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Summary

This research studies the antibiofilm effect of two strains of Lactobacillus sp. isolated from
the feces of infants on various gastrointestinal pathogenic bacteria. The microplate method was
used to determine the ability of pathogenic bacteria to form the biofilm before and after the
application of the supernatant. The antibiofilm effect of the Lb1 and Lb2 strains of Lactobacillus
sp. on the pathogenic strains showed very similar results, they both have a high ability to inhibit
the biofilm on all pathogenic bacteria such as: B. cereus, B. subtilis, S. aureus, E. coli et K.
pneumoniae and a very remarkable decrease in the DO of P. aeruginosa from 1.1 to 0.13. These
results show the role of lactobacilli as antibiofilm agents which open up new perspectives for

the treatment of gastrointestinal infections.

Keywords: Lactobacillus sp., biofilm, supernatants, pathogenic bacteria, gastrointestinal,

antibiofilm.



Résumé

Cette recherche étudie 1'effet antibiofilm de deux souches de Lactobacillus sp. isolées des
selles des nourrissons sur diverses bactéries pathogénes gastro-intestinales. La méthode de
microplaque a été utilisée pour déterminer la capacité des bactéries pathogénes a former le
biofilm avant et apres application du surnageant. L’effet antibiofilm des souches Lb1 et Lb2 de
Lactobacillus sp. sur les souches pathogénes ont montré des résultats trés semblables, elles ont
toutes les deux une grande capacité d'inhibition du biofilm sur toutes les bactéries pathogenes
tels . B. cereus, B. subtilis, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae et une diminution trés remarquable
de la DO de P. aeruginosa de 1.1 a 0,13. Ces résultats attestent le role des lactobacilles comme
agents antibiofilm qui ouvre ainsi de nouvelles perspectives pour le traitement des infections

gastro-intestinales.

Mots-clés : Lactobacillus sp., biofilm, surnageants, bactéries pathogenes, gastro-intestinales,

antibiofilm.
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Introduction

Le microbiote intestinal humain, qui regroupe divers microorganismes tels que des bactéries,
des virus, des champignons et des archaea (Dolié, 2018) a une importance cruciale pour la santé
humaine. Il contribue a la digestion, régule le systéme immunitaire et défend contre les agents

pathogénes (Valdes et al, 2018).

La formation du microbiote intestinal chez les nourrissons est une étape essentielle qui débute
des la naissance et connait des changements considérables durant les premiers mois de vie

(Palmer et al., 2007 ; Van den Elsen et al., 2019).

Un déséquilibre dans le microbiote intestinal peut aussi favoriser la prolifération de bactéries
nocives (Fontenille et al., 2009) responsables de nombreuses infections bactériennes durables

et chroniques, en particulier au niveau du systéme gastro-intestinal.

Les infections gastro-intestinales figurent parmi les principales sources de morbidité et de
mortalité dans le monde entier. En raison de leur fréquence et de leur gravité, elles constituent

un défi crucial pour la santé publique (Baiya et Soraa, 2022).

Ces infections sont fréquemment causées par divers agents infectieux, dont Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, et
Pseudomonas aeruginosa. Ces pathogenes se distinguent par leur capacité notable a persister

dans l'appareil digestif humain, notamment via la formation de biofilm.

La formation de ces communautés fixées et leur résistance naturelle aux agents
antimicrobiens sont les causes principales de plusieurs infections bactériennes. Ainsi, les
biofilms constituent un défi majeur dans la gestion efficace de ces infections (Costerton et al.,

1999).

Les bactéries du genre Lactobacillus revét le statut de probiotiques grace a leurs effets positifs
sur la sant¢ de I'hote et la prévention des maladies (Zhang et al., 2018). Ces bactéries
s'établissent dans les voies gastro-intestinales et urinaires des €tres humains, constituant ainsi
un ¢lément essentiel de la flore microbienne. On les pergoit comme des entités protectrices et
on suppose qu'elles freinent le développement des agents pathogenes par la production d'acide

lactique et d'autres métabolites (Slover et Danziger, 2008).

Les souches de lactobacilles isolées des nourrissons possédent des caractéristiques
probiotiques antimicrobiennes et antibiofilm qui empéchent la prolifération des agents

pathogénes gastro-intestinaux, régulent l'environnement intestinal, renforcent la barriére



Introduction

épithéliale et diminuent l'inflammation. Ainsi, Lactobacillus participe a la prévention ou au

traitement des infections (Plaza-Diaz et al., 2017 ; Hu et al, 2022 ; Behbahani et al., 2024).

En tirant parti des avantages des souches de Lactobacillus sp., nous avons formulé 1’objectif

de cette recherche :

v’ Explorer 'effet anti-biofilm de ces souches isolées de la matiére fécale des nourrissons sur

des souches pathogenes gastro-intestinales formatrices de biofilm.
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Le microbiote intestinal et les souches
pathogenes gastro-intestinales



Chapitre 1 : Le microbiote intestinal et les souches pathogeénes gastro-intestinales

1.1 Le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal également appelé la flore intestinale ; est un écosystéme complexe
qui compose les micro-organismes vivants (notamment les virus, les bactéries, les champignons
et les archées). Il se trouve entre la lumiere du tube digestif et le mucus qui présent aux surfaces
de I’épithélium intestinal. Tout au long du tube digestif, sa concentration est maximale dans
I’intestin gréle et du colon. Au total, chaque individu abrite 10'* micro-organismes sur son

tractus intestinal (Dolié, 2018).

L’¢équilibre crée par la diversité qualitative et quantitative du microbiote intestinal, est percu

comme unique a chaque individu, comme I’empreinte digitale (Sommer et Bickhed, 2013).

Le microbiote commence a se former durant la grossesse et la colonisation bactérienne
commence instantanément apreés la naissance avec une flore rudimentaire issue des flores
maternelles et de l'environnement immédiat. Son instauration se réalise en fonction de son
exposition aux micro-organismes maternels avec une interaction bien plus importante lors d'un
accouchement naturel comparé a une césarienne, ainsi qu’en fonction de facteurs
environnementaux selon I’endroit de naissance et le contact avec le groupe médical

(Campeotto et al., 2007 ; Jost, et al., 2012).

Par la suite, le nourrisson est constamment confronté a de diverses bactéries issues de son
environnement, de son alimentation et des bactéries cutanées des adultes (Burcelin et al.,

2016).

La cinétique d'installation de la flore suit un schéma plutdt structuré. Les premicres bactéries
a envahir dans les 24 a 48 heures suivant la naissance, ce sont principalement des bactéries
acrobies facultatives anaérobies : en premier lieu les entérobactéries, notamment Escherichia
coli, suivies des staphylocoques et des entérocoques. Ces bactéries aérobies-anaérobies
facultatives consomment de l'oxygéne et peuvent rapidement atteindre 10'° et 10'! unités
formant colonie (UFC) par gramme du contenu colique, ce qui diminue le potentiel redox de la
lumiere gastro-intestinale. Ce changement autorise 1’implantation de bactéries strictement
anaérobies du genres Bifidobacterium, Bactéroides, Clostridium et Lactobacillus durant le
deuxiéme ou troisiéme jour de vie. En revanche, quand l'oxygene se réduit, le taux de

production des genres aérobies est également réduit (Cilieborg et al., 2012).
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1.2 Les facteurs influencant sur le microbiote intestinal

Divers facteurs influencent la colonisation du tube digestif, y compris I’alimentation riche en
fibres fermentescibles favorise une diversité bactérienne élevée, tandis qu'un régime riche en
viandes et graisses animales peut diminuer cette diversité et favoriser des especes pathogénes
résistantes (Rahmouni et al, 2016), 1’administration d'antibiotiques perturbent
considérablement le microbiote et éliminent également les bactéries bénéfiques. De plus, le
déroulement de la grossesse, le terme de naissance et le type d'accouchement (vaginal ou
césarienne) (Noémie, 2016). Les bébés nés par voie vaginale acquierent un microbiote plus
riche que ceux nés par césarienne (Dominguez-Bello et al, 2010). Ainsi que les conditions
d'hygiéne présentes autour du bébé et sa mere au moment de I'accouchement (Noémie, 2016).
Le mode d'alimentation du nourrisson a aussi un impact notable sur la composition de sa flore
intestinale, le lait maternel favorise la croissance de bactéries bénéfiques comme les

lactobacilles (Cibik et al., 2004).

1.3 La flore pathogeéne

L'infection du microbiote intestinal par des bactéries pathogeénes s'effectue par deux fagons :
directement par le contact de personne a personne ; souvent par les mains contaminées, ou
indirectement via la consommation d'aliments ou d'eau contaminés, ou encore par contact avec

des surfaces ou des objets contaminés (Dearlove et al., 2016 ; Malbos, 2023).

Un déséquilibre dans le microbiote intestinal peut également encourager la multiplication de
ces bactéries potentiellement nuisibles augmentant donc le risque de multiples pathologies
(Fontenille et al., 2009). Quand des bactéries pathogénes dominent le microbiote intestinal a
cause aux conditions favorables, cela entraine un déséquilibre connu sous le nom de dysbiose ;
inhibant la fonction intestinale normale et fragilisant la barriére intestinale (Bien et al., 2013).
Cette perturbation peut provoquer des impacts déléteres sur la santé globale entrainant
différents symptomes tels que : la fiévre, les vomissements, la déshydratation, les nausées,

l'anorexie, les maux d'estomac et la diarrhée... (Mengelle et al., 2013).

1.3.1 Les bactéries entéro-invasives

Dans une affection diarrhéique plus invasive, l'agent pathogene pénétre dans la paroi de
l'intestin gréle ou gros et touche la muqueuse ainsi que les couches de tissus sous-jacents. Les
symptomes et les signes incluent des douleurs rectales et la présence du sang dans les selles et
une ulcération de la muqueuse interne. La perte du liquide due a la diarrhée provoque une

déshydratation grave et dans certains cas peut conduire a la mort. Les nouveau-nés sont
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particuliérement vulnérables aux maladies diarrhéiques a cause de leurs petites réserves de

fluide et de leur systéme immunitaire qui est encore en développement (Napoca, 2012).

Ce processus implique l'invasion bactérienne dans 1'épithélium intestinal, soit en surface ou
en profondeur dans la muqueuse du colon, ce qui entraine une diarrhée infectieuse aigué. Les
maticres fécales peuvent alors contenir du sang, du mucus et du pus. On parle alors de
dysenterie ; une forme de diarrhée trés grave, douloureuse et accompagnée de fievre. Au niveau
histologique, on observe des ulcérations accompagnées d'une réponse inflammatoire marquée
au niveau de la lamina propria (Pilly, 2008). Sa/monella, d'autres souches de Shigella, E. coli

et Yersinia sont responsables de ce type de maladie intestinale (Eyquem et al., 2000) (Figure

1).
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Figure 1: Mécanisme entéro-invasif des toxi-infections alimentaires a tropisme intestinale.
1) adhésion ; 2) invasion ; 3) multiplication intracellulaire ; 4) et 5) propagation latérale ;

6) inflammation et Iésions tissulaires (Pilly, 2008).

1.3.2 Les bactéries entéro-toxinogéne

Les entérotoxines, qui sont des macroprotéines produites par des bactéries pathogenes
exercent leur action dans l'intestin de I'homme ou des animaux. Elles sont généralement a
l'origine de diarrhées (qu'elles soient liées ou non a des Iésions tissulaires). Ces molécules

présentent des différences notables en termes de structure et de mécanisme d'action.

Certaines d’entre elles (toxine de Escherichia coli, toxine cholérique) fonctionnent en
stimulant un systéme cyclasique (adénylate ou guanylate cyclase) dans 1’entérocyte, induisant
un passage d'eau et d'¢lectrolytes vers la lumicre intestinale. D’autres, toxines A et B de
Clostridium difficile, entérotoxine de Clostridium perfringens et vérotoxine induisent des

altérations des fonctions cellulaires (perméabilité aux petites molécules et synthése protéique)
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par le biais de mécanismes perturbateurs entrainant des lésions tissulaires dans 1’intestin
associés a une réaction inflammatoire. La plupart de ces entérotoxines ciblent principalement
un récepteur membranaire qu’elles reconnaissent spécifiquement a la surface de I’entérocyte
(Lucas et al., 1991) c’est le cas de Vibrio cholerae, d’Escherichia coli entérotoxinogene et de
Clostridium perfringens. Par contre, pour Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, des toxines
sont générées dans les aliments et la consommation d'aliments contaminés peut provoquer une

infection qui se traduit par une diarrhée aqueuse (Pilly, 2008) (Figure 2).
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Figure 2 : Mécanisme d’action des entéro-toxines (Pilly, 2008).

a) Bacillus sp

Le genre Bacillus est un genre de bactéries a Gram positif, en forme de batonnets droit ou
légerement recourbé, apparaissant seul ou en pair, parfois en chaine ou méme en filaments
allongés, ces bactéries sont généralement mobiles et peuvent étre aérobies ou anaérobies
facultatifs, le plus souvent sont catalase positive et donnent des réponses variables au test
d’oxydase (Logan et Vos, 2015). Elles ont la capacité de produire des endospores, une seule
endospore étant générée par cellule et sont résistantes a diverses conditions défavorables tels
que : la chaleur, les radiations, le froid, les désinfectants et & la dessiccation (Tumbull et al.,
1996). Essentiellement séparé du sol ou d’environnements qui pourraient avoir €t¢ contaminés
directement ou indirectement par le sol, mais également présent dans I’eau, la nourriture et les

échantillons médicaux (Logan et Vos, 2015).

Elles ont des différences majeures, en termes de pathogénicité. Il existe deux types
d’intoxication alimentaire a Bacillus cereus : le premier type due a une toxine émétique
provoque des vomissements, alors que le second type est 1i¢ a une ou plusieurs entérotoxines

est responsable de diarrhées (Granum et Lindbéck, 2012). La toxine émétique est générée par
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les cellules qui se multiplient dans les aliments (Kramer et Gilbert, 1989), tandis que la toxine
entérotoxine se forme lors de la croissance végétative de B. cereus dans l'intestin gréle
(Granum, 1994). Bien que le Bacillus subtilis soit moins pathogeéne que le Bacillus cereus, il
est ¢également associ¢ a des maladies liées a l'alimentation. Les vomissements sont les
symptomes les plus fréquents, cependant des épisodes de diarrhée ont également été souvent
rapportés (Logan, 2012). En outre, B. subtilis peut résister a certains antibiotiques comme les

béta-lactamines (Fiedler et al., 2019) (Figure 3, 4).
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Figure 3 : Observation au microscope optique : a) Bacillus subtilis et b) Bacillus cereus

(Durga et al, 2021).

Figure 4 : Observation par microscopie €lectronique a balayage de

Bacillus cereus (Simoes et al., 2010).

b) Escherichia coli

Le genre Escherichia est un genre de bacilles anaérobies facultatifs a Gram négatif, bien que
la majorité des souches d’E. coli soient inoffensives et vivent sans probléme dans le colon et
provoquent rarement des maladies chez les individus en bonne santé, certaines souches

pathogénes peuvent entrainer des affections intestinales et extra-intestinales, méme chez les
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individus en bonne santé (Gomes et al, 2016), notamment la diarrhée persistante (E. coli
entéroaggrégative), la diarrhée aqueuse chez les nourrissons (E. coli entéropathogene), la
diarrhée du voyageur (E. coli entérotoxinogene) et la colite hémorragique et le syndrome

hémolytique-urémique (E. coli entérohémorragique) (Nataro et Kaper, 1998).

Les maladies diarrhéiques représentent un grave probléme de santé publique et sont une
source importante de morbidité et de mortalité chez les nouveau-nés et les enfants, surtout dans

les pays en voie de développement (Gomes et al., 2016) (Figure 5).
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Figure 5 : Observation d’Escherichia coli au microscope €lectronique (Thorene G, 1994).

¢) Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est une bactérie opportuniste a Gram négatif, mobile, en forme de batonnet et
non fermentaire (Alhazmi, 2015), cause des pneumonies nosocomiales, infections respiratoires
chroniques lors de la mucoviscidose et infections des voies respiratoires basses chez les patients
immunodéprimés (Kipnis et al, 2006). De plus, on la retrouve dans des infections
communautaires comme des infections gastro-intestinales, des infections cutanées et des tissus
mous ainsi qu'une otite externe. Comparativement aux autres bactéries, cette bactérie a un ADN
plutot grand (entre 5,5 et 7 Mbp) et bénéficie d'une grande flexibilité génétique qui lui donne
la capacité de se développer dans divers environnements, de générer de multiples facteurs de
virulence et d'étre perceptible (Sathe et al., 2023), ces facteurs de virulence sont regroupés
principalement en deux catégories : la premiere, due aux molécules secrétées tels que les
protéases et les toxines. La deuxiéme, regroupe les facteurs li€s a la membrane bactérienne, tels
que les pili et le flagelle, qui jouent un role essentiel dans I'adhésion cellulaire et la motilité

(Léon et Michel, 1990).

Elle montre une forte résistance marquée a presque tous les antibiotiques, comme les

aminosides, les carbapénémes, les fluoroquinolones et les tétracyclines (Avakh et al., 2023),
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de plus elle posséde une forte capacité de former des biofilms, ce qui rend cette bactérie résiste
aux traitements antibiotiques courants et contribue de manicre significative a son impact
clinique (Sharma et al, 2019) ce qui provoque une sévere limitation des possibilités de

traitement devenant ainsi un enjeu crucial et mortel (Bassetti et al., 2018) (Figure 6).

Figure 6 : Image tridimensionnelle de Pseudomonas aeruginosa générée par ordinateur (3D)

(Green et al., 1974).

d) Staphylococcus aureus

S. aureus est une bactérie & Gram positif reconnue comme l'un des agents infectieux les plus
redoutés chez 'homme, causant des pathologies allant de simples infections cutanées et de

blessures a une septicémie mortelle ou une défaillance multiviscérale (Chen et al., 2022).

Elle est aussi I'un des agents pathogenes d'origine alimentaire les plus fréquents, étant a
l'origine de plus de 240 000 infections gastro-intestinales annuellement (Cukrowska et al,

2020).

L’agent pathogéne a la capacité de coloniser sans symptomes la peau humaine, la cavité nasale
et intestin. Environ 20 & 30 % des narines humaines sont colonisées par S. aureus, le
transformant en un agent pathogéne opportuniste pour une infection future. La difficulté
d'éradiquer cette souche est due a sa capacité €levée a se diffuser discrétement par le biais du
contact humain et sa capacité a développer une résistance aux antibiotiques et a s’adapter a

différentes conditions environnementales (Yamazaki et al., 2024).

De plus, elle produit diverses toxines et enzymes, de méme que certaines protéines et peptides

qui exercent aussi des effets de virulence (Chen at al., 2022) (Figure 7).
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Figure 7 : Observation par microscopie ¢lectronique a balayage de Staphylococcus aureus

(x10000) (Dubravka et al., 2010).

e) Kilebsiella pneumoniae

K. pneumoniae est une bactérie encapsulée Gram négatif, a l'origine de diverse infections
comme la bactériémie, la pneumonie, les infections des voies urinaires, la méningite et les abces
hépatiques (Fang et al, 2000; Dao et al., 2014; Paczosa et Mecsas, 2016). Les personnes
agées, les nourrissons et les personnes immunodéprimées sont des groupes a risque d'infections
causées par K. pneumoniae. De plus, cette bactérie est aussi a l'origine des infections

communautaire (Bengoechea et Sa Pessoa, 2019).

Elle se fixe sur les muqueuses humaines, notamment le tractus gastro-intestinal et

I’oropharynx d’ou il peut pénétrer d’autres tissus (Assoni et al., 2021).

Ces souches sont généralement divisées en deux types : hypervirulente et virulente. Les
souches hypervirulentes sont agressives, hypermuqueuses, et se caractérisent par la présence
d'une capsule épaisse ainsi que de plusieurs geénes de virulence, mais elles réagissent toutefois
sensibles aux antibiotiques. On trouve généralement ces souches au sein des communautés. Par
contre, les souches virulentes possédent des facteurs de virulence et présentent une résistance a
divers antibiotiques (Douradinha, 2024), y compris aux carbapéneémes, une classe
d’antibiotiques largement utilisés (Abbas et al, 2024), ce qui cause diverses infections

cliniques (Douradinha, 2024).

K. pneumoniae est capable de former des biofilms (Balestrino et al., 2005) provoquant une
résistance face aux stress extérieurs et aux agents antimicrobiens (Brindhadevi et al,

2020; Wang et al., 2020) (Figure 8).
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Figure 8 : Micro-morphologie de Klebsiella pneumoniae (Shaik et al., 2014).
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2.1 Définition des Lactobacillus sp.

Parmi les bactéries lactiques (Lb), le genre Lactobacillus est le genre le plus crucial, de fait
de son importance dans le domaine de la santé, pour la production alimentaire, notamment pour
sa fonction dans les aliments fermentés et ses propriétés probiotiques (Mejia-Caballero et al.,

2025).

Ce genre regroupe de nombreuses espéces généralement considérées comme sires (Slavetti

et al., 2012) et compos¢ de plus de 170 especes et de 17 sous-espéces (Goldstein et al., 2015).

Les bactéries de ce genre appartenant a I’embranchement des Firmicutes, classe des Bacilli,
ordre des Lactobacillales, la famille des Lactobacellaceae (Mokoena, 2017) ; sont des
bactéries en forme de batonnet, a Gram positif, non sporulées (Dempsey et al., 2022) et non
mobiles dont la longueur varie de longue a courte. La majorité sont des anaérobies facultatives
(Slover et al., 2008). Elles sont capables de métaboliser les glucides pour produire de 1’acide

lactique en fonction de leur métabolisme (Pot et al., 2014).

2.2 Habitat

Les lactobacilles se développent dans des habitats riches en nutriments, que 1'on peut

regrouper en trois principaux habitats (Duar et al., 2017) :

o Elles sont largement présentes dans les aliments fermentés ou avariés et en aliments pour
animaux.

° On les retrouve aussi dans divers milieux environnementaux, notamment a la surface des
plantes et dans le sol.

o Elles font partie du microbiote de nombreux organismes animaux vertébrés et invertébrés.
Et chez I’humain, elles colonisent différentes parties du corps, notamment la cavité buccale,

le tractus gastro-intestinal et le vagin.
2.3 Caracteres généraux

2.3.1 Caracteres morphologiques

Les Lactobacillus sp. sont des bactéries présentes dans la forme de batonnets longs et fins ou
trés courts ou coccobacilles, en paires ou en chaines (Azam et al., 2017). La majorité¢ se

prosperent dans une plage de températures qui varie entre 15 °C et 42 °C (Tailliez, 2004).
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Elles sont productrices de I’acide lactique comme produit final du métabolisme fermentatif et
peuvent étre soit des homofermentaires soit des hétérofermentaires (Anjum et al, 2014)

(Figure 9).

Figure 9 : observation par microscope €lectronique : A : Lactobacillus casei et B :

Lactobacillus helveticus (x3000) (Bottazzi Vittorio, 1988).

2.3.2 Caracteéres biochimiques

Les lactobacilles sont des bactéries a catalase négatives, bien que certaines puissent posséder
une pseudo-catalase. Elles ne possédent pas de cytochrome et sont généralement négatives pour
le nitrate réductase et la gélatinase. Elles sont microaérophiles ou anaérobies et leur
métabolisme énergétique est exclusivement basé sur la fermentation (Prescott et al., 2003 ;

Bhardwaj et al., 2012).

Selon le type de fermentation, les especes de Lactobacillus peuvent étre divisées en trois

groupes :

Groupe I (Thermobacterium) : inclut les especes homofermentaires obligatoires
thermophiles, qui se développent a 45°C. Elles fermentent le glucide pour produire l'acide
lactique comme sous-produit principal, et qui ne peuvent pas fermenter le pentose ou le
gluconate. Ce groupe est essentiellement constitué d'espéces que 1'on retrouve chez I'homme et
les animaux, jouant un role crucial dans le maintien de 1'équilibre de la microflore de
'organisme, telle que Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus salivarius (Guiraud et Rosec,

2004 ; Dempsey et Corr, 2022).

Groupe II (Streptobacterium) : ce sont des especes hétérofermentaires facultatives, c'est-a-
dire qu’elles ont la capacité de fermenter les glucides pour produire de 1'acide lactique, et parfois
I'éthanol, 1’acide acétique et le dioxyde de carbone comme sous-produits, dans certaines

conditions ou avec certains substrats. Sont des mésophiles qui peuvent se multiplie a 15°C,
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comme par exemple Lactobacillus casei et Lactobacillus plantarum qui sont également le

lactobacille dominant du lait (Guiraud et Rosec, 2004 ; Dempsey et Corr, 2022).

Groupe III (Betabacterium) : Comprend les lactobacilles obligatoirement
hétérofermentaire qui fermentent toujours les glucides pour produire de l'acide lactique, de
I'éthanol, 1’acide acétique et du dioxyde de carbone comme sous-produits, dont certaines sont
incluses dans la flore des levains de panification, comme 1’espéce de Lactobacillus reuteri et

Lactobacillus fermentum (Dempsey et Corr, 2022).

2.3.3 Caractéres culturaux et exigences nutritionnelles

La majorité des lactobacilles sont des thermophiles restent viables a 55 °C (Adams et Moss,
2000 ; Tailliez, 2004). De plus, elles se développent mieux dans des conditions acides, a un
intervalle de pH de 4,5 a 6,4. Leur croissance s’arréte lorsque le pH avoisine les 3,5. Le milieu
de culture le plus connu est le milieu Man Rogosa et Sharpe (MRS), ou les colonies se
développent en 24 a 48 heures (Jomehzadeh et al, 2020). Elles sont généralement petites,
incolores, blanchatres ou jaunatres, arrondies ou lenticulaires, lisses ou rugueuses (De Vos et

al., 2009) (Figure 10).

Figure 10 : Aspect macroscopique des colonies de lactobacilles isolées sur gélose MRS

(Benhelli et Hamidi, 2024).

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles variées, notamment en vitamines telles que
la pantothénate (BS), la niacine (B3) et la cobalamine (B12). Les carences en vitamine B12
peuvent réduire la syntheése de I'ADN, provoquant des modifications morphologiques et une

transformation des cellules en filaments (Sauvageot et al., 2000 ; De Vos et al., 2009).
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Par ailleurs, dans les milieux synthétiques, les lactobacilles ont besoin de bases azotées
comme [’adénine, la cytosine, la guanine, la thymidine, le désoxyguanosine et I’uracile. Ces

exigences sont variables selon les especes (Sauvageot et al., 2000 ; De Vos et al., 2009).

Et besoin de cations comme les ions Mg?", Mn?*" et Fe** pour leur croissance. Le manganése
et le magnésium jouent un rdle d'activateurs dans divers réactions enzymatiques, tout en
stabilisant la structure des acides nucléiques, I'intégrité des ribosomes et la membrane cellulaire

des lactobacilles (Sauvageot et al., 2000 ; De Vos et al., 2009).

2.4 Identification

Les milieux de culture sélectifs et les tests phénotypiques permettent de différencier les
lactobacilles des bactéries morphologiquement similaires (Tannock, 1999). En général,
I’identification phénotypiques des Lb repose sur plusieurs critéres, notamment la forme des
cellules bactériennes, la température de croissance, la fermentation des sucres (Wood et
Holzapfel, 1995), le type respiratoire, la motilité et la croissance dans le chlorure de sodium
ainsi que sur différentes caractéristiques biochimiques comme le type de fermentation, la
production d'isomeres de l'acide lactique, le métabolisme des substrats glucidiques, la
coagulation du lait et la présence d'enzymes spécifiques comme 1'arginine dihydrolase. Il y a
aussi trois tests de galerie API : API 50 CH, LRA Zym et API Zym permettant une identification
plus précise (Charteris et al., 2001).

L'identification de ces especes a I’aide des méthodes biochimiques peut étre complexe, en
raison du grand nombre d’especes existantes. Cette identification repose principalement sur des
tests de fermentation de sucre, donc la méthode la plus couramment utilisée et considérée
comme la plus fiable est la galerie API 50 CH, utilisée avec un milieu spécialement congu pour

leur identification (Roissart et Luquet, 1994 ; Ozgun et Vural, 2011).

Tandis que I’identification la plus précise peut étre réalisée par le séquengage des geénes de
I’ARNr 16S. La seule méthode moléculaire qui permettant I’identification compléte des espéces

est la réassociation ADN-ADN (Tannock, 1999).
2.5 Meécanismes d’action des Lactobacillus sp.

2.5.1 Renforcement de la barriére épithéliale

La barriére intestinale occupe un rdle essentiel de défense en participant a la préservation de

l'intégrité épithéliale, et en préservant les organes contre les attaques environnementales. La
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barriere intestinale se défend grace a la couche muqueuse, les peptides antimicrobiens (IgA)

sécrétoire et la structure d'adhérence épithéliale (Bermudez-Brito et al., 2012).

L'incubation des cellules intestinales avec Lactobacillus influence de maniere différenciée la
phosphorylation des protéines de jonction d'adhérence et la présence de la protéine kinase C
(PKC), améliorant ainsi la fonction de barriere épithéliale (Bermudez-Brito et al., 2012 ;

Hummel et al., 2012).

Les mucines, qui sont des glycoprotéines, constituent les éléments principaux de la
composition macromoléculaire du mucus épithélial. Les probiotiques peuvent stimuler la
production de mucus comme un processus visant a renforcer la performance de la barriére et

I’¢élimination des pathogeénes (Bermudez-Brito et al., 2012).

2.5.2 Production des substances antimicrobiennes

Les lactobacilles produisent diverses substances inhibitrices, telles que les acides organiques
(acide lactique et acétique), le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, 1’acétyle et les
bactériocines. Certaines de ces molécules exercent une action antagoniste contre de nombreux

micro-organismes pathogénes (De Vuyst et Andamanne, 1994).

a) L’acide organique
Les lactobacilles produisent des acides organiques tels que I’acide lactique, 1’acide acétique

et I’acide propénoique (Brul et Coote, 1999 ; Suskovi¢ et al., 2010).

Ces acides ont une activité antimicrobienne, pénetrent dans la cellule pathogene et abaisse le
pH intracellulaire, ce qui entraine une inactivation des enzymes essentielles au métabolisme des

pathogenes (Privat et Thonart, 2011 ; Hajati, 2018).

b) Le peroxyde d’hydrogéne
Les lactobacilles ne possedent pas de catalase typique avec un noyau héme pour dégrader le
peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene (Zalan et al, 2005), donc il peut s’accumuler et
inhiber de nombreux pathogenes grace a son effet oxydant sur les lipides membranaires et de

la destruction des structures des protéines cellulaires (Suskovi¢ et al., 2010).

Son action affecte aussi bien sur les germes indésirables que sur ceux qui sont essentiels au
bon déroulement de la fermentation, ce qui limite son utilisation pour son activité inhibitrice.
De plus, son action oxydante peut avoir des effets néfastes sur la santé humaine (Zalan et al.,

2005).
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¢) Le dioxyde de carbone

Les lactobacilles produisent le dioxyde de carbone lors de la fermentation hétérolactique, ce
qui favorise un environnement anaérobie défavorable aux microorganismes aérobies. Le
dioxyde de carbone est accumulé¢ dans la bicouche lipidique peut entrainer un

dysfonctionnement de la perméabilité (Ammor et al., 2006).

Le dioxyde de carbone peut inhiber la croissance de nombreux germes d’altération, en
particulier les germes psychrotrophes a Gram négative, tout en favorisant le développement de

certaines bactéries (Lindegren et Dobrgosz, 1990).

d) Le diacétyle
De nombreuses bactéries lactiques, y compris certains types de Leuconostoc, Lactococcus,
Pediococcus et Lactobacillus, sont capables de produire du diacétyle. (Cogan, 1996). C’est un
composé clé de I’ardme du beurre. Il a des caractéristiques antimicrobiennes qui ciblent les
levures, les bactéries Gram positive non lactiques et les bactéries Gram négative, ces dernicres

¢tant moins sensibles (El Ziney et al., 1998).

I1 est probable qu'il empéche la prolifération des bactéries en interférant avec les mécanismes

régulant I'utilisation de I’arginine (Motlagh et al., 1991).

e) Les bactériocines

Les bactériocines sont des substances protéiques ou des complexes de protéines qui ont une
activité bactéricide spécifique contre les especes qui sont proches a la souche productrice
(Klaenhammer, 1988). Elles se distinguent par leur faible poids moléculaire et leur efficacité

a de faibles concentrations (Cotter et al., 2005 ; Belguesmia et al, 2011).

Ces molécules possedent une activité antimicrobienne qui peut étre soit bactéricide entrainant
la mort des bactéries cibles, soit bactériostatique ; en inhibant leur croissance. Parmi les plus
¢tudiées ; ceux qui sont synthétisés par les bactéries lactiques jouant un role essentiel dans la
préservation des aliments (Lagha et al., 2017). Les plus connus : la nisine, 1'azidophylline, la

diploxine et la Bulgarican (Samedi et Charles, 2019).

La majorité¢ des bactériocines sécrétées par les bactéries lactiques agissent selon le méme
mécanisme d'action, ciblant principalement la membrane externe des bactéries ciblées. Elles
provoquent la formation des pores, entrainant ainsi la libération du contenu intracellulaire et

conduisant a la destruction des bactéries affectées (Samedi et Charles, 2019).
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2.5.3 Compétition pour I’adhésion aux surfaces

Les lactobacilles rivalisent avec les bactéries pathogeénes pour les sites d'adhésion sur la
surface épithéliale intestinale, empéchant ainsi la colonisation et la fixation de nombreuses

especes pathogenes (Hardy et al., 2013).

Certaines souches de Lactobacillus peuvent adhérer a la surface de la muqueuse intestinale,

renforgant ainsi la barriére protectrice contre I’invasion des pathogenes (Khalighi et al., 2016).

Les mécanismes de compétition pour 1’adhésion se manifestent généralement de deux fagons

(Servin et Cocconier, 2003) (Figure 11).

La compétition spécifique se base sur les interactions directes entre les lactobacilles et les
bactéries pathogénes pour l'adhérence spécifique aux sites d'adhésion sur les cellules
¢pithéliales de l'intestin. Les lactobacilles, grace a leurs adhésines, se lient a des récepteurs
spécifiques présents sur les cellules épithéliales, empéchant par conséquent la fixation des

agents pathogénes (Gueimonde et al., 2006 ; Alp et Kuleasan, 2020).

La compétition non spécifique repose sur des interactions de faibles liaisons, comme les
forces ¢€lectrostatiques, hydrophobes et stériques. Ces interactions ne sont pas spécifiques a un
type de bactérie ou de surface, mais elles participent a la stabilit¢ globale de I'adhésion

(Khalighi et al., 2016).
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Figure 11 : Mécanisme d’inhibition de I’adhésion des pathogenes par un effet barriere di a

I’adhésion spécifique (a) et non spécifique (b) des probiotiques (Servin et Coconnier, 2003).
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2.5.4 Compétition pour les nutriments

Il est possible d’inhiber la croissance des agents pathogeénes en restreignant les ressources des
nutriments (Fuller, 1991). De sorte que les lactobacilles consomment les nutriments nécessaires

aux agents pathogenes (Luis Balcazar et al., 2006).

2.5.5 Modulation du systéeme immunitaire

Pour stimuler la réponse immunitaire de 1'hdte contre les agents pathogenes, les lactobacilles
interagissent avec le systéme immunitaire, afin de renforcer la réaction immunitaire de I'hte
contre les agents pathogenes (Lee et Mazmanian, 2010). La modulation du systéme
immunitaire s'effectue par divers processus, y compris le renforcement de la réaction
immunitaire non spécifique face aux infections, la stimulation de I'activit¢ des cellules
phagocytaires accompagnée d'une augmentation de la production de l'immunoglobuline
intestinale (IgA) et la stimulation de la synthése des cytokines (Holzapfel et al., 2006) (Figure
12).
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Figure 12 : Les principaux mécanismes d'action des probiotiques (Bermudez-Brito et al.,
2012).
2.6 Effet anti-biofilm des Lactobacillus sp.

L'idée d'utiliser des probiotiques comme une méthode alternative pour régler la formation du
biofilm a récemment vu le jour, a cause des problémes liés a I'¢limination des biofilms par les

méthodes thérapeutiques traditionnelles et du nouvel intérét éleveé pour les bactéries considérées
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comme bénéfiques. Plusieurs mécanismes sont en jeu, notamment la compétition, les capacités
de co-agrégation, la production de molécules anti-biofilm ou les modifications
transcriptionnelles qui finissent par influencer 1'adhésion bactérienne initiale et stimulent la
dispersion du biofilm. Tout comme pour d'autres propriétés des bactéries probiotiques, les
actions anti-biofilm a I'heure actuelle ne dépendent pas de 1'espéce mais de la souche spécifique

(Vuotto et al., 2014Db).

2.6.1 Phénomeénes de compétition

Une exploration récente a confirmé que L. paracasei et L. rhamnosus peuvent non seulement
rivaliser au laboratoire avec le processus d'adhésion mais aussi causer la dispersion de biofilms
formés par le pathogeéne Listeria monocytogenes (Woo et Ahn, 2013). D’autre part, L. brevis,
grace a sa forte capacité d'adhésion aux surfaces abiotiques, a tendance a controler Prevotella
melaninogenica dans un biofilm mixte provoquant ainsi I'élimination de ce dernier du biofilm

(Vuotto et al., 2014a).

2.6.2 Co - agrégation

Il a été observé que certains Lactobacillus peuvent interagir physiquement avec diverses
bactéries Gram négatives et Gram positives, y compris E. coli, Streptococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis et Streptococcus agalactiae (McGroarty et Reid, 1988 ; Ekmekci
etal., 2009 ; De Gregorio et al., 2014). Ces interactions fournissent probablement au maintien
et a I'amplitude des especes dans les biofilms mixtes. Cette proximité fournit aux probiotiques
la possibilité de générer un environnement défavorable en synthétisant des composés acides et
antimicrobiens, ce qui meéne non seulement a une réduction de la croissance ou de la viabilité
des agents pathogenes, mais €¢galement a une modification de l'intégrité et de la structure des

biofilms (Comelli et al, 2002 ; Saunders et al., 2007 ; McMillan et al, 2011).

2.6.3 Production de biosurfactants

Méme si la composition chimique des biosurfactants produits par les bactéries bénéfiques est
rarement précisée, ils causent des altérations de surface qui menent a 1’élimination de la
formation du biofilm, c'est le cas de la souche Streptococcus thermophilus qui réduit in vitro
les niveaux de colonisation des pathogeénes Rothia dentocariosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus salivarius et Staphylococcus epidermidis (Rodrigues et al, 2006). Une
recherche a montré que les biosurfactants sécrétés par L. acidophilus ont la capacité d'inhiber
la prolifération des pathogenes tout en stimulant également la dispersion du biofilm chez

Staphylococcus (Walencka et al., 2008).
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2.6.4 Modifications transcriptionnelles

Il se peut que les effets anti-biofilm sont également associés a des altérations dans 1'expression
de geénes codant pour des adhésines ou des enzymes participant a la fabrication du biofilm. Un
exopolysaccharide produit par L. acidophilus a été décrit comme capable de réguler la création
de biofilm chez E. coli en inhibant la production de curli de ce microorganisme pathogene (Kim
etal., 2009). En outre, les surnageants issus des cultures de L. rhamnosus et L. reuteri modifient
la structure d'un biofilm chez Candida glabrata en entrainant une réduction de l'expression des
genes qui codent respectivement pour une adhésine participant a la formation du biofilm et son

régulateur transcriptionnel (Chew et al., 2015).

L'adhésion de Streptococcus mutans aux dents, qui constitue la premiére étape dans la création
de biofilm, est un phénomeéne qui fait intervenir des exopolysaccharides. La production de ces
derniers nécessite l'action de plusieurs enzymes, notamment les glucosyltransférases et
fructosyltransférases. Plusieurs chercheurs ont validé que la génération de biosurfactants par
diverses souches de Lactobacillus (L. salivarius, L. reuteri, L. casei, L. acidophilus) empéche
l'expression des geénes responsables de ces enzymes et par conséquent réduit la capacité de ces
streptocoques a créer des biofilms (Tahmourespour et al., 2011 ; Salehi et al., 2014 ; Savabi

etal, 2014 ; Wu et al., 2015).
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3.1 Définition

Les biofilms représentent des communautés multicellulaires et complexes de micro-
organismes (Sharma et al., 2023) fixées a des surfaces et encapsulées dans une matrice
extracellulaire d'origine microbienne. Les biofilms constituent la forme de vie microbienne la
plus répandue (Dufour et al., 2010).

Ils sont omniprésents, et ont la capacité de croitre sur presque toutes les surfaces, qu'elles
soient biotiques ou abiotiques (Liu et al., 2023).

Dans les écosystemes naturels, les biofilms se forment dans une grande diversité de niches
écologiques, notamment la surface des végétaux, les sols, les interfaces air-eaux stagnantes, les
sédiments marins, ainsi que la peau et les microbiomes associées aux animaux, etc... (Douarche
etal., 2018).

La morphologie, la sensibilité aux éléments environnementaux et les propriétés biologiques
des micro-organismes présents dans les biofilms different considérablement de celles du
plancton. De plus, la configuration tridimensionnelle des biofilms semble offrir une défense
naturelle et une protection supplémentaire aux micro-organismes (Van Houdt et Michiels,
2010).

Les biofilms fournissent une defense accrue contre les conditions environnementales
extrémes et conférent aux micro-organismes une protection contre les rayons ultraviolets (UV),
les variations extrémes de pH (trés élevés ou tres bas) et méme de températures, des conditions
hypersalines, une pression trés élevée, une carence nutritionnelle etc... lls jouent un réle de
barriére protectrice, comparable & un vétement ou revétement de protection pour ces micro-
organismes (Yin et al., 2019).

Les bactéries au sein des biofilms peuvent se défendre contre la réponse immunitaire de I’hote
et présentent une résistance contre les antibiotiques et aux agents désinfectants par rapport aux
cellules bactériennes planctoniques (Tremblay et al., 2014).

Les biofilms sont impliqués dans de nombreuses infections touchant divers endroits du corps
humain, notamment les tractus urinaire et intestinal, les surfaces bucco-dentaires, les parois

pulmonaires ou encore la peau (Reid, 1999 ; Trautner et Darouiche, 2004).
3.2 Composition et organisation

3.2.1 Composition

Le biofilm est constitué de micro-organismes qui se trouvent dans une matrice extracellulaire.
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Généralement, ces micro-organismes représentent 5 a 35 % du volume total du biofilm, le reste
étant composé principalement par la matrice extracellulaire (Branger, 2007 ; Jamal et al,
2018).

a) Les microorganismes

Dans la nature, les biofilms sont majoritairement composés de différentes especes, cela
indique qu’ils sont constitués de divers types de micro-organismes comme des bactéries, des
mycetes, des protozoaires et des algues (Figure 13). Par contre, les biofilms formés sur les
équipements médicaux, généralement sont composés d’une seule espéce de bactérie
emprisonnée dans une matrice constitué d’exopolysaccharides (EPS). Méme si les biofilms
aient fait I’objet de nombreuses recherches, les biofilms complexes restent encore
insuffisamment étudiés (Branger, 2007 ; Portie, 2014).

Au cours de leur développement, une rivalité s’établit entre les diverses espéces, influengant
la prédominance ou I’exclusion de certaines. Les bactéries commencent a interagir entre elles,
conduisant a la formation des groupes. Une fois regroupées, elles se soutiennent les unes des
autres contre divers stress environnementaux, y compris la présence de substances nocives

comme les antibiotiques ou les métaux, etc... (Branger, 2007 ; Portie, 2014).

Figure 13 : Image en microscopie confocale d'un biofilm bactérien mixte (Filloux et

Vallet, 2003).
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b) La matrice

Une fois 1’adhésion des bactéries au support établie, elles entament la libération d une matrice
collante et protectrice nommee matrice extracellulaire. Cette substance sert de véritable bouclier
pour les cellules bactériennes (Brauge, 2015).

Elle remplit plusieurs fonctions : elle maintient la cohésion de chaque micro-colonies, conféere
une protection, retient I’eau, attrape les petites particules qui passent, fournit des nutriments
dissous et facilite I’¢limination de leurs déchets (Branger, 2007 ; Brauge, 2015).

Elle est constituée de :

e L’cau: Elément principal de la matrice extracellulaire, il peut constituer jusqu’a 97 % de la
masse humide d’un biofilm.

e Eléments nutritifs, des substances métaboliques, des produits issus de la lyse cellulaire et
d’autres débris venus de I’environnement externe

e Polymeres appelées exopolysaccharides (EPS), elles constituent la principale structure du
biofilm, représentant jusqu’a 85 % de sa masse totale, elles sont cruciales pour la structure
du biofilm, assurent 1’attachement du biofilm a la surface ainsi que de sa cohésion. La
composition des EPS peut varier en fonction des micro-organismes et du milieu dans lequel
le biofilm se forme (Branger, 2007 ; Brauge, 2015 ; Jamal et al., 2018).

3.2.2 Organisation

Les bactéries s’assemblent dans la matrice en formant de micro-colonies, séparées par des
canaux aqueux qui créent un réseau de circulation. Ce réseau permet de faire circuler I’oxygéne
et des nutriments vers les zones les plus profondes du biofilm et aussi 1’élimination des déchets.
Le matériel soluble peut se propager au sein de la matrice d'EPS et étre exploité par les bactéries
(Branger, 2007).

La croissance tridimensionnelle du biofilm entraine la formation de gradients physico-
chimiques. Donc, le biofilm n'est pas un milieu homogene car il comporte des zones ou les
concentrations en oxygeéne ou en nutriments varient, ce qui entraine des différences de pH. Les
zones centrales des agrégats bactériens sont généralement anaérobies et pauvre en nutriments,
tandis que celles se trouvant a proximité des canaux ou de la frontiere entre le biofilm et le
liquide bénéficient d'une meilleure oxygénation et d'une plus grande richesse nutritive (Roux
et Ghigo, 2006).
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3.3 Les étapes de formation d’un biofilm

La formation du biofilm s’effectue généralement en cinq phases dans un processus trés
compliqué, au cours duquel les cellules microbiennes changent de leur état libre a 1’état attachée
(passent de la forme planctonique a la forme sessile) et cela d’une fagon similaire peu importe
le type du milieu qu’elles occupent (Haras, 2005 ; Okada et al., 2005) (Figure 14).

Ce processus dépend de I’expression de certains genes spécifiques qui régulent sa création,
ainsi que de leur capacité a s’ajuster a divers types de conditions nutritives et environnementales
(Okada et al., 2005 ; Rivera et al., 2007).
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Figure 14 : Formation d’un biofilm bactérien (Meziani, 2022).
3.3.1 Adhésion réversible (non spécifique)

C’est la phase préparatoire a la création du biofilm et résulte de I’interaction entre les bactéries
et une surface solide. Cela est di a des forces comme celles de Van der Waals, des forces de
répulsion électrostatique, des forces gravitationnelles, le mouvement brownien et des forces
hydrodynamiques. Grace a leurs structures appendiculaires (pili, flagelles, fimbriae), les
cellules se fixe a la surface du support de fagon réversible (Pecastaings, 2010 ; Muller et
Guaguere, 2014 ; Goel et al., 2021).

Dans un environnement aquatique, les molécules qu’elles soient organiques ou inorganiques
sont migré vers la surface et créent un film pouvant étre composé de glycoprotéines, de

phosphoprotéines, d’albumines ou de lipides. Ce film constitue une source importante de

29



Chapitre 3 : Les biofilms bactériens

nutriments pour les bactéries ; ce qui aide leur chimiotactisme (Palmer et al., 2007 ; Squinazi,
2013).

Par ailleurs le déplacement des cellules bactériennes se ralentit progressivement quand elles
se rapprochent de certaines surfaces ou de supports, facilitant leur adhésion qui peut étre
temporaire a la fois a la surface et avec d’autres microorganismes deja fixés a celle-ci. La zone
entre le solide et le liquide constitue ainsi un cadre parfait pour que les microorganismes se
fixent et se multiplient (Muhsin et al., 2015). De plus, divers facteurs tels que les propriétés
physico-chimiques du support comme la température, la disponibilité des nutriments et le pH
jouent un réle dans I’influence de la nature et I’intensité de cette adhésion (El-Tarabily et al.,

2021).

3.3.2 Adhésion irréversible (spécifique)

En temps réel, une fraction de cellules adsorbées de facon réversible reste fixée et se
transforment en une adsorption irréversible (Garret et al, 2008).

A ce stade, pour détacher ces cellules il est nécessaire I’application de forces mécaniques
beaucoup plus fortes, telles que le grattage ou [I’utilisation d’ultrasons. Ce concept
d'irréversibilité est associé aux nombreux points d'interaction qui menent a une liaison de haute
énergie (Garret et al., 2008 ; Brauge, 2015).

Des facteurs comme ’hydrophobicité de la surface, la présence d’appendices protéiques tels
que les pili, les flagelles ou les fimbriae, ainsi que la composition et la quantité
d’exopolysaccharides (EPS), influencent a la fois la cinétique et I’intensité de 1’adhésion
microbienne (Garret et al., 2008 ; Brauge, 2015).

Le passage de 1’adhésion réversible a I’adhésion irréversible se ferait trés rapidement, en

I’espace de quelques secondes a quelques minutes (Garret et al., 2008 ; Brauge, 2015).

3.3.3 Formation de micro-colonies

Apres I’adhésion irréversible des bactéries a la surface, elles poursuivent la production des
EPS, s’assemblententre  elleset  sereproduisent lentement en  utilisant  les
nutriments disponibles dans le film. Ce processus conduit a la création de microcolonies
qui peuvent couvrir progressivement une partie ou ’ensemble de la surface (Bellifa, 2014 ;

Goetz et al., 2016).

La création de microcolonies induit 1’activation de certains genes associés a la synthése du

biofilm, en particulier ceux nécessaires a la production des EPS qui représentent la structure
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majeure du biofilm. L’adhésion du biofilm peut favoriser la création de la matrice
extracellulaire suivie de la création des canaux d’eau permettant le transport des nutriments a
I’intérieur de la structure de biofilm. Ces canaux sont fonctionnés comme un systéme de
circulation répartissant divers nutriments et ¢liminant les déchets des microcolonies du biofilm

(Parsek et Singh, 2003 ; Tenke et al., 2006 ; Folkesson et al., 2008 ; Toyofuku et al., 2016).

Lorsque la densité¢ cellulaire atteint un niveau suffisant, les microcolonies intensifient
la libération d’une matrice extracellulaire. Ces substances sont cruciales pour protéger
les biofilms contre diverses agressions externes que ce soit physiques, chimiques, mécaniques
ou cellulaires et contribue fortement 1’adhésions des cellules sur la surface (Philips et al., 2011

; Mogha et al., 2014 ; Tremblay et al., 2014).

3.3.4 Maturation du biofilm

C’est une phase essentielle dans la formation de biofilm. Elle se caractérise dans un premier
temps par I’implique d’une production excessive d’EPS qui a pour but d’assurer la protection
du biofilm de la dessiccation par le transport de 1’eau et des nutriments a travers des canaux
spécifiques. Ensuite, il y a la communication entre les cellules grace au Quorum Sensing
(Alnnasouri, 2010 ; El-Tarabily et al., 2021).

Par ailleurs, la création et la libération d’enzymes extracellulaires permet de décomposer les
résidus présents sur les surfaces environnantes, ce qui libére des nutriments nécessaires pour
I’augmentation de biofilm jusqu’a atteindre une taille visible a I’ceil nu (Branger et al., 2007 ;
Jacolbsen et al., 2008 ; Alnnasouri, 2010).

L épaisseur du biofilm augmente de facon significative en raison de sa croissance rapide
aboutissant a la création d’un film hétérogene tridimensionnel constitué en trois couches de
cellules. La premiere couche dénote la structure régulatrice de base qui enveloppe le substrat
ou resident des bactéries a faible activité métabolique en raison de leur acceés restreint aux
nutriments et a I'oxygene, tout en étant davantage protégées contre les agressions extérieures.
La couche intermédiaire représente une zone de transition, tandis que la troisieme se compose
des cellules planctoniques qui se divisent activement et ont un meilleur accés aux nutriments et
a l'oxygene. Un biofilm mature se distingue par sa forte capacité a causer des maladies,
contribuant a une résistance accrue aux antibiotiques (Alnnasouri, 2010 ; Zhao et al., 2017 ;
Meziani et al., 2021).
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3.3.5 Dispersion du biofilm

La phase finale de création d'un biofilm consiste en la libération et la dispersion des cellules
bactériennes qui ont le potentiel de se fixer sur d'autres surfaces et de créer un nouveau biofilm
(Tremblay et al., 2014).

Le processus de détachement des bactéries est complexe et fait intervenir des signaux
provenant de I'environnement ainsi que la communication inter-bactérienne, notamment via le
mécanisme du quorum sensing (QS). Quand la densité bactérienne sur une surface atteint un
niveau élevé, en présence de stress environnemental ou d'une déficience nutritive ; certaines
bactéries se détachent du biofilm et se répandent dans I'environnement apreés avoir retrouvé leur
état planctonique (Kaplan, 2010 ; Brauge, 2015).

Historiquement, le détachement des bactéries a été percu comme un processus passif
influencé principalement par les forces du flux du milieu contenant le biofilm. Toutefois, le
détachement des bactéries peut également étre une démarche pro-active lancée par les bactéries
elles-mémes, leur donnant la possibilité de s'installer sur de nouvelles surfaces et de perdurer
lorsque I'espace et les nutriments se raréfient. Les bactéries ont la capacité de se detacher
individuellement ou en petits ou grands groupements ou morceaux, selon les processus
impliqués. Par conséquent, un biofilm formé représente une source de bactéries vivantes aptes

a coloniser d'autres surfaces (Kaplan, 2010).

3.4 Les facteurs influencant la formation de biofilm

La création d’un biofilm constitue un processus compliqué influencé par plusieurs éléments
tels que les propriétés du support ou les bactéries s’adhérent, celles du milieu et les propriétés

de la surface des cellules (Donlan et Costerton, 2002).

3.5 Régulation de la formation de biofilm

La communication entre diverses especes bactériennes durant la création du biofilm se réalise
grace aux processus du quorum sensing (QS). Le quorum sensing est un mécanisme qui facilite
la coordination de I'expression génique entre les cellules, en tenant compte de la densité de leur
communauté locale. Durant le QS, des molécules de signalisation spécifiques se fixent a des
récepteurs bactériens, provoquant ainsi des altérations dans l'expression génique des cellules
qui réceptionnent ces signaux. Ce phénomene est observé non seulement au sien des bactéries
appartenant a la méme espece (mono-especes), mais aussi entre diverses especes bactériennes

(hétéro especes) (Miller et Bassler, 2001 ; Naves et al, 2010 ; Gad, 2018).
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Le QS est basé sur la fabrication et l'identification de petites molécules médiatrices connues
sous le nom d'auto-inducteurs (AI) ou signaux de quorum sensing. Ces Al sont créées par les
bactéries durant leur développement. Quand la concentration d'Al approche a un niveau critique
dans l'environnement, ils se fixent dans les cellules bactériennes et interagissent avec des
régulateurs de transcription particuliers, causant ainsi l'activation de 1'expression de genes
spécifiques. Pour les bactéries Gram-négative, les Al sont souvent des homosérine lactones,
alors que pour les bactéries Gram-positive, il s'agit d'oligopeptides ou de phéromones. Ces
signaux de QS fournissent aux bactéries la possibilité d'échanger des informations et de réguler
leurs actions selon la densité de leur population environnante (Waters et Bassler ;2005 ; Roux

et Ghigo, 2006 ; Czajkowski et Jafra, 2009).
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Cette recherche a été effectuée au sein du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I'Agroalimentaire, au Biomédical et a I'Environnement (LAMAABE) de 1'Université Abou-
Bekr Belkaid-Tlemcen. Notre travail est une étude complémentaire d’un travail antérieur de
Banhalli et Hamidi, 2024 qui ont exploré I’effet antibactérien des souches de lactobacilles
isolées a partir de la matiere fécale des nourrissons vis-a-vis des souches pathogenes gastro-

intestinales ; dans ce contexte notre objectif s'articule sur :

» L’évaluation de la capacité des mémes souches pathogenes gastro-intestinales a former le
biofilm.
» Etudier I’effet anti-biofilm de deux souches de Lactobacillus sp. confirmées comme

souches probiotiques a effet antibactérien, sur ces souches pathogenes gastro-intestinales.
1.1  Matériel

1.1.1 Matériel biologique

1.1.1.1 Bactéries

a) Les souches de lactobacilles

Les deux souches de Lactobacillus sp. isolées de la matiére fécale des nourrissons fournis par
LAMAABE ¢taient revifiées et identifier par les techniques de la microbiologie classique.

b) Les souches pathogénes

Pour étudier I’effet anti-biofilm des lactobacilles, on a fait appel a six (06) souches pathogénes
associées aux intoxications gastro-intestinales : Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Tableau 1).

Tableau 1 : Origine des souches pathogenes gastro-intestinales

Souches Origine

Bacillus cereus Souche de référence
Bacillus subtilis Souche de référence
Escherichia coli Aspiration trachéale
Klebsiella pneumoniae Pieds du diabétique
Pseudomonas aeruginosa Pacemaker

Staphylococcus aureus Pieds du diabétique
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1.2 Méthodes

1.2.1 Revivification des lactobacilles

Un volume de 100ul de chaque souche a été transféré dans des tubes a essai stériles contenant
Sml de Bouillon De Man, Rogosa et Sharpe (MRS), suivie d’une incubation a 37°C
(température idéale pour la croissance de ces bactéries) pendant au moins 24 heures, on évalue

la croissance par l'apparition d'un trouble dans le milieu (Vazquez-Munoz et al., 2022).

1.2.2 Vérification de la pureté des lactobacilles

L’¢étape de purification implique la mise en place d'un ensemencement par stries serrées a la
surface des boites de pétri contenant de la gélose MRS a partir du bouillon d'enrichissement
(bouillon MRS), de facon a obtenir des colonies bien isolées. Les boites sont ensuite incubées
a 37°C pendant 24 a 48 heures. Cette pureté est attestée par 1'observation macroscopique des
colonies qui sont de taille et d’aspect uniformes, ainsi que par I'examen microscopique suite a

une coloration de Gram (Figure 15).

Cette procédure a ¢été répétée jusqu'a obtenir une consistance uniforme en terme de
morphologie des lactobacilles, dans le but de vérifier la pureté des souches avant de passer a

1'étape d'identification.

Figure 15 : Schéma illustrant I’ensemencement par stries.

1.2.3 Caractérisation phénotypique

1.2.3.1 Examen macroscopique

Cette étape implique a observer a I'ceil nu des colonies de lactobacilles pour identifier l'aspect,
la taille, la forme et la couleur des colonies suite a des cultures bactériennes réalisées sur gélose

MRS pendant 24 a 48 heures.
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1.2.3.2 Examen microscopique

L’examen au microscope optique d'un frottis coloré compléte 1'étude. Ce processus permet
d'établir certaines caractéristiques morphologiques et structurelles des bactéries : leur forme
(coque, bacille ou spirale), leur taille, leur mode de regroupement (organisés en chainette ou
isolés), le Gram (Gram + et Gram -), leur mobilité et la présence ou 1’absence d’une spore

(Alexandre et al., 2008).

Les bactéries sont qualifiées de Gram positif lorsqu'elles présentent une coloration violette et

de Gram négatif lorsqu’elles pressentent une coloration rose (Coico, 2001).

Les lactobacilles, qui sont des bactéries a Gram positive, conservent la couleur violette

distinctive du violet de gentiane.

1.2.4 Repiquage des souches pathogénes

Afin d’obtenir des cultures jeunes des souches pathogenes gastro-intestinales, des repiquages
successifs étaient effectués sur gélose nutritive des six souches pathogenes : Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et

Staphylococcus aureus. Cette étape est cruciale pour isoler et maintenir des cultures pures.

1.2.5 Conservation des souches

La conservation des souches pures a long terme permet de maintenir les souches pour une
période allant de quelques mois a plusieurs années. Dans cette méthode, on a utiliser des tubes
a Eppendorf et on y ajoute des additifs cryoprotecteurs tels que le glycérol (un protecteur contre
la formation de cristaux de glace nuisibles pour les bactéries). D’ou, 1.5ml de la culture

bactérienne est mélangé a 1.5ml de glycérol. La conservation se fait & une température a -20°C.

1.2.6 Détection de I’effet antibiofilm de Lactobacillus sp. sur les souches pathogénes

gastro-intestinales

Le principe de la détection de l'effet antibiofilm des Lactobacillus sp. sur les souches
pathogenes gastro-intestinales repose sur I'évaluation de leur capacité a inhiber ou perturber ces

souches pathogénes a former le biofilm.

1.2.6.1 Etude de la formation de biofilm des souches pathogénes gastro-intestinales

Pour confirmer la capacité¢ des souches pathogenes a former le biofilm, une méthode

phénotypique quantitative (méthode de la plaque de micro-titration) a été utilisée.
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1.2.6.1.1 La méthode de plaque de culture de tissus (TCP)

La méthode de plaque de culture de tissus (TCP) mise au point par O'Toole et al. (2000) offre
la possibilit¢ d'une quantification de la formation du biofilm (Lachachi, 2015). Des
microplaques a 96 puits peuvent étre utilisées pour la formation de biofilm sur des supports en
polystyrene.

Les bactéries sont cultivées dans un bouillon nutritif et incubées toute la nuit a une
température de 37°C. Chaque culture est calibrée pour obtenir une densité optique (DO) entre
0,08 et 0,1.

Chaque puits de la plaque est rempli avec 150ul de chaque souche. On recouvre les
microplaques, on les scelle de maniére stérile et on les incubes pendant 24 heures a une

température de 37°C.

Aprées incubation, les puits sont vidés, rincées trois fois par 1'eau distillée stérile, séchées en
position retournée et colorées avec 125uL d'une solution cristalline violette a 0,1% pendant une

durée de 15 minutes (Asadzadegan et al., 2023).

Le cristal violet (CV) est un colorant basique qui s'attache aux bactéries et aux
exopolysaccharides présents dans la matrice extracellulaire du biofilm (Peeters et al., 2008).
La coloration au CV a été d'abord décrite par Christensen et al. (1985), puis modifiée par
Stepanovic et al. (2000), afin de faciliter la quantification de la biomasse des biofilms de faible

épaisseur (agés de quelques heures ou quelques jours).

Suite a une incubation de 15 minutes, tout surplus de cristal violet est retiré grace a trois
rincages avec de l'eau distillée stérile. Apres séchage de la microplaque, on ajoute 125 pL
d'acide acétique glacial a 30 % dans chaque puits. L'incubation a eu lieu a température ambiante

pendant 15 min (Asadzadegan et al., 2023).

La quantité de cristal violet solubilisé est mesurée par la lecture de la densité optique (DO) a
570nm a l'aide d'un lecteur ELISA Auto Reader. La présentation des résultats obtenus est

effectuée sur la base de la DO du témoin (bouillon nutritif).
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La classification des souches se présente comme suit (Tableau 2) :

Tableau 2 : Classification de I'adhérence bactérienne par la technique TCP (Mathur et al.,

2006).

Valeurs DO Adhérence Formation de biofilm
<0,120 Non adhérente Non formatrice
0,120 — 0,240 Faiblement adhérente Faiblement formatrice

>0.240 Fortement adhérente Fortement formatrice

1.2.6.2 [Etude de I’effet antibiofilm des surnageant des lactobacilles sur les souches

pathogénes gastro-intestinales

a) Préparation des surnageant CFS (cell free supernatant)

Les deux souches de Lactobacillus sp. (Lb1l et Lb2) étaient incubées en conditions aérobies
dans du bouillon MRS a 37 °C pendant 24 h. Le CFS a été obtenu par centrifugation a 1000

tours/minute pendant 30 minutes (Asadzadegan et al., 2023).

b) Effet antibiofilm des Lactobacillus sp.

L’effet antibiofilm des surnageants (CFS) des lactobacilles sur les souches pathogenes a été

étudier par la méthode de TCP.

Deux microplaques étaient utilisées, une pour €tudier I’effet du surnageant (CFS) issu de la

souches Lbl et I’autre pour étudier 1’effet du CFS issu de Lb2.

Les souches pathogeénes sont incubées durant une nuit dans un bouillon nutritif. Apres 24h
d’incubation 100 ul de chaque culture jeune déja ajustées a 108 UFC/mL était inoculée dans
chaque puits. D’autre part 100 pl des CFS sont introduits dans les mémes puits contenant les
souches pathogeénes. Apres 24 heures d’incubation les puits des microplaques sont vidés, et
rincées trois fois avec de I'eau distillée stérile avant d'étre séchées. Par la suite, les puits sont
colorés avec 125 pL de la solution de violet cristallin a 0,1 % pendant 15 minutes. Suite a trois
cycles de lavage et séchage, 125 pL d'acide acétique a 30% est incorporés dans les puits.
L'incubation a été réalisée a température ambiante pendant 15 minutes, et I'absorbance a été
déterminée a 570 nm grace a un lecteur ELISA Auto Reader. La présentation des résultats

obtenus se fait en se basant sur la DO témoin (BN + CFS) (Asadzadegan et al., 2023).
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2.1 Revivification des lactobacilles

Apres avoir revivifier les souches de lactobacilles dans le bouillon MRS, un trouble est
observable dans les tubes, donc les souches sont viables et ont repris leur activité

métabolique (Vazquez-Munoz et al., 2022).

2.2 Vérification de la pureté des lactobacilles

Plusieurs ensemencements successifs sur gélose MRS ont permis de purifier les souches de

Lactobacillus.
2.3 Caractérisation phénotypique

2.3.1 Examen macroscopique

Aprées incubation, les cultures bactériennes sont visibles a 1'ceil nu sur gélose MRS avec des
colonies qui peuvent étre observées tant en surface qu'en profondeur sur le méme milieu.
Généralement, les colonies de Lactobacillus ont un diamétre approximatif de 0,5 a I mm. Elles
sont majoritairement de couleur blanche, parfois un peu transparentes. Les colonies peuvent se
présenter en une forme circulaire avec une bordure uniforme ou parfois irréguliere. Les isolats

montrent des différences dans leur aspect qui peut étre lisse ou rugueux (Figure 16).

Figure 16 : Aspect macroscopique des colonies des deux souches de lactobacilles (Lb1, Lb2)

cultivées sur gélose MRS.

Nos observations concordent avec les caractéristiques macroscopiques mentionnés par Badis

et al. (2005), Denis et al. (2007), ainsi que par De Vos et al. (2009).
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2.3.2 [Examen par microscope optique

La caractérisation microscopique des deux souches (Lbl, Lb2) effectuée a l'aide de la
coloration de Gram a révéler une coloration positive. Nos bactéries sont en forme de bacilles et

de coccobacilles, présentes a la fois sous forme isolées et en chainettes (Figure 17).
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Figure 17 : Observation microscopique des Lactobacillus sp. aprés coloration de gram
(Gx100).

Cette description corrobore les conclusions de Kandler et Weise (1986) ainsi que celles
d'Axelsson (1993).
2.4 Repiquage des souches pathogenes

Les repiquages des six souches pathogenes gastro-intestinales sur gélose nutritive ont permis

d’obtenir des cultures pures et jeunes (Figure 18).

Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Figure 18 : Résultats de repiquage des souches pathogenes gastro-intestinales
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2.5 Résultats de la formation de biofilm

La capacité des bactéries pathogénes gastro-intestinales a former le biofilm constitue un

mécanisme crucial pour leur persistance et leur résistance aux conditions défavorables.

Dans cette étude, on a procédé a I'évaluation de leur capacité a former le biofilm en employant
la technique de la plaque de culture de tissus (TCP). Cette méthode est citée comme la méthode
de détection la plus sensible, la plus exacte et la plus fiable pour déterminer la production de

biofilm par les isolats cliniques (Meziani, 2022).

Les résultats de la formation de biofilm des souches pathogeénes gastro-intestinales sont
affichés dans le tableau ci-dessous (Tableau 3) et sont classés selon la classification suggérée

par Meziani, (2022) :

Tableau 3 : Résultats de 1'évaluation et de la formation de biofilm.

Bactéries Valeurs Adhérence Formation de biofilm

de DO

0,173 Faiblement adhérente ~ Faiblement formatrice
0,176 Faiblement adhérente =~ Faiblement formatrice

Staphylococcus aureus 0,176 Faiblement adhérente =~ Faiblement formatrice
0,178 Faiblement adhérente ~ Faiblement formatrice
0,191 Faiblement adhérente =~ Faiblement formatrice
1,1 Fortement adhérente Fortement formatrice

Les résultats obtenus indiquent que la plupart des souches (Bacillus cereus, Bacillus subtilis,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus) montrent une faible
capacité d'adhésion aux surfaces avec des DO qui varie entre 0,173 et 0,191. A I’exception de
P aeruginosa qui a montré une grande capacité d'adhésion avec une DO supérieur a 0,240

conformément aux critéres €tablis par Meziani, (2022) (Figure 19).
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Figure 19 : Résultats de la formation de biofilm par la technique TCP des souches pathogénes

gastro-intestinales.

Ces résultats indiquent que dans les conditions expérimentales appliquées, ces bactéries n'ont
pas formé une matrice extracellulaire épaisse, ce qui pourrait étre di a I'absence de plusieurs
inducteurs de biofilm comme la disponibilité en fer, la densité cellulaire initiale ou encore la

composition du milieu nutritif (Garcia-Cayuela et al., 2014).

On considere que les bactéries sont peu formatrices de biofilm lorsqu'elles montrent une faible
capacité a se fixer aux surfaces (quelques souches ne synthétisent pas assez de protéines
d'adhésion ou de fimbriae (pili), entravant ainsi leur attachement au départ sur la surface)
(Alshammari et al, 2023). Et quand elles ont une capacité limitée a générer des substances
de la matrice (telles que les polysaccharides), ce qui entrave la stabilisation du biofilm
(Damyanova et Paunova-Krasteva, 2025). De plus, 1'absence ou l'insuffisance de systemes de
régulation tels que le QS entrave la coordination cellulaire requise pour la création d'un biofilm
mature (Mitra, 2024), tandis que 'absence de motilit¢é comme les flagelles est couramment

essentielle pour atteindre a coloniser des surfaces (Fu et al., 2021).

La capacité de P. aeruginosa a former des biofilms est largement documentée dans la
littérature. Elle est connue pour générer une matrice dense en exopolysaccharides

comme l'alginate, le polysaccharide de pellicule (PEL) et le locus de synthése de polysaccharide
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(PSL), qui offrent une protection aux cellules face aux agents antimicrobiens et favorisent la
cohésion du biofilm ainsi que son adhérence a la surface (Costerton et al.,, 1999 ; Flemming
et Wingender, 2010 ; Colvin et al., 2012). Elle présente des structures spécialisées comme les
pili de type IV qui facilitent 1'adhésion a la surface, tandis que le flagelle lui permet de se
déplacer vers des surfaces favorables a sa colonisation (O'Toole et Kolter, 1998). De plus, clle
integre des systémes de QS pour moduler I'expression des geénes associés a la fabrication de

biofilm organisant ainsi les actions collectives (Davies et al., 1998).

La formation intense de biofilm par P. aeruginosa souligne donc son importance majeure dans
les infections chroniques et sa résistance renforcée aux traitements antimicrobiens lors des

infections gastro-intestinales.

Ces résultats soulignent I'importance de repérer et d'empécher la formation de biofilm dans le
cadre des infections gastro-intestinales, et justifient le recours a des approches alternatives telles

que les probiotiques pour prévenir 1'établissement de biofilms nuisibles.

2.6 Résultats de I’effet antibiofilm des Lactobacillus sp. sur les souches pathogénes

gastro-intestinales

La méthode de microplaque a été utilisée pour évaluer I'effet antibiofilm des surnageants des
souches Lbl et Lb2 des Lactobacillus sp. vis-a-vis des souches pathogeénes gastro-intestinales.
Les tableaux suivants (Tableau 4 et 5) présentent les résultats en se basant sur la classification

suggérée par Meziani, (2022) :

Tableau 4 : Résultats de I’effet antibiofilm de la souche Lb1 sur les souches pathogénes

gastro-intestinales.

Bactéries Valeurs Adhérence Formation de biofilm

de DO

0,102 Non adhérente Non formatrice
0,089 Non adhérente Non formatrice
0,106 Non adhérente Non formatrice
0,104 Non adhérente Non formatrice
0,098 Non adhérente Non formatrice

Pseudomonas aeruginosa 0,13 Faiblement adhérente  Faiblement formatrice
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Tableau 5 : Résultats de I’effet antibiofilm de la souche Lb2 sur les souches pathogeénes

gastro-intestinales.

Bactéries Valeurs de Adhérence Formation de biofilm

DO

0,102 Non adhérente Non formatrice
0,089 Non adhérente Non formatrice

Staphylococcus aureus 0,103 Non adhérente Non formatrice
0,097 Non adhérente Non formatrice
0,100 Non adhérente Non formatrice

Pseudomonas aeruginosa 0,14 Faiblement adhérente ~ Faiblement formatrice

Les résultats obtenus confirment que les surnageants des souches de Lactobacillus sp. Lb1 et
Lb2 sont efficaces pour réduire la capacité d’attachement et le développement de biofilm de

toutes les souches pathogenes d’origine gastro-intestinale (Figure 20 et 21).

La DO mesurée des bactéries : B. cereus, B. subtilis, S. aureus, E. coli et K. pneumoniae suite
a leurs traitements par les surnageants des souches Lb1 et Lb2 variait entre 0,089 et 0,106. Cela

indique un manque d'adhérence et donc une non-prolifération de biofilm (non formatrice).

La DO de P. aeruginosa apres son traitement par les surnageants Lbl et Lb2 a diminuer de
1,1 a 0,13 traduisant une faible capacité d’adhérence bactérienne ainsi qu’une aptitude limitée

a la formation de biofilm.

Nos résultats sont en accord avec les résultats de Garcia-Cayuela et al. (2014), qui ont
démontré que certaines souches de lactobacilles sont capables d’inhiber 1’adhésion des
pathogeénes par la production de substances antimicrobiennes comme I’acide lactique, le
peroxyde d’hydrogene, les bactériocines et les biosurfactants (Batoni et al, 2023 ; Mekky et
al., 2022 ; Giordani et al., 2021),

En plus, ces souches rivalisent avec les pathogeénes pour la fixation sur les surfaces en
perturbant la formation initiale du biofilm (Giordani et al, 2021). De plus, quelques
métabolites des lactobacilles interferent avec la communication entre les cellules pathogénes
(QS) ce qui entrave la coordination requise pour la création de biofilm (Giordani et al., 2021 ;

Ruhal et Kataria, 2021 ; Mekky et al., 2022).
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Nos souches de lactobacilles montrent une activité notable contre les bactéries Gram positives
et Gram négatives, soit en produisant des biosurfactants selon Guan et al. (2023), Mouafo et
al. (2023), Ammar et al. (2025), soit des substances antimicrobiennes selon Khiralla et al
(2015) ; Satpute et al. (2018) ; et en inhibant le QS ainsi que les enzymes qui dégradent la
matrice du biofilm selon Ruhal et Kataria. (2021).

Malgré que les lactobacilles inhibent presque totalement la formation de biofilm chez les
bactéries Gram négatives et Gram positives (Gurunathan et al, 2014). Cependant, il est
possible que certaines variétés de lactobacilles réduisent partiellement la création de
biofilm chez les bactéries Gram négatives (Qiao et al, 2021 ; Guan et al., 2023 ; Mouafo et
al., 2023 ; Ammar et al., 2025), y compris P. aeruginosa.

Ce qui est déja cité par Mekky et al. (2022) que les lactobacilles sont capables de réduire la
biomasse du biofilm de plus de 50 % la quantité d’EPS et la matrice extracellulaire de P.

aeruginosd.

P aeruginosa est considérée hautement biofilmogene en raison de sa production généreuse
d'exopolysaccharides (alginate, PSL, PEL) qui stabilisent le biofilm. Elle utilise ¢galement des
structures spécialisées telles que les flagelles et les pili de type IV pour I'adhésion initiale et la
motilité, ce qui favorise 1'établissement du biofilm (Rasamiravaka et al., 2015). De plus, ces
systemes complexes de QS controlent la formation de biofilm et la production de facteurs de
virulence. Ces systémes facilitent une coordination efficace des activités cellulaires,
augmentant ainsi la résistance du biofilm (Wilder et al, 2011). Certaines variétés des
lactobacilles peuvent interférer partiellement ces signaux, sans toutefois suffire a entraver

I’ensemble du processus.

D’autre part, les bactéries Gram négative montrent une résistance accrue du fait de leur
membrane externe agissant comme une barriére protectrice contre les lactobacilles (Ruhal et
Kataria, 2021), et ces derniers rend les bactéries Gram positives plus sensibles aux substances
antimicrobiennes (Misba et al, 2017) en raison de I'absence d'une membrane externe (Ruhal

et Kataria, 2021).
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Figure 20 : Résultats de I’effet antibiofilm de la souche Lb1 sur les souches pathogenes

gastro-intestinales.

1,2

0,8

0,6

DO 570 nm

0,4

0,2

JHn Ha Hn Ha ls

B. cereus B. subtilis S. aureus E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa

H Avant traitement = Apres traitement

Figure 21 : Résultats de I’effet antibiofilm de la souche Lb2 sur les souches pathogeénes

gastro-intestinales.

En effet I’effet antibiofilm des deux souches Lb1 et Lb2 sur les souches pathogeénes a montré

des résultats trés semblables, elles ont toutes les deux une grande capacité¢ d'inhibition du
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biofilm (Figure 22). Cela peut étre due aux molécules tensioactives a capacité anti-biofilm (qui
arrétent l'attachement, la fabrication de biofilm et stimulent la dispersion de biofilms déja
formés) qui ont récemment été trouvées chez L. jensenii et L. rhamnosus, elles ont la capacité
d'exercer cette fonction contre multiples pathogenes associés a la santé humaine : Acinetobacter
baumannii, E. coli et S. aureus (Sambanthamoorthy et al, 2014). D'autre part, cela implique

principalement la sécrétion de biosurfactant, qui est essentiellement constituée de protéines.

Selon Shokouhfard et al. 2015 L. acidophilus peut perturber 1'adhérence et la fabrication de

biofilm par plusieurs variétés de pathogeéne opportuniste comme Serratia marcescens.

Bien que les exopolysaccharides bactériens impliquent a la fabrication, I'adhésion et
1’équilibre de plusieurs biofilms, ils pourraient aussi occuper un réle dans des mécanismes qui
empéchent leur formation. C'est le cas d'un polysaccharide (non identifié¢) sécrété par L.
acidophilus face a des biofilms d’E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes, Salmonella sp.,
Yersinia enterocolitica et B. cereus (Kim et al., 2009). De fagon similaire, des hétéropolymeres
constitués de galactose, glucose, fructose et mannose extraits des surnageants de cultures de L.
plantarum et L. helveticus, ont établi une capacité in vitro a empécher I'adhésion de pathogenes
des genres Escherichia, Shigella, Staphylococcus, Salmonella et Pseudomonas sur des surfaces
abiotiques. Cela pourrait étre dii a leur action en tant que biosurfactants (en modifiant les
surfaces cellulaires microbiennes et les surfaces support) ou en contrélant I'expression de geénes

essentiels pour le développement d'un biofilm (Li et al., 2014 ; Wang et al., 2015).
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Figure 22 : Effet antibiofilm des surnageants des souches Lb1 et Lb2 sur les souches

pathogénes gastro-intestinales.

Sur le plan clinique, l'efficacité des lactobacilles contre les biofilms est particuliérement
pertinente dans le cadre des infections gastro-intestinales. Elles participent a la prévention ou a
la prise en charge d'infections en équilibrant I'environnement intestinal, en fortifiant la barriére

épithéliale et en diminuant l'inflammation (Plaza-Diaz et al., 2017).

Ces résultats indiquent que l’usage spécifique de probiotiques pourrait constituer une
méthode complémentaire pour limiter la colonisation par des agents pathogenes résistants tout

en influengant favorablement le microbiote intestinal.

2.7 Comparaison entre ’activité antibactérienne et antibiofilm des souches Lb1 et Lb2

L’¢tude de l'activité antibactérienne des mémes souches de lactobacilles (Lb1, Lb2) sur les
mémes souches pathogenes évaluée par les méthodes de diffusion en puits et spots réaliser par
Benhalli et Hamid. (2024) a montrer une efficacité supérieure pour Lb2. Cette entité a montré
un potentiel d'inhibition atteignant un taux de performance de 86 %, Lb1 a montré un potentiel

d'inhibition de 43%.

L'activité antibiofilm des deux souches Lbl et Lb2 ont montré des effets similaires. Les
surnageants inhibent I'adhésion et la formation de biofilm pour les cinq souches pathogenes B.
cereus, B. subtilis, S. aureus, E. coli et K. pneumoniae. P. aeruginosa est la seule souche qui a

conservé une faible capacité d'adhésion et de formation de biofilm.
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Ces observations suggerent que les lactobacilles ont la capacité d'inhiber le biofilm pathogene
en sécrétant des biosurfactants ou des substances antimicrobiennes (Khiralla et al, 2015 ;

Satpute et al., 2018).

La performance supérieure de 1’activité antibactérienne de Lb2 par rapport a Lb1 indique que
cette souche constitue un excellent choix probiotique pour la prévention des infections gastro-
intestinales. Cependant, l'efficacité comparable des deux souches dans I'inhibition de la

formation de biofilm suggere que ces souches pourraient intensifier la réponse antibiofilm.
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Conclusion et perspectives

Les Lactobacillus sp., sont des bactéries probiotiques bénéfiques a la santé, contribuent de
manicre significative a I'équilibre de la flore intestinale, a la stimulation du systéme immunitaire
et offrent une protection contre les infections gastro-intestinales liées a 1'établissement

des biofilms bactériens.

Cette recherche a souligné le potentiel important de certaines variétés de Lactobacillus sp.
isolées des selles des nourrissons comme agents antibiofilm contre les souches bactériennes
pathogénes fréquemment associées aux infections gastro-intestinales. Les résultats recueillis
lors de cette recherche démontrent que les surnageants des souches Lb1 et Lb2 exercent un effet
antibiofilm notable sur les principales souches pathogénes du systéme gastro-intestinal. Les
probiotiques ont complétement empéché 1'adhésion et la formation de biofilm chez Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, et Klebsiella pneumoniae et

une réduction partielle a été observée chez Pseudomonas aeruginosa.

Ces constatations indiquent que l'effet de Lactobacillus sp., ou de leurs métabolites, pourrait
constituer une approche naturelle et prometteuse pour la prévention et le traitement des

infections gastro-intestinales liées a la formation de biofilm bactérien.

Afin de renforcer ces progres et d'étudier leur utilisation clinique, plusieurs perspectives de

recherche se dessinent :

v" Des recherches sur un plus grand nombre d'échantillons sont nécessaires pour assurer la
solidité des conclusions.

v" Identification des lactobacilles par les tests biochimiques tels que la plaque API 50 CH,
ainsi que des tests moléculaires sera intéressante.

v’ Réaliser des tests antibiofilm sur d’autres souches pathogénes gastro-intestinales.

<\

Effectuer des études in vivo pour valider I'efficacité de ces souches observée in vitro.

v" Identifier les molécules métaboliques a effet antibiofilm secrétées par des lactobacilles.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Tableau 1 : Bouillon MRS.

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

Autoclavage a 121°C pendant 15 minutes.

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

Tableau 2 : Bouillon nutritif.

Composant Quantité
Peptone S5g
Extrait de viande g
Extrait de levure 2g
Chlorure de sodium 5g
Eau distillée 1000ml
pH final 6.8 +/-0.2

Autoclavage a 121°C pendant 15 minutes.

Remarque : La composition de la gélose nutritive : Bouillon nutritif + 15g d’agar.
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Annexe 2 : Coloration de Gram
1. Appliquer du cristal violet sur le frottis pendant 1 minute.
2. Eliminer I'excés de colorant avec de I'eau distillée.
3. Appliquer du Lugol pendant 1 minute.
4. Rincer a l'eau distillée.
5. Appliquer du I’éthanol pendant 30 secondes.
6. Rincer a l'eau distillée.
7. Appliquer de la fuchsine pendant 30 secondes.
8. Rincer a 1'eau distillée et sécher.
9. Déposer une goutte d'huile a immersion sur le frottis et observer au microscope (G*100).

Les bactéries Gram - apparaissent en roses, et les bactéries Gram + apparaissent en bleu-violet

(Gram, 1884).

79



Annexes

Annexe 3 : Illustrations de certaines étapes expérimentales et résultats additionnels

Figure 1 : Précultures des souches.

Figure 3 : Résultats de la méthode de TCP de I’effet antibiofilm des Lb1 et Lb2 sur les

souches pathogeénes gastro-intestinales.
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