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Introduction

Le microbiote intestinal composé de trillions de micro-organismes incluant des bactéries, des
champignons, des virus et des archaea joue un role fondamental dans la santé humaine en aidant a la
digestion, en modulant le syst¢éme immunitaire et en protégeant contre les pathogeénes (Valdes et al.,

2018).

L'établissement du microbiote intestinal chez les nouveau-nés est un processus crucial qui
commence a la naissance et évolue de maniére significative au cours des premiers mois de la vie.
Initialement, l'intestin du nourrisson est rapidement colonis¢ par des microbes acquis de la mere et de
'environnement, y compris le microbiote vaginal, fécal et cutané puis la composition du microbiote
intestinal est influencée considérablement par 1’allaitement favorisant la croissance des bactéries
bénéfiques telles que Bifidobacterium et Lactobacillus qui sont essentielles pour le développement d'un
intestin sain et a un bon fonctionnement du systéme immunitaire (Palmer et al., 2007 ; Van den Elsen

et al., 2019).

Le microbiote intestinal chez les nourrissons se caractérise par un degré ¢€levé de variabilité et
d'unicité individuelle. Au fil du temps, le microbiote intestinal se développe devenant plus stable et
ressemblant a la communauté microbienne semblable a celle des adultes dominés par les Bactéroides et

les Firmicutes (Palmer et al., 2007).

Les bactéries du genre Lactobacillus, revét une immense importance dans le développement précoce
de microbiote intestinale des nourrissons en jouant des roles cruciaux dans leur bien-étre ; dont les espéces
de Lactobacillus favorisent un environnement intestinal sain, aident a la digestion et peuvent inhibées les
agents pathogenes gastro-intestinaux en rivalisent avec ces derniers pour l'acceés aux ressources et aux
sites de fixation, ou par la libérations des substances inhibitrices renforgcant ainsi les défenses

Immunitaires.

De plus, 1'établissement de Lactobacillus pendant 'enfance peut avoir des implications a long terme
pour la santé influengant la fonction immunitaire et les processus métaboliques jusqu'a 1'age adulte, ce qui
est en accord avec les recherches suggerent qu'une population diversifiée des souches des Lactobacillus
chez les nourrissons est associée a une réduction du risque d'infections, d'allergies et de troubles gastro-

intestinaux (Kalliomiéki et al., 2003 ; Zhang et al, 2020).



Introduction

Selon Houghteling et al. (2015) et Martin et al. (2019) les souches des lactobacilles isolées des
nourrissons présentent un potentiel prometteur en tant que défenseurs naturels contre les pathogenes
gastro-intestinaux. Ces bactéries, présentes naturellement dans le microbiote intestinal des nourrissons
possédent des propriétés uniques qui leur permettent de concurrencé les pathogeénes nocifs et de rétablir
I'équilibre microbien, dont certaines especes produisent des substances antimicrobiennes telles que 1'acide
lactique et les bactériocines qui inhibent la croissance des bactéries pathogeénes, de plus elles peuvent
moduler la réponse immunitaire renfor¢ant ainsi la capacité du corps a lutter contre les infections

(Kalliomiki et al., 2003 ; Garcia-Gutierrez et al, 2019).

En exploitant les propriétés bénéfiques des souches de Lactobacillus, nous avons défini comme

objectif de cette étude :

v Exploration du pouvoir antibactérien de ces souches isolées des selles des nourrissons, dans le but

d'¢lucider leur impact sur les pathogenes gastro-intestinales.
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Chapitre 1 : Exploration du microbiote intestinal

I.1 Microbiote intestinal
I.1.1 Généralités

Le microbiote intestinal, anciennement appelé flore intestinale, est défini comme I'ensemble des
micro-organismes de I'écosystéme digestif qui assurent des relations symbiotiques avec 1'hote. Le tube
digestif humain abrite aussi bien des bactéries et des virus que des organismes eucaryotes. De toute cette
communauté microbienne, les bactéries constituent le groupe le plus largement représenté. Ainsi, on peut
considérer que le microbiote intestinal correspond a I’ensemble des bactéries qui colonisent notre tube

digestif (Quevrain et Seksik, 2013).

Il s’agit d’une biomasse importante, car elle pese 1 a 2 kg et constitue 50 % des selles. Le
microbiote intestinal humain est constitu¢ de 100 000 milliards de bactéries, soit 10 a 100 fois plus de
cellules de notre corps. Selon l'estimation la plus basse ; la composition génétique unique d’un étre humain
est principalement bactérienne avec une proportion de 99 % et seulement 1% d'origine humaine ;
autrement dit, il y a autant de bactéries dans un gramme de selles que de cellules de notre cerveau (Leclerc,

2007).

La diversité qualitative et quantitative du microbiote intestinal crée un équilibre qui étre considéré
comme unique pour chaque personne, presque comme une empreinte digitale (Sommer et Backhed,

2013).

La composition de la flore varie tout au long du tube digestif et le gradient augmente vers la bouche

et I'anus, ainsi qu'entre la cavité transverse et la muqueuse intestinale (Seignalet, 2004).
I1.1.2 La flore pathogéne

La contamination par les bactéries pathogeénes se produit généralement par voie orale en
consommant des aliments contaminés, en buvant de 1'eau contaminée ou en portant des mains contaminées
a la bouche. Un déséquilibre du microbiote intestinal peut aussi favoriser la prolifération de ces bactéries
potentiellement dangereuses, augmentant ainsi le risque de diverses maladies (Fontenille et al, 2009).
Lorsque les bactéries pathogénes prédominent dans le microbiote intestinal en raison de conditions
favorables, cela crée un déséquilibre dit dysbiose ; qui perturbe la fonction intestinale normale et affaiblit
la barriere intestinale. Cette perturbation peut avoir des conséquences néfastes sur la santé générale,
entrainant des symptomes tels que diarrhées, vomissements, douleurs abdominales, ballonnements ou

fiévre, et dans certains cas nécessitant une intervention médicale (Bien et al., 2013).
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b)

Les bactéries entérotoxinogénes : Telles que Vibrio cholerae, Escherichia coli qui colonisent
l'intestin supérieur et provoquent une diarrhée aqueuse en produisant une entérotoxine qui stimule les
cellules de la muqueuse a sécréter du liquide via une augmentation de ' AMP cyclique intracellulaire

(Gorbach, 1996).

Les bactéries invasives : Telles que Shigella et Campylobacter pénétrent la muqueuse intestinale ; en
entrainant la production des selles diarrhéiques sanglante et mucoides avec un exsudat inflammatoire.
Un exemple de la dysbiose, la prolifération de Clostridium difficile entraine une inflammation sévere
du colon avec diarrhée (colite pseudomembraneuse). Les principaux agents pathogeénes de ce groupe
sont Salmonella, Shigella, Campylobacter, E. coli invasif et Yersinia. Les virus entériques envahissent
¢galement les cellules épithéliales intestinales, mais I'étendue de la destruction de la muqueuse est
considérablement moins importante que celle causée par les agents pathogenes bactériens invasifs

(Gorbach, 1996).
Parmi les bactéries dangereuses, on retrouve :

Escherichia coli : Est une bactérie a Gram négative fréquemment présente en tant que commensale et
inoffensive dans le microbiote humain (Rojas-Lopez et al, 2018). Cependant, plusieurs clones
commensaux hautement adaptatifs ont été découverts comme capables d'acquérir des attributs de
virulence spécifiques et de devenir des agents pathogeénes hautement virulents, souvent mortels.
Actuellement, un éventail de maladies intestinales et extra intestinales chez I'homme est associé a
Escherichia coli pathogenes, notamment E. coli entéropathogéne, E. coli entérohémorragique, E. coli

entérotoxinogene, E. coli entéroinvasif. (Peng et al., 2024).

Vibrio sp. : Est un groupe de pathogénes gastro-intestinaux majeurs. Parmi ceux-ci, Vibrio cholerae
est une bactérie a Gram négative en forme de virgule, dotée d'un flagelle polaire, appartenant au genre
Vibrio. Les sérogroupes Ol et O139 sont responsables des épidémies de choléra. Les principaux
facteurs de virulence incluent la toxine cholérique (CT), qui provoque une sécrétion massive d'eau et
d'¢lectrolytes dans l'intestin, et les pili TCP, essentiels a la colonisation intestinale. V. cholerae
provoque une diarrhée aqueuse sévére, entrainant une déshydratation rapide et potentiellement fatale
si elle n'est pas traitée. La transmission se fait principalement par l'eau et les aliments contaminés
(Harris et al., 2012). D'autre part, Vibrio fluvialis est également une pathogeéne gastro-intestinal
majeur, cette bactérie halophile a Gram négative est souvent trouvée dans les environnements cotiers.

Les infections causées par V. fluvialis surviennent fréquemment dans les pays ou les fruits de mer crus

7



Chapitre 1 : Exploration du microbiote intestinal

sont largement consommés. Cette bactérie est associée a des épidémies de diarrhée et des cas
sporadiques extra-intestinaux. Dans de nombreux cas, V. fluvialis provoque une diarrhée similaire a
celle causée par le choléra (Allton et al, 2006). Comparé a d'autres Vibrio cliniques, V. fluvialis

montre une résistance aux antimicrobiens largement rapportée (Ramamurthy et al, 2014).

¢) Pseudomonas aeruginosa : Est une pathogéne opportuniste largement répandu, Gram négative qui
peut coloniser l'intestin des patients immunodéprimés (Von Klitzing et al, 2017), ou chez les
individus souffrant de certaines pathologies telles que le syndrome du célon irritable ou la colite
ulcéreuse (Kerckhoffs et al, 2011 ; Shukla et al, 2015 ; Chong et al, 2019). Le transport intestinal
de P. aeruginosa peut entrainer des syndromes diarrhéiques chez les sujets exposés a une thérapie
antibiotique prolongée (Von Klitzing et al, 2018), ou des maladies intestinales accompagnées de
septicémie, telles que la "fievre de Shanghai” (Hoff et al, 2020). Chez les patients malades et
immunodéprimés, la colonisation intestinale par P. aeruginosa seule a été associée a une augmentation
de trois fois du taux de mortalité¢ (Chuang et al, 2013). De plus, la forte capacité a former des biofilms
dans de nombreux environnements rend les thérapies antibiotiques inefficaces et conduit a I'apparition
de conditions chroniques (Zaborina et al, 2006 ; Von Klitzing et al, 2017). Pseudomonas
aeruginosa peuvent ¢galement développer une résistance aux antibiotiques qui peut étre acquise par
différentes voies, notamment les mutations génétiques et le transfert horizontal des génes de résistance
dont la sélection de souches résistantes peut étre favorisée par I'utilisation excessive ou inappropri¢e
d'antibiotiques, ainsi que par d'autres facteurs environnementaux et cliniques (Barbier et Wolff,

2010).

d) Staphylococcus aureus : Est une bactérie Gram positive pathogéne opportuniste humain et résilient,
responsable d'infections graves aigu€s et chroniques, qui colonise les surfaces muqueuses et est
souvent impliqué dans des co-infections polymicrobiennes (Sharma et al, 2019), elle peut interagir
de maniére coopérative avec d'autres especes telles que Candida albicans (Peters et Noverr, 2013 ;
Nair et al., 2014), Enterococcus faecalis (Peters et al., 2010), Haemophilus influenzae (Madhi et al.,
2007 ; Weigel et al., 2007), et le virus de la grippe (Margolis et al., 2010). S. aureus est également
lI'un des agents pathogenes d'origine alimentaire les plus courants, responsable de plus de 240 000
infections gastro-intestinales par an (Cukrowska et al, 2020). Son potentiel pathogene a augmenté

ces dernieres années avec l'émergence de souches multi-résistantes, telles que la souche SARM
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(Staphylococcus aureus résistant a la méticilline) qui représente un probléme de santé publique

important car elle est facilement isolée dans les milieux communautaires (Scallan et al., 2011).

e) Kilebsiella : Est une bactérie a Gram négative appartenant a la famille des Enterobacteriacea souvent
inoffensive, est une cause courante d'infections opportunistes résistantes aux antimicrobiens chez les
patients hospitalisés (Zhang et al., 2023). Ces pathogenes présentent fréquemment une résistance aux
carbapéneémes et a d'autres antibiotiques critiques en raison de la production de béta-lactamases a
spectre étendu et de carbapénémases (Karampatakis et al., 2023). Les especes de Klebsiella sont
¢galement isolées des selles des individus atteints de colite hémorragique et de diarrhée (Joainig et
al., 2010 ; Kaur et al, 2018) et peuvent également coloniser le tractus gastro-intestinal humain, en
particulier celle des patients atteints de maladies inflammatoires de l'intestin (Tiwana et al., 1998 ;
Paczosa et Mecsas, 2016) en entrainant un cycle continu de Iésions de la muqueuse colique par
diverses cytokines aboutissant éventuellement au développement de la maladie de Crohnl4

(Podschun et Ullmann, 1998).

f) Bacillus sp : Telles que Bacillus cereus et Bacillus subtilis sont des bactéries a Gram positive, formant
des spores, mobiles, aérobies et anaérobies facultatifs, mais présentant des différences notables en
termes de pathogénicité. Bacillus cereus provoque deux types d'intoxications alimentaires : le type
diarrhéique et le type émétique. Le type diarrhéique est causé par des entérotoxines complexes
(Beecher et Wong, 1997 ; Lund et Granum, 1997) produites pendant la croissance végétative de B.
cereus dans l'intestin gréle (Granum, 1994). La toxine émétique est produite par les cellules en
croissance dans les aliments (Kramer et Gilbert, 1989). Bacillus subtilis, bien que moins pathogene
que B. cereus, est également impliqué dans des maladies d'origine alimentaire. Les symptomes les
plus courants sont les vomissements, mais des cas de diarrhée ont aussi été fréquemment signalés
(Logan, 2012). De plus, B. subtilis peut présenter une résistance aux antibiotiques telles que les

bétalactamines (Fiedler et al., 2019).
1.1.3 Flore commensale

Un microbiote intestinal sain et équilibré composé d’un écosystéme de bonnes bactéries intestinales
riches et diversifiés est essentiel pour notre bonne santé. L'écosystéme du colon humain seul est estimé
contenir plus de 400 especes bactériennes, appartenant & un nombre limité de divisions taxonomiques
larges (Eckburg et al., 2005). Les bactéries du genres anaérobies Bactéroides, Eubacterium, Clostridium,

Ruminococcus et Faecalibacterium ; généralement constituent la grande majorité de la communauté
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microbienne intestinale adulte humaine. Néanmoins, la communauté microbienne de chaque adulte
semble étre unique avec une structure qui reste stable pour plusieurs mois (Zoetendal et al., 1998 ;
Eckburg et al, 2005 ; Ley et al, 2006). Parmi ces bonnes bactéries, également appelées “bactéries
probiotiques”, on retrouve notamment les lactobacilles ou encore les bifidobactéries qui jouent un role
crucial dans le maintien de la santé intestinale, leur présence équilibrée dans le microbiote intestinal assure
le bon fonctionnement physiologique de l'organisme (Zhang et al., 2020). L’émergence de résistance aux
médicaments parmi les isolats bactériens a contraint la communauté scientifique a développer de nouvelles
alternatives naturelles telles que les probiotiques pour prévenir et traiter les maladies. Ces probiotiques en
particulier les lactobacilles ont la capacit¢ d’inhibé la croissance d'agents pathogeénes microbiens
intestinaux courants : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonie et pseudomonas

aeruginosa (Jamalifar et al., 2011 ; Hawal et al, 2023).
Les bactéries constituant la flore commensale ont plusieurs roles dans :

1. La digestion des aliments et la production d’enzymes : Les bactéries intestinales bénéfiques, telles
que les lactobacilles et les bifidobactéries participent activement a la dégradation des aliments,
notamment des fibres alimentaires et en produisant des enzymes qui décomposent les aliments en
¢léments plus simples favorisant ainsi leur absorption et leur utilisation par le corps (Zhang et al.,

2020).

2. Production d'acides gras a chaine courte (AGCC) : certaines bactéries du microbiote intestinale
ont la capacité de produire des acides gras a chaine courte (AGCC) ; qui nourrissent les cellules de la
paroi intestinale, ces composés renforcent la barriére intestinale, régulent I'état inflammatoire et

contribuent a maintenir une fonction intestinale saine (Biddle et al, 2013 ; Herrmann et al., 2018).

3. Protection contre les agents pathogénes : Les bonnes bactéries intestinales comme les
lactobacilles ; occupent les sites de fixation dans l'intestin, empéchant ainsi les agents pathogenes de
s'y fixer et de se développer. De plus, elles produisent des substances antimicrobiennes qui inhibent
la croissance des agents pathogenes réduisant ainsi le risque d’infections (Garcia-Gutierrez et al.,

2019).

4. Soutien du syst¢éme immunitaire : Un microbiote intestinal équilibré est essentiel pour renforcer le

systeme immunitaire et réduire les risques d'infections, d'allergies et de maladies et certaines bactéries
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interagissent avec le systéme immunitaire en stimulant la production de cellules immunitaires et en

renfor¢ant la réponse immunitaire (Mazziotta et al., 2023).

5. Production de vitamines essentielles : Les bactéries intestinales bénéfiques contribuent a la
production de vitamines essentielles telles que la vitamine K et certaines vitamines du groupe B qui

sont importantes pour divers processus métaboliques dans I'organisme (Hill, 1997).
I.2 Microbiote intestinal néonatal

Durant la grossesse, le fcetus est dans un environnement stérile et a la naissance le tube digestif du
nouveau-né est rapidement et massivement colonisé par un microbiote peu diversifi¢ des les premiers
mstants de la vie a I'extérieur. En effet, lors de la naissance le nouveau-né absorbe les bactéries fécales
vaginales et cutanées de la mere ainsi que toutes les bactéries du milieu environnant (Grondlund et al,

1999).

Le microbiote initial prédominant qui persiste pendant la lactation est constitu¢ de Bifidobactéries.
Plus tard, le sevrage et l'introduction d'une alimentation spécifique modifient profondément la flore
néonatale qui se constitue alors progressivement par un microbiote de type adulte, c'est-a-dire les

Firmicutes et les Bactéroides dominent (Evrard et al., 2018).

La cinétique d’implantation de la flore suit un schéma relativement organisé. Les premicres bactéries
a coloniser dans les 24 a 48 heures apres la naissance sont des bactéries aérobies anaérobies facultatives :
les entérobactéries principalement Escherichia coli, les staphylocoques et les entérocoques. La
consommation d'oxygene par ces bactéries aérobies-anaérobies facultatives, avec des taux atteignant
rapidement 10'° & 10" unités formant colonie (UFC) par gramme de contenu colique réduit le potentiel
redox de la lumiére gastro-intestinale. Cette modification permet la transplantation de bactéries anaérobies
strictes appartenant aux genres Bifidobacterium, Bactéroides, Clostridium et Lactobacillus au deuxieme
ou troisieme jour de la vie. Au contraire, lorsque l'oxygene diminue, le niveau de formation de genres

aérobies diminue (Cilieborg et al., 2012) (Figure 1).
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Figure 1: Colonisation naturelle de ’intestin d’un nouveau-né au cours des
dix premiers jours de la vie (Schulze J et al., 2008).

De nombreux facteurs influencent la cinétique d'implantation et la composition de la flore intestinale
du nouveau-né, notamment le mode d'accouchement, I'environnement, le type de régime alimentaire, I'age
gestationnel et l'antibiothérapie (Harmsen, 2000 ; Affsa, 2005 ; Goulet, 2009). Les altérations dans le
processus d'établissement de la flore intestinale et le décalage dans I'implantation des bactéries intestinales
d'origine maternelle est en raison de pratiques d'hygieéne strictes pendant les accouchements ; ainsi que les
implications cliniques de ces changements ne sont pas enticrement comprises mais pourraient inclure
l'absence du développement d'une flore protectrice ou une stimulation insuffisante du syst¢éme immunitaire

intestinal (Campeotto et al, 2007).
I.2.1 Implantation et diversité des souches de Lactobacillus sp dans le microbiote néonatal

Les bactéries lactiques sont présentes dans l'intestin des nourrissons, bien qu'elles ne soient pas les
microorganismes prédominants. Leur origine dans la colonisation intestinale des nouveau-nés suscite des

débats (Wang et al., 2010).
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Le développement et la composition des bactéries lactiques varient d'une personne a l'autre, influencés
par divers facteurs notamment le type d'alimentation tel que le lait maternel, le mode d'accouchement
(vaginal ou césarienne), ainsi que l'environnement et les conditions d'hygiéne (Birri et al, 2013). Les
enfants nés par voie basse ont une flore bactérienne similaire a celle du vagin maternel, telles que les
especes du Lactobacillus et Prevotella, tandis que ceux nés par césarienne présente une composition
bactérienne plus semblable a celle de la peau avec certaines especes du Staphylococcus, Corynebacterium
et Propionibacterium (Dominguez-Bello et al., 2010). Les nourrissons sont colonisés par différents types
de bactéries notamment les entérobactéries, les bifidobactéries, les entérocoques et les lactobacilles. La
colonisation par les lactobacilles et les bifidobactéries est plus tardive chez les nourrissons nés par

césarienne que chez ceux nés par voie vaginale (Birri et al., 2013) (Figure 2).

1 day 10 days 30 days 90 days
% 13% 4%
57%
28% ‘ @ ‘ 26% 26%
3% 42%
Kol "'WJW 4%
5 4% 16%
9% N
e 59%
16%

B Streptococcus B Enterococcus
(] Lactobacillus M Staphylococcus
[ Bifidobacterium [ Others

Figure 2 : Pourcentages d'isolement des Lactobacillus au niveau des selles des nourrissons en
fonction de I’age (Solis et al., 2010).

Le mode d'alimentation du nourrisson exerce une influence significative sur la composition de sa flore
digestive ; au cours du temps les nourrissons allaités au sein présentent une abondance significative des
bactéries lactiques telles que les lactobacilles dans leur flore intestinale, ce qui contribue a une diversité

bactérienne favorable et a un équilibre sain dans leur microbiote intestinal (Cibik et al., 2004).

Les genres bactériens les plus abondants chez les nourrissons exclusivement allaités au sein, sont
Bifidobacterium, Lactobacillus, Staphylococcus et Streptococcus (Moore et Townsend, 2019), une
variété des espéces de Lactobacillus sont rencontraient aux selles d’un enfant notamment : Lactobacillus

fermentum, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus et d'autres (Bahri et al, 2014) (Figure 3).
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Especes de Lactobacillus

39.47% Lactobacillus spp
21.05% L.rhamnosus
13.16% L.fermentum
10.53% L.paracasei
5.26% L.salivarius
5.26% L.pentosus
2.63% L.acidophilus
2.63% L.reuteri
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Figure 3: Pourcentage des différentes especes isolées de lactobacilles a
partir de la matiére fécale des nourrissons (Al Kassaa et al., 2019).
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II.1 Introduction au genre Lactobacillus
II.1.1 Taxonomie

Le genre Lactobacillus est prédominant parmi les bactéries lactiques en termes de quantité (Huanget
al., 2018 ; Belkheziz, 2020). Les lactobacilles comprennent diverses espéces bactériennes présentes

partout dans la nature, mais qui sont rarement pathogénes (Denis et al., 2007).

L'histoire de Lactobacillus commence avec la proposition de Beijerink. (1901) pour ce genre ; plus
tard Horla-Jensen. (1919) a proposé¢ de classer les especes de ce genre en trois sous familles en fonction
de leur métabolisme et de leur température de croissance : Streptobacterium, Thermobacterium et
Betabacterium (Holzpfel et al., 2001 ; Gatti et al.,, 2004). Dans 1’ouvrage "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology" ; les bactéries de ce genre sont classées dans la section 14 « Batonnets non sporulés
communs a Gram positive » et sont divisés en trois groupes similaires aux groupes d'Orla-Jensen : A -
homofermentaires obligatoires, B - hétérofermentaires facultatifs et C — hétérofermentaires (Kandler et

Weiss, 1986)

Le genre Lactobacillus (Lb) appartient aux phylums des Firmicutes a la classe des Bacilli, 'ordre des
Lactobacillales et a la famille des Lactobacillaceae ; ¢’est le genre principal de cette famille (Sneath et
al., 1986). En 2006, le genre a été divisé en sept groupes phylogénétiques : Lb. casei, Lb. debrueekii, Lb.
buchleri, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. sakei et Lb. salivarius (Hammes et Hertel, 2006) avec 196
d’autres especes (Huang et al, 2018).

I1.1.2 Caractéres morphologiques

Les Lactobacillus varient en apparence, allant des bacilles longs et minces aux coccobacilles,
en passant par un batonnet court ou une forme légerement flexible (Figure 4, 5). Ils sont Gram positives,
non sporulés souvent associés a des chaines et généralement non mobiles (Sneath et al., 1986 ;

Hammes et Hertel, 2006).
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Figure 4 : Contraste de phase (A-E) et d'¢lectron (F)
illustrant les différentes morphologies cellulaires des
Lactobacillus. A, Lactobacillus gasseri ; B,
Lactobacillus agilis ; C, Lactobacillus curvartus ; D,
Lactobacillus minor ; E, Lactobacillus fermentum ;
et F, involution de Lactobacillus dans une section mince
de grain de kéfir (Vos et al., 2009).

I1.1.3 Caractéres biochimiques

Figure 5 : Observation de Lactobacillus plantarum

sous microscope électronique
(Parlindungan et al., 2018)

a

balayage

Les lactobacilles sont catalase négative, certains ont une pseudo catalase ; ils manquent de cytochrome.

Ils sont généralement négatifs a la nitrate réductase, a la gélatinase et peuvent étre micro aérophiles ou

anaérobies (Prescott et al, 2003) avec un métabolisme énergétique exclusivement fermentaire. Le

métabolisme des Lb est soit homofermentaire produisant uniquement de l'acide lactique a partir du

glucose, soit hétérofermentaire avec la production d'acide lactique, d'acide acétique et de CO2 (Desai,

2008). Selon le type de fermentation, les lactobacilles sont répartis en trois groupes selon la classification

d’Orla-Jensen révisée par Kandler et Weiss (De vos et al., 2009).
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Groupe I « Thermobacterium » : Comprend les espeéces homofermentaires obligatoires, c'est-a-
dire ceux qui produisent uniquement de l'acide lactique a partir du glucose et ne peuvent pas
fermenter les pentoses ou le gluconate. Ils contiennent de la fructosel,6-diphosphate aldolase et de
la phosphofructokinase. Ce groupe comprend principalement des especes présentes chez I'homme et
l'animal qui participent a l'équilibre de la microflore de l'organisme (exemple : Lb. acidophilus et

Lb. gasseri).

Groupe II « Streptobacterium »: Comprend les espéces a métabolisme hétérofermentaire
facultatif ; ces derniers utilisent la voie homofermentaire mais sont capables d'utiliser la voie
hétérofermentaire dans certaines conditions telles qu'une concentration limitée en glucose, ces
especes possede également la fructose-1,6-diphosphate-aldolase et une 6-phosphogluconate

déshydrogénase (exemple : Lb. casei, Lb. sake, Lb. curvatus et Lb. plantaru).

Groupe III « Betabacterium » : Comprend les especes hétérofermentaires obligatoires qui produit
des quantités équimolaires de CO-, d'acide lactique, d'acide acétique et/ou d’éthanol ; les pentoses
sont fermentés en acide lactique et acétique par la voie de la phosphocétolase car ces bactéries
possedent de la phosphocétolase mais pas d'aldolase. Certaines espéces de ce groupe fait partie de
la microflore du lait et des produits carnés et se développent méme dans le systéme digestif humain

en participant a 1'équilibre de la flore intestinale (exemple : Lb. brevis et Lb. fermentum).

I1.1.4 Caractéres culturaux et exigences nutritionnelles

La plupart des lactobacilles se développent dans un intervalle de température comprise entre 15 et 42°C,

et certaines souches dites « thermophiles » restent viables a 55°C (Adams et Moss, 2000 ; Tailliez, 2004).

Ils se développent mieux dans des conditions acides avec un pH d'environ 4,5 a 6,4 mais leur croissance

s'arréte a un pH d'environ 3,5 (De Vos et al., 2009). Ce sont des anaérobies facultatifs mais ils poussent

mieux dans une atmosphére contenante 5 a 10 % de dioxyde de carbone (Laprent, 2000).

Le milieu le plus adapté a leur culture est le milieu Man, Rogosa et Sharpe (MRS) ; les colonies se

forment sur gélose MRS dans les 24 a 48 heures, et elles sont généralement petites, incolores, blanches ou

jaunatres, lisses ou rugueuses, rondes ou lenthiques (De Vos et al, 2009). Généralement ce milieu stimule

la croissance des bacilles longs et minces (parfois légerement incurvés) ou des coques isolées ou en chaine,

leur longueur et leur degré de courbure dépendent de l'dge de la culture, de la composition de
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I'environnement et du niveau d'oxygene (Axelsson, 2004). La propriété Gram positive peut étre perdue

dans les cultures anciennes (Collins et al., 2009).

En plus de la source de carbone et d’azote, les lactobacilles présentent diverses exigences
nutritionnelles, qui peuvent étre catégorisé€es selon les classifications de De Man et al. (1960) et De Vos

et al. (2009). :

a) Exigences en vitamines : Toutes les espéces de lactobacilles ont un besoin important en vitamines
telles que la pantothenate (BYS), la niacine (B3) et la cobalamine (B12). Les carences en vitamine B12
peuvent conduire a une diminution de la synthése de I'ADN, entrainant des changements
morphologiques tels que 'allongement des cellules par exemple une telle élongation cellulaire chez

Lactobacillus helveticus subsp. jugurti en cas de carence en cobalamine (B12) ou en acide folique.

b) Exigences en bases azotées : Dans les milieux de culture synthétiques, les lactobacilles ont besoin
d'adénine, de cytosine, de désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et d'uracile pour leur

croissance ; ces besoins peuvent varier selon les especes.

¢) Exigences en cations : Les ions Mg ?"Mn?" ¢ Fe?" sont essentiels a la croissance des lactobacilles, le
manganese et le magnésium agissent comme activateurs de nombreuses réactions enzymatiques et
stabilisent la structure des acides nucléiques, des ribosomes et de la membrane cellulaire des

lactobacilles.
11.1.5 Identification

Les milieux de cultures sélectifs sont largement utilisés pour différencier les lactobacilles en fonction
de leur phénotype. Les tests phénotypiques classiques pour leur identification sont basés sur des
caractéristiques physiologiques telles que la motilité, la température de croissance, le type respiratoire et
la croissance dans le chlorure de sodium ainsi que sur diverses caractéristiques biochimiques telles que le
type de fermentation, le métabolisme des substrats glucidiques, la production d'isomeres de l'acide
lactique, la coagulation du lait et la présence d'enzymes spécifiques comme l'arginine dihydrolase. Il existe
également trois tests API (API 50 CH, LRA Zym et API Zym) pour une identification plus précise
(Charteris et al., 2001). L'identification des especes de lactobacilles peut étre difficile avec les méthodes
biochimiques ce qui repose principalement sur des expériences de fermentation de sucre car il existe un
grand nombre d'especes, donc la galerie API 50 CH est considéré comme la méthode biochimique la plus

utilisée et probablement la plus fiable (Roissart et Luquet, 1994 ; Ozgun et Vural, 2011).
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L’utilisation d'outils taxonomiques moléculaires tels que 1'hybridation quantitative ADN/ADN et le
séquengage du géne ADNr-16S ont permis de lever les ambiguités et dénommer avec précision les especes

de lactobacilles ; présentant un intérét sanitaire et nutritionnel (Dellaglio et Felis, 2005).
I1.2 Propriétés Antibactériennes des Lactobacillus sp.
I1.2.1 Compétition spécifique et non-spécifique pour I’adhésion

Les lactobacilles probiotiques empéchent l'attachement des agents pathogenes aux cellules
intestinales (Isolauri et al., 2004 ; Kim et al., 2009 ; Kim et Ho, 2010), parce que la plupart des infections
intestinales commencent par I’adhésion d’un pathogeéne aux cellules entérocytaires de 1’hote ; certains
d’entre eux sont capables d'empécher physiquement les agents pathogeénes de pénétrer dans les entérocytes
(Gueimond et al., 2006 ; Kim et al., 2008 ; Lebeer et al., 2010). Ce mode d'action serait comparable a
celui observé chez le microbiote intestinal lorsqu'il fait face aux infections bactériennes (O’Hara et

Shanahan, 2007).

Les mécanismes de compétition d'adhésion se produisent généralement de deux manicres (Servin

et Cocconier, 2003) (Figure 6) :
» Compétition spécifique par les adhésines (Gueimond et al., 2006).

» Compétition non spécifique impliquant des interactions de liaison faibles (forces De Van Der Waals,

forces électrostatiques et liaisons hydrogéne) (Kim et al, 2008 ; Shanahan, 2011).
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Figure 6 : Adhésion des lactobacilles dans I’intestin ; (a) spécifique, (b) non spécifique
(Servin, 2004).

11.2.2 Production de substances antibactériennes

Les lactobacilles d'origine humaine peuvent produire des agents antibactériens qui agissent sur les
pathogenes in vitro et in vivo, ces substances peuvent étre des acides, des substances organiques (lactique,

acétique et diacétyle), du peroxyde d'hydrogene ou des protéines appelées bactériocines (Servin, 2004).
a) Les acides organiques

L'acide lactique et l'acide acétique sont actifs contre les micro-organismes pathogénes de l'intestin
impliqués dans la diarrhée (Servin, 2004) et sont produites pendant la fermentation lactique. Leur effet

antibactérien contre les bactéries pathogénes se manifeste en deux manicres :

» Un effet direct, ou les acides organiques diffusent passivement a travers la membrane bactérienne
sous leur forme non dissociée, ils acidifient le cytoplasme aprés dissociation et inhibent 'activité
enzymatique des cellules d'agents pathogénes sensibles aux acides ; cette diminution du pH peut
donc affecter la viabilité des bactéries pathogenes (Aiba et al, 1998 ; Alakomi et al., 2000 ;

Lavermicoccaet al., 2008). Le mécanisme d’action est décrit dans la figure 7.
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» Un effet indirect résultant de la tolérance des lactobacilles a l'acidité, en milieu acide, la
compétitivité de ces bactéries est meilleure par rapport aux autres bactéries (Servin, 2004 ;

Tejero-Sarinena et al., 2012).

~

Lactobacille Pathogéne

Fermentation

Glec — » X-COOH

Lactique

» X-COOH —— X-COO" +H"

l

Inactivation des
enzymes

\_

X-COOH = CH3COH-COOH dans le cas d’acide lactique

Figure 7 : Mode d’action des acides organiques sur les pathogeénes comme décrit par Rousseau. (2004).

b) Peroxyde d’hydrogéne

Les lactobacilles sont catalase négative mais certaines souches peuvent accumuler du peroxyde
d'hydrogeéne H»0O,. La formation du peroxyde d'hydrogéne serait due a la l'action d'oxydase et d'une
superoxyde-dismutase (Condon, 1987), le peroxyde d’hydrogeéne est capable d’inhiber de nombreux
pathogenes et son activité antimicrobienne découle de son effet oxydant sur la cellule bactérienne et la
destruction des protéines cellulaires (Suskovié et al., 2010). Sa toxicité provient du pouvoir oxydant de
la molécule elle-méme ainsi que de ses métabolites, tels que le radical hydroxyle (OH’) et l'anion
superoxyde (027), générés par des agents réducteurs et des enzymes peroxydases. Ces substances peuvent
altérer les protéines, notamment en inactivant les enzymes cytoplasmiques. Les réactions sont décrites

dans la figure 8.

Toutefois, les lactobacilles et les lactocoques évitent I'autodestruction grace a la présence de la NADH

peroxydase, qui convertit le peroxyde d'hydrogene (Migdal et Serres, 2011).
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Lactobacille

/ Pathogéne \

Inactivation des enzymes.

Oxydase H20-
O, —— H:02 — "  Augmentation de la perméabilité.
flavoprotéinique NADH OH*
%eroxydase Oy Mutation de I’ADN.

H20

lons halogénures K /

+ peroxydases.

Figure 8 : Mode d’action du peroxyde d’hydrogene et de ses dérivés sur les pathogeénes décrit par
Rousseau. (2004).

¢) Les bactériocines

Les bactériocines sont des peptides synthétiques ribosomiques produits par certaines bactéries avec un
effet antimicrobien qui est soit bactéricide provoquant la mort des bactéries cibles, soit bactériostatique
empéchant la croissance des bactéries. Les plus étudiées sont les bactériocines produites par les bactéries
lactiques connues pour leur role dans la bonne conservation des aliments (Lagha et al, 2017). IIs ont un
effet inhibiteur qui cible les bactéries proches de la souche bactérienne, dont les plus connues sont : la

nisine, la diploxine, I'azidophylline et la Bulgarican (Samedi et Charles, 2019) (Figure 9).

D'apres Dortu et Thonart. (2009), toutes les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont
efficaces contre les bactéries Gram positive mais ne présentent pas d'activité contre les bactéries Gram
négative, en raison de la barriére constituée par la membrane externe de ces dernieres qui empéche 'acces

des bactériocines a leur site d'action sur la membrane interne.

La plupart des bactériocines produites par les bactéries lactiques ont le méme mécanisme d'action, en
affectant principalement la membrane externe des bactéries cibles, formant des pores qui conduisent a la
libération du contenu intracellulaire et a la mort des bactéries affectées (Figure 9) (Samedi et Charles,

2019).

L'efficacité des bactériocines produites par les bactéries lactiques est principalement due a l'interaction

¢lectrostatique avec des groupes phosphate chargés négativement sur les membranes cellulaires cibles via
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la liaison initiale, la formation de pores et la destruction cellulaire provoquant des dommages mortels et

l'activation de 'autolysine pour cliver la paroi cellulaire (Singh, 2018).

Les lactobacilles sont largement connus pour la production de bactériocines telles que : l'acidocine B
(Lb. acidophilus M46), la lactacine F (Lb. johnsonii), la lactacine S1 et la lactacine S2 (Lb. salivarius
BGHOV1), la gasséricine A (Lb. gasseri LA39), brévicine 27 (Lb. brevis SB27), la plantaricine ASM1 (Lb.
plantarum A1) (Dortu et Thonart, 2009) et la plante 80 (Lb. casei B80) (Rammelsberg et al., 1990 ;
Todorov, 2005).

d) Le diacétyle

Les bactéries lactiques hétérofermentaires produisent de I'acétaldéhyde actif par décarboxylation du

OGD &P

Pathogéne

20l

Figure 9 : Mode d'action des bactériocines sur les pathogenes (Rousseau, 2004).

Bactériocine

o>

pyruvate, qui se condense ensuite avec le pyruvate pour former I'a-acétolactate et est converti en diacétyle

par l'a-acétolactate synthétase (Suskovié et al., 2010).

Le diacétyle (C4HgO2) est I'un des composants aromatiques les plus importants, une forte production
de ce dernier conduit a un pH légerement acide. 11 posséde des propriétés antibactériennes et un effet
inhibiteur plus important sur la croissance des bactéries Gram négative que sur les bactéries Gram positive

(Jay, 1982).
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I1.2.3 Concurrence pour l'utilisation des nutriments

L'inhibition de la croissance des agents pathogenes peut étre également obtenue grace au processus
de limitation des nutriments (Fuller, 1991). Ce facteur détermine la composition du microbiote intestinal,
par conséquent une augmentation du nombre de lactobacilles obtenus a partir de la consommation de
probiotiques réduit les substrats disponibles nécessaire pour la transplantation de bactéries pathogenes

(Oelschlaeger, 2010).
11.2.4 Stimulation des mécanismes de défense immunitaire

Ce mécanisme implique l'interaction des lactobacilles avec le systéme immunitaire, pour
augmenter la réponse immunitaire de I'hdte contre les agents pathogenes. Parmi les effets observés,
certains auteurs soulignent la stimulation de l'immunité adaptative (IgA, IgG) et innée (macrophages,

basophiles, monocytes) (Lee et Mazmanian, 2010).
D'autres modes d'action des probiotiques ont également été proposés :

a) La co-agrégation : l'isolement des pathogenes sous forme d'agrégats (des Lactobacillus collées les
unes aux autres) empéche leur formation dans l'intestin (Pagnini et al., 2010).

b) L’activation des cellules de la muqueuse et du systéme immunitaire par des micro-organismes peut
conduire a la production de molécules antibactériennes (défensines et lysozymes) ou d'antitoxines (par
exemple, phosphatase alcaline) dans les cellules hotes (Madsen et al, 2001).

¢) L'exposition des cellules humaines aux probiotiques peut augmenter la force des Jonctions serrées, ce
qui limite les dommages induits par I'inflammation et le recrutement des macrophages vers le site de

l'infection tout en empéchant la translocation des agents pathogénes (Oelschlaeger, 2010).
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes

Cette étude a été réalisée dans le Laboratoire de Microbiologie Appliqué a I’Agroalimentaire, Au
Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) de 1'Université Abou-Bekr Belkaid-Tlemcen durant la
période février -mai de I’année 2024. L’objectif de ce travail repose sur :

v' L’isolement et I’identification des souches de lactobacilles a partir de la matiére fécale des

nourrissons.

v L’étude de leurs potentiel antibactérien vis-a-vis des souches pathogénes gastro-intestinales.

ITII.1 Matériel
I11.1.1 Matériel biologique

I11.1.1.1 Bactéries
a) Les souches isolées
Les souches des lactobacilles ont été isolées a partir des échantillons prélevés de la maticre fécale des

nourrissons et identifier par les techniques de microbiologie classique.

b) Les souches a tester pour P’activité antibactérienne
Pour la mise en évidence des activités antibactériennes de lactobacilles, Sept (07) souches pathogenes
incriminées dans les intoxications gastrointestinales ont été utilisées : Bacillus cereus, Bacillus subtilis,

Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Vibrio fluvialis.

II1.1.2 Milieux de cultures

Milieu MRS bouillon et gélose.

Bouillon nutritif.

Gélose Mueller-Hinton.

TSI (Triple Sugar Iron).

I11.1.3 Appareillage
= Agitateur électrique
= Autoclave
= Bain marie

= Balance
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Centrifugeuse

DiluPhotometer
= Etuve

= Micropipette

= Microscope ¢lectronique a balayage environnemental.,

=  Microscope optique
=  pH-metre

= Réfrigérateur

= Vortex.

II1.1.4 Réactifs, colorants et autres

Bandelette d’oxydase.
= FEau oxygénée 10vol.
= Eau physiologique.

= Ethanol 96%

= Fuchsine.

= Glycérol.

= Huile 4 immersion.

= Lugol

= NaCl

= Violet de Gentiane.
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II1.2 Méthodes
I11.2.1 Echantillonnage et isolement

Un ensemble de trois échantillons des selles des trois nourrissons ont été prélevés a l'aide des cuilléres
et d'écouvillons stériles, ces derniers sont placés dans des pots stériles puis acheminés dans les 30 minutes
au Laboratoire de Microbiologie (LAMAABE) pour étre étudiés. Cette collecte a été réalisée au sein de

la maternité du Centre Hospitalo Universitaire de Tlemcen ; un questionnaire a été réalis¢ (Annexe 3).

Apres avoir réalisé¢ une pesée aseptique de 1 gramme d’échantillon, celui-ci est transféré dans 9 ml
d'eau physiologique stérile pour réaliser une dilution a partir de la dilution mere. Aprés homogénéisation,
1 ml de cette derniére est mélangé avec 9 ml d'eau physiologie stérile pour obtenir une dilution de 10 !,

répétant ce processus de dilution jusqu'a la dilution 10 (Guiraud, 1998).

Chaque dilution est ensemencée sur des boites de Petri contenant le milieu de culture MRS, optimisé
pour la croissance des lactobacilles, en déposant 100 pul de chaque dilution a la surface du milieu de culture,
puis en ¢étalant uniformément la suspension avec un rateau constitué a l'aide d'une pipette Pasteur stérile,

avant d'incuber les boites a 37°C pendant 24 a 72 heures.

Il est recommandé de sceller hermétiquement les boites de Pétri avec du ruban adhésif, selon Leveau
et al. (1991) pour réduire 1'exposition des lactobacilles a 'oxygene, car elles sont relativement sensibles a

celui-ci.
II1.2.2 Purification

Afin d’isoler les souches de Lactobacillus, des repiquages successifs ont été effectués sur gélose MRS.
Les préléevements et la remise en suspension ont été réalisés exclusivement pour des colonies distinctes,
homogenes et bien développées. La pureté des souches est confirmée par 1'observation macroscopique des
colonies et aussi par 1’observation microscopique, en s'assurant que la forme des cellules est uniforme sur

toute la lame en utilisant la méthode de coloration de Gram.
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111.2.3 Identification des lactobacilles

I11.2.3.1 Caractérisation phénotypique

a) Examen macroscopique

Consiste a décrire les colonies obtenues apres culture bactérienne de la souche sur milieu solide MRS
pendant 24 a 48 heures. Cette description se base sur des critéres tels que la taille, la pigmentation, le

contour et 1'aspect des colonies.
b) Examen microscopique
e Observation par microscope optique

Dans le cadre de notre étude visant a cibler exclusivement les lactobacilles, nous utilisons un frottis
préparé a partir d'une colonie isolée, soumis ensuite a la coloration de Gram et observé par microscope
optique (Annexe 4). Cette méthode permet de distinguer les bactéries en deux principales catégories : les
bactéries Gram positive, qui conservent une coloration violette aprés décoloration par l'alcool, et les
bactéries Gram négative, qui prennent une coloration rose. La coloration de Gram permet également de
visualiser la morphologie des cellules et leur mode de regroupement (Coico, 2001). Les lactobacilles, en

tant que bactéries Gram positive, maintiennent la coloration violette caractéristique du violet de gentiane.
e Observation par microscope électronique a balayage environnemental (MEBE)

Pour confirmer les observations initiales obtenues a l'aide du microscope optique, nous avons procédé
a un examen complémentaire en utilisant la microscopie électronique a balayage environnemental
(MEBE). Les frottis des échantillons sont placés sous microscope ¢électronique a balayage, ou un faisceau
d'¢lectrons a balayé leur surface, produisant des images a haute résolution des structures microbiennes
présentes. Ce processus nous permis d'obtenir des détails ultra structuraux précis des lactobacilles,

confirmant et complétant les observations faites sous microscope optique.

I11.2.3.2 Caractérisation biochimique et physiologique

a) Test catalase

Le test de catalase consiste a détecter la présence de I'enzyme catalase en émulsionnant la colonie
bactérienne a tester sur une lame dans de I'eau oxygénée a 10 volumes. Les lactobacilles sont dépourvus

de cette enzyme qui est capable de décomposer I'eau oxygénée, qui est indiquée par la formation abondante
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de bulles d'oxygene dans I'émulsion qui vont s’échapper sous forme de mousses (Stiles et Holzapfel,

1997). La réaction biochimique réalisée est la suivante :

2 H20, — 2H0+02

Catalase

b) Test oxydase

Le test de détection de 1'enzyme cytochrome oxydase est réalisé chez les bactéries Gram négative qui
produisent cette enzyme, comme Neisseria ou Pseudomonas. Cette enzyme a la capacité d'oxyder un
réactif appelé « N-Diméthyle Paraphénylene Diamine ». L'activité de 1’oxydase est évaluée selon le
protocole décrit par Kovacs (1956), ou une colonie pure est déposée sur une bandelette d'oxydase. Siune
couleur bleue se développe, le test est positif indiquant la présence de l'enzyme ; il est a noter que les

lactobacilles sont négatifs pour ce dernier.
¢) Métabolisme des sucres

Selon le protocole de Denkova et al. (2017) ; la gélose TSI (Triple Sugar Iron.) en tube, est utilisée
pour l'identification des bactéries en mettant en évidence leur capacité a fermenter trois sucres : le lactose,
le glucose et le saccharose avec ou sans production de gaz et/ou de sulfure d'hydrogéne (H:S).
L’ensemencement est réalisé par une inoculation profonde du culot sur le méme milieu avec strie médiane
sur la pente, un tube témoin non inoculé est également utilisé pour observer le changement de couleur

(Annexe 6), apres 24h d’incubation a 30°C, les résultats observés sont les suivants :
v Fermentation du glucose : le culot devient jaune.
v Fermentation du lactose et/ ou saccharose : la pente inclinée prend une teinte jaune.
v Production de gaz : apparition de gaz qui est visible dans le culot.
v Formation de H-S : une coloration noire se forme entre le culot et la pente, ou le long de la piqfire.
d) Croissance a différents intervalles de températures

Ce test permet de distinguer les lactobacilles thermophiles des lactobacilles mésophiles. Les

différentes cultures sont incubées a des températures différentes : 30°, 37° et 55°C pendant 48h sur
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bouillon MRS. La croissance est appréci¢e par I’apparition d’un trouble en comparaison avec un tube

témoin non ensemencé.
111.2.4 Conservation

v' A court terme : La conservation a court terme des souches pures est effectuée dans un milieu

solide sur tube incliné. La croissance des cultures est maintenue a 4°C.
v A long terme : Cette conservation est effectuée dans des tubes Eppendorf a une température de
-20°C, d’ou 0.5ml de la culture bactérienne est ajoutée a 0.5ml de glycérol (50% /50%).
I11.2.5 Mise en évidence de I’activité antibactérienne

Les souches de lactobacilles sont testées pour leur pouvoir antibactérien a partir des cultures jeunes en

phase de croissance vis-a-vis des bactéries pathogénes gastro-intestinales (Tableau 1).

Tableau 1 : Origine des souches pathogenes gastro-intestinales

Souches Origine
Bacillus cereus ATCC11778
Bacillus subtilis ATCC6633

Escherichia coli LAMAABE
Klebsiella sp. LAMAABE

Y2 ey e e Tanigi Xl Pieds des diabétiques

Staphylococcus aureus LAMAABE

Vibrio fluvialis Pacemaker

Le principe de la détection de 1’activité antibactérienne est basé sur la diffusion de 1’agent antibactérien
sur milieu de culture solide pour inhiber la croissance des bactéries pathogenes ; la confirmation de
I’activité antagoniste de nos souches de lactobacilles est réalisée par des méthodes basées sur la diffusion

d’agent antibactérien (Spots et Puits).

Pour réaliser le test d’antagonisme, il est nécessaire de disposer une préculture pure de lactobacille de
18h dans le bouillon MRS ayant une densité optique de 0.08 d’une part, et des souches pathogenes dont

la densité optique est comprise entre 0.08 et 0.1 a4 600 nm d’autre part. A partir des colonies de lactobacilles

33



Chapitre 3 : Matériel et méthodes

et des souches pathogenes, nous avons ensemencé ces derniers dans des tubes a essai contenant 10 ml du

bouillon nutritif et du bouillon MRS respectivement ; ensuite incubés a 37°C pendant 24 heures.

I11.2.5.1 Méthode des spots (double couche)

La méthode décrite par Fijan. (2016) a été appliqué ; aprés avoir coulé les boites de Pétri avec de la
gélose MRS (solidifiée et séchée), des volumes de 3ul des suspensions bactériennes des souches de
lactobacilles sont déposées en spots sur la surface, les boites sont séchées prés du bec benzéne pendant 30
minutes ensuite, les boites sont mises a 4°C pendant 2 heures afin de permettre la diffusion culture dans

la gélose puis incubées a 37°C pendant 18 h a 24h.

Apres incubation la gélose MRS contenant les spots est recouverte d une couche de 10 ml d’une gélose
Mueller-Hinton (MH) en surfusion ensemencée avec 1 ml d’une culture jeune des souches pathogenes,
puis les boites sont incubées a 37°C pendant 24 h. Une zone claire de plus de 1 mm autour du spot est

considérée comme positive.

I11.2.5.2 Méthode des puits (surnageant)

Selon Fijan. (2016), ce test permet de mettre en contact le surnageant des lactobacilles producteurs de
substances antibactériennes avec les souches pathogenes de références. Les boites de pétri contenant le
MH sont ensemencées par écouvillonnage avec les souches pathogenes, puis des puits de 6 mm de
diametre sont creusés a 1’aide d’une pipette pasteur stérile dans la gélose, ensuite 100ul du surnageant
obtenue apres la centrifugation de la culture jeune des lactobacilles est déposées dans les puits ; les boites
sont mises a 4°C pendant 2 heures afin de permettre la diffusion du surnageant de culture dans la gélose

ensuite incubés a 37°C pendant 18h (Figure 10).

34



Chapitre 3 : Matériel et méthodes

Muller Hinton
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Figure 10 : Schéma illustrant la méthode des puits.
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IV.1 Echantillonnage et isolement

Dans le cadre de cette étude, trois échantillons de selles ont été prélevés auprés de trois nourrissons.
Pour chaque échantillon ; une série de dilutions décimale a été réaliser afin d’isoler les souches du genre
Lactobacillus. Aprés culture sur gélose MRS, 2 souches de Lactobacillus ont été isolées jusqu'a la 6™
dilution a partir de la matiére fécale des nourrissons avec une charge importante au niveau du 2°™¢

¢chantillon ; a ’exception de 1’échantillon du 3éme nourrisson ou la culture été négative.

IV.2 Purification des lactobacilles
Les souches de Lactobacillus isolées a partir de la matiere fécale des nourrissons étaient purifiées par
plusieurs repiquages successifs sur le milieu MRS, ce qui a permis d'obtenir deux isolats de souche pure

des Lactobacillus.

IV.3 Identification des lactobacilles
Des colonies de morphologie similaire ont €té isolées a partir des échantillons de selles des
nourrissons 1 et 2. Les souches ont été caractérisées par la coloration de Gram, les tests de catalase et
d’oxydase. La morphologie cellulaire a été déterminée par microscopie optique et €lectronique a
balayage environnemental. De plus, des tests de fermentation des sucres et de croissance a différentes

températures ont été réalisés

IV.3.1 Caractérisation phénotypique
a) Examen macroscopique

Apres 24 a 48 heures d'incubation, la croissance bactérienne dans le milieu MRS est observable a I'ceil
nu, avec des colonies bactériennes visibles a la fois a la surface et en profondeur du milieu gélosé. Les
colonies isolées de Lactobacillus mesurent généralement environ 0.5 a 1 mm de diamétre. Elles sont
principalement de couleur blanche, parfois légérement transparentes. Les colonies peuvent avoir une
forme ronde avec un contour régulier ou parfois irrégulier. Les isolats présentent des variations dans leur

aspect qui peut étre soit lisse soit rugueux (Figure 11).
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Figure 11 : Aspect macroscopique des colonies pures de deux souches de lactobacilles sur
milieu MRS.

Nos observations sont en accord avec les caractéristiques macroscopiques décrites par Badis et al.

(2005) ainsi que par Denis et al. (2007) et aussi par Chidre et al. (2016).

b) Examen microscopique

e Observation par microscope optique
L'examen microscopique des deux souches isolées a révélé qu'elles étaient positives a la coloration de

Gram avec deux formes dominantes : bacillaires et coccobacilles observés a la fois sous forme isolée et

en chainettes (Figure 12 et 13).

» a) Lo\,.‘ >3

Figure 12 : Observation microscopique des Lactobacillus isolées de la matiere fécale du premier nourrisson
apres coloration de gram (Gx100). a) apres 24h d’incubation. b) apres enrichissement.
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Figure 13 : Observation microscopique des Lactobacillus isolées de la matiere fécale du deuxieme
nourrisson apres coloration de gram (Gx100). ¢) apres 24h d’incubation, d) aprés enrichissement.

Nos résultats sont en accord avec les ¢tudes menées par Kandler et Weise. (1986) ainsi que par
Axelsson. (1993), qui indiquent que les souches de Lactobacillus sont classées parmi les bactéries a Gram
positive et sont principalement composées de bacilles longs et fins ou de coccobacilles, ce qui confirme
nos propres observations.

e Observation par microscope électronique a balayage environnemental (MEBE)

L'observation au microscope ¢lectronique a balayage environnemental a révélé des images en haute

résolution des lactobacilles, mettant en évidence leur morphologie bacillaire alignée en chainettes (Figure

14)

2024/04/16 11:23 D36 x10k 10 um

TM1000-FS_Univ-TLEMCEN

Figure 14 : Observation microscopique d'une souche de
lactobacilles par MEBE (Gx10000).
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Aprés nos observations a la fois macroscopique et microscopique et aprés chaque enrichissement ; les
lactobacilles sont passés d'une forme isolée a une forme en chainette, avec une augmentation remarquable

de leurs quantités.

Selon Leroi. (2009), le passage du Lactobacillus d'une forme isolée a une forme en chainette ; et leurs
capacités a se reproduire et a former est favorisé par leur capacité a proliférer dans des conditions de

croissance favorables et a interagir spécifiquement entre eux.
IV.3.2 Caractérisation biochimique et physiologique
a) Test de catalase

L'absence de formation de bulles d'air aprés 1'application de peroxyde d'hydrogéne sur les colonies

cibles indique que les deux souches de Lactobacillus ne possede pas la catalase (Figure 15).

Ce qui a était constaté par les résultats de Kihal. (1996) et Carr et al. (2002) que les bactéries

Gram positive et dépourvu de la catalase sont généralement considérées comme des bactéries lactiques.

Selon le Manuel de la Systématique Bactérienne de Bergey, les Lactobacillus sont classés parmi

les Firmicutes a catalase négative (De Vos et al., 2009).

Figure 15 : Résultat négative du test catalase
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b) Test d’oxydase

Les deux souches étudiées n'ont pas montré de couleur violette et n'ont pas réagi avec les
bandelettes d'oxydase (oxalate de N-diméthyle-paraphényléne-diamine), ce qui indique 1’absence de cette

enzyme (Figure 16). Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Bernier et al. (2012).

- -

t7)(0I xolx F ¥O
X0 I

Figure 16 : Résultat négative du test d’oxydase.

¢) Métabolisme des sucres

Selon Denkova et al. (2017) nos résultats obtenus dans la figure 17, la coloration jaune
obtenue sur l'agar Triple Sugar Iron (TSI) pour les lactobacilles indiquent que les bactéries ont fermenté
le glucose, le lactose et/ou le saccharose présents dans le milieu. Le changement de couleur signifie que
la production d'acide a baissé le pH, résultant en une acidification du milieu. Ceci est cohérent avec le
métabolisme fermentatif des lactobacilles, qui produisent des acides lors de la fermentation des sucres. 11

n'y a pas de production de gaz (absence de bulles ou fissures) ni de H»>S (absence de noircissement).
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Figure 17 : Résultats du Test TSI pour des Souches de Lactobacillus : Fermentation Acide Totale
Indiquée par une coloration jaune uniforme.

d) Croissance a différents intervalles de température

Apres 48h d’incubation ; la présence de trouble a été observé pour les lactobacilles incubés a 30°C et
37°C avec une croissance significative des souches a ces températures. Aucune croissance n'a ét¢ détectée

a 55°C.

Selon Yang et al. (2018) les lactobacilles sont des bactéries mésophiles, ce qui signifie qu'elles
croissent le mieux a des températures modérées optimalement entre 30°C et 37°C. Cette étude a mise en
¢vidence la croissance de diverses souches de bactéries lactiques a différents intervalles de températures :
confirmant que 37°C est une température idéale pour leur croissance, alors que a des températures plus

¢levées leur développement est inhibé a 55°C, ce qui est on accord avec nos résultats.
IV.4 Fréquence des lactobacilles dans les selles des nourrissons

Apres avoir isolées et identifiées nos souches de Lactobacillus ; le tableau 2 présente la détection de
ces souches chez les trois nourrissons ainsi leurs caractéristiques cliniques respectives, permettant une

analyse détaillée des corrélations entre les souches et les manifestations cliniques observées.
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Tableau 2 : Caractéristiques cliniques des nourrissons avec la charge des lactobacilles détectés.

Nourrisson 1 2 k]

48h 17 semaines 24h
Femelle Male Male
Naturel Naturel Naturel
Maternel Maternel et artificiel Non allaité

Traitement Non Non

antibiotique

Détection des Présence Présence Absence

lactobacilles

Charge des Moyenne Importante Absence

lactobacilles

Selon Birri et al. (2013) le développement et la composition du microbiote intestinal varient d'une
personne a l'autre et est influencés par divers facteurs, notamment le type d'alimentation, le mode

d'accouchement (vaginal ou césarienne) ainsi que l'environnement et les conditions d'hygiéne.

Nos souches de lactobacilles sont isolées a partir des nourrissons et né par voie basse ce qui en
accord avec Dominguez-Bello et al. (2010) et Birri et al. (2013) de qui ont démontré que les nourrissons

nés par voie basse présentent une prévalence plus €élevée des lactobacilles dans leurs microbiote intestinal.

Zhang et al. (2020) avaient montré que la composition du microbiote intestinal en Lactobacillus
des nourrissons agés de 7 a 242 jours, leur présence est étroitement liée a celle du lait maternel et/ou du
microbiote intestinal de leurs meres, suggérant un transfert direct de microflore entre les meres et les

nourrissons.

Une recherche menée par le département de biologie de Puerto Rico a révélé des différences
significatives dans la composition du méconium prélevé dans les premicres 24 heures entre les nouveau-
nés nés par césarienne et ceux nés par voie basse. Les enfants nés par voie basse avaient une flore

bactérienne similaire a celle du vagin maternel, comprenant des especes telles que Lactobacillus et
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Prevotella, tandis que ceux nés par césarienne présentaient une composition bactérienne plus semblable a
celle de la peau avec des especes telles que : Staphylococcus, Corynebacterium et Propionibacterium

(Dominguez-Bello et al., 2010).

Pannaraj et al. (2017) a révélé que pres de 40% des bactéries fécales chez les nourrissons allaités
provenaient du lait maternel et de la peau de 'aréole ; le lait maternel représentant prés de 30%. En outre,
selon Cilieborg et al. (2012) la colonisation des lactobacilles dans le microbiote intestinal des nourrissons
se produit généralement au deuxieme ou au troisieme jour de la vie. Tous ces facteurs peuvent expliquer
la présence de nos souches ; dont le 1°" allaité¢ naturellement avait une charge modérée de lactobacilles
dans sa matiére fécale tandis que le 2°™ de 17 semaines allaité de maniére mixte (maternelle et artificielle)

avait une charge importante et leur absence dans le 3°™ nourrisson.

Nos résultats sont similaires aux recherches de Zhang et al. (2020) qui ont montré que le lait
maternel agit comme un vecteur pour le transfert des lactobacilles, et aussi la communauté de
Lactobacillus observée été complexe, avec une grande variabilité en fonction de la croissance des
nourrissons. La richesse spécifique en especes et la diversité de la population des Lactobacillus dans le
microbiote intestinal du nourrisson étaient similaires a celles de la population des Lactobacillus dans le

lait maternel.

Zhang et al. (2020) ont ¢galement montré que la durée d'exposition a l'allaitement augmente la
charge de lactobacilles ce qui pourrait expliquer les différences observées en fonction de I'age du 1¢ et du

28 nourrisson.

Le 2°™ nourrisson 4gé de 17 semaines avait présenté une charge microbienne importante par
rapport a I’autre, ce qui a été prouvé par (Cilieborg et al., 2012) ; qu’au septieme jour, les nourrissons
allaités au sein présentent une abondance significative de bactéries lactiques telles que les lactobacilles
dans leur flore intestinale, ce qui contribue a une diversité bactérienne favorable et a un équilibre sain dans
leur microbiote intestinal, cette observation peut étre expliquée par une exposition prolongée aux

lactobacilles maternels pendant l'accouchement et I'allaitement.

De plus, l'alimentation artificielle peut également influencer la présence des lactobacilles dans le
microbiote intestinal, les probiotiques tels que les lactobacilles peuvent étre introduits par des laits enrichis

en probiotiques contribuant ainsi & maintenir une population saine de bactéries dans l'intestin.
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Bien que des études suggerent une variabilité de la composition de la flore intestinale entre les
sexes a la naissance (Cong et al., 2016) et une prédominance de Lactobacillus chez les nouveau-nés de
sexe féminin a la naissance (Martin et al, 2016), I'influence directe de sexe féminin du 1¥ nourrisson et
le sexe masculin du 2°™ nourrisson a cet Age précoce peut-étre moins significative que d'autres facteurs
tels que 1’age, la durée et le type d'alimentation semblent d’étre des déterminants plus significatifs dans la

charge des lactobacilles chez les nourrissons a un stade plus avancé du développement.

Le lien entre le microbiote intestinal et le sexe reste encore largement méconnu, peu d'études se
sont penchées sur les différences de composition de la flore intestinale entre les sexes, mais les résultats
semblent varié¢s. Gomez et al. (2016) ont postulé¢ que les hormones spécifiques a chaque sexe pourraient
influencer la composition du microbiote en favorisant certaines souches bactériennes au détriment

d’autres.

L’antibiothérapie est généralement déconseillée pour les nourrissons car cette derniere peut avoir
un impact significatif sur le microbiote intestinal des nourrissons dont des études ont montré que sa peut
réduire la diversité microbienne globale ; altérer la composition du microbiote intestinal et peut réduire

les avantages associés a I’allaitement (Vuillermin et al, 2015).

Nos trois nourrissons n'ayant jamais pris des antibiotiques révelent que leur microbiote intestinal
est sain et équilibré. Selon une revue systématique décrite par Zimmermann et Curtis. (2020) ; une
exposition aux antibiotiques meéne a des diminutions significatives des bactéries bénéfiques telles que
Bifidobacterium et Lactobacillus, ce qui est similaires aux résultats de Korpela et al. (2018), qui ont
observés une diminution marquée des populations microbiennes bénéfiques telles que les Lactobacillus
suite a I’exposition des nourrissons aux antibiotiques ; cette réduction peut étre di a I’utilisation des
antibiotiques a large spectre d’action qui ne font souvent pas de distinction entre les bactéries pathogenes

et bénéfiques.
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IV.5 Activité antibactérienne des lactobacilles

Afin de mieux comprendre comment nos bactéries lactiques « Lactobacillus » inhibent I'activité des
souches pathogénes gastro-intestinales, nous avons utilisé la méthode de diffusion en puits et la méthode
des spots. L'activité inhibitrice se manifeste par I'apparition de zones d'inhibition autour des puits, ce qui
nous permet de déterminer 1’effet antibactérien des lactobacilles. Les résultats sont illustrés dans la

figure 18.

D) Klebsiella sp. E) Pseudomonas F) Staphylococcus aureus. G) Vibrio fluvialis
aeruginosa.

Figure 18 : Résultats des zones d'inhibitions de l'activité antibactériennes des lactobacilles vis a vis a des
pathogenes gastro-intestinales. LbI : a droite / Lb2 : a gauche
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La souche isolée a partir du 1* nourrisson (Lb1) posséde une bonne activité antibactérienne vis-a-
vis des souches : Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus avec un spectre d’action entre 29 -
36 mm, une faible activité a été observée sur Bacillus cereus avec un spectre d’action de 7mm et sans effet

sur : Bacillus subtilis, E. coli, Klebsiella sp. et Vibrio fluvalis (Tableau 3, Figure 19).

La souche isolée a partir du 2™ nourrisson (Lb2) posséde une bonne activité antibactérienne vis-
a-vis des souches : E. coli et Vibrio fluvalis avec un spectre d’activité de 32mm, une activit¢ moyenne a
¢té observée sur les souches : Bacillus cereus, Klebsiella sp. et Staphylococcus aureus avec un spectre
d’action entre 26 - 28mm ; et une faible activité sur Bacillus subtilis de 3mm et sans effet sur Pseduomonas

aeruginosa (Tableau 3, Figure 19).

Tableau 3 : Résultats des zones d'inhibitions de l'activité antibactériennes des lactobacilles isolées de la
matiére fécales vis a vis a des souches pathogeénes

Souches Gram Lb1  Interprétation Lb2 Interprétation

B. Cereus Positive 13mm Sensible 28mm Sensible
B. Subtilis Positive X Résistante 9mm Intermédiaire
E. coli Négative X Résistante 32mm Sensible
Klebsiella sp. Négative X Résistante 27mm Sensible
P. aeruginosa Négative  36mm Sensible X Résistante
S. aureus Positive ~ 29mm Sensible 26mm Sensible
Vibrio fluvialis Négative X Résistante 32mm Sensible
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Figure 19 : Analyse comparative des résultats des zones d'inhibitions de l'activité

antibactérienne des lactobacilles isolées de la matiére fécales vis a vis des souches

Ces résultats indiquent que nos bactéries sont capables de synthétiser des substances inhibitrices

ayant une activité antibactérienne.

Nos constatant que la souche Lb2 est considérée comme étant la plus performante pour sa large
activité antagoniste vis-a-vis des souches pathogénes gastro-intestinales testées soit un pourcentage de
86% (6/7) a ’exception de Pseudomonas aeruginosa. Tandis que la souche Lb1 était active sur seulement

trois des sept souches pathogenes soit un pourcentage de 43%.

Les travaux de Kaur et al. (2018) ont évalué l'activité antibactérienne des Lactobacillus isolées a
partir de la matiere fécale des nourrissons, dont le surnageant a inhibé spécifiquement les pathogénes
gastro-intestinal et n'avait aucune action antimicrobienne contre les lactobacilles commensaux de 1'intestin
d’ou les zones d'inhibition sur E. coli observées était d'environ a 14 mm, ce qui est nettement inférieur a
nos résultats pour (Lb2) ou nous avons marqué une zone d'inhibition de 32 mm, pareil pour I’activité sur
Staphylococcus aureus a marqué des zones d’inhibition d’environ 19 a 22mm ce qui est inférieur a nos

résultats qui dépasse les 25mm.
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Aussi L’étude de Demirok et al. (2021) a constaté que de nombreuses souches de Lactobacillus
ont marquées des effets antagonistes élevés vis-a-vis des souches pathogénes d'E. coli et de

Staphylococcus aureus.

Les études de Kaur et al. (2018) ont montré que les lactobacilles avaient aussi une forte activité
antibactérienne sur les souches de Vibrio sp. notamment Vibrio Cholerae productrices de biofilm ou les
zones d'inhibition observées étaient comprises entre 16 et 26 mm, ce qui est inférieure a nos résultats pour
Vibrio fluvialis. Les souches de Lactobacillus produisent du peroxyde d'hydrogene qui présente une
activité antimicrobienne contre diverses bactéries Gram négatives (Pridmore et al., 2008) ce qui peut

expliquer I’inhibition de Vibrio fluvialis par (Lb2).

Shokryazdan et al. (2014) ont mise en évidence I’inhibition de Klebsiella pneumoniae par des
lactobacilles avec des zones d’inhibition proche a 10mm ce qui est inferieure a nous résultats qui dépassait

les 25mm.

Nos résultats sont aussi similaires a ceux de Tulumoglu et al. (2013), Bahri et al. (2014) et Halimi
et Mirsalehian. (2016), qui ont rapporté une bonne activité antibactérienne pour toutes les souches de
Lactobacillus testés et isolées a partir de la matiere fécale des nourrissons vis-a-vis des bactéries

pathogenes gastro-intestinales : E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, et B. cereus.

Une étude similaire a été rapporter sur 1’isolement des lactobacilles probiotiques a partir de 30
¢chantillons de selles des nourrissons allaités au sein en bonne santé (agés de 1 a 3 mois) ; les lactobacilles
ont inhibé la croissance des agents pathogénes gastro-intestinaux telles : E. coli, Staphylococcus aureus

et Klebsiella pneumoniae (Hawal et al., 2023).

Concernant la souche Bacillus subtilis nous ayons observé une inhibition marginale de seulement
3mm par la souche Lb2, cela souléve des questions importantes sur la résistance de Bacillus subtilis aux
probiotiques. Ces résultats s'alignent avec 1’é¢tude de Dabiré et al. (2022) qui ont identifié des souches de
Bacillus subtilis dans les condiments traditionnels fermentés, qui ont présentées un potentiel pathogene,
notamment une activité B-hémolytique. Cette activité pathogéne peut expliquer la faible sensibilité de

Bacillus subtilis a nos souches de lactobacilles.

Conformément aux rapports précédents, presque toutes les cultures de Lactobacillus ont montré
des effets antimicrobiennes sur la majorité des bactéries pathogenes gastro-intestinales ; l'activité

antibactérienne des Lactobacillus est de grande importance pour une colonisation réussie des muqueuses
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intestinales, ces organismes peuvent fonctionner comme des barriéres microbiennes contre les pathogenes
gastro-intestinaux par exclusion compétitive, modulation du systéme immunitaire de I'hdte et production

de composés inhibiteurs (Al-Dhabi et al, 2020 ; Barzegar et al., 2021).

L'é¢tude de l'activité antibactérienne des lactobacilles, en particulier leur capacité a inhiber les
bactéries pathogeénes gastro-intestinales, révele des mécanismes essentiels qui sous-tendent leur potentiel
en tant qu'agents probiotiques. Plusieurs études ont suggéré que cette activité antimicrobienne de ces
bactéries lactiques pouvait étre attribuée a divers facteurs ; notamment a la réduction du pH, I’adhérence
compétitive a I’épithélium, la compétition pour les substrats et la production des composés inhibiteurs
tels que les acides organiques, peroxyde d’hydrogene, et de substances bactéricides ou bactériostatiques

telles que les bactériocines (Servin, 2004 ; Kirtzalidou et al, 2011).

Selon Juven et Pierson. (1996) le peroxyde d’hydrogéne (H202) libéré par les lactobacilles
intestinaux affecte principalement les bactéries Gram négatives plus que les bactéries Gram positives. Les
bactéries Gram positives possedent une couche de peptidoglycane plus épaisse qui leur confere une
meilleure protection contre les dommages oxydatifs. Bien que le peroxyde d’hydrogéne puisse inhiber la
croissance des deux types de bactéries dans une certaine mesure, les bactéries Gram négatives sont
généralement plus sensibles au stress oxydatif provoqué par la molécule en raison de leur couche de

peptidoglycane plus mince et la présence des lipopolysaccharides (LPS) dans leur membrane externe.

Les bactériocines ont généralement une spécificité et une efficacité plus élevées contre les
bactéries Gram positives qui ne possedent pas la membrane externe protectrice présente chez les bactéries
Gram négatives qui agit comme une barriere ; ce qui les rend plus vulnérables dont cette membrane
externe empéche les bactériocines d’atteindre leur site cible (Cotter et al., 2005), le méme mécanisme a

été observé pour I’acide lactique libéré par les lactobacilles (Reid et al, 2003).

L'activité antimicrobienne des lactobacilles est principalement attribuée a la production d'acides
organiques, notamment l'acide lactique ; en abaissant le pH du milieu environnant, créant ainsi un
environnement hostile pour les pathogenes tout en préservant les lactobacilles commensaux ; cela
confirme le rdle crucial de l'acidité dans l'activité antibactérienne des lactobacilles. Les souches de

lactobacilles montrent une activité antimicrobienne significative contre plusieurs bactéries Gram
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positives, telles que Staphylococcus aureus et Bacillus cereus ; qui est probablement dii a la production

des bactériocines et d'autres substances inhibitrices.

Malgré que les deux isolats avaient inhibés des souches Gram + et Gram - et que la souche Lb2
avait une forte activité antibactérienne vis-a-vis la majorité des souches, cet isolat n’avait aucun effet
contre Pseudomonas aeroginosa initialement inhibé par la souche Lb1 ; ce qui suggerent que y a-t-il
d’autres facteurs qui controle les différents mécanismes d’inhibitions telles que les facteurs génétique ou

environnementaux et chaque souche a ses propres caractéristiques.

Le potentiel probiotique des souches de lactobacilles naturellement isolées du tractus gastro-
intestinal des nourrissons doit étre souligné. Les bactéries lactiques tels que les lactobacilles d'origine
humaine ont un potentiel probiotique actuellement efficace et plus important que les bactéries lactiques
provenant d'autres sources en raison de leurs adaptation a l'environnement gastro-intestinal humain (Gu,
Yang, et al, 2008 ; Kirtzalidou et al., 2011), et des études récents indique que la microflore fécale des
nourrissons en bonne santé constitue une bonne origine pour l'isolement de différentes especes de

Lactobacillus présentant un potentiel probiotique (Davoodabadi, 2015).
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Conclusion et perspectives

Le microbiote intestinal des nourrissons joue un role crucial dans leur développement et leur sant¢,
en contribuant a la maturation du systéme immunitaire et a la protection contre les infections gastro-

intestinales.

Cette étude a permis d'isoler et d'identifier deux souches de Lactobacillus sp. a partir de la matiere
fécale des nourrissons dans la région de Tlemcen, tout en étudiant les facteurs qui influe leur implantation
dans le microbiote intestinal ; nos souches étaient isolées a partir des nourrissons qui dépassaient les 24h

de naissance, nés par voie basse et allaité au sein.

Les résultats de cette étude ont mis en évidence l'importance du microbiote intestinal dans la
protection contre les infections gastro-intestinales, en mettant en avant l'activité antibactérienne de ces
souches de Lactobacillus sp. Les tests de I’activité antibactériennes ont montré une inhibition notable
contre plusieurs pathogénes gastro-intestinaux majeurs, notamment Bacillus cereus, Bacillus subtilis,

Escherichia coli, Klebsiella sp, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Vibrio fluvialis.

L’isolat Lb2 s'est particulierement distingué en inhibant 86% des souches dont V. flivialis et S.
aureus sont forte formatrice de biofilm. Et malgré que l'isolat Lb1 a inhibé que 43% des souches ; ce

dernier a marqué une haute inhibition vis-a-vis P. aeruginosa qui est fortement formatrice de biofilm.

Cette ¢tude souligne le potentiel thérapeutique des souches de Lactobacillus sp.. en tant qu'agents
probiotiques. L'intégration de ces souches dans les traitements pourrait permettre de réduire la dépendance

aux antibiotiques, minimisant ainsi le risque de résistance bactérienne et les effets secondaires associés.

Pour consolider ces avancées et explorer leur application clinique, plusieurs perspectives de recherche

se dessinent :
> Etudes sur un plus grand nombre d’échantillons pour garantir la robustesse des conclusions.

» ldentification précise des souches isolées a l'aide de tests biochimiques comme plaque API 50 CH,

ainsi des tests moléculaires.
» Répétition des tests antibactériens dans le but de confirmé les résultats obtenus.

» Caractérisation des mécanismes d'action des lactobacilles pour une meilleure compréhension de leur

efficacité contre les pathogenes gastro-intestinaux.

» Evaluation de leur effets anti-biofilms sur les pathogenes gastro-intestinaux.
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» Mise en place d'essais cliniques rigoureux pour I'évaluation de l'efficacité et la sécurité des

probiotiques chez les nourrissons.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Tableau 1 : Bouillon MRS.

Composant Quantité
Glucose 20g
Extrait de levure Sg
Extrait de viande 10g
Peptone 10g
Acétate de sodium S5¢g
Citrate d’ammonium 2¢g
Sulfate de magnésium 0.2g
Sulfate de manganese 0.05g
Tween 80 Iml
Phosphate bi potassique 2g
Eau distillée 1000ml
pH final 6.5+/-0.1

Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

Remarque : La composition de la gélose MRS : Bouillon MRS + 15g d’agar.
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Tableau 2 : Bouillon BHIB

Composant Quantité
Extrait coeur-cervelle 17.5¢g
Peptone pancréatique de gélatine 10g
Chlorure de sodium S5¢g
Phosphate disodique 2.5¢
Glucose 2g
Eau distillée 1000ml
pH final 7.4+/-0.2

Autoclavage a 121°C pendant 15 minutes.

Tableau 3 : Gélose nutritive

Composant Quantité
Peptone Sg
Extrait de viande 3g
Chlorure de sodium S5¢g
Agar 15¢g
Eau distillée 1000ml
pH final 7.3+/-0.2

Autoclavage a 121°C pendant 15 minutes.

Tableau 4 : Muller-Hinton

Composant Quantité
Peptone 17.5¢g
Extrait de viande 2g
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Amidon 1.5g
Agar 17¢g
Eau distillée 1000ml
pH final 7.3+/-0.2

Autoclavage a 121°C pendant 15 minutes.

Annexe 2 : Composition des solutions utilisées

Tableau 1 : Eau physiologique

Composant Quantité
Chlorure de sodium 9g
Eau distillée 1000ml
pH final 7.2

Annexe 3 : Questionnaire

Questionnaire et renseignement sur le nourrisson

Date de naissance : ............ccevveiiiiiennnnnn. N

Sexe: F I:l M |:|
Type d’allaitement : Maternel exclusif |:|Artiﬁciel |:| Mixte |:|

Etat de santé de votre bELE & ...oovvreenee i

Prise récente d’antibiotiques : OUI |:| NON |:|
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Annexe 4 : Coloration de Gram

Déposer une petite quantité d'eau physiologique stérile sur une lame parfaitement propre.

Prélever une colonie bactérienne et la mélanger avec l'eau sur la lame, puis étaler
rapidement en passant sur la flamme d'un bec bunsen.

Appliquer du cristal violet sur le frottis pendant une minute.
Rincer l'exces de colorant avec de I'eau distillée.

Appliquer du Lugol pendant 30 secondes.

Rincer a l'eau distillée pendant 5 secondes.

Utiliser le mélange alcool-acétone pour enlever le colorant violet en inclinant la lame et
en ajoutant goutte a goutte jusqu'a ce que la couleur disparaisse completement.

Rincer a l'eau distillée pendant 5 secondes.
Appliquer de la fuchsine pendant 15 secondes.
Rincer a l'eau distillée pendant 10 secondes.

Ajouter une goutte d'huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a fort
grossissement. Les bactéries Gram- apparaitront rosées, tandis que les bactéries Gram+
resteront bleu-violet (Tripathi et Sapra, 2023)
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Annexe 6 : Illustrations de certaines étapes expérimentales et résultats additionnels

FEEEEEE

PR ? deocu l’“M") Ll ¢ il Kot

Figure 21 : Souches isolées a partir des dilutions. Figure 22 : TSI témoin.
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Figure 23 : Résultat de la méthode de Spot (Double Couche).
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e  Summary

In this research, we delve into the antibacterial properties of Lactobacillus strains isolated from infant fecal matter and
their potential applications against gastrointestinal pathogens. This study focuses on the isolation and identification of
Lactobacilli strains exhibiting significant antibacterial activity, along with an analysis of the mechanisms by which they inhibit
gastrointestinal pathogenic bacteria. We assess the efficacy of these strains in suppressing common pathogens. Our findings
reveal that certain Lactobacillus strains produce antimicrobial substances, such as lactic acid and bacteriocins, which markedly
inhibit the growth of these pathogens. These insights underscore the potential of these natural probiotics in developing
innovative therapeutic strategies for the prevention and management of gastrointestinal infections, particularly among
vulnerable populations. This research enriches the expanding body of evidence supporting the health benefits of Lactobacillus
and their vital role in promoting gastrointestinal health.

Keywords: Lactobacillus, infant fecal matter, antibacterial properties, gastrointestinal pathogens, therapeutic strategies,
vulnerable populations,
e Résumé

Dans le cadre de cette recherche, nous explorons les propriétés antibactériennes des souches de Lactobacillus isolées
a partir des matiéres fécales de nourrissons et leur potentiel d'application contre les agents pathogeénes gastro-intestinaux.
L'étude se focalise sur l'isolement et I'identification des Lactobacilles présentant une activité antibactérienne notable, ainsi que
sur la compréhension des mécanismes par lesquels elles inhibent les bactéries pathogeénes gastro-intestinales. Nous évaluons
l'efficacité de ces souches a inhibé des pathogenes courants. Nos résultats montrent que certaines souches de Lactobacillus
produisent des substances antimicrobiennes, comme l'acide lactique et les bactériocines, qui réduisent significativement la
croissance de ces pathogeénes. Ces découvertes soulignent le potentiel de ces probiotiques naturels dans 1'élaboration de
nouvelles stratégies thérapeutiques visant a prévenir et a gérer les infections gastro-intestinales, en particulier chez les
populations vulnérables. Cette recherche contribue a I'enrichissement des preuves soutenant les bienfaits des Lactobacillus
pour la santé et leur rdle crucial dans le maintien de la santé gastro-intestinale.

Mots-clés : Lactobacillus, maticres fécales de nourrissons, propriétés antibactériennes, agents pathogenes gastro-intestinaux,

stratégies thérapeutiques.
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