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Résumé

Les microbiotes humains et intestinaux jouent un réle fondamental dans le maintien de
I’organisme et de nombreux facteurs peuvent toutefois les déséquilibrer. Cette flore peut
constituer une niche écologique riche et importante pour le criblage des souches lactiques avec
de nouvelles propriétés. Une étude a été menee afin de donner une vision globale de la charge
bactérienne autochtone totale, du microbiote intestinal chez les nouveaux nés, et le premier lait
maternel (colostrum) originaire de la région de Tébessa (Est d’Algérie) et aussi d’isoler des
bactéries lactiques a potentiel probiotique. Quinze échantillons ont été analysés et des profils
microbiens élevés et variable (p<0.0001) ont été signalés de (3.56+0.57 a 4.52+0.73log UFC/ml)
et (5.44+2.17 a 6.11+2.12 logUFC/g) pour le colostrum et les matieres fécales de nouveau né,
respectivement. Un total de trente-six (36) isolats lactiques ont été isolés et sélectionnes sur la
base des criteres phénotypiques. Le screening primaire de ’activité antagoniste vis-a-Vvis de
bactéries indicatrices & Gram positif et a Gram négatif (Bacilllus subtillus, B. cereus, Listeria
sp., Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia coli et Salmonella enterica) a révéle
que (n=21, 58,33 %) des isolats ont présenté au moins une activité antibactérienne. L’exposition
de douze souches lactiques potentielles aux différents tests de sélection a pouvoir probiotique
a montré une résistance remarquable aux conditions gastriques et intestinales simulées, ainsi a
la salinité et au pH. En effet, des capacités adhésives considérables (hydrophobicité, auto-
agrégation et co-agrégation) ont été notées pour la majorite des souches testées. Fait intéressant,
des surnageants lactiques stériles ont entrainé une inhibition de la formation des biofilms sur
une surface abiotique d’Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, et Listeria.
L’¢évaluation des aptitudes biotechnologiques ont indiqué que I’ensemble des souches ont
présenté un pouvoir acidifiant et protéolytique important. Ces résultats soutiennent I'utilisation
efficace des probiotiques comme antimicrobiens alternatives pour éradiquer les biofilms formés
par les pathogeénes et le concept — potentialiser les bienfaits des probiotiques peut servir a élargir

davantage l'application a la santé humaine.

Mots clés. Nourisson, Microbiote intestinale, Colostrum, Matiére fécale, Bactérie lactique,

Hydrophobicité, Auto-agrégation, Probiotique .



Abstract

The human and intestinal microbiota play a fundamental role in the maintenance of the body
and many factors that can throw it off balance. This flora constitute a rich and important
ecological niche for the screening of lactic acid strains with new properties. A study was carried
out to give a global vision of the total indigenous microbial load, of the intestinal microbiota in
newborns, and the first breast milk (colostrum) originating from Tebessa (East of Algeria) and
also, to isolate lactic acid bacteria with potential probiotic characteristics. Fifteen samples were
analyzed and high and variable microbial profiles (p <0.0001) were reported from (3.56 + 0.57
to 4.52 + 0.73log CFU / ml) and (5.44 + 2.17 to 6.11 + 2.12 logUFC / g) for colostrum and
infant feces, respectively. Thirty-six (36) lactic acid bacteria were isolated and selected based
on the phenotypic criteria. Primary screening for antagonist activity against Gram-positive and
Gram-negative indicator bacteria (Bacilllus subtillus, B. cereus, Listeria sp., Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Escherichia coli and Salmonella enterica) revealed that (n=21, 58.33%)
of the isolates exhibited at least one antibacterial activity. Exposure of twelve potential lactic
acid strains to various probiotic selection tests showed a remarkable resistance to simulated
gastric and intestinal conditions, as well as to salinity and pH. Indeed, considerable adhesive
capacities (hydrophobicity, auto-aggregation and co-aggregation) were noted for the majority
of the strains tested. Interestingly, sterile lactic supernatants resulted in inhibition of biofilm
formation on an abiotic surface of Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, and
Listeria sp. The biotechnological suitability assessment indicated that all the strains exhibited
significant acidifying and proteolytic power. These findings support the effective use of
probiotics as alternative antimicrobials to eradicate biofilms formed by pathogens and the
concept - potentiating the benefits of probiotics may serve to broaden the application to human
health.

Keywords. Infant, Gut microbiota, Colostrum, Faecal matter, Lactic acid bacteria,

hydrophobicity, auto-aggregation, Probiotic.
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Introduction

L’homme vit continuellement avec une population de microorganismes complexe et
diversifiée habitant son tractus gastro-intestinal (GI) appelée microbiote (Eckburg et al. 2005).
Le microbiote intestinal représente une biomasse et un potentiel génétique considérable avec
10 bactéries correspondant & environ 1000 espéces bactériennes, et plus de 5 millions de
génes, ce qui dépasse largement le nombre de cellules et génes eucaryotes (Sommer et
Béackhed, 2013). Les conditions physico-chimiques variant considérablement le long du tube
digestif, il existe d’importantes variations qualitatives et quantitatives du microbiote digestif
aux différentssites (Piquepaille, 2013).

Depuis quelques années, la connaissance de ce microbiote concernait principalement les
entéropathogénes, mais il est actuellement considéré comme un Véritable organe, cette
population bactérienne, dynamique, étant en constants échanges mutualistiques avec 1’hote et
apportant ainsi des fonctions physiologiques essentielles (Competto et al. 2007).

La formation du microbiote intestinal débute dés la rupture des membranes feetales, le
tube digestif étant rapidement colonisé par les bactéries provenant des microbiotes maternels et
de I’environnement (Competto et al. 2007). L’immunité se structure progressivement pour
prendre le relais de la protection non spécifique apportée initialement par le lait maternel. 11 est
concevable qu’interviennent des interactions entre microorganismes, les anaérobies facultatifs
premiers colonisateurs préparant par exemple 1’écosystéme pour les anaérobies stricts qui
domineront ensuite (AFFSSA, 2005)

L’évolution phénoménale des techniques d’analyses du microbiote intestinal tant au
point de vue capacité d’analyse en profondeur de I’'immense diversité et des fonctions de ce
microbiote qu’au point de vue analyse a haut débit a conduit a une explosion de I’intérét des
relations microbiote-santé-pathologies, reliant un nombre de plus en plus important de
pathologies a des perturbations de 1’écosystéme intestinal. Ces relations ont conduit a I’intérét
potentiel d’une approche préventive ou thérapeutique par la modulation du microbiote et/ou de
ses fonctions par les pro ou prébiotiques.

Dérivant du mot grec désignant la vie, « bios », le terme de probiotique est né au milieu
du siecle dernier de I’observation de I’influence positive de certains microorganismes sur la

flore intestinale (Benreguieg, 2015). Par ailleurs, toute souche bactérienne isolée,
potentiellement probiotique, devrait résister a des conditions tres variées telles que l'exposition
aux enzymes digestives des cavités buccale et gastrique, au pH acide de lI'estomac, a la teneur
réduite de I'O2 dans l'intestin, & une température pas toujours optimale...(Armuzzi et al. 2001).
Comment le lait maternel peut-il avoir un impact sur la composition du microbiote

intestinal du nouveau-né ? 1l est important d'avoir une meilleure compréhension de ce facteur,
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Introduction

nous avons essay¢ de mettre en évidence dans la présente étude par 1’évaluation des premiers
colonisateurs microbiens de nourrissons allaités maternellement par une approche de culture
microbiologique classique.

Les travaux realisés dans ce mémoire sont présentés en deux parties :
La premiere partie abordant une étude bibliographique en trois chapitres avec présentation du
contexte du travail.

> Dans le premier chapitre, nous rappellerons quelques notions importantes sur le
microbiote intestinal humain. Nous verrons d’abord les méthodes qui permettent
d’étudier sa composition et sa répartition, les étapes de sa mise en place et son
évolution naturelle de la naissance a I’age adulte. Nous résumerons enfin les
différentes fonctions qui lui sont attribuées et les résultats du son deéséquilibre.

» Un second chapitre portera sur les probiotiques en général. Un bref historique
amenera a la définition actuelle des probiotiques puis un passage sur la notion GRAS
apres une classification des différents genres microbiens utilisés comme probiotiques
et les critéres de sélection. Nous terminerons cette partie en abordant les mécanismes
d’action des probiotiques au niveau digestif.

> Nous verrons dans un troisieme chapitre quelques pathologies digestives infectieuses
comme les gastro-entérites, les diarrhées de voyageur, les infections a Clostridium
difficile et Helicobacter pylori, et le potentiel d’utilisation thérapeutique des
probiotiques dans ces infections.

La deuxiéme partie est celle de la méthodologie, présentant les travaux par un détail
méthodologique expliquant les tests et protocoles utilisés pour atteindre 1’objectif de notre
travail qui consiste a :
» L’isolement et ’identification des bactéries lactiques autochtones a partir du colostrum
humain et la matiére fécale des nourrissons.
» L’évaluation de I’activité antibactérienne contre des germes pathogenes.
» L’exposition des souches lactiques isolées aux différents tests de sélection a pouvoir
probiotiques possible.
Pour finir, une discussion des résultats a été apportés avec une conclusion et perspectives des

travaux
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Chapitre I Microbiote Intestinale Humain

1. Définition du microbiote intestinal

La flore, ou le microbiote, est I’ensemble des micro-organismes non pathogenes dits
commensaux, vivant dans un environnement spécifique appelé microbiome, chez un hote qui
peut étre animal ou végétal ou une matiére pouvant étre elle-méme d’origine animale ou
végetale (Burcelin et al. 2016).

Le corps humain renferme plusieurs microbiotes (buccal, vaginal, intestinal, cutané) et la
flore intestinale en représente la niche écologique principale. Il est longtemps considéré que
400 espéces composaient le microbiote intestinal, dont 25 & 40 espéces dominantes. A ce jour,
pres de 60 espéces dominantes chez I’homme ont été noté (Philippe et al. 2017). La subsistance
de cette flore est assurée par nos résidus alimentaires, nos secrétions ainsi que par la
desquamation des tissus (Corthier, 2007). Chaque individu a une flore spécifique qui lui est
propre et stable au cours du temps mais il n’est pas le méme aux ages extrémes de la vie
(nouveau-né et personnes agées).

Le microbiote se localise entre la lumiére du tube digestif et le mucus présent a la surface
de I’épithélium intestinal, il est présent tout au long du tube digestif mais sa concentration est
maximale au niveau de Iintestin gréle et du cdlon. 1l est constitué d’environ 102 & 10** micro-
organismes (bactéries, archaea, virus et levures) et considéré aujourd’hui comme un véritable
organe métabolique assurant diverses fonctions indispensables a 1’hote, comme la synthése de
vitamines ou la mise en place du systeme immunitaire (O’Hara et al. 2006). Il joue également
un role majeur dans 1’émergence et la dissémination de la résistance aux antibiotiques, et est

considéré comme I’épicentre de cette resistance (Carlet et al. 2012).

2. Méthodes d'étude du microbiote intestinal
La mise en culture

Parmi les techniques classiquement utilisées a ce jour afin de caractériser I'ensemble du
microbiote intestinal, on distingue la mise en culture. Un échantillon du contenu colique ou
feces est utilisé et analysé (Ducluzeau, 1998). Il est tout d'abord mis en suspension, puis placé
dans des milieux de cultures plus ou moins riches, plus ou moins sélectifs (Figure 1) (Hindré,
2012).

Cependant, les scientifiques se sont heurtés a un probleme : la plupart des bactéries restent
malheureusement difficilement cultivables ; on estime que 80 % du microbiote ne peuvent étre
exploités en laboratoire (Eckburg, 2005). L’¢tude de la flore intestinale est en effet
extrémement délicate. Dés le recueil, I'échantillon doit étre analysé dans les plus brefs délais

(2-3 heures). Et une fois que la dilution et la mise en culture de ce dernier sont effectuées, il
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Chapitre I Microbiote Intestinale Humain

faut absolument s’assurer du maintien de 1’anaérobiose compte tenu de la sensibilité des
bactéries au contact de I'oxygéne de l'air. Le systeme le plus performant a I'heure actuelle est la
chambre constituée de dioxyde de carbone, d'azote et d'hydrogéne dans laquelle il ne doit pas
subsister plus de 5 ppm d’oxygéne (Ducluzeau, 1998).

Biologie moléculaire

Face aux résultats beaucoup trop lacunaires, les microbiologistes se sont détournés de la
culture au profit des études moléculaires ; méthodes intervenant traditionnellement en écologie
dans la caractérisation des communautés aquatiques, telluriques (Sekirov et al. 2010).

Ainsi, la biologie moléculaire basée sur I'analyse des ADN et ARN16S ribosomiques, a permis
d'avoir une approche beaucoup plus précise des bactéries intestinales.

L'étude du génome bactérien a contribué a I'élaboration d'une taxonomie reflétant les liens
de parenté entre bactéries (Rampal et al. 2000). En effet le géne codant I'ARN 16S ribosomique
inclut internes tres conservées faisant ressortir les grands groupes phylogénétiques mais
également des sequences hypervariables d'ou I'existence d'especes, souches bactériennes. De
plus, il est d'une taille suffisamment courte pour étre analysé rapidement (Sekirov et al. 2010)

Les méthodes de sequencage, d'empreintes, I'hybridation in-situ couplée a la cytométrie de
flux et la PCR quantitative constituent les principales techniques d'exploration de I'ARNr 16S
(Sekirov et al. 2010)

Les méthodes de séquencage
a. Le sequencage complet (Méthode de Sanger)

La méthode de Sanger est une méthode enzymatique, qui consiste a séquencer la chaine
nucléotidique de I'ADN synthétisé (clone d'ADN) en différents points. Elle fait intervenir au
sein du milieu réactionnel des didésoxyribonucléotides (ddNTP) marqués : en effet, la synthese
du brin d'ADN cesse a partir du moment ou un ddNTP se présente a I'ADN polymérase ; aucun
nucléotide ne pourra étre incorporé par la suite. Les différents fragments obtenus sont ensuite
séparés par électrophoréese sur gel de polyacrylamide (Mackiewicz, 2003). Par la suite, les
séquences d'ARN16S sont comparées, regroupées dans ce que l'on appelle des Unités
Taxonomiques Opérationnelles (OTU) en fonction des similitudes observées (Sekirov et al.
2010).



Chapitre I Microbiote Intestinale Humain

b. Le pyroséquencage

Contrairement a la méthode de Sanger, les nucléotides sont ici incorporés l'un apres l'autre
dans le milieu réactionnel et seront détectés par luminescence. Les signaux lumineux obtenus
seront représentés par des pics de taille variable sur le pyrogramme en fonction de l'intensité de
ces derniers. Les séquences sont alors définies par la hauteur des pics observés (Lamoril et al.
2008). Le pyroséquencage est qualifié de technologie a haut débit, ce qui lui confére un
avantage indéniable par rapport & la méthode de Sanger : en effet, grace a cette technique des
millions de bases peuvent étre séquencées en quelques heures et ceci avec une grande précision
(>90%) (Sekirov et al. 2010).

c. Les méthodes d'empreintes

Ces méthodes font intervenir en premier lieu la PCR (Polymerase Chain Reaction) afin
d’amplifier le géne codant I’ARNr 16S. Les fragments issus de cette amplification sont alors
séparés par électrophorése sur gel dénaturant. Le gradient de dénaturation au sein du gel peut
étre thermique dans le cas de la TGGE (Température Gradient Gel Electrophoresis) ou
chimique (urée et formamide) pour la DGGE (Denaturant Gradient Gel Electrophoresis). Les
séquences vont en fonction de leur composition en base G+C migrer sur le gel d’acrylamide.
La diversité bactérienne est donc établie en fonction des bandes distinctes observeées sur le gel
et la pléthore en bandes est un indicateur de I’hétérogénéité bactérienne (Andriamahery, 2010 ;
Sekirov et al. 2010).

d. Hybridation in situ couplée a la cytometrie en flux

La méthode FISH (Florescence in situ hybridization) repose sur la détection des acides
nucléiques de brins d’ARNr 16S ciblés (spécifique d’un genre, d’une espéce bactérienne)
(Ducluzeau, 1998). Elle utilise pour cela des sondes d’oligonucléotides fluorescentes capables
de fusionner exclusivement avec la séquence incriminée. Les résultats seront ensuite analysés
grace a la cytométrie en flux correspondant a la caractérisation quantitative et qualitative des

éléments isolés par entrainement dans un flux liquide ou gazeux (Gendron, 2003).

d. La PCR quantitative (QPCR)

La PCR quantitative est I'une des techniques les plus exploitées pour la la détection des
molecules d’ADN, ARN. Elle comprend un certain nombre d’étapes dont une de dénaturation
de I’ADN, d’hybridation d’amorces spécifiques de la sequence a amplifier ciblant ainsi certains

groupes bactériens, et une autre d’élongation par une ADN polymérase. Comme pour la
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méthode Fish, des sondes fluorescentes sont également employées pour la détection, et la
quantification de séquences cible (Coconnier et al. 1992 ; Poitras et al. 2002).

e. Le méta-génomique du microbiote intestinal

Afin d’appréhender avec plus de précision la relation microbiote-individu, un nouveau
répertoire d’outils d’analyse a été élaboré : le métagénomique. Cette méthode constitue une
approche globale dans le sens ou elle offre des informations sur le génome « collectif » du
microbiote sans passer par I’examen méticuleux d’une bactérie a I’autre ; et ceci dans un seul
et unique but : identifier les contributions fonctionnelles et le role biologique de cette
communauté complexe en santé humaine (Sekirov et al. 2010)

La métagénomique ne comprend aucune étape préalable de mise en culture, ni de
différenciation d’espéces, et consiste a séquencer la totalité de 1’échantillon prélevé. L objectif
n’est pas d’établir une liste précise des métagénomes révélés au sein de I’échantillon mais

d’avoir un apercu de I’activité de I’écosysteme a un moment donné.
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Figure 1. Diverses méthodes d'identification et d'étude du microbiote intestinal (Philips et al.

2020).
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3. Composition du microbiote intestinale
Microbiote endogéne résident
Le microbiote « normal », dit endogéne résident ou autochtone, comprend 1’ensemble des
espeéces microbiennes présentes dans 1’écosystéme digestif de fagon permanente. Ces espéces
ont colonisé un site spécifique et sont capables de se multiplier dans cet environnement car elles

sont parfaitement adaptées aux conditions du milieu (Collignon et Butel, 2004).

Microbiote dominant

Généralement, les bactéries dominantes sont celles qui représentent au moins 1 % des
bactéries totales, soit des niveaux de population atteignant au moins 108 UFC par gramme de
feces (Bocle et Thomann, 2005). Ce sont ces bactéries qui contribuent le plus significativement
aux fonctionnalités de I’écosystéme digestif. La diversité d’especes du cortége microbien
intestinal dominant est propre a chaque individu, le nombre d’espéces communes a plusieurs
individus étant tres restreint (voire nul). De plus, la composition du microbiote fécal dominant
apparait tres stable au cours du temps pour un individu donne sur des échelles de temps allant
de quelques jours a plusieurs années (Bocle et Thomann, 2005).

Il semble que le microbiote intestinal dominant puisse conduire a la détermination d’une
empreinte fécale spécifique de I’individu et I’analyse de sa composition en taxa (genres
bactériens et/ou grands groupes phylogénétiques) fait ressortir ’existence de composantes
récurrentes, retrouvées chez tous les individus. Certains de ces taxa sont connus depuis bien
longtemps via les méthodes classiques de culture, mais la plupart n’ont été mis en évidence que
récemment grace aux approches moléculaires (Corthier, 2007). Actuellement, trois phyla
bactériens rassemblent la majorité des bactéries fécales dominantes (Rigottier-Gois, 2003;
Corthier, 2007). Malgré des caractéristiques trés conservees en termes de composition au
niveau des phyla et grands groupes phylogénétiques, la présence de nombreuses espéces
spécifiques laisse penser qu’il existe, au plan fonctionnel, une interchangeabilité entre especes
et que les niveaux de résolution différents fournissent des informations totalement
complémentaires (Leclerc, 2007).

e le phylum des Firmicutes est toujours fortement représenté et comprend deux groupes:
-le groupe dit « Eubacterium rectale - Clostridium coccoides », le plus important (14 a 31%)
des bactéries totales en moyenne suivant les études), est composé d’espéces bactériennes
appartenant aux genres Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus et Butyruvibrio ;
-le groupe « Clostridium leptum », avec notamment les especes Faecalibacterium prausnitzii,

Ruminococcus albus et R. flavefaciens, est aussi trés souvent dans la dominance (16 a 22%) ;
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e le phylum des Bacteroidetes, toujours présent (9 a 42 %), inclut des bactéries des genres
Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas ;

e le phylum des Actinobacteria, avec les bifidobactéries (0,7 a 10 %) et les bactéries du
groupe Collinsella-Atopobium (0,3 a 3,7 %) est moins systématiquement détecté en

dominance.

Microbiote sous-dominant
La population bactérienne du microbiote sous-dominant est présente a des taux compris
entre 10° et 108 UFC par gramme de contenu colique. Ces bactéries sont aéro-anaérobies
facultatives et appartiennent notamment a différentes espéces de la famille des
Enterobacteriaceae (surtout Escherichia coli) et aux genres Streptococcus, Enterococcus et
Lactobacillus (Collignon, 2004). Le microbiote sous-dominant est beaucoup moins stable au
plan qualitatif et sujet a un relais constant d’especes. De plus, de légeres fluctuations de
I’alimentation ou de la physiologie de I’hdte peuvent conduire a des niveaux dominants
(Hagiage, 1994).

Appele également allochtone ou de passage, correspond aux espéces bactériennes qui,
sauf lors de circonstances pathologiques, traversent le tube digestif sans pouvoir le coloniser
(Collignon, 2004). 11 est représenté par des entérobactéries du genre Citrobacter, Klebsiella,
Proteus ou Enterobacter, mais aussi par des Pseudomonas, des staphylocoques et des levures
essentiellement du genre Candida. Les bactéries de ce microbiote polymorphe sont présentes a
des taux inférieurs a 10® UFC par gramme de féces et proviennent surtout de 1’alimentation
(Collignon, 2004). Certains de ces microorganismes sont potentiellement pathogénes mais
généralement ils sont réprimés par le microbiote dominant et n’expriment donc pas leur toxicité
(Fonty, 2007).

Autres

Les Archées

Les Archées ont été découvertes vers la fin des années 70 dans des environnements
extrémes. Elles sont assez similaires en taille et en forme aux bactéries et elles appartiennent
aux procaryotes. Cependant, elles possedent des propriétés métaboliques et génétiques proches
des eucaryotes. On peut citer les espéces de Methanobrevibacter. Ces procaryotes sont capables

de produire du méthane dans des conditions d’anaérobie. Cette production est importante pour
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prévenir I’accumulation d’acides et de produits de fin de réaction dans I’intestin (Horz et
Conrads, 2010).
Les virus
Aprés la communauté bactérienne, les virus sont considérés comme 1’espéce la plus
abondante au niveau intestinal. Pour I’instant, peu d’études ont été réalisées mais on retrouve
la présence majoritaire de phages et de prophages. On estime le nombre de phages a 10'? 4 10*
particules par microbiote qui sont répartis dans environ une centaine d’especes dont le taxon
prédominant appartient a la famille des Podoviridés (Salonen et al. 2014).
Les eucaryotes
L’étude compléte du composant eucaryote dans le microbiote intestinal n’en est qu’a son
début, loin derriére 1’étude des bactéries. Les premiéres études ont été réalisées sur les parasites
présentant une pathogenicité certaine (Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis). Chez
’adulte sain, ils représentent environ 0,5% de la flore microbienne intestinale, les champignons

ainsi que le genre Blastocystis sont les eucaryotes dominants (Salonen et al. 2014).

4. Reépartition des bactéries tout au long du tube digestif

L'exploration de I'ensemble du tube digestif montre qu'il existe des populations
bactériennes tres hétérogénes d'un compartiment gastro-intestinal a l'autre. En fait, chacun
d'euxoffre des conditions physiques et chimiques trés différentes qui sont propices au
développementde bactéries spécifiques. Par conséquent, le microbiote n'est pas un, mais

plusieurs écosystemes microbiens qui se succedent dans tout le tube digestif (Figure 2) :

e [’estomac : Se caractérise par sa forte acidité (pH = 1-2) mais aussi par la présence
d’oxygene apportée lors de la déglutition. Ainsi face a cette constatation, ce dernier
n’offre que trés peu de conditions favorables au développement bactérien. Seules les
bactéries acidotolérantes telles que les Streptococcus ou les Lactobacillus résident,
persistent a ce niveau du tube digestif (Tahar, 2005).

e L’intestin gréle : Le petit intestin abrite tres peu de bactéries, si ce n’est des

microorganismes anaérobies facultatifs. Les facteurs a I’origine de cette deficience sont
nombreux ; les sécrétions digestives (sels biliaires, sécrétions pancréatiques ...) et plus
particulierement le péristaltisme constituent les principaux acteurs de cet effet
antibactérien. On y trouve donc des Streptococcus, des Lactobacillus, des
Enterobacteries (anaérobies facultatives) mais aussi des Bacteroides et Clostridies

(anaérobies strictes).
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e LecOlon: Dans ce dernier compartiment, la diversité bactérienne atteint son maximum

‘une recrudescence des bactéries d’un facteur 100°. L’absence d’oxygene, ainsi qu’un

transit plus lent favorise la pullulation microbienne. Ainsi, le microbiote intestinal

devient a ce niveau d’une extréme complexité. Une flore anaérobie stricte représentée

par Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium prédomine dans ce gros intestin, et ceci

est d’autant plus marqué que 1’on se rapproche du cdlon distal. Les bactéries anaérobies

facultatives (Lactobacillus, Streptococcus, ...) sont quant a elles beaucoup moins

représentatives du compartiment colique (environ 25% de la flore dominante).

(Ducluzeau, 1998 ; Tahar, 2005 ; Marteau, 2013).
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Figure 2. Variation de la composition du microbiome humain dans le tractus gastro-
intestinal (Ruan et al. 2020).
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5. Mise en place et évolution du microbiote intestinal de la naissance a I’age adulte

5.1. La naissance

La colonisation débute a la naissance, dés la rupture des membranes feetales, lorsque le
nouveau-né passe d’un environnement stérile in-utero, a un univers bactérien riche et varié.

La colonisation s’effectue progressivement, dépendant de plusieurs facteurs

5.1.1 Mode d’accouchement

Un accouchement par voie basse expose I’enfant aux bactéries issues des flores fécale,
vaginale et cutanée. Les bactéries anaérobies facultatives des genres Enterococcus,
Staphylococcus et Streptococcus vont s’implanter dans un premier temps, tandis que les
bactéries anaérobies strictes s’implantent plus tardivement. Les Bifidobacterium colonisent la
muqueuse intestinale & 1 mois, et les bactéries du genre Bacteroides a 6 mois (Doreé et al. 2010).
Lorsque le nouveau-né est extrait par césarienne, il n’entre pas directement en contact avec les
populations microbiennes vaginales et fécales maternelles, d’ou une acquisition retardée des
groupes bactériens précédemment cités. L’enfant rencontre tout d’abord les bactéries de
I’environnement tels que les micro-organismes aero et manu portés par le personnel soignant et
I’entourage : Staphylococcus a coagulase négative (Staphylococcus epidermidis, haemolyticus,
ou hominis), Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Corynebacterium spp. La colonisation

par Clostridium difficile est également amplifiée (Figure 3) (Collignon et al. 2004).
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Figure 3. Profil d’établissement du microbiote au cours des premiers jours de vie d’un enfant

né a terme, par voie basse et allaité (Philippe et al. 2017).
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5.1.2. Terme de naissance

Chez I’enfant né prématurément, on observe un retard de la colonisation intestinale et un
nombre d’espéces réduit. Ce retard est d’autant plus important que 1’age gestationnel est faible.
Dans de nombreux cas, le prématuré est extrait par césarienne, puis séparé de sa mere pour étre
placé en environnement hospitalier aseptisé, en unité de néonatalogie. Le contact avec les
différentes flores maternelles et environnementales est de fait retardé. De plus, des traitements
antibiotiques a large spectre lui sont fréquemment administrés et limitent le développement de
la flore digestive (Collignon et al. 2004). En effet, chez le prématureé les bifidobactéries sont
moins nombreuses et les entérobactéries sont plus largement représentées que chez le nouveau-

né a terme (Figure 4) (Rodriguez et al. 2015).

5.1.3. L’environnement
Dans les pays industrialisés, la plupart des naissances ont lieu en milieu hospitalier. Les
conditions d’hygiéne y sont bien définies, dans le but de limiter les infections maternelles ou
néonatales. En contrepartie, la colonisation intestinale par des bacteries telles que E. coli ou les
entérocoques est plus tardive, supplantée par une colonisation transitoire de microorganismes
cutanés de type Staphylococcus, Streptococcus et Corynebacterium. Des conditions d’hygiéne
pauvres sont au contraire associées a une primo-colonisation plus intense par les micro-

organismes fécaux, dont les entérobactéries et les entérocoques (Collignon et al. 2004).
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Figure 4. La localisation et lI'organisation spatiale du microbiote intestinal (A) et les facteurs

affectant la composition et la fonction de la niche du gros intestin (B) (Clarke et al. 2019).
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5.2. Le nourrisson
5.2.1. Le mode d’allaitement

En effet, bien que le lait maternel fGt longtemps considéré comme stérile, nous savons
aujourd’hui qu’il participe activement a I’élaboration de la flore microbienne post-natale grace
a son profil dynamique de nutriments et de composants bioactifs. Il se compose d’une part
d’oligosaccharides qui agissent comme prébiotiques, et d’autre part d’un ensemble de bactéries
formant une niche écologique qui lui est propre. Celle-ci comprend les Lactobacillus spp. et les
Bifidobacterium spp, qui seraient issues de I’intestin maternel, par le biais d’un cycle entéro-
mammaire (Ted et al. 2016).

Lors d’un allaitement artificiel, faisant appel aux formules destinées a 1’alimentation des
nourrissons, le microbiote est d’emblée plus diversifié, avec une prédominance de
Lactobacillus. Les différences tendent cependant a s’estomper, car les formules infantiles sont
actuellement enrichies en oligosaccharides bifidogénes de type fructo-oligosaccharides (FOS)
et galacto-oligosaccharides (GOS) (Vandenplas et al. 2008).

5.2.2. La diversification alimentaire

Aprés I’age de six mois, I’OMS recommande que 1’allaitement maternel soit complété
par une alimentation adaptée a 1’dge du nourrisson, semi-solide puis solide, dans le but de
couvrir I’ensemble de ses besoins nutritionnels (Arrieta et al. 2014). Les molécules
alimentaires qui arrivent progressivement dans le célon induisent des changements dans les
populations bactériennes initialement installées. En effet, une sélection s’opére en faveur des
souches capables de les métaboliser. C’est ainsi que les genres Bifidobacterium et Lactobacillus
diminuent tout au long du sevrage, au méme titre que les diverses entérobactéries, laissant une
place plus importante aux espéces de Bacteroides et a certains représentants des genres

Clostridium et Ruminococcus (Arrieta et al. 2014).

5.2.3. La localisation geographique et le mode de vie
L’alimentation et le mode de vie sont étroitement liés & I’emplacement géographique. Les
régimes alimentaires adoptés par les familles difféerent d’un pays a I'autre, en fonction des
coutumes, des croyances et de la disponibilité des ressources. Les habitudes d’hygiéne varient
également entre les différents groupes de population. Des variations sont également observables
sur un méme continent. D’apres des études, les bifidobactéries sont largement représentées dans
la population pédiatriqgue d’Europe du Nord, tandis qu’au Sud, le microbiote est plus

précocement diversifié, avec une abondance particuliére de Bacteroides (Fallani et al. 2010).
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5.2.4. L’antibiothérapie
L'antibiothérapie administrée a la mére per-partum peut aussi influencer I'implantation
de la flore du nouveau-né. Notamment lors de l'antibioprophylaxie per-partum de l'infection

néonatale a streptocoque du groupe B (Campeotto et al. 2007).

5.2.5. La génétique

D’aprés I’étude de Stewart, les jumeaux monozygotes en bas &ge possedent des
microbiotes intestinaux de composition plus proche que des jumeaux dizygotes du méme age,
ou que d’autres fréeres et sceurs non jumeaux (Stewart, 2005). Lorsque les jumeaux grandissent,
cette différence observée entre monozygotes et dizygotes tend a s’estomper. Il reste cependant
vrai que les individus de la méme famille présentent des microbiotes intestinaux plus proches
que des individus non parents (Turnbaugh et al. 2009). Il est donc difficile de savoir si la
composition du microbiote est genétiguement orientée, ou si seuls les facteurs

environnementaux ont joué un role (Figure 5).
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Figure 5. Evolution du microbiote intestinal au cours des deux premiéres années de vie
(Philippe et al. 2017).

5.3. L’adulte

L’enfant dés trois ans acquiert un microbiote intestinal stable (Jaglin, 2013). Il continuera
d’évoluer au cours de la vie sous I'influence de facteurs physiologiques et pathologiques.
Plusieurs études ont démontré la variabilité du microbiote intestinal au fil du temps, notamment
durant les périodes de changements hormonaux importants (Yurkovetskiy et al. 2013).
Pendant la puberté, I’évolution du microbiote semble dépendante du taux d’androgénes, car en
effet, la castration des méles montre une stabilité de la flore intestinale semblable a celle des
femelles. Au cours de la grossesse, principalement au troisieme trimestre, on peut observer une

diminution de la proportion de Firmicutes et une augmentation de bactéries issues de phyla
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minoritaires, Actinobacteriae et Proteobacteriae (Koren et al. 2012). A la ménopause,
I’influence oestrogénique implique une modulation des proportions des Clostridia et des
Ruminococcaceae (Flores et al. 2012).

Chez la personne &gée, de nombreux facteurs modulent la flore intestinale : les
changements physiologiques lié¢s a 1’age, la malnutrition, la polymédication avec 1’utilisation
d’antibiotiques, les hospitalisations. Le rapport Firmicutes/Bacteroidetes diminue, avec une
augmentation de Bacteroides et une diminution de bifidobactéries dans les feces (Figure 6)
(Claesson et al. 2012). Ces perturbations entrainent des modifications fonctionnelles du
microbiote, pouvant amener a I’accumulation de produits génotoxiques comme les phénols ou

le sulfure d’hydrogene, qui sont des facteurs de risque de cancer du colon.
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Figure 6. Evolution de la flore fécale au cours de la vie humaine (Goulet, 2009).

6.  Fonction du microbiote intestinal
Le microbiote intestinal exerce de nombreuses fonctions physiologiques dont les

répercussions pour 1’hote sont, pour la plupart, bénéfiques. Parmi les grandes fonctions du
microbiote, la fermentation des substrats disponibles au niveau du cdlon, le r6le de barriére a la
colonisation par les micro-organismes pathogénes, le développement et la maturation du
systéme immunitaire intestinal et les interactions avec les cellules épithéliales ont des roles
essentiels pour le maintien de la santé de 1’hote (Gérard et Bernalier-Donadille, 2007).

Les interrelations entre ces différents constituants assurent ’homéostasie de I’écosystéme
microbien digestif. Toute rupture de 1’équilibre entre ces constituants est susceptible de
perturber le fonctionnement de I’écosystéme et d’étre a 1’origine de pathologies digestives

(fonctionnelles, inflammatoires, infectieuses...) (Gérard et Bernalier-Donadille, 2007).
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Effet barriére et fonctions immunitaires
Il existe dans la lumiere intestinale une compétition pour les nutriments et les sites
d’adhérence épithéliaux entre pathogeénes et bactéries commensales. Par ailleurs, le microbiote
produit des bactériocines et il est capable de stimuler la production de peptides antimicrobiens
par les cellules épithéliales. 1l induit également la production des IgA sécrétoires et favorise le
bon fonctionnement des jonctions serrées entre les cellules épithéliales, ce qui diminue
I’invasion par des bactéries pathogenes (Macpherson et Harris, 2004). Outre ses propriétés de
barriere, le microbiote intestinal joue un r6le fondamental dans le développement et la
maturation du systeme immunitaire (Landman et Quevrain, 2016).
Fonctions métaboliques
Les principales sources d’énergie du microbiote intestinal sont les glucides et les
proteines contenues dans les fibres alimentaires non digérées par ’hdte dans le tractus digestif
supérieur et qui parviennent dans le célon. La nature et la quantité des substrats disponibles
dépendent donc des individus et de leur régime alimentaire qui constitue un facteur
environnemental susceptible d’influencer I’équilibre du microbiote. La biotransformation de
ces différents substrats par le microbiote colique (glucidesn proteines et lipides), d’une part qui
fait intervenir une grande variété d’hydrolases (polysaccaridase, glycosidases, peptidase etc.),
permet aux bactéries d’obtenir I’énergie nécessaire a leur croissance et, d’autre part, génere la
production d’une diversité de métabolites qui sont pour la plupart absorbés et utilises par I’h6te
(Figure 7) (Pryde et al. 2002; Landman et Quevrain, 2016).
7. Dysbiose et microbiote intestinal
Le microbiote intestinal est maintenant considéré comme un organe a part entiére avec
de multiples fonctions. Par conséquent ces fonctions vont participer au maintien de la
santé del’h6te en le protégeant des infections, en aidant a la digestion et en maturant la
muqueuseintestinale. Aujourd’hui de nombreuses études révelent qu’un désiquilibre du
microbiote, c’est-a-dire des anomalies qualitatives du microbiote, peut étre un des
maillons explicatifs decertaines pathologies comme les maladies inflammatoires chronique
de l'intestin (MICI), lesyndrome de I’intestin irritable (SII), mais également ’obésité et
certaines maladiesneurologiques, etc (Lagier, 2016 ; Melani et al. 2016 ; Ducrotté, 2017).
Dans ces pathologies,une altération de la composition du microbiote, associée a une réponse
inappropriée de I’hote,est retrouvée et perturbe notamment le systeme immunitaire et la
barriere intestinale (Camileri, 2012 ; Ducrotté, 2017). L’altération de la symbiose entre le
microbiote et ’hote, comme décrit précédemment, est appelée « dyshiose » et apparait

aujourd’huit comme un déterminat majeurs des pathologies intestinales.
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I semblerait qu’une dysbiose lors de la période périnatale ait un impact sur la santé de I’enfant
et de I’adulte. En effet, de nombreux déterminant périnataux influencent I’établissement du
microbiote comme 1’age gestationnel, le mode d’accouchement, le type d’alimentation,
I’antibiothérapie pré-/per-/postpartum ou encore ’environnement. Des études suggérent une
relation entre une dysbiose lors de 1’établissement du microbiote intestinal et la survenue de
pathologies a court terme, comme des infections, une entéropathie, ou a long terme 1’allergie
ou l’obésité (Kalliomaki et al. 2001; Penders et al. 2007 ; Okada et al. 2010). La
complémentation de I’alimentation infantile par des probiotiques ou des prébiotiques sont des
pistes intéressantes pour favoriser I’établissement d’un microbiote bénéfique pour la santé de

I’enfant (Waligora-Dupriet et al. 2017).
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Figure 7. Modeéle du petit écosysteme intestinal. Les streptocoques intestinaux sont impliqués dans le
métabolisme des glucides (simples) d'origine alimentaire et d’autres populations induisent des réponses
immunitaires différentes (El Aidy et al. 2015).
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Chapitre II. Les probiotiques

1. Historique

Le concept de probiotique’ a pour la premicre fois été établi au début du XXe siécle
grace aux recherches d’Elie Metchnikoff (biologiste russe de I’Institut Pasteur de Paris). 11 est
I’'un des premiers scientifiques a s’intéresser aux cultures lactiques : ces observations ont
conduit a établir un lien entre la consommation de produits laitiers (cultures lactiques) et la
grande longévité et le bon état de santé de paysans bulgares. Il proposa une théorie selon
laquelle le mécanisme « d’autointoxication » intestinal des bactéries autochtones pouvait étre
modulé par I’ingestion de bactéries (Metchnikoff, 1907). 1l établit alors un régime alimentaire
a base de lait fermenté afin de modifier la flore du colon humain.

En 1917, une souche non pathogéne d’Escherichia coli fut découverte par le professeur
allemand Alfred Nissle. Elle fut alors isolée des selles d’un soldat de la premiere guerre
mondiale qui échappa a la sévére épidémie de Shigellose qui s’était établie a cette époque. La
flore intestinale était alors tres souvent modulée et les troubles intestinaux traités grace aux
bactéries non pathogenes isolées (Nissle, 1917).

Henry Tessier, chercheur de I’Institut Pasteur isola quant a lui une bactérie qu’il désigna
sous le nom de Bacillus bifidus communis a partir d’un enfant nourri au sein. Selon lui, cette
bifidobactérie pourrait affaiblir la bactérie protéolytique responsable de diarrhées chez les
enfants. Ce n’est qu’en 1965 que le terme de probiotiques fut véritablement introduit par Lilly
et Stillwell, et ainsi définis comme facteurs microbiologiquement dériveés stimulant la

croissance des autres organismes (Ducluzeau, 2002 ; Gaurner et al. 2011).

2. Définition

Selon les experts rassemblés en 2001 par la Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO) et I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), les probiotiques sont
actuellement définis comme des « microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont consommés en
quantités adéquates, ont un effet bénéfique sur la santé de I’hote » (FAO/OMS, 2001). Cette
nouvelle description du terme est due au groupe de recherche de Guarner et Schaafsma qui la
publia en 1998 dans I’International Journal of Food Microbiology (Guarner et Schaafsma,
1998).

Cette définition reprend les concepts généraux apportés précédemment. En effet, on y
retrouve les notions de compléments microbiens vivants et leur impact positif sur la santé de
I’individu qui les consomme. De plus, elle fait intervenir la notion nouvelle de dose appropriee

qu’il faudra administrer dans le but d’obtenir ces effets.
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Il faut aussi différencier les probiotiques des composés nommés prébiotiques. Ces
derniers sont des eléments non dégradés dans le tube digestif. lls parviennent tels qu’ingérés
dans la lumiére colique, ou certaines bactéries vont les utiliser pour stimuler leur croissance. Ce
sont genéralement des glucides a chaine carbonée de longueur variable, tels que les
fructooligosaccharides (FOS) ou les fructanes. Leur but consiste notamment a stimuler
sélectivement la croissance et I’activité de bactéries bénéfiques du tube digestif (Vasson, 2008).

Lorsque prébiotiques et probiotiques sont associés au sein d’un méme produit, on parle
alors de symbiotique. Ces associations permettent en outre de prolonger la durée de vie des
microorganismes probiotiques et d’améliorer leur croissance, grace a I’apport conjoint des

substrats nécessaires a leur développement (Vasson, 2008).

3. Notion GRAS

La notion GRAS (Generally Recognized As Safe) est généralement utilisée par I’ Aliment
et Drug Administration (FDA) pour rationaliser 1’utilisation des aliments les suppléments qui
ne satisfont pas aux exigences habituelles en matiére d’évaluation de la slreté, mais ont été
largement utilisés sans tout dommage démontrable aux consommateurs (Cabana et al. 2006)

La terminologie GRAS a été associée aux probiotiques et aux produits probiotiques, car
ces produits ont une longue histoire de securité utilisation. Les suppléments de probiotiques
sont egalement déclarés étre GRAS comme les organismes qui composent ces préparations sont
identiques a celles de la flore gastro-intestinale et vaginale de I’humain (Cabana et al. 2006).

Les produits et les métabolites secondaires des probiotiques peuvent également étre percu
comme bénéfique en raison du statut GRAS pour ’organisme. A titre d’exemple Duc des
souches Bacillus subtilis ont été utilisé pour produire des endospores qui peuvent agir comme
véhicules vaccins (Duc et al. 2003). Apres s’étre assuré que les spores peuvent étre utilisé pour
la vaccination, les auteurs ont postulé que le statut GRAS attribué a cette espéce bactérienne et
son utilisation actuelle en tant que probiotique pourrait permettre d’homologuer les vaccins a
base de spores.

Cependant, tous les probiotiques ne devraient pas étre traités de la méme facon. Les
probiotiques dépendent de la souche et devraient étre jugés au cas par cas. Selon les directives
de la FDA, les probiotiques peuvent étre réglementés en tant que suppléments alimentaires, ou
des médicaments selon I'utilisation prévue du produit la Loi fédérale sur les aliments, drogues
et cosmétiques et le réglement ne devraient pas étre fondés uniquement sur le type de souche.

Quand les probiotiques sont utilisés comme ingrédients dans les aliments conventionnels,
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devrait étre décidé si I’ingrédient est généralement reconnu siir pour son utilisation prévue
(http://www.fda.gov/CBER/gdIns/altmed.pdf).

Le Rapport du Groupe de travail conjoint FAO/OMS sur 1’élaboration de lignes
directrices pour I’évaluation des probiotiques dans la nourriture recommandé
(ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/wgreport2), il devrait étre nécessaire de savoir le genre et
I’espéce de la souche probiotique dans un aliment produit, selon les données actuelles qui
suggérent une souche la spécificité des effets probiotiques. Le rapport souligne que 1’identité
de la souche est importante pour lier une souche a des effets spécifiques sur la santé, ainsi que
pour permettre la surveillance et les études épidémiologiques.

Pour assurer la sécurité des souches potentielles, des recommandations internationales
ont été normalisées a savoir: (i) la détermination du profil résistance aux antibiotiques, (ii)
évaluation des activités métaboliques, (iii) effets secondaires au cours d’études sur les humains,
(iv) les incidents épidémiologiques indésirables chez les consommateurs (apres la mise en
marché), (v) la production de toxines si la souche sous I’évaluation appartient a une espéce qui
est un producteur connu de toxine mammifere, et (vi) détermination de 1’activité hémolytique

si la souche appartient a une espece hémolytique connue (Burton et al. 2006).

4. Classification des probiotiques

Selon la définition, tous les microorganismes administrés vivants et ayant une action
positive sur la santé peuvent étre considérés comme probiotiques. Seule une petite partie de ces
microorganismes a fait 1’objet d’études approfondies apportant les preuves de leurs effets
bénéfiques comme les bactéries lactiques dont les Lactobacillus, le genre Bifidobacterium,

certaines especes de Bacillus et les levures Saccharomyces.

Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des siécles pour la conservation et la fabrication
d’aliments, notamment des produits laitiers, bien avant que I’on ne connaisse leur existence en
tant que telles. Ubiquitaires, les bactéries lactiques sont largement retrouvées dans
I’environnement. Elles colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits
laitiers, les viandes, les végétaux et les céréales et font parties de la flore gastro-intestinale et
vaginale humaine ou animale. Elles sont impliquées dans un grand nombre de fermentations
spontanées de produits alimentaires (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Pfeiler et Klaenhammer,
2007).
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Les bactéries lactiques appartiennent au Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli, et
I’Ordre des Lactobacillales (Figure 8). Celui-ci compte six familles (Aerococcacez,
Carnobacterium, Enterococcacea, Lactobacillacez, Leuconostocacea et Streptococcacee),
qui renferment elles-mémes trente-cing genres distincts. Seulement six d’entre eux
disposeraient de propriétés probiotiques : Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus. Ce sont des bactéries a Gram positif, généralement
immobiles, asporulées, anaérobies ou microaérophiles et ont des exigences nutritionnelles
complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les
glucides fermentescibles (Dellagrio et al., 1994 ; Gonzalez et al., 2000). Le pourcentage en
bases guanine et cytosine (%GC) de leur ADN montre une hétérogénéité des especes

constituant ces genres (Claesson et al, 2007 ; Corrieu et Luquet, 2008)
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Figure 8. Classification phylogénétiques des bactéries de I'Ordre des Lactobacillales (Ludwig
et al. 2009).

24



Chapitre II. Les probiotiques

Genre Lactobacillus

Les lactobacilles font partie du phylum des Firmicutes, de la classe des Bacilli, de ’ordre
des Lactobacillales et de la famille des Lactobacillaceae. Ces bactéries ont une forme de
batonnets qui sont souvent groupés en chainettes (Leveau et Bouix, 2007 ; Galvez et al.
2008). Les lactobacilles sont les bactéries majoritairement utilisées comme probiotiques, en
particulier Lactobacillus acidophilus, Lactobacillu casei et Lactobacillu rhamnosus, car ces
trois especesoffrent une bonne résistance a ’acidité gastrique et présentent une forte capacité

d’adhérence aux cellules intestinales (AFMO, 2007 ; Bernardeau et al. 2008).

Genre Streptococcus

Les cellules de streptocoques sont des coques ou coccobacilles chimioorgantrophes
(Corrieu et Luquet, 2008). Generalement groupees en paires et surtout en chaines, de longueur
variable. L’espéce thermophile S. thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits
laitiers), par son caractere non pathogene et ses propriétés probiotiques et technologiques
(Guiraud et Rosec, 2004 ; lyer et al. 2010).

Les bifidobactéries
Longtemps considérées comme des bactéries lactiques, les bifidobactéries sont
phylogénétiquement tres éloignées de ces dernieres. Le genre Bifidobacterium appartient au
Phylum des Actinobacteria, la Classe des Actinobacteria, la Sous-Classe des Actinobacteride,
I’Ordre des Bifidobacteriales et la famille des Bifidobacteriacez (The Universal Protein
Resource. Bifidobacterium. UniProt. [En ligne] http://www.uniprot.org/taxonomy/1678)
Les bifidobactéries sont des batonnets de morphologies variables dont la plus
caractéristique est une forme en Y. ce sont des bactéries a Gram positif et présentant une
organisation spatiale variable. En effet, elles peuvent étre isolées ou s’assembler en chaines ou

amas. Immobiles et asporulantes, elles se développent en anaérobies (Dellaglio et Felis, 2005).

Les bactéries non lactiques

D’autres bactéries, dont le métabolisme est différent des précédentes, font également preuve
d’intérét en tant que probiotiques. Il s’agit notamment de la souche Escherichia coli Nissle 1917
et de bactéries sporulées dont Bacillus subtilis.

Le genre Bacillus constitue un ensemble trés hétérogéne de bactéries, tant sur le plan
génétique que sur le plan métabolique. Il appartient au Phylum des Firmicutes et est retrouvé

au sein de la Classe des Bacilli, dans 1’Ordre des Bacillales et la famille des Bacillacea (The
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Universal Protein Resource. Bacillus. UniProt. [En ligne]
http://www.uniprot.or nomy/1386). Les bactéries du genre Bacillus stricto sensu se
présentent sous forme de batonnets isolés ou associés par paires ou en chainettes, voire sous

forme de longs filaments. Leur coloration de Gram est variable (De Vos et al. 2009).

Les levures

Les levures sont tres répandues dans la nature et plus de 500 espéces sont connues. Le
genre Saccharomyces appartient au regne des Fungi qui rassemble tous les macro- et
micromyceétes. Ces levures sont des Ascomycétes de la Classe des Saccharomycotina, 1’Ordre
des Saccharomycetes et la Famille des Saccharomycetales (The Universal Protein Resource.
Saccharomycetaceae. The Universal Protein Resource. [En ligne]
http://www.uniprot.org/taxonomy/4893).

Grace a leurs facilités de culture et I’innocuité d’un grand nombre d’espéces de levure en
ont fait les microorganismes les plus utilisés par ’'Homme depuis des millénaires. La Levure
de biére ou levure de boulanger, Saccharomyces cerevisie est 1’une des plus anciennes levures
utilisées dans la production agroalimentaire (la fermentation alcoolique) et en boulangerie. 11
existe une espece proche, Saccharomyces boulardii, qui est, quant a elle, utilisée comme
probiotique (Tableau 1) (Bernier, 2010).

Tableau 1. Principales espéces microbiennes utilisees comme probiotiques (Bernier, 2010).

Genre Espeéce

Lactobacillus L. rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L.
bulgaricus, L. gasseri,
L. reuterii, L. plantarum, L. Sporogenes

Bifidobacterium B. longum, B. breve, B. infantis, B. bifidum,
B. adolescentis

Lactococcus L. cremoris, L. lactis

Enterococcus E. faecium

Streptococcus S. thermophilus

Pediococcus P. acidilactici

Bacillus B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium,
B. clausii, B.
laterosporus,B. pumilus

Saccharomyce S. cerevisiae, S. cerevisiae var boulardi
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5. Criteres de sélection des souches probiotiques destinées & ’Homme

Le mode d'action des probiotiques est de mieux en mieux compris gréce a une approche
pharmacologique (Marteau et Seksik, 2005). Les probiotiques peuvent étre considérés comme
un moyen de véhiculer des principes actifs qu'ils contiennent jusqu'a leurs cibles d'action dans
le tractus digestif (Marteau et Rambaud, 1998). Ils peuvent avoir des effets soit directs soit
indirects en agissant via des modifications de I'immunité et de la flore. En effet lIs agissent en
particulier en inhibant les bactéries indésirables, en neutralisant les produits toxiques, en
améliorant la digestibilité de la ration alimentaire et en stimulant I'immunité. Ils sont également
une source de vitamines (essentiellement du groupe B), et des sels minéraux assimilables
(Robin et Rouchy, 2001).

Leur étude pharmacologique a trois objectifs : identifier les constituants actifs des micro-
organismes en transit, décrire leur pharmacocinétique jusqu'aux cibles (survie, capacité
d'adhésion et de colonisation, devenir des principes actifs) et démontrer les effets spécifiques
bénéfiques ou nefastes (Figure 9) (Marteau et Rambaud, 1998).

Probiotique
et ses principes actifs

Pharmacocinétique y

* survie Y -

» adhérence/colonisation s~ Cibles

» devenir des pnnClpes
actifs

Effets

« directs

* indirects via modifications
- de ['immunité
- de la flore

Figure 9. Approche pharmacologique des effets des probiotiques dans le tractus digestif
(Marteau et Rambaud, 1998).

Pour étre sélectionnées en tant que probiotiques chez I’Homme, les souches microbiennes

doivent posséder certaines propriétés fonctionnelles, sécuritaires et technologiques (FAO/
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OMS, 2001 ; FAO/OMS, 2002 ; Tannock, 2003 ; WGO, 2008 ; Vasiljevic et Shah, 2008).
Les différents critéres de sélection sont résumés dans le tableau 2.

Tableau 2. Les différents critéres de sélection des probiotiques

- Tolérance a l'acidité et aux enzymes gastriques.

- Tolérance & la bile et aux enzymes digestives.

CRITERES FONCTIONNELS - Adhésion aux cellules intestinales et persistance
dans le tractus gastrointestinal.

- Production de substances antimicrobiennes et
antagonisme vis-a-vis des pathogénes.

- Effets sur la santé documentés.

- Immunomodulation.

- Souche pour l'usage humain d'origine humaine
(isolée du tractus intestinal d'un homme sain) ou
alimentaire (utilisée dans les produits fermentés).
CRITERES DE SECURITE - Souche déposée dans une collection de cultures
reconnue internationalement.

- Souche caractérisée par des techniques
phénotypiques et genotypiques.

- Historique de non pathogenicite.

- Pas de transmission possible de genes de
résistance aux antibiotiques

- Stabilité au cours des procédés de production et
CRITERES TECHNOLOGIQUES | dans le produit fini.

- Conservation des propriétés probiotiques apres
production.

-Non modification des propriétés organoleptiques
du produit fini

Criteres de Sécurité
Identification de la souche
Les souches probiotiques doivent étre identifiees via des méthodes fiables de
détermination du phénotype et génotype. Toutes les souches probiotiques doivent étre déposées
dans une collection de culture reconnue a 1’échelle internationale. La souche bactérienne est
alors identifiée par un code alphanumérique et est nommée selon les régles du code international

de nomenclature des bactéries (Colarelli, 2010).
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Inocuité

Un microorganisme probiotique doit présenter une totale innocuité pour le consommateur, c'est-

a-dire étre non toxique et exempt de toute pathogénicité (World Gastroenterology

Organisation Global Guidelines, “Probiotics and prebiotics.” 2008). Pour chaque souche

potentiellement probiotique, il faut étudier tout effet indésirable possible comme la résistance

aux antibiotiques, les activités métaboliques nocives, la production de toxines, le potentiel

infectieux, ’activité hémolytique. Une grande partie des microorganismessont d’usage courant

en agroalimentaire depuis des années. Leur consommation de longue datesans risque établi pour

I’Homme est la meilleure preuve de leur sOreté. Il a alors été dressé uneliste de souches

historiquement sécuritaires : on parle de souches a statut QSP (Qualified Presumption of Safety)

en Europe ou GRAS (Generally Recognized As Safe) aux Etats-Unis.

Profil d’antibiorésistance : Il est important de s’assurer que la souche ne soit pas
résistante aux antibiotiques et qu’elle ne pourra pas induire de résistance (transfert de
génes de résistance comme les plasmides ou transposons).

Substance antimicrobienne : Les souches produisant des enzymes qui modifient
chimiquement la structure des antibiotiques ou qui développent une antibiorésistance
par mutation en présence du meédicament ou qui produisent des substances
antimicrobiennes sont interdites en utilisation probiotique.

Potentiel pathogene : les microorganismes dont 1’utilisation est peu répandue et qui
n’ont pas de long historique d’utilisation doivent étre testés pour évaluer leur potentiel
pathogene et il faut démontrer que la souche est exempte de facteurs virulents et de
toxinogenese.

Activités metaboliques : les souches produisant des métabolites (D-lactate,
déconjugaison de sels biliaires..) qui peuvent causer des problemes dans la physiologie

humaine ne doivent pas étre utilisées.

Origine

Les microorganismes comme n’importe quels autres étres vivants sont bien adaptées a

leur environnement spécifique. De plus la muqueuse intestinale et la microflore partagent des

épitopes antigéniques communs sans doute responsable de la tolérance immunologique de

I’hote vis-a-vis de ses bactéries résidentes. Toutes ces raisons parlent en faveur d’une origine

humaine comme facteur favorable pour une souche probiotique.
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Critéres fonctionnels
Survie au cours du transit digestif

Pour pouvoir exercer leur effet biologique, les probiotiques ingérés oralement, doivent
atteindre I’intestin gréle et le colon vivants et en quantité suffisante (Dann et Eckman, 2007).
Cela suppose qu’ils puissent résister a un certain nombre de barrieres physiologiques, a la
colonisation bactérienne digestive, parmi lesquelles la sécrétion d’acide gastrique, les acides
biliaires, les peptides antimicrobiennes du mucus et ceux secrétés par certaines cellules
intestinales (immunoglobulines a sécrétoires, lactoferrine, lysozymes, etc.) (Wehkamp et al.,
2007).

Adhésion aux cellules intestinales et/ou au mucus

La capacité d’adhésion a la muqueuse intestinale est I’un des critéeres de sélection les plus
importants. L’adhésion permet d’augmenter le temps de rétention des probiotiques dans
I’intestin pour mieux résister aux mouvements péristaltiques intestinaux (lzquierdo, 2009).
L’effet probiotique aura d’autant plus de chance d’étre maximal que le microorganisme Vvivant
séjournera longtemps dans le tube digestif. Selon plusieurs études pharmacocinétiques
cliniques, la culture probiotique doit étre continuellement ingérée pour qu’un effet probiotique
exogene continu soit obtenu (Marteau et Rambaud, 1998).

L’adhésion des probiotiques au tractus digestif est spécifique de la souche, certaines
présentant de bonnes capacité d’adhésion d’autres moins. Des méthodes in-vitro permettent

d’évaluer les propriétés d’adhésion des probiotiques (AFFSSA, 2005).

Colonisation

Il est démontré que les probiotiques ne s’implantent pas, ils transitent dans le tube digestif
jusque dans les selles, parfois sans avoir adhéré ou s’étre multipliés (Robin et Rouchy, 2001).
Les probiotiques colonisent donc temporairement le tractus digestif, leur persistance est plus
ou moins longue de 2 a 20 jours selon les souches. Les souches ayant une durée de persistance
élevée sont a privilégier. Une consommation réguliere de probiotiques semble donc
indispensable pour un effet bénéfique persistant (AFFSSA, 2005 ; Marteau et Seksik, 2005).

Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé
La plupart des souches faisant I’objet d’études sont sélectionnées en laboratoire pour leurs

aptitudes fonctionnelles comme leur activité enzymatique, leur aptitude a moduler le systéeme
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immunitaire (AFFSSA, 2005). L’aptitude des probiotiques a produire des effets bénéfiques sur
la Santé demeure encore délicate a évaluer in vivo. Il existe donc différents degrés de preuves
a I’appui de la vérification de ces effets bénéfiques. Dans un premier temps, des études in-vitro
efficaces doivent étre conduites pour déterminer les effets bénéfiques potentiels des
probiotiques sur la santé. Si les résultats sont convaincants, ils devront étre confirmés par des
essais cliniques randomisés chez ’Homme, en double aveugle contre placebo, menés sur des

populations cibles en nombre suffisant pour étre statistiquement significatifs.

Criteres technologiques

Les caractéristiques des souches ne doivent pas étre altérées durant les procédés de
production du probiotique. Ainsi les souches probiotiques doivent rester stables lors de la
conservation du produit et fournies en dosage approprié¢ jusqu’a la date de péremption. Des
études doivent donc étre menées pour déterminer la date d’utilisation des produits a base de

probiotiques sans diminution ou perte de leurs propriétés benéfiques (AFFSSA, 2005).

6. Mécanismes d’actions des probiotiques

Les probiotiques font actuellement I'objet d'un certain consensus dans la communauté
scientifique gréce a leurs effets bénefiques sur la santé de I'hdte. Plusieurs mécanismes par
lesquels certains probiotiques exercent des effets protecteurs ou thérapeutiques ont éte
proposes. Toutefois, ces modes d'action ne sont pas encore completement élucidés. Parmi ces
principaux mécanismes d'action, on retrouve le renforcement de la barriére intestinale,
I'inhibition de I'adhésion des pathogenes a la muqueuse intestinale, la production de substances

antimicrobienne et la modulation du systeme immunitaire.

Inhibition de I'adhésion des pathogenes : phénomene de compétition / exclusion

Les probiotiques exercent une action antimicrobienne directe en s’opposant a l'invasion
des microorganismes pathogénes dans le tube digestif tout en empéchant leur adhésion aux
parois intestinales (Vanderpool et al. 2008). En effet, il existe une compétition directe entre
les souches probiotiques et les germes infectieux pour occuper les sites d’adhésion aux parois
de I’intestin. Certains probiotiques ont une capacité d'adhérence au tube digestif et peuvent le
coloniser de maniere prolongée. Cette propriété pourrait constituer un avantage écologique
favorisant leur implantation au niveau des parois intestinales et par conséquent, I'inhibition de

la fixation des germes pathogénes.
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Ainsi, les probiotiques jouent un réle de barriére physique contre les microorganismes
pathogeénes. Ce phénomeéne a été observé chez certains lactobacilles qui adherent aux villosités
intestinales et inhibent la fixation d’Escherichia coli entéropathogénes (Roselli, Finamore et
al. 2006 ; Collado et al. 2007).

Production de substances antimicrobiennes
Les probiotiques pourraient également limiter la croissance des pathogenes en exercent une
action antimicrobienne indirecte. Cette derniere se réalise grace a la production de différents
composés antimicrobiens.
Les bactériocines
Ce sont des composés protéiques qui ralentissent respectivement les invasions des
souches bactériennes (Klaenhammer, 1993). Ces substances actives produites par les
probiotiques sont dirigées contre des bactéries phylogénétiqguement proches de la souche
productrice. Elles agissent principalement sur la membrane externe des bactéries cibles en
formant des pores qui menent a la libération du contenu intracellulaire et a la mort de la bactérie
affectée. Les lactobacilles et les lactocoques, contrairement aux souches de bifidobactéries, sont
le plus souvent associés a la production de bactériocines (Fooks et Gibson, 2002). La nisine,

qui est produite par la bactérie Lactococcus lactis, est la bactériocines la plus documentée.

Les acides organiques

Les bactéries probiotiques ont la capacité de produire des acides organiques qui
contribuent a l'inhibition de la croissance des microorganismes entérovirulants (Servin, 2004).
Il s’agit de l'acide lactique et l'acide acétique, qui sont produits respectivement par les
lactobacilles et les bifidobactéries via la fermentation des hexoses. Ces acides organiques,
produits a partir de glucides ingérés lors de la prise alimentaire, contribuent a faire baisser le
pH intestinal. Leur diffusion passive a travers la membrane bactérienne sous leur forme non
dissociée permet, apres leur dissociation, d'acidifier le cytoplasme et donc d'inhiber la

propagation, la croissance et la survie des agents pathogénes acido-sensibles.

Le peroxyde d'hydrogéne
Certaines bactéries lactiques produisent, en milieu humide, du peroxyde d'hydrogene
(H202) qui inhibe de nombreuses souches bactériennes pathogénes (Ouwehand et
Vesterlund, 2004). La production du peroxyde d'hydrogéne accompagnée par celle d’acide

lactique permet l'inhibition du développement de certaines especes pathogénes comme certains
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virus tel que le virus de la fievre aphteuse, certains champignons comme Candida albicans, ou

encore certaines bactéries comme Escherichia coli, etc.

Stimulation et modulation de Pactivité du systeme immunitaire intestinale

L'interaction des probiotiques avec le systeme immunitaire permet d'accroitre la réponse
immune de I’hote contre les agents entéropathogénes. En effet, les probiotiques interviennent
dans la stimulation de I’immunité adaptative, tel que la production des anticorps de type IgA
(Shu et Gill 2002), ainsi que I'immunité innée tel que la production des macrophages, des
monocytes, etc (Oelschlaeger, 2010). Par conséquent, les probiotiques agissent comme des
adjuvants en modulant une réponse rapide de la muqueuse intestinale et renforcant ainsi le
systeme immunitaire intestinale. En colonisant temporairement le tube digestif, les probiotiques
sont séparés du systeme immunitaire intestinal local par la barriére épithéeliale. Ils peuvent
communiquer avec les cellules de la lamina propria soit indirectement en envoyant des signaux
aux entérocytes via des cytokines, soit directement par contact, en cas de translocation vers la
lamina propria et les ganglions mésentériques. Les probiotiques peuvent aussi libérer des
composés dans la lumiére intestinale, qui sont susceptibles d’étre absorbés par 1’épithélium

intestinal et d’agir sur les cellules immunitaires (Bocle et Thomann, 2005).

Renforcement de I'effet barriere de I'épithélium intestinal

L'épithelium intestinal joue un réle indispensable dans la défense et la protection du tube
digestif. En effet, il constitue une veéritable barriére continue permettant d'empécher l'invasion
de la flore entérique ainsi que les différents constituants du lumen dans l'organisme
(Groschwitz et Hogan 2009). Cependant, certains événements endogenes ou exogenes peuvent
altérer les fonctions protectrices de cette barriére entrainant le passage des micro-organismes a
travers la muqueuse intestinale et ainsi le déclenchement des réactions inflammatoires et des
troubles intestinaux (Hooper et al. 2001). Plusieurs études ont démontré que les probiotiques
sont impligués dans le renforcement et le maintien de la barriere intestinale en favorisant une
meilleure intégrité de la muqueuse intestinale. La fonction de barriere de la muqueuse
intestinale est médiée par l'augmentation de I'expression des genes impliqués dans le
fonctionnement des jonctions serrées de I'intestin (Anderson et al. 2010). Les probiotiques
augmentent également la fonction de barriére de la mugueuse intestinale en favorisant la

production de mucus et de certains anticorps de type IgA (Ohland et MacNaughton, 2010).
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Les maladies du tube digestif peuvent étre nombreuses et avoir différentes origines. Des
modifications de la composition du microbiote intestinal pourraient étre impliquées dans
certaines maladies comme des diarrhées mais aussi certains cancers, des maladies
inflammatoires chroniques de l’intestin (Goulet, 2009). D’autres pathologies comme
les ulcéres, la cholécystite, les sigmoidites peuvent résulter de la colonisation par des bactéries
pathogénes.

A Dinstar des microorganismes composant le microbiote intestinal, les probiotiques sont
nombreux et trés différents les uns des autres. Leurs constitutions génétique et phénotypique
leur conféerent des caractéristiques propres qui influent sur leurs effets in vitro et in vivo. Ainsi,
chaque genre, chaque espece et a fortiori chaque souche est responsable d’effets biologiques
specifiques, qu’il n’est pas possible d’extrapoler aux autres souches proches sans les avoir

préalablement étudiés.

1. Diarrhées

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, la diarrhée est définie comme 1’émission d’au
moins trois selles molles ou liquides par jour, ou a une fréquence anormale pour I’individu.
Selon sa durée, elle est considérée comme aigué€ lorsqu’elle dure moins de quatorze jours,
persistante entre quatorze et vingt-huit jours et chronique au-dela. La diarrhée aigué est
généralement le symptéme d’une infection gastro-intestinale, qui peut étre due a divers
microorganismes bactéries, virus ou parasites. Elle peut aussi avoir une origine
médicamenteuse et est notamment souvent associée a la prise d’antibiotiques (Isolauri et al.

1991 ; Allen et al. 2010).

Gastroentérites aigue

La diarrhée aigué d’origine infectieuse, ou gastro-entérite, est une affection trés fréquente
et constitue un vrai probléme de santé publique. L’infection peut étre d’origine bactérienne,
virale ou parasitaire et se transmet genéralement de facon interhumaine par voie manuportée
ou par consommation d’eau ou d’aliments contaminés. Des modifications de 1’équilibre de la
flore commensale colique ont été mises en évidence au cours des diarrhées infectieuses. Une
augmentation des taux de bactéries aérobies et une diminution concomitante des taux de
bactéries anaérobies (en particulier Bifidobacterium, Lactobacillus et Bacteroides). Ces
modifications globales semblent univoques quel que soit I’agent pathogene incriminé : Elles

mettent en cause les bactéries des genres Salmonella et Shigella, ainsi que Campylobacter
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jejuni, Clostridium perfringens Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia
enterocolitica ou Escherichia coli. (Booth et Mcneish, 1993 ; Klotz, 2001).

Diarrhée de voyageur

La diarrhée du voyageur, ou «turista », est classiquement définie par la survenue brutale,
au cours du séjour ou dans les sept & dix jours suivant le retour, d’au moins trois selles non
moulées par jour, accompagnée de symptdmes tels que des douleurs abdominales, des nausées
et/ou des vomissements et de la fievre. Le plus souvent il s’agit d’'un événement bénin,
spontanément résolutif en un a trois jours, mais particulierement inconfortable et désagréable
en voyage. Dans les cas de diarrhées du voyageur, plusieurs agents infectieux peuvent étre en
cause. Toutefois, I’origine est bactérienne dans 50 a 80 % avec des germes incriminés tel
qu’Escherichia coli. La contamination est de type féco-oral ; les deux principaux vecteurs étant

I’alimentation et 1’ecau de boisson (Buxeraud, 2008).

Utilisation des probiotiques dans les gastro-entérites

Les probiotiques ont une place majeure dans I’accompagnement des traitements contre
les gastro-entérites infectieux. Ils vont permettre de restaurer les propriétes de la flore
intestinale, d’éviter la colonisation de germes pathogenes grace a leur effet barriére. L’efficacité
de Lactobacillus reuteri ATCC 55730, Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei DN-
114 001, et Saccharomyces cerevisiae a été prouve dans la réduction de la sévérité et de la durée
des diarrhées infectieuses aigués (Guandalinl et al. 2000 ; Marteau et Seksik, 2005 ;
WGOGPP, 2011). Seules quelques études ont été realisées dans le cadre du traitement curatif
de la diarrhée du voyageur par des probiotiques et ceux-ci n’ont pas montré d’efficacité notable
dans ce cas. En revanche, différents probiotiques ont démontré un réel intérét en prévention de
la diarrhée du voyageur (Nihal et al ,2015)

Le meilleur résultat a été obtenu avec un mélange de probiotiques par I’équipe de Black
sur des touristes danois en Egypte. L’administration de Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Saccharomyces thermophilus et de bifidobactéries a permis une
réduction des diarrhées significative en passant de 43% contre 71% sans supplémentation
(Carre et al .2005). En s’appuyant d’autres études cliniques, I’utilisation prophylactique des
probiotiques parvient a la conclusion que des doses quotidiennes de probiotique
(Saccharomyces boulardii ou d’un mélange de Lactobacillus rhamnosus GG et

Bifibobacterium bifidus), offrent une protection contre la diarrhée de voyageur (Marteau et al.
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2001 ; Mimura et al. 2004) en tenant compte les facteurs qui peuvent influencer I’efficacité
(Mcfarland, 2007).

2. Infection a Clostridium difficile et diarrhées post-antibiotiques

Clostridium difficile est une bactérie anaérobie commensale du tube digestif de I’'Homme :
environ 5 % des adultes et 50 a 70 % des nourrissons de moins de deux ans sont porteurs sains.
Il en existe deux souches différentes : I’'une non toxinogene et 1’autre toxinogene, pathogene.
Cette derniere produit une entérotoxine A responsable de I'inflammation de 1’épithélium
intestinal et une cytotoxine B qui augmente la permeabilité de la muqueuse digestive (EL
Anbassi et al. 2013).

Les traitements antibiotiques sont fréqguemment responsables de modifications du transit
intestinal. De nombreuses molécules sont a I’origine de diarrhées, notamment lorsque leur
concentration intestinale est ¢élevée et lorsque leur spectre d’action inclut les entérobactéries et
les bactéries anaérobies (Carre, 2004). C’est le cas des béta-lactamines (penicillines et
céphalosporines) et des cyclines. Le microbiote digestif s’en retrouve perturbé (Wenisch et al.
1996). De plus, I’effet barriére n’est plus assuré et le tube digestif devient vulnérable a la
colonisation par les pathogénes tels que le Clostridium difficile toxinogene (Ticinesi et al,
2015).

La susceptibilité a l'infection par Clostridium difficile dépend genéralement d'une
dysbiose trés prononcée, avec une réduction du nombre d'especes du microbiote et de la
complexité microbienne et des changements profonds dans la composition globale de celui-ci
(Antharam et al. 2013 ; Milani et al. 2016). En outre, la colite a C. difficile est associée a une
représentation réduite des bactéries capables de métaboliser les acides biliaires, ce qui entraine
une mauvaise régulation du cercle entéro-hépatique de ces substances (Milani et al, 2013). Les
altérations du milieu de la lumiere gastro-intestinale qui en résultent favorisent I'expansion des
populations toxinogénes de C. difficile. Un réle supplémentaire pourrait étre joué par les
médicaments non antibiotiques, tels que les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP), qui ont un
effet reconnu de modification de la composition du microbiote intestinal et sont liés a un risque
accru de colite a C. difficile dans certaines études (Corsonello et al. 2018).

C. difficile toxinogene cause des diarrhées post-antibiotiques modérées a séveres. La
forme modérée est la plus fréquente et se traduit par une diarrhée isolée, apyrétique, cessant en
deux a trois jours apres arrét de I’antibiothérapie en cause. La colite pseudo-membraneuse est

une forme plus sévére de I’infection qui se manifeste dans les sept jours suivant le début du
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traitement antibiotique, par une diarrhée liquide abondante et non sanglante, accompagnée de
fievre et de douleurs abdominales (EL Anbassi et al. 2013).

Utilisation des probiotiques dans I’infection a Clostridium difficile

L’utilisation de probiotiques dans la prévention des diarrhées associées aux antibiotiques
a eté étudiée dans de nombreux travaux. La souche la plus documentée est la levure
Saccharomyces. boulardii. Plusieurs essais randomisés en double aveugle contre placebo ont
été effectués pour évaluer I’efficacité de cette levure dans la prévention des diarrhées aux
antibiotiques avec des dosages variables en probiotiques et des antibiotiques différents
(Szajewska et al. 2005).

L’intérét de S. boulardii lyophilisé a été confirmé (Buts et al. 1993 ; Kotowska et al.
2005) qui ont montre que le traitement simultané d’enfants placés sous antibiotiques permet de
prévenir la diarrhée associée a I’antibiothérapie et la négativation de la toxine du C. difficile.
Des preuves ont été obtenues avec Lactobacillus rhamnosus GG, et I'essai randomise double
aveugle (Arvola et al. 1999 ; Vanderhoof et al. 1999) portait sur des enfants recevant des

antibiotiques pour des infections avaient aussi moins de diarrhée que ceux recevant le placebo.

3. Infection a Helicobacter pylori

Reconnue comme agent cancérigéne par I’OMS, I’infection par Helicobacter pylori est
retrouvée dans 80 a 90% des ulcéreux gastriques et duodénaux. Peut survivre dans le mileu
gastrique par ses pouvoirs tampons et activité uréase, son mode de contamination par voie oro-
orale ou oro-fécale, spécifique a I’homme (Emilie, 2018). Son évolution se fait par des
poussees, elle peut étre entierement asymptomatique puisque la moitié des sujets atteints par
1I’Helicobacter pylori n’ont pas (Bultel, 2017). Une Iésion au niveau de la muqueuse engendrent
de la douleur épigastrique (Bouarioua, 2007), elle peut s’accompagner d’hémorragie, de
perforation ou méme de sténose.

Le traitement d’éradication d’H. pylori (Trithérapie Classique) est bien établi, mais il n'est
efficace que dans environ 80% inclut la prise de plusieurs antibiotiques qui peut entrainer des
effets indésirables qui entrainent une mauvaise observance et donc une baisse d'efficacité de
type diarrhée, nausées/vomissements ou encore infections a Clostridium difficile, notamment

en raison des perturbations du microbiote intestinal et de la gorge. (Wang et al. 2017).
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Utilisation des probiotiques dans I’infection & Helicobacter pylori

Plusieurs bactéries lactiques produisent des effets inhibiteurs in vivo et in vitro sur
Helicobacter pylori. Cet effet a pu étre obtenu avec des bactéries vivantes ou tuées par la
chaleur. Cependant, 1’éradication n’a jamais été obtenue (Felley et al. 2001 ; Mercenier et al.
2003).

En 2009, une étude sur I’efficacité des probiotiques pour aider a guérir cette infection a
montré que les bactéries lactiques de laits fermentés (lactobacilles et bifidobactéries),
combinées a la trithérapie classique, augmentent de 5 % a 15 % les chances de guérison
(Sachdeva et Nagpal, 2009). D’autre, a conclu que les lactobacilles améliorent non seulement
le taux de réussite du traitement classique, mais qu’ils atténuent aussi ses effets indésirables
(Zou at al. 2009). Tres récemment, une récente étude de Buckley et al (2018) sur l'effet de la
supplémentation en Lactobacillus reuteri dans l'infection a Helicobacter pylori a démontré le
potentiel de supprimer l'infection et peut conduire a une amélioration des symptdmes gastro-

intestinaux associes a H. pylori.

4. Entérocolite nécrosante

L’entérocolite nécrosante est une maladie gastro-intestinale qui touche principalement
des enfants prématurés et de faible poids. Elle se caractérise par une inflammation intestinale
aiglie et chronique qui peut amener a terme a une perforation intestinale ou méme a une
ischémie avec un risque de déces (Gregory et al. 2011)

Les nouveau-nés atteints d’entérocolite nécrosante auront également des troubles
cliniques exprimes surtout au niveau intestinal (Sharma et al. 2013). Des signes intestinaux
sont marquants : Augmentation des residus gastriques, vomissements, selles sanglantes,
Abdomen brillant, voire méme présence d’un abdomen bleu en conséquence de la perforation
intestinale... Chez les enfants prématurés atteints d’entérocolite nécrosante, un déséquilibre de
la flore intestinale, responsable de la physiopathologie a été signalé avec une abondance
remarquable des entérobactéries et le Clostridium (Smith et al. 2011 ; Heida et al. 2017). Il a
été prouvé que Cronobacter sakazakii est un agent pathogene retrouvé dans les cas
d’entérocolite nécrosante, c’est un bacille Gram négatif, anaérobie facultative (Hunter et al.
2013). Certaines souches de Clostridium butyricum se retrouvent dans I’intestin humain d’hote
sont la cause de pathologies notamment de I’entérocolite nécrosante. En effet des analyses, on
met en évidence une lignée clonale de souches de cette bactérie (Benamar et al. 2017). Des
recherches ont été menées afin de connaitre le mécanisme d’action de cette bactérie dans cette

pathologie. Ainsi il a été découvert qu’il y aurait une entérotoxine bactérienne qui permettrait
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d’augmenter la virulence et la translocation a travers 1’intestin. Ainsi la bactérie Cronobacter
adhére aux cellules épithéliales de I’intestin provoquant la destruction de la barriere intestinale,

ce qui déclenche une réponse inflammatoire avec la production de cytokines.

Utilisation des probiotiques dans I’infection d’entérocolite nécrosante

Les probiotiques sont connus depuis longtemps comme efficaces pour réduire la
symptomatologie et I’incidence de I’entérocolite nécrosante chez les enfants prématurés en
améliorant la flore intestinale (Pammi et al. 2017). Il existe de nombreuses especes de
probiotiques, mais dans le cadre de la prévention de I’entérocolite nécrosante, ce seront
principalement les genres Lactobacillus et Bifidobacterium qui seront utilisés.

Les premieres études réalisées pour mettre en évidence une diminution de I’incidence de
I’entérocolite nécrosante chez les enfants prématurés par des probiotiques datent d’il y a une
vingtaine d’année en Colombie. Celles-ci consistaient a administrer des probiotiques
(Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium infantis) de maniere préventive a des enfants nés
en unité de soins intensifs en néonatalogie et de comparer 1’évolution clinique de ces enfants a
un groupe témoin (Hoyos et al. 1999). Les résultats obtenus au bout d’un an ont montré une
nette diminution de I’incidence de 1’entérocolite et une diminution de la mortalité.

Les scientifiques ont essayé d‘autre part de mettre en évidence les souches les plus
efficaces de probiotiques et la maniere de les utiliser (souche unique ou combinaison de
différentes souches). Les résultats ont permis de mettre en évidence qu’une combinaison de
souches de (Lactobacillus, Bifidobacterium et Saccharomyces) ont moins de risque de
développer une entérocolite nécrosante et il semblerait que Lactobacillus acidophilus et
Bifidobacterium infantis soient les souches les plus efficaces et les plus utilisées dans la

prévention de I’entérocolite nécrosante (Chang et al. 2017).
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Matériel et Méthodes

1.

Objectifs du travail

L’étre humain est un porteur d'un microbiote spécifique composé en partie de bactéries

lactiques (BL). Ces dernieres sont censées étre benéfiques pour I'héte. Notre travail sur le

microbiote intestinale et I'effet probiotique chez I'homme a été initié pour avoir plus de

connaissances afin d’établir de nouvelles voie thérapeutiques des maladies associées aux

déséquilibre intestinale. La présente étude vise a isoler et identifier des BL du microbiote

humain, ainsi que I'étude de I'exploitation possible de ces bactéries. Notre travail a été réalisé

au niveau du laboratoire de microbiologie appliquée de la faculté des sciences exactes et

sciences de la nature et de la vie (université de Tébessa) a fin de :

2.

e Isoler et identifier des bactéries lactiques du lait maternel et de la matiere fécale des

nouveaux nes.

e [’étude des activites antibactériennes des BL isolées a I’égard des bacteries pathogenes

pour déterminer leur potentiel antagoniste.

e Exposition des souches lactiques isolées aux différents tests de sélection des souches a

pouvoir probiotiques.

Réactif et produits
Milieux de culture

Des milieux ordinaires, enrichies et sélectifs ont été utilisés pour isolement,

I’identification des bactéries lactique ainsi que pour les différents tests associés aux cultures

sur milieu liquide (Annxes 1).

La gélose MRS (Man, Rogosa et Sharp) additionnée a 0.001 % de vert de bromocrésol
préconisee pour pour le dénombrement, I’isolement, identification des bactéries lactiques.
Le bouillon MRS (Man, Rogosa et Sharp) a été utilisé pour I’enrichissement et la
revification des souches lactique.

La gelose M17 est un autre milieu sélectif destiné a 1’isolement et le dénombrement des
bactéries lactiques.

La gelose PCA (plate count agar), est un milieu permettant la culture des bactéries peu
exigeantes préconisé pour le dénombrement des germes totaux.

Le bouillon BHI (coeur-cervelle / Brain Heart Infusion) additionné a 10 g/l d’agar, un
milieu polyvalent riche a été utilisé pour I’étude du pouvoir antagoniste. Il peut aussi servir

aussi pour I’enrichissement et la revification des souches pathogenes teste.

42



Matériel et Méthodes

Le bouillon nutritif est un milieu & usage général utilisé pour la culture d'une grande

variété de microorganismes non fastidieux dont les besoins nutritionnels sont inexistants.

Ce milieu a été utilisé pour le repiquage et I’enrichissement des souches pathogénes.

La gélose de Mueller-Hinton est le milieu de reférence pour les tests de sensibilité des

germes aux antibiotiques.

internationales pour I’étude de la sensibilité des germes aux antibiotiques.

Sa formulation est conforme aux

recommandations

La gélose Sabouraud constitue un milieu classique pour la culture, l'isolement et

I'identification des levures et des moisissures saprophytes ou pathogénes. Ce milieu a été

utilisé pour I’étude de I’activité antifongique des bactéries lactique.

Réactifs et autres produits

Disques d’antibiotiques : Chlorampheénicol 30ug, Ciprofloxacine 5ug, Ceftazidine 30ug,
Imipenem 10 ug, Amikacine 30ug, rifamycine 30ug, Amoxicilline / acide clavunalic

20/10 ug, Acide fusidique 10 ug, Vancomycine 30ug.

L’eau oxygénée a 10V, 35V.
Violet de gentian.

Lugol.

Ethanol.

Fushine.

Solution NaOH (1N).
NacCl.

Solution HCI.

Sels biliaires.

La pepsine.

L’amidon.

La gélatine.

Le Crystal violet 1%.
Phénolphtaléine 1%.
Lait écrémé

L’eau physiologique stérile.
Réactif de Frazier.

Le xyléne.

La galerie API 20 E.

Les réactifs VPI et VVPII.
Réactifs de KOVACS.
Réactif TDA.
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3. Matériel utilisé (Annexe 2)

4. Méthodes
Echantillonnage

Les échantillons ont été prélevés au niveau de I’hopital Khaldi Abdelaziz (la maternité)
wilaya de Tébessa. Un questionnaire structuré des participants ainsi que la nature et 1’aspect
des prélevements a été etabli (Annexe 3).

Les échantillons du colostrum (8 prélévements) a raison de 1 a 4ml ont été recueillis
aseptiquement par expression manuelle dans des pots stériles. Le sein de la maman doit étre
nettoyé a I'eau stérile puis essuyés avec une gaze stérile contenant du gel antiseptique/alcool et
les premiers jets sont éliminés.

Les échantillons des matiéres fecales (7 prelevement) des nouveaux nés ages de quelques
heures, ont été prélevés a I’aide des écouvillons stériles. L ensemble des prélevements ont été

acheminés immédiatement au laboratoire pour I’analyse microbiologique.

Enumération de la flore bactérienne autochtone
Preparation des dilutions
Dans le but d’énumérer la flore bactérienne présente dans les échantillons, des séries
de dilutions décimales allant de 10" a 107 ont été préparé a partir des solutions méres
homogénéisées par vortex pour I’ensemble des échantillons a raison de 100ul de colostrum dans
900ul de I’eau physiologique stérile, et 1g de matiere fécale introduite dans 9ml de I’eau

physiologique stérile, respectivement.

Dénombrement de la flore bactérienne

Le dénombrement de la flore bactérienne avait pour but la mise en évidence de la
présencede la flore endogéne (lactique et totale) dans les échantillons (Jiwoua et Milliére,
1990). Le dénombrement de la flore totale des la solution mére et ces dilutions s’effectue sur
le milieu de culture PCA (plate count agar). Les boites sont incubées en aérobiose a une
température de 30°C pendant 48 heures (Cheriguene et al. 2007 ; Eleftherios et al. 2007).
Le dénombrement de la flore lactique s’effectue sur les milieux de culture MRS (Man, Rogosa
et Sharp) et M17 additionnés du vert de Bromocrésol (0.001%). L’ensemencement a €té réalisé
par dépot de 10ul de chaque dilution sur la gélose préalablement coulée et solidifiée. Ensuite,
les boites ont été incubées a 37°C en condition d‘aérobiose pour la flore totale et en anaérobiose

pour la flore lactique pendant 48-72 heures (Figure 10).
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Figure 10. Méthode d’ensemencement par spots

Apres incubation les colonies ont été comptées pour chaque dilution pour déterminer le

nombre d‘UFC/ml pour le colostrum et d‘UFC/g pour la matiere fécale en utilisant la formule

suivante :
v > colonies
o -HHL * {?11 + D, 1?12:] * d]_
» NN :nombre d'UFC par gramme ou par ml de produit initial ;
> > _ colonies : sommes des colonies des boites interprétables ;
> Viar: volume d’inoculum déposé (10pl) ;
» Tt1:nombre de boites utilisées a la premiere dilution retenue ;
» T2 :nombre de boites utilisées a la seconde dilution retenue ;
> 1 facteur de la premiére dilution retenue.

Isolement et purification
Les colonies ont été sélectionnées selon leur aspect morphologique (observation
macroscopique) a I’aide d’une loupe binoculaire, puis isolées et repiquées de facon alternée sur
milieu solide MRS jusqu’a purification. La pureté des souches doit étre impérativement
contrblée et vérifiée par observation macroscopique et microscopique a I’état frais et apres

coloration de Gram.

Pré-identification des isolats lactiques

Aspect macroscopique
L’observation macroscopique des colonies obtenues sur la gélose MRS nous ont permis

de déterminer la morphologie générale (taille, forme, aspect, et couleur) (Badis et al. 2005).

Aspect microscopique
Il est basé sur la coloration de Gram des frottis réalisés a partir des colonies pures, et

observation sous microscope optique a immersion avec un grossissement x100. Cette
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observation permet de mettre en évidence les bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif,
la forme, et le mode de regroupement (Mostefaoui et al. 2014). Les bactéries lactiques fixent

le violet de gentiane, elles sont Gram positif et donc donnent une couleur violette.

Détermination des caractéeres biochimiques
Recherche de la catalase
La présence d’une catalase, enzyme capable de dégrader 1’eau oxygénée, se manifeste par
I’apparition des bulles d’oxygéne abondantes dans 1’émulsion (Stiles et Holzapfel, 1997). La
réaction biochimique réalisée est la suivante :

2H202 —_— 2H20 + 02
Catalase

La recherche de I’enzyme catalase consiste a mettre dans une lame stérile une goutte
d’eau oxygeénee stérile, dans laquelle sera émulsionnée une colonie d’une souche a tester. Cette
derniére est définie comme catalase positive s’il y’a ’apparition des bulles d’air. Généralement

les bactéries lactiques sont catalase négatives.

Recherche de type fermentaire
Ce test permet de différencier entre les bactéries lactigues homofarmentaires et
hétérofermentaires (production de CO). Chaque souche a été ensemencée dans un tube
contenant 10ml de bouillon MRS (Man, Rogosa et Sharp) additionné d’une cloche de Durham.
Aprés incubation en anaérobiose a 37 °C pendant 48h, le CO; produit par les souches

hétérofermentaires s’accumule dans les cloches de Durham (Badis et al. 2004).

Assimilation des sucres

L’étude du profile de fermentation des glucides et les tests enzymatiques, permet
I’identification des espéces bactériennes, alors on a utilisé le dispositif commercialis¢ de la
galerie miniaturisée APl 20E (BioMérieux). Le systeme AP120 E® BioMérieux (Appareillage
et Procéde d’Identification) est une version miniaturisee et standardisée des techniques
biochimiques conventionnelles pour I’identification des bactéries. Lorsqu’une suspension
bactérienne de densité convenable est répartie dans les différentes alvéoles qui composent la
micro-galerie (contenant de substrats déshydratés), les métabolites produits durant la période
d’incubation se traduisent par des changements de couleur spontanés ou révélés par addition de

réactifs.
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Etude des aptitudes probiotiques des bactéries lactiques isolées

Etude du pouvoir antagoniste des bactéries lactiques

Les différentes méthodes décrites pour la détection des métabolites a activité
antimicrobienne des bactéries lactiques sont basées sur le principe que ces substances peuvent
diffuser dans un milieu de culture solide ou semi solide qu’on inocule préalablement avec la
souche cible. La production de ces substances est détectée par le pouvoir inhibiteur du filtrat de

la bactérie lactique testée sur la croissance du germe cible (Labioui et al. 2005).

Meéthode des spots

La sélection des souches de bactéries lactiques ayant une activité antibactérienne a
partirdu colostrum et selles des nourrissons a été réalisée par le procédé d’antagonisme différé
en utilisant la méthode des spots dite sur tapis cellulaire (Fernandez et al. 2007). Les boites
de Petri ont été pré remplies avec la gélose MRS (solidifiée et séchée), 5ul de la suspension
bactérienne de chaque souche lactique ont été déposés en spots. Les boites sont séchées puis
incubées a 37°C pendant 24h. Apres la période d’incubation, les boites ont été recouvertes de
10 ml de la gélose BHI (Brain Heart Infusion) semi solide en surfusion, ensemencée avec 100ul
de la culture jeune de la bactérie pathogéne (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella entiritidis, Bacillus subtilis , Bacillus cereus, Listeria
sp.), puis incubée a 37°C pendant 24h. Au terme de la période d’incubation, la présence ou

I’absence de zones d’inhibition autour des spots a été mesurée et notée.

Tests de survie des bactéries lactiques
Pour que les souches probiotiques exercent leur effet bénéfique pour I’hote, elles doivent
étre capables de survivre préparation alimentaire et au cours de leur passage dans le tube
digestif, spécifiquement la résistance au pH acide de I’estomac et les sels biliaires
(Maragkoudakis et al. 2006).

Résistance aux différentes concentrations de NaCl
Les souches sélectionnées ont été ensemencées a raison de 50 ul dans des bouillons MRS
(1ml) additionnés de 4% et 6.5% et 10% de NaCl. Une série de cultures témoins a été préparée
en parallele contenant le bouillon MRS sans sel inculée de 50ul de chaque souche teste.

L’incubation a été faite a 37 °C pendant 48h en anaérobiose (Badis et al. 2005). L’aptitude a
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croitre dans ces différentes concentrations de sel a été évaluée par mesure de I’absorbance a
600 nm apres 48h.

Résistance aux sels biliaires et au pepsine
Trois séries d’eppendorfs contenant 1 ml de MRS additionné de 0.3% de sels biliaires et
de papsine a 0.3% pH2 ont été ensemencées par 50ul de la solution bactérienne jeune de chaque
souche, la quatrieme série de MRS sert comme témoin. La survie des cellules en présence de la
bile et la pepsine a été évaluée par la mesure de I’absorbance a 600 nm a TO = Oh (premiére
série), T1 = 4h (deuxiéme série) et T, = 24h (troisiéme série) d’incubation a 37 °C en

anaérobiose.

Résistance aux différents pH
Pour étudier I'influence du pH sur la croissance des souches isolées, deux milieux de
MRS bouillon ont été préparés a differents pH (2 et 9), 1ml de ces milieux a été ensemence par
50l de la solution bactérienne jeune de chaque souche. Le témoin (MRS PH7) a été préparé
en parallele. La croissance des souches a été suivie par la mesure de la densité optique a 600nm
a différents intervalles de temps, TO = Oh, T, = 4h et T, = 24h aprées incubation a 37°C en

anaérobiose.

Analyse des caractéres de surface cellulaire
a. Hydrophobicité de la surface cellulaire
La capacité de la surface cellulaire de BL a adhérer a des composés hydrophobes a été
évaluée selon la méthode rapportée par Todorov et Dicks (2008). Les souches de BL de
24heures ont été centrifugées (6000rpm pendant 6 minutes), lavées deux fois avec de 1’eau
physiologique stérile et mises en suspension dans la méme solution. La DO, des suspensions a
été mesurée a 600nm. Une suspension cellulaire de BL (1,5 mL) a été ajoutée a 1,5 mL de
Xyléne et agitée au vortex pendant 2 minutes. Les phases aqueuse et organique ont été laissées
se séparer a température ambiante pendant 30 minutes. Ensuite, une quantité de 1 mL de la
phase aqueuse a €té prélevée pour déterminer la DOsp a 600nm.
Le pourcentage d’hydrophobicité a été déterminé par I'équation suivante :
% d'hydrophobie = [(DO, - DO3sp) / DO,] * 100,
e DOy : laDO initiale

e DOz : désigne la valeur de la DO mesurée aprés 30 minutes.
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b. Test de I’auto agrégation
Ce test a été réalisé selon Todorov et al. (2011). Aprés centrifugation a 6000 rpm
pendant10 minutes des cultures jeunes de 24h des souches lactiques isolées, les cellules
ont étérécoltées, puis lavées deux fois, et resuspensionnées dans de 1’eau physiologique stérile
a 0.9%.La densité optique des suspensions cellulaires a été mesurée a une longueur d’onde
de 600nm, puis incubés en anaérobiose a 37 °C pendant t=1h (60min). Cette température a
été choisie pour évaluer le comportement des souches a la température du corps (37°C).

L'auto-agrégation a été déterminée a l'aide de I'équation suivante :

% d'auto-agrégation = [(DO, - DOgo) / DO,] % 100,
e DOy : laDO initiale

e DOgo : désigne la valeur de la DO mesurée aprés 1h.

c. Test de la co-agrégation

Le protocole expérimental pour I'étude de la co-agrégation était similaire a celui utilisé
pour l'auto-agrégation (Todorov et al. 2011). Les souches lactiques cultivees sur MRS
bouillon, et les souches pathogenes (Listeria sp., E. coli, Salmonella sp., Staphylococcus
aureus) sur BHI a 37°C pendant 24h. Les cellules ont été récoltées par centrifugation (6000
rpm pendant 10 minutes) et lavées deux fois, et re-suspensionnées dans de I’eau physiologique
stérile a 0.9%. La densité optique des suspensions cellulaires (BL et pathogénes) ont été
mesurées a une longueur d’onde de 600 nm. Le degré de la co-agrégation a été déterminé par
des lectures d'absorbance a 600nm de cultures combinées (500uL de cellules BL avec 500 puL
de cellules pathogenes) incubées a 37°C pendant t=1h. La co-agrégation a été déterminée selon

la formule suivante :

Co-agregation % = ((DOsL +DOpath)/ 2 — DOBL+pPath /(DOsL +DOrath)/ 2 ) X 100,
e DOg.: la DO initiale des bactéries lactiques.
e DOpan : la DO initiale des microorganismes pathogeénes.

e DOgr+path : la DO de la culture combinée BL+ pathogénes.

Résistance aux antibiotiques
Ce test a été réalisé par la méthode de I'antibiogramme en milieu solide. Chaque inoculum

bactérien a été standardisé (0.5Mc Farland) et ensemencée en surface par des stries serrées sur
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la gélose MRS, déja coulée et solidifiée. Chaque souche de bactérie lactique a été ensemencée
sur 2 boites et recoit neuf (7) disques d'antibiotiques a savoir : Chloramphénicol (C30),
Ciprofloxacine (CIP5), Ceftazidine (CAZ30), Imepinem (IMI10), Amikacin (AK30)
Rifamicine (RA30), Amoxicilline/acide clavulanic (AMC30), Fucidic acid (FAL0),
Vancomycine (VA30). Aprés incubation a 37°C pendant 24h, les diamétres des zones
d’inhibition ont été mesures (Riebiro et al. 2013).

Détection de la formation des biofilms

Cette technique permet une évaluation semi-quantitative de la formation du biofilm des
bactéries lactiques (Ait-Meddour, 2015). A partir de cultures jeunes de 24h, des suspensions
bactériennes de souches lactiques sur MRS (0.5 Macfarland) ont été préparées. 200ul de chaque
suspension sont utilisés (avec repétitions) pour inoculer les puits d’une microplague a fond plat
de 96 puits. Du bouillon MRS stérile a été inclus en tant que témoin négatif, les microplaques
sont incubées a 37°C pendant 48h en anaerobiose. Par la suite, un ringage trois fois avec de
I’eau distillée stérile est effectué¢ pour éliminer les cellules non adhérées (plonctoniques). Les
biofilms sont colorés par I'ajout de 200ul d'une solution de cristal violet a 0,1% (m/v), et les
microplaques ont été laissées pendant 30 min a température ambiante et le colorant non lié a
¢té eliminé par la suite a I’aide de trois ringages successifs avec de I'eau distillée stérile. Le
cristal violet a été solubilisé par 1’addition de 200ul d'éthanol a 95% sous agitation et le contenu
de chaque puits a été dose par spectroscopie a 600 nm pour déterminer le taux de formation des

biofilms.

Test anti-biofilm des bactéries lactiques
Pour déterminer I’effet de surnageant des BL actives sur la formation des biofilms, des
cultures jeunes de 24h des BL et pathogénes ont été préparées avec une densité optique de 0.5.
Trois séries de test ont été selectionnées :
» La premiére série a inoculer est composée de 100ul de chaque suspension de BL avec 100ul
de chaque suspension de pathogénes.
» La deuxieme série, chaque puits est inoculé par 10ul de la suspension de pathogénes avec
90ul de BHI bouillon stérile et 100ul de surnageant stérile de la BL.
> La troisieme série considerée comme témoin, chaque puits contient 10ul de la suspension
pathogéne avec 90ul de BHI bouillon et 100ul de MRS bouillon stérile.
Apres 48h d’incubation a 37°C, les microplaques sont traitée comme auparavant, et

I’absorbance a été mesurée & 600nm.
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Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques isolées
Pouvoir acidifiant
Le pouvoir acidifiant et la production des acides organiques sont déterminés sur lait
écrémé a un pH 6.5. 1% de la culture jeune de 24h des bactéries lactique a été utilisée pour
inoculer 10% du milieu au lait écrémé et incubé a 37°C pendant 24h a 48h. Le pH a été mesuré
apres 24h et 48h a I’aide d’un pH métre.
Détermination de I’acidité titrable
Le dosage de I’acidité au cours de la croissance des bactéries lactiques dans le lait écrémé
a été effectué en utilisant une solution de NAOH (N/9) en présence de I’indicateur
Phénolphtaleine (Accolas et al. 1977). Le titrage s’effectue a I’aide d’une burette remplis avec
de la soude Dornic (NaOH N/9) sous agitation en présence de 5gouttes de Phénolphtaleine a la
culture de lait incubees pendant 48h. On considere que le virage est atteint, quand la couleur
blanche du lait vire en rose péle et persiste une dizaine de secondes. Les résultats sont exprimeés
en degré Dornic selon la formule suivante (Hadadji et al. 2006) :
Le degré Dornic = la quantité de soude versée en ml X 10.

1 degré Dornic=1°D =0.1 g d’acide lactique / litre de lait.

L’activité proteolytique sur lait

L’activité protéoltytique des isolats lactiques a été déterminée sur milieu au lait écrémé
(MRS semi concentré 10% additionné a 15% de lait écrémé). L’ensemencement s’effectue par
piqure suivi d’une incubation de 24h a 37°C. L’activité est visualisée par 1’apparition d’une

zone claire autour des colonies (Ribeiro et al. 2013).

1. L’hydrolyse de ’amidon
La capacité des souches isolées a hydrolyser I’amidon a été recherché sur le milieu MRS
gélose ordinaire additionnée de 1 % d’amidon soluble. L’ensemencement s’effectue par pigure,
I’incubation a 37 °C pendant 24h. La revélation de I’hydrolyse est effectuée par 1’ajout du lugol
a toute la surface de la boite et I’apparition de zone claire autour des colonies (Menasria et al.

2018).

2. La recherche de la gélatinase
La présence de la gélatinase chez les isolats lactiques a été déterminée sur milieu a
base de gélatine (BHI additionné de 1% de gélatine). L’ensemencement s’effectue par piqure
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suivie d’une incubation de 24h & 37°C. L’activité a été visualisée par I’apparition d’une zone

claireautour de la colonie apres I’ajout du réactif de Frazier (Ribeiro et al. 2013).
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Résultats et Discussion

1. Echantillonnage

Les tableaux (3 et 4) résument 1’origine, nombre, nature et aspect des échantillons prélevés

et analysés. Deux types de prélevements ont été choisis pour réaliser le dénombrement et

I’isolement de leurs flores microbiennes lactique

. le colostrum (premier lait cru maternel

humain) et des échantillons de selles des nouveau-nés allaités au lait maternel. Comme indiqué,

les échantillons ont été collectés a partir d’un groupe d’origine algérienne (Wilaya de Tébessa)

de 8 jeune femmes (Age moyen 34+3.5ans) et 7 nourrissons, allaités exclusivement au lait

maternel. Six de ces nourrissons sont nés par voie basse, tandis qu’un seul a été accouché par

cesarienne. Ainsi que quatre sont de sexe féminin et 3 masculins. Six de sept nourrissons sont

nés a terme, et n’ont pas €té sous antibiothérapie a ’exception d’un qui a présenté probléme

prénatal. Toutes les mamans sont en bonne santé sauf une souffert d'un probléme rénal sous

antibiothérapie avant I'accouchement.

Tableau 3. Aspect et caracteristiques des échantillons de colostrum

Codification EC1 EC2 EC3 EC4 EC5 EC6 EC7 EC8

Date de 15/02 15/02 16/02 16 /02 28/02 07 /03 07 /03 07/03

préléevement

Age 32 ans 37 ans 33 ans 41 ans 35ans 27 ans 30 ans 37 ans

Lieu de Tébessa Békaria Tébessa  Gourai Tébessa Békaria Tébessa Batna

naissance ville

Durée de la 9 mois 9 mois 9 mois 9 mois 9 mois 9 mois 9 mois 9 mois

grossesse

Voie Basse Basse Basse Basse Basse Basse Basse Basse

d’accouchement

N. 3éme 5éme 3éme 4éme 3éme 3éme 3éme 6éme

accouchement

Etat de santé Saine Saine Saine Probléeme  Saine Saine Saine Saine

rénale

Prise Avant Avant / / / / / /

d’antibiotique

Aspect épaisde fluide fluide de  épais de fluide de  fluide fluide de  fluide
couleur  de couleur  couleur couleur  de couleur  de
jaune- couleur  jaune jaune- jaune- couleur  jaune- couleur
orangé  jaune claire orangé orangé  jaune- orangé  jaune-

claire orangé orangé
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Tableau 4. Aspect et caractéristiques des échantillons de la matiére fécale

Codification EF1 EF2 EF3 EF4 EF5 EF6 EF7

Date de 15 /03 15 /03 15 /03 16 /02 16/02 28/02 15 /03

prélevement

Sexe M M F M F F F

Lieu de Mazraa Tébessa Tébessa Gourai Békaria  Tébessa  Tébessa

naissance

L’age de la 30 ans ND 35ans 41 ans >30ans  37ans 28 ans

maman

Voie Basse Haute Basse Basse Basse Basse Basse

d’accouchement

Etat de santé Saine Infertilit¢ ~ Cardiopathie ~ Probleme  Saine Saine Saine

(Maman) de 3 ans rénale

Etat de santé Sain Malade Sain Gros bébé  Sain Sain Sain

(Nouveau-née)

Prise Non Oui Non Non Non Non Non

d’antibiotique

N. accouchement 3 éme 1 ére 2 éme 4 éme 3 éme 4 éme 2éme
épaisde  épaisde épais de épais de épaisde  épaisde  épais

Aspect couleur couleur couleur noir  couleur couleur couleur de
marron verte marron vert vert couleur
claire foncé foncé vert

foncé

M. Masculin, F. Féminin, ND. Non Déterminé.

2. Enumération et dénombrement de la flore autochtone

Les résultats de denombrement de la charge bactérienne autochtone des échantillons sont
présentés dans le tableau (5) et les figures (11, 12). Les moyennes observées ont présenté une
différence pour I’ensemble des colostrums analysés avec une variation tres hautement
significatives (p<0.0001) signalée entre ces deux type d’échantillonnage et les milieux utilisés
pour le dénombrement de (3.56+0.57 a 4.52+0.73log UFC/mI) et les selles (5.44+2.17 a
6.11+2.12 logUFC/g) (Tableau 5)

Pour le cas de la matiere fécale, une charge bactérienne élevée a été notée sur milieu MRS
de I’ordre de (6.11£2.12 UFC/g) apres 48h d’incubation par rapport aux deux autres milieux
PCA et M17 utilisés. En revanche, les échantillons de colostrum ont été présentés les mémes
variations de la charge en fonction des milieux utilisés méme si elle est un peu plus faible par

rapport a la matiére fécales, allant de (3.56+0.61 a 4.52+0.73 log UFC/ml) aprés 48h d’incubation.

55



Résultats et Discussion

Tableau 5. Variation de la charge bactérienne moyenne (LogUFC) du colostrum et la matiére
fécale en fonction de temps d’incubation et le milieu de culture utilisé

Milieu Temps Fécale (Log UFC/qg) Colostrum (Log UFC/ml)
PCA 24 5.563+2.32 4.49+0.74
PCA 48 5.74+2.18 4.52+0.73
MRS 24 5.97+2.26 4.20+0.87
MRS 48 6.11+2.12 4.25+0.85
M17 24 5.44+2.17 3.90+0.61
M17 48 5.50+2.12 3.56+0.57
6- -A

) -

Charge bactérienne (log FC/ml)

10 -

T

2.

Charge bactérienne (Log UFC/g)

24 h 48h
Temps d’incubation
Figure 11. Variation de la charge bactérienne en fonction du temps d’incubation et les
milieux de culture utilisés. A. Colostrum, B. Matiére fécale

Boites & moustaches (box plots) résument des indicateurs de position du caractére étudié (moyenne, médiane,
quartiles, minimum, maximum).
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D’aprés les résultats d’analyse des variances (Tableau 6), les deux variables
sélectionnées (Echantillons et Milieux de cultures utilisés) ont influencé d’une maniére
hautement significative (p<0.0001) la variation de la charge bactérienne quant a la variable

temps elle et les interactions n’ont aucun effet.

Tableau 6. ANOVAs testant I’effet des variables [Nature de 1’échantillon analysé (Colostrum,
maticre fécale), les milieux de culture utilisés (PCA, MRS, M17) et le temps d’incubation] sur
la variation de la charge bactérienne.

Type  Source DDL SC MC F P
Nature 1 84.095 84.095 533.656 < 0.0001 (***)

S Echantillon 11 414.850 37.714 239.327 < 0.0001 (***)

o

= Temps 1 0.136 0.136 0.860 0.355 (NS)
Milieu utilisés 2 6.738 3.369 21.379 < 0.0001 (***)
Echantillon 7 65.832 9.405 93.632 < 0.0001 (***)

% Temps 1 0.002 0.002 0.021 0.886 (NS)

= Milieu utilisés 2 6.303 3.152 31.379 < 0.0001 (***)

g Ech *Temps 7 0.609 0.087 0.866 0.540 (NS)

O Ech*Milieu 14 5.695 0.407 4.050 0.000 (***)
Temps*Milieu 2 0.037 0.018 0.183 0.833 (NS)
Ech*Milieu*Temps 14 1.061 0.076 0.754 0.710 (NS)
Echantillon 4 349.018 87.255 653.668 < 0.0001 (****)

o Temps 1 0.287 0.287 2.151 0.153 (NS)

§ Milieu de culture 2 3.442 1.721 12.892 < 0.0001 (***)

® Ech*Temps 4 0.802 0.200 1.502 0.227 (NS)

)

£ Ech*Milieu 8 0.954 0.119 0.893 0.534 (NS)

= Temps*Milieu 2 0.060 0.030 0.224 0.800 (NS)
Ech*Milieu*Temps 8 0.858 0.107 0.803 0.605 (NS)

F. Statistiques de Fisher, P. Probabilité, DDL. Degré de liberté, SC. Somme des carrés, MC Moyenne des
carrés. Les comparaisons multiples des moyennes ont été considérées au niveau de probabilité p = 0,05.***,
Tres hautement significative .NS. Non significative

Figure 12. Aspects des colonies a différentes dilutions apres mise en culture par spots.
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3. Isolement et purification des bactéries lactiques

Les échantillons de colostrum et la matiere fécale ont été servis comme matrice pour
I’isolement des bactéries lactiques sur deux milieux de cultures sélectif (MRS et M17). Au
terme de 48 a 72h d’incubation a 37°C en anaérobiose, deux a trois colonies par échantillons et
par milieu ont été sélectionnées. Comme il est difficile de différencier les colonies, plusieurs
isolats (représentatives de la variabilité morphologique) ont été choisies afin de maximiser les
différences phénotypiques entre elles pour chacun des milieux. L’ensemble des colonies ont été
purifiées par repiquage au moins deux fois sur MRS. Le choix de milieux d’isolement est
justifié par le fait que la totalité des bactéries isolées ont présenté une croissance optimale sur
MRS. Une collection de 36 isolats a été retenue au premier isolement et apres purification avec
plus de 80% de la totalité des souches ont été récupérées des échantillons du colostrum avec

seulement 6 isolats fécaux (Figure 13).

O Colostrum

O Matiére fécale

Figure 13. Fréquence d’isolement des bactéries lactique

4. Sélection des isolats lactiques
Aspect macroscopique et microscopique

Une tres grande variabilité morphologique a été notée en fonction des échantillons prélevés
et de milieu de culture utilisée. Les colonies produites chez les isolats suspectés lactiques sont
généralement rondes d’un diametre d’environ 1 & 2 mm dans I’ensemble apres 72h d’incubation
a 37 °Csur le milieu MRS additionné de 0.0001% de bromocresol (Figure 14). Elles sont toutes
pigmentées en vert d’eau ou vert clair, centre claire ou foncé, avec une surface lisse et un
pourtour régulier. Un autre aspect a été noté sur milieu M17 dont les colonies sont de taille
moyenne parfois grande, crémeuses ou blanchétres, avec une surface lisse et un pourtour

régulier.
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La coloration de Gram a donné un résultat positif pour I’ensemble de ces isolats, avec des
formes cellulaires variables allant des formes sphériques regroupées (en amas ou en chainette)
aux batonnets réguliers, méme des cellules isolées. D’autres formes coccoidales et
coccobacillaires ont été aussi observées (Figure 15). En effet, tous les isolats retenus ont révélé
une réaction négative a la catalase (Figure 14).

MCH m17

Figure 14. Différents aspects phénotypiques des bactéries lactiques apres mise en culture sur
gélose (MRS et M17) et le résultat des tests de la catalase.
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Figure 15. Quelgues aspects microscopiques des bactéries lactiques isolées aprés coloration
de Gram (X1000).
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Tableau 7. Caractéristiques phénotypique (macro-et microscopiques) des isolats lactiques.

Isolat Aspect macroscopique Aspect microscopigue Coloration de Catalase
Gram
Taille Pigment Surface Consistance Pourtour Relief
MC33 Petite Vert claire Lisss ~ Crémeuse  Régulier Bombé cocci, isolés diplocoque Positif Négatif
1mm
MC22 Grande Centre foncé Cocci, isolés, diplocoque en petite Positif Négatif
entre 1 et 2mm (Givré) Lisss  Crémeuse  Régulier Bombé chainette
Pourtour claire
MC31 Petite Transparente Cocci Positif Négatif
1mm (la plus claire) Lisss ~ Crémeuse  Régulier Bombé
MC32 Petite Cocci en amas /diplocoque Positif Négatif
1a 2mm Vert claire Lisse ~ Crémeuse  Régulier Bombé
MC17 Petite Bleu canard Lisse ~ Crémeuse  Régulier Bombé Cocci diplocoque, isolé/en chainette Positif Négatif
<I mm
MC41 Sur M17 Créme Lisse ~ Crémeuse Régulier Bombé cocci, isolés/ en amas Positif Négatif
Moyenne
Sur MRS Vert clair Lisse ~ Crémeuse Régulier Bombé
Moyenne
MC16 Petite vert d’eau Lisse ~ Crémeuse Régulier Bombé Cocci, isole et en chainette Positif Négatif
<0.5 mm
MC21 Moyenne Verdatre Lisse ~ Crémeuse Irrégulier Bombé Cocci en amas Positif Négatif
1 mm
MC41 cocci, en amas/ en chainette Positif Négatif
Moyenne Givré Lisse ~ Crémeuse Régulier Bombé
MC22 Sur M17 ; Créme Lisse  Crémeuse Régulier  Plate Cocci diplocoque/ en amas Positif Négatif
Grande
Sur MRS: Uniforme Lisse ~ Crémeuse Régulier Bombé
Petite <Imm
EF42 Moyenne Opaline Lisss  Crémeuse  Régulier Bombé Cocci en amas Positif Négatif
Cocci en chainette Positif Négatif
EF41 Moyenne vert clair Lisse ~ Crémeuse  Régulier Bombé
>1mm

60



Résultats

MC14 Moyenne vert d’eau Lisse ~ Crémeuse Irrégulier Bombé Cocci en amas Positif Négatif
>1lmm
MC12 Grande Cocci en amas Positif Négatif
>2mm blanchatre Lisse crémeuse régulier Bombé
MC51 Moyenne Créme Cocci isole et en amas Positif Positif
Lisse ~ Crémeuse  Reégulier Bombé
MC52 Petite créme lisse crémeuse régulier  Bombé Cocci en amas Positif Positif
MC52 Petite givré lisse crémeuse régulier Bombé Cocci Positif Positif
EF62 Moyenne Opaline Lisse ~ Crémeuse Irrégulier Bombé Bacille Positif Négatif
EF61 Petite Turquoise Lisse Séche Régulier  Plate Cocci en amas et en chainette Positif Négatif
EF61 Petite Vert d’eau Lisse Séche Régulier  Plate Cocci en amas Positif Négatif
MC53 Grande Vert d’eau Lisse  Crémeuse Régulier Bombé Bacille Positif Négatif
MC61 Vert d’eau Lisse ~ Crémeuse Irrégulier Bombé Cocci isole Positif Positif
Petite
Turquoise Lisse ~ Crémeuse  Régulier Bombé Bacille Positif Négatif
(25) petite
MC62
MC63 Vert d’eau Lisse ~ Crémeuse  Régulier Bombé Cocci en amas et en chainette Positif Positif
petite
MC65 Vert d’eau Lisse ~ Crémeuse  Régulier Bombé Cocci en chainette Positif Négatif
Moyenne
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5. Etude des aptitudes probiotiques des bactéries lactiques isolées
5.1. Etude du pouvoir antagoniste des bactéries lactiques

L’activité antibactérienne des isolats sélectionnés a été évaluée par la méthode de
spot (Figure 16) afin de mettre en évidence un éventuel pouvoir antagoniste vis-a-vis des
souches testes a Gram positif et a Gram négatif a savoir: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacilllus subtillus, Bacillus cereus, Listeria sp. Salmonella
enterica et Escherichiacoli. Le screening primaire de I’activité a révélé que (21/36, 58,33
%) des isolats ont présentéau moins une activité antibactérienne contre (15 souches) qui ont
été négatives pour ce test. Eneffet, une forte activité antibactérienne a été signalée contre
les bactéries a Gram positif parrapport au Gram négatif. Ces résultats indiquent que les

isolats lactiques sont capables de synthétiser des substances inhibitrices ayant une activité

antibactérienne.

Figure 16. Activité antibactérienne des bactéries lactiques par la méthode de spot sur milieu
BHI semi solide (0.8%).

Aprés avoir sélectionné 12 souches potentielles parmi 1’ensemble des isolats, une

variation d’activité inhibitrice a été signalée selon le pathogéne test. Les résultats de ’activité
antibactérienne ont montrés que la majorité de ces souches ont présenté une activité inhibitrice
contre les pathogéenes a Gram — et @ Gram + respectivement, alors que 1’ensemble des souches
ne présentent pas le méme spectre d’action contre ces bactéries pathogenes.
Une forte activité antibactérienne de deux souches lactiques (35 et 36) a été noté allant de (11.6
a 21.5mm) avec un spectre plus au moins large contre I’ensemble des bactéries testes et une
variabilité selon le pathogene (Figure 17). Il faut noter que les trois isolats lactiques 01, 04, 05
ont présenté une activité antibactérienne remarquable étroite contre le seul pathogene test
(Listeria sp.) par rapport aux autres avec une forte activité noté avec la souche 04 et une activité
plus moins forte avec les souches 01 et 05.
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En résumé :

e La souche 34 a présenté une faible activité de (18.56 et 15.49 mm) contre Bacillus
subtillus et Salmonella enterica, respectivement.

e La souche 23 a présenté une activité plus ou moins faible contre tous les pathogenes,
tandis que la souche 22 dévoilé une forte activité contre Staphylococcus aureus et
Bacilllus subtillus avec plus de (24 mm) de diametre.

e Lasouche 19 a montré une forte activité envers Staphulococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacilllus subtillus, Escherichia coli, et une moyenne activité contre
Bacillus cereus, Salmonella enterica, et Listeria sp.

e La souche 13 a exercé une forte activité anti- Salmonella. Alors que, la souche 10 a
révélé une forte activité contre Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Bacilllus
subtillus, et une ativité moyenne contre Listeria sp., Staphulococcus aureus et Bacillus
cereus .

e Lasouche 08 a présente une activite moyenne contre Listeria sp. avec une faible activité

inhibitrice vis-a-vis Staphylococcus epidermidis.

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre associées a de
nombreux éléments. Elles resultent de I’effet combiné de différents facteurs biologiques
provenant de leurs activités métaboliques. En effet, les bactéries lactiques produisent de
nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes classés en deux catégories : Composes
a petite masse moléculaire (LMM= Low mass molecular compound) tels que les acides
organiques, le peroxyde d’hydrogéne, diacétyl, le dioxyde de carbone, et des composées a
grande masse moléculaire (HMM=high mass molecular compound) comme les bactériocines
(Ammor et al. 2006).

Les bactériocines sont des protéines, ou complexes protéique, avec une activité
bactéricide contre les especes proches de la souche productrice. Les bactériocines représentent
une large classe de substances antagonistes qui varient considérablement du point de vue de
leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre et mode d’action
(Juncioni de Arauz et al. 2009 ; Klaenhammer, 1993). Ces inhibiteurs protéiques ont attiré
I'intérét des recherches intensives au cours des trois dernieres décennies, aboutissant a la
découverte et la caractérisation de nombreux types des bactériocines de bactéries lactiques.

Compte tenu de leur utilisation actuelle en bioconservation (Ross et al. 2002).

63



1Iscussion

Résultats et D

(orv) poddey (orv) poddey (2rv) poddey (0rv) poddey
b 0 n 0 n
o~ o o - - o o o™ - -
E —O
&
Q
=
o
4
2 2
2 3
g § @
ﬁ =
3 5 S
3 : :
1] =
Q i) .
3 a g 3 g § d
2 ] b w L 8 [
2 3 2 3 2 g 1 o]
E S B S S § 3
5 o w e
& 3 & [ & & 3
8 2 e & e ey 2 & e eg 3y e o o °g g 3 = w © °
(ww) suuauzioRqUE BUANDY (ww) suusugIORqRUE BPARDY (ww) euueuejoeqRUE B)ARDY (W) euuelgjIRgRUE SAROY (ww) suusiigloeqUE QUALRY (wiw) suuspgioeqUe aYANOY (ww) suuspigjoeqiue )ANIY

9€ aysnog

S€ ayanos

€ ayoanos

€¢ ayanog

Zg ayonog

61 ayanos

€1 8yanos

0} aysnog

g ayanog

G ayonosg

¥ 8yonog

| ayosnog

Figure 17. Résultat de I’ Activité antibactérienne des isolats lactiques (mm=SD) révélée par la

méthode de spot sur BHI.
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Résultats et Discussion

5.2. Tests de survie des bactéries lactiques
5.2.1 Résistance/Tolérance aux différentes concentrations de NaCl
La figure 18 illustre le taux de survie des souches lactiques par rapport aux différentes
concentrations de (NaCl) par mesure de densité optique sur bouillon MRS additionné a
différente concentration de NaCl (0, 4, 6.5 et 10%) aprés incubation a 37°C en anaérobiose.
D’apres les résultats, une forte tolérance aux différentes concentrations de salinité a été
signalée chez la plupart des souches testées classées comme halotolérantes (0 a 10%). Les autres
présentent une tolérance plus ou moins importante (moyenne ou faible). La tendance générale
des souches ou le taux de croissance est inversement proportionnelle aux différentes
concentrations de NaCl (augmentation de NaCl induit une diminution de la densité optique
mesurée).
D’aprés les résultats indiqués dans la figure, les isolats lactiques ont été classés en :
» Groupe A : souches (08,13 ,23) a tolérance élevée.
» Groupe B : souches (04,10, 13, 35, 36) a tolérance modérée.
» Groupe C : (01, 05, 07, 34) a faible tolérance.

Salinité
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Figure 18. Halotolérance des isolats lactique sur MRS additionné de 0-10% de NaCl.
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5.2.2. Résistance aux sels biliaires

Le flux biliaire assure un role physiologique tres important puisque facilitant la digestion
des composés lipophiles provenant de I’alimentation. C’est également un agent antimicrobien
influengant I’établissement du microbiote intestinal. Lors du passage dans le tractus, les
bactéries résistant au stress biliaire peuvent coloniser ’intestin (Begley et al, 2005). La bile
affecte principalement la composition lipidique et protéique de la membrane, perturbant ainsi
sa fonctionnalité, mais géneére également un stress oxydant au niveau de I’ADN et impacte le
metabolisme des sucres. ).

La tolérance a la bile est un critere de sélection in vitro des bactéries probiotiques et est
généralement considérée comme nécessaire pour évaluer leur aptitude a résister aux effets des
acides biliaires (fonction physiologique et son activité antimicrobienne) qui conditionnent leur
aptitude a survivre aux conditions du tractus et a coloniser I’environnement intestinal. Les
résultats de I’effet des sels biliaires sur la croissance des souches lactiques ont montré une
variation qualitative entre les souches (Figure 19). Les souches 07, 08, 13, 23 et 35 ont pu
tolérer les sels biliaires. Cette tolérance se traduit par des concentrations cellulaires elevées quel
que soit le temps de contact (1-5h) (les souches 13 et 35 sont fortement résistantes aux sels
biliaires), tandis que les souches 04, 10, 19, 34 et 36 ont présenté une tolérance modérée.
Toutefois, les souches 01 et 05 sont révélées sensibles a 1’action des sels biliaires apreés Sh
d’incubation.

Une fois dans I’intestin, la bile assure sa principale fonction physiologique, a savoir
d’émulsifier les substances liposolubles (lipides, nutriments et vitamines) pour faciliter leur
absorption (Kristiansen et al. 2004). La bile est un mélange complexe de composés organiques
et inorganiques produits dans le foie. Les constituants organiques de la bile incluent sels
biliaires, cholestérol, phospholipides et protéines. De nombreuses substances endogénes
(vitamines, stéroides, trace de meétaux essentiels) et exogénes (antibiotiques, médicaments)
peuvent également étre détectées (Kristiansen et al. 2004). Sous I’action des bactéries
intestinales, les acides biliaires sont déconjugués en acide désoxycholique et acide
lithocholique. Cette déconjugaison est assurée par la BSH (Bile Salt Hydrolase) qui a été
retrouvée chez de nombreuses bactéries lactiqgues du microbiote, dont Bifidobacterium, et
Lactobacillus mais absente chez les bacteéries isolées d’environnements dans lesquels la bile est
absente (Begley et al. 2006). En effet, I’exposition aux sels biliaires module 1’expression de
protéines membranaires chez des especes de Lactobacillus (Bron et al, 2006). Cela affecte
également la composition en acides gras et en phospholipides ainsi que la fonctionnalité de la

membrane chez Bifidobacterium (Gomez-Zavaglia et al. 2002; Ruiz et al. 2007).
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Figure 19. Effet des sels biliaires sur la croissance des bactéries lactiques mesuré par densité

optique.

5.2.3. Résistance aux différents pH

Le pH est défini comme la valeur du logarithme décimal de la concentration en ions

hydrogénes (protons). C’est 'unité standard mesurant le degré d’acidité ou d’alcalinité d’une

solution aqueuse. On considére une solution comme acide si son pH est inférieur a 7.

La résistance a des pH acides est 1'un des critéres de sélection des souches probiotiques,

les résultats de ce test sont présentés dans la figure 20 . Les taux de croissance calculés montrent

qu’ils sont plus importants dans le milieu MRS a pH=6.2 a 9, 'optimum de croissance de la

totalité des isolats lactiques. Le résultat a montré que la croissance des souches a été affaiblie a

pH=2 (Acido-résistante), ou une relation proportionnelle entre le pH et le taux de survie a été

noté. En revanche, les souches 01, 05, 07 et 34 ont présenté un taux de croissance minimal dans

les trois différents pH testés.

En I’absence de mécanisme de protection, les acides non dissociés peuvent diffuser de

facon passive a travers les membranes cytoplasmiques et acidifient le cytoplasme, entrainant

ainsi une perturbation dans le métabolisme cellulaire pouvant conduire a la mort cellulaire.

C’est pourquoi I’existence de mécanismes moléculaires permettant de maintenir le cytoplasme
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a des valeurs de pH physiologiques est essentielle pour la survie des bactéries dans des
environnements acides.

En raison de leur catabolisme, les bactéries lactiques acidifient leur environnement a
travers la fermentation des sucres (Vernazza et al. 2006). Leur activité métabolique implique
donc un stress acide (Jayamanne and Adams, 2006). La sélection de souches possédant une
grande tolérance a I’acidité est donc trés intéressante pour la santé et I’industrie agro-
alimentaire. En effet, ’acquisition de la résistance aux environnements acides peut induire des
changements dans les propriétés de surface des bacteries. Ainsi, des souches résistantes au pH
acide présentent une meilleure capacité¢ a adhérer a la mucine humaine, et d’autres montrent
une plus grande habilité a inhiber I’adhésion de certains pathogénes, ou a prendre la place de
pathogénes déja adhérés (Collado et al. 2006).
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Figure 20. Effet des sels biliaires sur la croissance des bactéries lactiques mesuré par densité

optique.
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5.2.4. Résistance a la pepsine
Pour ce test de résistance, les souches lactiques ont été inoculées pendant cing heures
dans une solution isotonique (MRS) a pH 2 avec 3g/L de pepsine & 37 °C (Masco et al. 2007).
Les résultats de la Figure 21 ont montré une tolérance souche-spécifique a I’acidité stomacale.
Ce test est tres discriminant et permet de sélectionner les souches les plus résistantes des
souches fragiles. Les souches présentant le meilleur taux de survie sont (01, 04, 05, 08, 19, 35
et 36). En effet, aprés le traitement, ces souches perdent moins de viabilité. D’autres souches
présentent également une bonne vitalité aprés le stress acide. Au contraire, les souches (07 et
34) sont les moins résistantes et présentant la moins bonne vitalité apres le stress. La survie des
bactéries lactiques dans le suc gastrique dépend de leur capacité a tolérer les bas pH en présence
des enzymes lytiques. Le temps de passage gastrique peut étre d’une heure a plusieurs heures
selon I’individu et son régime. Par conséquent des chercheurs ont proposé que les souches a
potentiel probiotiques doivent résister a un pH 2.5 dans un milieu de culture pendant pluieurs
heurs (exp 4h) (Ammor et Mayo, 2007).
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Figure 21. Résultats de la tolérance a I’acidité stomacale des souches lactiques
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5.3. Analyse des caractéres de surface cellulaire

Les résultats de 1’analyse des caractéres de surface cellulaire ont été résumés dans le
tableau (8) Les souches lactiques ont presenté de valeurs d'hydrophobicité souche-spécifique
et variable allant de 7% pour la souche 34 a plus de 72% pour la souche 10.

Les résultats d’Auto agrégation obtenus ont montré que les valeurs des isolats étaient
comprises entre 20% et 35%, bien que certains d'entre eux aient des valeurs inférieures a 10%
La souche 4 a montré le plus haut niveau d'auto-agrégation 35% tandis que la souche 35 a
montré un niveau auto-agrégations bas de 1%.

En général, les souches lactiques ont présenté une variabilité de Co-agrégation aux
pathogénes sélectionnés (Listeria sp. et E. coli). Les souches 4, 10, 13 et 23 ont exhibées les
niveaux les plus élevés de co-agrégation avec Listeria et E. Coli respectivement tandis que la
coagrégation des autres souches variait entre 4% et 29% (Tableau 8).

Tableau 8. Résultats de I’analyse des caracteres de surface cellulaire des souches lactiques

Souches Co-agrégation (%)
Auto-agrégation (%) Listeria sp. E. coli Hydrophobicité (%)

Souche 01 05,09 £ 0,13 11,99+0,19 22,77 +£0,08 39,76 + 0,66
Souche 04 35,97 £ 0,07 21,15+ 0,10 22,54 0,75 24,26 + 0,00
Souche 05 23,70+ 0,14 13,65+0,06 24,44+1,43 17,28 £ 0,91
Souche 08 21,17+ 0,09 09,94+0,34 17,05+1,64 11,52 + 0,26
Souche 10 22,34 + 0,32 31,35+0,45 32,73+0,45 72,41 + 2,16
Souche 13 24,49 + 0,01 31,16 £+ 0,08 21,45+0,34 14,53 + 1,26
Souche 19 04,20 + 0,53 04,67 +390 15,32+0,43 08,77 £ 0,06
Souche 23 30,55 + 0,36 29,61 +0,20 30,10x0,79 19,79+ 2,94
Souche 34 06,13 + 0,04 04,93 +0,07 20,67 +0,21 07,00 £ 0,15
Souche 35 01,24 + 0,09 16,11 £ 0,04 24,36 £ 0,22 18,51 + 0,20
Souche 36 31,00 £ 0,13 17,87 £0,28 22,32 +0,15 22,54 + 0,83

L’adhésion aux tissus épithéliaux est une étape primordiale lors de la colonisation de
I’hote pour la plupart des pathogénes notamment au sein de I’écosysteme intestinal et
urogénital. Les BL probiotiques présentent un réel intérét dans leur propriété a réduire
I’adhésion de microorganismes aux muqueuses intestinales et vaginales (Spurbeck et
Arvidson, 2008). Elles peuvent agir sur les muqueuses en stimulant la production de mucus,
entrer en compétition pour les sites d’adhésion des pathogeénes ou agir directement sur le
pathogéne lui-méme en bloquant son interaction avec 1’épithélium, notamment par leur capacité

d’auto- et de coagrégation.
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5.4 Détection de la formation des biofilms
a. Biofilm des bactéries lactique /pathogénes

Selon les données de la capacité de formation des biofilm chez ’ensemble de bactéries
lactiques et les pathogenes testés, toutes les bactéries se sont révélées formatrices de biofilm
sur plaques avec une variation souche dépendante entre un groupe des bactéries fortement
formatrice (Souche 35, 36 et Bacillus subtilis) et d’autre moins (souche 19 et Staphylococcus
epidermidis).

Les biofilms sont des communautés microbiennes bien structurées adhérentes qui sont
attachées a un surface inerte ou vivante et enrobées par une matrice extracellulaire (Lebeaux
et al. 2014 ; Banerjee et al.2020). Les biofilms peuvent étre composé d'une seule espéce,
bactérienne, mais plus fréquemment, ils sont formés par une communauté complexe et
diversifiée de micro-organismes (Balcazar et al. 2015). La formation d'un biofilm commence
lorsque des micro-organismes flottants se fixent a un surface et/ou liées les uns aux autres. Ce
processus démarre avec la premiére bactérie, qui adhere a la surface initialement par faible,
adhésion réversible. Au cours de la colonisation de surface, les cellules bactériennes sont
capables de communiquer en utilisant signaux de détection de quorum-sensing (QS) tels que la
N-acylhomosérine lactone (AHL) (Srivastava et al. 2019). Différents facteurs conditionnent
le processus d’attachement microbienne aux surface telles que, les especes bactériens, la
composition de la surface des cellules, la nature des surfaces, la disponibilité des eléments
nutritifs, les conditions hydrodynamiques et la communication du quorum sensing (Donlan,
2002).
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Figure 22. Capacité de formation de biofilms chez souches lactiques isolées.

71



Résultats et Discussion

Densité optique (600nm)
w

BC BCD
1
BCD
T D
€ D

0 — V—L\

Control Bacillus subtilis Staohylococcus Escherichiacoli Listeriasp. Bacillus cereus Salmonella Staphylocoocus

aureus entertidis epidermidis

Figure 23. Capacité de formation de biofilms chez les pathogénes testes.

b. Test anti-biofilm

Les taux de formation des biofilms marqués par les souches pathogenes tests en présence
des surnageant des souches lactiques isolées, sont présentés sur la figure 24 . D’aprés le résultat,

une variation d’activité anti biofilm a été notée.

» Salmonella enteridis
On observe que les surnageants de 5 souches isolées 7, 8, 13, 35 et 36 ont un effet antibiofilm,
marquant que le surnageant de la souche 8 avait le plus fort effet.

» Bacilus subtilis
D’apres les résultats, on déduit que les surnageant de toutes les souches lactiques avaient une
activité anti biofilm vis-a-vis B. subtilis, surtout la souche 36.

» Listeria sp.
Tous les surnageants des souches lactiques avaient un effet sur la formation de biofilm par
Listeria sp, a I’exception de la souche 19 qui en présence de son surnageant le taux de formation
de biofilm est superieur a celui marqué par le témoin (Effet stimulant) .

» Staphylococcus aureus
La majorité des surnageants avaient une activité antibiofilm sur cette souche pathogeéne, 1’effet
des souches 1, 8, 10, 13 et 19 été faible par rapport au souches 7, 23, 34, 35, 36 et 5 qui a montré
la plus forte activité.
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» Escherichia coli
Les surnageants des souches 4, 5, 13 et 34 n’avaient aucune activité antibiofilm, car les taux de
formation des biofilms en présence de ces surnageant été similaire a celui de témoin.

» Bacillus cereus
Les surnageants de 7 souches lactiques n’ont montré aucune activité antibiofilm, seuls 4

souches qui sont 10, 19, 23 et 35 avaient un effet.

En raison des dommages causes par les biofilms dans les environnements médicaux et
industriels, il a un impact économique majeur et est en augmentation a 1’heure actuelle. La
plupart des outils de diagnostic et des traitements disponibles ont été développés pour leur
efficacité sur des bactéries en phase de croissance planctonique. Il s’agit généralement de
mesures préventives. La lutte contre les biofilms peut se définie selon deux axes principaux :
empécher la formation de biofilms, et les détruire lorsqu’ils sont déja présents (Lebeaux et
Ghigo, 2012 ; Olivares, 2017).
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Figure 24. Résultats de I’activité antibiofilm des surnagents de souches lactique isolées a
I’égard des souches pathogenes tests sur microplaque en polystyrene.
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Il est en effet prouvé que les especes de Lactobacillus comme L. acidophilus peuvent
inhiber I’adhésion de souches d’ E. coli uropathogénes a diverses surfaces (Velraeds et al.
1998). lls peuvent méme, comme montré pour une souche de L. rhamnosus, déplacer un biofilm
d’E. coli uropathogene (McMillan et al. 2011). Dans une autre étude, des espéces de
Lactobacillus réduisent l'adhérence gonococcique de prés de 50 % lorsque les cellules
épithéliales sont pre-colonisées par les lactobacilles. En outre, les lactobacilles ont pu déplacer
I’agent pathogéne adhérent aux cellules épithéliales, suggérant que ces bactéries lactiques sont
efficaces comme solution prophylatique et thérapeutique (Spurbeck et Arvidson, 2008). La
co-agrégation entre les bactéries lactiques et agents pathogenes est un mécanisme qui peut aussi
expliquer une telle inhibition de I’adhésion

Au niveau de I’écosystéme intestinal, les bactéries lactiques ont aussi démontré leur
potentiel a entrer en compétition avec les agents pathogenes pour l'adhésion et la colonisation
des muqueuses de 1’hdte (Gueimonde et al. 2006). Plusieurs études in vitro rapportent une
inhibition par adhésion compétitive entre des bactéries entéro-pathogeénes et des bactéries
lactiques probiotiques. Ces études ont été réalisées sur des cultures cellulaires (lignées
cellulaires intestinales) et ou de mucus intestinal d’origine humaine. 11 a ét¢ montré que des
souches L. gasseri peuvent concurrencer de maniere significative 1’adhésion au mucus
d’Enterococcus sp. et de Clostridium difficile (Ferreira et al. 2011). Cette inhibition implique
probablement des propriétés de surface des bactéries, comme 1’hydrophobicité,
I’autoagrégation et la capacité de coagrégation qui sont communes aux souches lactiques
testées. Le phénomene est toutefois dépendant de I'état des bactéries (concentration, phase de

croissance de la culture) et des conditions de co-incubation (Ren et al. 2012).

5.5 Reésistance aux antibiotiques

Les résultats de I’antibiogramme des isolats lactiques retenus sont représentés dans le
tableau 9 et la figure25. Ce test montre que la majorité des souches ont une sensibilité significative
a la plupart des antibiotiques testés (Ciprofloxacine, Chloramphénicol, Rifampicine, Acide
fusidique et I’ Amikacine. Les résultats intermediaires indiquent qu'a cette dose les souches sont
faiblement sensibles a résistante a cet antibiotique.

Plusieurs études ont montré la résistance naturelle d’une gamme importante de bactéries
lactiques aux antibiotiques (Botes et al. 2008). La résistance de souches de Leuconostoc sp. a la
Vanomycine, Gentamicine et la Chloramphénicol a été bien élucidée (Ogier et al. 2008). De
méme que pour des especes de Lactococcus lactis qui ont présenté une résistance a I’ Ampicilline

et la Vanomycine (Donohue, 2004). La résistance des probiotiques aux antibiotiques peut poser
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un probléme si elle peut étre transmise a des pathogénes chez lesquels la résistance
thérapeutique pourrait avoir des conséquences néfastes. L’utilisation de différentes souches

lactiques en tant que probiotiques doit faire I’objet de travaux extrémement attentifs (Mareau

et al. 2004).

Tableau 9. Résultat de I’antibiogramme (Test de sensibilité aux antibiotiques) des souches
lactiques sélectionnées

Souches  Ciprofloxacine  Chloramphenicol Rifampicine  Acide Amoxicilline + Amikacine Vancomycine
(5 pg) (30 pg) (30 pg) fusidique acide (30 pg) (30 pg)
(10 pg) clavulanique
(30 Hg)
Souche 30,0+ 0 (S) 32,0£0 (S) 36,75+0,25 30,0£0(S) 12,0x0(l) 195£0(S) ND
01 (S)
Souche 34,00 (S) 34,0+ 0 (S) 38,0£0(S) 30,0£0(S) 10,0£0(R) 19,0+ 0(S) ND
04
ggUChe 22,0+ 0 (S) 30,0+ 0 (S) 350£0(S) 20,0%(S) 9,0+ 0(R) 17,5£0(S) ND
Souche ND ND ND ND ND ND ND
08
Souche 30,0+0(S) 29,0+0(S) 17,5+ 0,50 36,0+ 1,0 14,00 (1) 120+0 ND
= O] O] ()
Souche 26,75+ 0 (S) 14,9+ 0 (1) 32,0£0 32,0x0(S) 17,5x0(S) 21,0£0(S) 16,0£0(S)
13 (S)
Souche 21,0+0(S) 26,0+ 0 (S) 17,0+£0,07 18,04 = 11,0+1,0(1) 0(R) 14,0+ 0 (1)
19 (S) 0,07(S)
Souche 41,50+ 0,5 40,0+ 0 (S) 34,0+ 0(S) 34,25+2,25 11,25+0,75(1) 21,50+05 21,5+05(S)
g S O] O]
Souche 3500 35,50 £0(S) 375+£050 / 12,0£0 (1) 21,50+05 17,0£0(S)
& S O]
Souche 23,0+ 0(S) 32,25+ 7,25 (S) 22,0+ 0(S) 17,50+ 0,50 11,0+1,0 (1) 0(R) 14,5+ 0,5 (1)
35 ©)
ggUChe 21,0+ 0 (S) 26,0+ 1,0 (S) 24,0+ 0(S) / 11,0£0 (1) 0(R) 15,0+ 0 (1)

Figure 25. Exemples de résultats de I’antibiogramme de quelques souches lactiques.
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5.6. Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques isolées
A. Pouvoir acidifiant et acidité titrable

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques demeure 1'une de leurs propriétés
meétaboliques les plus recherché vu de son intérét en technologie alimentaire. Les résultats
obtenus sont illustrés dans la figure 26, ou on peut constater que le comportement acidifiant de
ces bactéries est variable d’une souche a I’autre. D’aprés ces résultats, la totalité des bactéries
lactiques isolées ont présenté une production progressive d’acides organiques (Acidité titrable
ou degré Dornic). Cette dernicre est accompagnée d’un abaissement du pH du milieu dont une
relation inversement proportionnelle avec le degré été observée. La production d'acide lactique
est effectivement une des principales fonctions désirées des bactéries lactiques car cet acide
organique permet de concentrer et de conserver la matiere, en intervenant comme coagulant et

aussi comme antimicrobien (Schmidt et al. 1994).

Au bout de 24h d’incubation les valeurs de pH diminuent et se trouvent situées entre
pH4.75 et pH6.56 (Figure 26). D’apres le résultat, les souches testées ont été classées en deux
catégories, la premiére présentant un pouvoir acidifiant lus au moins faible avec des valeurs
d’acidité dornic de 15 et 45°D, et la deuxiéme classe (Souche fortement acidifiantes) ou des

valeurs d’acidité de 46 et 90°D ont été enregistrees.

B. Activités enzymatiques (protéolytiques, amylolytique)

L'activité protéolytique des souches a éteé recherchée sur milieux MRS additionnés de 1%
(m/v) de lait écrémé et 1% de la gélatine. Aprés incubation, cette activité s'est manifestée par
I'apparition d'un halo clair autour des colonies ensemencées en touches a la surface des géloses
ou en puits. Un exemple de ces résultats est montré dans la figure 27. Plus de 70% des isolats
testées ont exprimé une activité protéolytique. Les résultats obtenus lors de la réalisation de ces
tests sont résumés dans le tableau. Il en ressort que toutes les souches étudiées présentent une
croissance avec une activité protéolytique sur milieu au lait traduite par 1’apparition d’un halo
clair autour des points de culture (Tableau 10). La technique a I'agar au lait est une méthode
simple et rapide permettant de mesurer l'activité protéinasique des bactéries lactiques, bien qu'il

soit parfois difficile de mesurer précisément l'auréole formée par la souche bactérienne.
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Figure 26. Résultats de la production de I’acide lactique par les souches isolées et la variation

de pH en fonction de temps.
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Tableau 10. Résultats des activités enzymatiques testées chez les bactéries lactiques

Souche Gélatinase Amylase Activité Coagulase
proteolytique
01 + - ++ +++
04 - - + -
05 + - + +++
08 + - ++ +++
10 - - T+ 5
13 + - - -
19 - - + +++
23 - - - -
34 + - - -
35 + - ++ +++
36 - - ++ +++

+. Activité faible, ++. Activité moyenne, +++. Forte activité., - Absence d’activité.

Le comportement protéolytique de ces souches est variable d'un milieu a Iautre : c'est le
cas des souches 13 et la souches 34 qui manifestent des halo de protéolyse dans le milieu a
geélatine sans aucune hydrolyse du lait. Cette activité est vraisemblablement liée a I'existence
d'une protéinase de paroi decrite chez quelques bactéries lactiques, Lactococcus lactis et
Lactobacilus paracasei, Lb. helveticus, Lb rhamnosus, Sc. thermophilus et Lb. bulgaricus
(Kunji et al.1996 ; Savijoki et al. 2006).

Ces observations nous permettent de confirmer de nouveau, que l'activité protéolytique
dépend en partie de la composition chimique du milieu culture. Ces mémes observations ont
été constatées par Drici (2000) et Hassaine (2002). D'autres travaux ont démontré l'existence
d'une relation directe entre l'expression de cette activité protéolytique et la composition du
milieu de culture et particulierement sa teneur en peptides libres (Marugg et al. 1995 ; Meijer
et al. 1996).

La protéolyse est I'un des processus biochimiques les plus importants impliqués dans la
fabrication de beaucoup de produits laitiers et carnés fermentés. La capacité de produire des
protéinases extracellulaires est une caractéristique trés importante des bactéries lactiques. Ces
enzymes hydrolysent les protéines du lait, en fournissant les acides aminés essentiels pour la
croissance (EI-Ghaish et al. 2011).

79



Résultats et Discussion

Figure 27. Activité protéolytique et cagulante des isolats lactiques sur milieu MRS.

Les résultats obtenus montrent également qu'il existe une variation qualitative de
I'activité protéinasique entre les souches tant de la dégradation de la caséine du lait ou le pouvoir
de dégradation de la gélatine. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Idoui et
Karam (2008), qui ont trouve que les bacteéries lactiques, isolées a partir de différentes sources,
présentent un caractére protéolytique variables entres les espéces du méme genre que mémes
especes.

Les résultats rapportés ici montrent lI'absence d'une éventuelle relation entre cette activité
proteolytique et le pouvoir acidifiant pour ces isolats. Cette observation a été déja rapportée pour
les souches de lactobacilles par Bottazi (1962) et Fontina et al. (1998). Dans notre étude, c'est
le cas des souches potentiellement acidifiantes qui ne montrent pas une activité protéolytique
élevée, comme (souches 1) et souche 19. A linverse d'autres souches s'avérent faiblement
acidifiantes et potentiellement protéolytiques, comme 10), et la souche 4) et enfin, il y a I'exemple
de souches révélant un double potentiel en pouvoir acidifiant et en protéolyse, comme souches 5
et8
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L'activité protéolytique des bactéries lactiques occupe une place capitale lors de la
croissance de ces derniéres dans lait et contribue fortement dans le développement des
propriétés organoleptiques de différents produits laitiers fermentés (Axelsson, 1998 ;
Christensen et al. 1999). La production d'un produit alimentaire fermenté de haute qualité
dépend en partie du systeme protéolytique des bactéries starters, puisque les peptides et acides
aminées formés ont un impact direct sur I'apparition des flaveurs dans ces produits transformés.
Chez ces bactéries, plusieurs peptidases intracellulaire de spécificités variables ont été
rapportés, et leurs libérations aprés lyse cellulaire a été évoqués pour jouer ce rble recherché
dans les produits laitiers fermentés (Axelsson, 1998).

Les résultats de I’activité amylolyitque des souches lactiques a été reportée dans le tableau
11. D’apres ces résultats, il apparait que ’ensemble des bactéries lactiques ne présente pas une
activité amylolytiques. Les amylases sont largement répandues chez les bactéries, les levures
et les champignons filamenteux. Elles sont aussi bien produites par les bactéries a Gram positif
que par des bactéries a Gram negatif (Fickers et al. 2008). Les bactéries lactiques sont
considérées comme faiblement amylolytiques et lipolytiques par comparaison avec d’autres
especes bactériennes telles que Pseudomonas, Acinetobacter ou Flavobacterium (Brennan et
al. 2002).

5.6.1 Identification biochimiques des isolats lactiques

La détermination des caracteres biochimiques préconisés des différentes souches
microbiennes isolées et seélectionnées a permis d’identifier dix(10) isolats bactériens
appartenant aux plusieurs genres probables (Lactococcus, Pediococcus et Lactobacillus). Les
résultats des tests d’identification biochimique des souches isolées sont rapportés dans le
tableau. Selon les résultats obtenus Figure 28, les glucides ont été utilisés difféeremment par les
souches. En effet, le glucose et le saccharose ont été fermenté par ’ensemble des souches, tandis
que la fermentation de mannose été moindre. Les souches ensemencées dans le milieu MRS
contenant la cloche de Dhurame ont montré une bonne croissance, mais sans dégagement de

gaz a I’exception des souches 10, 23, 34 et 36 qui sont hétéro fermentaires.
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Résultats et Discussion

Tableau 11. Résultats des différents tests d’identification des souches isolées

souche Type Assimilation des sucres Identification
fermentaire GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX

01 HO + - - - - + - - - - Lactococcus
04 HO + - - - - + - - + - Lactococcus
05 HE + + - - - + - - - - pediococcus
08 HO + - - - - + - - - - pediococcus
10 HE + + - - - + - - - - | pediococcus
13 HO + + - - - + - - - - | pediococcus
19 HO + + + + + + - + + - | Lactobacillus
23 HE + + - - - + - - - - | Lactococcus
34 HE Lactococcus
35 HO - + - - - + - + + - | Lactococcus
36 HE + + + + - + - + - - | Lactobacillus

Figure 28. Caractérisation biochimique par systéme Api20E de trois souches lactiques.

82



Conclusion



Conclusion

Le microbiote exerce de nombreuses fonctions physiologiques et il est clairement établi
qu’il joue un role primordial dans I’homéostasie intestinale. Cependant, cet équilibre est fragile
et toute perturbation du microbiote peut engendrer des réactions pathologiques. Un réle délétere
du microbiote (qu’on dit alors dysbiose) est suspecté dans la pathogénie de diverses affections
intestinales infectieuses, telles que les : diarhées, les infections a clostridium difficile et a
helicobacter pylori, I’entéocolite nécrosante ..., dans ce contexte, I’administration de
probiotiques pourrait permettre de rétablir, au moins temporairement, cet équilibre.

Le nombre trés important de publications consacrées aux probiotiques témoignent de
I’intérét majeur qu’accorde actuellement la communauté scientifique au potentiel thérapeutique
de ces microorganismes. Leur développement est actuellement en pleine expansion et un large
panel de produits a base de probiotiques (médicaments ou compléments alimentaires) est
propose pour répondre aux besoins.

Dans ce présent travail, afin de connaitre la composition de la microflore autochtone du
colostrum et le microbiote intestinale, diverses techniques microbiologiques de bases ont été
mises en place a savoir la détermination de la flore totale et la flore lactiques. Et d’autre de
mettre une collection de souches de bactéries lactiques ayant des applications probiotiques et
biotechnologiques.

A T’issue de ce qui a été réalisé, huit-huit (36) souches ont été isolées, purifiées et a partir
15 différents échantillons originaire de la Wilaya de Tébessa (Est d” Algérie) et seulement 12
souches lactiques souches a potentiel probiotique ont été retenues sur la base de :

e [L’étude du pouvoir antimicrobien des souches lactique vis-a-vis des bactéries
pathogenes par la méthode des spots, qui a montré que une activité inhibitrice
importante souche dépendante contre les different pathogenes test a Gram négatif et a
Gram positif,

e [L’étude de la résistance des souches aux conditions gastriques et intestinales simulées
a montré que les isolats présentaient une tolérance modérée a forte aux différentes
concentrations de NaCl (4%, 6%, 10%), et une bonne tolérance aux sels biliaires, et la
pepsine par rapport aux variation de pH.

e L’analyse des caractéres de surface cellulaire et I’hydrophobicité des souches a présente
de valeur allant de (7 et 72%), des capacités adhésives faible a modérée, et des pouvoirs
de co-agrégation aux pathogenes differe d’une souche a une autre. Les résultats obtenus
ont révélé des activités considérables et montrent également qu'il existe une variation

qualitative entre les souches
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Conclusion

e Pour le test de I’activité antibiofilm, les surnageants stériles des isolats lactiques, ont
exhibé une activité inhibitrice remarquable.

e L’aspect Sécuritaire des isolats a été également étudié via leur résistance aux
antibiotiques, dont la majorité des souches ont présenté une sensibilité a la plupart des
antibiotiques tests.

e L’identification des souches a été réalisée par la détermination des caractéristiques
morphologiques, physiologiques et biochimiques. La totalité était des coques
appartenant aux genres, Pediococcu et Lactococcus alors que les lactobacilles viennent
en troisieme place. D’apres les résultats de 1’étude des aptitudes technologiques, nous
avons pu déduire que, méme au sein d'une méme espece, il existe des variations entre
les souches autant au niveau de l'activité acidifiante que P’activité protéolytique.
Cependant, les souches avaient de bonnes fonctionnalités technologiques.

Cependant, les résultats obtenus au cours de cette étude restent preliminaires, il serait

intéressant d’aborder d’autres points et des études plus poussées sont nécessaires pour tirer des

conclusions définitives. En perspective nous suggerons :

> ldentification au niveau de I’espéce par la galerie miniaturisée AP150 CHL des
souches isolées.

» L’étude a I’échelle moléculaire notamment les souches lactiques ayant présentées
des aptitudes probiotiques.

> ldentifier les molécules a I’origine des activités antibactérienne et antiadhésive.

> Tester I’effet antiadhésif sur d’autres surfaces biotiques et abiotigues.
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Annexel

Milieu MRS (de Man Rogoza et Sharpe) bouillon/ gélose

Constituants Quantité en g/l
- Polypeptone. 10,00
- Extrait de viande 10,00
- Extrait autolytique de levure 5,00
- Glucose. g 20,00
- Tween 80 1,08
- Phosphate dipotassique 2,00
- Acétate de sodium 5,00
- Citrate d’ammonium. 2,00
- Sulfate de magnésium 0,20
- Sulfate de manganese. 0,05
-Agar agar bactériologique 15

»  pH du milieu prét -a- ’emploi a 25°C : 6,4 + 0,2.

»  Préparation du milieu : Mettre en solution 55.3g pour bouillon, et 62g pour la gélose,
du milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou déminéralisee.

»  Stérilisation a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

M 17 — Bouillon / Gélose (selon Terzaghi et Sandine)

Constituants

Quantité en g/l

Tryptone

2,5 (Biokar) - 5,0 (Difco)

NB : rajouter le lactose a la base Difco.

Peptone pepsique de viande 2,50(Biokar)
Peptone papainique de soja 5.0

Extrait autolytique de levure 2.5

Extrait de viande 5.0

Lactose 5,0 (Biokar)
Sodium glycérophosphate 19.0
Magnésium sulfate 0.25

Acide ascorbique 0.5

Agar

15,0 (Biokar)- 11,0 (Difco)

» pH du milieu prét a I'emploi a 25°C: 7,1 + 0,2 (Biokar) - 6,9 + 0,2 (Difco).
» Préparation du milieu : Mettre en solution 57.2 g (pour le bouillon) du milieu
déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou déminéralisée, et ajouter 15g d’agar pour

obtenir la gélose.

» Stériliser a I’autoclave & 121°C pendant 15 minutes.
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PCA (Plate Count Agar)

Constituants Quantité en g/l
- Tryptone. 5,0

- Extrait de levure. 2,5

- Glucose. 1,0

- Agar agar bactériologique 12,0

» pH du milieu prét- a- ’emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

> Préparation du milieu : Mettre en solution ( g pour bouillon, et g pour
gélose) de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou déminéralisée.

> Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

BHI (Bouillon Cceur-Cervelle)

Constituants Quantite en g/l
- Extrait coeur-cervelle. 17,5

- Peptone pancréatique de gélatine 10,0

- Protéose peptone 10,0

- Chlorure de sodium 5,0

- Phosphate disodique 2,5

- Glucose 2,0

» pH du milieu prét -a- ’emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2.

> Préparation du milieu : pour bouillon mettre en solution g, de milieu déshydraté dans
1 litre d’cau distillée ou déminéralisée, pour la gélose ajouter g d’agar.

»  Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Bouillon /Gélose nutritif

Constituants Quantité en g/l
- Peptone. 5,00

- Extrait de viande 3,00

-Agar agar bactériologique 15,00

» pH du milieu prét -a- ’emploi a 25°C : 7,2 £ 0,2.

» Préparation du milieu : Mettre en solution (08 g pour bouillon, et 23 g pour gélose) de
milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou déminéralisée.

> Stériliser & I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Mueller-Hinton

Constituants

Quantité en g/l

infusion de viande de boeuf 2.0
peptone de caséine 17.5
amidon de mais 15
Calcium 0.2a0.25
Magnésium 0.1a40.125
Agar 17

» pH du milieu prét -a- '’emploi a 25°C : 7,3+ 0,1
> Préparation du milieu : Mettre en solution 25g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau

distillée ou déminéralisée.

> Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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YV V.V VYV V V V V V V V V V V V V

Matériels utilisés

Etuve de 37°C.

Four pasteur a 160°C.
Microscope optique.
Loupe binoculaire.

Jarre d’anaérobiose utilisé pour la culture des bactéries lactiques.

Balance analytique précision 0,01 g.

Plaque chauffante avec agitateur magnétique.
Vortex.

Hotte a rayons ultra violet.

Centrifugeuse.

Le pH métre avec électrode.

Micropipettes : 10 ul, 100 pl, 1000 pl.

Pied a coulisse.

Spectrophotometre.

Microplaques de 96 puits en polystyréne.

Annexe 2

La verrerie : Béchers, Erlenmeyer, Eprouvette graduée, Cristallisoir, Burette, Tubes a

essai, cloches de durham.
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Annexe 3

Questionnaire

Ce questionnaire a pour but de réaliser une étude bio-scientifique descriptive.
Son exploitation sera purement pour des fins de recherches scientifiques (Mémoire de fin
d’étude- Niveau Master) a but non lucratif. Les données sont enregistrées anonymement
et en aucun cas | identité des individus ne sera divulguée ou utilisée a d" autres fins que
prévues.

Date du prélevement :
Code de I’échantillon :
Nature du prélévement :
Colostrum
Lait maternel cru

Matiere fécale

Renseignements sur la Mére
Age :

Lieu de naissance :
Informations cliniques

Durée de la grossesse :

Voie d'accouchement :

Maladie chronique :

Prise d’antibiotique durant la grossesse : Oui Non H
Prise d’antibiotique apreés |'accouchement : Oui Non
Types d’antibiotique :
Renseignement sur le nouveau-né/Enfant
Age :
Sexe : F[] MI[]
Type d’allaitement : Maternel exclusif

Artificiel

Mixte
Prise récente d’antibiotiques : oui [ Non []
Etat de santé : Sain L] Malade []
Description de I'échantillon
Laitcru [] | Colostrum [ ] Matiere fécale [ ]
Aspect : Epais [] Fluide[ ]
Couleur : Jaune-orangé Marron claire [ ] Autres a indiquer []

102



103



	Membres de jury :
	ﻣﻠﺨﺺ
	Résumé
	Abstract
	ﻣﻠﺨﺺ (1)
	-------------------------------------------------------------------------------------- 2
	-- Les probiotiques--
	-- Probiotiques et Pathologies digestives infectieuses--
	1. Définition du microbiote intestinal
	2. Méthodes d'étude du microbiote intestinal
	Biologie moléculaire
	(Sekirov et al. 2010)
	a. Le séquençage complet (Méthode de Sanger)
	b. Le pyroséquençage
	c. Les méthodes d'empreintes
	d. Hybridation in situ couplée à la cytométrie en flux
	d. La PCR quantitative (qPCR)
	e. Le méta-génomique du microbiote intestinal
	3. Composition du microbiote intestinale
	Microbiote dominant
	Microbiote sous-dominant
	Autres
	Les virus
	Les eucaryotes
	5. Mise en place et évolution du microbiote intestinal de la naissance à l’âge adulte
	5.1.1 Mode d’accouchement
	5.1.2. Terme de naissance
	5.1.3. L’environnement
	5.2. Le nourrisson
	5.2.2. La diversification alimentaire
	5.2.3. La localisation géographique et le mode de vie
	5.2.4. L’antibiothérapie
	5.2.5. La génétique
	(Philippe et al. 2017).
	Effet barrière et fonctions immunitaires
	Fonctions métaboliques
	1. Historique
	2. Définition
	3. Notion GRAS
	4. Classification des probiotiques
	Les bactéries lactiques
	Les bifidobactéries
	Les bactéries non lactiques
	Les levures
	Tableau 1. Principales espèces microbiennes utilisées comme probiotiques (Bernier, 2010).
	5. Critères de sélection des souches probiotiques destinées à l’Homme
	(Marteau et Rambaud, 1998).
	OMS, 2001 ; FAO/OMS, 2002 ; Tannock, 2003 ; WGO, 2008 ; Vasiljevic et Shah, 2008).
	Critères de Sécurité
	Origine
	Critères fonctionnels
	Adhésion aux cellules intestinales et/ou au mucus
	Colonisation
	Aptitude à produire des effets bénéfiques sur la santé
	Critères technologiques
	6. Mécanismes d’actions des probiotiques
	Inhibition de l'adhésion des pathogènes : phénomène de compétition / exclusion
	Production de substances antimicrobiennes
	Les bactériocines
	Les acides organiques
	Le peroxyde d'hydrogène
	Stimulation et modulation de l’activité du système immunitaire intestinale
	Renforcement de l'effet barrière de l'épithélium intestinal
	1. Diarrhées
	Gastroentérites aigue
	Diarrhée de voyageur
	Utilisation des probiotiques dans les gastro-entérites
	(Mcfarland, 2007).
	4. Entérocolite nécrosante
	Utilisation des probiotiques dans l’infection d’entérocolite nécrosante
	2. Réactif et produits
	Réactifs et autres produits
	3. Matériel utilisé (Annexe 2)
	Échantillonnage
	Énumération de la flore bactérienne autochtone
	Dénombrement de la flore bactérienne
	Isolement et purification
	Pré-identification des isolats lactiques
	Aspect microscopique
	Détermination des caractères biochimiques
	Recherche de type fermentaire
	Assimilation des sucres
	Étude des aptitudes probiotiques des bactéries lactiques isolées
	Méthode des spots
	Tests de survie des bactéries lactiques
	Résistance aux différentes concentrations de NaCl
	Résistance aux sels biliaires et au pepsine
	Résistance aux différents pH
	Analyse des caractères de surface cellulaire
	% d'hydrophobie = [(DO₀ - DO30) / DO₀] × 100,
	b. Test de l’auto agrégation
	% d'auto-agrégation = [(DO₀ - DO60) / DO₀] × 100,
	c. Test de la co-agrégation
	Résistance aux antibiotiques
	Détection de la formation des biofilms
	Test anti-biofilm des bactéries lactiques
	Étude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques isolées
	Détermination de l’acidité titrable
	Le degré Dornic = la quantité de soude versée en ml X 10.
	L’activité protéolytique sur lait
	1. L’hydrolyse de l’amidon
	2. La recherche de la gélatinase
	1. Échantillonnage
	2. Énumération et dénombrement de la flore autochtone
	3. Isolement et purification des bactéries lactiques
	4. Sélection des isolats lactiques
	5. Étude des aptitudes probiotiques des bactéries lactiques isolées
	En résumé :
	5.2. Tests de survie des bactéries lactiques
	5.2.2. Résistance aux sels biliaires
	5.2.3. Résistance aux différents pH
	5.2.4.  Résistance à la pepsine
	5.3.    Analyse des caractères de surface cellulaire
	5.4    Détection de la formation des biofilms
	b. Test anti-biofilm
	5.5    Résistance aux antibiotiques
	5.6.     Étude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques isolées
	B. Activités enzymatiques (protéolytiques, amylolytique)
	Tableau 10. Résultats des activités enzymatiques testées chez les bactéries lactiques
	5.6.1 Identification biochimiques des isolats lactiques
	Annexe1
	Annexe 2
	Annexe 3


