. Cependant,

le refroidissement trés rapide empéche la dénaturation de se
poursuivre alors que le refroidissement trés lent (2 &8 3 h)
permet au pHénoméne de se poursuivre un peud.

L'étude par le dichrolsme circulaire de la structure
secondaire des différents échantillons nous a donné prati-
guement les mémes résultats. Il Faut cependant noter la
différence de concentration utilisable dans ce domaine
spectral 250-1S0C nm. On passe de 1 mg/ml & 0,1 mg/ml.

- lactosérum décaséiné : pas de dénaturation observable
- P78 : changement de conformation apres chauffage & 83°C
30 mn mais pas de destruction totale.
~ lactotransferrine native : stable aprés chauffage & E3°C
1 h destruction & 70°C
-~ apolactotransferrine : début de dénaturation dés 53°C
15 mn
Les différences observées entre les 2 domzimes dichrol-

ques sont dues 3 la différence de concentration protéique.
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Etude dichrolque

de la lactotransferrine
humaine chauffée 3 différentes températures.
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2°] Absorption ultram-violette différentielle

Cette technique a été utilisés, 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. Je plus, tout début de précipita-
tion dans le milieu sera immédiatement détecté par l'ap-
parition de turbidité mesurable aux plus hautes longueurs
dtonde.

Les spectres différentiels asinsi obtenus montrent
de nombreux pics & 300, 284, 288, 270, 268, 260 et 253nm.
Les pics situés aux plus hautes longueurs d'onde corres-
pondent aux résidus de tyrosine et de tryphophane et les
pics situés aux plus basses longueurs d'onde correspon-
dent aux résidus de phénylalanine et d'histidine.

Lopsque le chauffage est doux et progressif, on obser-
ve une augmentation de tous ces pics qui traduit une plus
grande mobilité des chrompophores, lide & l'écart de tempé-
rature. Ce phénoméne est linéaire tant qu'sucun changement
de structure secondaire ou tertiaire n'apparalt. Jés qu'un
changement intervient, on observe une rupture de pente et
il est ainsi possible de déterminer la température limite
de stabilité structurale (Fig. 15 p. 118 ].

Mous avons donc tracé pour les 4 échantillcoms les cour-
bes 8.3 = ¥ (T°C) et les résultats que nous pouvons déga-
ger sont les suivants : ' ’

- lactosérum décaséiné : changement de conformation entre

50°C et ©66°C puis début de préci-

pitation.

-~ P7-8 : début de dénaturation vers 5C°C puis début de pré-

cipitation.

- lactotransferrine native : changement de pente etitrz CC
et 03°C avec début de précipi-
tation.

- @polactotransferrine : début de dématuraticm vers SZ-T32°00

puis début de précipitstion.




v

Figure 16:; Spectres typigues d'absorption
ultreviolette différentielle.
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III- DISCUSSION

o oe g e o

-

Les Immunoglobulines IgA

SZOLLOSY et al., (1S74) trouvent gque le traitement du
lait humain & B5°C 30 mn cause la destruction de 20 % des
IgA. Aprés chauffage & 58°C 30 mn et E2°5C 30 mn, la perte
en IgA est, respectivement, de 4 % et 22 % (FOAD et al.,
1877]). 3elon EVANS et al., (1978 |, le taux d'IgA est encore
égale & 101 % aprés traitement & B2°5C 30 mn. Un chauffage

a 67°5C 30 mn ne provoque la perte que de 11 % des IgA pré-~

semtes dans le lait maternel.

Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par FOAD
et al., (1577] et par LIEBHABER et gl., (1S77). La pasteuri-
sation (63°C 30 mn) entralme une chute du taux d'IgA de 12 &
30 %, suivant le pasteurisateur utilisé. La perte en IgA est
trés faible lorsque la tempéréture ne dépasse pas 55°C. Apreés
chauffage a S56°C 2 x 30 mn, la perte en IgA est de 2,3 %.

Le traitement du lait maternel par un pasteurisateur
haute température (72°C 15 sec)] cause la destruction de 20 %

des IgA.

Le lysozvme

Le lysozyme purifié est trés stable a pH acide (pH 4,5),
r traitemeﬁf a 100°C pendant 3 mn ne provogque pas de perte
de son activité (JOLLES et JOLLES, 1S81).

Le pH du lait humain varie entre 6,3 et 7,2 (BLANC,
1881). Le lysozyme, présent dans le lait maternel, est
donc moins stable & la chaleur. Une étude réalisée par FGORD
et al., (1977] montre, gu'su dela de 70°C 13 mnm, il y a une
destruction progressive de l'enzyme et qu'a 100°C 13 mn, il

n'en reste plus que 3 %. Pour EVANS et al., (1€72], la des-

truction du lysozyme commence dis gque la température atcteint
=7

~223C pendant 39 mn et, aprés traltement 2 °=3 30 mn, 1l ne

[

reste plus que 15,2 % de lysozyme.
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FORD et al., (1877) et SVANS et gl., (1572) montrent

que l'activité lytique du lysozyme est stimulée aprés un

léger chauffage.

Nos études montrent gqu'aprés chaQFFage 3 SE°C et 352°C
30 mny, l'activité lytique du lysozyme est respectivemen:t de
103 et 1C1 %. La pasteurisation & §4°C 30 mn, provoque une
perte de l'activité du lysozyme égale & 12 %. Nos résultats

concordent avec ceux de FORD et al., (1977).

La lactotrsnsferrine

Plusieurs études ont été réalisées sur la thermosta-
bilité de la lactotransfertrine et, il a été établi ques la
lactotransferrine était en partie dégradée durant la pas-
teurisation & €2°5C 30 mn (FOAD et al., 1S77 ; ZVANS et
al., 1872 ; LYSTER et al., 1983).

Les résultats obtenus par ZVANS et gl., (1872] et
exprimés dans le Tableau VI p. 58, sont en accord avec
ceux de FORD et al., (1€77]). AAPTOPCULDU-CIGI et al., (1e77]
montrent qu'aprés pasteurisation (E82°5C 30 mn) ls taux de
lactotransferrine présent dans le lait ne varie pas ; il
reste égal & 100 %.

LYSTEAR et gl., (1883) a étudié la dénmaturation par
chauffage a 62°6C, de la lactotransferrine isolée, en réa-
iisant une cinétique de temps. Les dosages effectués par la
technique des "Fockets" montrent qu'il y a une diminution
constante du taux d'apolactotransferrine durant 1lt'heure de
chauffage, mais pas de perte significative de lactotransfer-
rine saturée en fer par additionm de complexe NTA-Fer (nmi-

trilo-tri acétatel.

llos résultats montrent que la lactotransferrins présente

03

dans le lait, subit une Forte dénaturation entre 53°C et TC°C
30 mn. L'évelation de température &gale & + 2°C, provoque uns

perte de 32,5 % du taux de lactotransferrine. Le dossge de la
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capacité de fFixation en Fer dans le lait corrcbore les

dosages du taux de lactotransferrine.

La poursuite de ces investigations par une &étude

physigue de dichrolsme circulaire et d'adsorptiom en U.V
différentielle montre que la lactotransferrine désaturée
est moins stable thermodynmamiquement que ls lactotransfar-
rine native. La lactotransferrine dans le lait est mieux
protégée et est moins vite dégradée que la lactotransfer-

Y

rime isclée ou dans ls P7-2.

Suite & ces travaux, l'arreté relstif aux conditions
dl'installation et de fonctionnemsnt des lactariums a 5td
modifié. Les procédés de stérilis@tion suivanss ont étsd

retenus :

[]

- la tyndallisation : le lait est chauffé en biberon, & e

pendant 20 mn, trois jours de suite, suivies d'un refroidis-
sement brutal ;

- La pastsurisation & haute température : le lait est chauf-

eel =X oy

Ffé par passage en continue dans une tubulure porcdée & 72°0
pendant 15 sec. Lz lait ect esnsuite refroidi brutalemsns

- Pagsteurisgtion & bacsc tanpirzture @ le lalt sst chauffFa

dans des bibsrons en verre ou en plastigque d'un volume de
100 & 250 ml par immersion pendsnt 30 mn dans un bain-marice
a 83°. Le lait est ensuite refroidi brutalement.

= -

Nous regrettons que le traitement & SC°C x SC mn
n'alt pas été retenu car clest lul qui préservait ls misux
l'activité bactériostatique du lait matzrnel tout en assu-

rant une stérilisasion correcte. MNos résultats sont emn sccord

avec ceux, obtenus nar LYSTIR (1¢C32, sous presse) en utili-

0
e

b
sommt des conditions cosérgioires difFférentes.

i le lait, est misux protégde

..

La lzctotransTerri

J
i
0.
D
JJ
0

-

gue la lactotransferrine purifide ou du F7-32. Jes &tudes
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physiques montrent ques le lactosérum, décaséiné par la re-
nine, est dénaturé lcrsque la température dépasss 33°C
1 h. La lactotransferrine isclée est détruite dés que la
température atteint &3°C. Je plus, le dégré de saturation
en fer est treés important : une lactotransferrine saturée
résiste mieux a la chaleur gqu'une lsctotransferrine native.
Ces résultats sont & considérer avec quelque réserve
car les conditions opératoires sont trés différentes de

celles utilisées pour les études précédentes.
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CONCLUSIONS GENERALES

les conclusions générales que nous pouvons tirer
de motre travail, qui a consisté a rechercher une fraction
trés active du lait maternel en vue du traitement d'enfants

atteints de diarrhées rebelles sont les suivantes :

1) Le fractionnement du lait de Femme par relargage
au sulfate d'ammonium fournit des fractions enrichies en
certains protides. Ainsi, le précipité P?-B est constitué
& 64% de lactotransferrine et les précipités Fa et F’4
renferment lamgjeure partie des immunoglobulines du lait
(sIgA, IgM et IgGJ.

Afin dvobtenir, en grandes quantités les fractions du
lait de Femme, nous avons mis au point ume méthode semi-
industrielle de fractionnement mals les résultats ne sont
pas satisfaisants. Le rendement obtenu par cette méthode n!?
est que de 50% alors que le fractiomnement classique domnne
un rendement de 80%. Pour améliorer le rendement, l'étape de
concentration devra étre réalisée en utilisant une ultra-
fFiltreuse industrielle. La centrifugation nécessite 1°
utilisation d'ume machine de type industriel, fonctiomnant

en continu, mais de conception différente de la SHARPLESS.

2°] Une recherche de l'activité bactériostatique et
bifidigéne a été rémlisée sur les différents précipités du
lait maternel.
- l'activité bactériostatique des fractions protéiques du
lait de Femme a é&té déterminée sur la souche E. coli 0111

B4. Le précipité P,_g s'est avéré 8tre le plus actif.
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- l'activité bifidigéne a été déterminée sur différentes

souches bactériennes classées sn trois espéces : B. bifidum,

B. longum, B. infantis.lLe lactosérum dialysé et la caséine

redialysée exercent um pouvoir bifidigéne sur les souches

appartenant & l'espéce B, bifidum. Le P7-8 agit sur toutes

les souches analysées. Toutefois, l'activité bifidigéne de

ce précipité varie selon le lot.

3°) Ltanalyse biochimique du P, g montre gu'fa coté de
la lactotransferrine, il y a des immunoglobulines IgA (2,8%),
de la pigce de sécrétion (5,8%), du lysozyme (6%) et environ
11% de glycopeptides. Chromatographié sur colomne de SP-
Séphadex, le P7-8 fournit 2 fractioms. La fraction I, non
retenue, renferme les glycopeptides, les IgA, la pigce de
sécrétion et trés peu de lactotransferrine. Elle ne posséde
aucune activité bactériostatique mais favorise la croissance
des souches bifides appartenant aux espéces B. infantis et

B. longum.

La fraction II, retenue sur colomne de SP-Séphadex,

est constituée de lactotransferrine et de lysozyme. La
mise en évidence d'un complexe lactotransferrine-lysozyme
par Wanalyse immunoélectrophorétique de la fraction II a
été confirmée par l'ultracentrifugation analytique et le
dichrolsme circulaire. Wétude électrophorétique du
complexe lactotransferrine-lysozyme nous a amené a utiliser
ume nouvelle technique. Les arcs de précipitation marqués
a la fluorescéine, sont observés aprés excitation a 488nm
par un faisceau Laser.

Lractivité bactériostatique de cette fraction II est
importante ; de plus, certaines fractions 1I favorisent la
croissance des souches bifides appartenant aux especes B.

bifidum, B. infantis et B. longum tandis que d'autres frac-

tions mtomt aucume action.

o
4°] Le P?-B

diarrhée rebelle.

a été administré a 4 enfants souffranmts de
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Les études bactéricologiques ont consisté a dénombrer et
identifier les germes aérobies dams le liguide duodénal avant
et apreés traitement. Les résultats se sont traduits par une
amélioration notable de Li'état du malade avec, sn particulier,
la disparition de lWintolérance aux protéines, par une reprise
de poids et par une modificatiorn de la flore bactérienne
duodénale. Cette modification montre, dans tous les cas, une

disparition totale ou partielle des Staphylocogues.

5°) La conservation des protéimes du lait maternel et
du P?-B au cours des traitements de stérilisation est excel-
lente lorsque lz température ne dépasse pas 56°C et que la
durée de chauffage est de deux fois 30 mn. Le lait garde
toute son activité bactériostatique. Lors d'un chauffage de
30 mn a des températures comprises entre 58° et 680°C, ls
lactotransferrine subit ume forte dénaturation et perd son
activité biologique ol'est-a-dire sa capacité de fixer le fer

qui se traduit par une perte de li'activité bactériostatique.

Au vu des résultats obtenus, il serait intéres-
sant de polrsulivre ces travaux par
- litamélioration de la préparation industrielle de fractions
actives du lait de Femme ;
- l'étude des complexes de la lactotranferrine :
lactotransferrine-lysozyme, lactotransferrine-glycopeptides,
de maniére a préciser leur activité biologique;
- l'étude du traitement des enfants diarrhéiques sur un
plus grand nombre de cas ;
-~ la modification de l'arrété ministériel pour étendre, a
tous les lactariums de France, les meilleurs conditions de

conservation du lait de Femme.




MATERIEL ET METHODES
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I- FRACTIONNEMENT DES PROTEINES DU LAIT DE FEMME

A- INTRODUCTION

MONTREUIL et al., (1880 al ont décfit une méthode de
fractionnement des protéines du lait de Femme par précipi-
tation au sulfate d'ammonium. Ce procédé, qui associe un
gradient de concentration en sulfate d'ammonium & un gra-
dient de pH, a été modifié au laboratoire par DESCAMPS
(1974].

Avant de précipiter les protéines, le lait, provenant
de Femmes & divers temps de lactation et conservé sous
forme congelée, doit subir unme série de traitements qui le
convertissent en lactosérum. La préparation du lactosérum

varie en fonction des quantités de lait a traiter.

B- PREPARATION DES LACTOSERUMS

1) Pour un fractionnement classigue

a- Délipidation

Le lait est centrifugé a 0°C pendant 40 minutes et a
la vitesse de 3 000g. Les lipides viennent se condenser a
la surface du lait et forment une couche graisseuse, facils
& éliminer. Le lait est ensuite Filtré sur gaze a=fin d'Oter
tous les petits fragmenmts de la souche lipidique qui pour-

raient rester. ) O

Des essais de délipidation en faisant varier la tempeée-
rature ont &té effectués. Un mélange de lait bien homogénéisé
est divisé en 3 fFractioms de 100 ml. Chague fraction est
centrifugée &8 4 CO0 t/mn pendant 30 mn, mais & des températures
différentes : 0°C, + 10°C, + 30°C. La couche lipidigue sur-
nageante est recusillie, lyophilisée et pesée.

-

Le lait ainsi traité n'est pas totalement délipidé et
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les lipides restants sont extraits par un mélange chloro-
forme : méthanol (2 : 1 v/v]). Le méthanol dénature les
protéines et le chloroforme favorise la mise en solution
des lipides totaux. Aprés mélange et décantation, on obtient
un déphasage avec passage, dans la phase hydroalcoolique
supérieure des substances hydﬁosolubles, la phase inférieure
chloroformique renferme les lipides totaux purs.

Le lait délipidé par centrifugation est vigoureusement
agité en présence de 50 ml du mélange chloroforme : méthanol.
Aprés ume nuit de repos & + 4°C, la phase chloroformicue
est prélevée puis évaporée. Les masses des lipides résiduels
ainsi recueillis sont pesées.

b- Dialxgg

Le lait délipidé est soumis & une dialyse de 3 jours
contre de l'eaudistillée pour é€liminer le lactose dont la
présence entralne une précipitation irréguliére de la
caséine.

Les tubes de dialyse utilisés sont des tubes de cello-
phane Nojax 230.

O~ Décasgingvion

L'adialysable est réchauffé a 20°C puis amené a pH 4,8

avec de l'acide chlorhydrique0,1 N. Aprés une nuit de repos,

il est centrifugé & 3 000g x 30 mn.

2°) Pour un fractiomnement semi-industriel 3

L*aménagement du laboratoire me permet pas de faire des
Fractionnements de lait & l'échelon industriel. Pour des
guantités supérieures & 30 1, le lait délipidé est concentré

avant d'étre dialysé et décaséiné.

a- Délipidation

. La machine

il
W
(]

Le lait est délipidé par centrifugation
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i sl SN *
utilisée est une Wesphalia a coupelles .

b- Concentration et dialxse

Le lait délipidé est concentré par passage sur un hémo-
dialyseur (HOSPAL RP 6 HP]. Cet appareil est utilisé comme
rein artificiel, dans les hbpitaux.

Le lait, amené & l'hémadialyseur par une pompe, circule
le long d'un systéme de membranes perméables RP AN B8 3
base de copolymére d'acrylonitrile (épaisseur 30 microns).
Au cours de ce passage, le lait est concentré st, ce
faisant, il perd une partie de ses molécules de faible masse
moléculaire et de ses ions (sucres, ions minéraux, peptides
et pa-fois le lysozymel.

Le lait est préalablement délipidé pour éviter que les
lipides ne viennent colmater les pores des membranes permé-
ables. En effet, cette étape de concentration s &té réa-
lisée a + 4°C.

Le rétentat renferme encore du lactose et il est donc
dialysé pendant 3 jours contre de lieau distilléedans des

tubes de cellophanme Nojax 40.

Le mode de décaséination est le méme que celui décrit
ci-dessus (p.128). L'acide chlorhydrique (HC1l] O,1N utilisé

pour ajuster le pH a 4,5 est remplacé par HC1 3N.

C- FRACTIONNEMENT DES PROTEINES DU LACTOSERUM

Avant de commencer le fractiomnmement, ume partie aliquote
de lait délipide, dialysé et décaséiné, =st prélevéeet lyo-

philisée. Cette aliquote, appelée lactosérum dialysé, nous sert

*# Cette étape de délipidation a &té réalisée dans le hall de
1'IUT de Biologie Appliquée, et nous tenons & remercier le

Oirecteur, lFonsieur le Professeur FOURNET.
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de référence.

1°) Fractiomnement classigue

Pour les fractiomnements de colostrum et de lait hu-
mains n'excédant pas 3 litres, nous utilisons la méthode
classique mise au point par MONTREUIL et al., (1S80 =z] et
modifiée par DESCAMPS (1974) (voir fig. 17 p.132].

Les paliers de saturation 33 p. 100 et 50 p. 100 en
sulfate d'ammonium sont obtenus par addition lente, sous
sgitation magnétique, d'ume solution saturée de sulfate
d'ammomnium & pH 7. Puis nous passons a 74 p. 100 et & 100 p.
100 de saturation, par agitation de la solution en présence
de sulfate d'ammonium cristallisé.

- Nous utilisons la formule suivante pour calculer la
masse de sel, en grammes, & ajouter a 100 ml de solution

de saturation 51, pour obtenir une saturation S2.

0;18 (82 -8 1)
VG
~1800

X =

1 5.2
avec G en grammes de 504 CNH4]2 dans 1 000 ml de solution
saturée

G = 535,34 g & 20°C

V, volume apparent spécifique de SQ, CNH4Ja AR

satureée
vV = 0,5414 a3 20°C

Les pH sont ajustés lentement, avec des solutions dlacide
chlorhydrique et d'ammoniaque 3N.

Un repos d'une nuit est observé avant de recueillir
chacun des précipités par centrifugation & 4 0CC t/mn pen-
dant 45 mn et a + 4°C,.

Les précipités sont dissous dans un volume d'eau dis-
tillées mimimum et le pH est éventuellement ramené 3 ls neu-
tralité. Les solutions obtenuess sont dialysées & 4°C pen-

dant 3 @ 4 jours contre de liegau désionisée. Les tubes de
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Lactosérum dialyseé
ameneé a 33 g. 100 de saturation en

sulfate d'ammonium et & pH 7

Précipité P1
Filtrat 31, ajusté 3 pH 4,6

Précipité P2
Filtrat 32, ajusté a pH 3,8

Précipité P3
Filtrat 33, ajusté 3 pH 7 et amené a S0 g. 100

de saturation en sulfate d!'ammonium

Précipité P4
Filtrat 5S4, ajusté a pH 3,8

Précipité P5-B
Filtrat 55-6, ajusté a pH 7 et amené a 75 p. 100

de saturation en sulfate d'ammonium

Précipité PZ-3
Filtrat 37-8, ajusté a PH 3,8

Précipite PS
Filtrat SS9, saturé en sulfate d'ammonium

Précipité P10

Filtrat S10

Figure 17 : Schéma de fractionnement du lactosérum selon
le procédé de Montreuil et al.(1880) modifié
par Descamps (1874).




-133-

dialyse utilisés sont des tubes de cellophane Nojax 230.

2°) Variante du fractionnement classique

Lorsque la quantité de lait & fractionner est supé-
rieure & 3 litres, la solution saturée de sulfate d'ammo-
nium est remplacée par du sulfate d'ammonium cristallisé.
Pour les paliers de saturation 33 p. 100 et 50 p. 100, nous
ajoutons respectivement 180 g/l et 101 g/l de sulfate d'ammo-

nium en cristaux.

Dans le cas des fractionnements de type semi-indus-
triel, les précipités sont recueillis par centrifugation ;
la centrifugeuse utilisée (SHARPLESS) est une machime de
type semi-industriel qui fonctiomne en continu. La force
centrifuge appliquée est de 20 000 g et le débit est d'en-
viron 15 1/h. :

La centrifugeuse ne possédant pas de systéme de réfré-

gération, est placée dans la chambre froide & + 4°C.

3

II- PURIFICATION DES PROTEINEZ

u

A- LA LACTOTRANSFERRARINE

1°) Purification de la lactotransferrine native

La lactotransferrine humaine a été isolée & partir du
précipité P7-8 selon le protocole décrit par CHERAON, MAZURIER
et FOURNET (1977).

Le précipité P7-3 (Fig .17 p._ 132 ), trés riche en
lactotransferrine, est chromatographié sur une colonne de
5P-Séphadex é&quilibrée dans un tampon acétate de sodium
C,22 M. La lactotransferrine se fixe sur le support de la
colonne.

La colonne est lavée avec de l'acétate de sodium §,22 M

puis 0,4 M. L'évolution de la lactotransferrine s'effectue
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ensuite avec une solution d'acétate de sodium 0,5 M. L'éluat

est dialysé et lyophilisé. Le lyophilisat, redissous dans
un tampon acétate de sodium 0,22 M est rechromatographié

dans les mémes conditions que précédemment.

2°) Préparation de l'apolactotransferrine

La lactotransferrine native est dissoute dans un tampon

Fformiate de sodium 0,2 M phosphate de sodium 0,2 M £.0.T.A
40 mM pH4 pour obtenir une concentration maximale de
0,5 p. 100. .Aprés une incubation de 24 h, la solution est

dialysée 3 jours contre de l'eau distillée.

LYS0ZYME

m

B- L

DETERMINATION DU DEGRE DE

A- PREPARATION DES IMMUNSERUMS

1°) Sérums de Lapin anti IgA et anti-lactrotransferrine

L'immunsérum est obtenu par immunisation d'un lapin
auquel nous injectons 1 ml d'ume solution d'antigéme dans

du sérum physiologique, additionnée d'adjuvent de Freund

LY ml Y.

Le sérum anti-lactotranferrine est obtenu par injec-
tion d'ume solution de lactotransferrine a 1 p. 1 000. Pour
le sérum anti-IgA, la solution d'IgA purifiées est utilisée
a8 la concentration de 5 p. 1 0O0OC.

La solution antigénique est injectée par piglre intra-
musculaire dans les pattes arriéres d'un lapin. Un cycle
d'injection consiste en une injection par semaine pendant
1 mois. Le lapin est saigné, une semaine aprés la derniare

injection, par incision de la veine marginale de l'oresille.
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Pour avoir un immunsérum de bonne qualité, il est souvent

nécessaire de faire 2 ou 3 cycles d'injection.

2°) Sérum de lapin anti-colostrum humain

La solution éntigénique utilisée pour immuniser un
lapin, est un "cocktail" des différents précipités obtenus
par fractionnement de colostrum. Les quantités de protéines
sont croissantes : 5, 10, 15, 20 mg/2ml avec 1 ml de sérum

physiologique et 1 ml d'adjuvant de Freund.

W

°) 3érums anti-IgB, anti IglM, anti-lysozyme
g0 , Sy 2

Y .

anti-pidce de sécrétion

Ces anti-sérums sont achetés dans le commerce [(Cehrin-

gwerke AG, Marburg]).

E- MARQUAGE D'UN ANTISERUM A LA FLUORESCEINE

1°) Précipitation des anticorps

Nous avons utilisé la méthode décrite par CAMPBELL
et al., (1264]). A 2 ml d'un sérum de lapin anti-lyszozyme
(Behringwerke), nous ajoutons goutte & goutte, 1 ml d'une
solution saturée de sulfate d'ammonium. Puis nous ajustons
le pH & 7,3 avec de la soude 1 N ou 2 M. Le mélange-=sst
agité treés doucement pendant 2 h puis est centrifugé a
1 4C0g x 30mn et & température ambiante. Le précipité ob-
tenu est redissous dans une solutiomn saline pour restzurer
le volume initial de sérum.

Ce cycle est refait 2 fois. Le troisiéme précipité

recueilli est dissous dans un tempon 0,025 M Na, CC, et

-~

(

A -

0,025 M Nat CC. pH 10,2 dans un volume égzl & la moitié
~

du volume de départ (soit 1 ml). La solution obtenue est

dizslysée 24 h & + 4°C contre le méme tampon afin d'élimi-

rner les trazces de sulfate d'ammonium.
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2°) Préparation d'anticorps fluorescents

La solution d'anticorpsanti-lysozyme est dissoute dans
le tampon G,C25 M laa CQ3 - G,025 M ”aHCD de sorte que la
concentration en protéimes soit de 1%. Introduite.dans un
petit tube de dialyse, elle est dialysée contre 10 volumes
d'une solution de FITC (5-fFluorescéine isothiocyanate,
Eastman Kodak), 0,1 mg/ml, dans le méme tampon -

La dialyse est effectuée a8 + 4°C et sous agitation
constante pendant 24 h. Le tube de dialyse doit &tre com-
pletement immergé, nous utilisons done une éprouvette.

Aprés 24 h d'incubation, la solution d'anticorps est
dialysée, contre un tampon phosphate pH 7,3, jusqu'a ce
qué la fluorescéine ne soit plus détectable dans le dialy-
sable. Les anticorps fluorescents sont préts a etre

utilises.

C~- METHODES ELECTROPHORETIQUES ET IMMUNOELECTROPHORETIQUES

1°) Acétate de cellulose

Les électrophoreses sont réalisées sur des bandes
d'acétate de cellulose de 2,5 x 16 cm fournies par POLIPHOR,
dans le tampon LAURELL et al., (1957) pH 2,8 et sous une
tension de 120 V pendant 2 h. La révélation.des protéines

est effectuée par coloration zu réactif & l'Amidoschwartz.

2°)] Immuncélectrophoréses

Nous utilisons la technique d'immunoélectrophoreéss de
GRABAR et VILLIAMS (1853) sur gélose en suivant la mécro-
mé&thode de SCHEIDEGGER (1855).

L'électrophorése sur gélose ([Agar Moble] est effectuée
dans un tampon véronal pH 3,2 dont lz composition est la
suivante :

- Véronal sodé ety
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- NaCl 23,4 g
- Eau distillée 4,3 1
ajusté a pH 3,2 avec HCl 0,2 N

‘et sous une temsion de 1,5 V/cm pendant SC minutes. Puis

nous découpons a l'emporte piéece une fente que nous rem-
plissons d!immunsérum.

La plague d'éléctrophorése est placée pour 48 h dans
un humidificateur 3 température ambiante afin que 1l'immum-
sérum diffuse. Puis la plague est lavée dans du sérum phy-

siologique, séchée et colorée.

L!'immaonoélectrophorése double, encore appelée eélec-
trophorése bidimensionnelle, est effectuée selon la mé-
thode décrite par LAUAELL (1885). La composition du tampon

dtélectrophoreése utilisé est la suivante :

Véronal acide 28 g
Tris 55,4 g
Lactate de Ca 0,686 g
Na Ng 0,312 g
Eau distillée qg;s.p. Sl

pH g,6

La premiére électrophorése est réalisée sur une plaque
de verre (10 x 10 cm] recouverte d'un gel d'Agarose A 37
1 % dans le tampon pH 38,86. Nous découpons, & l'emporte —
piéce, 4 puits de 3 mm de diamétre dans lesquels nous
déposons 8 ul des échantillons a analyser.
Les 4 échantillons migrent dans la premiere dimension
sous l'effet d'um courant de 10 V/cm, appliqué pendant 1 h 30.
Aprés l'électrophorése, le g=l1 est coupé en 4 bandes,
chague bande étant reportée perpendiculairement sur une
autre plagque de verre (10 x 10 cm]. Puis noms coulons

12,5 ml d'Agarose A 37 1 % contenant un anti-sérun.
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Pour la seconde dimension, la migration est effectuée
sous ume tension de 2 V/cm durant toute la nuit.
Les plagues sont ensuite lavées dans du sérum physio-

logique, séchées et colorées par un réactif & l'Amidoschwartz.

O~ DOSAGES IMMUNOLOGIQUE ET ENZYMATIQUE DES PROTEINES

1°) Immurnodiffusion radials

La quantification des protéines se fait par la techni-
que d'immunodiffusion radiale de MANCINI et al., (1s85).
L'antigéne diffuse dans la gélose contenant l'immunsérum
et, lorsque la zone d'équivalence est atteinte, il se
forme un anneau de précipitation dont la surface est pro-
portionnelle a la quantité d'antigéne déposée.

Sur une plaque de verre (10 x 10 cm), nous coulons .
15 ml de dgélose, Agarose A 37 1 % dans un tampon barbitu-
rate pH 3,6, contenant l!'immunsérum. Aprés refroidissement
du gel, des puits de dépots de 1,5 mm de diamétre sont
pratiqués. Une prise d'esszi de 2 ul est déposée dans chaque
puit. La diffusion se fait en chambre humide pendant 43 heures.
Aprés lavage du gel et coloration & l'Amidoschwartz, les
diamétres des cercles de précipitation sont mesurés.

Une gamme étalon réalisée par dilution d'un antigéne
pur et déposée dans les mémes conditions que la soclution

a analyser, est toujours incluse dans la plague.

2°) Dosage du lysozyme

Le lysozyme est dosé& par la méthode du lyso-plate décrite
par O0SSERMAN et LAWLOR (1966) et modifiée p=r SELSTED et
MARTINEZ (1Se0).

A un gel d'Agarose A Z7, & laz concentrztion de 1 % dans
le tampon phosphate 0,05 M pH 7,4, est sjoutée une suspen-

sion de Micrococcus lysodeikticus. La concentration finale

en bactéries doit étre de 50 mg/100 ml de gélose.

Jans une bolte de Pétri de diamétre © cm, noas coulons
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20 ml de gélose : l'épaisseur du gel est de 4 mm. Aprés
solidification, les puits de dépots (3 mm de diametre)
faits a l'emporte-piéce, sont remplis par 15 ul de la
solution a analyser ou de la solution de lysczyme stan-
dard.

Aprés une incubation de 18 h & 37°C, le diamétre des
Plages de lyse est mesuré et la courbe d!'étalonnage est
tracée. Elle porte en abscisse le logarithme décimal de
la concentration en lysozyme et en ordonnée, le diamétre
de la plage de lyse exprimé en millimétres.

Aemargue : le lysozyme standard utilisé est du lysozyme de
blanc d'oeuf de Poule (commercialisé par 3IGMA). Or, l'ac-
tivité de ce lysozyme est inférieure & l'activité de lyso-
zyme humain d'un facteur 3. Nous devons tenir compte de ce

facteur dans nos résultats. .

IV- ANALYSES CHIMIQUES

&- DOSAGE DES PROTEINES TOTALES

Le taux de protéines totales contenues dans un &échan-
tillon & analyser est déterminé en utilisant la méthode de
LOWRY et al., (1551].

- Solution A : NaCD3 2 % dans NaOH 0,1 N -

- Solution B : sulfate de cuivre 5 HZO 8,5 % dans le
tartrate de Na,K 1 %
- Solution C : 50 ml de la solution A + 1 ml de la
solution E
A 0,1 ml d'une solution de protéines sont ajoutés 0,5 ml
de la solution C. Le mé&lange est agité puis laissé au repos
pendant 10 mn. MNous ajoutons ensuite 50 ul du réactif Folin-
ciocalteu, préalablement dilué au 1/2. La solution ainsi
formée est lzissée 30 mn & l'obscurité zsprés agitation.
Une céloration bleue se développe : la lecture est effectuse

> — -
a /934U MMe.



-140-

Le témoin wutilisé est une solution de sérum albumine

a 0,1 mg/ml.

8- DETERMINATION DE LA COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES

La compcsition centésimale en glucides des fractions
P7-8, a é&té déterminée par l'application des procédés de
dosages coclorimétriques suivants (voir la revue générale
de "MONTREUIL e¢-SPIK, 18863).

1°) Dosage des oses neutres

Les oses neutres sont dosés par la méthode & l'orci-
mol-sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI (1S2S) modifiée
par RIMINGTON (1S831).

2°) Dosage des osamines

Les osamines, libérées par hydrolyse chlorhydrigue
(HC1 4 N, redistillé et exempt de fer, & 105°C pendant
4 h) sont dosées par la méthode modifiée d'ELSON et
MORGAN (1833) selon laguelle la glucosamine libérée en
milieu alcalin, domne, avec l‘'acétylacétone, un chromogene
qui réagit avec le réactif d'EHRLICH pour donner une co-

loration rose-violacée.

3°) Dosage des acides sialigues

Les acides sialiques totaux sont dosés par le réactif
de DISCHE (1830) & la diphénylamine selon le procédé de
WERANER et ODIN (1932).

C- DETEAMINATION DE LA CAPACITE D= FIXATIOM EN F=R

12) Saturation en fer

al Principe

Un exceés de fer est ajouté au lait délipidé pour sa-

turer les sites de liaison libres sur la lactotransferrine.
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Le fer non fixé est adsorbé sur une résine échangeuse d'ions.
Le fer résiduel, représentant la capacité totale de fixa-

tion, est alors dosé.

b) Solution

- Solution 0,1 M en citrate de sodium et 0,1 M en bi-
carbonate de sodium pH 2,8.
- Solution de sel ferrique d'AZARI et BAUGH (1867)
chlorure ferrique a 6 H,0 232 mg
solution citratée précédente gq.s.p 100 ml
Cette solution mére de sel ferrique dont nous avons
défini le taux de fer par la méthode décrite ci-aprés, est
diluée au 1 : 15 afin d'obtenir ume solution saturante &

15 ug de fer par ml.

c)] Mode opératoire

A 2 ml de lait délipidé par centrifugation, nous ajoutons
1 ml de la solution saturante d'AZARI : aprés avoir bien
mélangé & l'aide d'un agitateur en verre, attendre 10 mn.

Pour éliminer le fer non Fixé ., le contenu du tube
est passé sur une microcolonne de DOWEX 1 x 4 AG (200 - 400
mesh] sous forme chloride. 1 ml de OCWEX 1 x 4 équilibrée
dans l'eau est introduit dans un cone de pipette automati-
que, lavé par 1 ml d'eau distillée puis par 0,56 ml du mé-
lange. Le reste du mélange est passé sur la colonne et

recueilli.

2°) Dosage cdu fer )

al) Principe

Aprés rupture de la liaison fer-lactotransferrine par
l'acide chlohydrique et déprotéinisation par acide trichlo-
racétiqus, l'ion f=arriqus est réduit en ion ferreux par

l'acide thioglycolique. L'ion ferreux forms avec la batiho-
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phénanthroline disulfonée un complexe rose dont l'intensité

de coloraticn est proportionnelle @ la concentration =n fer.

b] Solutions

- Salution étalon de fer 3 mg/l (53,7 umol/1)

- Solution déprotéinisante

acide trichloracétique 812 mmol/1
acide chlorhydrigue 2,1 malsl
acide thioglycolique 433 mmol/1l
- Bolution chromogéne ‘
bathophénanthroline disulfonée 486 umol/1
acétate de sodium 2 mol/l

c)] Mode opératoire

Dans un tube & hémolyse en pyrex, préalablement laveé
a l'acide mitrique, introduire 1 ml de la solution a ana-
lyser. Ajouter goutte a goutte, en mélangeant doucement &
l'zide d'un agitateur en verre, 1 ml de la solution dépro- |
téinisante. Aprés un repos de 5 mn, le tube est porté au
bEain-marie 75°C pendant 10 mn. Une floculation blanche appa-
ralt dans le tube ; elle est éliminée par une centrifuga-
tion de 15 mn & 3 000 t/mn. |
1 ml de surnageant est prélevé, auquel 1 ml ce la so-
lution chromogéne est ajouté. Les 2 solutions sont bien
mélangées et, aprés un repos de 5 mn, l'intensité de colo-
ration est lue & 535 mm. La 3.0. du dosage et de l'étalon
est lue contre le témoin eau distillée. La coloration est

stable au moins 1 h.

V- ACTIVITES BACTERIOLOGIQUES

A- DOSAGE DE LAACTIVITE BACTERIOSTATIQUE

La souche d'Z. coli de sérotype 0 111 B4 provient de la
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collection de la Faculté de lMédecinme du C.H.A de Lille.

Zlle 3 été isolée & gartir des selles d'um nourrisson
souffrant de gastroentérite (G5.2.I) et elle est conservée
sur milieu de LEMINOR (1872). Aprés mise en culture, la
pureté de la souche est vérifiée par isolement sur ume bolte
de gélaée lactosée au Bromo Crésol Poupre ou sur ume bolte
de gélose au sang. La souche doit 8tre repiquée tous les

15 jours sur gélose nutritive.

1°) Préparation de 1'imoculum

Une Ose de bactéries, prélevée sur gélose nutritive,
est reportée dans 10 ml de fAinger-Tryptone et incubée &
3S7°9C au bain-marie agité.

Aprés 3 h de culture, la population bactérienmne peut-
&tre estimée & 108 bactéries par millilitre. Une dilution
au 1/100% dans du sérum physiologique stérile est effectuée

et servira a l'ensemencement.

2°) Mise en culture

Les précipités a analyser sont dissous dans le milieu
Ringer- Tryptone & raison de 5 mg/ml.
Dans un tube a hémolyse stérile, sont introduits :
- 1 ml de la solution & analyser
- 15 ul d'une solution de NaHCD3 1 M
- 20 ul de l'inoculum dilué au 1/100°%
Il est nécessaire d'inclure, dans chague expérimentation,
un tube témoin contenant 1 ml de milieu Ringer-Tryptone
sans inhibiteur. Aprés 13 h d'incubation & 37°C, une nu-

mération sur bolte de Pétri est réalisée.

3°) Numération sur boltes de Pétri

Pour la numération sur bolte, des dilutions sont
: 2 it B . =
effectuées afin d'avoir un taux maximale de 107 germss

par ml. Jans un tube & hémolyse stérile, 0,2 ml de sérum
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physiologique stérile et 0,1 ml de la culture bactérienne
sont introduits. Oes dilutions en cascade sont ainsi réa-
lisées jusqu'a 10-5 et 5.10-6 pour l'inoculum de départ.
La mumération aprés 12 h de culture, est faite & partir

5 / aZ o -8
de dilutions de 10 ' 10 T,

4°] Milieux de culture

Ainger Tryptone (RAEITER, 1875)

- Tryptone (hydrolysat trypsique de

caséine) i 10 g
- NaCl G.g
= K1 0,1 g
- CaC12 T o
- NaHZOg 0,42 g
- Zau permutée Q+S.P. 1 litre
pH 7SS
diileu do Map CONSEY
- Peptome bactériologique 20 g
- Sels biliaires 15 g
- NaCl 8 g
- Lactose 10 g
- Rouge neutre 0,03 g
- Cristal violet 0,001 g
- Agar ' 15 g
- Eau permutée s .p ' 1 litre

pH 7,1

S~ MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE BIFIDIGENE

19]) Souches utilisées

Les souches appartenant au gesnre Bifidobactérium pro-
viennent soit d'isolements récents de selles de nourri-

ssons alimentés au sein ou au lzit "maternissd!, soit de
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la coliection du Laboratoire de Bactérioclogie de la Faculté
de Pharmacie de Lille. Toutes somt conservées a l'état con-
gelé en milieu de Rosenow (BUTTIAUX et al., 1574)].

Le choix des souches a été fait en fonmction de leur
taxonomie et de leurs besoins nutriticonels. Les souches
utilisées appartiennent & 3 espéces qui peuvert &tre ré-
parties en deux groupes : Qn premier qui comprend les es-
péces longum et infantis dont la croissance est favorisée
par l'alimentation artificielle. Un: deuxisme groupe formé
par l'espece bifidum voit sa croissance fFavorisée par le
lait maternel.

Pour le dosage, la souche est ensemencée dans un mi-
lieu cerveau-coeur cystéiné en tube. Afin de maintenir
1' anaérobiose pendant tout le développement, on coule 1 cm
de paraffine (PF S0°C) & la surface du milieu. Aprés 24 h
de séjour a 37°C, le volume entier de cette préculture
est ajouté & 100 ml du méme milieu. Aprés 48 h d'incuba-

tion & 37°C, on observe une multiplication abondante.

2°) Préparation du milieu ensemencé

50 ml sont prélevés et centrifugés pendant 15 mn &

4 000 tr/min. Le culot est repris par une solution de
Ainger cystéiné pour &liminer au maximum le milieu de cul-
ture. Apras une nouvelle centrifugation, le culot est di-
lué dams 10 ml de milieu de GARCHES liquide. 11 représente
une préparation minimum gqui permet la survie des germes
sans développement notable.

Une partie aliquote de la suspension bactérienne est
prélevée afin d'en déterminer la densité optique (3.C) &
€20 mm, le milieu de GARCHES servant de témoin. Si néce-

re, la suspension bactériemne est diluées pour amener

1
0.0. & une valeur comprise entre 1,0 et 1,5. 3 ml de
1

la

cette suspension sont ensuite hamogénéisés dans 120 il de
milieu de SAACHZIS gélosé. L= mélangs est coulé dans des
boltes de Pétri. Aprés solidification, un disque de papier
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est déposé au centre de la bolte.

3°) Préparation du substrat 3 analyser

Les différents précipités du lait de Femme sont uti-
lisés a des concentrations de 20 mg/ml et de 2 mg/ml.

Les précipités sont repris dans de l!eau distillée
et utilisés sans aucun autre traitement. Généralement,
l'acidification du milieu due & la croissance de Bifido-

bactérium empéche la prolifération des contaminants.

4°) Réalisation du test

Apreés avoir déposé les disques imprégnés & la surface
du milieu, les boltes de Pétri sont mises en incubation &
37°C en anaérobiose pendant 5 jours dans une jarre B.B.L.
avec sachet GASPAK. Une substance dont l'activité est po-

sitive stimule la croissance bactériemne autour du disque.

5°9)] Milieux de culture

Milieu cerveau-ceoeur czstéiné

- bouillon cerveau-coeur a7:g

- extrait de levure 5.6

- chlorhydrate de cystéine 05 g
- eau distillée QeB.p. 1L

Le milieu est ensuite ajusté a pil 7 et stérilisé 2

l1'autoclave & 120°C pendzant 15 minutes.

Solution de Hinger cvstéine

- — - —————— o -

- hNall g g
=t 0,42 g
- 0all., 0,48 g

- NaCo3 8,20 g
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- Chlorhydrate de cystéine

-~ 0O
= W
(=]
@

- Eau distillée g.-S.P»

La solution obtenue est diluée au 1/4, répartie en flacons

et autoclavée 20 mn a 120°C.

Milieu de Garches

-~ Asparagine Sg
- Lactose 10 g
- CH3000 Na, SHEO 3,66 o
- 304 Mg, 7Hé0 0,50 g
- Na,HPO,, 12H,0 2,33 g
- KH,PO, g,s0 g
- Cystine gt g
- Casamino acids vitamin free 10 g

- Solution P.A.B.(100 mg acide p-amino-
benzolque dans 100 ml d'eau distillée) 1 ml
- Solution vitaminée (1 mg biotime + 100 mg
pantothénate de calcium dans 100 ml d'eau
distillée) 1 ml
- Egu distillée 1 00C

kes ingrédients sont dissous par chauffage. Le pH est
ajusté a 5,4 et le milieu est autoclavé & 108°C pendant

30 mn. Il est solidifié par addition de 10 g dtagar/l.

VI- PASTEURISATION DES LAITS DE LACTARIUM

- - T G - G T - —— . G W - ———— W ——— T —— -

A- COLLECTE DU LAIT MATERNEL

Oes échantillons de lait provenant de 20 & 40 donneuses
sont fiélangés. Dans la plupart des cas, le lait est collecté
dans un flacon stérile en utilisant umne pompe &lectrigue

ZGNSLL) ou une pomps Manuelle.
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Le lait est congelé ou gardé a + 4°C dans un réefrégé-
rateur pendant 48 h avant d'étre collecté par le personnel
du lactarium.

Les échantillons de lait maternel sont réunis pour

donmer un lot de 4 litres.

B- PASTEURISATEURS

1°) Pasteurisation & "basse' température

a) Pasteurisateur de_lait_maternel Oxford

e e e e e e G et ot T T S o S S A A o e Gt SN0 D S VEW e L ASP 0 S AmD G GRS e G men om0

Aprés un temps de pré-chauffage d'environ 35 mn, le
porte~-biberons est immergé dans le bain-marie =t l'opéra-
tion de pasteurisation débute par une phase des stabilisa-
tion de 10 &8 15 mn, pendant lagquelle la température du
lait est porté a E63°C. La température de l'eau est ensuite
maintenue & 83°C précis pendant 31 mn. Par la suite, l'eau
est évacuée rapidement et remplacée par de l'eau froide,
courante a grande vitesse pendant 18 mn, afin de  réduire
la température du lait a environ 20°C.

Lz capacité de traitement est de 4 litres par cycles

et chague cycle dure 100 mn. Le lait est conditionné dans

i

des biberons de 100 ml FREFLO jetables.

b) CM 80

Les biberons sont placés dans un bain-marie pré-chauffé
& 83°C. L'opération de pasteurisation qui dure 30 mn est
précédée d'une phase de stabilisation de 10 mn.

A la fFin de l'étape de pasteurisation, le lait est
rapidement refroidi par immersion automatique dans une
eau froide.

Le cycle entier dure S0 mn car un temps de pré-chauf-
Ffage de 45 mn est nécessaire : 7,2 1 de lait répartis en

~

biberons de 140 ou 24C ml peuvent etre traités & chasue

cycle.
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Tout au long de ce cycle, les biberons sont agités
doucement (E0 coups/mn) prévemant ainsi la coagulation ou

la séparation du lait en 2 phases.

c) Lyon H.M. (Subtil Crépiesux)

Grace & une assistance technique disponible, il a &té
possible de faire varier la température de pasteurisation.
Nous avons donc utilisé 3 modes de pasteurisation : £3°C
30 mn, 58°C 3C mn une fois et deux fois.

Le volume total de lait traité est de 9,6 1 et le
cycle dure 120 mn. Les biberons utilisés sont les mémes
gue ceux du pasteurisateur CM 80.

Jans toutes les expériences réaliséss avec des pas-
teurisateurs 3 basse températures, un biberon-rempli de
lait est placé au centre du bain-maris et les autres sont

remplis avec de l'eau.

2°) Pasteurisation & haute température

L'appareil utilisé est le STOUTZ-ACTINATOR.
Le lait, placé dans une cuve de 20 1 réfrégérée 3
+ 4°C, est injecté grace & une pompe dans ume tubulure

~

de 0,30 m ok il est chauffé a 70°C pendant 15-17 secondes.
Puis il est refroidi brusquement & + 4°C, le temps de re-
froidissement variant de 3C & 45 secondes. Le débit est

-~

de 28 a 33 litres de lait. /heure.
L'inconvénient majeur de ce systéme réside dans le
Fait que le lzit doit €tre manipuler aprés pastesurisation
~

rour gtre mis en biberons d'ol un risque de contamination

bactérienns.

C- ANALYSES BACTERIOLOGIQUES
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étude bactérioclogique est réalisée pour compter le nombre

de germes présents dans le lait.

- numération de la flore mesophilique totale (gélose
su sang)
0,1 ml de lait dilué au 1/1 000 et 1/10 00O
- numération de Staphylococcus (milieu de Chapman)
0,1 ml de lait dilué au 1/10
- numération des Entérobactéries (milieu Origalsky)
0,1 ml de lait dilué au 1/100

bl Aprés pasteurisation

- numération de la flore mesophilique totale (gélose
au sang)

0,1 ml de lait non dilué

2°) Activité bactériostatigue

Nous avons utilisé la méthode décrite & la page 142 et
légérement modifiée.

A 1 ml de lait délipidé et filtré sur Millipore 0,43 um,
sont ajoutés 15 ul de NgHCO5 et 20 ul de la préculture bac-
térienne E. coli 0111 34 diluée au 1/100°. La numération

gst effectuée agprés 5 h et 24 h de culture.

D~ ANALYSES PHYSIQUES DE LA DENATURATICN DOE LA LACTOTRANS=~

FEARIN

i

1) Dichrolsme circulaire

Les expériences ont &té réalisées sur un dichographe

Jobin Yvon #.Jd. HARK III qui permet dss mesures de 130 &

1
s -
230 nmm

ils
~—~

s 1'ﬁ-“'
2 “ »

(]

La sensibilité de l'appareil psut varier de 2.1
P f




Cet appareil est complétement informatisé et permex
d'effectusr tous calculs sur les spectres experimentaux
de fagon treés précise.

L'épaisseur des cellules de mesurs peut varier de

8,01 3 1 cm. L'ellepticité molaire (8) est calculée & par-

tir du spectre expérimental par la formule :
M -1 2
(83 = 3 300.-Ea -A-p en deg. mole cm
M : masse moyenne des résidus d'acides aminés
© : concentration en g/l
d : longueur de la cuve en cm
A : intensité du signal obtenu, mesurée en mm
s i e ~4 | L-=B
LD : sensibilité de l'appareil {2.10 3 1C )

Tous les spectres dichrolques ont été réalisés entre
20 et 7C0°C. La température sst mesurée par une sonde au

platine plongée directement dans la solution.

2°] Absorption ultraviolette différentielle

Les expériences ont &té réalisées sur un spectropho-
tométre Cary 118 C dans des cellules de 1 cm d'épaisseur.

Au départ, les 2 cuves sont placées & 5°C puis l'une
des deux est chauffée jusqu'a 70° par paliers de Z°C. La
température est mesurée de la méme fagon que pour les ex-
périences de dichroisme circulaire. Les mesures sont effec-

tuées entre 350 et 240 nm.
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