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Résumé

L’allaitement maternel constitue le moyen naturel idéal pour nourrir le nouveau-né et
contribuer a donner des propriétés anti-infectieuses, anti-inflammatoires et immuno-

modulatrices.

Le lait maternel constitue la meilleure nourriture possible et il est produit sans aucune
intervention de la meére ni de quiconque. Il pourrait également contribuer a 1’éducation du
systeme immunitaire immature du nouveau-né vers ’acceptation des antigénes du soi et de
I’environnement inoffensif. L'immunité maternelle muqueuse comprend les IgA sécrétoires
(slgA) qui sont transférées principalement par le lait jusqu'au sevrage. Les anticorps sIgA de
la mamelle sont produits en réponse aux antigenes intestinaux et respiratoires, y compris des

microbes pathogenes.

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit ont été entrepris pour suivre les
concentrations en immunoglobulines A dans le lait maternel . Ou le colostrum est plus riche
en immunoglobulines de type sécrétoire A, dont le taux diminue considérablement dans le lait
mature. Ainsi, Le lait maternel garde ses propriétés immunologiques et les IgA présents dans
la deuxiéme année d’allaitement permettent la poursuite de la protection du systéeme
immunitaire de I’enfant.

Cette variabilité pendant la lactation refléte le réle important du lait humain en fournissant des

facteurs immunologique contre les infections.

Mot clé : Lait maternel, L'immunité, immunoglobulines A, anti-infectieuses.



Abstract

Breastfeeding is the ideal innate way to nourish a newborn and to help impart anti-
infective, anti-inflammatory and immune-modulating properties. Breast milk is absolutely the
best food for newborn as it is produced without intervention of the mother or anyone else. It
may also help in the development of the immature immune system of the newborn to accept
harmless antigens from the self and the environment. The maternal mucosal immunity
includes secretion of IgA (slgA), which is transferred mainly through milk until weaning.
Udder slgA antibodies are produced in response to intestinal and respiratory system antigens,

including pathogenic microbes.

This study presents the immunoglobulin (IgA) concentrations in breast milk.
Colostrum contains the highest percentage of immunoglobulin’s of the secretary type which
it's level is greatly reduced in mature milk. Breast milk retains its immunological properties
and is presented in the second year of breastfeeding that allows continuous protection of the
baby. This variability during lactation reflects the important role of breast milk in providing

immunological factors against the infections.

Keywords: Brest Milk; immunity; immunoglobulin A; anti-infectious .
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Introduction

L’organisme du nouveau-né est immature et certains organes ne sont pas termines. Le
systéme nerveux ne sera fini qu’entre 2 et 3 ans, le systéme immunitaire est « vierge » et le
systeme digestif est tres fragile (Menat. E, 2005).La période néonatale est particulierement
critique car apres la naissance les nouveau-nés sont immédiatement exposés a un grand
nombre des micro-organismes. La morbidité et la mortalité élevées taux observés au cours des
premiers mois de vie en raison de maladies (Palmeira et al, 2016).Selon un rapport de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) datant de 1995, I’infection est la premiére cause
de mortalité infantile dans le monde, principalement pendant la période néonatale. Cing
millions d’enfants décédent chaque année d’infection néonatale(Aujard, 1998).Peut-on définir
le bébé systeme immunitaire comme classiqguement «immunodéprimé» est quelque peut
discutable. Parce qu'une faible exposition a l'antigéne se produit in utero, d’un point de vue
immunologique, les cellules du nourrisson ont besoin «éducation» considérable au début de la
période postnatale.(Field. C.J,  2005).Presque tous les agents pathogenes (bactéries,
champignons, parasites et virus) peuvent étre responsables d’infection chez le nouveau-né

(Biran-Mucignat et al., 2004).

Les bienfaits de I’allaitement exclusif sont reconnus tant en termes de protection
contre les maladies infectieuses et de capacité a satisfaire les besoins énergétiques de 1’enfant
qu’en termes de développement des liens affectifs entre 1’enfant et sa mére et enfin de santé

de la mére (Kramer et al, 2012).

Le professeur Pierre Royer a dit : « Le lait de femme allie trois qualités idéalement
recherchées ailleurs : Le prix de revient le plus bas, la qualité la plus élevée et la présentation

la plus attirante.» (Beaufrére et al, 2000).

La composition treés spécifique du lait maternel lui confére des propriétés anti-
infectieuses indiscutables, associées a une excellente biodisponibilité des nutriments qu’il
contient. Au total, il fournit au nourrisson une protection de sa capacité a assimiler des
nutriments trés biodisponibles , ce qui permet d’assurer une croissance de bonne qualité,
essentielle a ce stade de la vie.(Picaud, 2008).Sa composition est ainsi adaptée aux besoins de

I’enfant et a son évolution en fonction de son age. (Montoya.F, 2004).

Les propriétés anti-infectieuses du lait maternel reposent a la fois sur des facteurs
solubles et sur des élements cellulaires .Parmi les facteurs solubles figurent les
immunoglobulines (OMS 1989).L'enfant nait avec une capacité limité a produire des

immunoglobulines (lg) et doit dépendent donc de l'immunité passive acquise pendant
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grossesse et sur I'immunité sécrétoire par l'allaitement. Le lait maternel humain est riche en Ig,
le principal L'lg étant une IgA sécrétoire (SIgA) (Groer et al., 2004). Au début des années 60
le professeur LARS-HANSEN amontré la présence des immunoglobulines A (Wilson, 1986).

Les caractéristiques immunologiques du lait maternel qui peuvent influencer I'état
immunitaire du nouveau-né font I’objet d’études actuelles qui ménent a se demander quels
sont les éléments constitutifs de lait maternel qui conferent ces propriétés immunitaires ?

Comment les immunoglobulines A parvient-il a protégé le nouveau-né contre les infections ?

C’est dans ce méme ordre d’idée et dans le méme contexte que nous avons jugé utile
de poursuivre la recherche sur le sujet suivant :Contribution de lait maternel a la protection

contre les infections chez les nouveaux nées : apport immunologique IgA.

L’objectif de ce travail est d’approfondir nos connaissances concernant la composition
du lait maternel en IgA, de déterminer d’une maniére comparative la maturation du lait
maternel par I’évolution du taux des immunoglobulines A dans le colostrum, le lait de
transition et le lait mature. Afin d'évaluer les changements spécifiques de la teneur en IgA

dans le lait maternel au cours de la lactation. Pour cela, trois parties sont abordées :

La premiére partie revét un caractere théorique, le chapitre | décrit I’anatomie du sein
et la physiologie de lactation, le chapitre Il donne un apercu sur le systéeme immunitaire du
nouveau-né et généralité sur les infections, en fin le chapitre Il ou nous avons présenté
I’aspect immunologique du lait maternel précisement les immunoglobulines A et d’autre part,
nous avons cité ses actions et ses effets sur le systéme immunitaire du nouveau-né contre les

infections.

La seconde partie repose sur un travail pratigue mené au laboratoire qui permet
d'évaluer les changements spécifiques de la teneur en IgA dans le lait maternel durant trois
périodes de lactation (colostrum, lait de transition et lait mature).

Dans la troisiéme partie on présentera les résultats et leurs interprétations en

s'appuyant sur les autres travaux antérieurs.
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Chapitre | : Physiologie de la lactation

I-1 Anatomie de sein :

Le sein est constitue essentiellement de tissu graisseux et de tissu glandulaire,
I’importance de ce dernier vari au fil de la vie en réponse aux hormones féminines. Le sein
s’étend approximativement de la 2eme a la 6eme cote et est entierement compris dans le
fascia pectoral, qui forme des septa appelés ligaments suspectoral du sein. Ceux-Ci
soutiennent le sein et vont du fascia pectoral en arriére a la peau du sein en avant (Butler.P et
al, 2014).

La proportion des différentes structures du sein varie avec 1’dge , les variation de
poids , I’influence hormonale .Une femme &gée aura un sein majoritairement graisseux, au

contraire de I’adolescente chez qui le tissu glandulaire prédomine. (Saglier J.et al ,2005)

res myoépithéliales

ocytes

(Aﬁ ‘ N Y ACINUS

canaux galactophores

- mamelon

tissu adipeux et conjonctif

Figure 01 :Anatomie de sein(Damis et al., 2012)

I-1-1- La plaque aérolo-mamelonnaire :

Le mamelon ne contient ni glande ni poile son axe est constitué par tissu fibro-
élastique dermique et par les 15 a 25 lactiferes, on y trouve également des fibre musculaire
lisse dont I’ensemble constitue le muscle maxillaire. (Brettes J.et al, 2007)

L’aréole c’est la zone la plus pigmentée du sein sur laquelle apparaissent dés le début de la
grossesse et pendant toute la durée de 1’allaitement les tubercules de Montgomery, qui sont
des reperes odorants spécifiques de la mere et attractifs pour le bébé. Tout autour de cette
zone sont situés des récepteurs sensitifs que la bouche du bébé va stimuler.(Guide a 1’usage

des mamans)


https://www.deboecksuperieur.com/auteur/paul-butler

Chapitre I : Physiologie de la lactation

I-1-2 La glande mammaire :

C’est une massefibro-adipeuse grise jaunatre (Brettes J.et al, 2007), attachée a la partie
profonde du derme par des travées conjonctives appelées ligaments de cooper .Elle est
organisée en lobe, chaque lobe est constitué d’un 20 a 40 lobule et se draine dans un canal
galactophore de premier ordre qui s’ouvre au niveau du mamelon. Chaque lobule est lui
méme constitué de canaux galactophores de second ordre et d’acini (alveole) (Tardivon A.,
2015);I’unité fonctionnelle fondamentale est 1’acini, qui est un petit sac d’une centaine de
lactocytes synthétisant le lait (G.Gremmo-Féger ; 2015), formant des cavités arrondies qui se
drainent par canal intralobulaire vers les canaux de second ordre. L’ensemble de cet élément

glandulaire est noyé dans le tissu adipeux pour former le sein (Tardivon A., 2015)
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Figure 02 : Acinus mammaire ou alvéole (Brisken et al 2010)
I-1-3 Le tissu adipeux et conjonctif :

Les seins sont soutenus par des bandes de tissu conjonctif, les ligaments de Cooper
(non illustrés). Du tissu adipeux et du tissu conjonctif enveloppent et protegent les alvéoles,
les canalicules et les canaux lactiféres. Le tissu graisseux n’a pas de réle comme tel dans la
fabrication du lait, mais il est essentiel au développement des canaux lactiféeres. Il permet et
supporte 1’élongation de ces conduits pendant la mammogénése. C’est principalement la

quantité de tissu adipeux qui détermine la grosseur des seins. (Beaudry et al, 2006)



Chapitre I : Physiologie de la lactation

I-1-4 VVascularisation :

Les modifications du volume des seins sont directement liées aux variations du

systeme vasculaire (Branger B, 2009) .
a-Vascularisation artérielle : La vascularisation artérielle provient de trois troncs artériels :
e L artére thoracique interne:

- artere principale issue de la subclaviére ; aborde par ses collatérales les 2éme, 3éme, 4éme
espaces intercostaux et la face postérieure de la glande. Elle vascularise un peu plus de la

moitié supérieure de la glande.
e L’artére axillaire: vascularisé la glande par :

-’artére thoracique latérale et ses branches collatérales. Elle aborde la glande mammaire a

partir du creux axillaire dans sa partie externe et inférieure.
-L’artére thoraco-acromiale: donne des rameaux thoraciques

e Les arteres intercostales : se ramifient le long du grand pectoral et abordent la glande par sa

face postérieure.

b-Vascularisation veineuse :

v" Le réseau veineux profond assure un drainage vers :
e Les veines thoraciques internes

e La veine axillaire

® Les veines intercostales

I-1-5 Drainage lymphatique :

Comme pour les vaisseaux sanguins, le sein est une «éponge » gorgée de capillaires

lymphatiques qui vont drainer la lymphe dans différent directions : (Tardivon A., 2015)
v" Les réseaux lymphatiques d’origines: (Brettes J et al, 2007)
* Le réseau cutané : ou superficiel forme dans la couche profonde de derme, un riche réseau

Dermique d’autant plus développé qu’on se rapproche davantage du mamelon.
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» Le réseau sous-aérolaire : constitué de conduits plus gros et valvules, forme le centre

anastomotique principal entre le réseau glandulaire et le réseau cutané.

* Le réseau glandulaire : ou profond est constitue par des saces lymphatiques péri-lobulaire
que se drainent les canaux lymphatique situe dans les espaces interlobulaire .ces canaux

aboutissent au réseau sous-aréolaire et dans les collecteurs rétromammaires.

v" Les collecteurs lymphatiques : Se drainent vers; Les nceuds lymphatiques axillaires Les
nceuds lymphatiques parasternaux ; Les nceuds lymphatiques supra-claviculaires.

I-1-6 Innervation ;

Le mamelon et ’aréole sont innervés par les quatrieme, cinquiéme et sixiéme nerfs
intercostaux, mais c’est le quatriéme qui est responsable de la plus grande part de sensation ;
la succion stimule les terminaisons nerveuses, et un message est alors envoyé au cerveau
(réflex neural). Cette processuce est responsable de la sécrétion des hormones de lactation par
I’hypothalamus. Une stimulation adéquate du sein est donc une composante essentielle du

maintien de la lactation (Beaudry et al, 2006).

I-2 Le développement de la glande mammaire :

Le processus de sécrétion du lait s’enclenche normalement chez la plupart des femmes
en post-partum. Au moins 97% des femmes sont capables d’allaiter avec succes si elles ont un
soutien technique approprié, les « vrais » échecs d’allaitement liés a des problémes
physiologiques et non a des difficultés techniques sont généralement détectés au cours de la
premiere semaine du post-partum .le cycle dedéveloppement recommence lors de la grossesse
suivante. Tous ces changements surviennent de fagon continue, sans coupure réelle.

Cependant on peut distinguer dans ce cycle cing grandes étapes (Beaudry et al, 2006).
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Tableau 01 : Développement de glande mammaire (Hartmann,2000) .

Phase Description

Mammogenése - augmentation de volume mammaire

- ’hypertrophie du tissu glandulaire

- augmentation de la sensibilit¢ et de la
fragilité du sein

- les wveines mammaires sous-cutanées
deviennent plus larges et plus visibles sous la
peau

- I’aréole devient généralement plus large et
sa pigmentation devient plus foncée

- hypertrophie des lactocytes

Lactogenese | Stadel - apparition de la capacité a synthétiser les
Apres composants spécifiques du lait
I’accouchement - le systéeme lobulo-alvéolaire est développe,

il y a réduction de la prolifération de ce
systeme, et augmentation de la
différenciation cellulaire, avec accumulation

des organites cellulaires et des produits de

sécrétion
Stade2 - apparition d’une sécrétion lactée abondante
Dans les jours qui
suivent
Galactopoiése Maintien de sécrétion du lait
Involution -L’atrophie de la glande mammaire apres le

sevrage induit une diminution du volume du
tissu sécrétoire.

- la glande mammaire se retrouvera dans un
état relativement quiescent avec des cycles

évolutifs
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Figure 03 : Développement de glande mammaire (Inman et al 2015).

I-3 Physiologie de la lactation :

Le lait est fabriqué par les cellules spécialisées de 1’épithélium mammaire, il est sécrété
en continu dans la lumiére des alvéoles ou il y est stocké jusqu’a ce qu’il soit expulsé dans les
canaux galactophores et vers le mamelon au cours du réflexe d’éjection ; ’ensemble des
processus dépendant de la succion par I’enfant ou d’une autre stimulation du complexe
mamelon-aréole (Gremmo-féger.G,2006).

I-3-1 Régulation de production de lait :

Pendant la grossesse, la lactation est bloquée par le taux ¢élevé d’hormones
placentaires. Apres la naissance, les hormones placentaires chutent en 48 heures. Les 2
hormones nécessaires a la lactation vont étre sécrétées par I’hypophyse (Guide a I’usage des
mamans).
1-3-1-1 Contrdle endocrine :

La succion de I’aréole par le nouveau-né stimule les récepteurs sensibles a 1’étirement
de I’aréole, ce qui envoie un signal a I’hypothalamus qui léve son inhibition sur I’hypophyse,
permettant la sécrétion de pics de prolactine et d’ocytocine par 1’hypophyse.(Damis et
al,2012).
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» La prolactine : Son taux sanguin augmente pendant la grossesse ; probablement sous
I’effet des oestrogeénes. La succion déclenche des pics de sécrétion dont 1’amplitude est
directement liée a I’intensité de la stimulation (double si stimulation bilatérale, d’ou I’intérét
des tire- lait « double pompage »). De nombreux facteurs contrélent la synthese et la sécrétion
de prolactine ; en particulier, il existe un contréle inhibiteur dopaminergique prédominant.
(Branger B,2009).

La prolactine stimule la synthése du lait au niveau des lactocytes. Le taux de base en
prolactine est plus élevé la nuit, rendant les tétées nocturnes plus abondantes.(E.Damis et
al,2012).

> L’ocytocine : s’appelée I’hormone de 1’¢jection ; Produite dans le cerveau par
I’hypothalamus et stockée dans les cellules de la post-hypophyse, elle est larguée dans le sang
dés qu’apparait un signal annongant une tétée (Thirion.M, 2010). Elle agit sur les récepteurs
des cellules myoépithéliales et elle provoque la contraction a 1’origine de 1’éjection du lait. Sa
sécretion est inhibée par le stress (Branger B, 2009) .

I1-3-1-2 Controéle autocrine :

Il existe également des mécanismes de régulation locale, ce qui explique la différence
de synthese du lait entre les deux seins. Il existe un rétrocontrdle négatif qui inhibe la
sécrétion de lait tant qu’il reste un important volume de lait résiduel dans les seins. Il régule le

volume de lait produit et répond a la demande imprévisible de 1’enfant.(Branger B,2009).
Il dépend de 3 facteurs :

1. Le facteur inhibiteur de la lactation (FIL), une glycoprotéine qui freine la synthese du lait

au fur et a mesure que les acini se remplissent.

2. La pénétration de la prolactine intra-mammaire dans le lactocyte augmente avec la vidange

de I’acinus, stimulant ainsi la production de lait.

3. L’action de pression mécanique créée par 1’accumulation de lait dans les acini freine la

production de lait (Damis et al, 2012)
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Figure 04 : Hormonologie de la lactation (Thirion.M, 2004).
1-3-2 Mécanismes cellulaires de synthese et de sécrétion du lait :
La formation du lait comprend quatre voies trans-cellulaires :

- La premiére voie : implique la sécrétion d’eau. L’eau traverse la cellule par un gradient de

densité engendreé par le lactose, tandis que les ions obéissent a un gradient électrochimique.

- La seconde voie : I'immunoglobuline A entre dans la cellule en se liant a son récepteur,
pour étre internalisée et pour se transporter ensuite, soit vers 1’appareil de golgi, soit vers la

membrane apicale des cellules pour y étre sécrétée.

- La troisieme voie : implique la synthése et le transport des lipides. Ces lipides sont
synthétisés dans le cytoplasme et le réticulum endoplasmique lisse pour s’agréger ensuite en
gouttelettes dont la coalescence formera de gros globules lipidiques qui seront libérés de

I’apex de la cellule dans la lumiere alvéolaire.

- La derniére voie : consiste en 1’exocytose de vésicules sécrétoires contenant les protéines

lactées spécifiques, le calcium, les phosphates, les citrates et le lactose. Ces vésicules se
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forment dans 1’appareil de golgi ou la cas€ine, protéine spécifique, se conjugue en micelles
avec le calcium et les phosphates, I’appareil de golgi reste imperméable au lactose qui
constitue un glucide osmotiquement actif attirant ’eau. C’est ce contenu en lactose qui

détermine donc le volume aqueux du lait.

- Une cinquiéme voie : n’est pas trans-cellulaire, mais para-cellulaire. Les protéines
plasmatiques, les immunoglobulines, surtout IgA et les leucocytes, peuvent circuler au travers

des cellules alvéolaires (Heffner L.J 2003).
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SAnNG "TFABRICATION — DL

. ,gpnctlons:ouvertes\':

1- Protéeines

et lactose

2- Graisses

3- E?hanges
e ioniques

4- Immuno
— globulines

Jonctions fermeéees -
lactation active S5- Cellules
immunitaires

Figure 05 : les cing voies de la synthese du lait dans lactocyte(Thirion.M,2010).

1-3-3 Transfert de lait :

Indispensable a I’entretien de la lactation par le biais de la régulation autocrine, le
transfert de lait représente la quantité de lait qui va de la mére a ’enfant ; il dépend de 2
processus complémentaires, 1’¢jection de lait et la succion effectuée par I’enfant (Gremmo-

feger.G, 2015).

-11-



Chapitre I : Physiologie de la lactation

1-3-3-1Ejection :

Ayant tendance a adhérer aux membranes plasmiques, le lait a besoin d’étre expulsé
activement hors des alvéoles par le réflexe d’¢jection . L’¢jection résulte de 1’action de
I’ocytocine qui provoque la contraction des cellules myo-épithéliales ainsi que le
raccourcissement et la dilatation des canaux galactophores(Ramsay et al., 2004).

Cette dilatation canalaire caractéristique de 1’éjection est repérable et mesurable en
échographie au niveau des canaux principaux. L’ocytocine est libérée de manicre pulsatile, et
il y a généralement plusieurs ¢éjections de lait au cours d’une tétée. comprendre les processus
contribuant a la constitution de la flore lactée et les mécanismes physiopathologiques de la
mastite ( Gremmo-féger.G 2015).

I-3-3-2 Succion :

Les nouveau-nés ont plusieurs moyens d’action:

- la vue, I’odeur, le cri du bébé ont un trés fort impact émotionnel sur la mere. Plus le
nouveau- né est proche de sa mere, en peau a peau sur- tout, plus I’ocytocine monte, méme en
I’absence de toute stimulation des seins. Cette montée hormonale est essentielle au processus
d’attachement et au déclenchement de la lactation.

-au moment de la tétée, les bébés utilisent des mouvements de leurs mains sur les seins, en
petits massages coordonnés pour stimuler encore la libération d’ocytocine (Thirion.M, 2010).
-la méchoire inferieur du bébé fait ventouse sur le tissu mammaire.

-la succion en s’exer¢ant maintient le mamelon bien a fond de la bouche, expriment le lait des

canaux galactophore. (Royal College of Midwives., 2003).
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I1-1Le systéeme immunitaire du nouveau-né :

Le systéme immunitaire a pour fonction de protéger 1’organisme des lésions causées
par I’invasion de micro-organisme (bactérie_virus_ champignon et parasites). Cette fonction
défensive est réalisée par divers cellules effectrice et molécules (Male D., 2005).

A la naissance notre systéme immunitaire est invariablement différent des adultes par
rapport a la réponse immunisée (Xiao et al., 2018).

I1-1-1 Immaturité de I'immunité néonatale :

La naissance constitue une période charniere a partir de laquelle des contaminations
par des agents pathogenes deviennent possibles. Dans la période périnatale, les défenses
immunitaires contre ce non- soi sont partiellement immatures. Cette situation rend compte
d’une susceptibilité particuliére du nouveau-né aux infections primitives, materna-feetales et
nosocomiales. Celles-ci sont aggravées par I'immaturité du compartiment non spécifique de
I’immunité (Sterkers et al ,1993).

Bien que compétent et capable pour identifier des infections, I'immaturité relative a la
naissance soit un facteur important dans le combat provocant contre des infections.
L'exposition limitée d'antigene aussi bien que le statut décentré normal pendant la grossesse,
pour empécher des réactions immunologiques défavorables ont comme conséquence cette
immaturité du systeme immunitaire a la naissance (Xiao et al., 2018).

L'immaturité immunitaire constitue le facteur de risque principal de I'infection
néonatale. Cette immaturité concerne les immunités spécifique et non spécifique (Aujard. Y,
2001).

L'infection étant la conséquence d'un déséquilibre entre la virulence du germe et les défenses
du nouveau-né (Grénier B et al, 1986).
11-1-2 Moyens de défense du feetus et du nouveau-né :

La mise en place des organes et des cellules de I'immunité s'effectue progressivement
au cours du développement feetal. C'est principalement, le placenta et lI'utérus qui assurent le
role de barriére de protection du feetus contre les infections .En outre, le liquide amniotique
contient plusieurs facteurs s'opposant a la croissance bactérienne et le bouchon muqueux
protéege également le foetus des germes contenus dans le vagin (Tizard | et al, 1992). Le
transfert transplacentaire actif des anticorps IgG de la mére au feetus est important pour la
protection du nourrisson pendant les premiers mois de lavie. A la naissance, la concentration
sérique d’IgG chez le nouveau-né atteint environ 90 % de celle de sa mére (Beaudry et al.,
2006).
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11.1.2.1. L'immunité non spécifique :

Chez le nouveau-né l'immunité non spécifique, représentée par le systéme
granulomonocytaire et le complément, n'est pas développée :

- Les granulocytes sont a la naissance en nombre augmente (supérieurs a 10000/mma3) mais
leur fonction de bactéricide est faible.

- Les monocytes et macrophages sont déficitaires.

- Les polynucléaires : ils jouent un réle important dans la destruction des bactéries . Mais chez
le nouveau-né, leur capacité de bactéricide, de chimiotactisme et de migration, sont
diminuées(Mthabisi. M .R et al., 2017).

11-1.2.2.L"'immunité spécifique :

Le systeme de défense adaptative spécifique comprend des agents protecteur qui
réagissent spécifiquement avec des antigénes ; ces agents protecteursaugmentent a la suite de
I’exposition de 1’hdte aux antigénes (Beaudry et al., 2006).

Elle est représentée par I'immunité humorale et cellulaire :

[1-1-2-2-1Immunité humorale :

Le nouveau-né dérive la plupart d'anticorps par transplacental transfert d'lgG a partir de la
meére. Avant les 32 semaines de la gestation, des concentrations feetales d'lgG sont <50% de
valeurs maternelles ; a la limite ils sont habituellement Iégerement plus grand que ceux des
meéres (Wilson, 1986).

11-1-2-2-2 Immunité cellulaire :

L'immunité cellulaire est faible chez le nouveau-né mais elle se développe
rapidementet atteint le niveau de I'adulte au cours des deux premiers mois de vie. En plus, le
nouveau-né recoit par le lait maternel de nombreux lymphocytes T qui le protégent contre les
infections.

L'immunité cellulaire est assurée par les polynucléaires, les monocytes, les cellules T, les
cellules<<natural killer >>mais leur nombre et leur activité de défense sontdiminués au cours
de la période néonatale (Hadad J. et al, 2004).
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Figure06 :L'immunité humorale et de I'immunité cellulaire (Abbas A et al ,2016)

11-2. Les infections chez les nouveaux nés :

11-2.1. Généralité sur les infections néonatales:

Selon un rapport de I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) datant de 1995,

I’infectionest la premiére cause de mortalité¢ infantile dans le monde, principalement pendant

la période néonatale. Cinq millions d’enfants déceédent chaque année d’infection néonatale. La

grande majorité de ces déces (98 %) surviennent dans les pays en voie de développement. Ou

I’on estime que I’infection bactérienne néonatale est responsable de 30 a 40 % des déces. Par

comparaison, ce taux de mortalité dans les pays industrialisés est de 5 %o (Aujard Y. 1998).

Les infections néonatales se définissent comme étant les altérations de 1’organisme

dues a la nocivit¢ d’un microorganisme pathogéne ou a la pullulation d’une bactérie
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commensale, atteignant le nouveau-né avant, pendant ou apres la naissance (Taleuan .A,
2012).
11-2.2. Mode de contamination des infectionsnéonatales :

Le nouveau-né peut contracter une infection des manieres suivantes :

11-2-2-1 Infection contractée au cours de la naissance (infection intrapartum) :

Une infection peut étre contractée au cours de la naissance si le bébé passe par un
canal utérin infecté ou si une infection remonte du vagin si I’accouchement est retardé apres

la rupture de la poche des eaux (Brenda L. tesini ,2018).
11-2-2-2 Infection contractée apres la naissance (infection du post-partum) :

Une infection contractée aprés la naissance survient lorsque le nouveau-né est en
contact étroit avec la mere infectée directement ou par I’intermédiaire de 1’allaitement. Une
infection contractée apres la naissance peut également survenir si le nouveau-né infecté est
en contact avec des professionnels de la santé, des membres de la famille ou des visiteurs

infectés a 1’hopital ou a domicile(Brenda L. tesini ,2018).

I1.3. Les principales d’infection chez le nouveau-né :

Chez le nouveau-né, les infections sont généralement provoquées par des bactéries
ou des virus et, moins couramment, par des champignons ou des parasites. Les bactéries
comprennent: streptocoques du groupe B, Escherichia coli (E-coli), Listeria monocytogenes
gonocoques et chalmydiées. Les virus comprennent : virus de I’herpés simplex (VHS), virus
de I’'immunodéficience humaine (VIH), cytomégalovirus (CMV) et virus de 1’hépatite B
(VHS).

Certaines infections pouvant affectées des personnes de tous les dges sont a I’origine
de problémes particuliers lorsqu’elles se produisent chez un feetus ou un nouveau-né.
Certaines infections plus graves chez le nouveau-né : Méningite bactérien ; (CMV) ;Virus
de I’hépatite B (VHB) ;Virus herpes simplex (VHS) ; infections nosocomiales ; Listériose ;
Pneumonie ; Rubéole ; Septicémie ; Syphilis; Toxoplasmose ; La tuberculose ; Infection
par le virus Zika (Brenda L. tesini ,2018).
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Chapitre 111 :

Apport immunologique de lait maternel(immunoglobulines A)

I11-1.Composition immunologique de lait maternel :

La période postnatale tot est une fenétre critique pour maturation immunisée des

nouveau-nés. Lait humain exclusif I'alimentation pour les 6 premiers mois de la vie est

identifiée en tant que normative standard pour I'enfant en bas age alimentant (Giannattasio et

al ,2015).Le lait de sein humain contient également facteurs protecteurs nombreux contre la

maladie infectieuse et peut influencer le développement de systeme immunitaire (Jackson et

al ,2006), qui sont présentez dans les concentrations différentes (Munblit. D ,2017). Ces

composants protecteurs spécifiques sont nombreuses (Giannattasio et al., 2015) (tableau 4).

Tableau02 : les Composants immunologiques du lait maternel (Hanson. A ,2007)

Composants immunologiquesdu lait maternel

Fonction

Anticorps

(notamment IgA)

La premiere action des anticorps IgA est de
se lier aux microbes, les empéchant
d’atteindre les muqueuses, surtout dans le
tractus gastro-intestinal et le systeme

respiratoire

Lactoferrine

L’activité antibactérienne de la lactoferrine
trouve son origine dans sonpouvoir
sidéropexique, qui prive les bactéries d’un

élément indispensablea leur croissance

a-lactalbumine

L’a-lactalbumine constitue une protéine
majeure du lait, mais ses fonctions
sont peu connues. Des études ont démontré

ses effets anticancéreux

Oligosaccharides

Quelques-uns de ces glycanes peuvent agir

comme des prébiotiques,stimulant e

développement de bactéries spécifiques
bénéfiques dansl’intestin. Cependant, le role
essentiel des oligosaccharides est d’inhiber

la fixation des agents pathogénes a leurs
récepteurs cibles sur la surface

muqueuse du tractus gastro-intestinal de

I’hote
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Facteur antisécrétoire

Selon toute vraisemblance, 1’ajout d’un
facteur anti-sécrétoire dans le lait diminue
le risque de mastite chez la mére et de

diarrhée chez le nourrisson

Transmission de cytokines, facteurs
de croissance et autres éléments
sous forme de signaux de la mére

au nourrisson

Ces composants peuvent servir de signaux
envoyeés par la mer e a son bébé,
favorisant la maturation de divers organes et
fonctions 45 et I’amélioration de

la fonction anti-infectieuse des leucocytes

matiare grasses

A la suite de la dégradation enzymatique, les
lipides du lait maternel contiennent
des acides gras libres qui peuvent attaquer

certains virus et bactéries

Défensines et cathélicidine

Plusieurs peptides antimicrobiens (sous la
forme de défensines et de cathélicidine)

ont été découverts dans le lait maternel

Lysozyme

Le lysozyme est une enzyme qui coupe la par
oi cellulaire et la membrane
externe de différents micro-organismes,

déclenchant la lyse

Lactadhérine

Cette protéine présente dans les globules gras
du lait maternel inhibe les

rotavirus, des agents trés pathogénes causant
une diarrhée avec déshydratation

sévere chez les nourrissons

Leucocytes

Les leucocytes englobent les lymphocytes, les
macrophages et les neutrophiles.

Le role premier des neutrophiles et
macrophages du lait est de protéger la glande

mammaire contre les infections
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les protéines sont les tiers solides abondants en lait de sein, fournissant non seulement
acides aminés cruciaux indispensables pour la croissance mais également bioactives protéines

et peptides essentiels pour beaucoup de fonctions (Haschke et al., 2016).

Les protéines du lait humain sont divisées en fractions ou en complexes de lactosérum
et de caséine, chacun comprenant un ensemble remarquable de protéines et de
peptidesspécifiques. Les protéines les plus abondantes sont la caséine, 1'a-lactaloumine, la
lactoferrine, I'immunoglobuline IgA sécrétoire, le lysozyme et la sérumalbumine ( Ballard et
al ,2013).

Le lait humain a des anticorps dirigés aux nombreux pathogenes avec lesquels la mére
a eu le contact durant toute la vie, représentant de facon ou d'autre un immunologique, ces
anticorps constituent la majorité de la teneur en protéines de cette sécrétion en les premiers

jours de la lactation (Palmeira et al, 2016).

Birth
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Figure 07: taux d’immunoglobuline chez le feetus et le nouveau-né(Castagnet. D ,2019).

I11-2.Le r6le des immunoglobulines A dans la protection de nourrisson contre les

infections :

L’IgA compose environ 90% d'immunoglobulines humaines de lait. En commun avec
autre les sécrétions telles que le fluide et la salive nasaux, I'immunoglobuline en chef du lait

humain est du type sécréteur d'lgA (slgA) (Jarvinen ,2000).

L'enfant bénéficie ainsi d'une protection substantielle.On estime qu'un enfant

entierementnourri au sein recoit 0,5 g/kg de poids corporel d'lgA sécrétoire (SIgA) par jour,
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ce qui représente environ 50 fois la dose de globuline administrée a un malade
hypoglobulinémique (OMS, 1989).

I11-2.1. Mécanisme cellulaire de synthese et sécrétion d’IgAs du lait maternel :

La production d’immunoglobulines fait partie de I'immunité des muqueuses ou
duMALT (mucosa-associatedlymphoid tissues). Il existe un important lien entre les cellules
de I’épithélium muqueux et les sites detissus lymphoides ou sécrétoires (Hanson A et al
,2002).

Les microorganismes, les aliments et autre matériel antigénique qui passent dans le
tractus gastrointestinal de la mére (I’épithélium muqueux) sont échantillonnés lors de leur
passage dans les plaques de Peyer (nodules lymphoides de la deuxiéme partie de I’iléon) par
les cellules M qui les recouvrent, cet échantillon est ensuite livré auxcellules présentant
I’antigéne, puis aux lymphocytes de ce tissu associé (Hanson A et al ,2002).

Leshormones lactogénes produites a la fin de la grossesse induisent le développement
de laglande mammaire, ce développement influence a son tour la migration de lymphocytes B
apartir des plaques de Peyer pour produire des IgA sécrétoires (IgAs) (Figure 8) ;qui sont
capables de s’attacher a un récepteur spécifique des cellules lactiféres de la glandemammaire;
c’est le lien « entéromammaire ».

Ces complexes d’IgAs qui empéchent les microorganismes de s’attacher a la surface
des muqueuses, surtout dans letractus intestinal sont transportés a travers la cellule épithéliale
dans le lait (Hanson A et al ,2002).

Les concentrations d’IgAs sont 10 a 100 fois plus élevées dans le lait que dans
lesérum. Leurs niveaux sont maintenus méme aprés deux ans d’allaitement. Elles
sontprédominantes dans toutes les sécrétions exocrines et constituent avec 1’IgA sérique prés
de80 % de tous les anticorps (Hanson A et al ,2002).
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(Janis Kuby, et al. 2000)
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Figure09 : Lien entéromammaire (Beaudry et al, 2006)
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2.2. Transfere des IgA du colostrum de lait maternel dans I’intestin du nouveau- nes :

Les S-1gA sont desmolécules polymériques (généralementdes dimeres), comportant
une chaine de jonction appelée chaine J.Gréce a cette chaine enfouie dans lamolécule, les IgA
acquiérent une conformation qui leur permet de sefixer sur des structures membranaires,les
récepteurs poly-Ig, situésau pole baso-latéral de la cellule épithéliale.Les complexes IgA-
récepteurssont transportés de facon activevers le pdle apical de la cellule épithéliale,d’ou ils
sont libérés dans la lumiére épithélio-glandulaire apresclivage enzymatique de leurs
attachesmembranaires. Le résultat de cettetranscytose est la libération de moléculesdont la
région « fragile » (Fca))(Bouvet J.P ,1999) .

site anticorps

£
q

J
4

: pseudo-
o «— charniére
glycosylée

Figurell : Structure d’une S-1gA. (Bouvet J.P ,1999)
111-2.3.Mécanisme de défense d’sIgA de lait maternel contre les agents pathogenes:

Les anticorps S-IgA du lait maternel agissent par le mécanisme de « I’exclusion
immune» » constitue I’activité de base des anticorps présents dans les sécrétions (figure 2)
(Stokeset al ,1975).

La fixation de I’anticorps sur I’antigéne dans la lumicre sécrétoire, peut entrainer
I’agglutination de I’agent pathogeéne, augmentant ainsi son élimination par le flux du mucus.
Elle peut également neutraliser les toxines pathogenes et inhiber les adressines microbiennes

qui permettent 1’adhérence a la cellule épithéliale(Bouvet J.P ,1999). «L’élimination
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immune», décrite plus récemment (Mazanec et al, 1992), est associée a la transcytose, au
cours de laquelle des complexes immuns du stroma sousepithélial, ou des virus intra-
épithéliaux, sont transportés vers la lumiéremuqueuse par les IgA. La transcytose permet ainsi
de « nettoyer » la muqueuse en relarguant 1’agent pathogéne dans les sécrétions ou il sera
éliminé par le flux du mucus présents dans le stroma et peuvent les entrainer dans la lumiere
muqueuse durant la transcytose. Par le méme mécanisme de transcytose ces anticorps peuvent
capturer et éliminer des virus intracellulaires (Bouvet J.P ,1999).

Deux molécules d’IgA jointes constituent un anticorps solide résistant a la dégradation
par les enzymes intestinales et les acides gastriques .Les IgA ont aussi la particularité de ne
pas déclencher de réaction inflammatoire, il n’y a doncpas de risque de réaction excessive,
causant des dommages aux tissus sains et en cours de développement (Kadaoui et al , 2007).

Il agit eégalement en tant que « peinture intestinale antiseptique », se protégeant
surfaces épithéliales intestinales jusqu'a I'enfant en bas age posséder le mécanisme immunisé
marit(Shashikala et al ,1984). Le lait maternel stimule également la production de SIgA par le

nourrisson lui-méme (OMS, 1989).

La colonisation de I’intestin du nouveau-né par les microorganismes fécaux de la mére
n’est donc pas dommageable pourvu que I’enfant soit allaité. D’ailleurs, la dose des IgAs du
lait que recoit un enfant allaité de facon prédominante est considérable. Elle peut atteindre le
quart ou la moitié de la quantité des IgAs que produit la mere pour elle-méme chaque jour

alors que son poids représente de 15 a 20 fois celui du nourris(Beaudry etal, 2006).
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Figure 12 : Syntheése et rdle des S-1gA.(Bouvet J.P ,1999)

Les IgA polymeres (p-IgA) sont synthétisées par les plasmocytes du stroma sous-
épithélial des muqueuses (cellules avec bordure en brosse) et des glandes exocrines ou des
épithéliums canalaires (cellule sans bordure en brosse). Elles se fixent (fleches verticales) sur
le récepteur des immunoglobulines polymériques (p-IlgR = SC membranaire) et sont
transportées de fagon active (transcytose) vers le pole apical (endoluminal) de la cellule d’ou
elles sont libérées par clivage protéolytique de I’attache membranaire du SC. Elles sont
entrainées ensuite par 1’écoulement des sécrétions (fleches horizontales) ou elles peuvent
neutraliser ou agglutiner les agents pathogénes (ici des bactéries en rouge). Cette exclusion
immune peut avoir lieu a distance du site de synthése, notamment dans le tube digestif. A
I’inverse, dans I’élimination immune, les anticorps IgA synthétisés sur place forment des
complexes immuns avec les agents pathogenes (Bouvet J.P ,1999).

I11-3. Variation des IgA de lait maternel :

La sécrétion mammaire est faible en volume, et riche en immunoglobulines A (IgA).
Pendant périodedu lactation, 1’enfant a davantage besoin d’une protection immunitaire que
d’un apport nutritionnel. Avec le temps, les besoins nutritionnels de I’enfant augmentent, et la
sécrétion lactée change en quantité et en qualité afin de correspondre a ces nouveaux besoins
(Hartmann.P ,2000).
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Le colostrum est produit entre la naissance par les 5 premiers jours de lactation, le lait
transitoire est de 5 jours a de 2 semaines apres la mise bas et la maturation du lait continue

jusqu'a ce qu'elle soit « mdrissent entierement » a 4-6 semaines apres la mise bas.
e le colostum :

Il 'y a seulement un petit volume de colostrum produit, riche en leucocytes, protéine,
HMOs, et bioactive facteurs-IgA, LF, EGF, TGF-p, facteur colonie-stimulant de croissance,
et antioxydants(Jackson et al ,2006)

Les concentrations les plus élevees d'lgA sécréteur sont trouvés dedans colostrum
jusqu'a 50 mg/ml et puis chutes graduellement & un niveau de 1 mg/m (Shashikala et al,1984).

e Le lait transitoire :

Il a des montants décroissants de la protéine et du lactose d'lgs et d'augmentation et
gros et hydrosoluble vitamines ayant pour résultat une densité calorique plus élevée du lait a
se réunir la croissance de l'enfant en bas age exige tandis que les quantités de facteurs

bioactive diminue avec le temps.(Jackson .k.M ,2006).
e Lait mature:

La composition des restes mdrs de lait constante aprés 6 semaines par le reste de la
lactation période. La quantité d'lgs et de LF en lait diminue I'excédent le premier 3-4 mois,

alors que la quantité de lysozyme augmente (Hartmann.P ,2000).

I11-4. Retombées de I’allaitement a plus long terme pour le nourrisson :

Il est maintenant clairement admis que I’allaitement protege le nouveau né contre de
multiples infections des voies respiratoires, gastro-intestinales ou urinaires, contre la
septicémie néonatale et 1’entérocolite nécrosante. Plus récemment, on a aussi admis que cette
protection contre certaines infections pouvait s’étendre sur plusieurs années. C’est le cas de
I’otite, des infections des voies respiratoires, de la diarrhée, de la bronchite asthmatiforme
induite par I’infection et de I’infection envahissante a 1’Haemophilus influenza de type
B.(Breaudry et al.,2006).

L’allaitement confére donc une protection contre plusieurs infections pendant quelques
années, grace a la capacité améliorée du systeme immunitaire.

Au-dela de cette protection, 1’allaitement pourrait aussi influence 1’efficacité a développer la

tolérance immunologique. Ainsi (Hanson .A et al., 2003)ont observé qu’une colonisation
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bactérienne néonatale menerait a la tolérance, alors qu’une colonisation plus tardive induirait
une réponse immunitaire plus intense. (Breaudry et al ,2006)

On peut également observer cet effet protecteur a long terme dans les études
épidéemiologiques qui suggerent que le lait humain abaisse le risque de développement des
maladies autoimmunes telles que le mellitus de type 1 et de diabéte 2, rhumatoide arthrite, la

maladie coeliaque, colite ulcerative, et La maladie de Crohn(Palmeira et al, 2016)
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1/ Matériels utilisés

1.1/ Matériels non biologique

Pour la conservation du lait maternel :

- Récipients en plastique ou en verre a couvercles ajustés.
- Glaciere «iso thermique » et poche de glace.

- Tire- lait

Pour la préparation du lactosérum et la séparation de la caséine :
- Centrifugeuse réfrigérée (5000 tr/ min) (Presvac).
- pH-metre (CRISON).

- Micropipettes (10, 20, 100, 200 et 1000 pl).

- Laine de verre.

- Solution d’HCI 4N.

- Solution NaOH 1N.

Pour la détermination des protéines Totales :

- Lactosérum du lait maternel.

- Automate biochimique (BECKMAN COULTER).
Pour la détermination des immunoglobulinesA :

- Le Kit ELISA.

Pour la détermination des protéines sériques « solubles » par SDS-PAGE :
- Centrifugeuse réfrigérée (Pesvac).

- Bain marie (Memmert).

- Hotte (ASEM).

- Unité d’électrophorése (APLEX)

- Geénérateur (CONSORT).

- Seringue Hamilton.

- Lactoserum du lait maternel, lait maternel.

- Lactosérum du lait de vache, lait de vache.

- Sérum Bovine Albumine (BSA) 0,5 g/ L.

- Tampon de charge.

- Tampon de migration.

- Tampon de separation.

- Tampon de concentration.

- Solution de fixation.

- Solution de coloration.
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- Solution de décoloration.
- Solution de conservation.
1.2/ Matériel biologique :
1.2.1/Le lait maternel :
Prélevement:
Différents préléevements du lait maternel ont été réalisés, selon Megnieret al. (2013),
pour chaque stade de maturation, a 1’aide d’un tire-lait et a partir de femmes choisies d’une
maniére aléatoire. Le jour et la période de préléevement sont résumés dans le Tableau 03 :

(j=jour/M=mois)

Tableau 03 : la période de prélévement.

Stade de maturation Jours de prélévements
Colostrum 4j

Lait de transition 15j

Lait mature M

Les conditions de prélevement doivent étre soigneusement respectées a savoir :

Avant toute manipulation, un lavage soigneux des mains avec du savon est indispensable,

Les tire-lait sont une source potentielle de contamination et nécessitent un nettoyage soigneux
et une désinfection,

Le lait recueilli, s’il doit étre conservé, ne doit I’étre que dans des flacons en plastique
polypropylene, en polycarbonate ou en verre,

Il est recommandé de noter avant toute conservation la date et I’heure du lerrecueil de lait
(indication pour la durée de conservation),

la congélation doit alors avoir lieu aussi rapidement que possible pour prévenir la

péroxydation lipidique, et préserver les vitamines.

1.2.1.1/ Conservation du lait maternel :

Le lait maternel est un produit trés stable, qui se conserve trés bien moyennant
quelques précautions (Darmangeat, 2013). Le stockage du lait maternel au congélateur (-
20°C) est sans conséquence nutritionnelle delétére, les propriétés antibactériennes de ce
dernier lui permettent de rester frais plus longtemps (Martel, 2010 ; Senterre et Eeckels,
1996).
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Le lait maternel peut étre conservé soit a la température de la piece (19° a 26 °C)
pendant 4h jusqu’a 6h, soit, au réfrigérateur (< 4 °C) pendant 72h jusqu’a 8 jours, soit plus
longtemps au congélateur (-18° a -20 °C) pendant 6 mois jusqu’a 12 mois (Pardou et al.,
1994).

Les échantillons du lait maternel préleves ont été conservés au congeélateur (-18°C a -

20°C) jusqu’au moment d’utilisation. Certains de ces échantillons ont été utilisés a I’état frais.
1-2-1-2Décongélation du lait maternel :

Le lait maternel congelé peut étre décongelé sous 1’eau froide du robinet (Martel,
2010). Le lait congelé ayant été décongelé peut étre conservé au réfrigérateur jusqu’a 24
heures. Il existe des données limitées indiquant que le lait décongelé depuis quelques heures
puisse étre recongelé, mais cela occasionne une plus grande destruction des composantes du

lait et diminue davantage son activité antimicrobienne.
1.2.2/Le sang :
Prélevement sanguin :

Différents prélevements du sang des nouveaux nés ont été réalisés en paralléle avec
les prélevements de lait maternel. Le jour et la période de prélevement ont été réalisés le 4

eme jour (stade de colostrum) de la naissance et apres 1 mois (stade de maturation).

2/ Méthodes d’analyses :
2.1/Le lait maternel :
Les échantillons de lait maternel ont subi les mémes analyses. Le plan général de la

démarche expérimentale adopté dans cette étude est récapitulé dans la Figurel3.
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Lait Congelé (-20° C)

[ Décongélation ]

!

[ Détermination des protéines }

Dosage des protéines <7 - Electrophorése des
totales protéines
Dosage des IgAs
(ELISA)
Figure 13 : Le plan général de la démarche expérimentale.
2.2/Le sang :

Les Préléevements sont a 1’age de 4eme jour et 30 eme jour du nouveaux nés choisir

aléatoirement.

Les échenillons de sang sont réalisées dans laboratoire Dr.Zibouche pour obtenue les
IgA sérique par analyse Elisa kit ,ont subi les analyses selon Le plan général de la démarche

suivante :
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.
I

[ Centrifugation }

=]

Dosage des
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Figure 14 : Etapes de séparation de sang.

2-3 Dosage des protéines totales :
Les proteines totales avaient été dosées par automate biochimique selon la méthode de
biuret, en présence d’ions Cut+en milieu alcalin. Ceux-ci forment des complexes dont

I’intensité de coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en protéines

(Valdiguié, 2000 ; Megnieret al., 2013).

2-3-1 Détermination des protéines solubles :
Préparation du lactosérum :

Le lait écrémé débarrassé de la caséine n’est plus qu’un lactosérum qui contient encore
les protéines solubles, le lactose et une partie des minéraux (FAO, 1995).

Les etapes de la préparation du lactoserum sont détaillées dans la Figure 15
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Le lait
maternel
Créme ]
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a 35009/ 20 min a +4 °C l
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HCI 4N

Filtration par laine de verre

Neutralisation a pH 7 avec NaOH 1N l

Centrifugation a 3500g/ 15
min a 20 °C

\ < R >

Figure 15 : Etapes pour la préparation du lactosérum.
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2-3-2.Electrophorese des protéines :

L’¢électrophorése est une technique d’examen qui permet de séparer différents
constituants du lait maternel en 5 différentes fractions, 1’albumine et les différentes
globulines.

Le SDS (Sodium dodécyl sulfate) CH3-(CH2)11-SO3-Na+, détergent anionique a
pour role la dissociation des complexes protéiques. Il est associé a un agent réducteur, le 2-
mercaptoéthanol (HS-CH2-CH2-OH) qui rompt les ponts disulfures. Le SDS, se fixe sur les
protéines et leur conférant une charge négative, ainsi leur séparation se fait selon la différence

de poids moléculaire.

Mode opératoire
Préparation des gels

Suivant le protocole de Laemmli et Favre (1973), deux gels ont été préparés :

- Un gel de concentration (5%), en tampon (Tris-HCIl, pH 6,8), dont 1’objectif est la
concentration des protéines pour une migration homogéne.

- Un gel de séparation (15%), en tampon (Tris-HCI, pH 8,8).

Dénaturation des extraits protéiques

Les échantillons du lactosérum sont dilués dans du tampon de charge (V/V), celui-ci est
préparé au dernier moment, puis porter a ébullition dans un bain-marie pendant 5 minutes afin
de favoriser la dénaturation des proteines.

Migration

Chaque extrémité du gel est mise en contact avec le tampon de migration qui, soumit dans un
potentiel €lectrique, permettra la propagation d’un courant dans le gel. Ce courant entrainera
les molécules constituant I’échantillon. La migration se déroule sous tension constante de 200
V, avec une intensité de 50 mA durant environ 2 heures.

Révélation

a. Fixation : immerger le gel dans le bain de fixation pendant 30minutes.

b. Coloration : le gel est ensuite immergé pendant 1 heure dans une solution de coloration,
cette coloration permet de visualiser toutes les protéines dans I'échantillon dont la
concentration dépasse la limite de détection de la coloration.

c. Décoloration : Le gel coloré au bleu de Coomassie peut devenir transparent par un
mélange éthanol/acide acétique/eau distillée (solution de decoloration). Immerger le gel dans

plusieurs bains de solution de lavage jusqu'a retrouver un fond incolore (demande quelques
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heures). Les gels peuvent étre analyses immédiatement ou conservés dans un bain de
conservation.
Expression des résultats

Les gels de I’électrophorése obtenus ont été analyses par le Logiciel « gel analyser ».

2-3-3 Dosage des immunoglobulines A :

Le dosage des immunoglobulines A est réalisé par le kit ELISA, cette méthode est basée sur
la formation des complexes anticorps-antigenes selon la technique turbidimétrie SPA plus
(Binding site).

L'ELISA permet de déterminer quantitativement les anticorps spécifiques. Apres avoir incubé
le sérum a examiner dans un tube ou sur une plaque de polystyrene sensibilisés par I'antigene,
on ajoute I ‘anticorps anti-lg marque par une enzyme; la quantité d'enzyme restant dans le
tube ou sur la plaque apres lavage permet de mesurer la quantité d'anticorps spécifique
présente dans le sérum. L'épreuve est basée sur I'insolubilisation des antigénes par adsorption

passive sur une phase solide, par exemple la surface de polystyréne. (ELISA).

-35-



Partie |11
Reésultats et discussion




Partie 111

Résultats et discussion

Cette partie est basée sur les travaux originaux de différentes études et des données

publiées sont également présentées. Les moyennes obtenues d’aprés différents études des

composants du lait maternel en slgA pour chaque stade de lactation sont mentionnées dans le

Tableau 05.Ces études suggerent qu’il y a une variation des concentrations des

immunoglobulines A dans les trois périodes de la lactation.

Tableau 04 : Estimations relatives a la composition des slgA du lait maternel selon le

stade de la lactation d’apres différents études.

Auteur Méthode Période Concentration IgA | Observation
(9/)
El Lolly.M.M. et Colostrum 32.49+4.79 La concentration de IgA
al ;(2015) Single radial " est plus élevé dans le
immunodiffusion 19.76+4.47 colostrum puis diminue
(SRID) kits progressivement  avec
14.05£3.47 les jours de lactation
10.59+1.38 (transition)
8.24+1.91
Transition 5.24+1.11
4.73+0.57
Colostrum (1-4 jour)
quantitative  radial 28.35 + 9.56
Edilson D. Aradjo et | immunoassay 12.97 £ 3.35
al ;(2005) (L.LD.R.Q) _ _
Transition(15 jour) |8.84 +0.165
Lawrence T Weaver | Elisa Maturation 0.376-0.95 La concentration
etal ;(1998) des slgA dans le lait
0.399-1.125 maternel  présente
corrélation positive
0.4511.008 avec la lactation
Czosnykowska- Elisa Maturation 212 +0.62 concentration
LI“F%%M“ moyenne de SIgA
al ;(2020) 2.95 + 1.30 était la plus basse
dans le lait du ler a
335£222 12éme mois de la
TEE T 710 lactatio et de

maniére
significative accru
au-dessus de la 1ére
année de la
lactation pour
atteindre le plus
haut concentration
de SIgA apres la 2
eme année
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D’aprés le tableau (04) on constate que les teneurs en IgA sont considérables puis

diminuent réguliérement et varient d’une manicre décroissante du colostrum au lait mature.

Selon El Lolly. et al ;( 2015) La détermination de la quantité des immunoglobulines
Adans le colostrum et le lait maternel durant la 1% semaine (lait transitionnel)se fait par la

technique de Single radial immun diffusion (SRID) kits (the Binding site limited, England)
(figure 16) .

Figure 16 : Single radial immunodiffusion analysis des IgA dans le colostrum durant la
1*" semaine de postpartum (EI Lolly. et al. 2015).

I a été montré qu’il y a une moyenne de (36.53+6.72 g/l range( 29.40- 49.32 ) durant
0-12h postpartum ,dont le taux diminue considérablement dans colostrum a( (23.98+3.09¢/l) ;
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(14.05+3.47 g/l ); (10.59+1.38 g/l); (8.24+1.91 g¢/l) (6.71+1.84) de 1j-2j-3j-4j-5] selon
I’ordre. Dans 6j et7]j le taux des IgA continue a diminuer a (5.24+1.11¢g/1) ; (4.73+£0.57¢g/l)
tableau (04).

Tableau 05 : Concentration de IgA dans le lait maternel durant la 1lére semaine du
postpartum (EI Lolly.M.M et al. 2015)

Lactation  Concentration of IgA(g/l) Range Mean + SD* SE** % of the
période Mothers total Igs
(Day) 1 2 3 4 5 6

1-0.5 49.32 33.92 3552 3472 36.32 29.40 29.40-49.32 36.53+6.72 2.74  70.98

1 19.86 2487 2724 2544 26.04 20.40 19.86-49.32 23.98+3.09 1.26  73.80

2 14.32 1696 12,66 13.11 1446 1398 19.86-27.24 14.25+1.50 061 7212

3 7.86 9.94 9.02 9.94 1396 10.26 12.66-16.96 10.16+2.06 0.84 7235

4 7.60 7.04 9.02 8.44 1058 8.74 7.86-13.96 8.57+1.23 050 80.95

5 5.98 5.74 8.74 5.48 9.32 4,98 7.04-10.58 6.71+1.84 0.75  81.37

6 422 4.82 6.80 ND 5.13 ND 4.22-6.80 5.24+1.11 055  84.93

7 ND ND 3.80 ND 4.66 ND 3.80-4.66 4.2340.61 0.43  89.53
LSD*** 3.547

En outre, ces études font ressortir également que les meéres maintiennent une
production réguliére d'lgA pendant la premiére année de lactation. Selon EI Lolly. et al ;(2015
) la valeur des IgA était dominant dans le colostrum , celle-ci diminue réguliérement et d’une
maniere significative avec le stade de lactation la ou la variation dans I’ individuel des
immunoglobulines est considérable.Cette valeur est relativement proche de celle enregistrée
parWheeler et al.,(2007) et Stelwagen K, al(2009) soit 17.35 g/l dans le colostrum.

Dans I’étude réalisée par Araujo et al ;(2005 )ou les sIgA totale étaient déterminer par
la technique de dosage immunologique radiaux (I1.D.R.Q) utilisant des anti-humain spécifique
chaine-alpha IgA anti-corps (SIGMA) ;montré que Les valeurs moyennes en slgA du lait
maternel relevées pour chaque période analysée ( colostrum , transition) sont varie

significativement entre 1%, 4°™, 10°™, et 15°™

jour de la lactation (p <0.0001). La valeur de
slgA était significative plus élevé le 1° jour (2835 + 956 mg/dl) par apport au 4eme
jour 129.7 £ 33.5 mg/dl;cette concentration va diminuer progressivement dans le lait de
transition le 10°™ (88.4 + 16.5 mg/dl) pour se stabiliser au15°™ jour (88.4 + 16.5mg/dl)

tableau (05), aucune différence significative entre le 10°™ et 15°™ jour de la lactation (p
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=0.2026) ou la concentration des sIgA du lait maternel varie en fonction du stade de lactation,

elle diminue durant le ler jour jusqu’a le 4 eme jour de lactation.

A la lumiere d’une étude menée par Weaver et al ;(1998) qui montre que les
concentrations d'IgA dans le lait maternel variait de 0,625 (0,376-0,959) g / | (a 8-9 semaines)
a 0,746 (0,408-1,067) g / | (a 51-52 semaines). Le poids médian (intervalle interquartile) des
IgA ingérées en 12 heures par les nourrissons variait d'un maximum de 279 (151-363) mg a
16-17 semaines a un minimum de 208 (151-336) mg a 51-52 semaines. Il n'y avait pas de
changement significatif du poids d'IgA ingéré avec I'age avancé. Il n'y avait pas de corrélation
significative entre le poids du lait ingéré et les concentrations d'IgA a tout &ge, sauf a 9
semaines, quand il était p <0,002 .Cet écart est expliqué par Weaver et al ;(1998) que le lait
maternel apporte non seulement une contribution majeure a la nutrition des nourrissons, mais
il fournit également toute une gamme de facteurs bioactifs non nutritionnels, y compris les
immun protéines. Dans les cas ou les maladies infectieuses sont fréquentes et ou les aliments
de sevrage peuvent étre sous-optimaux, meres peuvent fournir a leur nourrisson des quantités

d'IgA dans le lait susceptibles de jouer un réle important dans I'amélioration de leur santé.

D’aprés Czosnykowska-£.M et al ;(2020) La concentration des sIgA était déterminer
par Elisa .la concentration des slgA dans le lait maternel présente corrélation positive avec la
lactation durant le 1% jusqu'a 48eme mois (r = 0.54; p < 0.05) (figure17) . le lait maternel
analysée de la 1% jusqu'a 12eme mois contient moins d’IgA (2.12+ 0.62 g/L) .une
augmentation significative est montré au dessus de la 1 année de lactation dans le group de
lait obtenir de 13eme mois de lactation ( 2.95+ 1.30 g/L p < 0.006). durant 19eme jusqu'a 24
M mois , la valeur moyenne de concentration des sIgA était (3.35 + 2.22 g/L) et elle était plus
élevé apres le 24 mois (7.55 £ 7.16 g/L).
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Figurel7 : Concentration des slgA dans lait éecrémé dans prolongation de lactation
(Czosnykowska-L..M. et al 2020).

Selon Czosnykowska.l..M et al ;(2020) cet écart est plus marqué, une corrélation
positive et forte avec la durée de la lactation de la lére au quarante-huitieme mois, la

2°™ mois de la

concentration moyenne de SIgA était la plus basse dans le lait du ler a 1
lactation ( 2.12 + 0.62 ) et de maniere significative accru au-dessus de la 1ére année de la
lactation pour atteindre le plus haut concentration de sIgA aprés la 2°™ année par les valeur
suivante ; 2.95 £ 1.30 durant 13 a 18 mois ; 3.35 + 2.22 durant 19 & 24 mois; 7.55 + 7.16
apres 24mois.En outre, il a été montré également que les concentrations en slgA étaient
négativement corrélés avec le nombre de tétées, et leurs concentrations augmentaient par
rapport a celles de la premiére période de lactation. Cela peut étre lié a la réduction la
production de lait, qui diminue avec la rare fréquence alimentation; ceci est en accord avec
Weaver .Let al ;(1998) qui démontre que il y a une variation des concentrations des IgA tout
au long des années entre augmentation et diminution selon la saison (Pendant la saison seche,
lorsque la nourriture est la plus abondante, les concentrations d'lgA dans le lait sont plus

élevées que pendant la saison des pluies, lorsque la nourriture est plus rare).

D’autre part selon El Lolly. et al ;(2015) Aradjo et al ;(2005) et Czosnykowska-
Lukacka et al ;(2020) L'IgA sécrétoire protége le muqueuse de I'intestin du nouveau-né
contre les micro-organismes étrangers. Pendant L’infection, SIgA empéche les agents
pathogénes d'adhérer a la muqueuse, intervient dans la mobilité bactérienne, et neutralise
produits toxiques. D'autres mecanismes incluent I'élimination d'antigenes et de virus

intracellulaires par transcytose.
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Le lait maternel aide activement les nouveau-nés a éviter les maladies, et ce de
plusieurs facons. Cette assistance est particulierement bénéfique durant les premiers mois de
vie, alors que le nourrisson est incapable de monter une réponse immunitaire efficace contre

les organismes étrangers.

Les molécules d’IgA sécrétoire protégent encore plus le nouveau-né car,
contrairement & la plupart des autres anticorps, ils combattent les maladies sans toutefois

causer d’inflammation. Ils protégent la surface des muqueuses autres que celles de 1’intestin.

Soutenir I'allaitement maternel n'est pas une affaire de conviction ou d'idéologie. C'est
d'abord un acte de fidélité de I'espéce humaine a elle-méme; c'est aussi, tout simplement, faire
notre métier qui ne consiste pas seulement a assurer un réle de soins mais aussi d'éducation et
de prévention; pour cela, il faut adopter une attitude professionnelle alliant clairvoyance et

connaissance suffisante du sujet.
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Nous ne souhaitons pas mettre de point final a ce travail, tant il reste a faire, mais nous
aimerions apporter matiere a réflexion. Nous sommes intimement convaincus que
I’allaitement n’est pas seulement un choix fait par la mére, mais qu’il est surtout un choix fait
pour I’enfant. Les raisons de ces possibles variations du lait maternel humain ne sont toutefois
pas claires a ce stade, des recherches complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces

premiers résultats et étudier de fagon multicentrique et sur un plus grand effectif :
» Ledosage des IgG et IgM .

» Pourquoi les nourrissons ont besoin de vaccins s’ils regoivent déja cette protection

naturelle ? Malgreé, ont-ils recu des anticorps via le lait maternel ?? .
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