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I- Introduction

a. Saisine

Devant le constat de la mise sur le marché d’'un nombre croissant de préparations lactées
pour nourrissons et de préparations de suite contenant des ingrédients a visée prébiotique et
probiotique, dans I'objectif de se rapprocher des propriétés fonctionnelles du lait maternel, la Direction
générale de la concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes (DCCRF) a saisi
I'Agence fragaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) d’'une demande d’appui technique
relative a « limpact sur la santé des nourrissons et des jeunes enfants du développement de
I'incorporation de prébiotiques et de probiotiques dans les aliments lactés diététiques qui leur sont
spécifiquement destinés ».

Par ailleurs, la Commission européenne, dans le cadre des travaux de révision de la directive
91/321/CEE du 14 mai 1991, concernant les préparations pour nourrissons et de suite, a saisi le
comité scientifique de l'alimentation humaine (CSAH) pour recueillir son avis sur les nouvelles
données scientifiques qui seraient de nature a modifier le contenu de cette directive.

b. Cadre de la réflexion et objectifs du groupe de travail

La question posée par la DGCCRF concerne les éventuelles conséquences cliniques, a court
terme et a long terme, liées a I'utilisation de prébiotiques et probiotiques dans les préparations pour
nourrissons et de suite. Cette question se décline en plusieurs questions spécifiques. On peut citer
comme exemples :

e Quels sont les intéréts de modifier la flore chez les nourrissons ? Avec quels risques et donc
dans quelles limites ?

e Quel profil de flore faut-il favoriser ? Peut-on modifier sélectivement une ou quelques
populations bactériennes ? Quelles sont les conséquences sur les populations indésirables ?

¢ Quels sont les agents alimentaires (les antibiotiques sont exclus de la réflexion) capables de
modifier la composition et I'activité de la flore ? Comment doivent-ils étre consommés pour
agir sur la flore ?

e Ces agents ont-ils tous les mémes effets ?

¢ Quels sont les effets de ces agents sur d’autres fonctions que celles de la flore intestinale ?

e Quels bénéfices pour le bien-étre ou la santé des nourrissons et des enfants peuvent étre
revendiqués ? Comment et a qui doivent-ils étre communiqués ?

Le groupe de travail s’est donc fixé les objectifs suivants :

1- Faire I'état des connaissances sur les questions posées par la
modification de la flore intestinale chez les jeunes enfants, en
examinant tous les aspects liés a l'utilisation des ingrédients modifiant
la flore intestinale dans les préparations pour nourrissons et de suite.

2- Elaborer des lignes directrices pour la constitution de dossiers
industriels spécifiques a ces types de produits.

Il est apparu aux membres du groupe de travail que les questions posées par I'emploi de ces
ingrédients en nutrition infantile concernaient essentiellement les préparations pour nourrissons et les
préparations de suite. La réflexion s’est donc limitée a ce type de préparations destinées a de jeunes
enfants nés a terme, en bonne santé, de la naissance a un an. Cependant, pour des raisons de
logique nutritionnelle, les questions liées a la présence de ces ingrédients dans des préparations pour
enfants en bas age, destinés a des enfants en bonne santé de un a trois ans, ont été également
considérées.

Ont été exclues de la réflexion les questions relatives :

- A I'utilisation de bactéries génétiquement modifiées

- Aux aliments diététiques destinés a des fins médicales spéciales, tels que définis par I'arrété
du 20 septembre 2000.



c. Méthodologie de travail

Le groupe a décidé de procéder a une revue et analyse critique de la bibliographie parue
avant 2003. Il a limité son champ d’analyse aux articles publiés dans des journaux a comité de
lecture, rapportant en priorité des études réalisées chez I'enfant. Lorsque aucune donnée n’était
disponible chez I'enfant, I'analyse s’est étendue aux données obtenues chez I'adulte, et si jugé utile
chez I'animal. Une liste des aspects a considérer a été alors établie et les différents domaines a
analyser ont été répartis entre les experts scientifiques du groupe de travail. Le résultat de I'analyse
de chacun des experts a été exposé a 'ensemble du groupe puis discuté de fagon collective.

Le groupe étant conscient que, dans ce domaine nouveau et compétitif de recherche et
d’innovation pour I'industrie, toutes les données disponibles ne sont probablement pas publiées, il a
décidé de consulter des experts scientifiques de I'industrie, connus pour leur implication dans cette
recherche. Un courrier précisant les objectifs de la consultation a été envoyé a trois experts industriels
désigneés par leur société (Annexe). Chacun d’entre eux a été entendu lors d’une réunion du groupe et
les différentes questions abordées par le groupe ont été discutées avec chacun des experts
industriels.



Il- Définitions

a. Santé

Selon 'OMS, la santé est un état de bien-étre physique, mental et social. Le groupe de travail
a convenu que la réflexion devait donc inclure a la fois les effets physiologiques et psychologiques, et
les effets cliniques. Les effets physiologiques comprennent par exemple les modifications de la flore
fécale, la modulation du systéme immunitaire, ou les modifications de marqueurs métaboliques. Les
effets cliniques concernent la prévention et/ou le traitement des pathologies (infections, allergies, etc.),
ou méme l'impact sur des indices de qualité de vie (pleurs, ballonnements, etc.).

b. Probiotiques

La FAO (Food and Agriculture Organization) des Nations Unies et I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) ont établi récemment des lignes directrices pour I'utilisation du terme « probiotiques »
dans les aliments (FAO/WHO, 2001). La définition du comité d’experts réunis par la FAO et le WHO
en 2001 est la suivante: « micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en
quantités adéquates, produisent un bénéfice pour la santé de I’héte ». Elle impose que le terme
« probiotique » s’applique uniquement a des microbes vivants ayant un effet bénéfique démontré.
Cela pose la question des micro-organismes vivants au moment de leur ingestion, qui ont un effet
physiologique bénéfique démontré, mais qui ne survivent pas au cours du transit digestif. La
conférence FAO/WHO recommande que seuls les microorganismes qui survivent a leur passage dans
le tube digestif soient considérés comme probiotiques. Elle va méme plus loin dans I'exigence
puisqu’elle recommande que non seulement les probiotiques doivent survivre mais également avoir la
capacité de proliférer dans le tube digestif. Le groupe de travail n’a pas retenu ces exigences et a
considéré que tous les micro-organismes vivants au moment de leur ingestion et exergant un effet
bénéfique sur la santé du nourrisson et de I'enfant en bas-age étaient des probiotiques.

La définition de la FAO et de 'OMS inclut également des microbes vivants utilisés comme
vecteurs de composés physiologiquement bénéfiques, comme, par exemple, des souches
transformées de L. lactis produisant de linterleukine-10. Le groupe a exclu cette catégorie de
probiotiques (génétiquement modifiés) de sa réflexion.

Bien que des bactéries non vivantes puissent induire un effet physiologique bénéfique, elles
ne sont pas considérées comme probiotiques dans cette définition, et d’autres termes devront étre
proposés. Les termes suivants ont été proposés dans la littérature : abiotique, agent
biothérapeuthique, etc. Le groupe n’avait pas pour mission de statuer sur ce lexique.

L’analyse du groupe de travail a porté sur les principaux organismes utilisés en alimentation
infantile comme probiotiques, qui appartiennent aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium.

La nomenclature des bactéries probiotiques doit se conformer aux noms courants,
scientifiquement reconnus. L'’utilisation d’anciennes nomenclatures ou de noms pouvant créer des
confusions dans I'esprit du consommateur, par exemple Lactobacillus plantarum serenitas, n’est pas
acceptable. L'hybridation ADN-ADN est la méthode de référence pour spécifier I'appartenance d’'une
souche a une espéce. La caractérisation de la souche doit ensuite étre réalisée avec une méthode
génétique reconnue telle que I'électrophorése en champ pulsé (Rapport de 'AFSSA, 2002). Enfin,
toutes les souches devraient étre déposées dans une collection internationale reconnue.

C. Prébiotiques

Un prébiotique est défini comme une substance non-digestible qui induit un effet
physiologique bénéfique a I’héte en stimulant de fagon spécifique la croissance et/ou I’activité
d’un nombre limité de populations bactériennes déja établies dans le célon (Gibson &
Roberfroid, 1995). Cette définition ne met pas I'accent sur une population bactérienne en particulier.
On admet de fagon courante qu'un prébiotique augmente le nombre des bifidobactéries et des
bactéries productrices d’acide lactique, car ces groupes bactériens pourraient étre bénéfiques pour
I'héte. Néanmoins, il pourrait exister des prébiotiques stimulant la prolifération et/ou I'activité d’autres
groupes bactériens de la flore intestinale. Parmi les nombreux candidats prébiotiques, les plus connus
et étudiés sont les fructanes (FOS : fructo-oligosaccharides, oligofructose, et inuline) et d’autres
oligosides de galactose et transgalactose (GOS et TOS). Le lactose qui échappe a la digestion dans
lintestin gréle de I'enfant est également un prébiotique (Schulze & Zunft, 1991), et plusieurs travaux
ont montré que du lactose pouvait parvenir dans le cbdlon chez le nourrisson (Kien, 1996). De



nombreux autres glucides pourraient revendiquer I'appellation de prébiotiques (xylooligosaccharides,
isomaltooligosaccharides, glucooligosaccharides, etc.). Certains amidons résistants et des sucres
alcools pourraient aussi avoir des propriétés prébiotiques. Le lactulose est également un prébiotique.
Néanmoins, le groupe a limité son analyse aux seuls produits déja utilisés en alimentation infantile, a
I'exclusion des autres ingrédients réservés soit a d’autres usages (pharmacie), soit encore
insuffisamment caractérisés pour leurs propriétés prébiotiques chez I'enfant.

L’ingrédient prébiotique doit étre parfaitement caractérisé. Les produits ou organismes a
I'origine de lingrédient doivent étre connus et caractérisés, qu’il s’agisse d’un ingrédient isolé d'un
produit végétal, animal ou microbien, ou d'un ingrédient produit par synthése chimique ou
microbienne. Les procédés d’obtention doivent étre décrits. De plus, les ingrédients prébiotiques étant
souvent composés d’'un mélange de molécules, les molécules actives doivent étre identifiées et
caractérisées, et leur concentration dans le produit doit étre précisée. Enfin, les microorganismes
ciblés par l'ingrédient prébiotique et ses mécanismes d’action devraient aussi avoir été recherchés et
précisés autant que possible.

d. Symbiotiques

Un symbiotique est défini comme un produit qui contient a la fois un (des) probiotique(s) et un
(des) prébiotique(s). Cette définition indique que la démonstration d’'un effet synergique des pré- et
probiotiques n’est pas requise, et chaque composant du symbiotique peut avoir des effets
indépendants. Toutefois, il est possible que le prébiotique soit ajouté afin de favoriser la survie et
I'activité du probiotique dans le tube digestif. Si une telle relation entre les ingrédients est indiquée,
elle doit étre scientifiquement démontrée. Par ailleurs, et d’'une facon générale pour tous les
symbiotiques, les mémes considérations de caractérisation, sécurité d’emploi et démonstration
d’effets bénéfiques que celles utilisées pour les probiotiques et les prébiotiques doivent étre
appliquées.

e. Micro-organismes tués

D’autres produits contenant des micro-organismes non vivants sont ou pourraient étre
introduits dans les préparations pour nourrissons et de suite, dans le but de modifier la flore intestinale
et d’'induire des effets bénéfiques pour la santé de I'enfant. Ces produits peuvent étre composés de
micro-organismes seuls, ou de produits fermentés (provenant des céréales, du lait, etc.) ne contenant
plus de micro-organismes vivants. Ces produits ne sont ni des probiotiques, ni des symbiotiques, les
micro-organismes n’étant pas vivants. lls pourraient étre considérés comme des prébiotiques si leur
non digestibilité dans lintestin gréle était prouvée et si leurs effets sur la flore intestinale étaient
démontrés. Le groupe n’a toutefois pas souhaité les considérer en tant que prébiotiques pour trois
raisons :

- leur indigestibilité dans I'intestin gréle des enfants n’est pas clairement démontrée ;

- il existe trés peu de données dans la bibliographie concernant leurs effets physiologiques, et ces
ingrédients sont moins bien caractérisés et moins étudiés que les prébiotiques usuels ;

- il est probable que leurs mécanismes d’action difféerent en partie de ceux des prébiotiques qui ne
contiennent pas de cellules ou fractions cellulaires bactériennes.

A la connaissance du groupe, il existe principalement deux types de préparations lactées
contenant des micro-organismes tués. Ces produits sont issus de la fermentation d’un lait soit avec
une souche de Lactococcus lactis, soit avec un mélange de deux bactéries lactiques : Streptococcus
thermophilus et une souche de Bifidobacterium breve. Les bactéries ont été tuées aprés la
fermentation par traitement thermique, puis séchage ou stérilisation.

Comme pour les probiotiques et les prébiotiques, les procédés d’obtention des produits, la
sécurité des souches microbiennes utilisées, la caractérisation des principes actifs, la sécurité
d’emploi des produits finis, les cibles physiologiques visées et la démonstration des bénéfices pour la
santé des enfants doivent étre documentées pour ces produits contenant des micro-organismes tués.

f. Notions de souches, d’espéces et de genres bactériens

* Une souche bactérienne correspond a I'ensemble des micro-organismes issus d’'une seule
cellule (isolée). La souche est conservée en collection. A chaque souche est attribué un code choisi
par le laboratoire ou la collection.



* Une espéce bactérienne est définie par un ensemble de souches considérées comme
semblables. On s’appuie sur le concept d’espéce phylogénétique. Pour chaque espéce, une souche
type est arbitrairement désignée parmi les premiéres souches isolées. Néanmoins, les critéres de
similitude sont basés sur des parameétres pouvant varier d’'une espéce a l'autre. La définition de
I'espéce est donc fragile et peut étre modifiée lorsque des critéres plus discriminants sont identifiés.
L’accés aux génomes a conduit a définir une valeur seuil de similarité globale entre deux génomes
pour que les souches correspondantes appartiennent a la méme espéce : au moins 70% de similarité
sont nécessaires. A cette valeur correspond une similarité de séquences des geénes codant pour les
ARN ribosomaux d’environ 98%.

» Un genre bactérien correspond a une entité bien définissable, clairement séparée des autres
genres. |l n'y a cependant pas un consensus complet sur la définition des genres et des redéfinitions
sont occasionnellement proposées. Les espéces d’'un méme genre ont des génomes dont le degré de
similarité est compris entre 30 et 70%. Pour la classification, une espece type fait référence pour
chaque genre bactérien.

* Par convention, le nom d’espéce est écrit en minuscules et il est toujours associé au nom de
genre correspondant portant une majuscule. Les noms latins sont écrits en italique et le nom de genre
peut étre abrégé par la majuscule initiale. Ainsi dans Bifidobacterium lactis Bb-12, Bifidobacterium est
le nom du genre, /actis le nom de I'espéce et Bb-12 l'identifiant de la souche.

» Des effets bénéfiques ou néfastes d’une bactérie sont attribuables a une souche et ne
peuvent pas étre étendus a une autre souche. De la méme fagon, I'extension a l'espéce est
hasardeuse et doit étre prohibée.

g. Notions de colonisation, implantation, prolifération, survie

* La colonisation de I'écosystéme digestif par une souche, une espéce ou un genre bactérien
se caractérise par une population microbienne de niveau constant au cours du temps et n’exigeant
pas de ré-inoculation périodique. Cela suppose que les bactéries ayant colonisé une niche donnée s’y
multiplient a un taux égal au taux d’élimination pour cette niche. D’'une fagon générale, un micro-
organisme dit autochtone ou indigéne colonise naturellement un habitat du tube digestif. Autochtone
pour un habitat donné, le micro-organisme peut étre allochtone pour d’autres habitats ou il transite
apres élimination de son habitat d’origine.

 Implantation est un terme synonyme de colonisation et les auteurs utilisent indifféeremment
'un ou l'autre terme. Il est quelquefois utilisé dans un sens plus spécifique pour désigner la
multiplication bactérienne qui précéde la colonisation.

« La prolifération bactérienne correspond a une forte multiplication dans la niche écologique
considérée. Si elle concerne des bactéries pathogénes (salmonelles, shigelles), elle conduit souvent a
une pathologie. Pour les bactéries autochtones, la prolifération permet la colonisation. Pour les
bactéries en transit qui ne colonisent pas, deux situations sont possibles : la survie ou la mort.

» La survie est exprimée en pourcentage du nombre de micro-organismes ingérés, ou en
concentrations atteintes en différents sites intestinaux. Durant le transit, le micro-organisme qui survit
peut étre inactif (cas des spores ne germant pas) ou développer une activité en fonction de
'environnement digestif (cas des probiotiques). Enfin, méme en l'absence de survie, la lyse
bactérienne dans la lumiére intestinale peut libérer des composés biologiquement actifs.

h. Notions de dominance et sous-dominance

La flore dominante chez I'homme adulte correspond a des populations bactériennes
représentant plus de 1% de la microflore totale. En termes de bactéries cultivables, une population
dominante comprend entre 10" et 10"" Unités Formant Colonies (UFC) par gramme de selles. A 10°
et en dessous, on parle de flore sous-dominante. Il faut cependant distinguer 2 types de niveau de
population. Les populations représentant entre 1 et 0,1% de la microflore totale sont sous-dominantes
mais de Iégéres fluctuations de I'aliment ou de la physiologie de I'héte peuvent les conduire a devenir
dominantes. De plus elles représentent une masse bactérienne non négligeable pouvant avoir un effet
sur I'héte. Le niveau de population a partir duquel une bactérie (non pathogéne) peut influencer la
physiologie de I'’h6te dépend de la bactérie et de I'effet. C’est pourquoi les points de vue divergent sur
I'estimation de ce niveau. Il semblerait néanmoins qu'en dessous de 10° UFC/g les effets
métaboliques soient minimes. Les bactéries dont les niveaux de population sont en dessous de 10°
UFC/g sont réprimées par la microflore et ne pourront jouer un réle que si leurs niveaux de
populations augmentent au moins de 1000 fois.



- Effets physiologiques des probiotiques, prébiotiques et
autres ingrédients destinés a modifier la flore intestinale
chez le nourrisson et le jeune enfant

a. La flore intestinale du nouveau-né et du jeune enfant

i. Méthodes de caractérisation

Les connaissances actuelles des microflores digestives sont basées sur des méthodes en
pleine mutation, qui incluent la microscopie, la culture sur milieux spécifiques et les analyses
moléculaires directes. La culture sur milieux spécifiques a plusieurs limites. De nombreuses espéces
bactériennes de la flore intestinale ou fécale ne sont pas cultivables dans les conditions habituelles.
Les milieux de culture ne sont pas suffisamment spécifiques. Des méthodes alternatives,
indépendantes de la culture, ont donc été mises au point pour améliorer la détection et I'identification
des micro-organismes. Elles sont basées sur la détection moléculaire de 'ARNr 16S ou de son géne
codant. L’amplification par polymerase chain reaction (PCR) du géne ARNr 16S directement a partir
des colonies cultivées sur gel d’agar, suivie d’'une analyse de la séquence, permettait déja une
caractérisation phylogénétique précise de la souche correspondante. L’application d'une telle
méthode, mais directement & un ADN fécal total, a permis aprés clonage d’inventorier la diversité
d’espéces dominantes d’'un échantillon intestinal sans passer par aucune étape de culture. De plus, la
variabilité des séquences d’ADNr ainsi obtenues a été mise a profit pour développer des sondes
spécifiques pour détecter différents groupes de bactéries (grands assemblages, genres, espéces)
directement dans les échantillons fécaux par PCR quantitative ou par hybridation quantitative soit sur
des acides nucléiques, soit sur des cellules bactériennes fixées par hybridation in situ fluorescente
(FISH). Ces méthodes ne nécessitant pas de culture, ont été validées pour de nombreux groupes
bactériens, genres et especes. Néanmoins, les méthodes moléculaires ont leurs limites :

e Elles sont peu sensibles : si elles permettent d’avoir une vision plus exacte des bactéries
présentes, elles ne s’appliquent qu’aux populations les plus représentées dans les
échantillons étudiés. Par exemple dans les selles ou les bactéries atteignent des niveaux de
populations de 10" bactéries par gramme, les techniques d’hybridation renseignent sur la
composition des populations présentes a 10° bactéries par gramme ou plus et les techniques
basées sur des PCR spécifiques peuvent renseigner sur des espéces présentes a 10°
bactéries par grammes ou plus.

o Elles sont sujettes a des biais : les étapes d’extraction d’acides nucléiques, d’amplification de
génes par PCR ou de fixation des cellules pour 'hybridation sont autant d’étapes qui peuvent
biaiser les populations.

e Les mesures sont le plus souvent exprimées en valeur relative (pourcentage d’ARN ou
pourcentage de bactéries totales) alors que les techniques classiques donnent une mesure
absolue du nombre de micro-organismes ou d’unités formant colonies par gramme.

e Elles n’'informent pas sur le réle des micro-organismes in situ. L’utilisation de 'ARNr comme
cible moléculaire informe sur l'identité phylogénétique des micro-organismes mais pas sur leur
physiologie probable dans le contexte digestif.

Il en découle que les méthodes moléculaires ne remplacent pas I'approche classique basée
sur la culture pour I'identification des micro-organismes et la description formelle d’espéces nouvelles.
Cela souligne l'intérét de coupler les approches moléculaire et classique. Enfin la quantification des
populations microbiennes totales passe idéalement par un dénombrement en microscopie des
bactéries que I'on peut marquer par hybridation fluorescente a I'aide d’'une sonde universelle ciblant
I'’ARNr.

Les principaux groupes a analyser chez I'enfant sont les groupes typiquement dominants dans
la microflore fécale de ’homme sain adulte (Bacteroides et genres apparentés, Clostridium leptum et
especes apparentées, Clostridium coccoides et espéces apparentées) ainsi que des groupes que I'on
retrouvera fréquemment et en proportions potentiellement plus élevées chez le nouveau-né mais
moins prévalents chez [I'adulte (bifidobactéries, Afopobium et apparentés, entérobactéries,
lactobacilles, streptocoques et entérocoques). Les sondes d’hybridation sont disponibles pour tous
ces groupes tandis que les milieux sélectifs ne sont pas toujours disponibles ou satisfaisants.

D’autre part, dans le cas ou des probiotiques sont administrés, la mise en place et I'application
d’outils de suivi de la souche ou de I'espéce correspondant au probiotique utilisé est essentielle. De
plus, 'analyse de l'impact sur la diversité d’espéces au sein des bactéries lactiques (lactobacilles,
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streptocoques,..) et des bifidobactéries serait & encourager lors de I'utilisation des ingrédients destinés
a modifier la flore intestinale.

Conclusions :

* La caractérisation de la microflore fécale des nourrissons et des enfants en bas-age peut étre faite
par les techniques classiques de culture bactérienne et par des méthodes moléculaires,
indépendantes de la culture. Ces derniéres, donnant une vision plus proche de la réalité malgré leurs
limites, sont recommandées.

* Le niveau de population des groupes bactériens de la flore dominante de I'adulte, ainsi que les
bifidobactéries, le genre Afopobium, les lactobacilles, streptocoques, entérocoques et entérobactéries
devrait étre caractérisé dans la microflore fécale des nourrissons et enfants en bas-age, lors de
I'emploi d’'ingrédients alimentaires destinés a modifier la flore intestinale

* Le nombre de ces différentes bactéries est a rapporter a la quantité totale de bactéries de la
microflore. Cette quantité devrait étre mesurée préférentiellement par le dénombrement des bactéries
dont on peut détecter 'ARN ribosomal a I'aide d’une sonde fluorescente universelle.

* La diversité d’espéces donne un reflet intéressant bien qu’incomplet de I'impact de l'aliment. Son
analyse devrait étre effectuée de fagon systématique pour les bactéries lactiques et les
bifidobactéries, lors de I'emploi d’ingrédients destinés a modifier la flore intestinale chez les
nourrissons et les enfants en bas-age.

ii. Composition

In utero, l'intestin est stérile. Il est néanmoins rapidement colonisé par une communauté
microbienne provenant de la mére (flores vaginale, fécale, buccale) et de I'environnement (bactéries
véhiculées par le personnel soignant, I'entourage, etc.). C'est pourquoi le mode d’accouchement
influence le développement de la flore intestinale du nouveau-né. Un accouchement de durée
prolongée favorise la présence de bactéries viables dans I'estomac et la cavité buccale du nouveau-
né. Une naissance par césarienne favorise I'exposition a des germes de l'environnement et de
I'entourage. Les principales populations cultivables de la flore fécale du nouveau-né entre 0 et 3 jours
incluent des entérobactéries (dont E. coli), des streptocoques ainsi que des staphylocoques
transitoirement dominants, et quelquefois mais pas systématiquement des bifidobactéries et des
lactobacilles (Stark & Lee, 1982 ; Hudault, 1996). La microflore intestinale du nouveau-né, composée
de seulement quelques genres bactériens pendant les premiers jours, évolue fortement et rapidement
jusqu’a la diversification alimentaire en fonction de I'environnement, de [lalimentation et d’'une
éventuelle antibiothérapie. Aprés la diversification alimentaire, le profil de la flore dominante se
diversifie puis se stabilise.

Deux périodes apparaissent donc critiques pour la colonisation de lintestin : la période allant
de la naissance a la diversification alimentaire et la période se situant autour de la diversification
alimentaire. L'intérét du groupe de travail s’est principalement focalisé sur la premiére période.
Pendant celle-ci, le nourrisson peut étre allaité exclusivement au sein ou alimenté exclusivement avec
des préparations lactées, une troisitme possibilité étant une alimentation mixte dans laquelle la
préparation lactée remplace progressivement le lait maternel. La composition de la flore fécale des
nourrissons a été analysée dans les deux premiéres situations ; en revanche, les conséquences de la
troisiéme situation sur le profil bactérien de la flore sont quasiment inconnues.

Plusieurs études, utilisant des techniques de culture conventionnelles, ont montré que la flore
des enfants nourris exclusivement au sein était dominée par des bifidobactéries, alors que la flore des
enfants nourris avec des préparations lactées contenait plus de Bacteroides, de clostridies et
d’enterobactéries (Starck & Lee, 1982 ; Yoshioka et al, 1983 ; Balmer & Wharton, 1989 ; Hall et al,
1990 ; Kleesen et al, 1995 ; Mackie et al, 1999). Toutefois, certaines études n’ont pas confirmé la
présence de cette différence (Lundequist et al, 1985). Une analyse de Tannock (1994) a montré que
les populations de clostridies étaient toujours plus faibles chez les nouveau-nés nourris au lait
maternel en comparaison avec les enfants nourris avec une préparation lactée. Cependant, la
présence de ce groupe bactérien n’est pas liée a un risque pathologique.

L’analyse de la microflore intestinale du nourrisson avec les méthodes moléculaires a
confirmé les données ci-dessus. Ainsi Harmsen et al (2000) ont analysé la composition de la flore de
12 nourrissons, nés a terme, entre 1 et 20 jours. Six enfants étaient nourris au sein et les six autres
recevaient une préparation lactée classique. Chez les enfants allaités au sein, le pourcentage moyen
de bifidobactéries était inférieur a 40% a la naissance, les Bacteroides étaient compris entre 0 et 80%
et E. coli entre 0 et 30%. Dés le 4éme jour, la flore de tous les enfants nourris au sein était dominée
par des bifidobactéries qui représentaient entre 60 et 91% de la flore. Les autres genres bactériens
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occupaient une position sous-dominante dans le méme temps. Chez les enfants nourris avec une
préparation, la composition initiale de la flore était comparable a celle des nourrissons au sein. En
revanche, I'évolution était différente. Chez certains enfants (3/6), les bifidobactéries ne devenaient pas
dominantes. Elles représentaient entre 28 et 75%, avec une moyenne d’environ 50%. Chez un des
enfants, les bifidobactéries n’étaient pas détectables. Chez la majorité des enfants, les Bacteroides
diminuaient a partir du 4eme jour, mais augmentaient a nouveau vers le 20éme jour, atteignant un
niveau compris entre 35 et 61%.

D’autres études ont mis I'accent sur la diversité des espéces de bifidobactéries dans la flore
intestinale des enfants nourris au sein ou avec une préparation lactée. Trois espéces de
bifidobactéries sont fréequemment trouvées dans la flore des nourrissons nourris au sein : B. breve, B.
infantis, B. longum (Matsuki et al, 1999). Néanmoins, une étude récente n’a pas observé de différence
dans la distribution des espéces de bifidobactéries et de lactobacilles entre les flores d’enfants au sein
et d’enfants recevant une préparation lactée, a 'dge de 1 mois et a 'dge de 7 mois, c’est-a-dire avant
et apres la diversification alimentaire (Satokari et al, 2002). Dans cette étude, les représentants les
plus frequemment mesurés étaient B. infantis pour les bifidobactéries et les espéces appartenant au
groupe L. acidophilus (L. acidophilus, L. johnsonii, L. gasseri) pour les lactobacilles. Les populations
dominantes de ces deux genres étaient composées de seulement une ou deux espéces dans la
majorité des enfants. Un autre résultat intéressant de cette étude était 'absence de différences de
composition des populations bactériennes dominantes de la flore intestinale établie a 1 mois entre les
nourrissons au sein et ceux recevant une préparation lactée.

La seconde période critique apres la naissance pour le développement de la flore intestinale
est la période de la diversification alimentaire, pendant laquelle des aliments non lactés vont étre
ajoutés progressivement au régime de I'enfant. Ces aliments vont exposer la flore des enfants a des
glucides complexes différents. Par ailleurs, l'intestin continue de se développer pendant la premiére
année de vie. Il est donc important de préciser si les changements de flore observés a cette période
sont causés par l'introduction d’aliments nouveaux ou s’ils lui sont simplement associés dans le temps
mais dus en fait a d’autres facteurs (génétiques, immunitaires, etc.). Les résultats préliminaires d’une
étude longitudinale suggérent que la flore bactérienne se diversifie avec une plus grande dominance
de Bacteroides et de clostridies avant méme l'introduction d’aliments non lactés, tant chez les enfants
nourris au sein que chez ceux nourris avec une préparation lactée (Martin et al, 2000). Une autre
étude indique que les communautés de bifidobactéries restent stables pendant la période de la
diversification alimentaire et que la transition vers les espéces de bifidobactéries trouvées chez
l'adulte n’apparait pas directement en réponse a lintroduction d’aliments solides dans le régime
(Satokari et al, 2002). Cette étude montre également que les changements du profil bactérien
observés a la période de la diversification alimentaire sont comparables chez les enfants auparavant
nourris au sein et chez ceux ayant recu une préparation.

Un des objectifs de I'introduction de probiotiques, micro-organismes tués ou prébiotiques dans
les préparations pour nourrissons préparations de suite et préparations pour enfants en bas-age est
de favoriser un profil bactérien de la flore fécale proche de celui observé chez les nourrissons ayant
été allaités au sein. L’enrichissement de la flore fécale en bifidobactéries est en particulier recherché.
Les produits actuellement sur le marché ont démontré cet effet dans certains groupes de nourrissons.
On peut néanmoins regretter que la persistance de l'effet aprés une période de plusieurs mois
d’alimentation n’ait jamais été étudiée et que I'analyse microbiologique ait été restreinte a quelques
especes dominantes. De plus, I'effet n’a pas été documenté a tous les ages et il manque en particulier
des données sur les premiers jours d’alimentation, ainsi que lors de la diversification alimentaire. La
connaissance de I'impact des probiotiques, prébiotiques et micro-organismes tués sur la composition
bactérienne de la flore fécale chez I'enfant doit donc étre améliorée et la recherche poursuivie.

Conclusions :

* Le passage en dominance des bifidobactéries au cours de la premiére semaine suivant la naissance
semble bien établi chez les nourrissons allaités au sein.

* Une flore plus complexe pourrait s’établir chez les nourrissons recevant une préparation lactée.
Néanmoins, il n’a pas été établi de fagon indiscutable de différence de profil bactérien entre les deux
groupes d’enfants.

* Quel que soit le mode d’allaitement, les nouveau-nés dont la flore ne contient pas de bifidobactéries
dominantes ont des quantités élevées de Bacteroides, clostridies et entérobactéries.

* La diversité des populations bactériennes fécales augmente pendant la période de la diversification
alimentaire. Elle est caractérisée par une plus grande dominance de Bacteroides et de clostridies. Les
déterminants de la diversification bactérienne pendant cette période sont inconnus. La responsabilité
directe de l'introduction d’aliments non lactés n’est pas établie.
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* En comparaison a une préparation lactée, I'impact précis de l'allaitement maternel sur la mise en
place et les caractéristiques de la diversification bactérienne au moment de l'introduction d’aliments
solides n’a pas été établi de fagon indiscutable.

* L'introduction de probiotiques ou prébiotiques dans les préparations pour nourrissons et de suite
augmente la concentration fécale de bifidobactéries. Néanmoins, il manque encore de nombreuses
connaissances sur I'impact de ces produits sur la composition de la flore intestinale. Les principales
données manquantes concernent la variation éventuelle de cet effet en fonction de I'age, sa
persistance au cours du temps et lors de la diversification alimentaire, et 'impact sur d’autres
bactéries intestinales que les bifidobactéries.

b. Les activités bactériennes coligues chez le nouveau-né et le jeune enfant

i La fermentation des glucides

La fermentation des glucides est une fonction majeure de la flore bactérienne colique. Les
acides gras a chaine courte (AGCC) produits par les bactéries fournissent de I'énergie aux
colonocytes, le butyrate étant méme la principale source d’énergie du colonocyte chez I'adulte ; les
AGCC stimulent I'absorption d’eau par le cdlon, et pourraient participer a l'inhibition du développement
des germes pathogénes. Le profil des AGCC dans les féces des enfants difféere de celui des adultes.
Dans les premiers jours, la concentration d’AGCC est trés basse, puis elle augmente
progressivement. Elle reste néanmoins basse pendant toute la premiére année et atteint le niveau
trouvé chez l'adulte seulement au cours de la seconde année (Ogawa et al, 1992 ; Midtvedt &
Midtvedt, 1992). La proportion molaire des AGCC individuels est aussi trés différente. Chez I'adulte,
les principaux AGCC sont l'acide acétique, l'acide propionique et l'acide butyrique dans les
proportions moyennes de 57, 22 et 21 % (Cummings et al, 1987), et I'acide lactique s’accumule peu
dans les conditions usuelles d’alimentation. Chez les nourrissons, I'acide acétique et I'acide lactique
dominent pendant le 1°" mois de vie, alors que les acides propionique et butyrique sont trés peu
présents. La concentration de ces deux acides augmente progressivement avec I'dge. L’acide
propionique est présent chez tous les enfants a I'age de 6 mois, et I'acide butyrique a I'age de 9 mois
(Midtvedt & Midtvedt, 1992). L’alimentation influence ces profils d’AGCC. Le lait maternel induit un
profil dominé par les acides acétique et lactique, et un pH des selles bas (5,2 — 6) (Edwards et al,
1994 ; Flickinger et al, 2002). La concentration des acides propionique et butyrique augmente
tardivement, aprés 6 mois, chez ces nourrissons. Chez les enfants nourris avec une préparation
lactée, la concentration d’AGCC totale est plus élevée les 3 premiers mois, et le profil des différents
AGCC est plus complexe que celui des enfants au sein. L’acide acétique reste dominant, mais les
acides propionique et butyrique sont présents a des concentrations supérieures a celles trouvées
chez les enfants au sein. En revanche, le taux d’acide lactique est bas. Le pH des selles est plus
élevé et proche de la neutralité (Okawaga et al, 1992).

Chez les enfants nourris de fagon mixte, I'acide acétique reste dominant, I'acide propionique
apparait assez rapidement, mais I'apparition de I'acide butyrique pourrait étre retardé. Le pH fécal est
moins acide que chez les enfants exclusivement au sein, mais plus bas que chez les nourrissons
recevant uniquement une préparation lactée (Bullen et al, 1977). Néanmoins, pour ce groupe
d’enfants, il existe encore trop peu de données pour pouvoir conclure de fagon définitive.

La faible diversité de la flore intestinale du nourrisson (avant la diversification alimentaire)
limite sa capacité fermentaire pour des glucides complexes. Cette capacité a été comparée in vitro a
celle de la flore fécale d’adultes (Parrett & Edwards, 1997). Les résultats ont confirmé que la flore des
nourrissons utilise trés peu les glucides trop complexes, mais est capable de dégrader des sucres et
des oligosaccharides a courte chaine (fructo-oligosaccharides). La quantité totale ’AGCC produits
n'a pas été affectée par le type d’alimentation des enfants (lait maternel ou préparation lactée), mais
les proportions des AGCC individuels reflétaient les profils trouvés dans les selles des enfants, avec
plus d’acétate et de lactate produits par la flore des nourrissons au sein, et des taux plus élevés de
propionate et de butyrate produits par la flore des enfants recevant une préparation lactée. A la
connaissance du groupe, I'impact de lintroduction de probiotiques ou de prébiotiques dans les
préparations pour nourrisson et de suite sur la fermentation et production d’AGCC n’a pas été
caractérisé, a I'exception d’'une acidification du pH des selles des nourrissons recevant ce type de
préparation.

Au moment de la diversification alimentaire, les enfants sont exposés pour la premiére fois a
plusieurs glucides complexes différents. Une proportion importante d’amidon peut échapper a la
digestion dans lintestin gréle a cette période, en raison de linaptitude de I'enfant a macher ses
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aliments et de I'immaturité de la fonction exocrine pancréatique. Cet amidon parvient dans le célon
avec d’'autres glucides provenant des parois cellulaires végétales. Des quantités significatives
d’amidon ont été détectées dans les selles d’enfants jusqu’a I'dge de 3 ans (Verity & Edwards, 1994).

Les concentrations et les profils des AGCC dans les selles changent au cours de la
diversification alimentaire. La vitesse du changement est liée a l'alimentation avant cette période.
Chez les enfants nourris au sein, il y a une diminution graduelle de l'acide lactique et une
augmentation des acides acétique et propionique, puis plus tardivement linstallation d’acide
butyrique. Chez les enfants nourris avec une préparation lactée, le changement est moins net,
puisque les acides propionique et butyrique étaient déja présents avant I'introduction des aliments non
lactés. Toutefois, la proportion d’acide propionique diminue tandis que celle d’acide butyrique
augmente.

La capacité de la flore colique a fermenter des glucides complexes semble se développer plus
lentement chez les enfants nourris au sein que chez ceux nourris avec une préparation lactée. Cela
est cohérent avec la plus grande diversité d’especes bactériennes observée chez les seconds. Dans
une étude in vitro, il a été observé, qu’'un mois apres la diversification alimentaire, la flore des enfants
au sein pouvait utiliser des sucres et des oligosides de petite taille, mais pas des glucides plus
complexes. Ceux-ci n’étaient bien dégradés qu’aprés au moins 7 mois d’alimentation diversifiée. En
revanche, la capacité fermentaire pour des glucides complexes était établie dés le début de la
diversification alimentaire chez les enfants préalablement nourris avec une préparation lactée (Parrett
et al, 1997).

L’'impact de l'alimentation au moment de la diversification alimentaire pourrait persister a 'dge
adulte. La quantité et le type de fibres alimentaires consommées dans le régime de sevrage de ratons
a influencé la capacité fermentaire de leur flore intestinale pour ces fibres a I'dge adulte (Armstrong et
al, 1992). Plus ’AGCC étaient présents dans les féces des rats adultes nourris pendant un mois avec
des pectines, si ces rats avaient recu ces pectines lors de leur sevrage. Si ces rats avaient regu
d’autres fibres que des pectines au moment du sevrage, 'augmentation des AGCC induit par les
pectines a I'age adulte n’était pas retrouvé. En outre, les rats produisaient plus d’AGCC a 'age adulte
méme avec un régime pauvre en fibres lorsqu’ils avaient regu des fibres au moment du sevrage. Dans
une étude réalisée en Afrique du Sud, les bactéries fécales d’enfants noirs de moins de 3 ans de
Soweto produisaient plus d’acide butyrique a partir de différents glucides in vitro que les bactéries
d’enfants du méme age de la ville voisine de Potchefstroom, dont la population est composée de sud-
africains blancs. Les auteurs suggérent que cet effet pourrait résulter de la plus grande quantité
d’amidon résistant consommeé par les enfants de Soweto au moment de la diversification alimentaire
(Edwards et al, 1998). Ce résultat est particuliérement intéressant car la prévalence des cancers du
cblon est beaucoup plus faible chez les adultes noirs que chez les adultes blancs, méme lorsque les
Africains noirs ont un mode de vie et une alimentation similaire a 'age adulte a celle des Africains
blancs. Néanmoins, les données ne permettent pas de conclure a une relation de cause a effet.

Conclusions :

* La capacité fermentaire, la quantité et le profil des AGCC dépendent de I'age et de I'alimentation des
nourrissons jusqu’au début de la diversification alimentaire.

» Entre la naissance et 'dge de 1 mois, I'acide acétique et I'acide lactique sont dominants, et les
acides propionique et butyrique sont quasiment absents. L’acide propionique augmente
progressivement aprés 1 mois, alors que I'acide butyrique apparait plus tardivement.

« L’allaitement maternel induit un profil ’AGCC dominé par les acides acétique et lactique, ainsi qu'un
pH bas des selles, pendant toute la durée de I'allaitement.

» L’alimentation avec une préparation lactée favorise I'augmentation des concentrations d’acide
propionique puis d’acide butyrique. La proportion d’acide lactique est basse. Le pH des selles est
proche de la neutralité.

» Au moment de la diversification alimentaire, la maturation de la capacité fermentaire de la flore est
plus rapide chez les enfants nourris avec une préparation lactée que chez les enfants nourris au sein.
» L’impact sur la fermentation colique de lintroduction de probiotiques ou prébiotiques dans les
préparations pour nourrisson et de suite n’est pas connu, en dehors d’'une diminution du pH des
selles.

ii. Autres activités enzymatiques non fermentaires

La plupart des activités enzymatiques non fermentaires de la flore intestinale ne sont pas
développées chez I'enfant avant la seconde année et il existe trés peu de données sur I'impact de
I'alimentation du nourrisson et de I'enfant en bas-age sur ces activités. Néanmoins, quelques études
se sont focalisées sur certaines activités enzymatiques pendant les premiers mois de la vie. Midtvedt
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et al (1988) ont ainsi rapporté que la capacité de la flore a dégrader les mucines n’était pas établie
avant I'age de 3 mois. En revanche, cette capacité a été observée chez la majorité des enfants de
plus d'un an et chez tous les enfants de plus de 2 ans (Midtvedt et al, 1994). La capacité a
déconjuguer les acides biliaires serait déja présente a I'dge de 1 mois (Johnsson et al, 1995), alors
que la capacité de conversion du cholestérol en coprostanol se développerait aprés 6 mois et serait
retardée par I'alimentation au sein (Midtvedt & Midtvedt, 1993). Les métabolites de la dégradation des
protéines tels que I'ammoniaque, le crésol et paracrésol ont été associés a des effets néfastes sur la
muqueuse colique et au niveau systémique aprés leur absorption. |l a été observé qu’avant la
diversification alimentaire, les enfants nourris avec des préparations lactées avaient une activité
uréase et une concentration d’ammoniaque dans les selles plus élevée que celle des enfants allaités
au sein (Gronlund et al, 1999). Les taux de phénol et crésol étaient également plus élevés (Heavey et
al, 2000).

Il a été suggéré que les enzymes R-glucuronidase et R-glucosidase pourraient étre impliquées
dans l'activation de carcinogénes et d’autres toxines dans le colon. Le niveau d’activité de ces
enzymes était bas chez les enfants nourris au sein avant le sevrage, mais il était plus élevé chez les
enfants recevant une préparation, ce qui reflete probablement la plus grande diversité de la flore chez
ces enfants (Gronlund et al, 1999 ; Heavey et al, 2000). Le niveau de toutes ces activités
enzymatiques bactériennes augmente fortement aprés l'introduction d’aliments solides lorsque la flore
est plus variée (Heavey et al, 2000).

Conclusions :

* Une flore plus complexe posséde des activités enzymatiques plus variées. Certaines de ces activités
ont été associées a des effets néfastes. Néanmoins, il n’existe pas actuellement d’éléments
démontrant de fagon convaincante I'implication de ces activités dans I'apparition de maladies.

c. Digestion du lactose

Il est établi que certaines souches probiotiques augmentent la digestion du lactose dans
l'intestin gréle chez I'adulte, grace a l'action de leur lactase dans la lumiére intestinale. Cet effet est
renforcé lorsque le lait est gélifié et vidangé plus lentement que le lait liquide (de Vrese et al, 2001).
L’intérét de I'addition de ces souches a une préparation lactée pour cet objectif est plus discutable.
Des auteurs ont estimé que chez le nouveau-né environ 35% du lactose pourrait étre métabolisé dans
le cdlon, en particulier chez les enfants prématurés (Kien et al, 1996). Toutefois, I'activité lactasique
est présente a un niveau élevé dans l'intestin gréle de la majorité des enfants nés a terme, aussi la
digestion du lactose est-elle presque totale (MacLean et al, 1983 ; Suarez et al, 1995, Naim 2001). La
diminution de I'activité lactasique survient plus tard chez I'enfant (Scrimshaw and Murray 1988) et des
coliques peuvent chez I'enfant étre une manifestation de I'intolérance au lactose. L’intérét éventuel
d’'une amélioration de la digestion du lactose chez les enfants en bas-age n’est donc pas connu, et il
semble qu’aucune donnée n’a été publiée montrant un bénéfice de I'addition d’un prébiotique ou d’'un
probiotique sur la digestion du lactose chez le nourrisson et le jeune enfant.

Conclusion :

» Chez le nourrisson sans intolérance au lactose, l'intérét d’améliorer I'hydrolyse du lactose dans
l'intestin gréle n'est pas démontré.

» Chez le nourrisson intolérant au lactose, il n’est pas exclu que I'addition de certains probiotiques
dans l'alimentation puisse étre bénéfique. Toutefois, aucune donnée clinique démontrant ce bénéfice
n’est actuellement disponible.

d. Balance hydrigue et absorption des minéraux

Certains prébiotiques augmentent, d’'une fagon modérée, la teneur en eau des selles chez
'adulte. Cet effet est d0 a deux mécanismes : le premier est lié a 'augmentation de I'excrétion de
biomasse, elle-méme riche en eau, le second est lié au pouvoir osmotique de ces prébiotiques. L’effet
sur I'excrétion d’eau dépend donc principalement de la taille moléculaire des glucides prébiotiques et
de la dose consommée. A linverse, la stimulation de la production d’AGCC par ces prébiotiques
augmente I'absorption d’eau par le célon, ce qui pourrait limiter le risque de déshydratation au cours
de la diarrhée (Ramakrishna & Mathan, 1993).

Chez le nourrisson, le risque d’un éventuel déséquilibre de la balance hydrominérale induit par
ces prébiotiques a été soulevé par le CSAH. Les études réalisées chez des nourrissons recevant une
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préparation lactée contenant un mélange d’oligosaccharides de fructose(FOS) et de galactose (GOS),
a la dose de 0,8 g/100 ml de produit reconstitué montrent que les selles sont plus molles, suggérant
ainsi une augmentation de I'excrétion d’eau (Moro et al, 2002). Néanmoins, cet effet est modéré et a
la dose considérée, il est peu probable qu'il induise une perte d’eau susceptible d’avoir un effet négatif
sur la balance hydrique des nourrissons.

Dans un 1% avis en date du 26 septembre 2001, le CSAH concluait qu'il n'y avait pas assez
de données pour établir l'innocuité des FOS et des GOS comme ingrédients dans les préparations
pour nourrissons et appelait a de nouvelles études sur les effets indésirables potentiels de ces
ingrédients, en particulier sur la balance hydrique et la biodisponibilité des micronutriments. Le CSAH
estimait que le risque était beaucoup moindre pour les préparations de suite, qui ne représentent
qu'une partie de l'alimentation des nourrissons a linverse des préparations pour nourrissons. |l
acceptait l'ajout de FOS et de GOS dans les préparations de suite & une concentration maximale de
0,8 gramme pour 100 mL de produit prét a I'emploi. Dans un 2°™ avis en date du 13 décembre 2001,
le CSAH affirmait, au vu de 4 études cliniques dont les résultats étaient disponibles depuis la date du
1°" avis, qu'il n'y avait pas d'indication d'effets indésirables avec des préparations pour nourrissons et
de suite contenant jusqu'a 0,8 gramme/100 mL de produit prét a I'emploi d'un mélange FOS-GOS
dans une proportion de 10%-90%.

Des études réalisées chez I'adolescent et chez I'adulte suggérent que certains prébiotiques
(les fructanes en particulier) augmentent I'absorption du calcium et du magnésium dans le cbolon (van
den Heuvel et al, 1999 ; Scholz-Ahrens et al, 2001). L’effet serait principalement d a la diminution du
pH colique induit par la fermentation de ces prébiotiques, qui faciliterait la solubilisation des minéraux
du contenu luminal et augmenterait ainsi leur absorption par la muqueuse colique. Néanmoins, les
conséquences éventuelles sur la balance minérale et sur la densité osseuse des sujets ainsi
supplémentés ne sont pas clairement établies. De plus, ces effets semblent significatifs uniquement
avec de fortes doses de prébiotiques. Il n’existe aucune donnée chez le nourrisson.

Conclusions :

* Les prébiotiques augmentent I'excrétion fécale d’eau. Les effets dépendent de la dose et de Ia taille
moléculaire des substances prébiotiques.

* La dose de prébiotiques, si ceux-ci sont osmotiquement actifs, doit &tre limitée et ne pas représenter
de risque pour la balance hydrique des nourrissons. Fixation en I'état actuel des connaissances par le
CSAH d'une concentration maximale de 0,8 gramme pour 100 mL de produit prét a I'emploi d'un
mélange 10% FOS-90% GOS pour les préparations pour nourrissons et les préparations de suite
(avis du 13 décembre 2001).

* Les effets des prébiotiques sur I'absorption des minéraux (calcium, magnésium) ne sont pas connus
chez le nourrisson. Chez I'adulte, une augmentation de I'absorption de ces minéraux dans le célon a
été observée avec de fortes doses de prébiotiques. Le bénéfice éventuel de cette augmentation sur le
statut minéral et la densité osseuse n’est pas démontré.

e. Transit intestinal, nombre et caractéristiques des selles

Certains probiotiques et prébiotiques améliorent le transit et I'excrétion fécale chez des
adultes légérement constipés. Chez I'enfant, il existe trés peu de données sur un effet éventuellement
favorable des prébiotiques et probiotiques. Pourtant, il est vraisemblable que les mécanismes
conduisant a une réduction de la constipation |égére chez I'adulte soient identiques chez I'enfant. Ces
mécanismes dépendent essentiellement de I'accroissement de la biomasse excrétée dans les selles
sous leffet de la fermentation des prébiotiques, et peut-étre d’'un effet spécifique de certains
probiotiques sur le transit intestinal. Ces effets laxatifs restent néanmoins trés modérés chez I'adulte
et dépendent de la dose ingérée.

Chez des nourrissons nés a terme, la fréquence des selles était augmentée et leur
consistance améliorée lors de I'ingestion d’'une préparation contenant un mélange de FOS et GOS en
comparaison a une préparation classique. L’effet dépendait de la dose de prébiotique ; son amplitude
restait cependant faible et insuffisante pour atteindre la signification statistique (Moro et al, 2002). Le
méme mélange a aussi augmenté la fréquence des selles chez des nouveau-nés prématurés (Boehm
et al, 2002). De plus, alors que les selles devenaient plus dures dans le groupe témoin, leur
consistance ne variait pas dans le groupe prébiotique. Aucun effet sur la fréquence et la consistance
des selles n'a été en revanche observé chez des enfants plus agés (Firmansyah et al, 2001 ;
Saavedra & Tschernia, 2002).
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A la connaissance du groupe, une seule étude publiée a montré qu’un probiotique, B. lactis
Bb12 (10® UFC/g), ajouté & une préparation classique diminuait le pourcentage d’enfants ayant des
selles dures et augmentait celui des enfants ayant des selles molles (Saavedra et al, 1999).

Conclusion:

* Un effet favorable des prébiotiques et de certains probiotiques sur la fréquence et la consistance des
selles chez les nourrissons et les enfants en bas-age n’est pas exclu. Il existe néanmoins
actuellement trop peu de données pour que cet effet soit établi.

f. Barriére épithéliale intestinale : facteurs non immunologiques

Les effets éventuels de I'adjonction de probiotiques ou de prébiotiques aux préparations
lactées sur la trophicité et les fonctions enzymatiques, endocrines et détoxifiantes de I'épithélium
intestinal ne semblent pas avoir été étudié chez les enfants. Les données chez I'animal sont
également tres rares. Une étude, réalisée chez des porcelets nouveau-nés, a montré que I'addition de
fructo-oligosaccharides (3 g/l) augmentait la densité cellulaire et I'index de prolifération de I'épithélium
du tractus caecocolique des animaux (Howard et al, 1995). La méme équipe n’a pas retrouvé ces
effets chez des ratons dont les aliments de sevrage contenaient différents glucides indigestibles (30
g/l) dont des prébiotiques (Howard et al, 1995). Chez la souris adulte, I'ingestion d’un aliment
contenant 30% d’un lait fermenté avec une souche de L. casei, pendant 3 et 15 jours, a augmenté la
prolifération cellulaire et la surface villositaire dans I'intestin gréle aprés 3 jours ; néanmoins I'effet
n’était plus significatif & 15 jours, suggérant que le probiotique n’affectait pas de maniére pérenne la
régulation de la prolifération cellulaire. De la méme fagon, les activités enzymatiques (lactase,
amyloglucosidase, maltase et phosphatase alcaline) étaient augmentées aprés 3 jours du régime
contenant le probiotique, mais Ieffet disparaissait aprés 15 jours malgré la poursuite de
I'administration de L. casei (Thoreux et al, 1998).

Le mucus est un facteur qui contribue a I'intégrité de la barriére intestinale. Actuellement, il
n'existe pas de données in vivo indiquant si des probiotiques ou des prébiotiques influencent la
synthése, la sécrétion et/ou la glycosylation des mucines intestinales. Une stimulation de I'expression
de certains génes des mucines par des souches probiotiques a cependant été observée in vitro (Mack
et al, 1999). Il a été démontré que chez le souriceau, la colonisation par la flore était nécessaire pour
que la fucosylation des glycoprotéines de la membrane des entérocytes soit compléte (Bry et al,
1996). L'inoculation d’une flore conventionnelle chez la souris axénique adulte rétablit un programme
complet de fucosylation. Néanmoins, seules certaines bactéries semblent agir sur ce processus, et
'action des souches probiotiques les plus couramment utilisées n’a pas été étudiée. Une grande
majorité de probiotiques a été sélectionnée pour leur capacité d’adhésion au mucus intestinal, dont
celui des nourrissons, I'hypothése étant que cette propriété est nécessaire a la compétition avec les
micro-organismes pathogénes (Juntunen et al, 2001), ainsi qu’a linteraction avec les cellules
épithéliales et/ou immunocompétentes de lintestin (He et al, 2001). Enfin, d’autres études ont
recherché si des probiotiques dégradaient le mucus, en émettant I'hypothése étant que I'absence de
dégradation du mucus par les souches probiotiques serait un gage de sécurité d’emploi (Ruseler van
Embden et al, 1995).

La translocation est le passage de bactéries de l'intestin dans les ganglions mésentériques, le
foie, la rate puis le sang périphérique. Les données obtenues chez I'animal suggérent qu’il pourrait
exister un certain degré de translocation naturelle chez le nourrisson dont la barriére intestinale n’est
pas mature ; certains auteurs suggérent méme que cette translocation modérée serait nécessaire a la
mise en place des défenses immunitaires. Néanmoins, la translocation de micro-organismes
pathogénes peut étre la cause d’infections séveres et de mortalité. Une étude récente indique que le
degré de translocation des bactéries intestinales est moindre chez des ratons allaités par leur mére
que chez des ratons nourris avec une préparation lactée (Yajima et al, 2001). Plusieurs travaux ont
démontré que certains probiotiques diminuent les risques de translocation de bactéries pathogénes
dans des modéles animaux (Suzuki et al, 1997). Néanmoins, I'effet de probiotiques ou de prébiotiques
contenus dans des préparations pour nourrissons n’est pas connu.

La capacité de certains probiotiques a inverser 'augmentation de la perméabilité intestinale
lors d’'une inflammation de la muqueuse intestinale a été rapportée chez I'animal (Isolauri et al, 1993 ;
Madsen et al, 1991; Schultz et al, 2002). Une étude non contrélée chez 4 jeunes adolescents ayant
une maladie de Crohn a montré que l'ingestion de Lactobacillus GG pendant 6 mois diminuait I'activité
inflammatoire et réduisait la perméabilité intestinale (Gutpa et al, 2000). Chez des nourrissons
atopiques, un traitement par L. GG a été suivi d'une diminution de la perméabilité intestinale dont
témoignait la réduction de I'excrétion fécale d’a 1-antitrypsine (Majamaa & Isolauri, 1997).
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Conclusions :

* Les effets éventuels des prébiotiques et des probiotiques sur la trophicité et 'adaptation fonctionnelle
de I'épithélium intestinal ne sont pas connus chez le nourrisson. Quelques données chez I'animal
suggerent que ces effets pourraient étre favorables.

* Les interactions entre les probiotiques ou les prébiotiques et les glycoprotéines intestinales, dont les
mucines, sont inconnues a I’heure actuelle.

* Les probiotiques diminuent la translocation bactérienne dans différents modéles animaux. Leurs
effets chez les nourrissons sont inconnus, de méme que ceux des prébiotiques.

* Quelques données expérimentales suggérent que certains probiotiques pourraient stabiliser la
barriere épithéliale en modulant la perméabilité intestinale. Le niveau de preuve est encore tres faible
et quasiment inexistant chez I'enfant en bas age.

g. Immunité systémigue et intestinale

Les différents effecteurs de I'immunité non spécifique et spécifique se développent
progressivement durant la vie intra-utérine. Cependant, ils n’ont pas acquis une maturation compléte a
la naissance; ceci explique la susceptibilité particuliere du nouveau-né et particulierement du
prématuré aux infections bactériennes et virales. Les diverses stimulations antigéniques et les
coopérations cellulaires T/B vont permettre la maturation compléte du systéme immunitaire spécifique
au cours des premiéres années de vie (Durandy, 2001). La réponse immune spécifique qui prend
place dans les organes lymphoides secondaires (rate et ganglions lymphoides) met en jeu les
lymphocytes T responsables de 'immunité cellulaire (cytotoxicité, activation des macrophages et des
lymphocytes B), et les lymphocytes B responsables de I'immunité humorale (production d’anticorps).
Cette réponse, spécifique de I'antigéne, nécessite une éducation préalable des lymphocytes T et B.
Elle requiert également une cellule capable de présenter I'antigéne (cellule mononucléée/dendritique)
aux cellules T effectrices.

Les lymphocytes T du nouveau-né sont des lymphocytes naifs et non mémoire (Bofill et al,
1994). Leur réponse a l'antigéne est de type primaire, et ils expriment en majorité le récepteur
CD45RA caractéristique des lymphocytes naifs. L’acquisition du marqueur CD45R0, caractéristique
des lymphocytes T mémoire, se produit progressivement dans les premiéres années de vie : les
valeurs observées chez l'adulte sont acquises aprés la premiére décennie (Durandy, 2001). La
réponse primaire des lymphocytes T naifs se traduit par une production faible de cytokines de type
Th1 (IL-2 et IFN y) et Th2 (IL-4, IL-10, IL-13...) (Lewis et al, 1991 ; Watson et al, 1991). A ce défaut de
production s’ajoute un défaut d’interaction cellulaire (Durandy et al, 1995). Enfin, les lymphocytes T
naifs ont une capacité de réponse cytotoxique moindre que celle des lymphocytes T mémoire.
L’ensemble de ces caractéristiques peut expliquer un certain degré d’immaturité immunologique chez
le nouveau-né. Par ailleurs, a la naissance, les lymphocytes B produisent essentiellement de I'lgM et
ont une capacité réduite de commutation isotopique (c’'est-a-dire de produire des IgG et IgA)
comparativement aux lymphocytes B de Il'adulte. Les diverses stimulations antigéniques et la
coopération avec les lymphocytes T vont permetire la génération de lymphocytes B mémoire,
exprimant le marqueur CD27, capables de réponse secondaire et de production d'lgG et d’IgA. Un
pourcentage identique a celui de I'adulte de lymphocytes B CD27+ est atteint au cours de la premiére
année de vie. A la naissance, le taux d'immunoglobulines synthétisées par I'enfant est trés faible. La
production augmente progressivement pour atteindre les taux de I'adulte aprés la quatriéme année
(Durandy, 2001).

La colonisation de lintestin par la flore microbienne est probablement impliquée dans la
maturation et I'orientation fine des réponses immunitaires. Cette hypothése a été bien documentée
chez le modele animal. Par exemple, la flore intestinale semble freiner I'activité cellulaire de type Th2
et favoriserait ainsi la tolérance orale chez la souris (Sudo et al, 1997). De plus, la période a laquelle
survient le stimulus microbien semblerait importante. Des souriceaux axéniques peuvent étre rendues
tolérantes aux antigénes alimentaires seulement si la flore intestinale est présente pendant la période
néonatale, alors que I'implantation plus tardive de la flore ne permet pas d’induire cette tolérance orale
(Sudo et al, 1997). Les études chez I'enfant se sont focalisées principalement sur les effets de la
colonisation sur I'immunité humorale spécifique contre les bactéries colonisatrices. Ainsi plusieurs
études ont montré une augmentation de la sécrétion d’IgA et d’'IgM spécifiques dans la salive et dans
les selles de nourrissons et jeunes enfants aprés l'administration de différentes souches non
pathogénes d’E. coli (Mellander et al, 1984 ; Lonodova et al, 1991). En revanche, une seule étude
explorant les relations entre la colonisation microbienne intestinale chez les enfants de moins de 6
mois et la maturation du systéme immunitaire a été publiée a ce jour. Les auteurs se sont attachés a
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relier la composition bactérienne fécale a différents facteurs de I'immunité humorale non-spécifique
chez des enfants agés de 0 a 6 mois (Gronlund et al, 2000). lls ont observé que les enfants recevant
une préparation lactée avant 2 mois avaient une concentration fécale de Bacteroides (du type B.
fragilis) plus élevée aux ages de 2 et 6 mois en comparaison aux enfants nourris exclusivement au
sein pendant plus de 2 mois. Les autres genres bactériens n’étaient pas notablement affectés par le
type d’alimentation. La présence plus élevée de B. fragilis était significativement corrélée avec un plus
grand nombre de cellules sécrétrices d’IgA et de cellules sécrétrices d’'IgM dans le sang périphérique,
et cela a tous les ages étudiés et quelle que soit I'alimentation. Le nombre de cellules sécrétrices
d’'IgG n’était pas associé a la colonisation par les bactéries du type B. fragilis. Seul ce genre bactérien
(parmi ceux étudiés dans ce travail) était associé aux modifications de I'immunité humorale non-
spécifique. En revanche, ni le pourcentage, ni la concentration fécale de Lactobacillus sp. et
Bifidobacterium sp. n’étaient corrélés au nombre de cellules sécrétrices d'immunoglobulines.

Différents effets sur le systéeme immunitaire ont été observés lors de I'administration de
différentes souches de bactéries probiotiques (Lactobacillus sp. et Bifidobacterium sp.), seules ou
dans un lait fermenté, dans plusieurs modéles animaux et chez I'adulte sain. Ainsi, chez I'adulte sain,
il a été montré que la consommation de certaines souches de lactobacilles et/ou de bifidobactéries
stimulait la phagocytose par les cellules mononucléées du sang périphérique (Blum et al, 2002), et
augmentait la réponse IgA totale et spécifique aprés la vaccination par une souche de S. Typhi a
activité atténuée (Link-Amster et al, 1994 ; Fang et al, 2000). Chez le nouveau-né et I'enfant en bas
age, la plupart des données suggérant que certains probiotiques influencent le systéme immunitaire
proviennent des études sur les allergies et les infections. Ainsi, 'administration de L. GG vivant (en
comparaison a L. GG tué) chez des enfants (21 mois) ayant une diarrhée a Rotavirus a augmenté le
nombre de cellules sécrétrices d’IgA anti-Rotavirus (Kaila et al, 1995). Le méme probiotique a aussi
augmenté le nombre de cellules sécrétrices d’'IgM spécifiques du Rotavirus, 8 jours aprés vaccination
orale, chez des enfants de 2 a 5 mois (Isolauri et al, 1995). Chez des enfants de 21 mois souffrant
d’'un eczéma atopique, l'ingestion de L. GG pendant 4 semaines a augmenté la concentration sérique
d’IL-10 en comparaison avec les taux circulants mesurés avant puis au début du traitement (Pessi et
al, 2000). Les autres parametres mesurés (taux sériques d'IL-6, IL-12, TNFa et IFN gamma;
concentrations fécales d’IgA et de TNFa) n’ont pas été modifiés par L. GG dans cette étude. Chez des
enfants sains agés de 15 a 31 mois, une préparation lactée contenant des bifidobactéries vivantes (B.
lactis Bb12), consommée pendant 21 jours, a augmenté le taux d’IgA total dans les selles ainsi que le
taux circulant d’IgA spécifique anti-poliovirus (Fukushima et al, 1998). Le méme probiotique a diminué
la concentration de CD4 soluble et de TGF-31 dans le sang d’enfants (5 mois) présentant un eczéma
atopique (Isolauri et al, 2000). Enfin, une étude récente a indiqué que I'administration de L. GG
pendant 7 mois a diminué le nombre d’enfants souffrant d’infections respiratoires et I'utilisation
d’antibiotiques chez des enfants finlandais de 1 a 6 ans ; au total les enfants ayant regu ce probiotique
avaient été moins absents de la garderie pour des raisons de maladies (Hatakka et al, 2001).
Toutefois, aucun paramétre immunitaire n’a été mesuré dans cette étude.

Une étude contrblée, réalisée chez une vingtaine d’enfants a la sortie de la maternité,
recevant une préparation standard ou une préparation contenant un lait fermenté par des bactéries
lactiques (S. thermophilus et B. breve), ces bactéries étant tuées dans la préparation finale, a montré
une élévation significative de la réponse en IgA sécrétoire anti-poliovirus aprés le 2° rappel de vaccin
Pentacoq (Romond et al, 2001). Seul un résumé de cette étude est actuellement publié.

Les effets éventuels des prébiotiques sur le systeme immunitaire du jeune enfant sont mal
connus. Des enfants de 11-12 mois ont regu une préparation contenant ou non des fructo-
oligosaccharides pendant 6 mois (n> 60 dans chaque groupe). Les enfants ayant regu le prébiotique
ont présenté moins fréiquemment des symptédmes de fievre et d’épisodes de rhinorrée ; ils ont regu
moins d’antibiotiques et ont été moins absents de la créche pour raison de maladies (Saavedra and
Tschernia, 2002), ce qui suggere que les capacités de défense contre diverses infections étaient
augmentées chez ces enfants. Toutefois, cette étude n’est pas publiée en totalité et la modification
éventuelle de différents marqueurs du fonctionnement du systéme immunitaire n’est pas connue. Une
autre étude contrélée a montré qu’une préparation a base de céréales contenant un mélange d’inuline
et de FOS (la consommation quotidienne du mélange prébiotique a été d’environ 0,2 g/kg de poids)
était bien tolérée par des enfants de 7-9 mois, n’avait pas d’'impact négatif sur la croissance, mais
augmentait le taux d’lgG vaccinal 10 semaines aprés I'immunisation des enfants contre la rougeole
(Firmansyah et al, 2001). Le taux de positivité avec une réponse IgG adéquate était de 96% chez les
enfants ayant regu le prébiotique contre 88% chez les enfants témoins. Les niveaux d’'IgM anti-
rougeole n’étaient pas différents. Seul un résumé de I'étude est pour I'instant disponible.
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Conclusions :

* Le systeme immunitaire n’est pas complétement mature chez les nouveau-nés a terme et continue
son développement pendant les premiéres années de vie.

» La colonisation de lintestin par des bactéries est un stimulus essentiel du développement de
'immunité. Cependant, la nature exacte des relations entre la maturation du systéeme immunitaire et la
colonisation par les différentes populations bactériennes est trés mal connue chez I'enfant.

» Plusieurs travaux montrent que certains probiotiques (Lactobacillus GG, Bifidobacterium Bb12)
augmentent la réponse post-vaccinale d’IgA sécrétoires.

» Des résultats préliminaires indiquent que des préparations contenant Bifidobacterium C50 inactivé
aprés fermentation pourraient avoir le méme effet. Néanmoins, les effets sont encore insuffisamment
caracteérises.

* Des résultats préliminaires suggerent que certains prébiotiques (fructanes) pourraient influencer le
systeme immunitaire des enfants en bas-age. D’autres études sont nécessaires pour établir cet effet.
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IV- Effets cliniques “préventifs” et curatifs des probiotiques,
prébiotiques et autres ingrédients destinés a modifier la flore
intestinale chez le nourrisson et le jeune enfant

a. Allergies

Plusieurs études épidémiologiques ont indiqué que la survenue d’infection (au sens large)
chez les jeunes enfants était susceptible de diminuer le risque de développement ultérieur de
phénoménes atopiques (Langhendries, 2001). D’autres études suggérent que I'antibiothérapie dans la
premiére enfance, et d’'une fagon plus générale I'amélioration de I'hygiéne, pourraient favoriser I'atopie
en modifiant I'environnement microbien intestinal (Alm et al, 1999 ; Braback et al, 1998).
Parallelement, la comparaison de la prévalence des allergies en Estonie et en Suéde suggére que la
dominance de bactéries acido-lactiques dans la flore intestinale des enfants pourrait protéger contre le
développement de I'allergie (Bjorksten et al, 1998 ; Bjorksten et al, 1999). Plus récemment, une étude
a analysé le profil bactérien d’enfants a risque atopique, a I'age de 3 semaines et a I'age de 3 mois, et
a associé ce profil a la survenue d’'une réaction atopique a I'dge de 1 an. La proportion de clostridies
était plus élevée et celle des bifidobactéries tendait a étre plus basse, conduisant a une diminution
significative du rapport bifidobactéries/clostridies chez les enfants atopiques en comparaison aux non-
atopiques (Kalliomaki et al, 2001). La méme équipe a observé que la concentration sérique d’IgE était
corrélée au nombre d’E. coli et de Bacteroides chez des enfants atopiques, intolérants a une
préparation aux protéines lactées hydrolysées, et que la supplémentation de l'aliment avec
Bifidobacterium lactis Bb-12 diminuait le nombre d’E. coli et ralentissait le développement des
Bacteroides lors de la diversification alimentaire (Kirjavainen et al, 2002).

Basées sur I'hypothése épidémiologique que le profil bactérien de la flore intestinale est
déterminant dans le développement des allergies, en particulier de I'atopie, quatre études cliniques,
publiées a ce jour, ont cherché a démontrer le bénéfice de I'ingestion de probiotiques pour prévenir ou
traiter I'eczéma atopique. Ces études ont toutes été réalisées par la méme équipe finlandaise, de
l'université de Turku. La premiére étude montre que la prise orale de Lactobacillus rhamnosus GG, a
la dose de 5.10° cfu/mg d’aliment pendant un mois, chez des nourrissons de 2 a 16 mois déja
allergiques au lait de vache, a amélioré les symptdmes cliniques et diminué I'inflammation intestinale
(Majamaa & Isolauri, 1997). Les mémes auteurs ont confirmé ces résultats dans une seconde étude
contrélée chez 27 nourrissons d’environ 5 mois, allaités au sein et souffrant d’eczéma atopique
(Isolauri et al, 2000). Le sevrage de ces nourrissons avec une préparation hydrolysée additionnée
avec une souche de Lactobacillus GG (3.10° cfu/g) ou une souche de Bifidobacterium lactis Bb-12
(10° cfu/g) diminuait significativement le SCORAD moyen et améliorait I'état de la peau aprés 2 mois.
La concentration sérique de CD4 et le taux de protéine éosinophile X urinaire était également réduits.
Il n’y avait pas de différence significative entre les deux probiotiques. Dans chacune de ces études,
les probiotiques ont été ingérés sous forme de supplément non inclus dans l'aliment. Cette équipe
s’est ensuite intéressée a la prévention de I'atopie. Dans une étude contrélée, randomisée en double
aveugle, les auteurs ont donné un supplément contenant 10" cfu de Lactobacillus GG, pendant 2 a 4
semaines avant I'accouchement, a des meéres dont un des proches de premier degré ou le partenaire
était allergique. lls ont ensuite poursuivi la supplémentation chez la mére allaitant ou chez le nouveau-
né, pendant 6 mois a la méme dose. La fréquence de I'eczéma atopique au cours des deux premiéeres
années a été diminuée de moitié dans le groupe ayant regu le probiotique (Kalliomaki et al, 2001).
Toutefois, chez les enfants allergiques, ni le SCORAD ni la concentration sérique d’'IgE n’étaient
modifiés par la supplémentation. Ces résultats ont été confirmés par les mémes auteurs qui ont
récemment montré que 'administration de L. GG (2.10'° cfu/j) & des méres pendant la gestation puis
la lactation réduisait trés significativement le risque d’eczéma atopique chez I'enfant pendant les deux
premiéres années (RR= 0,32) et augmentait la teneur du lait en TGF-R2 (Rautava et al, 2002). Ces
résultats apparaissent trés prometteurs. |l faut néanmoins souligner qu’ils ont été obtenus par une
seule équipe a ce jour et demandent donc a étre confirmés par d’autres chercheurs dans d’autres
pays et dans d’autres conditions génétiques et sanitaires. Dans un éditorial trés critique, Matricardi
(2002) souligne les points faibles de ces études : absence de comparaison du profil bactérien de la
flore fécale des enfants témoins et supplémentés ; absence de différence des valeurs médianes du
SCORAD dans les deux groupes de I'étude de Majamaa & Isolauri (1997) ; pas de différence d’IgE et
de SCORAD entre les deux groupes d’enfants atopiques dans I'étude de Kalliomaki et al (2001) ; etc.

Trés peu d’études ont été publiées sur les effets des probiotiques sur d’autres maladies
allergiques. La consommation de yaourts non thermisés pendant un an a diminué les symptémes
d’allergies nasales et les taux sériques d’'IgE chez des adultes (Trapp et al, 1993). Aucun effet n’a été
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trouvé dans une autre étude contrdlée concernant des adultes avec un asthme modéré, ayant recu du
yaourt avec ou non des lactobacilles vivants pendant un mois (Wheeler et al, 1997). Enfin, une étude
récente chez des enfants et jeunes adolescents souffrant d’'une allergie au pollen de bouleau n’a pas
montré d’amélioration des symptdmes avec une supplémentation de L. GG (5.10° UFC/j) pendant 5
mois (Helin et al, 2002).

Par ailleurs, a la connaissance du groupe, aucune étude n’a été publiée concernant les effets
éventuels des prébiotiques sur la prévention ou le traitement des allergies.

Conclusions :

* Une réduction des symptdmes d’eczéma atopique a été montrée apres I'administration de certains
probiotiques (Lactobacillus rhamnosus GG et Bifidobacterium lactis Bb-12) chez I'enfant a risque.

* Le risque d’eczéma atopique semble étre diminué par lingestion de certains probiotiques
(Lactobacillus rhamnosus GG) par la mére avant I'accouchement et pendant la lactation. Ces effets
ont été rapportés par une seule équipe et nécessitent confirmation par d’autres équipes dans d’autres
pays.

* Les effets éventuels sur 'eczéma atopique d’autres souches probiotiques, ou des prébiotiques, ou
d’'ingrédients contenant des microorganismes tués, en traitement ou en prévention, ne sont pas
connus.

* Les effets éventuels des probiotiques et prébiotiques sur d’autres types d’allergie ne sont pas établis.

b. Diarrhées infectieuses

Des études épidémiologiques ont indiqué que l'allaitement maternel (plus de 3 mois) diminuait
le risque d’infections, en particulier gastro-intestinales, chez le jeune enfant (Duffy et al, 1986 ; Brown
et al, 1989 ; Howie et al, 1990). D’'autres études ont montré qu’en réalité I'allaitement maternel
protégeait contre les infections pendant les premiéres années de vie et décalait le risque a un age
plus tardif, a un moment ou la maturation de la barriére intestinale est plus avancée (Clemens et al,
1986 ; Clemens et al, 1993). L’allaitement au sein ayant été associé a une flore intestinale plus riche
en bactéries acéto-lactiques, I'hypothése a été faite que I'administration de probiotiques pourrait
améliorer le traitement des diarrhées infectieuses du nourrisson et diminuer leur survenue.

Plusieurs études cliniques contrblées ont démontré que I'administration de certains
probiotiques diminuait la durée des diarrhées infectieuses. Une méta-analyse récente a repris
'ensemble des essais contrélés, randomisés et réalisés en double aveugle, dans lesquels un
traitement avec des lactobacilles avait été donné au cours de diarrhées aigués chez des enfants de
moins de 3 ans (Van Niel et al, 2002). Les résultats montrent que la durée de la diarrhée est réduite
d’environ 0,7 jour [intervalles de confiance a 95% : 0,3 — 1,2 jl, que la fréquence des selles est
diminuée de 1,6 selles/j [0,7 — 2,6] a partir du second jour. L'effet thérapeutique semble dose-
dépendant et efficace a partir de 10" cfu/j. De plus, I'administration de probiotiques semblent
bénéficier a tous les types de diarrhées infectieuses, méme si I'effet pourrait étre plus prononcé lors
des diarrhées a Rotavirus. Une autre méta-analyse (Szajewska & Mrukowicz, 2001) a abouti a des
conclusions proches. Méme si ces méta-analyses ont des limites, reconnues par leurs auteurs eux-
mémes, elles suggerent fortement que I'administration de souches probiotiques de lactobacilles
améliorent les symptomes cliniques de diarrhée aigué chez les jeunes enfants. Une nouvelle étude
clinique récente (non inclus dans les méta-analyses), réalisée avec un mélange d’une souche de L.
rhamnosus et une souche de L. reuteri, montre aussi que la durée de la diarrhée tendait a étre réduite
dans le groupe d’enfants traités (6 a 36 mois), et que I'effet devenait hautement significatif lorsque le
traitement était appliqué dés le début de la diarrhée (Rosenfeldt et al, 2002). La durée de
I'hospitalisation était diminuée de moitié dans le groupe traité. A la fin du traitement, I'antigéne du
Rotavirus était retrouvé chez 12% des patients traités et chez 46% des témoins.

D’autres études ont recherché I'existence d’un effet préventif des probiotiques sur la survenue
de diarrhées infectieuses. Dans un large échantillon d’enfants péruviens sous-alimentés, agés de 6 a
24 mois, 'administration de Lactobacillus GG pendant 15 mois a diminué I'incidence des épisodes de
diarrhée en comparaison avec des enfants ayant regu un placebo (Oberhelman et al, 1999). L’effet
était plus prononcé entre 18 et 29 mois et se limitait aux enfants non nourris au sein. En revanche, la
durée et les causes des diarrhées étaient similaires dans les deux groupes d’enfants. L’incidence de
diarrhées a été réduite chez des enfants hospitalisés ayant recu un traitement préventif de L. GG
(Szajweska et al, 2001). En revanche, deux autres études réalisées avec le méme probiotique n’ont
pas trouvé d’effet (Vanderhoof & Young, 1998). D’autres probiotiques pourraient étre efficaces.
L’allaitement avec une préparation enrichie en Bifidobacterium lactis Bb-12 a diminué l'incidence des
diarrhées et le portage de Rotavirus chez des nourrissons en hospitalisation de long séjour (Saavedra
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et al, 1994). Ces résultats ont été confirmés en France chez des nourrissons sains en pouponniére
(Chouraqui et al, 1998). Enfin, deux études ont montré que I'administration concomitante de L. GG
avec une antibiothérapie tendait a réduire l'incidence de la diarrhée associée aux antibiotiques, ainsi
que sa durée et le nombre de selles quotidiennes, chez des enfants d’age moyen 4 ans (Arvola et al,
1999 ; Vanderhoof et al, 1999).

L'effet des préparations contenant des bactéries lactiques tuées a été évalué dans deux
études contrdlées. Au Chili, deux groupes d'enfants de moins de 12 mois recrutés dans deux centres
différents, ont regu soit un lait contenant deux souches bactériennes tuées (S. thermophilus et L.
lactis), soit un lait comparable sans les bactéries, pendant 6 mois. L'incidence et la durée des
diarrhées bactériennes ou parasitaires a été moindre dans le groupe recevant le lait fermenté par les
bactéries lactiques (Brunser et al, 1989). En France, la consommation d’un autre type de lait
contenant des bactéries lactiques tuées (S. thermophilus et B. breve) a diminué la sévérité des
épisodes de diarrhées chez des nourrissons en creche (n> 900), agés de 4 a 6 mois et suivis pendant
5 mois, en comparaison avec une préparation lactée standard. En revanche, ni l'incidence, ni la durée
des épisodes de diarrhées n’étaient significativement différentes entre les deux laits (Goulet et al,
2001).

Conclusions :

« Certaines souches de Lactobacillus réduisent la durée et améliorent les symptémes des diarrhées
infectieuses chez I'enfant. L'effet est modéré mais significatif. 1l est toutefois a noter que ces
probiotiques ont été administrés indépendamment de I'alimentation dans la majorité des études.
 L'importance de l'effet dépend de la dose de Lactobacillus et du type de diarrhée, I'effet semblant
plus marqué lors des diarrhées a Rotavirus.

» Certains probiotiques (Bifidobacterium lactis Bb-12) ont un effet préventif. Les études sont
néanmoins encore peu nombreuses, et ont été limitées a des populations de nourrissons vivants en
centre de moyen ou long séjour.

» Des préparations a base de lait fermenté par des souches de bactéries lactiques ensuite tuées
pourraient avoir des effets positifs sur I'incidence et la sévérité des diarrhées. Les études sont encore
insuffisamment nombreuses.

» L’effet des prébiotiques n’est pas connu.

C. Autres infections

La consommation de certains probiotiques pourrait améliorer les symptdémes d’infections non
gastro-intestinales (urogénitales, respiratoires, etc.) chez I'adulte. De tels effets chez I'enfant n'ont pas
encore été publiés. En revanche, une étude contrdlée, randomisée, en double aveugle, a été conduite
chez des enfants, d’age moyen 4 ans et demi, fréquentant une créche d’Helsinki en Finlande (Hatakka
et al, 2001). Environ un quart de litre de lait supplémenté ou non en Lactobacillus GG (10° cfu/ml) a
été consommé quotidiennement par ces enfants pendant 7 mois en hiver. Le nombre de jours avec
des symptdmes respiratoires ou gastrointestinaux, le nombre de jours d’absence pour raisons de
maladies, d’infections respiratoires diagnostiquées par un médecin, et le nombre de jours sous
antibiothérapie ont été calculés. Les résultats démontrent que les enfants traités par L. GG ont été
moins absents a cause de maladies, que le nombre d’enfants souffrant d’infections respiratoires a été
diminué de 17% dans ce groupe, et que les traitements antibiotiques pour infection respiratoire ont été
réduits de 19%. Une autre étude du méme type et concernant des enfants ameéricains en bonne
santé, ageés de 4 a 24 mois, a conclu aussi a un bénéfice modeste mais réel de la supplémentation de
I'alimentation avec des FOS (environ 1 g/j) sur le nombre d’épisodes de fiévre associés a des rhumes
et sur I'utilisation d’antibiotiques lors d’infection respiratoire (Saavedra & Tschernia, 2002).

Conclusions :

» Certains probiotiques (L.GG) pourraient avoir un intérét modeste mais néanmoins réel pour réduire
le risque d’infections et I'utilisation d’antibiotiques chez le jeune enfant. Toutefois, les données
actuellement publiées sont insuffisantes pour établir cet intérét.

* Certains prébiotiques (FOS) pourraient avoir des effets similaires. La encore, d’autres données sont
indispensables.

* Les effets éventuels des micro-organismes tués ne sont pas connus.
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d. Infection a Helicobacter pylori

Des données expérimentales in vitro et chez I'animal suggerent que certaines bactéries
lactiques pourraient inhiber la prolifération d’H. pylori. Les données chez 'homme sont encore peu
nombreuses, mais encourageantes (Michetti et al, 1999 ; Felley et al, 2001). Le niveau de preuve est
néanmoins considéré comme encore insuffisant pour toute recommandation nutritionnelle ou
prescription médicale. A la connaissance du groupe de travail, il n’existe aucune donnée publiée chez
I'enfant.

e. Entérocolite nécrosante

Le bénéfice de certains probiotiques dans le traitement ou la prévention des inflammations
intestinales a été montré dans différents modéles animaux (Madsen et al, 1991 ; Schultz et al, 2002).
Plus récemment, I'éventuel intérét de certains prébiotiques a été également suggéré grace a ces
modeles animaux (Videla et al, 2001). Enfin, quelques études cliniques controlées réalisées chez le
patient adulte ont confirmé I'intérét de certains mélanges de probiotiques (Gionchetti et al, 2000), et
peut-étre de certains prébiotiques (Welters et al, 2002).

Les maladies inflammatoires les plus susceptibles de survenir chez les nourrissons sont
'entérocolite nécrosante (ECN) et les entérocolites allergiques. Les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (maladie de Crohn, rectocolite hémorragique) atteignent des enfants plus agés
non inclus dans le champ du groupe de travail. Elles n’ont donc pas été traitées dans ce rapport. Les
quelques données disponibles concernant les entérocolites allergiques ont été intégrées dans le
paragraphe consacré aux allergies. L'ECN néonatale est I'urgence gastrointestinale la plus fréquente
chez les enfants prématurés. Sa physiopathologie demeure mal comprise et la conjonction de
plusieurs facteurs semble intervenir dans sa survenue. L’alimentation est un des facteurs impliqués, et
il a été montré une réduction du risque avec le lait de femme en comparaison aux préparations pour
nourrissons (Lucas et al, 1990). Toutefois, les mécanismes protecteurs du lait de femme ne sont pas
clairement établis. La présence de bactéries dans l'intestin est un pré-requis pour le développement
de 'ECN. La flore bactérienne des prématurés hospitalisés en unités de soins intensifs differe
significativement de celle des enfants nés a terme et pourrait constituer un des éléments
déclencheurs de linflammation intestinale. C’est pourquoi il a été suggéré que I'administration de
certains probiotiques puisse apporter un bénéfice a ces enfants. Quelques études réalisées a l'aide de
modéles animaux confortent cette hypothése (Butel et al, 1998 ; Caplan & Jilling, 2000). Néanmoins, a
la connaissance du groupe de travail, aucune étude clinique n’a démontré jusqu’a présent l'intérét de
ces probiotiques dans la prévention et le traitement de 'ECN chez les prématurés. L’effet des
prébiotiques est également inconnu. De plus, concernant les prébiotiques, il doit étre démontré que
I'administration de ces ingrédients ne favorise pas la prolifération de germes colonisant I'intestin des
prématurés et supposés augmenter le risque d’'ECN.

Conclusions :

» Des données chez I'animal suggérent que 'administration de certains probiotiques pourraient réduire
l'incidence et la gravité de 'ECN chez les prématurés. Il n’existe pas de données chez le nouveau-né
humain prématuré.

24



V- Intérét de l'utilisation des probiotiques, prébiotiques et autres
ingrédients destinés a modifier la flore intestinale chez le
nourrisson et le jeune enfant en bonne santé

L'utilisation des probiotiques, prébiotiques et autres ingrédients destinés a modifier la flore
intestinale chez le nourrisson et le jeune enfant en bonne santé est fondée sur I'hypothése que ces
produits pourraient aider a maintenir le bien-étre et la santé de I'enfant et réduire le risque de
maladies intestinales, allergiques et respiratoires pendant la durée de l'allaitement. L’hypothése a été
étendue a une participation a la réduction du risque a long-terme des pathologies dégénératives
(cancers, maladies cardiovasculaires, efc.). Plusieurs aspects sous-jacents a ces hypothéses
nécessitent un commentaire.

Tout d’abord, on ne sait pas mesurer la santé dans sa globalité. Ensuite, il n’y a pas d’études
indiquant si la consommation réguliere d’un lait contenant un probiotique ou un prébiotique aide a
mieux maintenir la santé que les autres mesures hygiéniques, diététiques et comportementales. A ce
jour, une seule étude a montré un bénéfice modeste d’'un probiotique sur l'incidence des infections
respiratoires et l'utilisation d’antibiotiques chez des enfants d’'une méme ville (Helsinki, Finlande),
allant a la creche (Hataka et al, 2001). Une étude du méme type, réalisée aux Etats-Unis, indique que
I'addition de fructo-oligosaccharides dans les préparations de suite chez des enfants d’environ 12
mois pourrait conduire a un bénéfice semblable (Saavedra and Tschernia, 2002). Quelques études
suggerent également que certains probiotiques possédent un effet prophylactique sur les diarrhées a
Rotavirus et peut-étre sur lincidence de l'eczéma atopique. Néanmoins, d’autres études
multicentriques et randomisées sur les facteurs age, sexe, race, statut nutritionnel, statut socio-
économique, etc., sont indispensables pour donner du crédit a I'idée que la consommation de laits
supplémentés en probiotiques ou prébiotiques seront bénéfiques aux enfants en bonne santé.

L’intérét d’'une modulation de la flore intestinale de jeunes enfants en bonne santé reste
controversé. L’idée repose sur la composition bactérienne de la flore des nourrissons allaités au lait
maternel, composition supposée « idéale ». Les nouveaux résultats d’analyse du profil bactérien de la
flore fécale des nouveau-nés et enfants en bas-age, obtenus avec des méthodes moléculaires,
montrent que la distinction entre les enfants nourris au sein et ceux nourris avec une préparation
lactée n’est pas aussi nette qu’'on a pu le penser jusque dans un passé récent (cf. lll.a). En outre,
'impact d’'une consommation réguliére de probiotiques ou prébiotiques sur la mise en place de la flore
dominante et sous-dominante chez le nouveau-né n’est pas clairement établi: I'implantation de micro-
organismes commensaux possiblement bénéfiques ne risque-t-elle pas d’'étre inhibée par I'ingestion
de probiotiques lorsque la flore n’est pas encore établie de fagon stable ? A linverse, des micro-
organismes pouvant avoir des effets néfastes ne risquent-ils d’étre favorisés par des prébiotiques ?
Un autre point a considérer est la production d’acides organiques lors de la fermentation et la
maturation de la capacité fermentaire de la flore intestinale. L’allaitement maternel favorise la
production d’acide acétique et d’acide lactique et abaisse le pH fécal. Ces facteurs sont considérés
comme favorables a la résistance contre les micro-organismes pathogénes, car les acides acétique et
lactique sont bactériostatiques, et le pH acide ne promeut pas la prolifération des agents pathogénes.
Toutefois, le maintien d'une flore et d'un profil AGCC simplifiés pendant une durée excessive
pourrait aussi avoir des inconvénients ; ainsi, la maturation de la capacité fermentaire des enfants
pourrait étre retardée et représenter un handicap au moment de la diversification alimentaire. L’impact
de ces nouveaux produits lors de l'introduction d’aliments non lactés devrait étre envisagé.

Toutes ces remarques indiquent que plus de travaux de recherche sont nécessaires. Jusqu’a
présent, la majorité des recherches a porté sur les enfants a risque de troubles gastrointestinaux ou
d’allergies. Il est indispensable d’en savoir plus sur les enfants en bonne santé et sur les fonctions
« normales » de la flore intestinale.
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VI- Sécurité d’emploi des probiotiques, prébiotiques et autres
ingrédients destines a modifier la flore intestinale dans
I’alimentation du nourrisson et du jeune enfant

a. Les problémes rencontrés ou possibles

i. Allergie

A la connaissance du groupe, un seul cas d’accident allergique a été rapporté avec I'ingestion
d’inuline chez un sujet adulte (Gay-Crosier et al, 2000). Le groupe de travail n’a trouvé aucun élément
indiquant un risque particulier lié a I'utilisation de glucides indigestibles, sans contaminants protéiques,
chez I'adulte et chez I'enfant. De la méme fagon, aucune donnée n’a été trouvée suggérant un risque
d’accident allergique avec des probiotiques.

Chez les nourrissons a risque allergique élevé (antécédents familiaux), il est conseillé de
retarder la diversification alimentaire jusqu’'a I'dge de 6 mois. L’introduction de prébiotiques ou
symbiotiques dés la naissance nécessiterait de mettre en place un suivi spécifique pour ces nouveau-
nés a risque.

Conclusions :

* A ce jour et a la connaissance du groupe, aucune manifestation allergique associée a l'ingestion de
prébiotiques, probiotiques ou symbiotiques n’a été décrite chez des nourrissons et des enfants en
bas-age.

* Néanmoins, un suivi spécifique des nouveau-nés avec des antécédents familiaux d’allergie serait
nécessaire lors de I'ingestion de préparations contenant des prébiotiques ou symbiotiques.

ii. Résistance aux antibiotiques

Les échanges génétiques sont fréquents au sein de la microflore, c’est sans doute un facteur
positif d’évolution. La microflore digestive contient des populations bactériennes renfermant des
éléments génétiques mobiles (transposons, plasmides). De plus la lyse bactérienne dans le tractus
digestif conduit au relargage d’ADN bactérien qui peut étre incorporé (en tout petit nombre) par des
bactéries de la microflore. Des transferts de génes de pathogeénicité, en particulier des génes de
résistances aux antibiotiques sont donc théoriquement possibles dans la microflore intestinale, et les
probiotiques pourraient constituer soit des donneurs de génes, soit des receveurs intermédiaires ou
définitifs.

Un contrdle doit donc étre effectué sur les souches probiotiques et la preuve que la souche ne
contient pas de génes de résistance aux antibiotiques portés par des éléments génétiques mobiles,
donc transférables, doit étre apportée. Ces résistances portées par des éléments mobiles sont a
distinguer des résistances intrinséques des espéces, considérées comme non transférables.

L’hypothése que les probiotiques pourraient étre des receveurs intermédiaires ou définitif de
génes de pathogeénicité est peu probable, compte tenu de la durée de vie et de la faible prolifération
dans le tube digestif des principaux probiotiques utilisés chez I'enfant. Cette hypothése devrait
cependant étre testée dans des cas ou le risque est important (par exemple résistance a la
vancomycine). Néanmoins dans I'état actuel des connaissances, cette considération ne doit pas
limiter la consommation de probiotiques.

Conclusion:

* Les souches utilisées comme probiotiques ou symbiotiques ne doivent pas contenir de facteurs de
pathogeénicité connus. En particulier, les souches contenant des résistances aux antibiotiques portées
par des éléments génétiques mobiles et préjudiciables a ’lhomme doivent étre exclues.

iii. Infections

Le risque dinfections par des probiotiques, en particulier par des lactobacilles et des
bifidobactéries, est considéré comme négligeable pour la population adulte en bonne santé. Par
exemple, en Finlande, le nombre de cas de bactérémies a L. GG a été évalué a 0,3 cas pour 100 000
personnes/an, alors que ce probiotique est trés fortement consommé dans ce pays (Salminen et al,
2002). En revanche, des cas d’infections provoquées par des bactéries de méme espéce que les
probiotiques usuels ont été rapportés chez des patients ayant de graves problémes de santé, avec
des défenses immunitaires diminuées (Rautio et al, 1999 ; Mackay et al, 1999 ; Antony, 2000 ;
Marteau, 2001), présentant une rupture de la barriére intestinale (Farina et al, 2001), atteints de
valvulopathies ou porteuses d’'un cathéter central (Jureen et al, 2001).
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Chez le nourrisson et 'enfant en bas-age en bonne santé, aucune donnée n’a été trouvée par
le groupe de travail montrant un risque d’infection par un probiotique ou une augmentation du risque
d’infections par des micro-organismes virulents avec des prébiotiques.

Egalement, a la connaissance du groupe, aucun cas d'infection liée a lingestion de
probiotiques et/ou de prébiotiques n'a été rapporté chez les prématurés. Néanmoins, les
connaissances étant actuellement trés insuffisantes dans cette population, le groupe recommande
que des études spécifiques soient réalisées chez les prématurés avant que les préparations
contenant des probiotiques et/ou des prébiotiques soient utilisées de maniéere plus large, d’autant que
cette population est caractérisée par son immaturité immunologique.

Conclusions :

* Dans I'état actuel des connaissances, les préparations contenant des probiotiques, des prébiotiques
ou symbiotiques sont a éviter chez les enfants ayant un déficit immunitaire congénital ou acquis
(traitement par immunosuppresseurs, corticothérapie, etc.).

* Le risque d'infection lié a I'utilisation de probiotiques, prébiotiques ou symbiotiques chez les
nouveau-nés prématurés étant inconnu, des études spécifiques doivent étre réalisées chez ces
enfants.

* D’'une fagon générale, la capacité de résistance des souches probiotiques aux défenses innées de
I'héte devrait étre évaluée avant I'utilisation de la souche dans des aliments pour nouveau-nés et
enfants en bas-age.

iv. Diarrhée osmotique

Comme déja indiqué ci-dessus (lll-d.), certains prébiotiques sont des glucides indigestibles de petite
taille moléculaire (disaccharides ou oligosaccharides) qui pourraient induire a forte dose une diarrhée
osmotique. La concentration de ces ingrédients dans les préparations doit donc étre limitée de fagon a
ce qu’'une consommation maximale de préparation apporte une quantité de prébiotiques nettement
inférieure (valeur de sécurité ) a la valeur déclenchant une diarrhée. D’autre part, la concentration des
prébiotiques dans les préparations de suite doit étre raisonnée en prenant en compte la présence
possible d’autres substrats indigestibles dans la préparation (émulsifiants, colloides, sucres-alcools
édulcorants, fibres, etc.) et dans I'alimentation de I'enfant.

Conclusions :

* La dose de prébiotiques, si ceux-ci sont osmotiquement actifs, doit étre limitée et ne pas représenter
de risque pour la balance hydrique des nourrissons. Fixation en I'état actuel des connaissances par le
CSAH d'une concentration maximale de 0,8 gramme pour 100 mL de produit prét a I'emploi d'un
mélange 10% FOS-90% GOS pour les préparations pour nourrissons et les préparations de suite
(avis du 13 décembre 2001).

* La quantité de prébiotiques apportée par la préparation doit étre raisonnée en prenant en compte les
autres substrats indigestibles apportés par la préparation et par I'alimentation de I'enfant.

V. Douleurs abdominales

Des symptdbmes d’inconfort intestinal, principalement un excés de flatulences quelquefois
associé a des ballonnements et/ou des crampes abdominales, ont été rapportés par des sujets
adultes lors de la consommation de certains prébiotiques. L’effet dépend de la nature du prébiotique
(les courtes chaines semblant moins bien tolérées), de la dose ingérée, du mode de consommation
(la prise isolée en dehors d’un repas favorisant les symptomes), et aussi de I'individu, certains sujets
étant plus sensibles que d’autres. L’origine de cette différence pourrait provenir du profil bactérien des
sujets et de leur capacité a produire des gaz. L'effet des prébiotiques sur la production de gaz et le
confort intestinal des enfants est mal caractérisé. Une étude a montré que la production de gaz chez
les nourrissons était fortement influencée par I'alimentation, les enfants nourris au sein étant plus
fortement producteurs d’hydrogéne que ceux recevant des préparations, mais plus faiblement
producteurs de gaz sulfurés (Jiang et al, 2001). La possibilité d’un inconfort intestinal des enfants, lors
de la prise de préparations contenant des prébiotiques, devrait donc étre considérée par I'industriel.
Toutefois, dans I'état actuel des connaissances, aucune restriction d’emploi liée a cette question n’est
justifiée.
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b. Les groupes potentiellement a risque

* Le risque d’infections opportunistes est plus élevé chez les enfants ayant un déficit immunitaire,
congeénital ou acquis. C’est pourquoi, dans I'état actuel des connaissances, les préparations contenant
des probiotiques, prébiotiques ou symbiotiques sont déconseillées chez ces d’enfants.

* La supplémentation de I'alimentation des prématurés avec des probiotiques, des prébiotiques ou des
symbiotiques nécessiterait I'étude préalable de I'impact de ces aliments sur la flore du nouveau-né
prématuré. |l n’est en effet pas possible d’extrapoler les effets décrits chez le nourrisson né a terme
aux effets potentiels chez le nouveau-né prématuré n’abritant pas forcément dans sa flore intestinale
les mémes espéces bactériennes.

C. Les tests préconisés

Afin d’assurer la sécurité de [utilisation des préparations contenant des probiotiques,
prébiotiques, symbiotiques ou des bactéries tuées, il est nécessaire de vérifier la sécurité des
ingrédients pour la dose recommandée, la fréquence d’association de I'espéce bactérienne avec une
infection ou une allergie, la fréquence d’association de lingrédient avec une allergie, I'éventuelle
production de métabolites délétéres ou de toxines, etc. Il est également nécessaire de considérer les
consommateurs qui pourraient présenter des risques plus importants d’effets indésirables avec ces
produits (cf. VI-b).

» Pour les probiotiques ou les microorganismes non vivants présents dans les préparations, les
criteres permettant I'évaluation de I'innocuité du microorganisme sont ceux qui ont été recommandés
par I'Afssa (Rapport Afssa, 2002).

» Pour les prébiotiques, les criteres d’évaluation de I'innocuité sont ceux classiquement utilisés pour
les ingrédients. De plus, des effets secondaires pouvant survenir avec certains prébiotiques si la dose
employée est trop élevée (induction de diarrhées osmotiques, production excessive de gaz), il est
recommandeé de limiter cette dose.

d. La mise en place d’une veille

L'utilisation de préparations contenant des probiotiques, prébiotiques, symbiotiques ou
microorganismes non vivants étant relativement récente pour certaines d’entre elles, la mise en place
d’une veille ou vigilance (nutrivigilance pour faire un paralléle avec pharmacovigilance) est nécessaire
pour mieux identifier les éventuels effets indésirables. Un tel systéme pourrait aussi étre utilisé pour
évaluer les bénéfices a long-terme de ces produits.
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VIl- Lignes directrices pour l'utilisation de probiotiques,
prébiotiques et autres ingrédients destinés a modifier la flore
intestinale, dans des préparations pour nourrissons et de suite

a. Sélection, classification et identification des souches probiotiques

* La sélection des probiotiques utilisées en alimentation infantile doit reposer sur les preuves de leur
sécurité (cf. Vl.c) et de leur efficacité, dans les conditions recommandées d’utilisation, pour la
population ciblée, avec le mode d’administration et la dose préconisés.

* La majorité des probiotiques utilisés en alimentation infantile sont des bactéries a Gram positif,
appartenant principalement aux deux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Néanmoins, le groupe
de travail n’exclut pas la possibilit¢é que d’autres micro-organismes ou d’autres genres bactériens
puissent étre utilisés dans I'avenir a condition qu’ils répondent parfaitement aux critéres de sécurité et
d’efficacité.

» La nomenclature des bactéries probiotiques doit se conformer aux noms courants, scientifiquement
reconnus. L’utilisation d’anciennes nomenclatures ou de noms pouvant créer des confusions dans
I'esprit du consommateur, par exemple Lactobacillus plantarum serenitas, n’est pas acceptable.

» L’hybridation ADN-ADN est la méthode de référence pour spécifier 'appartenance d’'une souche a
une espéce. La caractérisation de la souche doit ensuite étre réalisée avec une méthode génétique
reconnue telle que, par exemple, I'électrophorése en champ pulsé (cf. Rapport de 'AFSSA, 2002).

» L’'activité d’un probiotique est spécifique a la souche et ne peut pas étre extrapolée a une autre
souche de la méme espéce. C’est pourquoi, toute généralisation de I'effet d’'un probiotique a I'espéece
bactérienne est hasardeuse et doit étre prohibée.

» Les mémes principes de sélection, caractérisation et identification doivent étre appliqués aux micro-
organismes tués et aux symbiotiques.

b. Procédés d’obtention et caractérisation des prébiotiques

* Les produits ou organismes a l'origine de I'ingrédient prébiotique doivent étre connus et caractérisés,
qu’il s’agisse d’'un ingrédient extrait/isolé d’'un produit végétal, animal ou microbien, ou d’'un ingrédient
produit par synthése chimique ou microbienne.

* Les procédés d’obtention doivent étre décrits.

* La ou les molécules actives doivent étre identifiée(s) et caractérisée(s), et leur concentration dans le
produit doit étre précisée.

* Les microorganismes ciblés par I'ingrédient prébiotique doivent étre identifiés aussi complétement
que possible.

» Les mémes principes de caractérisation des matiéres premiéres d’origine, des procédés d’obtention
et des principes actifs doivent étre appliqués aux produits contenant des micro-organismes tués, et
aux symbiotiques.

* Dans le cas des symbiotiques, toute relation alléguée entre le prébiotique et le probiotique
(amélioration de la survie et/ou de l'activité du probiotique, par exemple) doit étre démontrée.

C. Sécurité d’emploi

* L’innocuité des probiotiques ou des microorganismes non vivants présents dans les préparations
doit étre évaluée selon les recommandations de 'AFSSA (Rapport AFSSA, 2002).

* L’innocuité des prébiotiques est évaluée selon les critéres classiquement utilisés pour les ingrédients
déja autorisés.

* La dose de prébiotiques, si ceux-ci sont osmotiquement actifs, doit &tre limitée et ne pas représenter
de risque pour la balance hydrique des nourrissons.

» Dans I'état actuel des connaissances, les préparations contenant des probiotiques, des prébiotiques
ou des symbiotiques sont a éviter chez les enfants ayant un déficit immunitaire congénital ou acquis
(traitement par immunosuppresseurs, corticothérapie, etc.).

* Le risque d’infection lié a l'utilisation de probiotiques, prébiotiques ou symbiotiques chez les
nouveau-nés prématurés étant actuellement inconnu, des études spécifiques doivent étre réalisées
chez ces enfants.
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d. Conservation des préparations et recommandations d’utilisation

» La viabilité et l'identité des probiotiques, et la stabilité des prébiotiques doivent étre vérifiées
régulierement dans les préparations au cours de leur stockage.

* La concentration de probiotiques et de prébiotiques actifs doit étre connue au moment et au-dela de
la date limite de consommation.

 La viabilité et l'activité des probiotiques, la stabilité des prébiotiques, I'innocuité de ces ingrédients
doivent étre maintenues au travers des transformations, manipulations et stockage des préparations
contenant ces ingrédients. Par exemple :

- Les biberons étant souvent préparés pour 24 h dans les collectivités, la viabilité des
probiotiques et la stabilité des prébiotiques doivent étre évaluées dans ces conditions, ainsi que
I'éventuelle prolifération bactérienne liée a la présence de ces ingrédients dans les biberons.

- Il doit étre clairement indiqué que le chauffage excessif (par exemple avec l'utilisation des
micro-ondes) des biberons entraine la mort des probiotiques et donc la disparition des effets associés
a leur présence.

- La recommandation de n'utiliser que de I'eau trés peu minéralisée dans la préparation des
biberons doit étre accompagnée d’une mise en garde vis-a-vis du recours a des eaux considérées
comme laxatives quand le lait contient des prébiotiques.

- Les conditions de conservation des préparations (température, humidité, etc.) par les
utilisateurs doivent étre indiqués sur I'emballage.

e. Démonstration des effets physiologiques et cliniques

La démonstration de [linnocuité et des effets nutritionnels, physiologiques et/ou
thérapeutiques des préparations pour nourrissons et de suite doit s’appuyer sur des essais réalisés
chez des nourrissons et/ou des enfants en bas-age. Ces études doivent étre réalisées selon les
bonnes pratiques des essais cliniques et les bonnes pratiques de laboratoire. Bien entendu, elles
doivent avoir obtenu l'autorisation d’'un comité consultatif de protection des personnes en recherche
biomédicale (CCPPRB) et le consentement éclairé des parents. L’évaluation du niveau de preuve
apporté par les résultats de ces études s’appuiera sur les critéres suivants (Aggett et al, 2001 ;
Koletzko et al, 2002):

i Groupes ciblés, environnement, nombre d’enfants a inclure
* Les études sont réalisées chez des enfants représentatifs des groupes d’enfants ciblés par la
préparation et/ou I'allégation (&ge, conditions de santé, etc.).
» L’environnement dans lequel évoluent les enfants est clairement caractérisé et son éventuel impact
sur les résultats de I'étude est évalué (e.g. creches par rapport «a la maison », unités de
néonatalogie, etc.).
* Un nombre suffisant d’enfants doit étre inclus dans I'étude de fagon a obtenir une signification
statistique élevée (valeur de P au moins inférieur a 0.05).

ii. Protocole de I'étude
* Les essais doivent étre contrblés et inclure un groupe ‘placebo’ et/ou témoin. Le placebo doit étre
une préparation de méme composition que la préparation testée dans laquelle les composants
supposés actifs (probiotiques ou prébiotiques) sont absents ou inactivés. Lorsque que le protocole de
'essai ne permet pas d'utiliser un ‘placebo’, un groupe d’enfants témoins ne recevant pas la
préparation doit étre inclus dans I'essai. Des enfants de caractéristiques équivalentes mais nourris
exclusivement au sein constitueraient un groupe de ‘témoins’ idéaux.
* La répartition des enfants dans les différents groupes doit étre randomisée.
* La distribution du ‘placebo’ et de la préparation testée doit se faire en double-aveugle (ni
I'expérimentateur, ni les parents de I'enfant n’ont connaissance du type de préparation distribuée).
» La possibilité d’événements indésirables survenant au cours de I'essai doit étre prise en compte et
I'étude doit comporter une procédure permettant un suivi indépendant des données.
* Un suivi des enfants inclus dans I'essai est recommandé pour déterminer si les marqueurs
biologiques retournent a I'état initial ou si la pathologie récidive ou s’aggrave aprés l'arrét de la
préparation contenant des probiotiques ou des prébiotiques.
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iii. Doses et mode d’administration
* L'innocuité et les effets nutritionnels, physiologiques et/ou thérapeutiques des préparations doivent
étre démontrés avec la préparation telle qu’elle sera commercialisée, et dans les conditions
d’utilisation recommandées.
» La dose active de probiotiques ou de prébiotiques ajoutés doit étre déterminée. Elle devrait étre
basée sur une relation dose-effet indiquant la dose minimale nécessaire pour obtenir un effet et la
dose maximale produisant un effet maximal sans aucun effet secondaire ou négatif. La quantité
minimale et maximale de la préparation finie a8 consommer pour obtenir un effet sans effet secondaire
négatif doit étre connue.
* La durée d'utilisation de la préparation devrait aussi étre déterminée selon les mémes principes.

iv. Choix des critéres principaux et des biomarqueurs
» L’essai destiné a démontrer un effet fonctionnel et/ou thérapeutique devrait étre focalisé sur des
critéres principaux tels que la capacité de la préparation a moduler un biomarqueur ou une série de
biomarqueurs rendant compte d’une fonction physiologique, ou bien a prévenir, traiter ou retarder des
épisodes pathologiques.
« L’évaluation de critéres secondaires peut aussi étre inclus dans I'essai.
 Les critéres principaux et secondaires étudiés doivent étre pertinents et adaptés a la population
étudiée. A titre d’'exemple, pour les diarrhées infectieuses, le critére principal pourrait étre la réduction
des cas de deshydratation grave dans les pays en voie de développement, alors que dans d’autres
pays (en Europe en particulier), cela pourrait étre la réduction de la fréquence et/ou de la durée des
épisodes diarrhéiques.
* De la méme facgon, les biomarqueurs mesurés doivent rendre compte du fonctionnement de la
fonction ciblée pour la population ciblée, et leur modulation doit étre associée a des événements
bénéfiques ou néfastes pour la santé.

v. Nombre d’études indépendantes
* Il est souhaitable qu’au moins deux études indépendantes corroborent les effets physiologiques
et/ou thérapeutiques d’'une préparation.

Vi. Recherche des mécanismes d’action
* La démonstration des effets physiologiques et/ou thérapeutiques d’une préparation contenant des
probiotiques ou des prébiotiques doit étre accompagnée d’un effort d’explication des mécanismes
impliqués.
* Des études expérimentales (in vitro et/ou in vivo) devraient étre réalisées avec les préparations ou
leurs ingrédients supposés actifs pour élucider les mécanismes moléculaires a l'origine des effets
bénéfiques observés.

vi.  Présentation des résultats
» Quels qu’ils soient (positifs, négatifs ou neutres), les résultats de ces études doivent étre présentés
soit sous forme de publications scientifiques dans des revues a comité de lecture, soit sous forme de
dossiers respectant les criteres de qualité d’'une publication de valeur scientifique reconnue.

f. Etiquetage

* Le nom exact du probiotique ou des micro-organismes utilisés pour la fermentation (espéce
microbienne et souche, tel que défini en VIl.a), ou du principe actif de I'ingrédient prébiotique, ou des
autres ingrédients destinés a modifier la flore intestinale des nourrissons et jeunes enfants, doit figurer
sur I'emballage.

 La concentration du probiotique, symbiotique ou du principe actif de I'ingrédient prébiotique dans la
préparation, jusqu’a la date limite de consommation, doit figurer sur 'emballage.

+ La dose et la durée d'utilisation minimales pour I'effet allégué doivent étre indiquées sur 'emballage.
» Les recommandations de conservation et d’utilisation de la préparation (cf. VIl.d) doivent apparaitre
sur 'emballage.

g. Communication sur les produits

Les allégations faisant un lien entre alimentation et santé sont réglementées, d’'une part au
niveau communautaire par des dispositions générales sur la présentation des denrées alimentaires,
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d’autre part au niveau national par des dispositions des codes de la santé et de la consommation. Un
cadre réglementaire plus spécifique, européen et frangais, est cependant en attente. Concernant la
spécificité des produits pédiatriques, seule est prévue linterdiction des allégations pour les
préparations pour nourrissons en dehors de celles fixées par les dispositions particuliéres contenues
dans les annexes de la Directive européenne 91/321/CE et de I'arrété modifié du 1% juillet 1976. C’est
pourquoi, 'Afssa a mené une réflexion approfondie sur la nécessité d’'une approche spécifique des
allégations utilisées pour les aliments a usage pédiatrique (rapport de I'Afssa, 2001). Les propositions
faites dans ce cadre de réflexion s’appliquent parfaitement au domaine traité dans le présent rapport,
a savoir Il'utilisation en alimentation infantile des probiotiques, prébiotiques ou autres ingrédients
destinés a modifier la flore intestinale des enfants.

h. Suivi aprés la mise sur le marché

* Un suivi des enfants recevant ou ayant recu des préparations contenant des probiotiques, des
prébiotiques ou symbiotiques serait utile pour identifier les éventuels incidents, mais aussi pour
évaluer les bénéfices sur un terme plus long que celui habituellement pris en compte dans les essais.
» La nature du suivi et les modalités de sa mise en place doivent étre définies en concertation entre
les experts, les pouvoirs publics et l'industrie.
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Annexe - Lettre envoyée par I’Afssa
aux représentants de I'industrie agro-alimentaire

Madame, Monsieur,

Vous avez manifesté votre accord pour participer a la réflexion du groupe de travail sus-
mentionné et pour lequel les thémes d’intérét proposés a I'étude sont :
v" Aspects microbiologiques :

Clarification et définition des notions « colonisation, implantation, prolifération,
survie », ainsi que « probiotiques, prébiotiques, ferments lactiques, bactéries
lactiques ».

Caractérisation (méthodologie) et caractéristiques (description) de la flore chez le
nourrisson et les enfants

Flore indésirable chez le nourrisson et les enfants

Identification des populations capable d’utiliser les prébiotiques

Devenir des probiotiques dans l'intestin des nourrissons et des enfants

Devenir des probiotiques, effets des prébiotiques, lorsque administration simultanée
d'antibiotiques

Roéle des probiotiques dans la résistance aux antibiotiques

v Effets cliniques (préventifs et thérapeutiques) :
« Effets sur les allergies
« Effets sur les diarrhées infectieuses

Effets sur les autres types d’infections (respiratoires)
Risque de translocation bactérienne

Effets sur le risque d’Helicobacter pilori

Effets sur I'entérocolite nécrosante chez le prématuré

v Fonctions physiologiques :

Immunité

Fonction de barriére de la muqueuse intestinale (mucine, perméabilité, trophicité)
Balance hydrominérale

Biodisponibilité des nutriments (macro et micro)

Transit intestinal

Production et qualité des selles

Digestibilité du lactose

v" Fermentation

Enzymes bactériennes

pH

Métabolites fermentaires (acides gras a chaine courte, acide lactique, autres acides
organiques, ammoniaque, etc.)

Production de gaz

Le groupe de travail souhaiterait recueillir votre avis sur cette liste et sollicite votre participation a
I'analyse de ces différents themes par tous les moyens que vous jugerez opportuns : envoi de
synthéses ou de rapports de travaux non publiés ; informations sur les études que vous avez en cours
ou que vous envisager de réaliser, informations sur les difficultés rencontrées ; sur les questions en
attente ; recul sur les effets a long terme des préparations que vous commercialisez, etc.

Une audition individuelle des représentants du secteur industriel est programmée le 9 juillet 2002 dans
les locaux de I'Afssa. Vous étes cordialement invité a cette réunion pour une discussion scientifique
sur les aspects que vous souhaitez aborder et qui restent dans le cadre des thémes d’étude du
groupe de travail.

En vous remerciant pour votre contribution, veuillez agréer, Madame, Monsieur, mes salutations

distinguées.

Dr Christine CHERBUT

Présidente du groupe de travail
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