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empruntent des voies différentes pourraient exercer des actions complémentaires et donc
agir en synergie pour activer le systtme immunitaire. Si cette hypothése est véridique,
nous devrions assister a une activité plus intense lorsque différents types de bactéries sont
combinées dans une expérience de stimulation in vitro. C'est dans cette optique que nous
avons effectué des essais sur des combinaisons de bactéries en mettant 2 profit notre
modéle murin in vitro reproductible joint 2 notre bioessai d'IFN-y rapide et quantitatif.
Malheureusement, aucune des cinq combinaisons de bactéries lactiques n'a révélé une
quelconque association synergique pour la stimulation de I'IFN-y. Les splénocytes mis en
présence de mélanges de bactéries ne produisaient que la moyenne des quantités d'TFN-y
induits par les bactéries prises individuellement. L'activité des bactéries négatives
demeurait inchangée lorsqu'elles étaient incluses dans un mélange. Par conséquent, les
bactéries lactiques, de quelque nature qu'elles soient, exercent des actions purement
additives et semblent donc emprunter une voie d'activation commune. Cette voie n’a pas

encore été définie a ce jour.

Les producteurs de probiotiques et de bactéries lactiques thérapeutiques offrent le
plus souvent leurs produits sous forme de mélanges d’especes de bactéries. Méme si
aucun travail n'a pour l'instant identifié d'action synergique, il est tout a fait raisonnable
d‘affirmer que différentes bactéries peuvent avoir des effets complémentaires in vivo, que
ce soit au niveau du systéme immunitaire ou ailleurs. Par exemple, un type de bactérie
pourrait stimuler 1'immunité cellulaire, un autre augmenterait la sécrétion d'anticorps, un
troisieme inhiberait la croissance de pathogénes intestinaux, et un dernier aiderait a la
digestion du lactose. Les résultats de nos travaux n'entrent pas en contradiction avec ce

principe, qui forme la base de la bactériothérapie combinée.

La nature et l'intensité de la réponse immunitaire dépend d'un nombre important de
facteurs externes. On dénombre entre autres les hormones, le niveau de stress, 'exposition
préalable a des pathogénes, la génétique, et comme semblent I'affirmer nos travaux et ceux
de nos collegues, la composition de la microflore intestinale. Parmi ces parametres,
l'influence des variable génétiques sur la réponse aux bactéries lactiques n'a & notre

connaissance jamais été explorée. Nous avons par conséquent reproduit nos expériences in
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vitro en utilisant des splénocytes de deux souches de souris: C57BL/6 et BALB/c. Nous
cherchions a vérifier deux hypothéses: i) Certaines bactéries lactiques peuvent stimuler le
systtme immunitaire, quel que soit le bagage génétique de I'héte. ii) Les variations
qualitatives et quantitatives observées sont imputables au profil T auxiliaire (Th1 ou Th2)
préférentiellement activé. Comme il fut discuté dans le chapitre 1, I'immunité des souris
C57BL/6 penche d'avantage vers un profil Th1, alors que les souris BALB/c sont orientées
Th2 (Heinzel et al., 1989).

Nos résultats confirment ces notions. Les splénocytes isolés a partir des deux
souches de souris répondent a la bactérie L. rhamnosus ATCC 53103 par la production
d'IL-12 et d'TFN-y; et sont insensibles a B. longum R0O75 pour toutes les concentrations
étudiées. Leurs réponses varient néanmoins, et ce dans le méme sens que l'orientation
“Th” encouragée par leur empreinte génétique. Les splénocytes de souris BALB/c
produisent moins d'IL-12 et moins d'TFN-y que les cellules de souris C57BL/6 en réponse
a L. rhamnosus. 11 fut malheureusement techniquement impossible de vérifier le niveau
d'expression du géne de 1'1L.-4 pour chaque situation. Selon la littérature, 'orientation Th2
des souris BALB/c s'explique en partie par la modulation 2 la baisse de la chaine B2 du
récepteur de I'IL-12 (Himmelrich et al., 1998), ce qui rend les effecteurs immunitaires

moins sensibles a l'action de I'TL-12.

Ces constatations démontrent que la sensibilité aux bactéries lactiques dépend de
certains facteurs génétiques. Il serait intéressant de faire des liens entre la sensibilité aux
bactéries lactiques chez des individus d’une part, et leur susceptibilité a développer
certains désordres intestinaux (ou méme systémiques) d’autre part. On pense évidemment
aux allergies, aux inflammations chroniques, & des infections, & des tumeurs, etc. Un
nouveau champ de recherche pourrait s'ouvrir, ol I'on chercherait 4 adapter certains types

de bactérie au patient selon le malaise a prévenir ou a traiter.

Un des buts de l'exercice de criblage in vitro était de sélectionner des bactéries
selon leur potentiel immunostimulateur afin de les inclure dans des expériences in vivo
subséquentes. Le choix du modele animal a posé probleme. Il est généralement accepté

ue la modulation de l'immunité par des bactéries lactiques in vivo chez un oreanisme sain
g
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est un phénomene transitoire et auto-limitant (Shroff er al., 1995). C'est donc dans une
situation de désordre que nous serions & méme d'observer une action attribuable & des
bactéries ayant ét€¢ administrées oralement et ayant colonisé temporairement le tractus
intestinal. Dans ce contexte, les bactéries pourraient bien renforcer la réponse immunitaire
et améliorer sa régulation, mais elles seraient surtout susceptibles de promouvoir le
maintien ou le rétablissement de I'équilibre des paramétres immunitaires. Une des fagons
d'induire un désordre immunologique est l'irradiation. C'est une approche qui affecte
toutes les facettes du systéme immunitaire et qui peut étre réversible. C'est aussi un bon
modele pour reproduire les désordres causés par la radiothérapie et par I'exposition aux
radiations liée a un accident industriel ou domestique. Des modéles de chimiothérapie
(Kaneko et al., 1999) et de radiothérapie (Miyanomae et Frindel, 1988) furent utilisés avec
succes dans des études d'immunomodulation par des produits naturels issus de la
médecine chinoise. Nous avons par conséquent choisi d'exposer des souris gavées avec
des bactéries lactiques 2 une dose de rayons X immunodépressive pour ensuite étudier leur

capacité a répondre a un stimulus par la production d'IFN-y.

Nous avons administré un mélange de quantités égales de L. lactis R187, §.
thermophilus RO83 et L. acidophilus R052. Les deux premiéres bactéries se soni avérées
les plus efficaces pour stimuler la production de cytokines, a travers les concentrations
étudiées. La troisitme est un probiotique stimulant modérément la production de
cytokines in vitro et étant reconnu pour sa faculté 4 survivre dans l'intestin et & adhérer a
1'épithélium (Coconnier et al., 1993). L'acces a de grandes quantités de cellules viables,
sous forme d'une poudre lyophilisée commerciale, a également joué dans le choix de ces

bactéries.

Apres six jours de récupération post-irradiation, les splénocytes de souris irradi€es
et gavées avec le mélange de bactéries ont été stimulés avec une dose sub-optimale de
ConA, avec lintention d'induire la production d'IFN-y. Ces cellules ont produit
significativement moins (p = 0,034) d'IFN-y bioactif que les cellules de souris irradiées
gavées avec une solution sans bactérie. Ces derniéres affichaient une production atténuée

mais mesurable d'IFN-y, signe d'un début de récupération. Les bactéries n'ont donc pas
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aidé la restauration de 'immunocompétence chez les souris irradiées, et ont méme semblé

freiner ce processus.

A la lumiére de ces résultats, plusieurs interprétations peuvent étre émises afin

d'expliquer cette apparente anomalie.

1. L'absence de récupération peut s'expliquer simplement par une activité nulle des

bactéries administrées. Cependant, cela n'expliquerait pas I’inhibition observée.

2. Les bactéries lactiques peuvent inhiber la réponse des splénocytes aux mitogenes.
L'équipe de Kijavainen (1999) a utilisé un modéle in vivo semblable au nétre (mais
sans irradiation) et a mesuré la réponse proliférative a la ConA des splénocytes de
souris gavées avec des bactéries. Certaines bactéries ont augmenté leur prolifération,
mais la majorité 'ont diminuée. La prolifération de splénocytes, et la production

d'TFN-y induits par la ConA, pourraient aller de pair.

3. Les radiations ionisantes, incluant les rayons X, affectent principalement les cellules
activées et en division. Elles peuvent augmenter l'apoptose ou induire l'anergie
(absence de réponse) chez ces cellules (Pamphilon ef al. 1991). Si nous supposons que
les cellules spléniques ont été activées par les bactéries alimentaires aprés 6 jours de
traitement, l'action cytotoxique des rayons X aurait pu provoquer l'effet inverse de

celui attendu et supprimer davantage le systéme immunitaire.

4. Les bactéries pourraient exercer une action directement inhibitrice, en déclenchant la
production de facteurs suppresseurs tels I'IL-4, I'TL-10 et le TGF-B. Ces cytokines
peuvent étre produites dans la muqueuse intestinale et joueraient un réle dans la

tolérance orale (Gonnella et al., 1998).

5. Le régime et les dosages n'étaient peut étre pas optimaux. Ces paramétre furent issus
de travaux antérieurs et d'expériences préliminaires. Il est néanmoins possible que des
ajustements sur la dose de bactéries et sur le temps alloué a la récupération

permettraient de révéler un effet autre que celui observé ici.
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11 est clair qu'un raffinement du modele nous permettrait d'éliminer ses faiblesses
et de mettre ses avantages de l'avant. Un premier pas serait d'utiliser un traitement
immunosuppresseur non cytotoxique. Une bonne approche serait celle de
I’immunosuppression aux corticostéroides, qui serait moins dévastatrice pour 'organisme,
davantage réversible, et qui refléterait les perturbations immunitaires courantes causées

par le stress.
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CONCLUSION

Grice a des expériences nombreuses et riches d'informations révélatrices, le voile
est en voie d'étre levé sur l'effet qu'ont les bactéries lactiques sur l'immunité. I est
maintenant accepté que ces bactéries influencent le systtme immunitaire par une
multitude de fagons, et que ces actions sont en grande majorité bénéfiques pour I'héte. Les
objectifs de ce travail étaient en premier lieu de caractériser la modulation de la sécrétion
de cytokines par un large éventail de bactéries lactiques et d'en effectuer une étude
comparative sur une base semi-quantitative; en second lieu d'utiliser les informations
récoltées pour concevoir un modele animal in vivo dans l'espoir de détecter une
régénération de la réponse immunitaire imputable aux bactéries sélectionnées et

administrées.

Nous avons constaté que certaines especes de bactéries lactiques peuvent stimuler
I'expression des génes du TNF, de I'lL-12 p40 et de I'lEN-y, ainsi que leur production dans
le milieu extracellulaire. Cette stimulation est fortement dépendante de la souche étudiée,
de la dose administrée et de la souche de souris utilisée comme source de cellules
indicatrices. Par contre, l'activation de la production de cytokines n'est pas influencée
outre mesure par une synergie d'espéces ou de souches utilisées en combinaison. Une

seule voie d'activation semble donc étre commune a toutes les bactéries lactiques.

La production d'TFN-y suit la méme progression que celle de I'TL-12, selon la dose
et le type de bactérie. Les deux cytokines sont donc dynamiquement liées. L'activation de
ceite facette de I'immunité, probablement attribuable a l'activité des macrophage et des
cellules NK, correspond a la polarisation des cytokines vers un profil Thl. Les résutlats de
notre étude montrent que ce profil était plus fortement encouragé chez les souris C57BL/6
comparativement aux souris BALB/c, en accord avec la littérature. Le profil Thl

favoriserait l'immunité anti-microbienne, anti-tumorale, et anti-allergique.

Les bactéries S. thermophilus RO83, L. delbruckeii ssp. lactis R187, L. rhamnosus
ATCC 53103, L. johnsonii C4, et L. acidophilus RO52 se sont avérées les plus efficaces, en

ordre décroissant, pour leur capacité a stimuler la production de cytokines. Ce classement
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informel tient principalement compte de la capacité qu'avaient ces bactéries d'agir
fortement aux trois concentrations données, de fagon reproductible. Notons que les deux

premigéres positions sont occupées par des bactéries lactiques non probiotigues.

Nous avons également constaté deux tendances somme toute incertaines: la faible
activation du géne de I'IL-4 et l'activité pro-JFN-y de certains surnageants de culture
bactérienne. Ces activités ont été observées chez une sélection restreinte de bactéries. Les

deux phénomeénes demandent un examen plus poussé.

Finalement, un modéle animal mesurant la récupération de la capacité des
splénocytes a produire de I'l[FN-y ex vivo a été congu. Une sélection des bactéries étudiées
a été administrée oralement afin de connaitre leur impact sur 'homéostasie immunitaire.
Les expériences in vivo ont montré qu'un régime quotidien de bactéries lactiques ne
contribue pas a la récupération de la capacité a produire de I'IFN-y chez des souris
irradiées. Une baisse modérément significative de la production d'IFN-y a méme été

observée chez les souris ayant subit un traitement oral constitué d'un mélange de bactéries.

Les résultats de ces travaux invitent d'autres chercheurs a se pencher sur les
déterminants moléculaires qui expliqueraient les différences observées, du co6té des
bactéries et de 'hdte. Ces résultats s'ajoutent a la masse d'informations sur les propriétés

immunomodulatrices in vitro et in vivo des bactéries lactiques utilisées dans l'industrie.
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