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Résumé

Résumé

Durant 4 mois d’études et analyses bactériologiques de coprocultures des sujets
jeunes sous un régime de probiotique.

Ou cour de cette étude nous avons utilisé des milieux de cultures ; GN, MRS,
Colombia au sang du mouton et Colombia au sang du cheval, pour le dénombrement des
germes totaux, la flore lactique et pour I’isolement des bactéroides et les firmicutes ; plus
des examens complémentaires microscopique des frottis coloré en Gram pour 1’évaluation
des bactéries a Gram® et & Gram™ plus des testes statistiques pour comparer entre les

témoins et les sujets a étudier sous régime probiotique.

Les résultats de dénombrement sur milieu GN (A" 11/53 A" 02/05 B* 18/25 B~ 02/00) ont
montré qu’il y’a une différence de nombre des souches chez les consommateurs par
rapport au témoins, sur milieu MRS (A" 685/568 A" 129/138 B* 275/128 B™ 08/08)
démontre que le nombre des bactéries lactiques s’augmente chez le consommateur apres la
consommation du probiotique ,sur Colombia au sang de mouton (A" 08/04 A" 18/08 B*
19/23 B 26/23) démontre que ce probiotique a un effet inhibiteur sur les bactéries a Gram-,
sur milieu Colombia au sang de cheval (A" 15/11 A 59/47 B* 25/14 B™ 105/52) démontre
que le probiotique est un catalyseur des bactéries a Gram+, aussi I’examen microscopique
des frottis @ montrer que le nombre des bactéries a Gram+ s’augmente par rapport a les
bactérie & Gram- chez les consommateur (’augmentation des Gram+ commence a
augmenter cher le B* dés la 3°™ semaine et chez le A" dés la 5°™ semaine, aprés le 2°™
mois chez A" 70% des Gram+ et 30% des Gram- et chez le B 73% des Gram+ et 27% des

Gram-).

Mots clés : microbiote, probiotique, régime.
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Introduction

Introduction

Dé¢s la naissance, le corps humain est colonisé de 1’extérieur (peau et muqueuses) mais
aussi de I’intérieur (tube digestif) par un ensemble de bactéries. Au niveau du tractus
intestinal, la communauté bactérienne est estimée & 10™ bactéries et est composée de plus de
1000 especes différentes. Cette communauté appelée anciennement flore (ou microflore)
intestinale est dorénavant nommé microbiote. L’ensemble des génes portés par ce microbiote
est appelé microbiome. On peut influencer la stabilité de ce microbiote par 1’ingestion de
certains microorganismes (probiotiques) ou sont rendu un bénéfice sur la santé du
consommateur.

Le terme « probiotique » signifie « pour la vie » et désigne des microorganismes
vivants qui, ingérés en quantité appropriée, produisent un effet bénéfique pour la santé de
I’héte qui vont au-dela des fonctions nutritionnelles de base.

Les probiotiques sont souvent des bactéries lactiques (lactobacilles et bifidobactéries)
ou des levures introduites dans 1’alimentation sous forme de produits lactés fermentés ou de
suppléments alimentaires. Ces micro-organismes renforcent la flore intestinale et vaginale.

Leur présence permet notamment de lutter contre la prolifération des bactéries pathogeénes.

Est-ce que ces probitiques ont des effets bénéfiques sur la digestion ?

Est-ce que ces probiotiques induisant ils des changements sur la flore intestinal ?

Noter étude vise donc :
Evaluez I’effet du probiotique administré aux sujets jeunes sur:

e [ état de la digestion

e L’évolution du microbiote intestinal en bactéries & Gram™ et bactéries 8 Gram ~

Dans une premiere partie les données récentes sur I’évolution de la composition du microbiote
intestinal de la naissance jusqu’a 1’age adulte et ces principales fonctions, et les probiotiques et leurs
intérét, Puis dans une seconde partie, une étude sur I’effet de ce dernier sur la stabilité du microbiote,
et dans une troisieme partie les résultats de cette étude, et la discussion de ces résultats, et enfin la

conclusion finale.
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Chapitre I : les probiotiques

- les probiotiques :
I-1- Historique de développement

Le concept d’aliment fonctionnel est né dans 1'Extréme-Orient au Japon dans les
années 1980s. A cette époque, les pratiques ancestrales de gastronomie, 1’accroissement
des maladies liées a 1’alimentation, et en particulier a la population vieillissante, conduit le
gouvernement japonais a subsidier un programme de recherches visant a identifier les
fonctions physiologiques des aliments (Buttriss, 2000; Hasler, 1998). Deées 1991, le
législateur japonais autorise la distinction commerciale des aliments fonctionnels par le
label « FOSHU » pour « Foods for Specified Health Use » et en détermine les conditions
d’octroi (Ninane and al., 2009).

Importé en Europe dans les années 1990s, le concept d’aliment fonctionnel s’y est
développé en prenant, dans I’esprit du public, une signification plus large. Pour le
consommateur européen, les aliments fonctionnels représenteraient en effet simplement
une alternative “ plus saine ” a ’alimentation classique (Renard, 2000). Parmi les
ingrédients liés aux aliments fonctionnels, les probiotiques, qui trouvent leur origine dans
les travaux de Metchnikoff, au debut du 20éme siecle.

D’aprés la synthése de ses travaux réalisée par Tannock (2002), Metchnikoff avait
pour théorie que les paysans bulgares, grands consommateurs de laits fermentés, vivaient
tres vieux et en bonne santé. Ainsi, Metchnikoff avait proposé 1’ingestion de bactéries
vivantes, particulierement des bactéries lactiques, pour réduire les désordres intestinaux et
améliorer 1I’hygiene digestive, et donc augmenter 1’espérance de vie. A peu pres au méme
temps, un médecin francais, Henry Tissier, a suggéré qu'il y avait une possibilité
d'administrer de bifidobactéries isolées des selles d’enfants en bonne santé a des enfants
malades.

Durant les années 1930s, Shirota réussit a isoler une bactérie ; Lactobacillus casei
shirota, et ensuite l'intégrer dans une boisson lactée fermentée connue sous le nom «
Yakult ». Depuis ce temps, de nombreux chercheurs ont isolé¢ d’autres microorganismes
qui ont des avantages associés a la santé de I'nomme, et ils ont été commercialisés.

I-2- Définition des Probiotiques

Une des premiéres définitions des probiotiques comme « facteurs promoteurs de

croissance produits par des microorganismes » a été proposée par Lilly and Stillwell en

1965. Plus tard, Fuller propose une définition tres proche du sens actuel : « supplément
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alimentaire microbien vivant qui affecte de fagon bénéfique 1’hdte en améliorant
I’équilibre de sa flore intestinale » (Fuller, 1989).

Récemment, les probiotiques se définissent comme « des cultures microbiennes
vivantes survivant le transite gastro-intestinale, ou elles colonisent le systéme » (Saarela
and al., 2000; Matilla-Sandholm and al., 2002;. Betoret and al., 2003). D’autre part
selon Margoles and Garcia (2003), le terme probiotique se référe a des « cultures de
microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés a I'homme ou aux animaux (par le
biais de cellules déshydratées ou des aliments fermentés), améliorent les propriétés de la
microflore autochtone de I'hGte ».

Cependant, la définition la plus largement acceptée du terme est celle de la
consultation mixte d'experts (FAO/OMS, 2001) qui redéfinit les probiotiques comme «
des microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates (dans
le cadre de I'alimentation), conférent un bénéfice pour la santé de I'néte ». Ce groupe a
reconnu que les probiotiques doivent étre capables d'exercer des prestations de santé sur
I’hote grace a la croissance et/ou I’activité dans le corps humain (Leahy and al., 2005).
I-3- Principales souches bactériennes au potentiel probiotique

Les bactéries probiotiques sont principalement des bactéries lactiques et des
bifidobactéries. En effet, ces bactéries sont des membres de la flore normale de I’intestin
(Dunne and al.,2001), connues pour ne pas présenter de risques toxique ou infectieux
(GRAS) et sont relativement faciles a inclure dans des produits laitiers (Izquierdo, 2009).
La plupart des microorganismes employés comme probiotiques sont cités dans le Tableau
1.
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Tableau 1 : Micro-organismes considérés comme probiotiques. (Hozalpfel and al., 1998).

Lactobacillus

Bifidobacterium

Autres bactéries

lactiques

Autres micro-

organismes

L. acidophilus
L.

-

r r - - - -

L.

amylovirus

. brevis

. casei

. cellobius

. crispatus

. Curvatus

. delbrueckii

. farciminis
. fermentum
. gallinarum
. gasseri

. johnsonii

. paracasei

. plantarum

. reuteri

rhamnosus

B.
B.

adolescentis,

animalis

. bifidum

. breve

. infantis

. lactis

. longum

. thermophilum

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Lactococcus lactis

Leuconstoc
mesenteroides
Pediococcus
acidilactici
Sporolactobacillus
inulinus
Streptococcus
thermophilis
Streptococcus
diacetylactis
Streptococcus

intermedius

Bacillus spp
Escherichia coli
strain Nissle
Propionibacterium
freudenreichii
Saccharomyces
cerevisae
Saccharomyces
bourlardii

I-3-1- Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-

organotrophes. Elles sont Gram+, généralement immobiles, asporulées et ont des exigences

nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les

acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio and al., 1994). Douze genres

bactériens figurent dans la catégorie des bactéries lactiques :

Aerococcus, Alloicoccus,
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Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissela. Elles ont des formes en
batonnets ou en coques, elles ont également un métabolisme aérobie facultatif. Les
bactéries lactiques ont en commun la capacité de fermenter les sucres en acide lactique
(Sanders, 2001 ; Fooks and Gibson, 2002). Certaines sont dites « homofermentaires » car
elles produisent majoritairement de I’acide lactique alors que d’autres sont dites «
hétérofermentaires » et produisent de I’acide lactique en méme temps que d’autres
composés (acétate, éthanol et CO2) (Sillanpaa, 2001 ; Fooks and Gibson, 2002 ;
Klaenhammer and al., 2002).

Parmi les principales bactéries lactiques probiotiques utilisées on trouve :

a- Le genre Lactobacillus

Les lactobacilles sont les microorganismes probiotiques les plus en vue par leur
association populaire avec les produits laitiers fermentés. Il s’agit en général de batonnets
non flagellés, non sporulés, 1’absence de catalase mais parfois une pseudo-catalase est
détectée, Gram-positifs faisant partic des BAL. Elles sont importantes pour 1’industrie
alimentaire, notamment dans les fermentations laitiéres (Corrieu, 2008, I1zquierdo, 2009).
Elles sont anaérobies (mais aérotolérantes) et obtiennent leur énergie du métabolisme
fermentatif, mais elles peuvent survivre en présence d’oxygéne grace a leur activité
peroxydase capable d’inactiver le peroxyde d’hydrogeéne. Elles ont également la capacité
de survivre a des pH bas dans les milieux qu’elles acidifient par la production d’acide
lactique, produit final de la fermentation des carbohydrates.

Cette capacité a produire de I’acide lactique donne aux lactobacilles un avantage
compétitif dans les environnements riches en nutriments, ce qui peut en partie expliquer
leur potentiel probiotique. Une grande variété de lactobacilles sont utilisées comme
probiotiques, parmi lesquelles Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, sont les espéces les plus étudiées
(Izquierdo, 2009).

b- Le genre Streptococcus

Les cellules de streptocoques sont des coques ou coccobaciles chimioorganotrophes

(Corrieu and Luquet, 2008). Généralement groupées en paires et surtout en chaines, de

longueur variable.
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L’espéce thermophile Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat
(lait et produits laitiers), par son caractere non pathogéne et ses propriétés probiotiques et
technologiques (Guiraud and Rodec, 2004 ; lyer, 2010).
I-3-2- Bifidobactérium

Les bifidobactéries sont des batonnets aux formes variées (bifide ou ramifié) dont
la caractéristique principale est une forme en Y. Les bifidobactéries sont Gram+,
immobiles, non sporulées, non productrices de gaz, anaérobies strictes (sauf quelques
espéces pouvant tolérer I’oxygéne), catalase (-) négatives (excepté B.indicum et
B.asteroides) hétérofermentaires et saccharolytiques, ayant un pourcentage de bases G+C
compris entre 55 et 67%, et dont la composition de leurs peptidoglycanes est tres variable.
La température de croissance des bifidobactéries varie respectivement de 36 a 38°C et de
41 a 43°C et a des valeurs de pH comprises entre 6,5 a 7. Les espéces les plus utilisées
comme probiotiques sont Bifidobacterium lactis et Bifidobacterium longum (Dong and al.,
2000).
I-4- Mécanismes d’action des probiotiques

Les mécanismes d’action des probiotiques impliqués dans les effets bénéfiques
exerces par ces bactéries sur I’hote sont complexes, souvent multiples et dépendent de la
souche bactérienne considérée. Les effets des probiotiques sont classiquement attribués a
une modulation direct ou indirecte de la flore endogéne ou du systeme immunitaire local
(Rambaud, 1993). Ceci suggére qu’un contact direct de ces probiotiques avec les
différents constituants de la barriére intestinale, tels que la microflore endogene, le mucus
intestinal, les cellules épithéliales, les immunocytes, est necessaire.
I-4-1- Maintien de I’équilibre de la barriére intestinale

Plusieurs souches probiotiques présentent in vitro et in vivo un effet favorable sur la
fonction barriere de I’intestin augmentant ainsi la résistance transépithéliale et diminuant la
perméabilité intestinale. Une réduction de I’augmentation de la perméabilité intestinale
chez la rat a été observée apres un traitement par L. reuteri et L.plantarum dans un modéle
de colite expérimentale (Fabia and al., 1993), ou encore par le cocktail VSL#3 dans le
modele de colite spontanée chez la souris déficiente en IL-10 (Madsen, 2001). De la méme
facon, L. brevis (Garcia-Lafuente and al., 2001) et L.rhamnosus GG (lIsolauri and al.,
1993) réduisent I’augmentation de la perméabilité induite par des germes bactériens ou des

agents viraux.
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L’effet des probiotiques sur la résistance transépithéliale est généralement
accompagné par un maintien de 1’intégrité fonctionnelle du cytosquelette des cellules
épithéliales intestinales, régulée par les jonctions serrées. L. acidophilus et S. streptococcus
vivants préviennent des modifications de la perméabilité induites par les souches
Escherischia coli enteroinvasifs (EIEC) en évitant la déphosphorylation des protéines de
jonctions et du cytosquelette (Resta-Lenert and Barret, 2003). La capacité de ces
probiotiques a prévenir la redistribution de I’actine, de 1’occludine et de la ZO-1, serait en
partie liée a la modulation de la voie de signalisation intracellulaire incluant les MAP-
kinases et les Rho-GTPases (Trivedi and al., 2003). La rupture du cytosquelette d’actine
associée a I’adhésion de souches d’E. coli isolées de patients atteints de la maladie de
Crohn est également prévenue par L. GG (Khaled and al., 2003). De méme, L.plantarum
exerce un effet bénéfique contre une souche d’E. coli EPEC altérant les protéines des
jonctions serrées (Wonodi and Panigrahi 2003).

Les effets des probiotiques sur I’inhibition de la croissance des bactéries
pathogénes Gram négatif, et sur la stabilisation de la barriere épithéliale sont également
associés a une diminution de la translocation bactérienne. Ainsi chez 1’animal, le traitement
par certains probiotiques tels que B. longum (Suzuki and al., 1997) ou S.bourlardii (Berg
and al., 1993) diminue la translocation bactérienne.

I-4-2- Effet immunomodulateur

La plupart des probiotiques stimulent généralement le systeme immunitaire de
I’hote de fagcon non spécifique, en stimulant 1’activité phagocytaire et la production
d’immunoglobulines A sécrétoires (IgA), néanmoins quelques études suggerent une
diminution de la réponse immunitaire de 1’hote (Berg, 1998). En effet, les bactéries
présentes dans la lumiére intestinale sont capables d’adhérer aux cellules épithéliales, de
libérer des composés dans la lumiere intestinale susceptibles d’étre absorbés par
I’épithélium intestinal et d’agir sur les cellules immunitaires (Eckmann and al., 1995).

De nombreuses études in vitro ont montré que les probiotiques stimulent la
sécrétion de cytokines, en activant la réponse de type Thil, par les cellules immunitaires
avec des effets dépendants des souches. Ainsi, S. thermophilus stimule la sécrétion de
cytokines (TNF-a, IL-6), I’intensité de la réponse étant souche et dose-dépendantes
(Marin and al., 1998; Miettinen and al., 1996). De la méme facon, chez 1’animal et chez
I’homme, certaines études ont confirmé également la capacité de différentes souches de

lactobacilles et de bifidobactéries a entrainer une réponse immunitaire et une activation de
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mécanismes de défense non spécifiques. En effet, plusieurs lactobacilles (L.acidophilus,
L.casei, L.johnsonii) aussi bien que des bifidobactéries (B.bifidum, B.lactis) sont capables
d’augmenter la phagocytose (Arunachalam and al., 2000; Perdigon and al., 1988) et par
conséquent 1’élimination des micro-organismes pathogenes.

Une autre étude menée, chez ’homme, a montré que 1’ingestion pendant 3
semaines de lait fermenté composé de L.johnsonii et de bifidobactéries entraine une
augmentation de la production d’IgA totales et spécifiques chez les sujets sains soumis a
un stimulus infectieux avec Salmonella thyphimurium atténué (Link-Amster and
al.,1994). De méme, un traitement par B. lactis ou L. rhamnosus suivi d’un challenge avec
une souche d’E. coli entérohemoragique se traduit chez la souris par une augmentation
d’IgA (Shu and Gill, 2001).

L’immunité innée constitue la premiere ligne de défense immunologique non
spécifique permettant 1’élimination d’un grand nombre des micro-organismes pathogenes.
Certains composés exo/endocellulaires des micro-organismes (pathogénes ou non) sont
impliqués dans les effets immunomodulateurs et permettent a 1’hote de discriminer le soi
du non-soi. Ces composeés sont appelés PAMPs (pathogenassociated molecular patterns)
(Medzhitov and al., 1997). Les PAMPs regroupent des composants de la paroi cellulaire
bactérienne tels que les lipopolysaccharides (LPS), les peptidoglycanes (PG), les acides
lipotéchoiques (LTA) des parois bactériennes, I’ARN double brin de certains virus, ou
encore les mannanes spécifiques des parois bactériennes. De maniére générale, 1’hote
distingue les signaux émis par les micro-organismes grace a des récepteurs
transmembranaires TLRs (Toll-like receptors) presents sur les cellules épithéliales
intestinales et les cellules immunitaires (macrophages, neutrophiles, cellules
dendritiques...) (Beutler and al., 2003).

Actuellement 10 récepteurs de type Toll ont été clonés chez I’homme (Aderem and
Ulevitch, 2000) (Figure 01). Les TLRs induisent 1’expression de génes tres variés, incluant
des geénes codant pour des cytokines pro-inflammatoires, des chémokines, des facteurs
anti-microbiens tels que la NO synthase inductible et les peptides antimicrobiens, des
molécules de co-stimulatrices a la surface des cellules présentatrices d’antigénes, des
molécules du CMH et d’autres encore qui permettent d’armer les cellules de 1’hote contre

les pathogénes envahisseurs.
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| Peptidoglycan (G+)
| Lipoprotein

| Lipoarabinomannan
| (Mycabacteria)

| LPS (Leptospira)

| LPS (Povphyromanas) LPS (G-) ——————
| GPI ( Trypanosoma cruziy Lipoteichoic acids (G+) MR Unmethylated
| Zymosan (Yeast) RSV F protein deRMNA ‘Flagmlen CpG DNA

Figure 01 : Les différents ligands des recepteurs Toll-like (Medzitov, 2001)

I-5-Caractéristiques souhaitables des probiotiques

De fagon plus spécifique, pour qu’un microorganisme soit considéré comme étant
potentiellement probiotique, il doit présenter les caractéristiques suivantes :

1. Etre un habitant naturel de I’intestin (origine humaine)

2. Etre capable de coloniser le milieu intestinal, persister et se multiplier

3. Adhérer aux cellules intestinales et exclure ou réduire I’adhérence des pathogénes

4. Avoir un métabolisme actif et produire des substances inhibant les pathogenes
(acides, H,0,, bactériocines,...)
Non invasif, non carcinogene et non pathogene (GRAS)
Etre capable de co-agréger pour former une flore normale équilibrée
Absence de toxicité

Possibilité de production en grande échelle

© © N o O

Possibilité de cryoprotection

10. Résistance a la bile et au mucus intestinal (1’acide).
Les microorganismes probiotiques doivent également étre technologiquement adaptés a
interagir dans les produits alimentaires, tels qu'ils conservent a la fois la viabilité et
I'efficacité dans les produits alimentaires (sur une échelle commerciale) pendant et apres la
consommation. Les probiotiques doivent étre capables de survivre aux applications
industrielles (par exemple la transformation des produits laitiers) et aussi étre en mesure de
croitre ou survivre a des niveaux éleves dans le produit a la fin de la durée de conservation
(Farnworth, 2008).
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I-6- Effets bénéfiques des probiotiques sur la santé humaine

Les probiotiques ont pour but d’aider la flore microbienne naturelle de I’intestin.
D’innombrables avantages pour la santé sont fournis par I'ingestion des aliments contenant
des cultures probiotiques (Figure 02) (Da Cruz and al., 2010). 1l est important de
mentionner que les effets de la promotion de la santé dépendent de la souche présente dans
la formulation du produit, et qu'il n'y a pas une souche probiotique en mesure de fournir
tous les avantages (Shah,2007).

Suppression des Syndrome du Contréle des Symptomes des
pathogénes Cdlon irritable MICI allergies
endogénes o ' alimentaires

1 I Réponse immurﬁt‘a;i;re infantiles
T " equilbrée (soulages)
Résistance a Composition du q = ~
la colonisation «+—— ”,"E"C_*b;"_:’ts T — Renforcement de
intestina Immunomodulation limmunité innée
- 3 2
SupEtr]ess_lon de (B L/ Y,
pathogenes e Ny E : ,
. 7 \ ffets sur la reduction
exogenes ( PROBIOTIQUES : ;

’ ) \, Y, du cholestérol sanguin

(ex:Tourista) S~ s / 9

\Jl Deconjugaison et

Apports de SCFA . - _—  secrétion

a [épithélium du colon
Pl / ~.
l Abaissement du degré Hydrolyse du lactose
de réactions mutagéniques N
Réduction des facteurs dans l'intestin .
de Amelioration de la

risque du cancer du colon .f/ tolérance au lactose

Figure 02 : Présentation des effets bénéfiques sur la santé humaine de la consommation des

probiotiques (Saarela and al., 2000).

I-7- effets indisirables des probiotiques :

Un point important concerne 1’aspect sécuritaire de 1’utilisation des probiotiques.
Peu d’études focalisent sur ce point, cependant I’utilisation trés large de nombreuses
souches probiotiques depuis plusieurs décennies est une preuve indirecte de I’innocuité de
ces souches. En outre, la majorité des souches probiotiques appartiennent aux genres

Bifidobacterium et Lactobacillus qui sont classés dans la catégorie des organismes déenués
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de pathogénicité (statut GRAS, pour generally regarded as safe) .Cependant, quatre types
d’effets indésirables potentiels méritent d’étre envisagés : infections, activités
métaboliques délétéres, immunomodulation excessive et transfert de génes (FAO/WHO,
2002).

I-7-1- Infections

Les probiotiques ne sont pas sélectionnés parmi des agents pathogénes. Par
conséquent, le risque d’infections est quasiment nul. Cependant, le risque de leur passage
dans le sang par translocation existe.

On definit la translocation bactérienne par le passage de microorganismes du
tractus gastro-intestinal aux sites « extra-intestinaux » comme les ganglions lymphatiques
mésentériques, le foie, la rate ou le systéme sanguin. Normalement, les bactéries indigenes
sont continuellement en translocation, mais rapidement détruites par les organes
lymphoides.

Mais, chez les patients atteints de traumatismes graves ou immunodéficients, la
translocation est une des causes principales des infections systémiques. Trois mécanismes
sont incriminés :

- L’augmentation de la perméabilité intestinale, ou la création de nombreuses lésions sur

la muqueuse intestinale,

- L’augmentation de la croissance bactérienne,

- L’immunodéficience. (EFSA, 2012)

Saccharomyces boulardii est responsable de fongémies chez des patients hospitalisés par
passage dans le sang via un cathéter. Il est bien important de mentionner que ce n’est pas
I’ingestion qui est a I’origine de la fongémie mais bien la contamination du site d’injection,
et par conséquent le passage systémique de la levure, qui est responsable de 1’infection.

La contamination de I’air, de I’environnement, du personnel soignant constituent de
véritable facteur de risque. Il est donc recommandé aux patients hospitalisés consommant
des probiotiques de les ingérer hors de leur chambre et, si le personnel soignant doit aider a
I’ingestion, de mettre des gants pour la prise de probiotique et de changer les gants si un
geste medical doit étre effectué pour eviter tout risque de passage systémique.

Concernant les infections a Lactobacillus rhamnosus, il est fort probable qu’elles
aient été la conséquence d’une translocation. Une femme de 74 ans, ayant un diabéte non

insulinodépendant et consommant reguliérement le probiotique Lactobacillus rhamnosus
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GG, a souffert d’un abcés du foie a lactobacilles impossible a distinguer de la souche du
probiotique. (Kunz and al, 2004)

Par ailleurs, une équipe de chercheurs ont étudié la prévalence des bactériémies

dans le sud de la Finlande et ils comparent les cultures sanguines isolées et les souches
probiotiques laitieres. Dans la premiére étude, 8 cultures sur 3317 contiennent des
lactobacilles mais, dans les 8 cultures, aucune ne présente des souches probiotiques
d’origine laitiére. Dans la seconde étude, 12 cultures sur 5912 possedent des lactobacilles,
mais aucune d’elles ne met en évidence la présence de lactobacilles commercialisés.
(Marteau, 2004)
L’OMS et la FAO indiquent que, historiquement, les lactobacilles et les bifidobactéries
utilisés dans les compléments alimentaires présentent une bonne tolérance. En effet, ces
deux types de flores sont présents naturellement dans la flore commensale, et aucune
infection aux bifidobactéries n’a été rapporté (Jenke and al, 2012).

Les données sont encore insuffisantes sur les risques d’infections des probiotiques
en cas de déficit immunitaire. Au contraire, Saccharomyces boulardii a démontré un effet
protecteur contre des pathogénes intestinaux chez des souris immunodéprimés (Zanello
and al, 2008).

I-7-2- Activités métaboliques nocives

Bien que les probiotiques induisent des réactions métaboliques positives dans le
tractus digestif, ils peuvent promouvoir des réactions métaboliques déléteres chez 1’hote.
Pendant la colonisation bactérienne de ’intestin gréle, les microorganismes présents en
surnombre peuvent induire des diarrhées et des lésions intestinales via les voies de
déconjugaison et de deshydroxylation des sels biliaires. Il a été montré que les patients
porteurs d’une iléostomie consommant des probiotiques augmentaient la transformation
des acides biliaires primaires conjugués en acides biliaires secondaires libres.

Pour éviter ces réactions exagérées de déconjugaison, et de déshydroxylation, il est
primordial de réaliser de bons tests in vitro (Marteau, Shanahan, 2003).
I-7-3- Immunomodulation excessive

L’administration parentérale de composants de parois bactériennes tels que les
peptidoglycanes peut induire de la fiévre, des arthrites et des maladies auto-immunes. Ces
effets secondaires sont médiés par les cytokines et il est désormais bien établi que la

sécrétion de cytokines est induite par de nombreux probiotiques.
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D’aprés les connaissances actuelles, un seul effet immunologique indésirable a été observé
chez ’'Homme, sous la forme d’une observation anecdotique et non détaillée d’hépatite
auto-immune qui aurait été aggravée par 1’ingestion de trés fortes quantités de yaourt
(Marteau, Seksik, 2005;, Kuitunen, 2013).
I-7-4- Transfert de génes

Certains génes microbiens, particulierement des genes de résistance aux
antibiotiques codés par des plasmides, peuvent étre transférés entre microorganismes. La
probabilité de transfert de genes dépend de la nature du matériel génétique a transférer
(plasmides, transposons...), de la nature des souches donneuses et receveuses, de leurs
concentrations respectives et de la pression de sélection dans le milieu (tout
particulierement la présence d’antibiotiques) favorisant la pousse des transconjugants. Il
est difficile de mesurer in vitro ou in vivo le risque de transfert de genes, et encore plus
difficile de choisir quel niveau de probabilité est acceptable.

La résistance des probiotiques aux antibiotiques n’est pas en elle-méme un risque, sauf
si elle rend le probiotique intraitable en cas d’infection systémique par celui-Ci ou si elle
peut étre transmise a des pathogenes chez lesquels la résistance thérapeutique pourrait
avoir des conséquences cliniques néfastes (Aireset and al, 2007;, Van Reenen,
Dicks,2011).
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II-  Le microbiote intestinal

Le microbiote, anciennement appelé flore digestive, est une notion récente dont le
domaine d’étude s’est développé en France dans les années 1970-1980. Les principaux
investigateurs de ce courant se nomment Edmont Sacquet, Pierre Raibaud, et Robert
Ducluzeau, Cyril Tancrede et Antoine Andremont (Corthier, 2007).

Le microbiote représente 1’ensemble des micro-organismes qui colonisent notre
tube digestif. La grande majorité de microorganismes réside dans notre intestin et prend le
nom de microbiote intestinal. Il est constitué principalement de bactéries, mais aussi
minoritairement d’archées, de levures et de virus. Les micro-organismes sont dix fois plus
nombreux que nos cellules (10 bactéries contre 10" cellules). Véritable forme de
commensalisme, les bactéries présentes dans notre tractus digestif perdurent par la
consommation de produits alimentaires ou issus de la desquamation de nos tissus et par
cela méme, nous permettent d’exercer les mécanismes physiologiques nécessaires pour
assurer notre bonne santé. C’est pourquoi le microbiote est aujourd’hui considéré comme
un organe a part entiere (Louis and Marteau, 2010; Marteau, 2013).

11-1- Communautés bactériennes intestinales chez ’homme

I1-1-1- Etablissement du microbiote chez ’Homme

Le microbiote intestinal étant responsable sur de nombreux aspects de la santé
humaine, il est important de comprendre comment la composition de cette flore écologique
s’établie.

a- De la naissance a I’équilibre

A la naissance, le tractus intestinal est stérile. Rapidement (quelques heures), les
bactéries commencent a apparaitre dans les selles. La colonisation bactérienne, pendant les
premiers jours de vie de I’enfant, dépend principalement de la flore de la mere (vaginale et
fécale) et de I’environnement. Cependant, la flore fécale maternelle apparait étre le
déterminant essentiel des premiéres bactéries s’implantant chez 1’enfant, les nouveau-nés
étant colonisés plutbt par des entérobactéries et des bifidobactéries que par des
lactobacilles (Campeotto and al, 2007).

Malgre les différences observées entre les études, liées aussi bien aux techniques
bactériologiques mises en ceuvre qu’aux variations interindividuelles ou géographiques, un
schéma général d’implantation se dégage. L’environnement intestinal des nouveau-nés
montrant un potentiel oxydatif supérieur au pouvoir réducteur, le tractus intestinal est

colonisé en premier par une flore aérobie composée d’entérobactéries (principalement
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Escherichia coli), d’entérocoques et de staphylocoques. Au fur et a mesure, la
consommation de I’oxygene par ces bactéries qui atteignent 109 a 1010 ufc (unités formant
colonie)/g change I’environnement du tractus intestinal en un milieu réducteur permettant
la croissance de bactéries anaérobies strictes (Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides)
(Bezirtzoglou, 1997). Le nouveau-né est ensuite continuellement exposé a de nouvelles
bactéries provenant de 1’environnement, de la nourriture et des bactéries cutanées de
I’adulte. Vers 1’age d’un mois, la flore intestinale présente une majorité de bifidobactéries
chez tous les enfants, ainsi que la présence d’E.coli et B. fragilis, la présence de
lactobacilles et de C. difficile est moins constante. Une flore complexe et stable, proche de
celle de I’adulte, semble obtenue entre I’age de 2 a 4 ans (Campeotto and al, 2007).

b- Facteurs influengant sur P’installation du microbiote

Les éléments pouvant influencés la cinétique d’installation et la composition de ce
microbiote sont nombreux. Ces facteurs peuvent étre classés en 2 types, les facteurs
génétiques et les facteurs environnementaux.

b-1- Les facteurs génétiques :

La premiére publication qui a démontré I'influence de la génétique sur le
microbiote intestinal a été publiée par Toivanen and al, 2000. Cette étude a extrapolé la
composition de la flore en déterminant par chromatographie en phase gazeuse le profil en
acide gras dans les selles de souris congéniques élevées dans des conditions identiques et
présentant ou non un méme complexe majeur d’histo-compatibilité¢ (CMH). Les résultats
obtenus ont indiqué que le CMH avait clairement une contribution sur la composition de la
communauté microbienne, cependant, ’auteur ajoute que d’autres genes seraient
susceptibles de modifier le microbiote (Toivanen and al, 2000). Plus récemment, une
expérimentation sur des prélévements caecaux sur souris consanguines a montré que les
microbiotes intestinaux étaient plus semblables entre ces animaux qu’entre ceux des
animaux non consanguins. Cette étude réalisée en obtenant les profils ceacaux par DGGE
démontre le lien entre les genes et le microbiote. Par contre, deux populations de souris
consanguines mais élevées chez deux vendeurs différents, ne présentaient pas la méme
flore, ce qui prouve que les facteurs environnementaux ont aussi un réle important dans la
composition du microbiote (Hufeldt and al, 2010). Une étude a grande échelle (n=645) sur
des selles de souris analysées par pyroséquencage a permis de confirmer ces résultats. En
effet, il a pu étre défini un noyau du microbiote composé de 64 groupes taxonomiques

différents qui varie quantitativement a travers la plupart des animaux dans la population.
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Puis, ce noyau a été comparé avec 530 SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Il en est
ressorti que 18 locus de caractéres quantitatifs montrés un lien significatif avec
I’abondance de certains taxons bactériens (Benson and al, 2010).

Il est donc certain que la génétique quantitative apparait comme une approche
fortement prometteuse qui peut étre utilisée pour mieux comprendre l'influence génétique
hote sur le microbiote et découvrir des genes hétes supplémentaires contrdlant la diversité
microbienne dans le tractus intestinal.

b-2- Les facteurs environnementaux :

Une ¢étude hollandaise a analysé par PCR en temps réel 1032 selles d’enfants agés
de plus de 3 semaines et de moins de 6 semaines ce qui permis d’estimer la flore suivant
des facteurs précis (mode d’accouchement, régime alimentaire de la mére et de I’enfant,
antibiothérapie (Penders and al, 2006).

e Influence du mode d’accouchement :

Une étude du département de biologie de Puerto Rico a montré que de la
composition du méconium prélevé dans les premiéres 24 heures était déja trés différent
entre un nouveau-né accouché par césarienne ou par voie basse. Les enfants nés par voie
basse présentaient une flore proche de la flore vaginale de leurs meres (Lactobacillus,
Prevotella) alors que les enfants nés par césarienne présentaient une communauté
bactérienne proche de celle de la peau (Staphylococcus, Corynebacterium et
Propionibacterium) (Domingoz-Bello and al, 2010).

Chez le nouveau-né agé d’un mois, la différence de composition est toujours
importante, I’accouchement par césarienne est associ¢ a une plus faible colonisation par
des bifidobactéries et Bacteroides fragilis et a une plus forte colonisation par des
Clostridium difficile (Penders and al ,2006 ; Biasucci and al, 2010).

e Influence de la date du terme de la grossesse :

Chez les nouveau-nés prématurés, deux observations ont pu étre mises en évidence.
D’une part, un retard de colonisation important par rapport aux enfants arrivés a terme
ainsi qu’un nombre réduit d’espéces bactériennes (Magne and al, 2005 ; Westerbeek and
al, 2006). Si la flore aérobie colonise assez rapidement le prématuré, la flore anaérobie
(Bifidobacterium et Bacteroides) est retardée. Ce retard d’implantation peut s’expliquer par
le fait que les enfants plus fréeqguemment nés par césarienne, sont rapidement séparés de
leurs méres et placés dans un environnement de soins intensifs tres aseptisé et

fréquemment soumis a une antibioprophylaxie a large spectre. D’autre part, il a été observé
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une colonisation considérablement plus importante en fréquence mais aussi en quantité de
Clostridium difficile (Penders and al, 2006).

Enfin, une étude sur 1’entérocolite nécrosante, pathologie survenant chez 5-10% des
prématurés de moins de 1,5 kilogramme, montre une association entre la présence dans les
selles de certaines entérobactéries (Klebsiella, Citrobacter et Tatumella) et 1’entérocolite.
Cette étude a été réalisée dans la phase précoce de I’entérocolite nécrosante (marqueurs
inflammatoires encore négatifs et clinique asymptomatique), ce qui pourrait étre une voie
pour prévenir cette pathologie (Carlisle and al, 2011).

e Influence de I’environnement :

L’environnement joue un role important dans la colonisation intestinale. Certaines
études ont mis en évidence une colonisation par les bifidobactéries plus fréquentes et a un
niveau plus important chez les enfants nés dans les pays en voie de développement
(Campeotto and al, 2007). Ces différences au niveau du microbiote sont
vraisemblablement liées aux conditions plus strictes d’hygiéne dans les pays industrialisés.

e Influence du mode d’alimentation :

La flore qui s’implante chez le nouveau-né allaité est moins diversifiée que celle
d’un nouveau-né nourri au lait artificiel. La différence la plus notable est la colonisation
dominante avec le genre Bifidobacterium chez le nouveau-né allaité. Parallélement,
I’implantation des entérobactéries, mais surtout des Clostridium et des Bacteroides est
retardée et/ou se fait 2 un niveau moins élevé. En revanche, dés la fin de ’allaitement, ou
I’instauration d’une alimentation mixte, la flore prend rapidement un profil de flore de
nouveau-né nourris au lait artificiel. De nombreux travaux ont recherché les composants du
lait responsables de cette colonisation dominante du genre Bifidobacterium, mais ce n’est
que tardivement que 1’on s’est intéressé aux oligosaccharides (3éme constituants
quantitativement du lait maternel). En raison de leur structure, ils ne sont pas hydrolysés et
donc non assimilés et peuvent jouer leurs roles de facteurs bifidogénes (Coppa and al,
2004).

Enfin et étrangement, Clostridium difficile colonise plus fréquemment et en plus
grand nombre les enfants nourris par du lait maternel (Penders and al ,2006), mais ce

portage dans la petite enfance reste dans la majorité des cas asymptomatique.
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e Influence de ’antibiothérapie :

L’administration orale d’antibiotiques (principalement 1’amoxicilline) mais aussi
d’antifongiques (le miconazole) a I’enfant pendant le premier mois de vie a montré une
diminution du nombre de Bifidobacterium et de Bacteroides fragilis (Penders and al,
2006).

De plus, I’antibiothérapie chez la femme per partum (surtout pour la prévention du
risque d’infection néonatale par le Streptocoque du groupe B) a montré une augmentation
des infections néo natales par des bactéries résistantes a 1’antibiotique (Stoll and al, 2002).

I11-2- Diversité du microbiote intestinal

I1-2-1- la composition du microbiote intestinale

L’analyse du microbiote intestinal est actuellement en plein essor. Celle qui
reposait sur des données de microscopie avant 1995, bénéficie des progreés de la science en
termes de biologie moléculaire.

En effet, les premicres techniques d’analyse du microbiote résultaient de données
de microscopie et de cultures axéniques. Ces techniques ont pu mettre en évidence les
bactéries dominantes du microbiote intestinal (4 phyla contre 30 existants) mais ont trouvé
leurs limites dans la diversité des bactéries détectées conséquence en partie d’une mise en
culture difficile des bactéries anaérobies.

Aujourd’hui, les études de métagénomiques ont permis 1’identification d’un grand
nombre de micro-organismes de notre tractus intestinal (De Preter and Verbeke, 2013;
Lagier and al, 2012).

Les différentes approches dites « omiques » sont utilisées pour identifier de
nouveaux marqueurs spécifiques. Génomique, transcriptomique et protéomique délivrent
des informations intéressantes en matiere de génotype mais des données limitées sur le
phénotype. L’une des plus utilisée dans I’identification des bactéries du microbiote est
I’étude de I’ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) et ’ADN ribosomal 16S (ADNr 16S). Ces
structures sont étudi€es car elles présentent de nombreux avantages : I’ARNr 16S est
présent dans toutes les bactéries et sa fonction ne varie pas. L’ADNr 16S se compose d’une
région constante qui définit le phylum et d’une région variable qui caractérise le genre et
I’espéce de la bactérie considérée.

La méthode qualitative classique utilisee pour étudier ces régions est la PCR. En
plus d’identifier les souches bactériennes, elle permet d’analyser leurs liens phylogéniques.

D’autres techniques assez courantes peuvent également étre sollicitées : 1’électrophorese en
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champ pulsé (ECP), le polymorphisme de longueur des fragments de restriction (PLFR) et
le typage bactérien (ou « ribotyping »).

Le PLFR a recourt a I’amplification d’une région particuliere d’ADNr 16S. Le fragment
obtenu est ensuite digéré par des enzymes de restriction sélectionnées en fonction du genre
bactérien étudié. Le profil PLFR est ensuite définit aprés migration des différents
fragments de restrictions sur gel d’agarose. De la méme manic¢re, I’ECP implique
I’amplification et la digestion de longs fragments d’ADN (50 a 1000 kb) sur un gel
d’agarose soumis a un champ électrique pulsé. Elle permet d’établir le génome complet de
la bactérie a identifier. Le ribotyping est une empreinte bactérienne qui a recours a la
digestion de ’ADN bactérien entier par des enzymes de restrictions. Les fragments
obtenus sont séparés par électrophorése et transférés sur une membrane de nitrocellulose
sur laquelle seront hybridées des sondes correspondant a différentes régions du génome
bactérien (ARNTr 16S, 58S, et 23S).

Les méthodes quantitatives permettent d’évaluer la proportion de chaque
population bactérienne dans [Dintestin. Elles regroupent 3 grandes techniques
I’hybridation « dot blot », I’hybridation in situ en fluorescence (FISH) et la PCR en temps
réel.

L’hybridation dot blot est une technique semi-quantitative. Les ADN et ARN bactériens
sont dénaturés et transférés sur une membrane chargée positivement. C’est a ce niveau
qu’ils seront hybridés a des sondes radioactives spécifiques de région de I’ARNr 16S.

La PCR en temps réel quantifie les fragments d’ADN d’intérét a partir de I’intensité de
fluorescence obtenue au cours de I’amplification, ceci grice a la présence d’agents
intercalant de I’ADN marqués. L’intensité de fluorescence est proportionnelle a la quantité
de fragments d’ADN ¢tudiés. La technique FISH permet de quantifier les populations
bactériennes sur des coupes de tissus ou des échantillons de selles. En effet, elle nécessite
I’utilisation de sondes fluorescentes qui vont s’hybrider directement dans 1’échantillon.
L’intensité du signal est ensuite quantifiée par microscopie ou cytométrie en flux. Elle
nous renseigne donc a la fois sur la proportion de bactéries mais également sur sa
distribution au sein de 1’échantillon considéré (Cinquin, 2005).

Cependant les données de protéomiques et de métagénomiques ne fournissent pas
de renseignements sur le lien entre le microbiote intestinal et le métabolisme de 1’hote
utiles a 1’é¢tude de situations physiologiques ou physiopathologiques. C’est pourquoi
I’approche métabolomique est aujourd’hui envisagée. Elle intégre des informations

intéressantes sur 1’état de la cellule cible (modifications géniques, post-transcriptionnelles,
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signalétiques...) qui vont refléter son phénotype physiologique ou pathologique. Le
microbiote exerce une fonction métabolique importante dans I’intestin. La métabolomique
¢tudie donc le profil métabolique des microorganismes en évaluant les métabolites qu’ils
produisent. Cependant, les changements de concentrations des métabolites obtenus sont
soumis a des variations relatives a des agents extérieurs tels que 1’alimentation ou encore
les médicaments. Ceci étant considéré, 1’étude du profil métabolique du microbiote
intestinal reste un ¢lément de choix pour apprécier I’interaction nutriments, métabolisme
intestinal et composition du microbiote dans des conditions physiologique et pathologique
telles que les MICI (De Preter and Verbeke, 2013).

11-2-2- L’écosystéme digestif

Le tractus digestif présente des environnements différents de la bouche a 1’anus.
C’est pourquoi les micro-organismes qui le colonisent vont varier en fonction du pH, du
potentiel d’oxydoréduction, des substrats et des sites d’adhésion qui caractérisent I’organe
cible ou la niche écologique. Les micro-organismes se concentrent majoritairement dans la
région intestinale : cblon et iléon (Marteau, 2013) (Figure 03).

La bouche renferme 700 espéces de micro-organismes réparties dans 9 phyla
bactériens et un phylum archéen. Elles colonisent les dents, les gencives, la langue et la
muqueuse buccale. Les organismes majoritaires appartiennent aux genres Streptococcus et
aux especes Actinomyces spp. La surface d’attachement de ces bactéries est un élément clé
de cette colonisation. Par exemple, les dents supportent des agrégats de bactéries organisés

en biofilm générant la plaque dentaire favorable au développement des carries.
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Figure 03 : Répartition des différentes especes bactériennes dans le tube digestif (Sartor, 2008)
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L’oesophage a une composition microbienne proche de celle de la bouche et
compte une diversité de 6 phyla de 95 espéces. L’estomac présente un pH peu propice a
I’implantation de micro-organismes, ¢’est donc une premicére barriére qui prévient 1’entrée
de micro-organismes exogenes. Les micro-organismes qui l’occupent se situent
principalement dans le mucus stomacal et développent des adhésions. L’un des plus
connus est Helicobacter pylori. L’intestin gréle est une zone plus favorable a la
colonisation. La présence de mucus permet I’implantation de nombreux micro-organismes
luminaux et pathogenes. Néanmoins le temps de séjour court des composés luminaux
limite leur croissance a cet endroit. C’est dans le colon que la multiplication des micro-
organismes devient optimale : le temps de transit lent, I’abondance de facteurs alimentaires
(polysaccharides) et de mucus en sont responsables. C’est une zone qui favorise également
la diversit¢é microbienne avec I’identification de plus de 800 espéces, chiffre encore
largement sous-estimé (Dethlefsen and al, 2006; Tlaskalova-Hogenova and al, 2004).

D’autre part, on peut parler de plusieurs types de microbiotes intestinaux : le
microbiote fécale, le microbiote luminal et le microbiote associé a la muqueuse intestinale.
Le premier est étudié grace au recueil de matiéres fécales, le dernier par des biopsies

réalisées au décours d’une coloscopie de contrdle (Louis and Marteau, 2010).

De maniére générale, les micro-organismes s’adaptent aux conditions du tractus
digestif par divers moyens de sélection dont la mise en place de structures protectrices : les
biofilms.

Les biofilms sont des matrices de protection qui renferment une ou plusieurs
populations bactériennes adhérant les unes aux autres ou a un support. Ces structures sont
présentes dans ’ensemble du tube digestif. Elles sont notamment mises en place pour
pallier le transit rapide dans le gréle. Les genres Bacteroides et Fusobacterium créent des
biofilms associés au mucus. Fusobacterium permet la co-agreggation de plusieurs
colonisateurs (Helicobacter pylori, certaines bactéries buccales) au sein des biofilms en
générant des relais. Le biofilm a un role protecteur vis-a-vis des pathogenes mais va
¢galement permettre une meilleure adhérence aux parois. L’hote favorise la création des
biofilms élaborés par la flore commensale par la sécrétion d’IgA (Bollinger and al., 2007;
Probert and Gibson, 2002).
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11-2-3- Présentation des micro-organismes de notre intestin

De maniére générale, le microbiote intestinal se compose de nombreux micro-

organismes aux diverses origines : bactéries, archées, levures et virus (Lagier and al,
2012).
Sa composition bactérienne est la plus étudiée. L’analyse en biologie moléculaire de
I’ARN 16S bactérien a identifié 4 phyla majoritaires dans le tractus intestinal : Firmicutes,
Bacteroides, Actinobacteria, et Proteobacteria. 95% des bactéries de notre tractus digestifs
sont anaérobies et prés de 80% sont Gram +.

Elles appartiennent majoritairement au phylum Firmicutes (64%) apparenté aux
genres Clostridium, Ruminococcus, Peptostreptococcus et Lactobacillus. Le phylum
Bacteroides représente 23% de la population bactérienne de I’intestin et se compose des
genres Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas. Les Protéobacteria sont minoritaires
par rapport aux autres genres (8%) et sont représentées par les genres Escherichia,
Desulfovibrio et Helicobacter. Enfin, les Actinobacteria (5%) regroupent les
bifidobactéries (Lagier and al, 2012; Sartor, 2008).

En outre, il existe des micro-organismes de passage dans notre tractus digestif. Ce
sont le plus souvent des levures ou des bactéries lactiques mais aussi certains pathogénes
(Marteau, 2013).

Les organismes eucaryotes tels que les levures et les champignons peuplent donc
aussi notre tractus digestif. Les plus communes sont les levures issues des espéces Candida
et Saccharomyces détectées par des techniques de culture et de microscopie. Néanmoins la
diversité de ces organismes est encore trés sous-estimée (Lagier and al, 2012).

Les archées sont présentes chez 4% des individus. En effet, I’analyse de leur ADNr
16S a permis d’identifier au sein de nos féces la présence de Méthanobrevibacter smithii et
Méthanobrevibacter stadtmanae (Dridi and al, 2011).

Enfin, les virus de notre tractus digestifs sont pour 1’essentiel des phages (ADN) et
des virus végétaux (ARN) (Lagier and al, 2012).

I1-2-4- Facteurs de variation du microbiote intestinal

La diversité des especes dominant notre tractus digestif est stable dans le temps a
I’exception des lactobacilles qui sont souvent transitoires car apportés par notre
alimentation. On parle ainsi de normobiose. Les modifications du microbiote intestinal ou
dysbiose sont généralement la conséquence d’une colonisation par des micro-organismes

exogeénes ou de la modification des niches écologiques (temps de transit, alimentation,
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pH). Cependant, il est difficile d’induire un changement durable du microbiote intestinal
(Dore and Corthier, 2010).
a- Facteurs intrinseques
a-1- Variation du microbiote intestinal avec I’age

Les changements de régime alimentaire, 1’évolution du systéme immunitaire au
cours de la vie sont des facteurs qui vont participer aux modifications du microbiote
intestinal. En effet, le microbiote de la personne agée sera différent de celui de I’enfant.
Premierement, le genre Bacteroides augmente avec 1’age et sa diversité se réduit fortement
chez la personne agée. Cette élévation est responsable d’une chute du nombre et de la
diversité des espéces du genre Bifidobacterium dont Bifidobacterium adolencensis,
Bifidobacterium angulatum et Bifidobacterium longum a ces ages. Par ailleurs, les
populations du genre Eubacterium augmentent au fil des années. Eubacterium a été mis en
cause dans ’apparition de ’arthrite du sujet agée. L’émergence de souches a Clostridium
au cours du temps et leurs diversifications est également observée. De nombreuses especes
ont été isolées des feces des personnes agées dont des pathogenes (Clostridium difficile,
Clostridium sordellii, Clostridium malenominatum) (Woodmansey, 2007).
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Figure 04 : évolution du microbiote intestinal avec I’age (Mitsuoka, 1992)
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a-2- competition entre les microorganismes de la flore intestinale

Les relations entre les organismes du microbiote relevent de véritables mécanismes
de compétitions. En effet, les micro-organismes mettent en ceuvre des processus afin de
coloniser le milieu en inhibant la propagation de leurs voisins par :

1. émission de toxines (Williopsis spp, Clostridium tetani)

2. production de peptides antimicrobiens (bacteriocine par Lactobacillus Bulgarius,
Colicine par Escherichia Coli)

3. métabolismes des nutriments (variation de pH, émission de produits toxiques : acide
lactique produit par Lactobacillus rhamnus délétére pour Salmonella)

4. répression des adhérences (Lactobacillus delbrueckii  empéche 1’adhésion
d’Escherichia coli). D’autres s’associent dans des structures de résistances telles que les
biofilms. Cet ensemble d’interrelations entre les microorganismes participe donc a
I’évolution de la composition du microbiote intestinal (Abedi and al., 2013; Bevins
and Salzman, 2011; Guyard and al., 2000; Stephani and al., 2011).

b- Facteurs extrinséques

Les modifications du microbiote sont le plus souvent imputables a des facteurs
exogenes tels que: I’alimentation, la promiscuité et les conditions d’hygiéne, les
médicaments, les probiotiques, ou encore les pathologies.
b-1- L’alimentation

L’alimentation est un facteur de variation du microbiote. D’une part, elle influence
sur la maturation du microbiote du nourrisson par sa diversification (introduction des

Iégumes, de la viande).

D’autre part, des études comparatives entre des populations asiatiques et
occidentales ont montré des divergences de microbiotes. En effet, des japonais soumis 10
mois a un régime occidental subissent une augmentation des fusobactéries au sein de leur
microbiote intestinal.

Des aliments peuvent également orienter I’émergence de certains germes a condition qu’ils
soient ingérés sur le long terme (Dethlefsen and al., 2006; Finegold and Sutter, 1978).
Les modifications du microbiote induites par les régimes alimentaires sont résumées dans
le tableau 02.
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Tableau 02 : Résumé des régimes inducteurs de dysbiose, Tableau traduit de (Brown and al.,

2012)
Régime Bactéries altérées Effets sur les bactéries
Riche en graisse Bifidobcteria W
Riche en graisse et sucres Clostridium innocuum
Catenibacterium mitsuokai ]- ¢
Enterococcus spp
Bacteroides ‘b
Pauvre en carbohydrates Bacteroides ¢
Hypocalorique Clostridium coccoides
Lactobacillus spp
Bifidobacteria spp (croissance limitée)
Carbohydrates complexes Mycobacterium avium
Subspecies paratuberculosis *

Enterobacteriaceae
Bifidobacrerium longum
Bifidobacrerium breve
Bacteroides thetaiotaomicron

Sucre raffines Clostridium perfringens
Clostridium difficile
Vegetarian Escherichia coli
Riche en omega 6 Bacteroides
Firmmicutes

Actenobacteria
Proteobacteria (0-proteobacteria)
Graisse saturés (graisse du lait ~ J-proteobacteria
animal)

> > ce> >

La consommation de fibres semble augmenter le taux de bifidobactéries lorsque ces
populations sont faiblement représentées dans le tractus digestif. La mise en place d’un
régime vegétarien fait varier la composition du microbiote car il est riche en fibres. En
conséquence, la concentration en AGCC est diminuée et il en résulte une diminution du pH
intestinal. Les modifications des conditions de la niche écologique donnent lieu a une
variation de la composition de la flore. Elles défavorisent 1I’implantation d’Escherichia coli
et des Enterobacteriaceae pathogénes. Un régime occidental riche en graisses et en sucre
conduit a une recrudescence de la colonisation intestinale par les Firmicutes au détriment
des Bacteroides. L’augmentation de la consommation de sucres raffinés favorise la
croissance de Clostridium difficile. Un régime enrichi en acides gras saturés conduit a
I’augmentation des J-Proteobacteria et riche en oméga 6 facilite la recrudescence des

Firmicutes, Actinobacteria et Proteobactéria (Brown and al., 2012).
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b-2- Les médicaments

Les antibiotiques influencent sur la composition du microbiote intestinal. Ils
éliminent les souches qui leur sont sensibles et ont parfois pour conséquence la
recrudescence de souches pathogénes minoritaires de notre flore. Ainsi certains de leurs
effets indésirables sont infectieux : développement de candidoses digestives sous
céphalosporines, colite pseudomembraneuse liée a Clostridium difficile sous amoxicilline
(DOROSZ, 2012; Robinson and Young, 2010).

D’autres médicaments modulent la composition du microbiote intestinal. Ils
agissent sur ce dernier par des modifications des conditions de la niche écologique telles
que la variation du pH (inhibiteurs de la pompe a proton, anti-histaminiques H,),
I’altération du mucus (AINS), ou encore des modifications de la motilité intestinale
(opioides, laxatifs) (Simren and al., 2013).

b-3- Les probiotiques

Les probiotiques sont des facteurs qui vont influencer la composition de la flore
bactérienne. en délivrant des microorganismes bénéfiques a I’homéostasie des fonctions
intestinales (lactobacilles, bifidobacteries, Saccharomyces boulardii), (Marteau, 2013;
Scaldaferri and al., 2013).
b-4-Les prébiotiques

Le terme de prébiotique a été récemment introduit par Gibson et Roberfroid en
1995 (Gibson, 1995). Il désigne un ingrédient alimentaire non digestible par 1’hote mais
stimulant sélectivement la croissance et/ou I’activite de certaines bactéries du c6lon
comme par exemple les bifidobactéries.

Pour qu’un ingrédient alimentaire soit classe comme prébiotique, il doit :

1. ni étre hydrolysé, ni étre absorbé dans la partie haute du tube digestif

2. étre un substrat sélectif d’une ou plusieurs bactéries bénéfiques, commensales du colon,
dont la croissance est alors stimulée et/ou le métabolisme activé

3. en conséquence, induire une composition plus saine de la flore colique

Les prebiotiques peuvent étre des sucres non digestibles, des peptides ou des
protéines et méme des lipides qui, en raison de leur structure ne sont pas absorbes dans
I’intestin gréle.

Actuellement, le plus important des polysaccharides naturels, autre que 1’amidon, est

I’inuline, qui se trouve dans les racines de chicorée, les artichauts, les asperges, les
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topinambours, les oignons, 1’ail, le poireau, la banane...C’est un fruto-saccharide naturel.
La liaison 3 1-2 qui unit les radicaux fructosyl entre eux n’est pas hydrolysable par les
enzymes digestives de I’homme. Elle ’est, au contraire, par I’enzyme B fructosidase des
bifidobactéries (Dacosta, 2001).

b-5- Les conditions d’hygiéne

Les conditions d’hygi¢éne influencent la composition du microbiote intestinal. C’est
en effet le cas, lorsque 1’on compare le microbiote d’un Africain des zones rurales ou les
conditions d’hygi¢nes sont basses a un Européen citadin. En effet, la premiére population
présente un microbiote intestinal plus riche en Bacteroides que la seconde. Les Firmicutes
sont, par opposition, plus représentés lorsque le sujet est exposé a un environnement plus
hygiénique (Simren and al., 2013).

Des conditions d’hygiéne diminuées prédisposent, d’autant plus dans I’enfance a la
recrudescence d’infections et notamment de gastroentérites. Ces pathologies induisent des
dysbioses avec une augmentation des bactéries aérobies et une diminution des anaérobies
strictes (Joly and al., 2007).

Cet ensemble de facteurs extrinseques ne modifient pas de maniere irréversible la
composition du microbiote intestinal. C’est un organe trés stable qui participe a de
nombreuses fonctions de la physiologie humaine.

I1-3- fonctions du microbiote intestinal

Les bactéries du microbiote sont impliquées dans diverses fonctions bénéfiques a
I’hote, comme la prévention des infections causées par les pathogénes, la digestion et la
mise a disposition de nutriments ainsi que la maturation du systéme immunitaire associé
aux muqueuses (Figure 03).

Ce microbiote impliqué dans des fonctions nutritive, métabolique, protectrice et
immunologique agit sur la physiologie intestinale mais aussi sur la physiologie systémique
de I’héte (Fanaro and al. 2003). Les fonctions métabolique et protectrice seront présentées
de fagon succinte et la fonction immunologique sera décrite de facon plus détaillée.
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Figure 05: Les fonctions du microbiote intestinal. (O'Hara and Shanahan 2006)

11-3-1- Fonctions métaboliques et nutritionnelles

Les bactéries du microbiote intestinal peuvent participer au métabolisme de 1’hote
en consommant des ¢léments non digérés par 1’hdte comme les carbohydrates (pectine,
cellulose...), fournissant ainsi des nutriments a 1’hdte ou a d’autres bactéries du
microbiote.
L’activité métabolique la plus intense se retrouve au niveau du colon qui contient le plus
grand nombre de bactéries. Le microbiote intestinal participe au métabolisme des sucres,
des lipides et des protéines. De plus, il est impliqué dans le maintien de I’homéostasie des
gaz au niveau de l’intestin. Les principaux métabolites fournis par le métabolisme
bactérien (butyrate, acétate et propionate) sont ensuite pris en charge par les cellules de
I’hote. Ces acides gras a chaines courtes jouent un rdle important dans la physiologie de
’intestin, en contrdlant la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales au
niveau du colon
(Srikanth and McCormick 2008), notamment le butyrate qui est consommé en grande
partie par les colonocytes. Ce microbiote apporte également des acides aminés
indispensables a I’hote et des vitamines comme la vitamine K et des vitamines du type B
(folate, biotine, riboflavine...) (Hill 1997). Les bactéries de ce microbiote participent

également a la détoxification de 1I’organisme et au métabolisme des xénobiotiques.
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11-3-2- Fonction protectrice

Les bactéries du microbiote intestinal s’opposent a la colonisation du tractus
gastrointestinal par des bactéries de 1’environnement externe pouvant étre potentiellement
pathogenes. De plus, elles permettent également de contréler le développement excessif de
bactéries pathogenes faiblement représentées au sein du microbiote intestinal. Cette
fonction protectrice des bactéries commensales du microbiote intestinal est essentiellement
due a la compétition pour les nutriments mais aussi a ’exclusion compétitive pour
I’occupation des sites d’adhérence épithéliaux (Srikanth and McCormick 2008). La
protection de D’intégrit¢ de 1’hote comprend également la production de composés
antimicrobiens par les bactéries du microbiote intestinal comme les bactériocines capables
de détruire des bactéries pathogeénes.

De plus, la présence du microbiote intestinal régule la composition du mucus qui
recouvre et protége la muqueuse intestinale. Ce mucus contient principalement des
mucines qui servent de barriere physique entre 1’épithélium intestinal et les bactéries
(Swidsinski and al. 2007) mais aussi des agents antibactériens (lysosymes, IgAs et
défensines) produits par les cellules épithéliales. 1l existe différents types de cellules
épithéliales. La muqueuse intestinale comporte des invaginations, appelées cryptes de
Lieberkiihn, ou sont situées les cellules souches dont la différenciation et la prolifération
sont a I’origine du renouvellement de 1’épithélium intestinal. Les cellules de Paneth situées
au fond des cryptes, produisent des lysosymes et des défensines. De ce fait, elles
participent activement a I’immunité innée. Les cellules calciformes produisent le mucus,
les cellules entéro-endocrines produisent des hormones (catécholamines) et les entérocytes
absorbants ont pour fonction d’absorber les nutriments. Le microbiote intestinal peut
moduler la teneur en mucines du mucus en stimulant la différenciation des cellules
calciformes. Il peut également influencer le niveau de production et de sécrétion des
mucines (Deplancke and Gaskins 2001). Le microbiote intestinal peut donc réguler
I’expression des genes des cellules intestinales de 1’hote.

Les effets induits regroupent 1’augmentation de la prolifération des cellules
intestinales, de 1’absorption et du métabolisme des nutriments, de 1’assimilation de certains
ions (fer, magnésium et calcium) et 1’amélioration de la fonction de barriére de
I’épithélium intestinal (Hooper and al. 2001, Rawls, Samuel and Gordon 2004)

également assuré par la présence de jonctions serrées. En effet, ’absence de microbiote est
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associee & une diminution du renouvellement cellulaire, de la vascularisation au niveau de
Iépithélium intestinal et de I’activité des enzymes digestives.

Cette absence a également un effet majeur sur le systéme immunitaire puisqu’un
défaut de cellules immunitaires est également observé (Macdonald and Monteleone
2005).

11-3-3- Fonction immunologique

Le développement de I’immunité du nouveau-né est stimulé par la colonisation
bactérienne du tractus gastro-intestinal qui est dépourvu de germe in-utero. Cette
colonisation intervient dans le développement de I’immunité innée et adaptative.

Des résultats suggérent que cette relation entre le microbiote intestinal et le systeme
immunitaire est spécifique a I’hdte et aussi a I’espeéce. Une étude récente montre en effet
que I’influence du microbiote intestinal sur la maturation du systéme immunitaire de 1’hote
est dépendante de la spécificité hote-microbiote. Dans cette étude, des souris axéniques
(sans microbiote) ont été colonisées par un microbiote de souris, de rat ou d’humain.
L’analyse des du systétme immunitaire a révélé que les souris colonisées par les
microbiotes provenant de rat et d’humain présentent certaines caractéristiques des souris
axéniques c’est a dire que leur systeme immunitaire semble étre peu développé. De plus les
souris axeniques colonisées par un microbiote de souris sont mieux protégées contre les
infections comparées aux souris colonisées avec un microbiote humain (Chung and al.
2012).
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I- Matériel et méthodes :

La méthodologie appliquée a cette étude a été réalisé a I’université d’Amar Thlidji
Laghouat. Nous avons appliqué un régime alimentaire sur les sujets étudiés et des
examens microscopiques sur leurs flores intestinales, dans cette partie les techniques et

matériel utilisées par I’examen coprologique sont exposées.
I-1- Population étudiée :

Tableau n°03 : répartition des sujets examinés en fonction de 1’age et le sexe.

Groupe Groupe 01 Groupe 02
Etat Age Sexe Age Sexe
Consommateur A’ 23 Q B 25 Q
Témoin A 23 Q B 25 Q

Notre étude repose sur un échantillon de 4 sujets, 2 consommateurs (consomme le
probiotique) et 2 témoins, avec les mémes conditions et le méme régime, alimentaire mais

sens probiotique.
I-2-Les conditions de I’étude :

I-2-1-Le régime alimentaire :*le 1¥consommateur A" et le 1*témoin A sa sera le

*|e 2°™ consommateur B* et le 2°™ témoin B sa sera le

I-2-2-La consommation du probiotique : * les sujets A™ et B* consomment le

probiotique (yogourt) 3fois/jour.
I-3- Méthodologie :

Nous avent fait des tests coprologique et des études sur les selles des sujets étudie.
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I-3-1-L’évaluation de I’état de la digestion :

e Normal ou pas (est ce que y a des symptdmes liée a une male digestion ).

e Présence d’une constipation ou d’une diarrhée.
I-3-2-L’étude de I’état des selles :

e La couleur (marron, jaune, noir...).
e L’aspect (pateuse, solide, ...).

e La présence des mugueuses ou non.
I-3-3- L’examen microscopique :

*L’évaluation des bactéries a Gram+ et les bactéries a Gram- chez les4 sujets

(A+, A-, B+ et B-) par la coloration de Gram :

¢ Nous avent fait cet examens 2 fois par semaine, 3 observations pour chaque
échantillon des le début du régime (la 1* semaine de consommation du

probiotique).
Méthodologie :

Déposer une goutte d’eau physiologique sur une lame et ajouter I’échantillon sur la goutte,

frotter la et laisser sécher a 1’air.

Apreés la sécheresse du frotti déposer quelques gouttes de la solution de violet de gentiene
(pour la coloration du cytoplasme des bactéries), laisser agir 30s aprés rincer trés
brievement en faisant couleur de I’eau sur la lame au-dessus du frotti (par directement sur
le frotti), ajouter quelques gouttes de lugol ( ¢’est un mordant qui permet sur de fixer le
violet dans les bactéries) le frotti, laisser agir 1min, rincer trés briévement a 1’eau comme
précédemment décrit, décolorer en faisant couler la solution de décoloration (1’alcool, les
ports de la paroi des Gram® sont fermés par la déshydratation a 1’alcool, la paroi est alors
imperméable et le colorant violet reste dans le cytoplasme, la membrane des Gram’ est
dissoute par I’alcool, la paroi plus mince et de composition différente laisse alors sortir la
coloration violette) sur la lame jusqu’a ce que le violet ne s’écoule plus du frotti (10 a 20s),
rincer a I’eau. Contre-couleur en déposant la solution de fischine ou safranine (permet de

visualiser les bactéries & Gram™ décolorées a 1’étape précédente, cette coloration moins
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forte que le violet n’affecte pas la couleur des Gram") pendant 30s, rincer a I’eau, observer

avec le microscope optique en ajoutant une goutte d’ huile a immersion a 1I’objectif 100.
I-3-4-culture :

On a réalisé la culture aprés presque 4 mois dés le début du régime alimentaire pour laisser

le probiotique bien réagir. Et on a utilisé 4 types des milieux pour la culture :
Milieu GN pour I’isolement des germes non exigent présentent dans les selles.
Milieu MRS (gélosé¢ et liquide) pour 1’isolement des bactéries lactiques.
Milieu Colombia au sang du mouton pour I’isolement des bactéroides (Gram’)

Milieu Colombia au sang du cheval pour I’isolement des Clostridium (firmicutes)
(Gram+)

Méthodologie :
a- pour le milieu GN :

Met 5ml d’eau physiologique dans un tube & essai, ajouter peu des selles sur les 5ml de

I’eau physiologique et fait bien mélanger avec le vortex.

Couler les boites de pétri avec le milieu GN, apres la gélification du milieu,

ensemencement par rateau sur le milieu, incuber & 37°C pendant 24h.

b- pour le milieu MRS :

Préparer une série de 4 dilutions, ou vous metre 9ml d’eau physiologique dans un tube a
essai, ajouter 1g des selles sur les 9ml de 1’eau physiologique, mélanger avec le vortex.
Prend 1ml a partir du 1* tube, ajouté les 1ml dans le 2eme tube qui contient 9ml d’eau
physiologique, mélanger avec le vortex. Prend 1ml a partir du 2™ tube, ajouté les 1ml
dans le 3*™e tube qui contient 9ml d’eau physiologique, mélanger avec le vortex. Prend
1ml & partir du 3°™ tube, ajouté les 1ml dans le 4°™ tube qui contient 9ml d’eau

physiologique, giter avec le vortex.



https://www.google.com/search?biw=1366&bih=662&q=les+firmicutes&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiji-6PvJrbAhWJvRQKHZM3CFQQkeECCCMoAA
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A I’aide d’une pipete en plastique graduée, met 1ml a partir du 4eme tube a essai dans une
boite de pétri, pres le froidement du milieu MRS (47°C), ajout le milieu sur la solution,
mélanger sous forme de 8, apres la solidification du milieu, incuber a 37°C pendant 48h

dans une jarre pour la création de 1’anaérobiose.

c- Pour le milieu Columbia au sang du mouton :

Préparer une série de 4 dilutions, met 9ml d’eau physiologique dans un tube & essai, ajouter
1g des selles sur les 9ml de I’eau physiologique, mélanger avec le vortex. Prend 1ml a
2éme

partir du 1* tube, ajouté les 1ml dans le tube qui contient 9ml d’eau physiologique,

mélanger avec le vortex. Prend 1ml & partir du 2°™ tube, ajouté les 1ml dans le 3°™ tube

qui contient 9ml d’eau physiologique, mélanger avec le vortex. Prend 1ml & partir du 3°™

tube, ajouté les 1ml dans le 4°™ tube qui contient 9ml d’eau physiologique, Vortexer.

Aprées I’autoclavage et le refroidissement du milieu (47°C), ajouter I’ampoule su sang au

flacon et homogeénéisé bien le milieu, a I’aide d’une pipete en plastique graduée, met Iml a
partir du 4eme tube a essai dans une boite de pétri, ajout le milieu sur les 1ml, mélanger en
mouvement sous forme de 8, aprés la solidification du milieu, incubation en anaérobiose a

37°C pendant 48h dans une jarre.

d- pour le milieu Columbia au sang de cheval :

Préparer une série de 4 dilutions, met 9ml d’eau physiologique dans un tube & essai, ajouter
1g des selles sur les 9ml de 1’eau physiologique, mélanger avec le vortex. Prend 1ml a
partir du 1°" tube, ajouté les 1ml dans le 2°™ tube qui contient 9ml d’eau physiologique,
mélanger avec le vortex. Prend 1ml & partir du 2°™ tube, ajouté les 1ml dans le 3*™ tube

qui contient 9ml d’eau physiologique, mélanger avec le vortex. Prend 1ml & partir du 3°™

tube, ajouté les 1ml dans le 4°™ tube qui contient 9ml d’eau physiologique, mélanger avec

le vortex.

Apres I’autoclavage et le refroidissement du milieu (47°C), ajouter ’ampoule du sang au
flacon et homogeénéise bien le milieu. A 1’aide d’une pipete en plastique graduée, met 1ml

partir du 4eme tube a essai dans une boite de pétri, ajout le milieu sur les Iml, mélanger en
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mouvement sous forme de 8, aprés la solidification du milieu, incubation a 37°C pendant

48h dans une jarre pour la création de I’anaérobiose.




Partie expérimental

II- Reésultats et discussion :

I1-1-résultats :

Dans notre mémoire, nous avons réalisés une étude prospective quantitative comportant 4
sujets a partir de 1’université Amar Thlidji Laghouat, sur une période de 4 mois, du 14

décembre 2017 au 14 avril 2018.
I1-1-1- Les résultats de I’évaluation de I’état de digestion :

On a observeé que les deux sujets qui consomment le probiotique souffrais d’une
constipation avant la consommation mais apres la consommation du probiotique chez le
sujet B+ on a observé la disparition de la constipation dés la 1* semaine et chez de 2°™
consommateur A+ elle disparaisse dés la moitié de la 2°™ semaine, malgré que la digestion
est normal chez les 2 sujets ou nous avant pas observer des symptémes ou des douleurs

liées a une male digestion.
I1-1-2-étude de I’état des selles

Voir ’annexe 02
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11-1-3-résultats des examens microscopiques :

11-1-3-1-Evaluation des bactéries 8 Gram™ et les bactéries 8 Gram- chez les

deux groupes (A et B) par la coloration de Gram :

Evaluation des bactéries a Gram+ et les bactéries a Gram- chez les 4 sujets
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Un graphe représente I’évaluation des bactéries a Gram+ et les bactéries a Gram-

chez les 4 sujets (A", A", B et BY) par semaine.
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B+ B-

Commentaire :

On a remarqué que le pourcentage des Gram” et de 60% et le pourcentage des Gram™ est
de 40% presque chez tous les sujets au début de régime et qui dure jusqu’a la 3°™
semaine.

Commentaire :
On a remarqué que le pourcentage des Gram+ vas s’augmenté chez le sujet consommateur

du 2°™ groupe dés la 3°™ semais de consommation du probiotique.
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Commentaire :

Chez le sujet consommateur du 1% groupe le changement du pourcentage et

I’augmentation des Gram" ne commence que dés la 5°™ semaine de la consommation du

probiotique et que les deux témoins des deux groupes reste toujours la méme.
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Commentaire :

A la fin du régime le pourcentage reste stable dés le 2°™ mois presque le début de régime
comme suit :

e 70% des Gram™ et 30% des Gram presque chez le consommateur du groupe A
(A").
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e 73% des Gram" et 27% des Gram™ presque chez le consommateur du groupe B

(B).
e 60% des Gram™ et 40% des Gram- presque chez les témoins soit dans le groupe A

ou le groupe B (A'et B).

11-1-4-Les résultats de la culture :

11-1-4-1- pour le milieu GN :

Boite 01 :11 colonies. Boite 01 :02 colonies.
Boite 01 :53 colonies. Boite 01 :05 colonies.

B+ B-
Boite 01 :18 colonies. Boite 01 :02 colonies.
Boite 01 :25 colonies. Boite 01 :00 colonies.
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11-1-4-2-pour le milieu MRS :

A+ A-
Boite 01 : >300 colonies (685). Boite 01 : 129 colonies.
Boite 01 : >300 colonies (568). Boite 01 : 138 colonies.

B+
Boite 01 : 275 colonies. Boite 01 : 08 colonies.
Boite 01 : 128 colonies. boite 01 : 08 colonies.

11-1-4-3-pour le milieu Colombia au sang du mouton :

A+ A-
Boite 01 : 08 colonies. Boite 01 : 18 colonies.
Boite 01 : 04 colonies. Boite 01 : 08 colonies.
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B+ B-
Boite 01 : 19 colonies. Boite 01 : 26 colonies.
Boite 01 : 23 colonies. Boite 01 : 33 colonies.

11-1-4-4-pour le milieu colombia au sang du cheval :

A+
Boite 01 : 15 colonies. boite 01 : 59 colonies.
Boite 01 : 11 colonies. boite 01 : 47 colonies.

B+
Boite 01 : 25 colonies. boite 01 : 105 colonies.
Boite 01 : 14 colonies. boite 01 : 52 colonies.




Partie expérimental

I1-2-Discution :

Les probiotiques ont pour but d’aider la flore microbienne naturelle de ’intestin. En
général, la plus grande évidence pour les probiotiques concerne leur rdle sur 1’intestin
(microbiote intestinal) et sur I’amélioration de la fonction immunitaire (Francisco et al,

2008).

Selon les résultats obtenus depuis les analyses réalisées on a remarqué que la digestion est
amélioré a cause du changement dans le microbiote intestinal dés a la consommation du
probiotique ou ces bactéries consomme jouent un rdle dans les réactions enzymatiques non

catalysées par le mammifére héte (Alessio, 2009).

Comme on a observé une différence dans les taux des bactéries a Gram™ et les bactéries a
Gram- ou la diminution des bactéries a Gram™ dd a la présence des acides lactiques, selon
Duculuzeau.R et Raibaud.p en 1989: d0 a la capacité des bactéries lactiques a produire
I’acide lactique qui agisse sur les entérobactréries (Gram’) en les détruisant et
I’augmentation des bactéries & Gram* ddi & la consommation du probiotique qui est a base

des bactéries & Gram”.

Au niveau des especes et des souches, la diversité microbienne entre individus est
hautement remarquable : chaque individu héberge sa propre flore «composition
bactérienne », déterminée en partie par le génotype de I’héte et par la colonisation initiale a
la naissance via une transmission verticale (Fransisco et al, 2008). C’est pour sa on a

trouvé une différence dans les taux des cellules bactériennes entres les sujets étudies.

En raison de la complexité des evenements de signalisation cellulaire et des interactions
bactériennes dans le microbiote, il n’est pas surprennent que les études ne donne pas des

résultats bien claires et suffisantes pour mieux comprendre cette synergie.




Conclusion

\

N\




Conclusion

Conclusion

Nous avons pu constater au cours de ce travail que la santé de notre intestin est trés
importante et il faut donc lui apporter les aliments et nutriments indispensables a son bon

fonctionnement.

La variabilité du microbiote intestinal peut conditionner la résistance de notre organisme
face a des pathologies et on peut méme dire qu’elle conditionne notre état de santé global.
La colonisation bactérienne intestinale est un sujet vaste et treés complexe. En effet, nous
savons que notre microbiote est déséquilibré grace aux symptémes qui en découlent tels

gue les désordres intestinaux.

Trés intéressants sur le plan nutritionnel, les probiotiques ne suffisent pas a eux seuls a

assurer une bonne santé.

Consommer des probiotiques est une chose, mais il est également indispensable, pour
maintenir florissante cette flore microbienne favorable, de la nourrir adéquatement. C'est le
role des prébiotiques. Contrairement aux probiotiques qui sont des bactéries, les
prébiotiques sont des glucides alimentaires constituant une source nutritionnelle pour les
micro-organismes bénéfiques de la flore intestinale. On peut dire, d'une certaine fagon que

le prébiotique est I'aliment du probiotique.

Et d’apres tout ca on peut dire qu’il y’a un effet du probiotique sur notre microbiote
intestinal mais cet effet est ce différe chez une personne par rapport a une autre et marger
I’évolution de la téchnologie et les techniques utilisé dans les études des effets et les
réactions de ces dernies on ne peut pas bien étudie toutes ces réactions et comment ¢a se
passe réellement et tout ca grasse a la complexité de la fonctionnalité de notre microbiote

et notre organisme.
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annexes

Annexe 1 :

I- Les milieux de culture :

I-1-Le milieu GN (gélose nutritive) :

o] 010] PSPPI 6,0 g/L
Extrait de DoeuUL. ... .o 1,0 g/L
EXIrait e LEVULEC. ..o e ettt e e, 2,0 0/L
Chlorure de SOIUML. ......uee e e e eaee e 5,009/L
N | SO PP 14,0 g/L
PH FInal. . 7,3+£0,2

I-2-Le milieu MRS :

e a0 1Y/ 1=] 01 (0] 1 S SR 10,00 g/L
= EXTrait A€ VIANUE ....oovieeeeciec ettt 10,00 g/L
- Extrait autolytique de [EVUIE ........cvv e 5,00 g/L
€1 10Tt 0 1Y 20,00 g/L
el I (=T=T T TR 1,08 g/L
- Phosphate diPOtaSSIQUE .........cveiiiieiiiieieriesiee et 2,00 g/L
e AXW=] r= (oo [T 1o [0 o TR 5,00 g/L
- Citrate d’amMmMONIUML.......ccueiiiiieieeiieie bbb e e 2,00 g/L
- Sulfate de MAGNESTUM.........oiiiiiiiiee e 0,20 g/L
- SUITAte A8 MANGANESE. ......ecvviciiecie ettt re e sb e resaeesaeenresaeeae e 0,05 g/L
- Agar agar DaCteriolOgIQUE..........ccveiuiicie et 15,00 g /L
SPH AL Lo 57+0,1
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I-3-Le milieu Columbia :

= POIYPEPLONE ...ttt nr et ee s 17,0 g/L
- Peptone panCréatique 08 COBUT.........c ittt 30g/L
- Extrait autolytique de TEVUIE.........ooeiiiee e e 3,0g/L

-AMIdon de mals ......ooviiiiiiii e 1,0 O/

= Chlorure de SOUIUM......cc.eeiieie e reeae e nae s 5,009/L
- Agar agar DACtErIOIOQIGUE..........eieeiieeie ettt 135¢9/L
SPH Nl e 7,3+0,2

- Les colorants :

[1-1- Violet de gentiane :

PN, .. e 209
SEENANOT D001t e e et e ettt r et et e e e et e e e et e et e 100ml
CE AU AIStIl . o, 1L

[1-2- Lugol :

-1OTUrE 08 POTASSIUM . ... ettt e e e et e et e 29
Slode MEAIIOIAE Iy .. .o 19
—eaU IS, . 100ml

PN, . I 509
B NANOL. .. 100ml
CBAU ISt e, 1L




-Eau distillé
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Annexe 2 :

Couleur Aspect Présence/absence des muqueuse/sang

Groupe A Groupe B Groupe A Groupe B Groupe A Groupe B

A+ A- B+ B- A+ A- B+ B- A+ A- B+ B-
19;5‘:22?” Marron | Marron | Marron | Marron | solide Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/2]éem: echn Marron | Marron | Marron | Beige solide Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/1192 f;rr?nn Marron | Marron | Marron | Marron | solide Péateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/Zze:"nieeS:;: Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | solide Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/1292 n?e(:znr:n Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | solide Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/23;?;;:;12 Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/13;r écshnr:n Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | solide Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/4°™ smn vert
Zezzeésmz Marron | Marron | Marron | Beige Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
?LL:; rTﬁ:echn Marron | Marron | Marron | Beige Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/Zzemr:;crm Marron | Marron | Marron | Beige Solide | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/155; rsé:srmn Marron | Marron | Marron | Beige Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/2(2;";;(2?12 Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
?LE; rT?ecshnr:n Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | solide Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/Zzemr:;crm Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/175; rsé:srmn Marron | Marron | Marron | Marron | Solide | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/deme es(;Err]\ Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/8°™ smn vert
19; n?ec:r: ] Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/2?3;”;eéchn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/193’ Sg}rzn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/2132: n:‘aecskmn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | solide Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
{L]‘;Psn??imn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/2]‘;}”2 nfeecsfmn Marron | Marron | Marron | Marron | Solide | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/11&’l§n<1:ehsnmn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/21352 n:‘aecskmn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
{L]‘;’an?ﬁmn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/21322 n:‘aecskmn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/11?3;:;“” Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/219% "faecsr?r]]n Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/f;lggfnmn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
/Zlégz rﬁfﬂn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
ﬁ%ﬂgﬁmn Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
:21”?: "faecsr?r]]n Marron | Marron | Marron | Marron | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Pateuse | Absent | Absent | absent | absent
16" smn




Résumé

Durant 4 mois d’études et analyses bactériologiques de coprocultures des sujets jeunes sous un régime
de probiotique.

Ou cour de cette étude nous avons utilisé des milieux de cultures ; GN, MRS, Colombia au sang du
mouton et Colombia au sang du cheval, pour le dénombrement des germes totaux, la flore lactique et pour
I’isolement des bactéroides et les firmicutes ; plus des examens complémentaires microscopique des frottis
coloré en Gram pour I’évaluation des bactéries a Gram” et & Gram™ plus des tests statistiques pour comparer entre
les témoins et les sujets a étudier sous régime probiotique.

Les résultats de dénombrement sur milieu GN(A" 11/53 A" 02/05 B* 18/25 B~ 02/00) ont montré qu’il y’a une
différence de nombre des souches chez les consommateurs par rapport au témoins, sur milieu MRS (A" 685/568
A" 129/138 B* 275/128 B" 08/08) démontre que le nombre des bactéries lactiques s’augmente chez le
consommateur aprés la consommation du probiotique ,sur Colombia au sang du mouton (A" 08/04 A 18/08 B*
19/23 B™ 26/23) démontre que ce probiotique a un effet inhibiteur sur les bactéries a Gram-, sur milieu Colombia
au sang de cheval (A" 15/11 A" 59/47 B* 25/14 B" 105/52) démontre que le probiotique est un catalyseur des
bactéries a Gram+, aussi I’examen microscopique des frottis & montrer que le nombre des bactéries & Gram+
s’augmente par rapport a les bactérie & Gram- chez les consommateur 1’augmentation des Gram+ commence a
augmenter cher le B* dés la 3°™ semaine et chez le A" dés la 5°™ semaine, aprés le 2°™ mois chez A" 70% des
Gram+ et 30% des Gram- et chez le B* 73% des Gram+ et 27% des Gram-.

Mots clés : microbiote, probiotique, régime, sante.

summary

During 4 months of studies and bacteriological analyzes of stool cultures of young subjects under a probiotic
diet.

Or yard of this study we've used culture backgrounds; GN, MRS, Colombia with sheep blood and Colombia with
horse blood, for the enumeration of the total germs, the lactic flora and for the isolation of bacteroids and
firmicutes; furthermore microscopic examinations of Gram stained smears for evaluation of Gram + and Gram-
plus bacteria and statistical tests to compare between controls and probiotic subjects.

The results of enumeration on GN(A™ 11/53 A" 02/05 B* 18/25 B~02/00) medium showed that there is a
difference in number of strains in the consumers compared to the controls, on MRS(A" 685/568 A" 129/138 B*
275/128 B~ 08/08) medium demonstrates that the number of lactic bacteria increases in the consumer's body
after the consumption of the probiotic , on Colombia to the sheep blood (A* 08/04 A 18/08 B* 19/23 B™ 26/23),
it demonstrates that this probiotic has an inhibitory effect on Gram- bacteria, on Columbia blood horse

(A" 15/11 A" 59/47 B* 25/14 B™ 105/52) medium it demonstrates that the probiotic is a catalyst for Gram +
bacteria, also microscopic examination of the smears to show that the number of Gram + bacteria increases with
respect to gram-negative bacteria in consumers (the increase in Gram + begins to increase in B + as early as the
3rd week and in A + as early as the 5th week, after the 2nd month in A + 70% of Gram + and 30% of Gram- and
in B + 73% of Gram + and 27 % of Gram-).

Key words: microbiota, probiotics, diet
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