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RESUME

Gréace a des expériences nombreuses et riches d’informations révélatrices, le
voile est en voie d’étre levé sur I’effet qu’ont les bactéries endogénes, Lacrobacillus et
Bifidobacterium sur le systeme digestif. On peut désormais leur attribuer un role
indéniable, bénéfique pour la santé humaine. Cependant, Lactobacillus joknsonii et
Bifidobacterium adolescentis sont deux bactéries symbiotiques de la microtlore gastro-
intestinale endogéne de I’homme. La colonisation de I’intestin s’effectue dans les
heures qui suivent la naissance, et se poursuit toute la vie. Elles sont présentes en
grandes quantités (entre 10® et 10" bactéries/g de matiére colique) et sont considérées
comme dominantes parmi plus de 400 espéces bactériennes qui composent la microflore
du célon. Ces deux bactéries jouent un rdle trés important pour la santé humaine en
aidant notamment a la digestion des aliments, en synthétisant des vitamines essentielles
et en prevenant la prolifération des pathogenes. Elles ont également plusieurs vertus
probiotiques potentielles, en particulier des etfets anti-microbiens, immunomodulateurs,
de réduction du risque de cancer, et elles influencent 1’équilibre de la microflore
intestinale une fois ingérées en quantité suffisante. Les lactobacilles et les
bifidobactéries sont les plus utilis€ées comme probiotiques dans les aliments fonctionnels
a cause de leur capacité de survie élevée durant leur passage le long du tube digestif. De
plus, ce sont des bactéries lactiques qui sont utilisées en alimentation humaine et sont a
la base de la fabrication des produits laitiers, carnés, végétaux et de la péche. Elles sont
également utilisées comme perspectives biofonctionnelles dans les produits
pharmaceutiques pour une thérapie probiotique. Afin d’estimer les variations des
populations de Lactobacillus et Bifidobacterium avec I’état sanitaire de I’Homme et de
connaitre quels sont les dosages de probiotiques les mieux adaptés a chacune des
pathologies, le dénombrement de ces bactéries se révéle comme un parameétre important

a étudier.

Vue leur importance en santé et en maladie des étres humains, 1’étude de ces
bactéries a été le sujet de centaines d’articles publiés depuis Pasteur (1885) qui estimait

que la vie est impossible sans bactéries. Mais leur étude nécessite des outils



d’investigation trés spécifiques et se heurte 3 de nombreux obstacles méthodologiques
et par suite leur connaissance reste restreinte. Certains chercheurs ont développé des
milieux de culture spécifiques. Or ces milieux, soit qu’ils inhibent partiellement les
souches étudiées, soit ils sont insuffisamment sélectifs, soit qu’ils ne sont pas adaptés a
’emploi dans un laboratoire de routine car leur préparation est fastidieuse, soit qu’ils
sont complexes par utilisation, par exemple, des antibiotiques, des agents inhibiteurs et
des sangs humain et animal. D’autres chercheurs ont utilisé les techniques modernes de
biologie moléculaire dont I’amplification par PCR, PCR-DGGE et la technique de
I’hybridation in situ de sondes couplées a un fluorochrome (FISH). Plus récemment, la

cytométrie de flux est utilisée pour dénombrer et détecter les bactéries vivantes.

Les objectifs de ce travail étaient en premier lieu de développer un milieu de
culture sélectif simple qui favorise la croissance de Bifidobacterium adolescentis et
inhibe la croissance de Lactobacillus johnsonii, et d’en effectuer une étude comparative
de la croissance sur d’autres milieux électifs; en second lieu de détecter et dénombrer
ces deux souches bactériennes de type Gram positif par hybridation in situ en

combinaison avec la cytométrie de flux (FISH-FCM).

Dans ce projet de recherche, nous avons utilisé des milieux de culture, MRS+++
comme milieu électif pour Lactobacillus johnsonii et Bifidobacterium adolescentis, et
MRSLC, développé dans cette étude, comme milieu sélectif et reproductif pour B.
adolescentis dont le chlorure de lithium est I’agent inhibiteur. Ce milieu est simple en
comparaison avec les autres milieux publiés dans la littérature. La croissance de la
souche Bifidobacterium adolescentis sur MRSLC a été comparée avec sa croissance sur
un autre milieu électif MRS+++. L utilisation de ces milieux nous permet d’obtenir des
informations sur la présence et I’abondance des microorganismes d’intérét. Ce sont des
milieux simples, faciles a préparer et, dont le temps de croissance est de 24 heures.
Puisque le temps est un facteur critique, une nouvelle technique a été optimisée pour
contourner [’étape de culture afin d’effectuer des analyses a haute vitesse,
multiparamétriques et automatisées. La technique de I’hybridation in situ en
combinaison avec la cytométrie de flux (FISH-FCM) a été utilisée pour la premiére fois

afin de détecter ces deux bactéries a Gram positif de la microflore gastro-intestinale en
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cultures pures. L’utilisation de la technique d’hybridation ir situ combinée & la
cytométrie de flux a permis de détecter avantageusement les deux bactéries de type
Gram positif L. johnsonii et B. adolescentis en culture pure. Cette technique optimisée
est basée sur la fixation & la paraformaldéhyde 3% pendant 16 heures, la
perméabilisation a 1’alcool 50%, la dispersion des cellules par Iutilisation du
pyrophosphate et de la sonication avant et aprés I’hybridation realisée a 50 °C pendant
16 heures, et la détection des cellules fluorescentes par FCM. De plus, ['utilisation de la
cytométrie de flux a permis d’effectuer des analyses rapides et automatisées. Par contre,
bien que la technique ait réussi a détecter les deux souches en culture pure, elle a aussi
confirmé une importante corrélation de la réussite de la technique avec la dispersion des

cellules et la phase de croissance de culture.

Mariam Hajj-Mohamad Darakhshan Ahmad

Etudiante Directeur de recherche



INTRODUCTION

Tous les mammiféres, y compris I'Homme, sont adaptés pour vivre dans un
monde de bactéries. Pasteur, Koch, Metchnikoff et Escherich ont posé les bases de notre
compréhension actuelle des interactions de cette flore avec son hote (De Kruif et Paul,
1926). Pasteur a postulé que les microbes sont nécessaires pour la vie humaine normale
(Schottelius, 1902). Metchnikoff a proclamé que la composition de la flore est
essentielle pour le bien-étre de I’hote et a souligné l'importance des interactions entre
I’héte et les bactéries (Metchnikoff, 1908; Metchnikoff, 1910). Escherich a été
convaincu que la connaissance précise de la flore endogéne était essentielle, non
seulement pour comprendre la physiologie de la digestion mais également pour
comprendre la pathologie et la thérapie des maladies intestinales microbiennes
(Escherich, 1885). En dépit de ces premiéres perspicacités, les scientifiques ont
développé tout récemment les méthodes qui leur permettent de caractériser directement
les mécanismes moléculaires fondamentaux pour I'établissement et 'entretien de divers
écosystémes microbiens situés sur nos surfaces muqueuses au cours de I’évolution.
Dong, I’humain participe a une forme de symbiose avec des micro-organismes tout au
long de son cycle de vie. Que ce soit sur la peau, dans la bouche ou dans I’intestin qui
est le principal réservoir, I’étre humain est I’h6te de milliards de microbes qui vivent la
plupart du temps en relation paisible avec lui. Bon nombre de ces micro-organismes ont
eu avantage, ne serait-ce que pour défendre leur niche écologique, & aider leur hote a se
maintenir en santé. C’est ainsi que plusieurs types de micro-organismes symbiotiques
compétitionnent avec des pathogénes potentiels au niveau de I’épiderme, du vagin ou
du tube digestif. La complexité de 1’écosystéme que forme la microflore intestinale est
comparable a n’importe quel autre écosystéme retrouvé dans la nature, et tout
déséquilibre qui ferait obstacle a cette relation symbiotique deviendrait ainsi fort
dommageable pour I’hdte. De plus, des bactéries sont responsables de la synthese de
vitamines dans Dintestin, et d’autres peuvent également métaboliser des toxines et

autres déchets nocifs pour I’hote.



Une proportion importante de la flore microbienne dans le tube digestif se
compose d'un grand nombre de bactéries anaérobies diverses qui ne peuvent pas étre
cultivées sur les milieux sélectifs ou non sélectifs existants. La culture en condition
anaérobique entraine également des études limitées et lentes sur la dynamique de
population. Par conséquent, l'utilisation des méthodes moléculaires pour analyser
I'écosystéme gastro-intestinal permet une évaluation plus complete et plus rapide de la
biodiversité dans cet écosystéme (Paster er al., 2001; Suau et al., 1999; Franks et al.,

1998; Zoetendal ef al., 1998; Rosenbaum et Riesner, 1987).

Quoique différentes espéces de Bifidobacterium et de Lactobacillus; especes
prédominantes, furent isolées dans toutes les parties du systéme gastro-intestinal
humain (Molin et al., 1993), l'iléon terminal et le colon semblent étre les emplacements
préférentiels de la colonisation des lactobacilles (Hirtzmann et Reuter, 1963; Lerche et
Reuter, 1962) et des bitidobactéries (Fuller, 1991), respectivement. Différentes espéeces
de Bifidobacterium et de Lactobacillus constituent également une proportion
significative de cultures probiotiques utilisées dans les pays développés dans (microbial
adjunct nutrition) (Charteris et al., 1997; Gibson et Roberfroid, 1995; Fuller, 1992) et
sont prises en compte dans des nouvelles théories en matiére de nutrition et de santé
(Rao, 2002). Le mot « probiotique » fait référence a I’administration de bactéries
spécitiques dont la prépondérance dans le gros intestin exercerait un effet bénéfique sur

la santé humaine ou animale (Rao, 2002).

La disponibilité de plusieurs méthodes traditionnelles, telle que la culture sur
des milieux de sélection, pour l'identification et I'énumération de Lactobacillus et
Bifidobacterium, est par conséquent importante en microbiologie environnementale et
nutritionnelle (Charteris et al., 1997). Cependant, les bifidobactéries sont difficiles a
cultiver a cause de leur physiologie anaérobique stricte et des conditions complexes
pour leur croissance. La premiére partie de ce projet consiste en le développement d’un
milieu de culture sélectif simple pour la souche Bifidobacterium adolescentis utilisée,
entre autre, comme indicateur de la contamination fécale d’origine humaine (Resnick et

Levin, 1981).



La biologie moléculaire propose des moyens de contourner la difficulté de
I’étape de culture par Iutilisation de sondes moléculaires. L’hybridation in sifu est une
méthode alternative moderne qui permet la détection de bactéries spécifiques. Elle
consiste en I’hybridation d’une sonde d’ADN spécifique a I’ARN 16S ribosomal ou a
d’autres génes spécifiques de la bactérie. La sonde est couplée a un fluorochrome afin
d’étre détectée par un appareil détectant et mesurant la fluorescence. L’hypothése de
recherche de la deuxiéme partie de ce projet consiste donc en lutilisation de la
technique d’hybridation in siru atin de suivre et de quantifier la concentration des deux
souches bactériennes de type Gram positif de la microflore gastro-intestinale en culture

pure.

Les objectifs de ce projet de maitrise étaient 1) de développer un milieu de
culture sélectif simple pour la souche B. adolescentis; 2) d’optimiser la technique
d’hybridation in situ en culture pure en milieu liquide pour les deux souches étudiées, L.

Jjohnsonii et B. adolescentis afin de les détecter par cytométrie de flux.

La premiére section de ce mémoire, le chapitre 1, est consacrée a une revue des
différents sujets reliés aux phénoménes décrits dans ces pages. Elle comprend sept
parties, la premiére traitant de la microflore gastro-intestinale endogéne, la deuxieme du
suivi microbien de la microflore par différentes techniques classiques et modernes; la
troisitme de I’importance du développement des techniques simples capables de
détecter et dénombrer les bactéries de la microflore intestinale; la quatriéme des
objectifs de ce travail de recherche; la cinquiéme de I’importance de choisir
Lactobacillus et Bifidobacterium comme sujet de cette étude; la sixieme de la
méthodologie utilisée pour le suivi microbien de ces deux genres dans la littérature, et la
septiéme des souches bactériennes de la microflore gastro-intestinale a I’étude, ainsi que
leurs caractéristiques et taxonomie. La seconde section, le chapitre 2, contient les
protocoles expérimentaux utilisés pour rencontrer les objectifs énumérés ci haut. Les
matériels et techniques y sont décrits en détails. La troisiéme section, le chapitre 3,
regroupe les résultats des expériences, principalement présentés sous forme de
graphiques. Un texte explicatif accompagne ces données. La quatriéme section, le

chapitre 4, constitue une tentative d’interpréter les résultats obtenus, pour les mettre en



relation avec les connaissances actuelles et discuter des perspectives futures dans le

domaine.



CHAPITRE 1: REVUE DE LITTERATURE

En 1885, Pasteur estimait que 1’évolution avait rendu les organismes supérieurs
incapables de vivre en I’absence de flore, et par conséquent, la vie n’est pas possible
sans bactérie (Schottelius, 1902). Le tractus intestinal représente le principal réservoir a
bactéries du corps humain. On estime que 400 a 500 espéces différentes de bactéries se
trouvent dans le gros intestin, pour une population totale vivante de 10" a comparer aux
10" cellules composant le corps humain (Falk et al., 1998; Berg, 1996; Conway, 1995 ;
Luckey et Floch, 1972). Cela signifie que I’on héberge dans notre tube digestif 10 fois
plus de bactéries que de cellules constituant notre organisme (Falk er al., 1998;
Ducluzeau, 1994; Zetterstrém er al., 1994; Savage, 1977). La microflore du tractus
gastro-intestinal est donc caractérisée par sa grande diversité de populations (Conway,
1995) et par la complexité de leurs interactions. Elle differe selon I'espece et I'individu
et évolue avec I'dge et I'alimentation (Tannock er al., 1982). Toute modification de 'un
ou l'autre de ses constituants est susceptible de perturber l'équilibre et le fonctionnement
de I'ensemble. Donc, la microflore du tractus gastro-intestinal joue un réle important

pour la santé chez 'homme ( Saloff-Coste, 1997).

Les relations entre le tractus digestif et sa flore sont difficiles a observer. A
I’heure actuelle, plusieurs types d'outils permettent cependant de mieux connaitre la

flore digestive, de mieux comprendre ses fonctions et ses interactions.

1.1 Tube digestif humain et la microflore du tractus digestif

La figure | décrit I’anatomie du tube digestif humain. Les segments du tube sont
successivement la cavité buccale, l'oesophage, I'estomac, l'intestin gréle, le cdlon et le
rectum. La surface de l'intestin, 150 & 200 m® au total, constitue une énorme surface
d'échanges avec l'environnement. Dans des conditions normales, la cavité buccale et le

tractus gastro-intestinal sont colonisés par une flore complexe.
1.1.1 Répartition topographique de la flore digestive humaine

La répartition de la flore varie selon les segments du tube digestif (Fig. 2 et 3).



Figure 1: Schéma anatomique du tube digestif humain
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Figure 2: Evolution de la flore intestinale selon la position anatomique (d'apreés

Holzapfel et al., 1998, modifi€)
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Figure 3:

La densité bactérienne dans les divers segments du

humain (d’aprés Flandrois, 1997)
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Elle dépend de la teneur du milieu en oxygéne, des sécrétions du tube digestif haut, des
nutriments disponibles et de la vitesse du transit (rapide de la bouche au caecum, plus
lent ensuite). Globalement il existe un gradient croissant oral-aboral (Bourlioux, 1998).
Normalement, la flore présente dans la bouche, surtout composée d’espéces des genres
Streptococcus, Lactobacillus et Bifidobacterium est peu active car le temps de transit
buccal est court, est comprise entre 10"/mL et 10°/mL environ. L’estomac contient trés
peu de bactéries résidentes (<10 unités formant des colonies (UFC) / g) composées
d’espéces des genres Lactobacillus et Enterococcus ainsi que des levures) (Tableau I).
La flore est quasi inexistante en raison de son pH bas, autour de 2 (Marteau ef al.,
1993). L’estomac est traversé par un flux constant de micro-organismes introduits par la
bouche et le nez, provenant aussi bien de l'environnement que de l'alimentation, solide
ou liquide. Dans l'intestin gréle, on observe une variation quantitative et qualitative.
L'intestin gréle supérieur ou duodénum contient également relativement peu de micro-
organismes, 10°-10" UFC/g, 10°-10° UFC/g dans le jéjunum et 10°-10° UFC/g dans
I’iléon (Tableau I) (Salminen e al., 1995). Dans l'intestin gréle, le péristaltisme fait
avancer les bactéries et les empéche de proliférer dans cette région (Ducluzeau, 1994).
Des études in vitro ont montré que les sels biliaires peuvent également inhiber la
croissance de la flore, mais ceci n'a pas été démontré in vivo (Ducluzeau, 1997). A
proximité de l'intestin gréle inférieur, le nombre de bactéries a Gram positif et négatif,
anaérobies strictes ou facultatives, augmente au profit des bactéries aérobies. Au niveau
de liléon distal, les bactéries 4 Gram négatif anaérobies stricts deviennent
prédominantes et, dés que l'on arrive au cdlon, le nombre et la variété des anaérobies
stricts augmentent trés fortement. Dans le célon, le transit, trés fortement ralenti, est a
l'origine d'une stase d'ou l'augmentation importante de la population bactérienne de 10°
a 10" UFC/g (Tableau I) (ce nombre refléte la composition de la microflore du célon
descendant) (Ducluzeau, 1997). C'est une véritable chambre de fermentation, siége de
trés nombreuses biotransformations des aliments non assimilés au niveau du gréle. Le
célon est la seule zone colonisée de fagon permanente: la flore microbienne
essentiellement anaérobie est dense et active, produisant localement de nombreux

métabolites, les acides gras a chaines courtes (Mackie et al., 1999; Bourlioux, 1998). 1



Tableau I:  Flore normale dcs voies digestives chez I’homme (d’aprés Falk et al.,

1998; Moore ¢t Holdeman, 1974)

Localisation Quantité /g de matériel Anaérobie / aérobie
Estomac <10® 0
Duodénum 10%-10° 0

Jéjunum 10°-10® 0

Tléon 10°-10° 0-1

Iléon terminal 10°-10" 1-10

Cblon 10"-10"! 100-1000




existe des disparités entre les différentes parties du célon : étant donné que le colon
proximal accéde a une plus grande quantité d'aliments, il présente de ce fait une activité
métabolique plus importante que le célon distal (Gibson et al., 1995). Notez alors
I’importance croissante des anaérobies le long du tube digestif (Fig. 3). La flore fécale
atteint 10'* UFC/g de selles. La flore intestinale résidente est essentiellement anaérobie
et minoritairement (100 fois plus faible) aérobie ou anaérobie facultative (Flandrois,

1997).

1.1.2 Composition classique d’une flore intestinale humaine

On peut définir, de fagon "simpliste", une flore normale par l'ensemble des
espéces présentes dans l'écosystéme de fagon constante et capables de s'y multiplier
dans les conditions environnementales du tube digestif. Mais il existe de trés grandes
variations dans les résultats publiés, selon les modes de prélevement, les méthodes
microbiologiques, la présence éventuelle de bactéries d'origine alimentaire, la
physiologie intestinale et le contexte environnemental. On est loin de connaitre toutes
les espéces et leurs diftérents types, donc de bien appréhender les variations de flore
induites par les modifications de régime alimentaire, les bactéries exogenes. les
substances antibiotiques. Bien que la microflore humaine présente globalement une
méme composition, chaque individu a sa propre microflore caractéristique (Kimura et
al., 1997 ; Marteau et al., 1993). Des différences ont été trouvées dans la composition
de cette société microbienne parmi les diftérentes espéces de mammifére par exemple,
entre les ruminants et les non ruminants et entre les omnivores et les carnivores (Falk et

al., 1998 ; Smith et Crabb, 1961).

Les bactéries habituellement présentes dans l'intestin gréle appartiennent aux
genres : Lactobacillus, Streptococcus (Mackie et al., 1999), et a quelques espéces de la
famille des Enterobacteriaceae 4 des concentrations faibles jusqu’a l'iléon ou elles
apparaissent dominées par des espéces anaérobies 4 Gram négatif appartenant au genre

Bactéroides.

Dans le colon, il faut distinguer 4 types de flore (Tableau II) : flore dominante

(N>109 UFC/g) exclusivement anaérobie : Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium,
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Tableau I1:

Microorganismes les plus fréquents du colon chez Phomme

Groupe taxonomique

Espéces les plus

fréquentes
Bacteroides Bacteroides fragilis
Enterobacteriaceae Escherichia coli
Streptococcus Streptococcus faecalis
Lactobacillus Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium Bifidobacterium longum
Eubacterium Eubacterium aerofaciens
Clostridium Clostridium perfringens
Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa

Fusobacterium, Neisserica
Veillonella, Staphylococcus
Peptococcus, Propionebacterium

Saccharomyces, Candida
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Peptostreptococcus, Ruminococcus, Clostridium,  Propionibacterium, flore sous
dominante (10°>N>10® UFC/g) : différentes espéces de la famille des
Enterobacteriaceae (surtout E.coli) et les genres Streptococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, Fusobacterium, Desulfovibrio, Methanobrevibacter (Marteau et al.,
1993), flore résiduelle (N<10° UFC/g) : bactéries en transit ou réprimées par la flore
résidente, et flore fécale : facilement accessible pour l'analyse, elle a été trés étudiée,
mais elle ne refléte que I'équilibre présent dans la derniére partie du colon, méme si l'on
y trouve la population bactérienne présente dans les segments antérieurs. L'analyse de la
flore fécale permet de retrouver des souches pathogénes ou potentiellement pathogenes
pour I'héte (Ducluzeau, 2000). L’étude comparative des écosystemes bactériens caecal
et fécal chez I'homme a montré que le nombre des bactéries anaérobies strictes,
Bifidobacterium, Bacteroides, et les membres du groupe Clostridium coccoides et sous-
groupe Clostridium leptum étaient inférieurs dans le caecum. Les bactéries anaérobies
facultatives ont représenté 25% de bactéries totales dans le caecum contre 1% dans les
matiéres fécales (Marteau et al., 2001). Donc l'analyse de la flore fécale ne donne
qu'une vue trés limitée de I'écosysteme (Zoetendal er al., 2002). Mais selon Tannock et
son équipe, la composition de la microflore fécale reflete celle du colon (Tannock,
1999 : Moore et Holdeman, 1978). On retrouve des lactobacilles dans toutes les

portions du tube digestif, méme s'ils ne constituent pas toujours le groupe dominant.

1.1.3 Evolution de la microflore intestinale avec I’dge

Dans les heures qui suivent la naissance, le tube digestif du nouveau-ne,
précédemment stérile, atteint un équilibre entre bactéries aérobies et anaérobies (Saloft-
Coste, 1997; Zetterstrom et al., 1994) pour une population comprise entre 10° et 10"
UFC/g au bout de 48 h dans le colon (Mackie er al.,, 1999; Mata et Urrutia, 1971).
Phénoméne complexe, encore mal connu, relativement spécifique a chaque espece
animale, la colonisation s'effectue différemment, selon que l'enfant est né par voie
vaginale ou par césarienne (Mackie et al., 1999; Brook et al., 1979; Bettelheim er al.,
1974). Bien que la microflore de I'enfant ait pour origine la flore de la mere, elle n'en est
pas la réplique exacte (Saloff-Coste, 1997; Ducluzeau, 1993). Un tiers des bébés ont en

effet une flore digestive identique a celle de la mere (Barbe et al., 2001). Elle contient



les bactéries appropriées pour l'enfant et est principalement composée de Enterococci,
E. coli non pathogeéne, Bifidobacterium et Bactéroides (Mackie et al., 1999; Falk ef al.,
1998; Zetterstrom ef al., 1994; Tannock, 1994). La microflore de l'enfant est simple,

mais devient plus complexe avec le temps (Favier ef al., 2002).

Par la suite, le type d'alimentation (Fig. 4) influence fortement le développement
de la microflore, particuliérement celle du coélon. La microflore de l'enfant est
globalement moins complexe que celle de 'adulte, plus sensible a son environnement et
a tendance a fluctuer (Saloff-Coste, 1997; Zetterstrom et al., 1994). Chez les
nourrissons exclusivement nourris au lait maternel des femmes sanitaires qui contient
plus que 10° bactéries/L (Mackie et al., 1999; Moughan et al., 1992), les conditions
favorisent généralement la croissance et la prédominance des bifidobactéries (90%-
100% de la population totale (Falk er al., 1998: Salotf-Coste, 1997; Kok et al., 1996;
Kleessen et al., 1995; Bullen et al., 1976), bien qu'on puisse trouver également de fortes
teneurs en Bacteroides (Mackie et al., 1999; Saloff-Coste, 1997, Zetterstrom et al.,
1994). De plus, la principale entérobactérie est Escherichia coli. Une explication plus
détaillée montre que 12 heures aprés l'introduction d'une alimentation maternelle, on
constate |'apparition des anaérobes facultatifs au niveau digestif, les bifidobactéries et
les clostridies étant a4 ce moment présents chez moins de 50% des enfants, les
Bactéroides chez moins de 30%. Aprés quelques jours, la quantité de bifidobactéries
augmente trés rapidement (10'°-10"" UFC par gramme de selles) chez 100% des
nouveau-nés, parallélement & une chute du nombre des anaérobes. Les Bactéroides
représentent toujours moins de 30% de la flore présente. Il existe un pic de clostridies
entre le 2™ et le 4°™ jour. Aprés une semaine de vie déja, les bifidobactéries
représentent plus de 99% de la flore digestive, puisque leur croissance est favorisée par

le pH fécal bas permettant leur réplication (Barbe et al., 2001; Mackie et al., 1999).

Chez les enfants nourris par lait artificiel, la colonisation s'est modifiée au cours
de ces derniéres années. En effet, auparavant, la flore résultant d'une alimentation par
lait artificiel ressemblait a celle d'un colon adulte. Actuellement, elle ressemble

davantage a celle de I'alimentation par lait maternel, suite a la maternalisation des laits,



Figure 4:

Comparaison de la colonisation intestinale entre Pallaitement

maternel et Palimentation artificielle (Adapté de: Pediatrics 1983;

72 (3): 319)
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les entérobactéries sont plus diverses mais Lactobacillus est prédominant (Ducluzeau,
1997). Cependant, si la colonisation primaire (pendant les premicres 48 heures) est
identique, les bifidobactéries se répliquant toujours rapidement, les autres ana€robes, au
contraire, ne diminuent pas (surtout les Gram négatifs). Des clostridies sont retrouvées
chez 50-80% des nourrissons de 6 jours, mais ne sont en aucun cas dominantes. Les
Bactéroides sont présentes dans 60-80% des cas avec des taux de 10%-10" germes par
gramme de selles (Fig. 4). La flore est donc plus diverse et moins s lable chez les enfants
nourris par lait artificiel. L’allaitement a un effet protecteur contre la diarrhée,
particuliérement dans les pays en voie de développement (Heinig et Dewey, 1996). Cet
effet peut étre partiellement associé aux teneurs en Bifidobactéria. Chez les nourrissons
recevant du lait maternisé, le taux d'anaérobies telles que Bacteroides a tendance a
augmenter (Zetterstrom et al., 1994) mais, dans ce cas également, il existe des
différences importantes entre individus et les Bifidobactéria peuvent étre prédominantes

(Barbe et al., 2001; Mackie et al., 1999).

Pendant la période de diversification alimentaire, la microflore intestinale
devient plus complexe et variée (Mackie et al., 1999; Saloff-Coste, 1997; Zetterstrom et
al., 1994). Dés l'dge de deux ans, la composition et le métabolisme de la microflore de
I'enfant commence a ressembler a ceux de l'adulte (Saloff-Coste, 1997; Guérin et al.,
1997) et devient plus stable. Si la composition de base est spécifique de I'espece
humaine, il existe des différences importantes entre individus en terme d'espéces
bactériennes et de quantités (Kimura et al., 1997; Mikelsaar et Mandar, 1993). De plus,
bien que la flore adulte soit, dans l'ensemble, relativement stable, les souches
spécifiques tendent a varier chez certains individus (Saloff-Coste, 1997; McCartney et
al., 1996). Méme si la flore reste stable, ses fonctions peuvent varier avec des

changements transitoires de composition.

Des variations caractéristiques de composition et de fonctionnement de la
microflore pourraient apparaitre avec I'dge (Saloff-Coste, 1997; Roberfroid et al., 1995).
Selon le groupe de Mitsuoka (Saloff-Coste, 1997; Mitsuoka et Hayawakawa, 1972), une
légére diminution des bifidobactéries et une augmentation des clostridium,

lactobacillus, streptocoques et entérobactéries, semblent €tre associées au vieillissement



(Fig. 5). Dans une autre étude conduite sur une population d'Abkhasie, des personnes
tres dgées (plus de 90 ans) présentaient des teneurs élevées en Lactobacilli et
Bifidobactéria (>10%) (Saloff-Coste, 1997; Kvasnikov er al., 1984). Par ailleurs, la
distribution des espéces du genre Bifidobacterium dans la flore fécale d’enfants,
d’adultes et de personnes agées a été étudiée par (Gavini et al., 2001). L’espéce
Bifidobacterium longum est la plus fréquemment isolée chez I’enfant et I’adulte, B.
adolescentis chez la personne 4gée. La distribution de B. adolescentis est

significativement différente chez I’enfant et la personne dgée.

1.1.4 Fonction de la microflore colique normale

Pour étudier les fonctions de la microflore intestinale, il est essentiel de
comprendre que les activités des bactéries, ainsi que la composition (genres, espéces,
souches) et les quantités en présence sont importantes, car selon Roberfroid et ses
colléegues (1995), ce sont les activités de la microflore colique qui affectent la
physiologie colique en générale et non pas les bactéries elles-mémes. Un effet de
symbiose existe entre la microflore colique et 1’hdte. Dans ce partenariat, I'hote
participe activement a la fourniture d'un composant nutritionnel nécessaire a la
microflore. La microflore est capable d'indiquer activement a I'héte le niveau de ses
besoins. L'hdte ajuste sa production aux besoins précis de la microflore, limitant ainsi

une surproduction qui pourrait étre utilisée par des pathogenes.

La microflore colique remplit trois fonctions fondamentales: métabolisme,
barriére et protection de I’héte et interactions avec I'néte (immunomodulation). Elle
constitue également une premiére ligne de défense intestinale. Ces effets peuvent, dans
certaines conditions, étre augmentés par quelques souches bactériennes probiotiques en

transit (bactéries lactiques).

1.1.4.1 Effets sur des paramétres anatomiques, physiologiques et biochimiques du

tube digestif

Des modifications anatomiques, physiologiques et biochimiques du tube digestif

liées a la présence de la microflore sont mises en évidence en comparant ce qui se passe
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Figure 5:

Evolution de la flore du célon avec I'ige (d'aprés Mitsuoka, 1990)
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chez l'animal conventionnel par rapport d l'animal axénique (dépourvu de germes). Les
fonctions anatomiques, physiologiques et biochimiques du tube digestif peuvent se
mesurer par différents paramétres. Midtvedt et son équipe ont défini le profil de ces
paramétres en présence de flore, qu'ils intitulent MACs (microflora-associated
characteristics) (Hooper et al., 1998), alors que le profil qui s'exprime en I'absence de
flore est appelé GACs (germ-free animal characteristics). Le tableau III (Midtvedt,
1999) récapitule certaines études faites sur des animaux en présence et en absence de la
flore intestinale. Plusieurs parametres anatomiques, physiologiques et biochimiques ont

été mesurés pour évaluer I’influence de la flore intestinale sur le tube digestif.

1.1.4.2 Effets nutritionnels et digestifs

Parce qu'il héberge la plus grande quantité de bactéries, le colon a une grande
activité métabolique. Les bactéries ne remplissent pas qu'une seule fonction, mais
interagissent en synergie avec les autres bactéries. Leurs activités peuvent conduire a

des effets nutritionnels et digestifs bénéfiques aussi bien que nocifs pour I’hdte.

La diversité des bactéries permet la décomposition de pratiquement toutes les
substances qui entrent dans le colon. La décomposition par la microflore des substances
non digérées, en particulier les glucides alimentaires non absorbés (e.g.. fibres, amidon
résistant, sucres non absorbés) (Gibson er al.,1995) et les substances endogenes telles
que le mucus conduisent a la production de gaz (H,, CO,, CHa), d'acides gras a chaine
courte (AGCC) (environ 60% d'acétate, 20% de propionate et 20% de butyrate
(Rumney et al., 1992; Heoverstad, 1989) diminuant ainsi la synthése hépatique du
cholestérol (Falk et al., 1998; Sadzikowski er al., 1977), d'acide lactique, d'acides gras a
chaine ramifiée assimilables par I'hdte, d'éthanol et d'ammoniac (Roberfroid et al.,
1995). Les produits de décomposition ont des fonctions nutritives, comme par exemple
les AGCC, le butyrate en particulier, et l'acide lactique, qui servent d'apports
énergétiques importants pour les colonocytes, les cellules du foie et les tissus
périphériques (Roberfroid et al., 1995). Elles peuvent jouer un rle dans I'hydrolyse des
lipides alimentaires non absorbés grice aux lipases bactériennes et a la conjugaison des

acides biliaires primaires, indispensable pour une bonne absorption des graisses (Falk er



Tableau III:

Paramétre Effet des MACs Effet des GACs
Anatomie / Paroi intestinale Epaisse Mince
physiologie | Cinétiques cellulaires Rapides Lentes
Motcur de migration Normal Moindre
Production de¢ peptides Normale Altérée
Sensitivit¢ aux Normale Réduite
peptides
Tailles du ceccum Normal Elargi
(rongcurs)
Osmolalité¢ Normale Réduite
Pression oncotique Normale Augmentée
Pression particlle Basse Elevée (comme dans
d’oxygence les tissus)
Potenticl ¢lectrique Bas (moins de 100) Elevé (plus de 100)
Biochimie Aspartylglycine Absent Présent
Déconjugaison Pas de déconjugaison
Pas de
Métabolisme des déshydrogénation
acides biliaires Déshydrogénation Pas de
déshydroxylation
Déshydroxylation

Métabolisme de 1a

Beaucoup de

Pcu de déconjugaison

bilirubine déconjugaison Pas d’urobiline
Urobiline

Cholestérol Coprostanol Pas de coprostanol

Dioxyde de carbone Un peu de Dioxyde de
Gaz intestinaux carbone
Hydrogéne Peu d’hydrogéne
Méthane Pas de méthane
Mucine Dégradation Pas de dégradation

Acides gras a courte

chaine

De grandes quantités

Beaucoup moins

Activité tryptique

Réduite ou absente

Elevée

Influence de Ia flore intestinale sur certains paramétres anatomiques,

physiologiques et biochimiques du tube digestif chez I’animal

(d’aprés Midtvedt, 1999)
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al., 1998; Midtvedt, 1974), et dans la dégradation de certaines protéines et de certains

acides aminés (tryptophane), permettant la récupération de I'azote.

Certaines bactéries anaérobies facultatives (E.coli, E.aerogenes) sont capables
de synthétiser in virro un large éventail de vitamines essentielles (biotine, riboflavine,
acide pantothénique, pyridoxine et vitamine K) (Ramotar et al., 1984). Des bactéries
anaérobies strictes (C.buryricum, Veillonella sp.) sont capables de synthétiser la
vitamine B12, d'une grande utilité pour la croissance locale bactérienne (Hill, 1997). 1l
n'existe pas de données précises sur l'utilisation de ces vitamines par I'hdte, notamment

par 'homme (Roberfroid et al., 1995; Mitsuoka, 1996).

Par ailleurs, certaines bactéries ont des effets nutritionnels défavorables pour
I'hdte. Plusieurs enzymes bactériennes sont impliquées dans la génération de toxines,
substances mutagénes ou cancérigénes et promoteurs tumoraux (Mclntosh, 1996).
Grice a ces enzymes, elles peuvent jouer un role dans le métabolisme glucidique (les
activités de type B-glucuronidase libérent a partir des $-glucuronides des aglycones a
pouvoir cancérigéne), le métabolisme azoté (la dégradation par la microflore des
nitrates et des amines secondaires aboutit a la production de nitrosamines cancérigenes),
ainsi que dans le métabolisme des xénobiotiques (possibilité d'inactivation de
médicaments, inactivation de la digoxine par Eubacterium lentum ou de production de
métabolites toxiques. Ainsi les myrosinases d'origine bactériennes, capables
d'hydrolyser les glucosinolates des cruciféres (choux) peuvent étre responsables de
diarrhées) (Bourlioux, 1998). L'intluence de la flore dans la cancérogénése a également
été étudiée grice aux animaux axéniques. Selon Midtvedt (1997), plusieurs types de
facteurs exogenes ont été décrits, capables d'induire un cancer dans presque tous les
organes du corps humain. Ces facteurs peuvent soit agir comme facteurs primaires de la
cancérogénése, soit (le plus souvent) étre transformés par la microflore intestinale en
facteurs de la cancérogénése. En général, les enzymes responsables de la production de
ces composés potentiellement cancérigénes sont moins actives chez Bifidobacterium et
Lactobacillus, que chez les eubactéries et les clostridies. Ceci suggere que

I'augmentation de la population de ces bactéries lactiques dans l'intestin serait bénéfique



pour I'héte. La figure 6 résume la microflore bénéfique et nuisible pour la santé chez

’homme (Mitsuoka, 1992).

1.1.4.3 Effet barriére et protection contre l'infection

Elle s'exerce d'abord par l'effet de barriére exercé par la flore résidente vis-a-vis
des bactéries exogenes (“"résistance & la colonisation") (Gomez et al., 1999), par
élimination totale de la souche exogene (effet drastique), ou par maintien de la souche
exogene en sous-dominance (effet permissif). Les mécanismes expliquant ces
phénomeénes, mal connus, sont étroitement liés aux souches anaérobies strictes
dominantes de la flore résidente. Deux grands types de mécanismes sont mis en jeu : un
effet direct des bactéries de la flore endogene sur les bactéries exogénes (compétition
pour les substrats, compétition pour les récepteurs, mise en place d'un environnement
restrictif et é€laboration de substances antimicrobiennes) et un effet indirect avec
intervention de I'hdte (modification chimique des sécrétions biliaires, mucus,
stimulation du péristaltisme, production de défensines). Dans un second temps, si le

besoin s'en fait sentir, le systéme immunitaire prend le relais.

Les bactéries exogenes ne colonisent normalement pas l'intestin des animaux
holoxéniques (& flore conventionnelle), elles s'implantent facilement dans celui
d'animaux axéniques. Donc, l'effet barriere est plus complet lorsque la microflore est
intacte, avec ses interactions complexes, qu'avec des espéces uniques isolées de la
microflore (Ducluzeau, 1994). Selon Robert Ducluzeau, il faut bien comprendre que
deux grands types de flore existent : la flore résidente et la flore de transit. Ainsi, les
pathogenes ne peuvent étre qu'en transit : s'ils s'installent dans 1'écosystéme de 1'héte en
nombre suffisant, celui-ci meurt. Il souligne encore que, cela ne veut pas dire que seule
la flore résidente a une action. Les bactéries en transit jouent un role tres important dés
qu'elles sont en nombre suffisant : par exemple dans l'intestin gréle ou la flore résidente

est trés peu nombreuse.

- Effet direct: L'effet dit barriére de la flore intestinale est mis en évidence avec

des souris axéniques. Chez celles-ci, par exemple, Shigella flexneri s'installe, alors



Figure 6: Microflore bénéfique et nuisible (d’aprés Mitsuoka, 1992)
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qu'elle ne s'installe pas chez une souris holoxénique (Ducluzeau, 2000; Raibaud et al.,
1977). L'effet barriére n'est cependant pas simplement di a l'occupation du premier
arrivant. Ainsi, Bacillus licheniformis n'oppose a Clostridium perfringens une substance
antibiotique analogue a la bacitracine, que s'il s'établit avant lui. En revanche, B.

licheniformis ne s'oppose pas a C. perfiingens en présence de lactobacilles.

La production de substances antibactériennes constitue d'ailleurs un des moyens
les plus utilisés par la flore dans le cadre de cet effet barriére. Les bactériocines sont des
composés protéiques, synthétisés au niveau des ribosomes et actifs contre les
microorganismes assez proches des bactéries qui les produisent (Gomez et al., 1999).
Détruites par les protéases digestives, ces bactériocines n'assurent donc qu'un role local.
La capacité de produire des bactériocines est largement partagée au sein de la flore
intestinale (Nemcova, 1997). Leur production peut aussi étre régulée par des

composants présents dans le tractus digestif, comme la ruminococcine A par la trypsine.

La présence d'une flore stable et bien régulée augmente aussi la résistance non
spécifique de I'héte contre les infections (Ducluzeau, 2000; Tannock, 1988). Cela est
mis en évidence chez les sujets dont la flore intestinale a été perturbée par
I'administration d'antibiotiques, et en comparant la résistance aux infections chez des
animaux axéniques (faible résistance) et des animaux a flore compleéte (forte résistance).
Rang a montré qu'il suffisait de traiter des souris a la streptomycine, ce qui leur ote la
majeure partie de leur flore Gram négatif aérobie facultative, pour laisser le passage a
des entérobactéries comme Escherichia coli (Rang et al., 1999). E. coli appartient au
méme groupe d'entérobactéries que les salmonelles, et est connu pour sa capacité
d'exclusion de celles-ci. Il est donc probable que ces bactéries entrent aussi en
compétition pour s'établir, selon des critéres de similitude (Baba et al., 1991). Dés les
années 60, des chercheurs ont comparé le passage de Salmonella typhimurium de la
lumiére intestinale aux ganglions mésentériques de souris axéniques ou hétéroxéniques
(Ducluzeau, 2000; Gordon et Pesti, 1971). La flore résidente exerce un effet inhibiteur
sur la multiplication des salmonelles en maintenant leur population en-dessous du seuil
nécessaire pour leur passage & travers la paroi de l'intestin gréle, ou "ranslocation”.

Cette translocation est déterminée par la taille de la population bactérienne dans la



lumiére intestinale, et non par la nature de la paroi, car celle-ci différe selon qu'il s'agit
d'un animal axénique ou d'un animal hétéroxénique. Chez un animal sans tlore, la
premiére flore qui arrive "transloque” facilement car l'effet barriere ne joue pas. Ensuite,
cette translocation dépend de la nature de la flore implantée. Ainsi, la translocation de
E. coli et de L. acidophilus est réduite par la présence concomitante de germes 4 Gram
positif anaérobies comme Peptostreptococcus. L'augmentation significative du niveau
des anticorps anti-E. coli est aussi observée chez les rats colonisés par ces trois
bactéries. Les rats colonisés par Peprostreptococcus montrent également des niveaux
élevés d'IgM dans le sérum, c'est-a-dire une réponse immunitaire a la présence d'une

bactérie (Herias er al., 1998).

- Effet indirect: Le systtme immunitaire inné est de mieux en mieux exploré. Il
s'appuie sur des mécanismes pouvant étre activés lors d'une premicre exposition a des
micro-organismes extérieurs. Son importance est essentielle chez le nouveau-né. Il lui
permet de se protéger contre les pathogénes tant que son systéme immunitaire
spécifique n'est pas mature, comme il permet a l'organisme de se prémunir tout au long
de la vie contre les infections. L'un des mécanismes essentiels est la production de
peptides et lysozymes antimicrobiens par des cellules spécialisées, principalement
situées dans l'intestin gréle. Ces défensines jouent un réle important dans la sélection et
la modulation de la flore intestinale. Elles sont capables de tuer de nombreuses bactéries
Gram positif et Gram négatif, des champignons ou des protozoaires. Des études
complémentaires doivent étre menées pour comprendre l'importance de ces molécules
non seulement sur la restriction de la flore normale du tractus digestif, mais aussi sur la
protection de I'hdte contre les invasions de pathogénes (Mahida et al., 1997; Selsted er

al., 1992).

La flore est également capable de produire des hormones et des parahormones
stimulant le péristaltisme et donc I'élimination naturelle de pathogénes (Ducluzeau,

2000; Borriello, 1984).

En 1980, Mutai et Kawai illustrent le rdle de la capacité d'adhésion dans la
colonisation bactérienne. Ils montrent le rdle du mucus, non seulement par sa position

contre I'épithélium intestinal, mais également comme nutriment pour certaines souches



bactériennes (Mutai et Kawai, 1981). Par exemple une surproduction de fucose fournit
une source alimentaire aux pathogenes (Bry er al., 1996). La flore normale intervient
dans la production de certaines glycoprotéines du mucus. Bacteroides thetaiotaomicron,
un composant de cette flore normale, intervient sur la fucosylation des protéines. Les
glycoprotéines du mucus sont des médiateurs pour l'adhésion de pathogénes a la paroi
intestinale. La flore intestinale, en modifiant la glycosylation des protéines du mucus,
pourrait donc moduler I'adhésion des pathogenes. Voici d'ailleurs l'une des explications

possibles de l'effet barriére de la flore endogéne.

1.1.4.4 Mise en place de I'immunité

Le tractus gastro-intestinal posséde une structure immunitaire appelée "gut-
associated lymphoid tissue" ou GALT (Moreau, 1986). La flore microbienne influence
la réponse immunitaire de I'hdte, que celle-ci soit spécifique ou non spécifique. La
gnotobiologie permet d'observer l'impact de la tlore sur le systéme immunitaire (Falk et
al., 1998): il constitue un bon exemple de coopération entre la flore et son hote. La
paroi intestinale des animaux axéniques est plus fine, car le systéme immunitaire est au
repos. Ces animaux présentent de fagon générale un systeme immunitaire moins
développé que les animaux gnotoxéniques, par défaut de stimulation extérieure : ils ont
moins de y-globulines dans le sang, des nodules lymphatiques plus petits et moins de
lymphocytes et de phagocytes mononucléaires dans la muqueuse (Ducluzeau, 2000,
Tannock, 1988). Leur muqueuse intestinale est dix fois plus pauvre en plasmocytes a
IgA que celle de la souris holoxénique appartenant a la méme lignée (Ducluzeau, 2000;
Crabbe et al., 1968). Ils sont également dépourvus de co-récepteurs solubles FV, qui
permettent aux [gA de circuler et d'étre actifs dans le tube digestif. Chez un animal doté
de sa flore, la paroi intestinale s'épaissit, en partie a cause du développement du systeme
immunitaire. Le taux de Fv varie au long de la vie des mammiféres, ce qui prouve
l'intervention de facteurs microbiens. La flore dominante n'intervient pas dans ce
mécanisme (Andrieux et al., 1998). Des travaux récents suggérent que la flore pourrait
étre un facteur environnemental indispensable pour construire 1'équilibre entre Thl
(systéme de régulation) et Th2 (systéme de défense) (Bottcher er al., 1999). En effet, la

comparaison entre les MACs d'enfants allergiques et ceux d'enfants non allergiques



indique une différence de composition de la microtlore entre ces deux populations. Ce
facteur est encore aujourd’hui peu étudié. Selon Moreau et ses collegues (1994), les
bactéries présentes dans la flore intestinale ont une action modulatrice sur les réponses
immunitaires de I'hote. Elles représentent une possibilité d'action sur la suppression
(greffes, maladies auto-immunes) ou la stimulation (défenses bactériennes et virales) de

la réponse immunitaire.

1.1.4.5 Variations individuelles des effets de la flore humaine

En comparant des groupes de souris gnotoxéniques ayant regu les flores de six
humains différents, Hirayama a mis en évidence des différences individuelles dans
l'activité fermentaire de cette flore (Hirayama et al, 1995). En travaillant sur les
glycosides alimentaires hydrolysés par les B-glycosidases produites par la flore
intestinale anaérobie, Kobashi a montré que les glycosides sont des précurseurs de
composés pharmaceutiques (Kobashi, 1998). 1l a estimé que les différences
individuelles des effets de produits pharmaceutiques pourraient €tre dues aux

différences de flore intestinale chez I'Homme et chez les animaux.

1.1.5 Facteurs affectant la microflore intestinale

Différents facteurs associés a I'hdte, aux bactéries et a I'environnement
contribuent & maintenir la composition et le bon fonctionnement de la microflore. Toute
déstabilisation d'un de ces éléments peut conduire a une prolifération bactérienne et a
des problémes de santé. Le pH extrémement faible dans I'estomac humain agit comme
une barriére et empéche la colonisation par les bactéries ingérées; la plupart d'entre elles
ne peuvent survivre a l'acidité gastrique (Mackie et al, 1999; Conway, 1997,
Richardson, 1996). Dans l'intestin gréle, tout changement affectant la concentration des
acides biliaires ou le péristaltisme peut perturber les taux normalement faibles de
bactéries (Mackie et al., 1999; Conway, 1997). Le risque de diminution des sécrétions
gastriques est plus élevé chez les personnes agées (hypochlorhydrie) et cette maladie
peut conduire a une prolifération bactérienne dans l'estomac (Saloff-Coste, 1997;
Pedrosa ef al., 1995) et l'intestin gréle. Dans le cdlon, o les bactéries se trouvent en
abondance, la compétition pour l'espace et les nutriments contribue 4 maintenir

l'intégrité de la microflore (Rumney et al., 1992). De plus, les bactéries produisent des



substances telles que les bactériocines et des métabolites bactériens tels que le peroxyde
d'hydrogene, les acides acétique et lactique qui inhibent la prolifération bactérienne

(Rumney et al., 1992; Richardson, 1996).

L'environnement joue également un réle important dans la colonisation digestive
du prématuré (Barbe et al., 2001). La flore digestive d'un nouveau-né hospitalisé est
différente de celle d’un enfant retourné rapidement a domicile. Des 15 jours
d'hospitalisation, on remarque l'apparition de souches résistantes, y compris en absence
de traitement antibiotique. De plus, la transmission de germes manuportés
(Staphylococcus  epidermidis, Enterobacteriaceae, Candida albicans, etc.) a été
prouvée. La saison (I'été) peut aussi favoriser une colonisation plus rapide (Barbe et al.,
2001). Un isolement relatif (isolette) peut également expliquer la colonisation
bactérienne intestinale retardée des prématurés. Le prématuré connait une colonisation
digestive au début par des Klebsielles et des anaérobes avec un retard de l'installation de
la flore bifide au-dela de 8 jours. Celle-ci prédomine finalement entre le 12°™ et le
35°™ jour de vie, mais dans une proportion plus faible que chez les nouveau-nés a
terme. On compte 10 bifides pour une entérobactérie a 7 semaines de vie chez le
prématuré contre 1000 bifides pour une entérobactérie chez le nouveau-né normal. I est
intéressant de noter que la rapidité de colonisation par les bifides chez les enfants de
petits poids de naissance n'est pas liée au mode d’accouchement (Barbe et al., 2001).
Des différences distinctes dans la composition de la flore fécale ont été trouvées entre
les enfants de différentes régions géographiques, reflétant, en partie, l'impact de

l'environnement (Adlerberth et al., 1991; Falk et al., 1998).

D'autres facteurs, dont l'alimentation par exemple le jelGne alimentaire, la
modification brutale de régime ainsi que l'ingestion de grandes quantités de bactéries
vivantes probiotiques par la consommation de laits fermentés (Mackie et al., 1999;
Collins et Gibson, 1999) et I’addition des oligosaccharides dans le lait artificiel (Mackie
et al., 1999; Tanaka ef al., 1983) peuvent avoir un effet sur la composition ou 'activité
de la microflore et donc sur la santé. Différents états pathologiques et le stress, peuvent
modifier le fonctionnement et la composition de la microflore intestinale (Mackie ef al.,

1999; Tannock, 1983). Les traitements antibiotiques affectent souvent la microflore en
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diminuant les teneurs en bactéries sensibles et en entrainant une prolifération des
souches bactériennes résistantes aux antibiotiques (Mackie et al., 1999; Falk et al.,
1998; Bennet et Nord, 1989; Bennet ef al., 1986; Bennet er al., 1982). Les observations
épidémiologiques ont montré que les bifidobactéries au niveau intestinal variaient du
simple au double entre les enfants non allergiques et ceux allergiques (Sears et al.,
2002). Ces différents types d'agressions peuvent avoir alors une influence sur la stabilité
de la flore digestive avec comme conséquences des modifications des effets
physiologiques, métaboliques et immunitaires liées a la microflore digestive de I'héte.
Généralement, la microflore intestinale se rééquilibre d'elle-méme en quelques semaines

(Ducluzeau, 1997).

1.1.6 Les bactéries probiotiques et leurs effets sur les défenses naturelles de

I’intestin: les lactobacilles et les bifidobactéries

Les bactéries probiotiques sont a la sphere intestinale ce que I’atmosphere est a
la planéte Terre : un complément indispensable. La notion de probiotiques est apparue
dés 1970. La définition des probiotiques a évolué au cours du temps, mais la définition
généralement retenue est celle récemment approuvée par la National Yogurt Association
(NYA) ou le International Life Science Institute (ILSI) aux Etats-Unis: "Les
probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés en quantité
suffisante, exercent un effet positif sur la santé, au-dela des effets nutritionnels
traditionnels" (Roberfroid, 2000). Cependant I'idée d'incorporer des micro-organismes
dans I'alimentation humaine ou du moins d'utiliser les effets bénéfiques potentiels de la
présence de ces micro-organismes semble remonter a la plus haute antiquité. Les genres
bactériens les plus utilisés sont Bifidobacterium (B. bifidum, B. breve, B. infantis, B.
longum), Lactobacillus acidophilus (L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum),
Enterococcus (E. faecium), Streptococcus (S. thermophilus) et Saccharomyces (S.
boulardii). Ils peuvent étre ingérés en grande quantité sous forme de médicaments, mais
aussi 4 partir d'aliments comme les laits fermentés ou certains fromages. Les
probiotiques doivent présenter les principales caractéristiques suivantes: étre d’origine
humaine, étre adaptés pour l'alimentation, étre présents sous forme de cellules vivantes,

de préférence en grande quantité, avant I'ingestion, étre stables et pouvoir rester viables
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pendant toute la durée de conservation du produit, et doivent étre capables de rester
vivantes durant leur passage le long du tube digestif en premier lieu, a l'acidité de
I'estomac qui peut atteindre un pH de 1.5, puis, a des concentrations d'acides biliaires
allant jusqu’a 2.0% dans l'intestin gréle (O’Sullivan, 2001). La colonisation ne semble
pas nécessaire au probiotique pour exercer ses effets attendus chez I’hdte. Le critére
important est qu’il demeure métaboliquement actif dans le tractus gastro-intestinal
(Bezkorovainy, 2001). IIs doivent dépasser un niveau situt entre 5x10° et 10® cellules
viables par gramme de contenu du tube digestif (Ducluzeau, 2001), étre bénéfiques pour
la santé de leur hote et étre ingérés de maniére continue pour obtenir un effet continu

(Bezkorovainy, 2001).

Les probiotiques peuvent étre considérés comme un moyen de véhiculer des
principes actifs qu'ils contiennent (enzymes, composants de paroi, peptides
immunomodulateurs, substances antibactériennes, etc.) jusqu’a leurs cibles d'action
dans le tractus digestif (Marteau et Ramb, 1998; Marteau et Vesa, 1998; Marteau et al.,
1993) (Fig. 7).

1.1.6.1 Effets des probiotiques sur 1a microflore intestinale humaine

Des études expérimentales ont mis en évidence l'influence de l'ingestion de
souches de probiotiques sur la composition et l'activité métabolique de la microflore

intestinale chez 'Homme sain.

Les probiotiques modulent la composition de la microflore intestinale
suivant différents mécanismes La survie de probiotiques ingérés dans différentes
parties du tube digestif varie suivant les souches. Certains probiotiques sont détruits des
leur passage dans I'estomac alors que d'autres, tels des Bifidobacterium, L. plantarum ou
L. acidophilus, traversent l'intestin gréle et parfois le colon a hautes
concentrations(Tableau V). Du fait de leur concentration dans la lumiére intestinale,
elles contribuent a la modulation transitoire de I'écologie de la microflore, au moins
pendant la période d'ingestion. Cette modification spécifique peut étre observée pendant

quelques jours aprés le début de la consommation de la préparation de probiotiques,
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Figure 7: Approche pharmacologique des effets des probiotiques ou de leurs

principes actifs dans le tractus digestif (d’aprés Marteau et Ramb,

1998)
Probiotique
et ses principes actifs
Pharmacocinétique
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suivant la capacité de la souche ingérée a moduler le fonctionnement du tube digestif.

De nombreuses études ont mis en évidence des variations significatives des
populations bactériennes dans des féces humains aprés consommation de souches
spécitiques de probiotiques, conduisant généralement a une augmentation du nombre de
bactéries bénéfiques pour la santé¢ (Lactobacillus et Bifidobacterium) et a une
diminution du nombre de bactéries potentiellement nuisibles (différentes souches de
Clostridium et Enterococcus). Cependant, ces études ne refletent que la bactériologie
des matiéres fécales et ne décrivent pas la situation dans les différentes parties du tube

digestif ou dans la muqueuse intestinale.

Des essais chez I'animal et des études in vitro ont démontré que des souches de
probiotiques spécifiques ont une action protectrice contre I'adhérence, la colonisation, la
reproduction et/ou l'action pathogéne d'entéropathogénes spécifiques, selon les quatres

mécanismes décrits précédemment:

o« priver les pathogénes de substances nutritives spécifiques; rendre des sites de
liaison spécifiques indisponibles. Par exemple, la capacité de différentes souches
de Lactobacillus 3 adhérer a des cellules en culture Caco-2 et inhiber I'adhérence
de pathogénes tels que E. coli ou S. typhimurium (Chauviere et al., 1992),
probablement par simple encombrement stérique des récepteurs entérocytaires de

pathogenes.

o abaisser le pH luminal par production d'acides gras volatils a chaine courte;
production de peroxyde d'hydrogéne dans des conditions anaérobies; et, bien sur,
production d'acide lactique (Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus),
conduisant a la diminution du pH colique; cette action est considérée comme le
principal mécanisme d'inhibition par les bactéries lactiques de la croissance de

différentes bactéries anaérobies facultatives ou strictes (Tannock, 1984).

« et/ou production d'un large spectre de substances anti-microbiennes spécifiques

telles que les bactériocines (Fons ef al., 2000).
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Les probiotiques modulent I'activité métabolique de la flore intestinale
L'expression de nombreuses enzymes bactériennes est influencée par le pH du milieu.
Les probiotiques, parce qu'ils peuvent abaisser le pH dans l'intestin, peuvent interférer
avec l'activité enzymatique de la flore (Mallet et al., 1989; Tannock, 1984). Cependant,

ce mécanisme n'a pas été mis en évidence in vivo a ce jour.

Il a ét¢ démontré que des souches de probiotiques diminuent I'activité des
enzymes procarcinogenes produites par la flore intestinale. Cet effet a été largement
démontré dans des modéles animaux et des études chez I'nomme en mesurant l'activité
de certaines enzymes bactériennes impliquées dans la carcinogenese colique dans les
féces aprés ingestion de souches spécifiques de probiotiques (Goldin et Gorbach, 1977,
Sreekumar et Hosono, 2000). Cependant, ces études ne refletent que la biochimie dans
les matiéres fécales et non la situation dans l'ensemble du célon. Etant donné qu'il est
impossible de mesurer le pH dans l'intestin, I'évaluation in vivo des effets sur la
carcinogenése de la production d'acide par des bactéries lactiques est difficile. En raison
de la complexité du développement des tumeurs coliques chez I'homme, il n'est pas
possible a ce moment de déduire un effet bénéfique de ces résultats pour la prévention

du cancer du colon.

1.1.6.2 Effets des probiotiques sur I'épithélium intestinal

Des études récentes ont mis en évidence les effets des probiotiques sur
I'épithélium intestinal par différents mécanismes, qui dépendent tous des especes et

souches de bactéries.

Les probiotiques modifient la couche de mucus Plusieurs €tudes in vitro et in
vivo ont démontré que des espéces et des souches de bactéries spécifiques produisent
des glycosidases extracellulaires qui dégradent les glycoprotéines ou les mucines
intestinales (Ruseler-van Embden et al., 1995; Salyers et al.,, 1977) et que certaines
autres sont capables de stimuler la sécrétion de mucus (Bemet et al., 1994;
Hollingsworth et al., 1994) bien que les données concernant spécifiquement les
probiotiques soient limitées. Une étude in vitro récente a démontré un effet direct des

probiotiques par induction de l'expression d'un géne de mucine intestinale dans les
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cellules épithéliales, provoquée par des déterminants de paroi cellulaire ou des produits

sécrétés par les bactéries probiotiques (Mack et al., 1999).

Le rdle biologique de la modification de Il'expression de glycoconjugués
complexes et de mucus n'est pas encore connu. Cependant, des études récentes
démontrent que les modifications biochimiques induites par les probiotiques pourraient
inhiber I’adhésion de bactéries pathogenes a des cellules intestinales cultivées in vitro
(Bernet ef al., 1994). Des modifications spécitiques de la couche de mucus pourraient
étre bénéfiques (grace a la destruction des récepteurs de certains pathogénes) ou
nuisibles (en exposant des récepteurs enfouis dans la couche muqueuse permettant aux

pathogenes de s'ancrer a la paroi intestinale) (Freitas et Cayuela, 2000).

Les probiotiques influencent la perméabilité épithéliale et renforcent
I'intégrité de la barriére Une étude récente a démontré que certains probiotiques
produisent des métabolites qui modifient directement la perméabilité épithéliale et
renforcent l'intégrité de la barriére in vitro (Madsen er al., 2001). Ce mécanisme est
également étayé par des études chez I'animal et chez I'Homme, démontrant que des
probiotiques peuvent restaurer une perméabilité épithéliale déficiente (Czerucka et al.,
2000). Cette propriété peut protéger I'hdte contre la migration bactérienne et I'invasion
par des bactéries pathogénes. Des études complémentaires sont nécessaires pour

déterminer les effets spécitiques des souches de probiotiques.

Bien qu'elles soient trés récentes, les études mentionnées ci-dessus concernant
l'effet direct des probiotiques sur I'épithélium intestinal ont déja donné des résultats
importants in vivo et in vitro et ouvrent des perspectives prometteuses. Les derniers
résultats confirment 'hypothése selon laquelle la consommation de probiotiques chez

I'Homme sain peut améliorer le fonctionnement de la barriére intestinale.

1.1.6.3 Effets des probiotiques sur le syst¢tme immunitaire

Les résultats d'études conduites chez I'homme et I'animal indiquent que les
bactéries lactiques ont des effets immunomodulateurs, bien que peu d'études aient €té
conduites chez I'Homme (Meydani et Ha, 2000). A ce jour, les résultats des études sur

les effets immunologiques des bactéries lactiques démontrent que les bactéries lactiques



peuvent moduler la réponse immunitaire et, donc, augmenter la résistance aux maladies

immunitaires.

Les probiotiques modulent les paramétres de I'immunité Dans des études
chez I'homme, la production de cytokines (Aattouri et Lemonnier, 1997; De Simone et
al., 1986; Solis-Pereyra et Lemonnier, 1993), l'activité phagocytaire (Schiffrin et al.,
1995), la production d'anticorps (Link-Amster ef al., 1994) et les populations de cellules
NK (De Simone et al., 1986; De Simone et al, 1989) augmentent en cas de
consommation de yoghourt. Il a également été démontré que les probiotiques sont
capables de moduler la prolifération de lymphocytes in virro (Kirjavainen et al., 1999;
Nagafuchi ef al., 1999) ainsi que la production d'anticorps spécifiques (He er al., 2000;
Thoreux et Schmucker, 2001) et non spécifiques (Marteau et al., 1997, Vitini et al.,
2001) chez I'Homme et chez la souris. Des résultats ex vivo et in vitro indiquent
également que les probiotiques augmentent la production de cytokines (Pessi er al.,
2000). Peu d'études ont été conduites chez I'Homme en utilisant différentes souches de
bactéries lactiques. Etant donné que l'activité immunostimulante des bactéries lactiques
peut dépendre de la souche, il est difficile de tirer des conclusions définitives en ce qui
concerne les effets des probiotiques sur la réponse immunitaire chez |'Homme.
Cependant, des résultats expérimentaux de plus en plus nombreux confirment

I'existence d'effets de 'administration orale de probiotiques sur le systéme immunitaire.

Les probiotiques modulent l'inflammation de la muqueuse L'immunité
muqueuse doit permettre d'éviter toute réactivité potentiellement nuisible et superflue a
la flore commensale tout en réagissant rapidement a des épisodes infectieux. Cette
fonction est remplie grice & la collecte continue d'antigénes dans l'environnement
luminal, la discrimination entre les signaux de danger pathogéne et les stimulations
inoffensives de la flore endogéne et un contrle rigoureux des mécanismes
immunitaires. Des erreurs dans ces processus de régulation perturbent I'équilibre de la
muqueuse intestinale et sont associées a l'inflammation de la muqueuse (Shanahan,

2000).

Etant donné que la microflore luminale gastro-intestinale provoque et

commande la réponse inflammatoire de la muqueuse, la modification de cet
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environnement par des probiotiques présente un bénéfice potentiel en induisant des
réponses immunitaires protectrices de I'héte contre la production de cytokines

inflammatoires.

Des observations cliniques et des modéles de rongeurs génétiquement modifiés
(qui développent spontanément des colites similaires a la colite humaine) montrent que
La flore normale est impliquée dans le processus d'inflammation de l'intestin dans la
colite (Madsen et al., 1999), et lingestion de Lactobacillus et Bifidobacteria peut
conduire a la rémission partielle de la colite (Gionchetti et al., 2000). La réponse
inflammatoire peut étre modulée par la flore entérique (et probablement par différents
probiotiques) et les probiotiques semblent également atténuer la réponse inflammatoire
observée dans la colite. Cependant, le rdle exact de la modulation de la réponse
immunitaire dans la réponse clinique aux probiotiques reste mal connu. Il est difficile a
déterminer précisément étant donné que nous ne savons pas comment le systeme
immunitaire détecte et réagit aux bactéries entériques de type Gram positif (par

exemple, Bifidobacteria et Lactobacillus).

Mécanismes impliqués dans les effets inmunomodulateurs des probiotiques
La microflore normale contient des composants (substances en surface ou sécrétées)
capables d'abaisser la synthése de cytokines pro-inflammatoires, d'augmenter la
libération de cytokines anti-inflammatoires et de neutraliser I'activité biologique des
cytokines pro-inflammatoires. Les mécanismes moléculaires de l'induction des
cytokines par les bactéries sont encore mal connus. Cependant, des résultats récents et
prometteurs indiquent que des composants bactériens (tels que des peptidoglycanes ou
des lipopolysaccharides) de bactéries commensales peuvent abaisser la réponse des
cytokines (Gupta et al., 1996; Miettinen et al., 2000; Neish er al., 2000). En conclusion,
le mécanisme d’action précis des microorganismes probiotiques dans I’intestin humain
n’a aussi été qu’insuffisamment étudié jusqu’ici. Dans I’expérimentation animale et
dans des études in vitro, des chercheurs ont cependant pu montrer le réle que peuvent
jouer les mécanismes pathogéniques efficaces suivants: stabilisation de la flore
intestinale par compétition avec des bactéries pathogenes au niveau de la fixation aux

récepteurs et au niveau des substances nutritives, production d’acides gras a courtes
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chaines (p. ex. butyrate), acidification du suc intestinal, augmentation de la solubilité
des minéraux, diminution de la résorption des acides biliaires, stabilisation de la
fonction barriére de la muqueuse intestinale, production de substances anti-bactériennes,
modification de toxines ou de récepteurs toxiques, et stimulation de la réponse
immunologique aux germes pathogenes (production augmentée de sIgA, IgG, IgM ;
augmentation de la production de cytokines anti-inflammatoires, Interleukin-10, TgF-
béta; diminution de la production des cytokines pro-inflammatoires TNF-alpha,
Interferon-gamma ainsi que d’autres médiateurs inflammatoires tel que par exemple les

métalloprotéinases de la matrice ou MMP) (Braegger, 2002).

1.1.6.4 Application de probiotiques en gastroentérologie clinique

Certaines maladies connues comme ['inflammation aigue de [’estomac, les
infections gastro-intestinales, la constipation, la maladie de Crohn, la colite ulcéreuse,
les allergies alimentaires, les diarrhées, les maladies cardiovasculaires et certains types
de cancer, lesquelles se répandent 4 la suite d’un débalancement de la flore microbiale,
surgit au commencement et la réactivité immunobiologique cohérente avec elle. Le
tableau V montre quelques-unes des études cliniques contrdlées les plus récentes sur le

recours aux probiotiques dans les maladies gastroentérologiques et allergiques.

Bien que le concept de traitement aux probiotiques se fonde sur une longue
tradition, des études cliniques contrdlées fiables n’ont été menées qu’au cours des dix
derniéres années. Ce phénoméne est peut-étre lié au fait que de nombreux concepts de
"I’alimentation saine" trouvent leur origine dans la médecine alternative et dans la
croyance populaire. Les tests scientifiques dans le cadre d’études cliniques contrdlées
ont été longtemps en contradiction ouverte avec I’observation traditionnelle de regles de
santé. Ce n’est que récemment que de telles régles ont été étudiées au moyen de

méthodes scientifiques souvent avec des résultats étonnants (Alm, 1999).

Comme le montre le tableau V, les probiotiques ont été étudiés en premier lieu
chez des patients atteints d’une maladie diarrhéique attribuée & une perturbation de
I’équilibre de la flore intestinale. Il s’agit notamment de patients diarrhéiques sous

antibiothérapie, et en particulier de patients atteints d’une colite a C. difficile, mais aussi
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de grands malades qui ont besoin d’étre alimentés par sonde, de nouveau-nés qui
présentent un risque d’entérocolite nécrosante ainsi que de personnes revenant des
tropiques et d’enfants souffrant d’une gastroentérite virale. Les essais de traitement de
la colite ulcéreuse sont particulierement intéressants; ils font I’objet de discussions au
sujet de problémes de tolérance vis-a-vis de la microflore intestinale (Verdu et al.,
2000). Enfin, des patients atteints de maladies allergiques, a savoir des nourrissons

atopiques et des adultes allergiques aux protéines du lait, ont également été traités.

En ce qui concerne le recours aux probiotiques dans la maladie de Crohn, dans
les maladies auto-immunes, pour la prévention du cancer du célon, dans la maladie
coronarienne et sur [’absorption du calcium (prophylaxie de I’ostéoporose), seules des
hypothéses ont ét¢ formulées (Biancone, 1999 ; Gallaher, 1999 ; Reddy, 1998 ; von
Wright et Salminen, 1999). Dans I’ensemble, il subsiste a [’heure actuelle un manque
d’études controlées sur le recours clinique aux probiotiques (Lewis, 1998). L’efficacité
clinique n"a été démontrée sans aucun doute pour aucune des indications du tableau V;

la nécessité de mener de nouvelles €tudes cliniques est grande.

1.2 Techniques utilisées pour I’étude de la composition et la fonction de la

microflore intestinale (atouts et déficits)

Les sections précédentes démontrent que la microflore du tractus digestif joue un
role trés important dans le bon état de santé. Donc, il est essentiel de connaitre sa
composition et sa répartition pour bien comprendre son évolution, sa fonction, les
facteurs qui les affectent et ses effets positifs en cas des maladies et conditions
chroniques. Mais, son étude nécessite des outils d’investigation trés spécifiques et se

heurte a de nombreux obstacles méthodologiques.

[l existe plusieurs obstacles a la connaissance de la flore digestive. Quelque 400
especes de bactéries la composent, avec des populations trés variables et moins une
vingtaine sont couramment cultivées par les laboratoires. Elles appartiennent a la flore
dominante (populations les plus abondantes) et rendent difficile le dénombrement des

autres espéces, sous-dominantes. La flore anaérobie stricte, pourtant largement
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dominante, est difficile a cultiver et a prélever in situ. Certaines bactéries de la flore

digestive sont impossibles a cultiver a ce jour.

1.2.1 Techniques classiques pour I’étude de la microflore intestinale

1.2.1.1 La gnotobiologie pour I’étude de la microflore intestinale

Historiquement, la naissance de la gnotobiologie (du grec gnosis connaissance et
bios la vie) peut donc étre attribuée aux travaux de Pasteur (1885) quoique la nécessité
de mener des expérimentations en biologie sur des systémes "purs" remonte encore plus
loin, a Boussingault (1838). Le premier animal axénique a été obtenu par césarienne en
Allemagne il y a plus de cent ans, une deuxiéme génération de rats axéniques est née en
1945 puis des poulets en 1949. La recherche gnotobiotique a connu son age d'or entre
1955 et 1975. Cette expansion a connu un coup d'arrét dans les années 80 et 90: moins
de fonds disponibles, et une activité croissante des militants contre l'expérimentation
animale. Au tournant du millénaire, l'optimisme est de nouveau de mise et la
gnotobiologie sera incontournable dans [’écologie moderme, en toxicologie
environnementale, en immunologie moléculaire, en médecine clinique moderne, lors de
futures investigations sur les micro-organismes génétiquement modifiés, et en recherche
alimentaire moderne (effets nutritionnels et santé directs des probiotiques) (Diplock et

al., 1998).

La gnotobiologie considérée comme premier outil d’investigation, utilise des
animaux axéniques (sans flore) chez lesquels on peut introduire une flore définie. Il
s'agit de mener une expérimentation sur 'Homme, mais par l'intermédiaire de l'animal
(Ducluzeau, 1998). La gnotobiologie offre un potentiel considérable pour ['étude des
relations entre les microorganismes et leur hdte car elle donne une image exacte des
caractéristiques de I'hdte quand il est exempt de germe et abandonné a ses propres
ressources, mais également quand il est modifié par l'apport d'un (ou plusieurs)
microorganisme(s) connu(s); permet I'étude des interactions entre micro-organismes in
vivo; et peut étre utilisée pour étudier n'importe quel facteur exogéne ou endogene (par
exemple: la nutrition, les réactions immunitaires, les réponses de l'organisme a
différentes agressions) (Ducluzeau et al., 2000; Gordon et Pesti, 1971). Falk et son

équipe estiment que "la stratégie expérimentale clé pour définir les interactions entre les
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microorganismes et leur hdte passe en premier lieu par la définition des fonctions
cellulaires en l'absence de flore et, ensuite, I'évaluation de I'impact d'un germe ou d'un
mélange de germes, etc (Falk ef al., 1998). La puissance de la gnotobiologie réside dans
la capacité de contréler I'environnement dans lequel un organisme multicellulaire se
développe et fonctionne. L'utilisation combinée d'organismes au profil génétique
modifiable et de la gnotobiologie permet d'acquérir de multiples informations sur la
fagon dont les bactéries interviennent sur le développement normal, la mise en place et
le maintien du systéme immunitaire associé¢ au systeme digestif et les fonctions des
cellules épithéliales. De plus, cette méthode fournit de nouvelles données sur le
développement de maladies infectieuses, de conditions inflammatoires chroniques et
aigués, et, probablement sur celui des tumeurs. De plus, I'utilisation combinée de la
biologie moléculaire pour identifier les bactéries et de la gnotobiologie pour en étudier
les fonctions, permet de comprendre progressivement les mécanismes de I’écosysteme
complexe de la microflore intestinale. En résumé, la gnotobiologie est la seule méthode
in vivo. Mais elle est lourde car elle impose d'obtenir des animaux sans flore puis de les

maintenir en milieu sans flore ou a flore connue.

1.2.1.2 Utilisation de milieux de culture pour I’étude de la microflore intestinale,

technique classique et traditionnelle

Jusqu’au début des années 60, les descriptions de la microflore intestinale
étaient relativement simples. Clostridies, lactobacilles, entérocoques et E. coli ont été
généralement considérés comme étant la microflore prédominante détectée dans les
échantillons fécaux, reflétant la facilité relative de la culture de ces bactéries (Tannock,
1999; Rettger et al., 1935). L utilisation des tubes de Hungate pour I’investigation des
anaérobies infectieuses sur des milieux sélectifs (Tannock, 1999; Holdeman et Moore,
1972; Hungate, 1966), ainsi que des chambres anaérobiques, a accéléré la connaissance
du réservoir de ces bactéries: la microflore normale (Tannock, 1999; Summanen et al.,
1993; Aranki et Freter, 1972). En utilisant ces techniques appropriées, il était possible
de cultiver jusqu’a 88% des bactéries présentes dans les matieres fécales de I’homme

(Tannock, 1999; Moore et le Holdeman, 1974). Cependant, 30 a 40 espéces
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bactériennes ont constitué¢ 99% de la microflore fécale (Tannock, 1999; Drasar et

Barrow, 1985).

C’est avant la renaissance des techniques modernes de biologie moléculaire que
’analyse de la microflore intestinale dépendait, presque totalement, sur l'utilisation des
méthodes bactériologiques traditionnelles de culture, de microscopie et d'identification
(Tannock, 1999; O’Sullivan 1999). Cependant, la méthode la plus classique pour
décrire I'écosystéme bactérien du tube digestif est l'analyse différentielle qualitative.
L'échantillon est dilué et les dilutions placées dans ou sur des milieux de culture, plus
ou moins sélectifs pour divers groupes bactériens. Mais, de nombreuses difficultés
rendent cette technique lourde et aléatoire, telles que signalées par Robert Ducluzeau
(1998), parce que beaucoup de bactéries anaérobies strictes de la flore dominante sont
tuées par l'oxygene de l'air. Cependant, malgré les précautions prises au niveau de
I'échantillon, toutes les bactéries du tube digestif ne peuvent pas étre cultivées a cause
de leurs besoins complexes en nutriments (Ducluzeau, 1998). Bien que des recherches
diverses sont orientées vers le développement des milieux de culture pour les bactéries
de la microflore du tube digestif, il n’y a pas a ce jour un milieu simple qui permet la
croissance de toutes les bactéries du tube digestif. Egalement, lorsqu’on veut détecter et
dénombrer un micro-organisme particulier par croissance sur milieu de culture, il faut
s’assurer de posséder une méthode de sélection spécifique qui ne permet que la
croissance du micro-organisme ou d’un groupe de micro-organismes visé (Tannock,
1999; Summanen et al., 1993). Ainsi on fait croitre et estimer la présence de bactéries
dans le milieu liquide par mesure spectrophotométrique de la densité optique, sur milieu
solide dont le parametre étudié est alors I’unité formatrice de colonies (UFC) en se
basant sur [’hypothése qu’une bactérie va se développer et former une colonie distincte.
Cependant, cette méthode est souvent fastidieuse et inadéquate pour qualifier ces
bactéries car les milieux sélectionnent certains micro-organismes seulement. Il est
d’ailleurs fréquemment mentionné dans de nombreuses études scientifiques que les
comptes cellulaires effectués par microscopie excédent par plusieurs ordres de
magnitude les comptes obtenus par unités formatrices de colonies (Amann er al., 1995).
Or, au moins 12% de la microflore fécale vue au microscope ne peut étre cultivée

(Tannock, 1999). L’utilisation de milieux sélectifs de culture a largement été pratiquée
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pour obtenir des informations sur la présence et I’abondance des micro-organismes
d’intérét. Cependant, il est clair que ces informations demeurent incomplétes. De plus,
cette méthode a besoin de 4 a 7 jours pour obtenir les résultats en raison de la période
anaérobie d'incubation exigée sur des milieux qui peuvent étre complexes. Elle est donc

colteuse en temps et en matériel.

1.2.1.3 Cytofluorométrie a flux (FCM) pour I’étude de la microflore intestinale

En 1984, Yentsch et Yentsch font le panorama des techniques optiques
nouvellement apparues permettant la résolution des problémes biologiques a I’échelle
micrométrique et globale, techniques d’analyse et d'enregistrement a haute fréquence.
La cytométrie de flux est I’appareil d’analyse et d’acquisition de données répondant le
mieux a cette problématique. L’application de la cytométrie de flux aux micro-
organismes s’est récemment développée et semble encore en pleine expansion, dans les
domaines de la microbiologie alimentaire, marine, environnementale et clinique
(Shapiro, 1995). Utilisant cette technologie, en 1994, van der Waaij et son équipe ont
étudié pour la premiére fois les bactéries anaérobies non cultivables présentes dans les
matiéres fécales chez I'Homme (> 99,9% de la microflore fécale). Ils ont également
mesuré et différencié la taille de ces bactéries. De plus, la FCM a été utilisée afin de
compter les bactéries lactiques (Pinder ef al., 1990) et indiquer leur viabilité en cultures
pures par utilisation de fluorochromes non spécifiques comme, par exemple, I’iodure de
propidium, la carboxyfluorescéine diacétate (cFDA), TOTO-1 et I’oxonol (DiBAC,)
(Bunthof et al., 2001; Ben Amor et al., 2002). Cette technique était également utilisée
pour détecter et compter directement le nombre total de bactéries présentes dans un
milieu riche et complexe, le lait (Gunasekera ef al., 2000). La barriére la plus critique
contre I’analyse du lait par FCM est la présence des protéines et des lipides.
L’utilisation de protéinase K ou de savinase (pour la digestion des protéines) et la
centrifugation (pour éliminer les lipides) ont résolu le probléme et ont donné des
meilleurs résultats par FCM (Gunasekera er al., 2000). Les différentes parties du
cytométre de flux, le principe général ainsi que les avantages et les limites de la

technique seront détaillés dans la prochaine section.
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Cytométre de flux: instrumentation, principe général, limites et avantages La
cytométrie de flux (FCM) est une technique qui permet de compter une par une les
cellules d'un échantillon en suspension dans un liquide, de discriminer des sous-
populations homogenes sur des critéres de fluorescence et de taille, et éventuellement de
les trier en fonction de leurs propriétés optiques, géométriques et électriques (Davey et
Kell, 1996; Porter et al., 1996). En d’autres termes, la FCM permet de caractériser de
fagon individuelle une cellule, une particule sub-cellulaire, une bactérie ou tout autre
objet (de 1 a quelques dixiéme de pm) a partir de signaux optiques résultant de
l'interaction avec une lumiére monochromatique: diffusion de la lumiére et
fluorescence. Les signaux optiques mesurés en FCM peuvent refléter la morphologie de
la cellule (paramétres de diffusion, la présence d’une certaine molécule, une activité
physiologique, etc.). Il est ainsi possible de distinguer des sous-populations et de
quantifier les signaux optiques de chacune d’elles. Ces mesures de signaux optiques
sont rendues possible par le passage une par une des cellules alignées devant une source
lumineuse. Cet alignement résulte de la présence de 2 flux laminaires coaxiaux soumis a
des pressions différentes: les cellules circulent dans une veine liquide qui est injectée au

centre d’un second flux liquide (liquide de gaine ou sheath).

Le cytomeétre de flux se compose de trois parties: une partie fluidique, une partie

optique et une partie €électronique et informatique (Métézeau et Delmare, 1988).

La partie fluidique Une veine liquide (liquide vital tel que le PBS) stable
s’écoule a vitesse constante a I’intérieur d’un tube en plastique ou un tuyau sous I’effet
de la pression (Fig. 8A). Le conduit contenant le liquide se termine par une buse de
section étroite dont ’orifice est calibré avec grande précision. L’échantillon est introduit
en légere surpression dans I’axe de la veine liquide a I’aide d’une aiguille métallique
dont le diamétre interne est finement calibré. Le rapport des pressions imprimées a
’échantillon d’une part et au liquide entraineur d’autre part détermine la vitesse de
défilement des particules. Des taux de 100 jusqu’a 1000 cellules par seconde peuvent
permettre des analyses individuelles de cellules (Wallner et al., 1997). Ces deux flux

laminaires sont créés par la mise en pression de deux réservoirs de liquide contenant: le

48



Figure 8: Les 2 gaines liquides assurant le déplacement et le positionnement

cellulaire (A), schéma général de la fluidique (B) et principe du

cytométre de flux (C)
A
celle venecelybire
0
, _k ’ dfférence d pression
différence depresnion fqudede devée
fobie @inz
B
Régulaew do pressian ¥
dftxmaia ﬂ
Regulateur de Pression
Bule encuanta
)
:
¢
Vaho %
s ﬂlll e
Réervar co lguico
@guw Shah
C
FL3 (ECD)
. RLCH
Aincooled Argon lon Laset
- A .
i \ 7
Beam Shapmg Lenses
Forward Scalter
High Sensitivity f
Quastz Flow Cell
49




liquide de gaine; PBS et la suspension cellulaire. La figure 8B présente le type fluidique

écoulement vers le haut.

La partie optique Dans le cytométre illustré a la figure 8C, la veine liquide est
illuminée a 90° par un faisceau de lumiére monochromatique émis par un laser, a ions
d’argon de puissance d’émission 488nm, et focalisé au travers d’une lentille positionnée
a ’aide de vis micrométriques. Les particules sont analysées au moment ou elles
traversent le faisceau de Ilumiére, c’est a dire pendant 1 microseconde.
Perpendiculairement a la fois a I’axe de la veine liquide et a I'axe du faisceau laser,
unobjectif dirige vers les photomultiplicateurs PMT (SS, FLI1, FL2, FL3, FL4) les
impulsions lumineuses qui résultent de I’interaction des particules fluorescentes et du
faisceau laser. Devant chaque photomultiplicateur, un jeu de filtres sélectionne les
longueurs d’onde spécifiques des pigments naturels ou des fluorochromes utilisés et
élimine le rayonnement excitateur (Shapiro, 1995). Les filtres peuvent étre de
différentes natures et de spécificité variée. L’analyse en cytométrie de flux d'une
suspension de particules est possible quand I’appareil est capable de discriminer les
différentes populations ou sous-populations fluorescentes. Dans I’axe du laser, une
photodiode (FS) collecte la lumiére diffusée aux petits angles (<15°) au dela d’une barre

d’obscuration qui masque le taisceau incident.

La partie électronique et informatique Le passage d’une particule devant le
faisceau laser s’accompagne d’une modulation lumineuse. Les photomultiplicateurs
détectent un signal de fluorescence qui correspond a la quantité de pigment ou de
colorant associé a la particule. La diffusion du rayon incident est détectée par la

photodiode et le signal est, pour la plupart des objets, proportionnel & leur surface.

La surface d’une impulsion (intégrale de fluorescence) correspond a la quantité
totale de fluorochrome associée & la particule; la valeur créte de cette impulsion
quantifie I’intensité de fluorescence maximum. Les impulsions électriques digitalisées
sont traitées par un analyseur multicanaux et classées par canal en fonction de leur
amplitude. Les impulsions s’accumulent sous forme d’histogramme (1 parametre, 256 &

1024 canaux disponibles). La combinaison des parametres de fluorescence et de



diffusion dans I’axe du laser permet la discrimination entre populations de particules de
suspension cellulaire ou subcellulaire (noyaux, chromosomes, débris cellulaires, virus).
Les différentes populations de I’échantillon constituent des histogrammes de répartition

(en taille et fluorescence) et sont identifiés sous forme de pics.

Les quantités mesurées en cytométrie: la lumiére diffusée et la fluorescence
Deux composantes sont mesurées en cytométrie : la lumiére diffusée et la fluorescence.
La premiére rend compte de 1’aspect des cellules (taille, structure), la seconde met en
évidence la présence de fluorochromes a la surface ou a I’intérieur des cellules
(I'autofluorescence cellulaire étant trés faible aprés une excitation dans le visible sauf

pour les cellules végétales et les bactéries photosynthétiques).

a) lumiere ditfusée: Lorsqu’une cellule est éclairée par la source lumineuse, elle renvoie
une partie de la lumiére regue dans toutes les directions. Cette lumiére diffusée est
utilisée pour caractériser les cellules. La lumiére collectée dans I’axe de la source
lumineuse (1 & 10°) FS ou FLS (Forward light Scatter) correspond surtout a la lumiére
diffractée par la cellule. La quantité de lumiere diffractée est proportionnelle a la taille
(dimension) de la cellule. L’enregistrement de ce signal, FS pour Forward Scatter rend
ainsi compte de la taille de la cellule (Fig. 9A). La lumiére collectée a 90°, SS ou SSC
(Side Scatter), résulte principalement de phénomeénes de réfraction et de réflexion de la
source lumineuse par la cellule et ses constituants. Ces phénomenes reflétent des
caractéristiques telles que la réfringence de la cellule, la granulosité, le rapport nucléo-
cytoplasmique (Fig. 9B), ils varient donc selon la structure méme de la cellule. Les
mesures des diffractions de lumiere a petit angle (FS) et a grand angle (SS) sont
présentées par [’histogramme du profil de dispersion de lumiére de la population
analysée. Les données de deux paramétres sont représentées en x et y, et chaque point
désigne un événement selon les mesures des deux paramétres (Davey et Kell, 1996). Par
exemple, le premier histogramme de la figure 10A présente les données enregistrées
pour chacun des événements passant dans la veine d’entrainement pour les valeurs de
dispersion de la lumiére, c'est-a-dire la lumiére réfractée par les constituants cellulaires

(SS log) et diffractée par la cellule elle-méme (FS log).



Figure 9: La lumiére diffusée vers I'avant (Forward Scatter) refléte la taille
(A), la lumiére diffusée a 90° (Side Scatter) refléte la granulosité et le

rapport nucléo-plasmique (B) et principe de la fluorescence (C)
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Figure 10:  Exemples de profil de dispersion et des signaux de fluorescence de

cytométrie de flux
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b) fluorescence: A un état normal, le niveau d’énergie d’une molécule fluorescente se
trouve a I’état fondamental SO (S = électron de la couche externe a I’état singlet). Sous
’action d’une source lumineuse appropriée, les électrons vont passer a |’état excité Sl
ou S2 (niveaux d’énergie supérieurs). Le passage de I’état S2 a [’état S1 est trés rapide
et ne dégage pas de lumiére. En revanche, le passage de S1 a SO s'effectue avec
émission d'un photon (Figure 9C). C'est donc un phénomeéne qui génére de la lumiere de

longueur d’onde A2 supérieure & celle de la lumiere excitatrice A1 (émission spontanée).

Le cytométre de flux évalue la mesure de la fluorescence de certains
fluorochromes ou de ’autofluorescence de I’échantillon. L’autofluorescence réfere a la
contribution des constituants cellulaires dans 1I’émission de fluorescence lorsque les
cellules subissent une excitation a une certaine longueur d’onde. L’émission de
fluorescence qui peut étre observée dépend des filtres et détecteurs utilisés. Les données
enregistrées sont habituellement présentées sous forme de courbes de distribution de
fréquence dans laquelle [’abscisse représente |’ampleur du paramétre (type de
fluorescence) mesuré tandis que 1’ordonnée exprime le nombre d’événements possédant
une valeur donnée du paramétre. Par exemple dans la figure 10B, le deuxieme
histogramme présente le résultat du signal de fluorescence enregistré par le canal FLI
(la fluorescence verte) sur I’axe des x par rapport a la distribution d’événements pour
chaque valeur de fluorescence enregistrée. Aussi, il est possible de présenter les
données de deux signaux de fluorescence pour chacun des événements, tel que présenté
dans le troisiéme histogramme (Fig. 10C) ou la fluorescence enregistrée au canal FLI

est présentée par rapport & la fluorescence enregistrée au canal FL3.

Les avantages et les limites La FCM permet I’étude cellule par cellule, la
détection de cellules rares et la distinction des différentes sous populations. Elle posséde
une rapidité d’analyse, une détection de trés faible quantité de lumiére et 10000 niveaux
d’intensité différents. Plusieurs centaines de cellules par seconde peuvent étre analysées
avec une grande sensibilité et précision. L’analyse est multiparamétrique. De plus, il est
possible de trier les cellules selon les appareils. Les échantillons cellulaires doivent étre
mise obligatoirement en suspension. Parfois la dissociation est nécessaire, d'ou le

risque de rompre l’intégrité membranaire. Il est nécessaire de disposer d’un grand
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nombre de cellules. De plus, il n’existe pas de mesure absolue (protocole de
calibration). Les mesures (fluorescences et diffusions) représentent I'ensemble de la
cellule (quand on analyse des cellules entiéres, cette technique ne permet donc pas de
localiser les marqueurs fluorescents dans les compartiments cellulaires. Au moyen de

cet appareil, I'étude morphologique est absente.

1.2.2 Les techniques de génétique moléculaire utilisées pour 1’étude de la

microflore intestinale: révolution/renaissance

L'apport des techniques nouvelles d'écologie moléculaire basées sur la
comparaison de séquences d'acides nucléiques (ADN ou ARN) permet aujourd'hui de
suivre les variations de populations microbiennes de I'écosystéme gastro-intestinal,
indépendamment de la possibilité de leur mise en culture in vitro (Doré, 1997). Ces
techniques vont ainsi bouleverser 'approche de I'écologie microbienne du tube digestif
et fournir une description compléte de cet écosystéme. Il est souhaitable que les
nouvelles techniques soient utilisées en combinaison avec les techniques classiques de
culture, pour permettre une amélioration des méthodes de culture et d'isolement, de la
classification et de la reconnaissance de la biodiversité. Le développement récent de la
biologie moléculaire apporte des outils pour améliorer la spécificité de toutes les
méthodes de dénombrement, et les laboratoires d'écologie microbienne ont développé
des techniques utilisant des sondes moléculaires, des séquences d’ADN ou d’ARN pour
révéler la présence de certains groupes spécifiques de micro-organismes dans des
milieux ou écosystémes complexes (Tannock, 1999; Brockman, 1995; Summanen et
al., 1993). Ces techniques sont tres utiles lorsqu’il est nécessaire de détecter un micro-
organisme spécifique ou simplement les micro-organismes présents sans nécessité de
cultivation. Donc, des micro-organismes qui ne peuvent encore étre isolés et cultivés.
La méthode la plus développée est basée sur la détection de séquences spécifiques
contenues dans I'ARN 16S de la petite sous-unité des ribosomes bactériens (Tannock,
1999). Matsuki et son équipe explorent avec cette méthode la répartition des espéces de
bifidobactéries dans la microflore intestinale (Matsuki er al., 1999). La modification de
la flore bactérienne colique pourrait étre un facteur déclenchant de la maladie de Crohn.

Une forte augmentation du genre Bacteroides ainsi que d'espéces adhérentes
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d'Escherichia coli a été observée dans la flore intestinale au cours de la maladie de
Crohn active. Donc, de nouveaux outils moléculaires basés sur la spécificité des
séquences des ARN ribosomaux, permettent d'analyser la composition de populations
bactériennes d'environnements complexes comme la flore intestinale, et d'en suivre
I'évolution au cours du temps. De tels outils donnent accés a une information moins
biaisée que par la culture, car ils prennent en compte des bactéries qui ne sont pas
encore cultivées ou difficilement cultivées par les techniques microbiologiques
classiques. De plus, il est souvent trés hasardeux d'extrapoler le rdle joué dans le tube
digestif par une population bactérienne a partir de ses caractéristiques évaluées en
culture pure in vitro. Les études in vitro peuvent seulement étre utilisées pour démontrer
les fonctions potentielles d'une population bactérienne, mais pas pour affirmer qu'elle
joue bien le méme role dans le tube digestif. Donc, I'utilisation de ces techniques devrait
permettre une image précise de l'identité et de la dynamique de la microflore intestinale,
et devrait favoriser une compréhension améliorée de I’interaction entre la microflore et
I’héte. Ceci, a leur tour, meénera & un nouveau concept revolutionnaire de la microflore
intestinale des humains (Tannock, 1999). Donc, la capacité des écologistes microbiens a
analyser la composition des communautés bactériennes complexes comme la microflore
intestinale, peut étre considérablement augmentée par l'application des méthodologies
moléculaires. Ajoutons que l'identification des bactéries anaérobies prédominantes du
tube digestif humain par des méthodes conventionnelles est encombrante, longue et
moins sensible par rapport aux méthodes moléculaires. Parmi les techniques qui tirent
profit de I’utilisation de sondes moléculaires pour étudier la microflore intestinale,
figurent la technique d’amplification par PCR (réaction de polymérisation en chaine)
(Tannock, 1999; Wilson et Blitchington, 1996), PCR-DGGE (Favier et al., 2002;
Tannock, 2001), PCR-TGGE (Tannock, 1999), PCR compétitive (Tannock, 1999;
Reilly et Attwood, 1998), PCR-Multiplex, TRFPs (terminal restriction fragment
patterns) (Khan er al., 2001), LH-PCR, T-RFLP (Bernhard et Field, 2000), PFGE
(pulsed field gel electrophoresis) (Kimura et al., 1997; Tannock, 2001), ainsi que
I’hybridation in situ de sondes couplées a un fluorochrome (FISH) (Franks er al., 1998;

Welling er al., 1997), etc. Ces techniques ne nécessitent pas I’isolement et la culture des



micro-organismes, permettant ainsi ’étude de la diversité et des variations de

composition complexe des populations microbiennes (Brockman, 1995).

1.2.2.1 Amplification par PCR de I’ADN total pour I’étude de la microflore

intestinale

L’amplification par PCR réside dans la reproduction en multiples copies d’une
portion d’un géne ou d’une région chromosomique ou plasmidique. Le fragment a
amplifier est délimité par des amorces spécifiques, composées d’oligonucléotides. La
séquence cible, présente en faible quantité¢ au départ, peut donc étre suffisamment
abondante pour étre révélée par électrophorése sur gel d’agarose (Prescott et Harley,
1995). L’application de la technique de la PCR peut s’avérer trés utile dans I’étude des
communautés microbiennes mixtes (Schmidt et al, 1991) comme par exemple la
microflore fécale humaine en utilisant des amorces ciblant des séquences de I’ARN
16S ribosomal (Wilson et Blitchington, 1996). Une équipe de I’Institut Pasteur a
récemment développé une méthode fondée sur I’amplification par PCR d’un fragment
codant la région hautement variable VI de I’ARN 16S (Chagnaud et al., 2001). Cette
méthode peut étre utilisée sur des colonies bactériennes isolées. Elle a été validée par
son application a la reconnaissance de six souches référencées de lactobacilles et de

différentes especes de bactéries.

Les méthodes basées sur la PCR ont I'avantage d'étre facilement accessibles a
beaucoup de chercheurs et n'exigent pas les niveaux élevés de l'entrée technologique
pour obtenir des données significatives. Cependant, des contaminations lors des
manipulations peuvent survenir et mener a I’obtention de signal faux positif (Tannock,
1999). Egalement, par la méthode d’amplification par PCR, ’ADN amplifié est celui
retrouvé dans l’ensemble de I’échantillon et non seulement I’ADN des cellules
vivantes. Ainsi il est fréquent d’amplifier des fragments d’ADN libre provenant des
cellules mortes mais dont I’ADN, molécule assez stable, n’a pas encore été détruit. La
détection de ces micro-organismes peut donc entrainer une interprétation erronée de
I’identification et la présence de micro-organismes a un temps donné ainsi que leur
amplification. De plus, la présence d’inhibiteurs dans I’environnement d’ou provient

I’échantillon peut parfois nuire a la réaction de PCR (Schneegurt et Kulpa, 1998).



Ajoutons que, l'amplification du DNAr 16S exige une étape préparatoire de lyse
cellulaire pour I'extraction de I'ADN. Il y a une vaste différence dans la susceptibilité
des cellules des espéces microbiennes différentes aux procédures lytiques. Car
seulement une méthode lytique est habituellement appliquée a I'échantillon, il est peu
probable que les molécules d’ADN soient extraites avec succes égal a partir de toutes
les espéces représentées dans [’écosystéme. De plus, des réactions en chaine de
polymérase sont connues pour amplifier des molécules de rDNA des populations
mélangées a efficacité différente (Tannock, 1999; Reysenbach et al., 1992). Ces

facteurs polariseront le profil de la communauté obtenu.

La PCR a été depuis 1988 déclinée en une multitude de variantes dont la liste ne
cesse de s'allonger chaque jour: PCR-DGGE, PCR-TGGE, RT-PCR, cPCR, real-time
PCR, TRFPs, PCR-Multiplex, PCR-in Situ, AP-PCR, RAPD, etc. Ce sont des méthodes
prometteuses qui permettent une nouvelle démarche de confiance sur I’analyse de la
microflore intestinale (Tannock, 1999). A la prochaine section, citons quelques
exemples décrits dans la littérature: méthodes fondées sur I’amplification par PCR
(PCR-based method) pour I’évaluation moléculaire de la microflore intestinale

(Tannock, 1999).

PCR-DGGE (denaturating gel gradient electrophoresis) et PCR-TGGE
(temperature gradient gel electrophoresis) Une étude employant PCR-DGGE/TGGE
et l'analyse des séquences de ’ADNr 16S a eu comme conséquence une description
dynamique de la colonisation bactérienne dans l'écosystéme intestinal infantile et a
permis la visualisation des bactéries qui sont difficiles a cultiver ou a détecter par
d'autres méthodes. Dans cette technique, la sous-unité 16S de I’ADN ribosomiale a €été
amplifiée a [’aide d’amorces (< 400 bp) dans laquelle une des amorces a une suite GC a
son extrémité 5' (GC clamp). Les fragments 16S de la communauté microbienne dans
I'échantillon sont amplifiés. Une méthode moléculaire, comme la DGGE, a été utilisée
pour séparer les espéces 16S moléculaires dans le mélange obtenu. Les fragments 16S
bicaténaires migrent sur un gel de polyacrylamide jusqu’a ce que chaque genre de
fragment soit partiellement dénaturé par la température régnante (TGGE) ou par

conditions chimiques (DGGE). Les fragments ne dénaturent pas complétement en

58



raison de la séquence type-GC (GC clamp), et la migration est radicalement ralentie
quand la dénaturation partielle se produit. En raison de la variation des séquences 16S
des espéces bactériennes différentes, les stabilité thermique et chimique sont également
différentes, donc différentes especes 16S peuvent étre séparées par ces méthodes
électrophorétiques. Un profil des séquences 16S amplifiées de I'échantillon est ainsi
obtenu. Autrement dit, la migration dADN (produits de PCR) se fait dans un gel de
polyacrylamide ou il rencontre des concentrations croissantes d'agents dénaturants
(urée+formamide) dont le role est de mimer une augmentation linéaire de la
température du haut vers le bas du gel. La dissociation transforme le fragment dADN
en une structure partiellement ouverte et crée une diminution brutale de sa mobilité, qui
conduit 'ADN a se concentrer en un point du gel. La migration des molécules est de ce
fait trés dépendante de la séquence. Utilisant cette méthode, I'établissement des
communautés bactériennes de deux bébés en bonne santé¢ a ét¢ examiné pour 10
premiers mois de la vie en surveillant la diversité ribosomal de I'ADN 16S (ADNr)
dans les échantillons fécaux en analysant les séquences des ribotypes principaux
(Favier et al., 2002). Des profils de DGGE des populations dominantes dans les
intestins des bébés ont été obtenus en analysant les échantillons fécaux quotidiens.
Aprés la naissance, les appareils gastro-intestinaux infantiles stérilisés ont été
rapidement colonisés, et la succession des bactéries dans chaque écosysteme a été
surveillée. Pendant les premiers jours de la vie les profils étaient simples, mais ils sont
devenus plus complexes puisque la diversité bactérienne augmente avec le temps dans
les deux bébés. Des bibliothéques de clone des fragments amplifiés du ADNr 16S des
matiéres fécales des bébés ont été construites, et ces bibliothéques ont permis
l'identification des types bactériens par analyse comparative des sequences d'ADN; les
espéces des genres Bifidobacterium, Ruminococcus, Enterococcus, Clostridium, et

Enterobacter ont été identifiées

TGGE et DGGE peuvent étre employées pour surveiller les communautés
microbiennes intestinales en fonction du temps (Tannock, 1999). Des fragments d'ADN
peuvent étre coupés du gel et re-amplifiés pour le séquengage et par conséquent
l'identification du microbe que le fragment représente peut étre faite. Des produits de

PCR peuvent étre arbitrairement clonés et employés comme standards dans les gels, de
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sorte qu'au moins les espéces généralement en cours puissent étre identifi€es, et de sorte
que différents gels puissent étre comparés (Tannock, 1999; Muyzer et Smalla, 1998;

Zoentendal er al., 1998).

TRFPs (Terminal restriction fragment patterns) Cette technique moléculaire a
été développée par Khan et son équipe (Khan et al., 2001) pour identifier la majeure
partie de la flore microbienne intestinale dominante en culture pure par amplification
par PCR d'un fragment de géne de I’ARNr 16S, en utilisant une paire d'amorces
universelles. L'amorce (forward) a été marquée avec le colorant fluorescent 6-
carboxyfluorescéine (6-FAM) pour détecter le fragment terminal des produits de PCR
aprés digestion avec des enzymes de restriction. Les produits de PCR ont été purifiés,
digérés par des enzymes de restriction, et analysés par I'électrophorese capillaire a I'aide
d'un compteur séquentiel automatisé d'ADN. Les données ont été analysées avec le
logiciel 2.1 de GeneScan. Onze bactéries qui sont prédominantes ont été avec succes
identifiées en culture pure par cette technique moléculaire rapide (Khan et al., 2001). Ce
protocole est rapide, précis, sensible et capable d'identifier des organismes multiples

dans un échantillon simple. Mais, il est limité par I’extraction de I’ADN.

LH-PCR (Length heterogeneity) et T-RFLP (Terminal restriction fragment
length polymorphism) En 2000, Bernhard et Field ont utilisé les techniques LH-PCR et
T-RFLP afin de distinguer la contamination fécale humaine et celle de la vache dans les
eaux cotiéres sans cultiver des organismes comme indicateur. Ces méthodes sont
employées pour analyser des différences dans les longueurs des fragments de géne dues

aux insertions et aux suppressions et pour évaluer l'abondance relative de chaque

fragment.

Typage moléculaire Une identification rapide et fiable des isolats bactériens est
a présent facilitée par ['utilisation de la PCR et du séquengage automatisé de ’ADN
amplifié (Tannock, 2001). Cependant, ces deux méthodes ne sont pas capables de
différencier deux souches appartenant & la méme espéce. Ceci devrait cependant étre
accompli grice au typage moléculaire comme I’indiquent les méthodes présentées dans

le tableau VI telles que I’électrophorése enzymatique, la PFGE, le ribotypage et
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Tableau VI:

différencicr les souches bactériennes (adapté de Tannock 2001)

Méthodes de typage moléculaire couramment utilisées pour

Méthodes

Description

Electrophorése enzymatique (Multilocus
enzyme electrophoresis)

Caractérisation des isolats par les mobilités
¢lectrophorétiques relatives de plusieurs
cnzymes.

Electrophorése sur gel en champ pulsé
(PEGE) (Pulsed-field gel electrophoresis)

Caractérisation des isolats fondée sur le
polymorphisme de la taille des fragments de
restriction de I’ADN chromosomique.

Ribotypage (Ribotyping)

Différenciation des souches bactériennes fondée
sur le profil obtenu aprés digestion

de I’ADN bactérien et sondage avec des
séquences d’ ARN ribosomal.

Amplification aléatoire de I’ ADN
polymorphique (RAPD) (Random
amplification of polymorphic DNA)

Une amorce (fragment court d’ADN) est
arbitrairement choisie ct allouée a I’ ADN
bactérien.

Les amorces sont hybridées au hasard pour
initier la polymérisation de I'ADN en PCR,

La proximité, le nombre et la position des sites
d’initiation varient selon les souches et le profil
€lectrophorétique des fragments amplifiés
d’ADN fournit une empreinte

caractéristique de chaque souche bactérienne.
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I’amplification aléatoire de I’ADN polymorphique. Cependant, les méthodes présentées

sont collteuses, lourdes et peu adaptées a des analyses en routine.

1.2.2.2 Hybridation in situ de sondes couplées 4 un fluorochrome (FISH) pour

’étude de la microflore intestinale: avantages et inconvénients

Le choix de I’hybridation in situ permet de contourner 1’étape de culture et
également d’effectuer une détection en temps réel des micro-organismes présents en
localisant I’acide nucléique recherché au sein de tous les constituants cellulaires, et en
déterminant la structure tissulaire ou cellulaire qui la contient. Cette technique consiste
a faire pénétrer, a I’intérieur d’un micro-organisme visé, une sonde constituée d’un
oligonucléotide (18 a 24 nucléotides) couplée a un fluorochrome (Fig. 11). En général,
I’oligonucléotide est complémentaire a une séquence spécifique a I’ARN ou ADN 16S
ribosomal (voir section 1.3). La détection des cellules ayant hybridé avec la sonde
fluorescente peut ainsi se faire par cytofluorometre de flux (voir section 1.2.3) ou par
microscope a épifluorescence. En 1998, Franks et ses collegues ont utilis¢ des sondes
marquées visant des séquences de 'ARN 16S ribosomal. Bien que, en théorie, un choix
de centaines de sondes pourrait étre employé pour énumérer les espéces bactériennes
présentes dans un échantillon fécal par la technique de FISH, en pratique, une petite
collection de sondes qui identifient de grands groupes phylogénétiques de bactéries a
été employée a ce jour dans les études de la composition de la microflore intestinale. Le
systtme est automatisé: des images numériques obtenues par microscope a
épifluorescence sont analysées par ordinateur. Une fois utilisées pour analyser la
microflore fécale humaine, Tannock (1999) a estimé que les sondes détectent environ
deux-tiers de la collection microbienne. Actuellement, il s'avére avec cette technique
que le genre Bacteroides et membres du groupe Clostridium coccoides-Eubacterium

rectale constituent environ la moitié de la microflore microbienne.

Avant d’effectuer 1'hybridation in situ, une premiére étape de fixation des
cellules, entrainant des pontages entre les diverses structures cellulaires et tissulaires,
est requise. Cette étape consiste a faire pénétrer par la phase aqueuse des cellules

certains produits chimiques, appelés fixateurs, comme la paraformaldéhyde et le
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Figure 11: Schéma général de I’hybridation in situ (tiré de Morel et Cavalier,

1998)
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glutaraldéhyde (Wallner et al., 1997). Leur but est d’arréter le métabolisme cellulaire,
d’inactiver les enzymes lysosomiques et les RNases endogenes tout en conservant la
morphologie cellulaire et I’intégrité des acides nucléiques car, dans le cas contraire, la
détection par cytométrie (FCM) peut se révéler impossible. Loge et al. (1999) ont
utilisé la fixation a la paraformaldéhyde (fixateur réticulant) pour les bactéries Gram
négatif et 1’éthanol qui entraine la précipitation des protéines pour les bactéries Gram
positif. Pour obtenir une fixation de bonne qualité et améliorer I’efficacité de
I’hybridation, il est nécessaire de travailler a basse température pour réduire au
maximum [’activité des enzymes qui entrainent I’autolyse des cellules, d’utiliser des
solutions tamponnées proches de la neutralité (pH : 7.2 — 7.4) qui a un effet significatif
sur la conservation des acides nucléiques et de bien ajuster la concentration du fixateur

ainsi que la durée de fixation qui varient selon |’origine et la taille de 1’échantillon.

Habituellement, I’étape de fixation entraine aussi une perméabilisation de la
paroi cellulaire (Amann et al., 1995). Mais quelques espéces, souvent des bactéries de
type Gram positif comme Lactobacillus par exemple (Tannock, 1999; Welling er al.,
1997), nécessitent un traitement supplémentaire pour achever la perméabilisation.
L’accessibilité des sondes jusqu’a la cible ne peut s’effectuer que par |’établissement
d’un protocole de perméabilisation efficace de la paroi cellulaire des bactéries Gram
positif, composée presque exclusivement d’une épaisse couche de peptidoglycane (25 a
35 nm) et des acides téichoiques. Les chaines de peptidoglycane sont reliées par des
ponts interpeptidiques pour former une couche compacte (Fig. 12). Les parois
cellulaires de I’ensemble des bactéries ont cependant des structures hétérogenes
dépendant des espéces et varient considérablement selon les conditions de culture
(Prescott et al., 1995). Ainsi, lorsqu’on veut établir des protocoles, il faut tenir compte
de ces différences. Parfois, la perméabilisation peut avoir été réussie mais la dimension
des perforations n’est pas assez grande pour laisser pénétrer des molécules de plus
grande taille que les oligonucléotides (Amann et al., 1995). Il faut aussi conserver
intégrité des constituants tout en effectuant une perméabilisation et cela sans
provoquer la lyse cellulaire. A cette étape, de nombreuses alternatives sont pratiquées
telles que I'utilisation d’enzymes tels le lysozyme, la protéinase K ou la mutanolysine

(Matte-Tailliez et al. 2001; Tani et al., 1997); de détergents tels le SDS, le Tween ou le
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Figure 12:

Paroi cellulaire des bactéries Gram positif (tiré par McKenna et

Mondal, 1996, Long Island University, Brooklyn Campus)
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Nonidet P-40 (Christensen et al., 1999); d’HCI (Macnaughton et al., 1994); et de
mélange méthanol-formaldéhyde (Braun-Howland et al, 1992). Dans le cas
d’utilisation de détergent, celui-ci est fréquemment ajouté au tampon d’hybridation

(Christensen et al., 1999).

L’hybridation est effectuée en présence des cellules fixées et perméabilisées et
des sondes fluorescentes, a des températures variant entre 46 °C et 55 °C (Wagner et
al., 1998) pendant I a 18 heures (Christensen ef al., 1999) selon les sondes utilisées et

le type d’expérience effectué.

Les avantages de cette technique, FISH, sont nombreux. Principalement, elle ne
nécessite pas la cultivation des micro-organismes a détecter. Egalement, la méthode
d’hybridation in situ représente une méthode de détection avantageuse des micro-
organismes car elle informe en temps réel grice a la fixation des composantes
cellulaires avant d’effectuer I’hybridation. L’utilisation de I’ARN ribosomal comme
cible représente aussi un élément pratique du procédé d’hybridation in situ (voir section

1.2.3).

La technique peut toutefois présenter quelques désagréments et problémes
techniques. L’inconvénient majeur de cette approche résulte de I’impossibilité de
déterminer les caractéristiques moléculaires de I’acide nucléique révélé (e.g. poids
moléculaire, séquence) au sein du tissu (Morel et Cavalier, 1998). D’abord,
I’hybridation in siru permet de détecter des cellules entieres. Il est donc primordial de
s’assurer d’avoir une quantité minimale de cellules nécessaire pour pouvoir les déceler
au-dela de la limite de détection des outils disponibles comme par exemple la
cytométrie de flux. L’échantillon & analyser doit donc étre concentré. Dans le cas des
échantillons d’eau par exemple, ils peuvent étre facilement filtrés. Cependant, dans le
cas des échantillons du sol et des matiéres fécales, la tiche devient plus complexe en
raison des particules inorganiques dont il faut se débarrasser avant de tenter une
concentration des cellules. Egalement, dans le cas des échantillons de laits fermentés, il
faut se débarrasser des particules de protéines et de lipides par utilisation d’une

technique (Milk-clearing treatments) avant de pouvoir détecter les bactéries par
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cytofluorométrie de flux (Gunasekera et al., 2000). De plus, si les micro-organismes
visés ne représentent qu’une petite partie de la population totale, les seuils de détection
restent a nouveau problématiques. On peut résoudre ce probléme en procédant a un
marquage multiple qui consiste a utiliser plusieurs sondes marquées et ciblées a

différentes régions de I’ADN 168 ribosomal.

1.2.3 Choix de ’ARN 16S ribosomal, séquence cible, pour I’étude de la microflore

intestinale par FISH

L’ARN ribosomal représente un des avantages importants des techniques de
biologie moléculaire, et particulierement I’hybridation in situ. Les principaux bénéfices
de ce choix par rapport a I’hybridation in situ seront donc détaillés dans la présente
section. Tout d’abord, I’ARNTr entre dans la composition des ribosomes, complexes
responsables de la synthése des protéines a I’intérieur de la cellule. Etant donné leur
rdle capital, ceux-ci sont toujours présents en grande quantité. On retrouve, selon les
différentes espéces, des contenus en ribosomes allant de 10° a 10° ribosomes par cellule
(Amann et al., 1995). L’abondance de I’ARNr cellulaire peut aussi varier jusqu’a un
ordre de magnitude pour une méme souche en relation avec le taux de croissance.
Ainsi, la quantité relative d’ARNr peut donc indiquer I’activité physiologique de la
population visée (Delong er al., 1989). Lors d’une hybridation, la sonde pourra
s’hybrider a une grande quantité de séquences complémentaires au lieu d’une seule si,
par exemple, la cible avait été I’ADN. Il s’agit donc d’une amplification naturelle de la

cible qui résultera d’une amplification du signal (Porter et al., 1996).

Egalement, les séquences d’ARNr sont composées a la fois de fragments
hautement conservés parmi les différentes especes et de fragments hautement variables
entre celles-ci, situées entre les régions V1 et V2 (Tannock, 1999; Stackebrandt et
Rainey, 1995). Les séquences conservées permettent la détection de ’ensemble des
bactéries en utilisant des sondes dites universelles a toutes les espéces du groupe
Eubacterium. On peut ainsi récupérer des informations sans discrimination du
royaume, du genre ou de I’espece. Les séquences trés variables permettent davantage
de se renseigner sur une espece ou un genre spécifique a I’intérieur d’une flore

diversifiée. Les sondes utilisées ne s’hybrideront alors qu’avec la séquence
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complémentaire hautement spécifique. Des renseignements sur les séquences d’ARNr
de plus en plus d’espéces sont disponibles sur les banques de données sur I’internet et
ils permettent de connaitre la spécificité de certaines séquences par rapport a quantité

d’autres espéces connues (Porter et al., 1996).

On sélectionne une séquence de 18 a 24 nucléotides d’une région présentant le
plus de variabilité¢ afin d’en faire une sonde spécifique a la souche bactérienne
intéressante. Il est possible d’augmenter la sensibilit¢ de 1’hybridation in situ en
procédant a un marquage multiple. Il y a alors utilisation de plusieurs oligonucléotides
marqués qui visent deux ou plusieurs sites de la méme sous-unité du ribosome, par
exemple 16S, ou d’une autre sous-unité, par exemple les sous-unités 16S et 23S. Ainsi,
si les hybridations réussissent, davantage de fluorescence peut provenir d’une seule
cellule. L’utilisation de plusieurs sondes visant différentes parties de I’ARNr peut
présenter un avantage dans la distinction de diverses populations. 11 suffit de choisir des
séquences cibles qui représentent différentes espéces, et de marquer les
oligonucléotides respectifs avec des fluorochromes qui émettent & des longueurs
d’onde distinctes. Ainsi, une certaine population peut étre détectée par la fluorescence
verte tandis que I’autre sera révélée par le détecteur de la fluorescence bleue (Amann er
al., 1995). L’utilisation des oligonucléotides non marqués (helpers) qui lient les sites
adjacents au site cible de la sonde marquée fait augmenter les signaux faibles de
fluorescence des sondes hybridées. Les oligonucléotides (helpers) peuvent ouvrir les
régions d’ARNr inaccessibles pour I’hybridation in situ de sondes couplées a un
fluorochrome. Ils ne causent pas le marquage des organismes additionnels non ciblés
(Fuchs et al., 2000). Plusieurs sondes universelles et spécifiques utilisées pour I’étude
de la microflore intestinale, ont été déja identifiées et décrites dans la littérature

(Marteau et al., 2001; Sghir et al., 2000; Amann et al., 1990; Langendijk et al., 1995).

Le choix de la cible, ’ARNr, offre certes de nombreux avantages, mais peut
également faire survenir des inconvénients. Il a déja été mentionné plus haut qu’il
existe une corrélation entre le contenu cellulaire en ARNr et le taux de croissance
(DeLong et al., 1989). Par conséquent, les micro-organismes a croissance lente ainsi

que ceux en état de latence ne pourront étre que difficilement détectés a cause de leur
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faible contenu en ARNr et donc par la faible possibilité d’hybridation des sondes.
Généralement, le contenu en ARNr diminue en relation avec le taux de croissance et il

peut donc s’avérer difficile de détecter des micro-organismes en fin de croissance.

1.2.4 Choix de la séquence pour synthétiser la sonde oligonucléotidique utilisée

par FISH pour I’étude de la microflore intestinale

Ces sondes sont des ADN monocaténaires de synthése dont la séquence est
complémentaire a I’acide nucléique recherché et publiée dans la littérature ou dans les
différentes banques de données. Le choix de la séquence est primordial. La séquence de
la sonde doit étre la séquence complémentaire et anti-sens de cet ADNc. C’est une
séquence entre 20 et 50 nucléotides comprise dans la région codante dont le
pourcentage de G-C < 50 et 55%. Au-dela de 60% de G-C, des liaisons aspécifiques
peuvent se produire. Au niveau de la sonde, les séquences palindromiques entrainant
des boucles intra-chaines ou inter-chaines qui limiteront I’hybridation doivent étre

absentes.

L’utilisation des sondes est particuliérement utile pour I’étude des rapports
spatiaux des microbes dans I'écosysteme intestinal (Tannock, 1999). Les avantages et
les inconvénients de [’utilisation des sondes oligonucléotidiques afin de réaliser
I’hybridation in situ se résument dans les points suivants. On peut déterminer une sonde
particuliére trés précise, 8 ADN trés stable. La sonde est disponible commercialement
et rapidement en grande quantité que I’on peut conserver. Leur marquage est bien
établi, I’extension 3' est la méthode la plus utilisée. On peut alors synthétiser des
sondes marquées sens et non—sens qui procurent un excellent contrle négatif; ne
permettent pas une hybridation et n’entrainent aucun signal. Le signal peut étre
quantifié du fait qu’un oligonucléotide s’hybride 4 un acide nucléique-cible et a un
seul. Pour I’amplification du signal, on peut utiliser plusieurs oligonucléotides
simultanément. Par contre, la détermination des températures d’hybridation in situ et de
lavages est difficile. Les paramétres d’hybridation et de lavages doivent Etre

compatibles pour I’utilisation simultanée de plusieurs oligonucléotides.
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1.2.5 Marqueurs des sondes, les fluorochromes et la fluorescence

Le choix du marqueur implique un syst¢éme de révélation des hybrides qui
s’effectuera par cytométrie de flux (FCM) dans le cas de sondes couplées & un
fluorochrome. Le marquage peut étre réalisé apres I’obtention du fragment d’ADN ou
bien au cours de la synthése des oligonucléotides. Le principe du marquage choisi est
I’addition de molécules marqueurs, les fluorochromes. Le fluorochrome est un colorant
émettant une lumiére visible d'une longueur d'onde (couleur) spécifique lorsqu'il est
exposé a une lumiere ultraviolette de longueur d'onde donnée (Johnson, 1996). Les
fluorochromes peuvent étre ajoutés librement a la suspension cellulaire ou étre liés a des
sondes spécifiques, oligonucléotides ou anticorps. Les fluorochromes libres peuvent se
lier ou réagir avec certaines molécules telles que les protéines, ’ADN, I’ARN, et ne
peuvent pénétrer ou étre exclu de la cellule qu’en cas de perte d’intégrité membranaire.
Parmi les fluorochromes non spécifiques qui peuvent s’intercaler dans les molécules
d’ADN, se retrouvent le bromure d’éthidium, [’iodure de propidium ainsi que le DAPI
(4', 6'-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) (Thomas et al.,, 1997). Les
fluorochromes chimiquement couplés & une macromolécule, telle qu’un anticorps ou un
oligonucléotide, sont habituellement des molécules ayant une faible aftinité spécifique
pour les molécules biologiques. Parmi les plus utilisés, se retrouvent le FITC
(fluorescéine-5-isothyocyanate), CY3 et CY5 (Davey et Kell, 1996) et sont classés

selon leur longueur d'onde d'émission dans le tableau VII.

Le choix du fluorochrome peut s’effectuer en fonction des appareils disponibles
ayant la capacité d’émettre aux longueurs d’onde d’excitation (dépendante de la source
d’excitation) et de percevoir la longueur d’onde d’émission (dépendante des détecteurs).
Le choix est aussi influencé par la nature du milieu de suspension des cellules (par
exemple son pH), de la taille du fluorochrome ou de sa capacité a effectuer une liaison

avec une autre molécule.
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Tableau VII: Classification des fluorochromes selon leur longueur d’onde

d’émission
Fluorochromes Source laser Excitation / Emission
absorption
DNA
Hoechst 33342 Argon 325-355 nm 450 nm (bleu)
Iodure de propidium Argon 342-514 nm 615 nm (orange )
Bromure d'éthidium Argon 342-514 nm 315 nm (orange)
RNA
Pyronine Y Argon 480-550 nm 570-600 nm (orange)
Acridine orange Argon 480-550 nm 570-600 nm (orange)
Thioflavine T Argon 480-550 nm 550-600 nm (orange)
Thiazol orange 453-480 nm
Protéincs ou membrancs
FITC (fluorescéine) Argon 488 nm 530 nm (vert)
Phycoerythrine: PE Argon 488 nm 585-590 nm (orange)
Texas red: TR Krypton 595 nm 680 nm (rouge)
Double marquage (PE-TR) Argon 488 nm 680nm (rouge)
Allophycocyanine Krypton/Helium- 635-650 nm 670 nm (rouge)
Neon
Fonctions ccllulaires
Indo-fluo-3
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1.2.6 Instruments d’observation des cellules fluorescentes (microscope a
épifluorescence et cytométre de flux) pour I’étude de la microflore

intestinale par FISH

L’hybridation in situ avec des sondes fluorescentes résulte en un marquage des
cellules cibles. Le signal de fluorescence émis par ces cellules est détecté a ['aide
d’appareils spécialisés tels que les microscopes a épifluorescence ainsi que le
cytométre de flux. Ces appareils sont équipés d’une source d’illumination, donc
d’excitation. Ces sources peuvent étre, par exemple, des lampes au mercure projetant
une série de longueurs d’onde de fagon continue ou un rayon laser qui posséde la
capacité d’émettre certaines longueurs d’onde précises. Les appareils doivent aussi
posséder des filtres optiques qui permettent d’isoler les photons d’émission des photons
d’excitation. 1Is doivent également étre munis de détecteurs qui enregistrent les photons
d’émission et produisent des données observables, soit une image ou un signal

électrique.

La fixation des cellules et le maintien de leur forme pendant les opérations
permettent la détection par microscopie ou cytométrie de flux. D’une part, la
combinaison de la technique d’hybridation in siru avec les analyses par cytométrie de
flux laisse envisager les avantages considérables des analyses quantitatives en
découlant. Ainsi, il est possible de quantifier, par exemple, le pourcentage de la
population totale marquée par la sonde utilisée ou encore d’effectuer des analyses
multiparamétriques, et ce a de hautes vitesses d’analyse (Davey et Kell, 1996; Porter er
al., 1996). D’autre part, la combinaison de la fixation des cellules avec la microscopie,
permet de situer la ou les espéces microbiennes visées dans leur environnement
immédiat.
1.2.6.1 Microscope a épifluorescence

Microscope dont la source lumineuse est une lampe émettant un rayonnement
trés intense (il existe plusieurs intensités de sources lumineuses) sélectif qui est

sélectionné par un filtre dit d'excitation. Il est pourvu de plusieurs jeux de filtres

correspondants aux fluorochromes les plus habituellement utilisés. Chaque jeu de filtres



est constitué d'un filtre d'excitation, d'un miroir dichroique et d'un filtre d'émission (Fig.
13). La lumiére émise passe a travers le filtre d’excitation qui ne laisse franchir que la
longueur d’onde d’excitation appropriée. Ce rayon d’excitation est réfléchi par le
deuxieme filtre qui est le miroir dichroique et converge au foyer de I’échantillon par la
lentille de I’objectif. Les molécules fluorescentes de [’échantillon sont donc excitées et
émettent a leur tour une lumiére a une longueur d’onde spécifique (Lodish et al., 1995).
Cette lumiere est a nouveau convergée par la lentille d’objectif et passe a travers le
miroir dichroique pour franchir un demier filtre qui bloque la lumiére résiduelle de la
source d’excitation (Lodish et al., 1995). Les techniques d'épifluorescence fondées sur
['utilisation de fluorochromes permettent un comptage direct plus spécifique en
microscopie. Apres coloration, I'identitication des bactéries est possible sur la base de
leur couleur, de leur forme et de leur taille (Kepner et Pratt, 1994). Matte-Tailliez et son
équipe ont utilisé pour la premiere fois des sondes peptide nucleic acid (PNA)
fluorescentes ciblant I’ARNr et la microscopie a epifluorescence, afin de détecter et
identifier les bactéries lactiques dans le lait et les levains industriels. La détection et
I’identification des cellules ont été réalisées en une heure et demie. Des limites dans
I'utilisation de certaines sondes ont été rencontrées a cause d’hybridations non

spécifiques (Matte-Tailliez er al., 2001).

En microscopie classique a épifluorescence, un des problemes majeurs est la
présence d'un bruit de fond important li€¢ a 1'épaisseur de I'objet observé. Bien que la
mise au point se fasse sur un plan focal précis, I'enregistrement de l'information est
entaché d'un bruit de fond qui se superpose a I'image du plan observée: ce bruit résulte
de l'excitation, par la source lumineuse, de tous les fluorochromes situés sur le trajet

lumineux.

1.2.6.2 Cytomeétre de flux

La lecture sous le microscope a épifluorescence est généralement fastidieuse.
Cependant, le comptage peut étre automatisé par la détection des cellules individuelles

entrainées par un flux liquide a ’aide du cytomeétre en flux. La cytométrie de flux est un



Figure 13:

Principe du microscope a épifluorescence
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systéme fondé sur I'émission ou la diffusion de photons par les cellules lors de leur
passage devant un faisceau laser. La différenciation des bactéries peut reposer sur des
fluorochromes (comme en épifluorescence) ou sur les parameétres morphologiques
influant sur la diffusion de la lumiére (Métézeau et al., 1994). Amann et al. (1990) ont
couplé la détection par sondes oligonucléotidiques spécifiques de 'ARNr 16S marquées
avec un fluorochrome ou un composé radioactif avec la cytométrie de flux. Plus
récemment, la quantification de Ruminococcus obeum, bactérie non cultivable présentée
dans les échantillons fécaux humains a été réalisée par [’hybridation in sifu en
combinaison avec la cytométrie de flux (FISH-FCM) en utilisant des sondes ciblant les
ARNr 16S (Zoetendal et al., 2002). Dans le travail présenté dans ce mémoire, le but est
de développer et de tester cette technique FISH-FCM pour [’étude des deux souches
importantes de la tlore digestive. Cette technique est pour la premiere fois utilisée pour

dénombrer les deux souches en étude.

1.3  Importance du développement des techniques simples capables de détecter

et dénombrer les bactéries de la microflore intestinale

Les sections précédentes montrent que le suivi de la population des souches de la
microflore colique par des techniques simples et adaptées a ['utilisation dans un
laboratoire de routine, est nécessaire pour détecter une condition chronique ou un état
pathologique plus loin. Certaines bactéries de la microflore intestinale possédant des
propriétés métaboliques bénéfiques et donc potentiellement utilisables en thérapeutique
humaine sont connues sous le nom des probiotiques, nutriments fonctionnels ou
neutraceutiques. Il est possible de modifier la flore colique endogéne chez I'enfant et
I'adulte, par l'utilisation de ces probiotiques. Donc, il est nécessaire d’évaluer les effets
cliniques d’un traitement par probiotiques dans diverses maladies, citons par exemple
I’allergie alimentaire, la maldigestion du lactose et les maladies inflammatoires de
Iintestin, etc. Cependant, ces dix derniéres années ont vu I’explosion sur le marché des
aliments fermentés aux vertus présumés probiotiques (Hilliam, 1998; Kneifel et
Bonaparte, 1998; Wood, 1992). Ces produits contiennent des bactéries d’origine
intestinale appartenant & différentes espéces de Bifidobacterium, des bactéries

appartenant aux espéces L. acidophilus et les germes classiques du yaourt S.
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thermophilus et parfois L. bulgaricus (Tannock, 1999; Reuter, 1997; Reuter, 1990;
Fuller, 1989). Or, la concentration conseillée afin d’obtenir un effet bénéfique pour la
santé est de 10° bactéries probiotiques par gramme de produit & la date de préemption
(Samona et Robinson, 1991). Il est donc trés important pour les producteurs d’aliments,
mais aussi pour les laboratoires de contrdle de pouvoir dénombrer et suivre les
bifidobactéries, les lactobacilles, etc., provenant des aliments fermentés. Ce qui donne
aux consommateurs des informations distinctes sur les produits administrés. Or, les
milieux décrits dans la littérature sont, soit insuffisamment sélectifs, soit ils inhibent
partiellement la croissance des souches étudiées, soit ils ne sont pas adaptés a ’emploi
dans un laboratoire de routine car leur préparation est fastidieuse. Le tableau VIII
énumeére différents milieux sélectifs, électifs et différentiels utilisés pour le
dénombrement des lactobacilles et des bifidobactéries. La plupart de ces milieux a une
composition complexe (Tableau [XA, [XB) par addition des agents inhibiteurs, des
antibiotiques, des sangs humain ou animal ainsi que de la viande. C’est la raison pour
laquelle, malgré plusieurs tentatives de la Fédération Internationale Laitiere (IDF), il
n’existe a ce jour aucune méthode standard de dénombrement des bifidobactéries,
simplement un conseil d’utilisation d’un milieu contenant du chlorure de lithium et du
propionate de sodium comme agents inhibiteurs (IDF, 1999). D’ou I’'importance de
développer une méthodologie simple, robuste et unifiée joignant la capacité quantitative
et automatisée des méthodes classiques, la spécificité et la rapidité des méthodes

modernes afin de détecter et dénombrer des bactéries de la microflore gastro-intestinale.

1.4  Objectifs de ’étude

Le développement d’un milieu sélectif simple pour la croissance de la souche
Bifidobacterium adolescentis, ainsi que la combinaison de la technique de I’hybridation
in situ des sondes couplées a un fluorochrome avec la cytométrie de flux (FISH-FCM),
afin de dénombrer deux bactéries de type Gram positif (L. johnsonii et B. adolescentis)
de la microflore gastro-intestinale en culture pure sont deux objectifs de ce travail de

recherche.
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Tableau VIII: Différents milicux de culture pour la détection et I’énumération des

espeéces de Bifidobacterium et de Lactobacillus potentiellement

probiotiques

Groupe bactérien

Abréviation du milicu

Références

Lactobacillus

Bifidobacteriuum

Lactobacillus ct
Bifidobacterium

EC

MRS-trchalose
TPPY
MRS-bile
X-Glu

DIC

BEE

DP

BFM

BL

mMRS + sang
mRCM

AMC

TPY + NPNL
MRS-NPNL

BIO
mHHD
LB
mTPPY
BCP

von Hunger, 1986
Lapierre, 1990
Lapierre, 1990
Bracquart, 1981
Pedersen, 1993

Kneifel et Pacher, 1993

Sozzi et al., 1990

Beerens, 1990

Bonaparte et al., 2001
Nebra et Blanch, 1999
Mitsuoka et al., 1965
Pacher et Kneifel, 1996
Reuter, 1990

Arroyo et al., 1994, 1995
Ghoddusi et Robinson, 1996
Dave et Shah, 1996

Reuter, 1990

Zidiga et al., 1993

IDF, 1993

Ghoddussi et Robinson, 1996
Ogihara et al., 1983
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1.5 Importances de choisir les deux genres bactériens, Lactobacillus et

Bifidobacterium comme sujet d’étude

Choisissons deux souches des genres bactériens a étudier, Lactobacillus et

Bifidobacterium, pour des raisons diverses:

o la flore digestive dominante est composée en particulier de Lactobacillus (dans
’intestin gréle) et de Bifidobacterium (dans le gros intestin). Ce dernier genre
est un groupe majeur parmi les bactéries saccharolytiques du célon; il constitue
jusqu’a 25% de la population totale de I’intestin humain adulte (Schneider,

2000);

e Bifidobacterium sont les premiers a coloniser dont [’allaitement maternel

favorise leur développement;

o Bifidobacterium sont utilisés comme indicateur potentiel de la contamination

fécale ainsi que son origine (Nebra et Blanch, 1999);
e Lactobacil{us sont dominants chez les nourrissons avec du lait maternisé;

e ce sont les plus utilisées comme probiotiques a cause de leur capacité de survie
élevée durant leur passage le long du tube digestif (Tamime et al., 1995; Kneifel

et al., 1993; Reuter, 1990);

« les bifidobactéries sont souvent associées avec L. acidophilus dans les produits

du marché pour des raisons organoleptiques;

« ce sont des bactéries anaérobies, de type Gram positif, qui ne sont jamais suivies

par la technique utilisée dans ce projet de recherche.

Les lactobacilles et bifidobactéries rentrent dans la définition des probiotiques et
possédent d’autres caractéristiques intéressantes : effets bactéricides (Bernet et al.,
1994; Saavedra er al., 1994); effet hypocholestérolémiant (Tahri er al., 1997,
Schaafsma et al., 1996; Grill et al., 1995); effets immunomodulateurs (Schiffrin et a/.,
1995; Link-Amster et al., 1994); effets contre la maldigestion du lactose (Garvie et
al., 1984; Kim et Gilliland, 1983; Goodenough et al., 1976); production de vitamines
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des groupes B, K, d’enzymes (Mitsuoka, 1996; Roberfroid e a/ ., 1995); capacité a
induire la protonation de I’ammoniac en NH,*, moins diffusible (intérét dans les
pathologies hépatiques) (Takiguchi er al., 1996); prévention du cancer du colon
(absence de production de substances potentiellement carcinogénes (Bouhnik et al.,
1996; Marteau et al., 1990); et amélioration du transit gastro-intestinal (Grimaud ez

al., 1993).

1.6  Suivi microbien de Lactobacillus et Bifidobacterium dans la littérature

Ces deux genres bactériens ont été suivis dans la littérature par des méthodes
classiques et modernes. Parmi ces méthodes, citons entre autres I’utilisation des milieux
de cultures électifs, sélectifs et différentiels (Bonaparte et al., 2001; Roy, 2001;
Martineau, 1999; Nebra et Blanch, 1999; Charteris et al., 1997; Lapierre et al., 1992;
Beerens, 1991), les méthodes basées sur I’amplification par PCR (Khan er al., 2001;
Bernhard et Field, 2000; Tannock, 1999; Kaufmann et al., 1997; Kok et al., 1996;
Wang et al., 1996), la PCR multiplex (Ventura et al., 2001), la PCR-DGGE ( Satokari
et al., 2001), le typage moléculaire (Tannock, 2001; Kimura et al., 1997), la technique
de FISH (Matte-Tailliez et al., 2001), la cytométrie de flux (Ben Amor er al., 2002;
Bunthof et al., 2001; Gunasekera et al., 2000), etc. Mais, jusqu’a ce jour, aucun suivi de
ces deux bactéries de type Gram positif de la microflore gastro-intestinale n’a été réalisé

par FISH-FCM.

1.7 Les souches bactériennes de la microflore gastro-intestinale en étude

1.7.1 Caractéristiques et taxonomie

Lactobacillus johnsonii: avec plus de 70 espéces (dont plusieurs sont divisées en sous-
especes), le genre Lactobacillus est, quantitativement, le plus important des genres du
groupe des bactéries lactiques (LAB) caractérisées par la production d’acide lactique.
Elles sont distribuées dans diverses places écologiques, dans toutes les régions gastro-
intestinales et génitales, et constituent une partie importante de la flore indigéne de
'Homme et des animaux (Charteris et al, 1997). Les Lactobacillus sp. sont trés
hétérogenes et les diverses espéces présentent des caractéres phénotypiques,

biochimiques et physiologiques variés. Cette hétérogénéité est reflétée par les valeurs de
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porcentage de G + C qui, selon les espéces, varient de 32 a 53 (Charteris er al., 1997).
Les souches de lactobacilles sont constituées de bacilles (Fig. 14) a Gram positif dont la
couche de peptidoglycane est du type L-lysine-D-aspartate; difficile a perforer
(Tannock, 1999; Welling et al, 1997), longs et fins (parfois incurvés), ou de
coccobacilles dont la forme évoque une corynébactérie. Ils sont non sporulés,
généralement immobiles, micro-aérophiles (mais certaines souches sont anaérobies
strictes 4 l'isolement), catalase négative, généralement nitrate réductase négative,
possédant un métabolisme fermentatif (I'acide lactique représente au moins 50% des
produits de fermentation) et présentant des exigences nutritionnelles complexes. Leur
température de croissance optimale est de 44°C (Kandler et Weiss, 1986). L.
acidophilus a été isolé la premiére fois dans les féces infantiles par Moro, en 1900, qui
I'a appelé Bacillus acidophilus. En 1929, Hollande inclus Bacillus acidophilus dans le
genre Lactobacillus. Cependant, en 1980, (Johnson et al.) et (Lauer et al.) ont rapporté
que les espeéces différentes du genre Lactobacillus peuvent étre distinguées par
I'homologie d ADN-ADN (Johnson et al., 1980; Lauer et al., 1980). Ceci plus tard a été
confirmé par (Fujisawa et al.), dont les résultats avec cette technique ont indiqué que L.
Jjohnsonii étant une espéce, classifiée avec d’autres espéces telles que L. crispatus, L.
amylovorus, L. gallinarum, L. gasseri et L. acidophilus (Fujisawa et al., 1992; Hammes
et al., 1995) dans un méme groupe L. acidophilus. L. johnsonii est une bactérie
homofermentaire stricte et ana€robie facultative qui dégrade les hexoses en acide
lactique (exclusivement par la voie homofermentaire d'Embden Meyerhof), qui ne
dégrade pas les pentoses et qui ne produit pas de CO, lors de la fermentation du glucose
ou du gluconate. Il existe naturellement dans le tractus gastro-intestinal chez I'homme et
I'animal, dans la bouche et le vagin chez les humains (Hammes et al., 1995) et dans

certains produits laitiers et fermentés traditionnels tel que le kéfir.

Bifidobacterium adolescentis: les especes du genre Bifidobacterium sont des bacilles a
Gram positif, non acido-résistants, trés polymorphes, immobiles, non sporulés,
anaérobies (certaines espéces tolérent cependant l'oxygéne en présence de dioxyde de
carbone) (Ahrtley et Denariaz, 1993), catalase négative (a I'exception de B. asteroides
qui est catalase positive lorsque les souches sont cultivées en présence d'air et de B.

indicum qui est catalase positive lorsque la culture est effectuée en présence d'air et dans
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Figure 14:

Lactobacillus acidophilus. Observation en microscopie électronique

Copyright © 2001 Dennis Kunkel Microscopy, Inc. / Dennis Kunkel
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un milieu qui contient de I'hémine), nitrate réductase négative (sauf si la culture est
effectuée en présence de globules rouges lysés), synthétisant une fructose-6-phosphate
phosphocétolase (enzyme clé du métabolisme des hexoses qui s'effectue selon une voie
qualifiée de "bifid shunt"), fermentant le glucose sans production de gaz et produisant
de l'acide acétique et de l'acide lactique comme produits terminaux de la fermentation
du glucose dans un rapport molaire 3:2 (Scardovi, 1986). La température de croissance
optimale de Bifidobacterium est entre 37°C et 41°C (température minimum de
croissance : 25-28°C; température maximum de croissance : 43-45°C) et le pH optimal
est entre 6,5 et 7,0 (pas de croissance a 4,5-5,0 ou 8,0-8,5). Leurs besoins complexes en
nutriments et leur croissance en anaérobiose stricte en font des bactéries difficiles a
cultiver. La morphologie est variable selon les especes et l'aspect bifide n'est pas
constant. Par exemple, B. animalis, B. bifidum et B. longum (souches des trois biovars)
sont des bacilles généralement bifides — en forme de y — (Fig. 15), alors que B.
coryneforme ou B. minimum ressemblent a des corynébactéries. La classification des
bifidobactéries a changé plusieurs fois depuis qu'elles ont été découvertes en 1899 dans

les selles de nourrissons ailaités (Scardovi, 1986; Tissier, 1899).

Les bifidobactéries sont une des principales espéces bactériennes de la
microflore colique tout au long de la vie. En fait, elles constituent souvent le groupe
bactérien le plus important chez le nourrisson allaité au sein (Ducluzeau, 1993). Par
ailleurs, la distribution des espéces du genre Bifidobacterium dans la flore fécale
d’enfants, d’adultes et de personnes dgées a été étudiée (Gavini et al., 2001). L’espéce
B. adolescentis est la plus fréquemment isolée chez les personnes dgées. La distribution

de B. adolescentis est significativement différente chez I’enfant et la personne agée.
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Figure 15:

Photo de Bifidobacterium adolescentis. Observation en microscopie

électronique a balayage (MEB) (échelle =1 pm, grosseur= 91 Ko)
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CHAPITRE 2: METHODOLOGIE

2.1  Les micro-organismes utilisés

Les deux cultures de micro-organismes étudiés appartiennent aux espéces
Lactobacillus johnsonii ATCC 332 et Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703
provenaient respectivement, de Laboratoire de Santé Publique du Québec (LSPQ)
(20045, chemin Sainte-Marie, Sainte-Anne-de-Bellevue, Québec, Canada) et de
laboratoire du Dr R. Wheatcroft (Agriculture et Agro-Alimentaire Canada, 93 Stone Rd.
W. Guelph, Ontario, Canada). Le tableau X énumére les bactéries étudiées dans ce
travail ainsi que leur provenance. Les bactéries étaient conservées en cultures congelées

a — 80 °C dans du glycérol (15%).

2.2 Les milieux de culture

Deux milieux électifs, MRS+ (Roy, 2001) et MRS+++ (communication
personnelle, R. Wheatcroft, Agriculture et Agro-Alimentaire Canada) et un autre
sélectif pour B. adolescentis, MRSLC (développé au cours de cette étude), furent

utilisés dans cette étude. Leur composition respective est détaillée dans le tableau XI.

2.2.1 Préparation des milieux de culture (MRS+, MRS+++ et MRSLC)

Les milieux de culture utilisés pour les deux souches bactériennes sont des
milieux complexes basés sur le milieu commercial MRS (“De Man-Rogosa-Sharpe”,

Difco Laboratories, Michigan).

Le bouillon MRS+, qui est un milieu MRS modifié, par [’addition
d’hydrochloride monohydraté de L-cystéine. La composition du milieu MRS pour un
litre, tel que prescrit par les fournisseurs (Difco Laboratories, Michigan), est constituée
de 10,0 g de peptone de caséine; 8,0 g d’extrait de viande; 4,0 g d’extrait de levure; 20,0
g de D(+)-glucose; 2,0 g d’hydrogéno-phosphate di-potassium; 1,0 g de Tween® 80; 2,0
g d’hydrogénocitrate di-ammonium; 5,0 g d’acétate de sodium; 0,2 g de sulfate de

magnésium
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et 0,04 g de sulfate de manganeése. Le pH a été ajusté entre 6,5 et 7,0 avec du NaOH 10
N. Par la suite, le milieu a été bouilli pendant 10 minutes sur des colonnes réfrigérantes
(Fig. 16) afin de réduire le plus possible la quantité¢ d’oxygéne présent dans le milieu
tout en minimisant [’évaporation. Le milieu a ensuite été aliquoté et barboté dans des
bouteilles sérologiques de 50 mL avec un mélange gazeux contenant : 10 % d’Ha, 10 %
de CO; et 80 % de N; (Praxair, Mississauga, Ontario) (Fig. 17). Les bouteilles de milieu
ont été scellées avec des bouchons en butyle. Les bouteilles ont été stérilisées pendant
20 minutes a 121°C dans un contenant remplie d’eau jusqu’au niveau du milieu de
culture dans les bouteilles. Aprés sa réduction et stérilisation, une solution stérile
d’hydrochloride monohydraté de L-cystéine a été additionnée (2 mL de 25 % par litre
de milieu, a une concentration finale de 0,5 g/L) (Sigma Chemicals Co., St-Louis) juste
avant l'usage du milieu pour réduire davantage toute trace d’oxygeéne. Cet agent
réducteur a €té stérilisé par filtration avec un filtre de nitrocellulose de 0,2 wm (Sarstedt,

Newton, North Carolina).

Le bouillon MRS+++ est un milieu MRS+, auquel a été additionné 0,2 g/L de
carbonate de sodium ainsi que 0,1 g/L de chlorure de calcium. Le milieu a été réduit
comme décrit pour le milieu MRS+, bouilli et stérilisé. Enfin, une solution stérile
d’hydrochloride monohydraté de L-cystéine a été ajoutée (2 mL de 25 % par litre du

milieu, & une concentration finale de 0,5 g/L) juste avant I’usage.

Le bouillon MRSLC est un milieu MRS+++ auquel a été additionné 2,0 g/L de
chlorure de lithium avant I’ajustement du pH. Ce milieu a été réduit et stérilisé par la
méme méthode que le milieu MRS+ et la solution stérile d’hydrochloride monohydraté

de L-cystéine a été additionnée juste avant I’usage du milieu.

Les milieux solides gélosés utilisés pour cultiver les bactéries dans les boites de Pétri, a
€té préparés par la méme méthode que le milieu liquide sans les étapes d’ébullition ni
de barbotage. I a suffi de procéder & un ajout de 1,5 % (p/v) de gélose Bacto™ avant de
procéder & I’étape d’ajustement du pH. Aprés la stérilisation, les milieux solides ont été

laissés refroidir jusqu’a une température de 50 °C. Enfin, deux mL d’une solution stérile
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Figure 16:

Systéme d’ébullition du milieu de culture

réfrigérantes

sur des colonnes
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Figure 17:

Barbotage du milieu de culture dans des bouteilles sérologiques avec

un mélange gazeux contenant 10 % d’H,, 10 % de CO; et 80 % de

N,
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d’hydrochloride monohydraté de L-cystéine (0.5 g/L) a été ajoutée et les milieux ont été

étalés dans les boites de Pétri.

2.3 Ktude de la croissance bactérienne sur milieux liquides et solides, productifs

et sélectifs

Un milieu sélectif étant caractérisé par sa productivité et sa sélectivité (Mossel,
1985), ces deux critéres furent évalués qualitativement grice a un isolement des deux
souches sur boite de Pétri. Chaque souche fut ensemencée sur une boite puis incubée 24

h a 37 °C dans une jarre anaérobique (10 % CO-, 10 % H; et 80 % Na).

Si le germe se multipliait sur toute la surface de la boite, sa croissance était
considérée comme optimale, sur la moitié de la surface comme réduite et comme
absente si aucune colonie ne se développait. La procédure, effectuée sur chaque milieu,

fut répétée 3 fois.
2.3.1 Préparation des cultures bactériennes

Deux repiquages par bactérie (provenant de colonies isolées sur géloses) dans le
bouillon réduit MRS+++ étaient effectués, espacés par des périodes d’incubation de
24h, afin de générer des stocks viables. Les bouteilles furent incubées dans un
incubateur réglé a 37°C. Ces cultures furent emmagasinées en additionnant 15% (v/v)
de glycérol, aliquotées et congelées a - 80°C dans des flacons stériles. Afin de préparer
les inocula pour I’étude subséquente, chaque souche fut repiquée de nouveau a partir
des cultures congelées sur des boites de Pétri, pour avoir des colonies isolées, et
incubées dans des jarres anaérobiques BBL™ GasPak™ (Becton Dickinson and Co,
Sparks, MD) conservées dans un incubateur réglé a 37°C pour une période de 24
heures. Enfin, les boites de Pétri contenant les colonies furent conservées en condition
anaérobique a 4°C. Les colonies isolées furent repiquées et inoculées dans des
bouteilles de sérum, puis incubée pendant 24 heures afin d’obtenir des stocks pour
suivre la croissance bactérienne par mesure de la densité optique & 540 nm (DOsao)

(UV-Visible Spectrophotometer Varian Cary 50 Bio) et par dénombrement des Unité
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Formant des Colonies par millilitre (UFC/mL) au moment de [I’échantillonnage

effectué avec des syringues de 3 mL.

2.3.2 Suivi de la croissance bactérienne sur les milieux liquide (MRS+++) et

solide (MRS+++ et MRSLC)

Chaque espece fut repiquée une deuxiéme fois dans des bouteilles de culture
(MRS+++ et MRSLC) de 50 mL afin d’obtenir une densité optique a 540 nm entre 0,05
et 0,1 au temps zéro d’incubation. Les bouteilles furent conservées dans un incubateur
réglé a 37°C pour une période d’incubation de 16 heures pour les deux souches. Un
échantillon de chaque culture fut prélevé chaque 2 heures, dilué en série et ensemencé
sur gélose MRS+++ selon la méthode DP (drop plate method) (Herigstad er al., 2001)
afin de connaitre le nombre d’UFC par millilitre. D’aprés cette méthode, 10 pL du
prélevement fut transféré dans 90 ML d’une solution de 0,1% bactopeptone. Des
dilutions successives furent effectuées dans 90 uL d’une solution de 0,1% bactopeptone
a partir de la premiére dilution (1/10). A partir des dilutions appropriées, 40 uL furent
étalées en quatre gouttes de 10 puL chacune et également espacées sur la boite de Pétri
incubée dans une jarre anaérobique. Parallelement au dénombrement d’UFC/mL, la
densité optique & 540 nm fut mesurée en duplicata sur un autre échantillon de chaque

prélévement en utilisant le spectrophotometre.

2.4  Hybridation in situ en combinaison avec la cytométrie de flux (FISH)

Différents essais ont été effectués pour les deux micro-organismes a 1’érude et
sont présentés dans les prochaines sections ainsi que les sondes, les méthodes et les

outils de détection utilisés.

2.4.1 Les sondes d’ADN fluorescentes utilisées

Les séquences des sondes fluorescentes universelles et spécifiques sont décrites
au tableau XII. Les séquences des oligonucléotides utilisées pour générer les sondes

fluorescentes spécifiques (LACTO, BIF) sont issues d’une étude comparative des

92



(0/v) apnogjonu 3 auasardal Y 19 (1/D) apnog[onu 3] ajuasardar
SHU2052]0py *g 9p S9T [ewosoqu augd ne aane[ar uonisod ¢
1uosuyof “T ap S91 [ewosoqu aus ne aane[al uonisod g

1702 " 9p S91 [ewosoqu augs ne sane[a1 uonisod |

661 '[v 12 Nfipusdue] I81-#91 «€IDDVII VILVID DI LVD .S g1
000C ‘70 12 1y8s L¥L-TTL € LIV ILLOVE DLV IVI VLD D3I VOA§ 0LV
0661 [P J2 uuewly 1SSE-8€€ €DV IDHD VHI DOV 1ID LIV .S NON
100T /v 12 neaLe |y | SEE-8EE E LIV OOV IODIDILIIDIID .S an3a
DUIY 3[qp S (€-§) duanbag apuog

SIU2953]0pD g 13 Nuosuyof ~7 sayaINos xne sanbiyrdads sapuos sap 39 SI[IsI2AIUN sIPUOs SIP wonisod 32 duUINbIS :IIX NEIJqEL

93



séquences des genes de I’ARN 16S ribosomal (génes 16S) apparentées aux souches
étudiées (Sghir er al, 2000; Langendijk er al., 1995). Les séquences des
oligonucléotides spécifiques aux micro-organismes ont été trouvées dans la littérature et
sont spécifiques respectivement aux espéces des genres Lactobacillus (LACTO) et
Bifidobacterium (BIF). La sonde Lacto 722 est complémentaire & un site de la région
semi conservée entre les nucléotides 708 et 754 chez E. coli (Sghir et al., 1998). La
sonde BIF 164 est complémentaire a un site de la région variable V2 (Langendijk er al.,
1995; Neefs et al., 1993). La sonde EUB est un oligonucléotide complémentaire a une
région conservée de I’ARN 16S chez toutes les eubactéries (Marteau et al., 2001;
Thomas er al., 1997). La sonde NON est complémentaire a la sonde EUB et n’hybride a
aucune séquence ribosomale. Elle a servi de témoin de I’hybridation non spécifique. Les
oligonucléotides ont été synthétisés a 1’aide du Gene Assembler (Pharmacia, Baie-
d’Urfee, Canada) et par la suite, le fluorochrome fluorescéine amidite a été conjugué a
Pextrémité 5° (FluoroP-rime, PharmaciaBiotech). Les oligonucléotides conjugués ont
été purifiés sur une colonne NAP-10 et conservés dans I’eau a -20°C. Toutes les
manipulations de synthése de 1’oligonucléotide et de conjugaison ont été effectuées
dans le laboratoire du Dr Francois Shareck (INRS-Institut Armand Frappier, Laval,

Québec, Canada).

2.4.2 Les étapes de fixation/perméabilisation: Préparation des bactéries

Un repiquage par bactérie dans le milieu liquide réduit MRS+++ a été effectué a
partir des colonies isolées, espacé par une période d’incubation de 24 heures en
anaérobiose, afin de générer des stocks viables stables. L’incubation s’est faite a 37°C.
Une deuxiéme incubation de 8 heures pour L. johnsonii et B. adolescentis permirent

d’obtenir des bactéries dans la phase logarithmique.

Pour I’hybridation in siru, le protocole de Thomas et son équipe (Thomas et al.,
1997) a été utilisé dans ce travail avec quelques modifications. Quatre essais
d’hybridation in situ ont été effectués afin d’optimiser les étapes de
fixation/perméabilisation. Ils sont détaillés ci-dessous. Les résultats ont été comparés

avec ceux des cellules non perméabilisées.
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Pour le protocole témoin, un €chantillon de la culture bactérienne préparée (4
mL) a été prélevé dans un tube de centrifugation et a été centrifugé a 10 000 g pendant
10 minutes a 4°C. Sur glace, les cellules ont été resuspendues dans 4 mL de tampon
phosphate (130 mM de NaCl, 10 mM de NaH;PO4, 10 mM de Na;HPO., pH 7,2)
supplémenté de 10 mM de pyrophosphate. Ce tampon a été filtré avec un filtre de
nitrocellulose de 0,2 um (Sarstedt, Newton, North Carolina) afin d’éliminer les
particules pouvant intervenir avec [’analyse en cytofluorométrie de flux. Apres
centrifugation de 10 minutes a 10 000 g a 4°C, les cellules ont été rincées 2 fois avec 4
mL de PBS, pH 7.2. Cette fois-ci, les cellules ont été resuspendues dans 200 pL de
tampon d’hybridation (0,9 M de NaCl, 20mM de Tris-HCI, pH 7,2). La réaction
d’hybridation a été exécutée pendant une incubation de 16 heures, a 50°C. Pour arréter
la réaction, 3,8 mL de tampon PBS-pyrophosphate, pH 8,0 a été ajouté aux cellules en
suspension. Deux premiers échantillons de | mL chacun, ont été utilisés pour vérifier
’autofluorescence de la réaction et de la suspension bactérienne; aucune sonde n’a été
ajoutée au tampon d’hybridation. Les deuxiémes échantillons ont été utilisés pour
’addition du bromure d’éthidium (I pug/mL) juste avant la lecture par cytofluoromeétrie
de flux. Selon les concentrations cellulaires, une dilution (1/10) a été effectuée dans le
tampon PBS-pyrophosphate afin de réaliser les analyses par microscopie a

épifluorescence ou par cytométrie de flux.

Pour I’essai de la fixation des cellules avec la paraformaldéhyde et la
perméabilisation avec le lysozyme, un autre échantillon de la culture préparée (4 mL) a
été prélevé dans un tube de centrifugation et a été centrifugé a 10 000 g pendant 10
minutes a 4°C. Sur glace, les cellules ont été resuspendues dans 4 mL de tampon PBS-
pyrophosphate filtré. Une nouvelle centrifugation de 10 minutes, 10 000 g, a 4°C, a été
effectuée. Par la suite, les cellules ont été resuspendues dans 4 mL d’une solution
fraiche de paraformaldéhyde 3% (p/v) (A&C American Chemicals Ltd., Montréal) a la
température de la piéce pour préserver la morphologie cellulaire. Cette solution a été
préparée en dissolvant la paraformaldéhyde dans une proportion d’un tiers du tampon
PBS concentré 3 fois pH 8,0 et de deux tiers d’eau déionisée a 60°C, afin de faciliter la

dissolution. Le pH final a été ajust¢ a 7,2. La suspension des cellules dans la
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paraformaldéhyde a été ensuite incubée a 4°C, pendant | heure. Apres centrifugation de
10 minutes a 10 000 g a 4°C, les cellules ont été rincées 2 fois avec 4 mL du PBS, pH
7.2. Les cellules ont été centrifugées 10 minutes a 10 000 g & 4°C, et le culot a été
resuspendu dans 320 pL d’une solution de lysozyme (Sigma Chemical Co., St-Louis)
(50 g/L dans l’eau stérile), protéine fonctionnelle hydrolysant les molécules de
peptidoglycane des parois bactériennes. Les cellules ont été incubées dans du tampon de
Tris-HCI 100 mM, pH 7.2 dans un volume de 4 mL au total a 42°C pendant 10 minutes
(Matte-Tailliez et al., 2001). Apres centrifugation de 10 minutes & 10 000 g a 4°C, les
cellules ont été rincées 2 fois avec 4 mL du PBS, pH 7.2. Cette fois-ci, les cellules ont
eté resuspendues dans 200 UL de tampon d’hybridation (0,9 M de NaCl, 20mM de Tris-
HCI, pH 7,2). La réaction d’hybridation a été réalisée dans les mémes conditions que
dans le protocole témoin. Deux échantillons ont été utilisés pour vérifier
’autofluorescence et deux autres pour vérifier la perméabilisation par addition du

bromure d’éthidium (1 pg/mL).

Pour I’essai de la fixation des cellules avec la paraformaldéhyde suivie de la
perméabilisation avec I’éthanol, les mémes conditions utilisées et décrites
précédemment ont €té maintenues. Cependant, la perméabilisation a été achevée avec
une solution d’éthanol (50:50) au lieu de la solution de lysozyme. L’éthanol a été
ajoutée aux cellules sur glace et avec agitation, afin d’avoir un mélange homogene. Les
cellules ont été resuspendues pendant 5 minutes, & température ambiante. Les étapes de

lavage et d’hybridation sont les mémes que celles décrites dans 1’essai précédent.

Deux autres essais suivent le méme protocole de fixation des cellules avec la
paraformaldéhyde suivie de la perméabilisation avec 1’éthanol, mais comportent
quelques différences. Lors de la fixation a la paraformaldéhyde, I’incubation a 4°C a été

effectuée pendant 16 heures et 30 heures selon les protocoles des expériences.

Les protocoles cités ci-dessus ont été ajustés pour B. adolescentis car les cellules
étaient plus difficiles & resuspendre, et toutes les centrifugations ont été effectuces a

6000 g.
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2.4.3 Hybridation in situ des sondes fluorescentes (FISH)

Afin de vérifier ’accessibilité des sondes jusqu’a leurs cibles sur ’ARN 16S
ribosomal aprés les étapes de la fixation et de la perméabilisation des cellules, un
premier échantillon (ImL) a été utilisé pour vérifier I’autofluorescence de la réaction et
de la suspension bactérienne, aucune sonde n’a été ajoutée au tampon d’hybridation. Un
deuxiéme échantillon a été utilis¢é comme témoin de I’hybridation non spécifique ou la
sonde NON a été ajoutée. Les deux demniers échantillons ont €té utilisés respectivement
avec les sondes LACTO (spécifique aux Lactobacillus) ou BIF (spécifique aux
Bifidobacterium) et EUB (sonde universelle aux eubactéries). Chaque sonde a été
ajustée a une concentration finale de 10 ng/uL. La réaction d’hybridation a été exécutée
pendant une incubation de 16 heures, a 50°C dans des tubes eppendorf. Un protocole
témoin utilisé dans cette section consiste a fixer et perméabiliser un échantillon de la
culture bactérienne de 4 mL avec une solution fraiche de paraformaldéhyde 3% (p/v)

pendant | heure a 4°C.

2.4.4 Observation et détection de la fluorescence par microscope 2a

épifluorescence

L’observation des bactéries a été réalisée avec un microscope a épifluorescence
Dialux 20 (Leitz Wetzlar, Allemagne) munie d’une lampe & mercure. Un grossissement

total de 1000 X a permis I’observation a I'immersion a 1’eau.

2.4.5 Désagrégation des cellules par sonication

Un échantillon de la culture bactérienne, traité selon le protocole d’hybridation
in situ (fixation a la paraformaldéhyde pendant 16 heures suivie d’une perméabilisation
a I’éthanol) (voir section 2.4), est observé sous un microscope a épifluorescence Dialux
20 aprés addition du bromure d’éthidium, nous a montrés la formation des agrégats
cellulaires. L’agrégation a été causée naturellement et pendant I’hybridation. Ceci a été
vérifié par la comparaison des nombres des événements d’un échantillon traité avant
’hybridation et un autre aprés hybridation. Le dénombrement a été achevé avec un

cytométre de flux Coulter XL-MCL (Coulter Electronics, Hialeah, FL) aprés addition
du bromure d’éthidium (1 pwg/mL).
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Le probléme d’agglutination a été résolu par sonication, une avant hybridation et
une autre aprés hybridation juste avant la lecture par FCM. Un échantillon de la culture
bactérienne a été traité jusqu’a I’étape d’hybridation. Les cellules en suspension dans le
tampon d’hybridation ont été soniquées sur glace pendant 1 min au maximum a 2,48
Watts et densité Watt/s.g.In= 292 (Kontes, sonicateur Micro-Ultrasonic Cell Disrupter).
Apres les étapes de I’hybridation, la dilution de I’échantillon et 1’addition du bromure
d’éthidium, la premiere lecture par FCM a été réalisée. Par la suite les cellules ont été
soniquées (Branson, sonicateur Ultrasonic Cleaner, 117 Volts, 50/60 Hz, 0,5 Ampére)
pendant une durée de 2 - 4 min (durée requise selon la souche étudiée). Une deuxieme
lecture par FCM a été réalisée. Plusieurs sonications de 2 min ont été faites
consécutivement dont chacune a été¢ précédée par une lecture par FCM. Un autre
échantillon traité sans sonication a été utilisé comme témoin. Les comptes
d’événements ont été effectués sur 20 pL de la suspension cellulaire pendant une
période de 60 secondes a pression basse. Des calculs appropriés ont été effectués afin de

connaitre les comptes par mL de la culture.

2.4.6 Observation et détection de la fluorescence par cytométre de flux (FCM)

L’énumération et la détection des bactéries ont été achevées avec un cytomeétre
de flux Coulter XL-MCL équipé d’un rayon laser d’argon a 488 nm. La fluorescence
verte émise par la fluorescéine a été récoltée par le détecteur FL1, muni d’un filtre de
525 nm. La fluorescence rouge émise par le bromure d’éthidium complexé aux acides
nucléiques a été pour sa part mesurée par le détecteur FL3, muni d’un filtre de 620 nm.
La pression de la veine d’entrainement et de I’échantillon a ét€ conservée a 10
puL/minute. Le taux d’événements analysés a été¢ maintenu approximativement a 200-
300 événements/seconde. Les analyses quantitatives des résultats ont été réalisées par le

logiciel du WinMDI software ou du EXPO 32 ADC software (Beckman Coulter).

2.5 Etude de I’état métabolique des cellules par mesure de I’intensité de la

fluorescence (IMF)

Un inoculum de la culture aprés 24 h d’incubation a 37°C en conditions

anaérobies a été ajouté a une bouteille contenant du milieu MRS+++ réduit, de sorte que
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la densité optique était entre 0,05 et 0,1 a 540 nm au temps zéro d’incubation. La
bouteille a été incubée pendant 8 heures 4 37°C, puis un échantillon de 4 mL a été
prélevé et centrifugé a 10 000 g. Les cellules ont été resuspendues dans 4 mL de tampon
PBS-pyrophosphate. De méme, pour le temps 24 heures d’incubation, un échantillon de
4 mL a été prélevé, centrifugé a 10 000 g pendant 10 minutes, puis les cellules ont été
resuspendues dans 4 mL de tampon PBS-pyrophosphate. La technique d’hybridation in
situ a ensuite été appliquée telle que décrite plus haut (section 2.4.2) suivant le
protocole choisi (fixation a la paraformaldéhyde pendant 16 heures suivie d’une
perméabilisation a 1’éthanol). Cependant, avant I’hybridation, les cellules en suspension
dans le tampon d’hybridation ont été distribuées également dans 4 tubes eppendort. Un
premier échantillon a été utilisé pour vérifier I’autofluorescence de la réaction et de la
suspension bactérienne, aucune sonde n’a été ajoutée au tampon d’hybridation. Un
deuxiéme échantillon a été utilisé comme témoin de I’hybridation non spécifique ou la
sonde universelle (NON) a été ajoutée. Les deux derniers échantillons ont été utilisés
respectivement avec les sondes spécifique (LACTO) et universelle (EUB). Chaque

sonde a €té ajustée a une concentration finale de 10 ng/uL.

2.6  Distinction entre L. johnsonii et B. adolescentis en mélange

Les deux souches ont été traitées selon le protocole de fixation/perméabilisation
choisi (voir section 2.4) et hybridés avec les sondes spécifiques respectivement, puis
mélangées en quantité égale. De méme, deux autres échantillons du mélange ont été
utilisés pour vérifier I’autofluorescence par cytométrie de flux afin de détecter la

fluorescence et de distinguer entre les deux populations.

2.7  Analyse des résultats de fluorescence

Suite a 1’acquisition des données, les résultats de fluorescence peuvent étre

analysés a I’aide de deux logiciels (XL SYSTEM II ou EXPO 32 ADC).
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CHAPITRE 3: RESULTATS

3.1  Développement des milieux de culture électif et sélectif simples pour
dénombrer les deux souches étudiées, Lactobacillus johnsonii (ATCC 332) et

Bifidobacterium adolescentis (ATCC 15703)

La premiére partie de I’étude consistait a tester et optimiser des milieux de culture
simples sélectif et électif pour les deux souches étudiées, L. johnsonii et B. adolescentis
dont le but de dénombrer et suivre facilement ces deux souches en culture pure et
chercher la phase de croissance logarithmique ou exponentielle de chacune d’elle.
Pendant cette phase de croissance logarithmique, la deuxiéme partie du projet, telle que

I’hybridation in situ (section 3.2) a été réalisée.

3.1.1 Croissance de L. johnsonii ATCC 332 et B. adolescentis ATCC 15703 sur les
milieux gélosés MRS+, MRS+++ et MRSLC: Etude qualitative

Les résultats de I’étude qualitative de la croissance des deux souches étudiées sur
les milieux gélosés sont rapportés dans le tableau XIII. Sur le milieu riche MRS+ (milieu
basé sur MRS qui est disponible commercialement auquel on ajoute I’hydrochloride
monohydraté de L-cystéine comme agent réducteur), L. johnsonii ATCC 332 ne se
développe que faiblement et B. adolescentis ATCC 15703 irréguliérement. Sur MRS+++
(MRS+ supplémenté avec le carbonate de sodium et le chlorure de calcium) se
multiplient tous les deux germes, avec des morphologies de colonies différentes (forme
plate pour L. johnsonii et bombée pour B. adolescentis). Quant au milieu MRSLC
(MRS+++ supplémenté avec du chlorure de lithium), il inhibe la croissance de L.
Jjohnsonii et permet une multiplication optimale de B. adolescentis. Les colonies

apparaissent de couleur blanche ayant la forme d’une téte d’épingle.

Ces résultats ont montré que le milieu MRS+++ est le meilleur milieu simple,

productif et différentiel, pour dénombrer les deux souches et que MRSLC est un milieu
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sélectif pour B. adolescentis. La croissance de la souche B. adolescentis est comparable

sur ces deux milieux, électif MRS+++ et sélectif MRSLC.

3.1.2 Dénombrement dans les milieux liquides (bouillon) MRS+++ et MRSLC:

Etude quantitative

La croissance (augmentation du nombre de cellules ou de la biomasse avec le
temps de culture) a été évaluée par spectrophotométrie en mesurant la densité optique

(DO:sa4p) et en comptant les cellules sur gélose aux différents temps de culture.

Comme |’étude qualitative par étalement sur les géloses des souches L. johnsonii
et B. adolescentis, décrite a la section précédente, I’étude quantitative par la mesure de la
DOsyp laisse apparaitre dans le milieu MRS+++ une croissance de L. johnsonii et aussi
une croissance de B. adolescentis comparables a celles obtenues sur MRSLC (Fig. 18A,
18B). Cependant, & intervalles réguliers, le prélevement d’un volume du milieu pour
mesurer la densité optique (DOs4o) et faire le compte des cellules sur le milieu solide
(unités formant des colonies / mL ou UFC / mL) permet d’établir une relation entre la
DOsy0 d’une part et UFC / mL d’autre part (Fig. 18A, 18B et 18C). En fonction du temps,
les deux courbes de croissance logarithmique (DOsso et UFC / mL) suivent sensiblement
la méme tendance et s’élévent de fagon abrupte. Les courbes de croissance utilisant le
compte des cellules vivantes sur milieu solide, montrent que les cellules étaient en bon
état de croissance exponentielle, entre 6h-16h d’incubation pour L. johnsonii et B.

adolescentis.

3.2  Détection et dénombrement par la technique d’hybridation in situ des
sondes couplées & un fluorochrome en combinaison avec la cytométrie de

flux (FISH-FCM)

L’application de la technique d’hybridation in situ des sondes couplées a un

fluorochrome en combinaison avec la cytométrie de flux FISH-FCM (fluorescent in situ



Figure 18:

Croissance de la souche L. johnsonii en fonction du temps en culture
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hybridization in combination with flow cytometry) sur ces deux bactéries de la microflore
gastro-intestinale de type Gram positif constitue la seconde partie de ce projet.
L’efficacité et la sensibilité de cette technique requiert que les cellules soient en bon état
de croissance (assez de ribosomes), et bien perméabilisées pour que les sondes utilisées

soient accessibles jusqu’a leur cible de chaque cellule vivante.

Les étapes cruciales pour dénombrer ces deux souches bactériennes par la
technique FISH-FCM, optimisées dans cette étude sont: la fixation des cellules, la
perméabilisation des cellules, la dispersion maximale des cellules et I’hybridation des

sondes.

3.2.1 Optimisation de I’étape de fixation/perméabilisation et dénombrement des
cellules par FCM par utilisation du bromure d’éthidium comme

fluorochrome libre

Un premier protocole de fixation/perméabilisation a été développé et mis au point
a partir d’une espece bactérienne de type Gram négatif dans le laboratoire de Dr Richard
Villemur (INRS-Institut Armand-Frappier) par Jean-Christophe Thomas (Thomas et al.,
1997), et consistait en un traitement consécutif a la paraformaldéhyde puis a I’éthanol. Ce
protocole a été testé avec les deux bactéries de type Gram positif étudiées puis adapté
pour chacune des espéces mises a I’essai, dont L. johnsonii ATCC 332 et B. adolescentis

ATCC 15703.

3.2.1.1 Optimisation de I’étape de fixation/perméabilisation pour L. johnsonii ATCC
332 par utilisation de paraformaldéhyde, lysozyme et éthanol

La technique a été appliquée sur une culture de L. johnsonii de 8 heures de
croissance au moment ot les cellules sont en état de croissance exponentielle d’apres les
résultats précédents. Les conditions de fixation et de perméabilisation ont été définies par
comparaison des résultats obtenus par plusieurs protocoles développés avec ceux obtenus
par les cellules non perméabilisées. Les différents protocoles développés sont:
premierement, un traitement consécutif a la paraformaldéhyde pendant 1 heure puis au
lysozyme (protocole 1); deuxiémement, un traitement consécutif 4 la paraformaldéhyde

pendant 1 heure puis a I’éthanol (protocole 2); troisiemement, un traitement consécutif a
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la paraformaldéhyde pendant 16 heures puis a I’éthanol (protocole 3); et quatriémement,
un traitement consécutif a la paraformaldéhyde pendant 30 heures puis a 1’éthanol

(protocole 4).

L’efficacité de ces différents protocoles a été vérifiée par FCM en utilisant un
fluorochrome libre non spécifique, le bromure d’éthidium. La fluorescence orange émise
par celui-ci, a été détectée par le détecteur approprié FL3 (Fig. 19). L’intensité moyenne
de la fluorescence (IMF) est proportionnelle a I’intercalation du bromure d’éthidium entre
les molécules d’ADN et a été mesuré suivant les différents protocoles. Les signaux de
fluorescence ont été enregistrés a partir d’une région définie lors de I’acquisition au
cytométre et qui reste constante pour toutes les expériences réalisées. Cette région est
représentée par la région RI (Fig. 19A). L’histogramme des signaux de fluorescence
présente la distribution des événements analysés selon I’émission de fluorescence
enregistrée pour chacun des événements. Les histogrammes des signaux de tluorescence
obtenus par les différents protocoles testés a 1’aide du cytométre de flux et différenciés en
couleur sont présentés a la figure 19B. L’histogramme en blanc correspond a
"autofluorescence des cellules tandis que I’histogramme des signaux de fluorescence des
cellules non perméabilisées est présenté en noir. Les histogrammes en rouge, vert, bleu et
violet correspondent respectivement aux protocoles 1, 2, 3 et 4. L’IMF est passée
effectivement de 65,2 pour les cellules non perméabilisées a 181.4, 423.7, 452.3 et 617.9
pour les cellules traitées respectivement suivant le premier, deuxiéme, quatriéme et
troisiéme protocole (Tableau XIV). Ce qui retléte ’effet de 1’éthanol ainsi que le temps
d’incubation dans la paraformaldéhyde. Donc, 'IMF la plus élevée a été obtenue par le
troisieme protocole de fixation avec la paraformaldéhyde pendant 16 heures et de
perméabilisation avec I’éthanol. L’autofluorescence présente une intensité moyenne de
fluorescence de 1.5 (Fig. 19B). Cette valeur indique le niveau de fluorescence de base de
la suspension cellulaire aprés les manipulations nécessaires a la technique et ainsi

démontrer ’effet du contact avec le bromure d’éthidium.



Figure 19:
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Tableau XIV: Variation de I’intensité moyenne de fluorescence (IMF) détectée par

FL3 en fonction du protocole utilisé pour traiter la culture de L.

johnsonii ATCC 332, en utilisant le bromure d’éthidium comme

fluorochrome libre

Essai Protocole IMF
0 Témoin : cellules non perméabilisées 65.2
1 Paraformaldéhyde 1h + lysozyme 181.4
2 Paraformaldéhyde 1h + éthanol 4237
3 Paraformaldéhyde 16h + éthanol 617.9
4 Paraformaldéhyde 30h + éthanol 4523
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3.2.1.2 Optimisation de I’étape de fixation/perméabilisation pour B. adolescentis

ATCC 15703

Les quatre protocoles de fixation/perméabilisation décrits a la section précédente,
ont également été appliqués sur une culture pure de B. adolescentis. La région définie lors
de I’acquisition au cytométre avec la souche B. adolescentis est représentée par la région
R2 (Fig. 20A). Les histogrammes de fluorescence obtenus par cytométrie sont présentés a
la figure 20B avec la méme distribution des couleurs a la figure 19B. Les meilleurs
résultats ont été obtenus toujours avec une fixation a la paraformaldéhyde pendant |
heure et une perméabilisation a [I’éthanol. Ces résultats révélent un déplacement
significatif de la population en cas des cellules traitées par les quatre protocoles testés
(IMF=1576.6, 1794.5, 1641.6 et 1436.2 respectivement pour les protocoles 1, 2, 3 et 4)
par rapport aux cellules non perméabilisées (IMF=239,2) (Tableau XV, Fig. 20B). L’'IMF

de I’autofluorescence était de 4,7 (Fig. 20B).

3.2.2 Optimisation de I’étape d’hybridation in situ des sondes fluorescentes

(FISH)

Afin d’optimiser la technique d’hybridation in situ et trouver un protocole simple
et commun pour les deux souches étudiées, l’étape fixation/perméabilisation, qui est
I’étape cruciale a été optimisée a la section 3.2.1 de ce chapitre. Dans la présente section,
’étape d’hybridation in situ des sondes universelles et spécifiques couplées a la

fluorescéine doit étre par la suite optimisée.

D’abord, les résultats obtenus pour |’étape de fixation/perméabilisation et détaillés
a la section précédente (section 3.2.1), nous ont permis de choisir les deux meilleurs
protocoles pour les deux souches afin de réaliser I’hybridation in situ. Donc, les
traitements consécutifs a la paraformaldéhyde pendant 1 heure et 16 heures puis a
I’éthanol ont été choisis pour comparer I’histogramme de fluorescence ainsi que les

intensités moyennes de fluorescence (IMF) obtenus par chacun d’eux.
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Figure 20:  Profil de dispersion (A) des signaux de fluorescence (avec le bromure
d’éthidium) obtenus par les différents protocoles testés et de
I’autofluorescence des cellules B. adolescentis (B)

A
Profil de dispersion Signaux de fluorescence
L =
o —| B:Et (1794.5)
2 BrEt (1576.
- BrEt (2392
m'-—:
E FL3log
w
1 |llllll| ) lllll"' 1 IlIIIIII [N ENEN]
o o' 4 o' o

E2 Wwo

Les signaux de fluorescence ont été
mesurés 4a partir de la région
d’acquisition R2. Les nombres entre
parenthéses représentent les intensités

moyennes de fluorescence, IMF.

BrEt (1436 2)
B:Et (1641.6)
BrEt (1794 5)

FL3 log

109




Tableau XV: Variation de ’intensité moyenne de fluorescence (IMF) détectée par

FL3 en fonction du protocole utilisé pour traiter la culture de B.

adolescentis ATCC 15703, en utilisant le bromure d’éthidium comme

fluorochrome libre

Essai Protocole IMF
0 Témoin : cellules non perméabilisées 239.2
1 Paraformaldéhyde 1h + lysozyme 1576.6
2 Paraformaldéhyde 1h + éthanol 1794.5
3 Paraformaldéhyde 16h + éthanol 1641.6
4 Paraformaldéhyde 30h + éthanol 1436.2
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3.2.2.1 Optimisation de I’étape d’hybridation in situ pour L. johnsonii

Les cellules perméabilisées selon les deux protocoles choisis ont €té utilisées
pour [’hybridation avec les sondes EUB pour les eubactéries (Marteau et al., 2001),
NON (control négatif) qui n’hybride a aucune séquence ribosomale (Amann et al.,
1990) et LACTO spécifique aux espéces du genre Lactobacillus (Sghir et al., 2000).
FL1 était le détecteur appropri¢ selon le fluorochrome couplé aux sondes, la
fluorescéine dans ce cas. La figure 21 et le tableau X VI présentent les résultats obtenus.
Une augmentation significative de la fluorescence des sondes universelle et spécifique
par fixation 16 heures a la paraformaldéhyde (IMF=179.7 et 170.0 respectivement) par
rapport a la fixation 1 heure (IMF=70.5 et 89.9 respectivement) a la paraformaldéhyde.
Pas de différence significative entre les valeurs de I'IMF avec les sondes EUB et
LACTO. L’IMF de I’hybridation des cellules fixées 1 heure avec la sonde NON est de 3
et 2,7 pour les cellules fixées 16 heures. Un protocole témoin ou la paraformaldéhyde a
été utilisée comme le seul agent de fixation et de perméabilisation par comparaison avec
les deux autres. Ce protocole a montré I’'importance de [’éthanol lors de la technique
d’hybridation in situ. L’IMF de 1’hybridation des cellules traitées selon le protocole
témoin avec la sonde EUB est de 64,2, 3,2 avec la sonde NON et 60,4 avec la sonde

LACTO. L’IMF de I’autofluorescence est de 1,6 (Fig. 21).

Ces résultats démontrent que les IMF les plus élevées avec les sondes EUB et
LACTO ont été obtenues par fixation 16 heures a la paraformaldéhyde puis par

perméabilisation a I’éthanol.

3.2.2.2 Optimisation de I’étape d’hybridation in situ pour B. adolescentis

Les mémes conditions ont été utilisées avec la souche B. adolescentis, fixation 1 heure a
la paraformaldéhyde puis perméabilisation a I’éthanol et fixation 16 heures a la
paraformaldéhyde puis perméabilisation a I'éthanol. Une augmentation légére de la

fluorescence par fixation des cellules 16 heures par rapport a la fixation 1 heure. Donc,
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Figure 21:  Signaux de fluorescence des sondes spécifique (LACTO), universelle
(EUB), non spécifique (NON) obtenus par les différents protocoles

testés pour la souche L. johnsonii en culture pure
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Tableau XVI: Variation de I’intensité moyenne de fluorescence (IMF) détectée par

FL1 en fonction du protocole utilisé pour traiter la culture de L.

Jjohnsonii ATCC 332, en utilisant les sondes fluorescentes LACTO,

EUB et NON
IMF
Essai Protocole

' LACTO EUB NON
\
0 Paraformaldéhyde 1h 60.4 64.2 3.2
rL
' 2 Paraformaldéhyde 1h + éthanol 89.9 70.5 3
f

3 Paraformaldéhyde 16h + éthanol 170 179.7 2.7
L
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les IMF les plus élevées avec les sondes EUB et BIF (spécifique aux espéces du genre
Bifidobacterium) (Langendijk et al., 1995) ont été obtenues par fixation 16 heures 4 la

paraformaldéhyde suivie d’une perméabilisation a I’éthanol (Fig. 22 et Tableau X VII).

Suite 4 la fixation 1 heure a la paraformaldéhyde, les IMF de I’hybridation in situ
avec les sondes EUB, NON et BIF étaient respectivement 35.4, 1.6 et 30.6. Par fixation
16 heures a la paraformaldéhyde suivie d’une perméabilisation a 1’éthanol, les IMF de
Ihybridation in situ avec les sondes EUB, NON et BIF sont respectivement 79.6, 1.6 et
80.6 (Fig. 22A, B, C) (Tableau XVII). Par traitement consécutif a la paraformaldéhyde
pendant | heure puis a I’éthanol, les IMF de Ihybridation in situ avec les sondes EUB,
NON et BIF sont respectivement 72.6, 2, et 71.2 (Fig. 22A, B, C). Ces résultats révélent
un déplacement significatif de la population lors de la mise en contact avec la sonde
spécifique BIF par rapport a I’hybridation non spécifique avec la sonde NON. L'IMF de
I’autofluorescence était de 1,5 (Tableau XVII). Sa valeur est approximativement égale a
celles obtenues par I’hybridation non specifique. De méme, les IMF de I’hybridation
specifique (avec la sonde BIF) et universelle (avec la sonde EUB) étaient

approximativement égales.

Finalement, et a la suite des résultats présentés a la section 3.2.2 avec les deux
souches L. johnsonii et B. adolescentis, le traitement des cellules par fixation 16 heures a
la paraformaldéhyde suivie d’une perméabilisation a I’éthanol a été choisi comme le
protocole de la technique FISH-FCM le plus simple et commun pour suivre les deux

souches étudiées.

3.2.3 Optimisation de la dispersion des cellules

Le protocole d’hybridation in situ déja établi a été appliqué sur des cultures pures
de L. johnsonii et B. adolescentis. Puisque, I’agglutination est le probléme habituellement
rencontré dans la littérature (Lipoglavsek et Avgustin, 2001; Thomas et al., 1997; Pinder
et al., 1990), il faut donc s’assurer de la dispersion des cellules aprés les étapes de

perméabilisation et d’hybridation et par suite lors de la lecture par FCM car chaque
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Figure 22:  Signaux de fluorescence des sondes spécifique (BIF),universelle (EUB),

non spécifique (NON) obtenus par les différents protocoles testés pour

Ia souche B. adolescentis en culture pure
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Les histogrammes obtenus par traitement a
la paraformaldéhyde 1h sont colorés en
noir, a la paraformaldéhyde 1 h + éthanol
en rouge, paraformaldéhyde 16 h + éthanol
en vert et ceux de I'autofluorescence des
cellules de couleur blanche. (A) correspond
a la sonde BIF, (B) correspond a la sonde
EUB et (C) correspond a la sonde NON.
Les nombres entre parenthéses représentent

les IMF.
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Tableau XVII:

Variation de Pintensité moyenne de fluorescence (IMF) détectée

par FL1 en fonction du protocole utilisé pour traiter la culture de

Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703, en utilisant les sondes

fluorescentes BIF, EUB et NON

[
| IMF
Essai Protocole
| BIF EUB NON
0 Paraformaldéhyde 1h 30.6 35.4 1.6
. 1 Paraformaldéhyde 1h + éthanol 80.6 79.6 1.6
L
|
- 2 Paraformaldéhydel6h + éthanol 71.2 72.6 2
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particule ou ensemble de particules agglutinées qui passe devant le faisceau laser, est
compté comme un seul événement. Donc, |’agglutination peut diminuer les comptes

obtenus par FCM.

3.2.3.1 Détection de I’état de dispersion des cellules aprés hybridation par

microscope a épifluorescence

Le probléme d’agglutination est toujours présent pour les deux souches étudiées
en cultures pures. Ce probléme a été confirmé sous le microscope a épifluorescence. Les
cellules de la souche L. johnsonii auraient tendance a s’agglutiner naturellement et
visiblement entre elles, tandis que celles de la souche B. adolescentis indiqueraient une
moins forte agglutination. Une photographie prise a partir du microscope a
épitluorescence révele la souche L. johnsonii en culture pure (grossissement de 1000X)
aprés |’application du protocole (fixation a la paraformaldéhyde pendant 16 heures suivie
d’une perméabilisation a I’éthanol) en utilisant le bromure d’éthidium est présentée a la
figure 23A. Plusieurs bactéries forment entre elles une longue chainette en comparaison
avec les cellules de B. adolescentis, présentée a la figure 23B. Ce groupe de bactéries était
considéré comme une seule bactérie lors du défilement dans la veine d’entrainement du

cytometre, entrainant alors une diminution du nombre total d’événements.

3.2.3.2 Effet de I’hybridation sur le profil de dispersion et le compte cellulaire

obtenus par cytométrie de flux (FCM): Exemple de la souche L. johnsonii

En ce qui concerne I’hybridation et I’agglutination, la souche L. johnsonii a été
prise comme exemple pour comparer les profils de dispersion ainsi que le nombre des
événements avant et aprés hybridation en utilisant le bromure d’éthidium et enfin pour
évaluer I'effet des étapes d’hybridation sur la dispersion des cellules et le compte par

FCM.
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Figure 23:

Souches L. johnsonii (A) et B. adolescentis (B) en culture pure apreés
I’étape d’hybridation et addition du bromure d’éthidium et observées
par microscopie a épifluorescence (grossissement 1000X pour L.

johnsonii et 400X pour B. adolescentis)

A
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En utilisant I’histogramme du profil de dispersion, il est possible d’observer les
événements analysés distribués selon la morphologie des événements (Forward Scatter
ou FS) et leur granulosité (Side Scatter ou SS). Aprés I’hybridation, le profil de dispersion
montre des bactéries qui s’agglutineraient entre elles en formant une longue trainée
d’événements en comparaison avec le profil avant hybridation (Fig. 24A, C). Les cellules
individuelles au centre présentent un profil en forme de cométe, alors que les cellules
agglutinées correspondent a une trainée qui s’allonge vers I’extérieur. Allant du centre de
la comete vers I’extérieur, les cellules deviennent de plus en plus agglutinées. En 3
dimensions, ce profil de dispersion est moins compact, suggérant une forte agglutination
des cellules (Fig. 24B, D).

Egalement, le nombre de cellules diminuait de 50 000 événements aprés

’hybridation pour le méme échantillon (Tableau XVIII).

3.2.3.3 Effet de sonication sur I’agglutination des cellules des souches L. johnsonii et

B. adolescentis

La sonication a été appliquée pour résoudre le probléme d’agglutination des
cellules (Lipoglavesk et Avgustin, 2001). Ce traitement permet aux cellules de se
disperser et de passer individuellement devant le rayon laser, donnant ainsi un compte

cellulaire plus réel.
Sonication des cellules de la souche L. johnsonii ATCC 332

La sonication a été appliquée sur un échantillon d’une culture pure de la souche L.
Jjohnsonii traité suivant le protocole d’hybridation in situ, avant et aprés I’étape
d’hybridation. La sonication a été effectuée par coups successifs pour 2 minutes chacun.
L’évolution du profil de dispersion ainsi que la variation du nombre d’événements en
fonction du temps de la sonication sont présentées dans les figures 25 et 26. Le profil de

dispersion devient moins étendu successivement avec le temps de
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Figure 24: Profils de dispersion avant I’étape d’hybridation (A), présenté en 3
dimensions (B), et aprés I’étape d’hybridation (C), en 3 dimensions

(D) pour la souche L. johnsonii ATCC 332
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Tableau XVIII: Comparaison des nombres d’événements de la souche L.
Johnsonii avant ct apreés I’étape d’hybridation obtenus par
cytométrie, en utilisant le bromure d’éthidium comme

fluorochrome libre

Nombre d’événements

Avant hybridation Aprés hybridation

112170 58998
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Figure 25: Profils de dispersion sans sonication (A), avec sonication avant
I’étape d’hybridation (B), avec sonication 4 minutes (C), 6 minutes
(D), 8 minutes (E) et 10 minutes (F) aprés I’étape d’hybridation de la
souche L. johnsonii ATCC 332, en utilisant le bromure d’éthidium

comme fluorochrome libre
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Figure 26: Variation du nombre d’événements en fonction du temps de la
sonication de la souche L. johnsonii ATCC 332, en utilisant le
bromure d’éthidium comme fluorochrome libre
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sonication, jusqu’au temps 8 minutes. De plus, le nombre des cellules atteint son
maximum avec une sonication avant hybridation suivie d’une sonication 8 minutes aprés

hybridation.

Le profil de dispersion présenté a la Figure 25A correspond & celui de
I’échantillon sans sonication. Le méme échantillon avec sonication pendant 2 minutes
avant I’étape d’hybridation donne le profil de dispersion présenté a la Figure 25B. De
méme, les profils de dispersion présentés aux figures 25C, D, E et F représentent
respectivement les profils de dispersion de I’échantillon avec sonication 4, 6, 8§ et 10
minutes aprés ’étape d’hybridation. Le nombre d’événements dans 20uL de I’échantillon
sans sonication était de 152097 événements (Tableau XIX). Avec une sonication 2
minutes avant I’étape d’hybridation, ce nombre est devenu 164796 événements. Aprés
’étape d’hybridation, le nombre d’événements s’est élevé progressivement. 199671
événements sont comptés avec sonication pour 4 minutes, 200152 événements pour 6
nombre d’événements atteint son maximal avec une sonication de 2 minutes avant

hybridation suivi d’une sonication de 8 minutes apres hybridation (Fig. 26).

Le profil de dispersion présenté en 3 dimensions devient progressivement plus
compact avec le temps de sonication, jusqu'au temps de 8 minutes aprés [’étape

d’hybridation (Fig. 27A-D).
Sonication des cellules de 1a souche B. adolescentis ATCC 15703

Le méme protocole de traitement avec sonication a été appliqué pour B.
adolescentis aprés 8 heures de culture. Les profils de dispersion de I’échantillon sans
sonication, avec sonication avant hybridation pour 2 minutes, avec sonication aprés
hybridation pour 2 minutes, pour 4 minutes et pour 6 minutes, ainsi que le nombre
d’événements en fonction du temps de la sonication sont présentés a cette section. La
Figure 28 montre que le profil de dispersion devient moins étendu avec le temps de

sonication, jusqu’au temps 2 minutes
Jusq



Tableau XIX:Nombre d’événements en fonction du temps de la sonication de la
souche L. johnsonii ATCC 332, cn utilisant le bromure d’éthidium

comme fluorochrome libre

Traitement | Nombre d’événements
A 152097
B 164796
C 199671
D 200152
E 210992
F 205555
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Figure 27:

Profils de dispersion A, B, C, D et E en 3 dimensions de la souche L.

johnsonii ATCC 332, en utilisant le bromure d’éthidium comme

fluorochrome libre
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Figure

28:  Profils de dispersion sans sonication (A), avec sonication avant Pétape

d’hybridation (B), avec sonication 2 minutes (C), 4 minutes (D) et 6

minutes (E) aprés Pétape d’hybridation de la souche B. adolescentis

ATCC 15703,

fluorochrome libre
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apres |’étape d’hybridation. De méme le nombre d’événements atteint son maximum avec

une sonication avant hybridation suivi d’une sonication 2 minutes aprés hybridation.

La figure 28A représente le profil de dispersion de I’échantillon sans sonication.
Alors que, la figure 28B représente le profil de dispersion du méme échantillon avec
sonication avant I’étape d’hybridation. De méme, les profils de dispersion C, D et E
représentent respectivement les profils de dispersion de I’échantillon avec sonication 2, 4
et 6 minutes aprés |’étape d’hybridation (Fig. 28C, D et E). Le nombre d’événements de
I’échantillon, présenté dans le tableau XX, était de 215345 événements sans sonication, et
qui est devenu 223588 événements avec sonication avant I’étape d’hybridation. Aprés
I’étape d’hybridation, le nombre d’événements avec sonication pour 2 minutes était de
226697 événements, pour 4 minutes était de 220250 événements et pour 6 minutes était

de 211027 événements (Fig. 29).

La figure 30 montre que le profil de dispersion pour I’échantillon de B.
adolescentis présenté en 3 dimensions devient progressivement plus compact avec le
temps de sonication, jusqu'au temps de 2 minutes aprés I’étape d’hybridation. En
conclusion, les cellules de la souche B. adolescentis étaient plus dispersées et plus

sensibles a la sonication en comparaison avec les cellules de la souche L. johnsonii.

3.3  Vérification de I’état métabolique de cellules par FISH-FCM: Exemple de la
souche L. johnsonii ATCC 332

II est reconnu qu’une relation claire existe entre la composition des cellules en
macromolécules telles ’ARN, I’ADN et les protéines et la phase de croissance (Binder et
Liu, 1998). Particuliérement le contenu en ARN ribosomal serait lié étroitement a
I’évolution des cellules dans la phase de croissance et ainsi, I’intensité de la fluorescence
par cellule varierait selon la phase de croissance (Delong et al., 1989). Plus I’intensité de
la fluorescence est forte, plus il devrait y avoir de molécules d’ARNr cible par cellules.

Le



Tableau XX: Variation du nombre d’événements en fonction du temps de la
sonication de la souche B. adolescentis ATCC 15703, en utilisant le

bromure d’éthidium comme fluorochrome libre

Traitement | Nombre d’événements
A 215345
B 223588
C 226697
D 220250
E 211027
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Figure 29:

Variation du nombre d’événements en fonction du temps de la

sonication de la souche B. adolescentis ATCC 15703, en utilisant le

bromure d’éthidium comme fluorochrome libre
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Figure 30:

Profils de dispersion A, B et C en 3 dimensions de la souche B.

adolescentis ATCC 15703, en utilisant le bromure d’éthidium comme

fluorochrome libre
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prochain paragraphe présente la variation de la fluorescence en fonction de [’état

métabolique de la culture de L. johnsonii.

Deux hybridations successives dans le temps (8 heures : cellules en croissance
exponentielle et 24 heures : cellules en phase stationnaire) ont ét¢ effectuées sur L.
johnsonii comme exemple afin d’observer I’évolution du signal de fluorescence
spécifique lors de D’application du protocole d’hybridation in situ. Les IMF des
hybridations spécifiques (sonde LACTO), non spécifiques (sonde NON) et universelles
(sonde EUB) sont présentées au tableau XXI et résume les données illustrées aux figures
31A, B et C. Les résultats obtenus montrent que I’intensité du signal de fluorescence pour
les hybridations spécifiques avec la sonde LACTO et universelle avec la sonde EUB était
plus élevée au temps 8 heures de croissance avec des valeurs respectives de 170 et 179,7.
Elle était respectivement de 42,9 et 75,8 avec la méme culture aprés 24 heures
d’incubation. De plus, I'IMF pour I’hybridation non spécifique avec la sonde NON était
de 5,3. Ces résultats démontrent que [’intensité de la fluorescence par cellule varie selon
I’état métabolique de la cellule elle-méme, et diminue quand les cellules ne sont pas en

bon état métabolique (pendant la phase de croissance exponentielle).

3.4 Suivi des 2 souches L. johnsonii et B. adolescentis mélangées aprés hybridation

par FCM, utilisant des sondes spécifiques couplées 2 un méme fluorochrome

Apres avoir étudié la technique d’hybridation in situ avec la culture pure de L.
Johnsonii et B. adolescentis, la prochaine étape de I’étude consistait & procéder a un essai
de détection de celles-ci a I'intérieur d’'un mélange des deux cultures traitées, donc
mélangées aprés |’étape de I’hybridation. Ainsi, les deux souches ont été traitées apres
une période de 8 heures en culture pure. Elles sont mélangées en quantité égale de
volume. Deux histogrammes du profil de dispersion ont été enregistrés, un pour
’autofluorescence (Fig. 32A) et 'autre pour I’hybridation spécifique avec les sondes

LACTO et BIF couplées avec la fluorescéine (Fig. 32B). Théoriquement, les cellules se
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Figure 31:

Signaux de fluorescence des sondes spécifique, universelle, non
spécifique obtenus par hybridation de culture de L. johnsonii aprés 8

heures et 24 heures de croissance, et de I’autofluorescence des cellules
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Figure 32:  Profils de dispersions des souches L. johnsonii et B. adolescentis en
mélange, et du signal de fluorescence des sondes spécifiques (LACTO

et BIF)

A: Histogramme du profil de
dispersion des souches L. johnsonii et
B. adolescentis en mélange en absence
d’hybridation, B: Histogramme du
profil de dispersion du mélange

hybridé avec les sondes LACTO et

BIF, C: Histogramme du signal de

------

fluorescence du mélange hybridé avec
les sondes LACTO et BIF.
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différencient selon leur taille et leur granulosité. Apparemment, les deux profils de
dispersion présentés en 3 dimensions ont montré qu’il existe une seule population
constituée d’une seule espéce bactérienne. Un seul pic a été observé lors de ’hybridation
avec les deux sondes spécifiques dans [I’histogramme de fluorescence (Fig. 32C).
Cependant la séparation des signaux de fluorescence des deux populations était indéfinie.
Ces résultats ont montré que la distinction entre les deux populations était impossible car

elles se superposent.
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CHAPITRE 4: DISCUSSION

4.1  Développement des milieux de culture sélectif simple pour dénombrer les

deux souches étudiées L. johnsonii et B. adolescentis

La premiere partie du travail présenté dans ce mémoire était ciblée au
développement d’un milieu sélectif pour la souche B. adolescentis, utilisant trois milieux

(MRS+, MRS+++ et MRSLC) ainsi que les méthodes qualitative et quantitative.

4.1.1 Evaluation de la sélectivité du milieu MRSLC

Basé sur les résultats présentés au chapitre 3, on peut conclure que le milieu
MRS+++ est un milieu électif qui permet la croissance de la souche L. johnsonii et la
souche B. adolescentis. De plus, la croissance de deux souches sur le milieu MRS+ a été
considérée comme réduite a irréguliére. Donc, le carbonate de sodium et le chlorure de
calcium, les deux ingrédients ajoutés, gardent plus longtemps le potentiel redox du
milieu. [l n’y a aucune littérature montrant cette hypothése, mais les laboratoires
d’Agriculture et Agro-Alimentaire Canada (R. Wheatcroft, communication personnelle)
ont suggérés leur utilisation pour cette raison. La solution hydrochloride monohydraté
de L-cystéine est un agent réducteur, utilisé dans plusieurs études pour dénombrer les
bactéries lactiques et les bifidobacteries par les laboratoires industriels laitiers (Roy, 2001;
Ventura et al., 2001; Payne et al., 1999; Dave et Shah, 1996; Sykes et Skinner, 1973). Le
milieu MRSLC est sélectif pour la souche B. adolescentis. Il inhibe la croissance de la
souche L. johnsonii. Ce milieu est simple, sa préparation est adaptée al’emploi en
analyse microbiologique de routine en comparaison avec d’autres milieux développés et
publiés récemment (Roy, 2001). Le chlorure de lithium a été utilisé pour 1’isolement
sélectif des bifidobactéries dans d’autres études, mais jamais utilisé avec le milieu
commercial MRS. Bien qu’il soit généralement employé en microbiologie, son
mécanisme d’action sur les cellules bactériennes est encore mal compris. Teraguchi et
son équipe ont proposé que le chlorure de lithium limite la croissance de L. acidophilus
a une concentration de 3 g/L (Roy, 2001; Teraguchi e al., 1978). Il reste & mentionner

que la sélectivité du milieu MRSLC est dépendante des souches utilisées, L. johnsonii et
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B. adolescentis. Ce milieu de culture devra donc étre testé pour sa sélectivité envers les

autres especes des bifidobactéries provenant de produits laitiers ou de I’environnement.

4.1.2 Evaluation de la productivité du milieu MRSLC

La courbe obtenue pour le milieu MRSLC suit sensiblement la méme tendance
que celle obtenue pour MRS+++, I’écart est donc resté constant. Selon Reuter un
milieu est productif si la concentration en micro-organismes recherchés obtenue sur le
milieu sélectif est au maximum 1 lg UFC.mL"' inférieure 4 celle obtenue sur un milieu
électif (Reuter, 1970). La concentration en B. adolescentis obtenue sur MRSLC est 1 Ig
UFC.mL" inférieure & celle obtenue sur MRS+++. La productivité du milieu sélectif
MRSLC, développé dans cette étude, est donc bonne envers la souche B. adolescentis.
Ce milieu de culture devra donc étre testé pour sa productivité envers les différentes

souches du genre Bifidobacterium.

4.2  Développement de protocole d’hybridation in situ pour le dénombrement

des deux souches étudiées L. johnsonii et B. adolescentis

Plusieurs expériences sur des cultures pures de deux espéces bactériennes ont
été effectuces. Les hybridations avec les cultures pures des souches L. johnsonii et B.
adolescentis ont permis d’observer des résultats concluants et intéressants.
Effectivement, les expériences d’hybridation in situ avec des bactéries de type Gram
positif particulierement des bactéries lactiques sont plus rares et moins concluantes dans
la littérature que celles effectuées avec les bactéries de type Gram négatif, et cette
situation a guidée en partie |’orientation du projet. De plus, I’hétérogénéité des parois
cellulaires des bactéries de type Gram positif (Prescott ef al., 1995) permet d’expliquer
les difficultés d’utiliser un traitement unique pour celles-ci. Parmi les propriétés de ces
deux souches, rappelons, entre autres, qu’elles sont anaérobes et qu’aucun suivi ou
expériences d’hybridation in situ (FISH) n’ont été effectués selon la littérature jusqu’a

maintenant.

L’utilisation de la technique d’hybridation in situ pour détecter et suivre une
souche bactérienne présente plusieurs avantages. Premierement, face aux méthodes de

microbiologie traditionnelles, cette méthode ne nécessite pas une étape de culture des

138



micro-organismes d’intérét pour pouvoir les étudier. Deuxiémement, la technique
d’hybridation in sirt permet de détecter les bactéries intactes et vivantes dans
I’environnement ou dans des produits laitiers contrairement & d’autres méthodes telle
que la PCR qui détecte les molécules d’acides nucléiques libres ou provenant de
bactéries mortes. De plus la combinaison de la méthode d’hybridation in situ avec
Putilisation de la cytométrie de flux permet d’effectuer des analyses rapides,
automatisées et quantitatives. Par contre, la technique posséde aussi quelques limites.
En effet, comme I’hybridation permet de détecter les cellules entiéres, il est nécessaire
de s’assurer d’avoir une quantité minimale de cellules pour pouvoir les déceler au-dela
de la limite de détection des outils disponibles tels que la cytométrie de flux. Il faut
s’assurer que les micro-organismes représentent une grande partie de la population
totale en cas de co-culture ou culture mixte. Si non, les seuils de détection restent a
nouveau problématiques. De plus, les micro-organismes a croissance lente ainsi que
ceux en état de latence ou de mortalité ne pourront étre que difficilement détectés a
cause de leur faible contenu en ARNr et donc par la faible possibilité d’hybridation des

sondes.

L’application de la technique d’hybridation in situ sur des cultures pures est
essentielle a réaliser avant de penser d’appliquer la technique directement sur des

milieux plus complexes tels que les produits laitiers et les matiéres fécales.

4.3  Optimisation de la technique d’hybridation in situ pour le dénombrement

des deux souches étudiées L. johnsonii et B. adolescentis

Les conditions optimales pour I’application de I’hybridation in situ avec les
deux souches étudiées ont consisté en une fixation et perméabilisation a la
paraformaldéhyde pendant 16 heures suivi de [I'éthanol. L'’utilisation de
paraformaldéhyde pendant 1 heure n’étant pas efficace pour une meilleure
perméabilisation, alors que son utilisation pendant 30 heures rendant la membrane
cellulaire plus rigide et plus difficile a perforer. L’utilisation du lysozyme pour la
perméabilisation de la membrane cellulaire au lieu de I’éthanol conduit a la destruction

de la cellule toute entiere.
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L’optimisation de la technique d’hybridation in situ avec les souches L.
Jjohnsonii et B. adolescentis s’est effectuée en plusieurs tentatives. Cependant, la
perméabilisation est une étape critique de la technique d’hybridation in situ car il faut
modifier la membrane suffisamment pour permettre aux sondes fluorescentes de
pénétrer, tout en gardant les constituants cellulaires a I’intérieur et ’intégrité cellulaire
pour la détection par cytométrie de flux. Cependant [’utilisation des molécules qui
s’attaquent a la paroi cellulaire telles que le lysozyme, entraine une perméabilisation
plus difficile car ces molécules a haut poids moléculaire augmentent de 6000 a 50 000
fois le poids moléculaire total d’une sonde marquée par un seul fluorochrome (Amann
et al., 1992). En effet, la limite entre la lyse cellulaire et [’accessibilité des molécules
visées se rétrécit dangereusement. L’utilisation combinée de paraformaldéhyde ainsi
que de I’éthanol permet une perméabilisation efficace de la membrane cellulaire dans le
cas des deux souches L. johnsonii et B. adolescentis. Ces deux agents permettent aussi
des liaisons croisées entre les molécules a I’intérieur de la cellule. Diftérents temps de

fixation a la paraformaldéhyde ont été essayés, tels que 1 heure, 16 heures et 30 heures.

La sélection de sondes, visant les séquences de I’ARNr 16S, a permis une
amélioration du protocole. La composition et 1’évaluation de sonde spécifique du
groupe Lactobacillus ciblant I’ARN 16S ribosomal ont été réalisées par Sghir et son
équipe en 1998. La sonde LACTO722 a été choisie comme sonde spécitique du groupe
Lactobacillus (LGP). La séquence nucléotidique de la région ciblée par la sonde
LACTO722 était unique au groupe phylogénétique Lactobacillus-Pediococcus-
Leuconostoc. Cette région est différente chez les autres bactéries lactiques Lactococcus,
Enterococcus et Bifidobacterium (Sghir et al., 2000; Sghir et al, 1998). L’ARNr
posséde une structure tridimensionnelle ol plusieurs séquences hybrident ou
interagissent entre elles mais aussi avec les protéines des ribosomes. Ces structures
peuvent ainsi cacher les sites d’hybridation des sondes choisies. Une étude de
Langendijk et al, (1995) a démontré par hybridation in situ les différences
d’accessibilité¢ de sondes visant différents sites de ’ARN 16§ des especes du genre
Bifidobacterium. Les bifidobactéries forment un faisceau monophylétique sur la base
des séquences d’ARNr 16S. Trois sondes ont été développées et examinées pour la

détection genre-spécifique des espéces de Bifidobacterium dans la flore fécale humaine
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(Langendijk et al, 1995). Les sondes oligonucléotidiques BIF164 et BIF662 sont
complémentaires a des séquences dans les régions variables V2 et V4, respectivement.
Une troisiéme sonde, BIF1278, dirigée contre une séquence dans la région V8, a été
suggérée par Frothingham et al. (1993). La sonde universelle UNI219 a été utilisée
comme témoin positif. Les sondes ont été marquées avec de l'isothiocyanate de
fluorescéine (FITC) a I’extrémité 5°. Les signaux de fluorescence pour toutes les
especes de Bifidobacterium ayant hybridé avec les sondes BIF164, BIF 662, BIF 1278,
UNIS519, et le controle négatif étaient 1.381 £ 0.182, 0.866 = 0.199, 0.215 £ 0.029,
0.919 + 0.098, et 0.075 £ 0.011, respectivement. Les pourcentages d'hybridation offrent
une mesure plus objective pour l'analyse de la spécificité des sondes. Les pourcentages
d'hybridation avec la sonde BIF164 étaient sensiblement plus hauts qu'avec les sondes
BIF662 et BIF1278 et semblables a ceux obtenues avec UNI519. L'hybridation faible de
la sonde BIF1278 peut résulter de la présence d'un site de liaison intramoléculaire dans
la région variable V8 de I’ARNTr 16S, comme décrit pour Escherichia coli (Brimacombe
et al., 1990). De tels sites peuvent interférer la liaison de sonde. Suivant les résultats
obtenus dans la littérature, la sonde BIF164 a été employée dans ce projet comme la

meilleure sonde spécifique du genre Bifidobacterium.

L’agglutination des cellules a causé un probleme important lors du défilement
des cellules dans la veine d’entrainement du cytométre, diminuant alors la valeur des
comptes observés par cytométrie. Effectivement, les cellules passeraient en groupe, au
lieu d’une par une, variant de quelques-unes (B. adolescentis) a possiblement plus d’une
dizaine (L. johnsonii). Dans les différents histogrammes de profil de dispersion des
souches L. johnsonii et B. adolescentis en culture pure présentés dans la section
Résultats, nous avons observé que les profils étaient en effet assez étendus, en forme de
poire, et terminés avec une longue extrémité représentant les événements les plus gros
et granuleux, possiblement des groupes de plusieurs bactéries. Bien que le tampon
utilisé tout au long de I’expérience possédait du pyrophosphate, reconnu pour favoriser
la dispersion d’agrégats (Manz er al., 1994), et que les cellules avaient subi une vive
agitation mécanique, des efforts supplémentaires ont été orientés vers la séparation des
agrégats par une méthode physique (la sonication) sans pour autant empécher

I’accessibilité¢ des sondes jusqu’a leur cible (sonication avant hybridation) et la
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visualisation des cellules et de leur fluorescence (sonication aprés hybridation).
Lipoglavsek et Avgustin sont deux chercheurs qui utilisaient la cytométrie de flux pour
’énumération des bactéries du rumen. Ils pouvaient également séparer par sonication les
cellules bactériennes des particules inorganiques qui forment des agrégats (Lipoglavsek et

Avgustin, 2001).

4.4  Vérification de I’état métabolique de cellules par FISH-FCM

L’intensité de la fluorescence varie en fonction du contenu cellulaire en ARN
ribosomal cible. Cependant, le contenu en ARNr diminue en relation avec le taux de
croissance et par conséquent, I’intensité de fluorescence par cellule varierait selon la
phase de croissance. Cette relation a été testée avec la souche L. johnsonii a différents
temps de croissance. Le temps 8 heures se situe dans la phase exponentielle ou
logarithmique de croissance pendant laquelle, la souche L. johnsonii se divise a la vitesse
maximale. C’est dans cette phase ou l'on retrouve le plus grand nombre de
macromolécules dont I’ARNr. Le temps 24 heures de croissance se situe dans la phase
stationnaire pendant laquelle un équilibre survient entre la division et la mort cellulaire.
Une grande différence de fluorescence a été obtenue aux temps 8 heures et 24 heures de
croissance. Ce test simple était considéré comme une introduction au suivi de la souche L.
Jjohnsonii et la détermination de la phase de croissance par FISH-FCM et par la suite, la
comparaison des comptes obtenus par étalement et par cytométrie de flux. C’est un
exemple qui peut étre appliqué a n’importe quelle souche bactérienne. Notons que les
courbes de croissance varient selon les espéces de méme que par la nature et la
composition du milieu dans lequel les micro-organismes sont. La courbe de croissance
peut aussi dépendre de la quantité de I’inoculum et sa qualité¢ (par exemple provenant

d’une culture agée ou refroidie) (Prescott et al., 1995).

4.5 Suivi des 2 souches L. johnsonii et B. adolescentis mélangées aprés
hybridation par cytométrie, utilisant des sondes spécifiques couplées a un

méme fluorochrome

La détection des deux souches L. johnsonii et B. adolescentis en culture pure par
hybridation in situ couplée a la cytométrie a permis quelques observations. Tout d’abord,

les histogrammes de profil de dispersion de chacune des deux souches ont tombé
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approximativement sur la méme région. Une estimation de la distinction entre les deux
souches en mélange, en co-culture ou en culture mixte a pu étre tentée. La distinction
entre les deux souches n’a été possible en autant qu’un seul fluorochrome a été utilisé.
Effectivement, I’essai de détecter les deux souches mélangées par utilisation des sondes
spécifiques couplées a un méme fluorochrome a confirmé cette estimation. C’est pour
cette raison que I’utilisation simultanée des deux fluorochromes différents couplant les
deux sondes spécifiques, un pour chaque souche, serait nécessaire. Ces deux
fluorochromes choisis doivent étre compatibles avec la source lumineuse utilisée. De
plus, ils doivent étre choisis de fagon & étre distingués les uns des autres (spectres
d'émission différents) mais si possible pouvoir étre excités par la méme source lumineuse
(spectres d'absorption proches). Une autre solution pouvant étre efficace mais qui va
doubler le travail consiste a utiliser chaque sonde spécifique a part de sorte que les deux

sondes soient couplées a un méme fluorochrome.

4.6 Perspectives

L’importance sur le marché des laits fermentés aux vertus présumées
probiotiques augmente réguliérement. La flore bactérienne dans le produit est souvent
dominée par Streptococcus (S.) thermophilus, Lactobacillus (L.) delbrueckii ssp.
bulgaricus et L. acidophilus, alors que les bifidobactéries ne sont présentes qu’en faible
concentration. Egalement, les bifidobactéries sont utilisées comme indicateurs de
contamination fécale dans les aliments. Leur besoin complexe en nutriment et leur
croissance en anaérobiose stricte en font des bactéries difficiles & cultiver. Leur
dénombrement nécessite donc I’utilisation d’un milieu sélectif. La disponibilité des
méthodes faciles et peu colteuses pour la détection, I'identification et I'énumération des
bifidobactéries sont par conséquent importantes en microbiologie environnementale et

alimentaire.

[l n’existe a4 ce jour aucune méthode standard de dénombrement des
bifidobactéries, basée sur un milieu de culture simple. Le milieu sélectif simple MRSLC
développé dans cette étude a été testé pour une seule souche de Bifidobacterium, B.
adolescentis. Prochainement, des expériences vont étre faites dans notre laboratoire, afin

de suivre la croissance des différentes souches du genre Bifidobacterium sur le milieu



MRSLC et également tester sa capacité d’inhibition de la croissance des espéces
bactériennes qui sont en relation physiologique et écologique au Bifidobacterium
(Enterobacteriaceae, Enterococcus et Lactobacillus). La réussite de ces expériences
permettra de lancer un nouveau milieu simple de sélection des Bifidobacterium et de

Iutiliser dans le cadre d’analyses de routine effectuées dans les différents laboratoires.

Les expériences d’hybridation in siru en combinaison avec la cytométrie de flux
sur les deux souches bactériennes en culture pure ont permis d’orienter les perspectives
tutures. Celles-ci peuvent donc étre portées sur le développement et la mise au point de la
technique FISH-FCM afin d’effectuer le suivi des deux souches dans différentes cultures
mixtes plus complexes et ce, particuliérement a cause des résultats encourageants obtenus
pendant le projet et des caractéristiques particuliéres des deux souches. Parmi ces
propriétés, rappelons, entre autres, qu’elles sont des bactéries endogénes et dominantes de
la microflore intestinale, de type Gram positif et anaérobes facultatives ou strictes et
qu’aucun suivi et expériences de FISH-FCM n’ont été effectués dans la littérature. De
plus, elles sont des bactéries potentiellement probiotiques, assez utilisées dans les produits
pharmaceutiques, les yogourts et les aliments fermentés. L’utilisation de cette technique
modeme pour suivre ces deux bactéries dans les matiéres fécales et les aliments fermentés
permettrait de détecter un état pathologique plus tot, d’évaluer les effets des maladies de
intestin sur la population de la microflore gastro-intestinale endogéne, d’évaluer les
eftets cliniques d’une probiothérapie dans diverses maladies, et enfin de quantifier et
d’indiquer la viabilité de ces deux bactéries dans les aliments fermentés et par suite
donner aux consommateurs les ingrédients des produits administrés par des analyses

rapides et automatisées.
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CONCLUSION

Lactobacillus johnsonii et Bifidobacterium adolescentis sont deux bactéries
symbiotiques de la microflore gastro-intestinale endogéne de I’Homme. La colonisation
de I’intestin s’effectue dans les heures qui suivent la naissance, et se poursuit toute la
vie. Elles sont présentes en grandes quantités (entre 10% et 10" bactéries/g de matiére
colique) et sont considérées comme dominantes parmi plus de 400 espéces bactériennes
qui composent la microflore du cdlon. Ces deux bactéries jouent un réle trés important
pour la santé humaine en aidant notamment a la digestion des aliments, en synthétisant
des vitamines essentielles et en prévenant la prolifération des pathogénes. Elles ont
également plusieurs vertus probiotiques potentielles, en particulier des effets anti-
microbiens, immunomodulateurs, de réduction du risque de cancer, et elles influencent
I’équilibre de la microflore intestinale une fois ingérées en quantité suffisante. Les
lactobacilles et les bifidobactéries sont les plus utilisées comme probiotiques dans les
aliments fonctionnels & cause de leur capacité de survie élevée durant leur passage le
long du tube digestif. De plus, ce sont des bactéries lactiques qui sont utilisées en
alimentation humaine et sont a la base de la fabrication des produits laitiers, carnés,
végétaux et de la péche. Elles sont également utilisées comme perspectives
biofonctionnelles dans les produits pharmaceutiques pour une thérapie probiotique. Afin
d’estimer les variations des populations de Lactobacillus et Bifidobacterium avec I’état
sanitaire de I’Homme et de connaitre quels sont les dosages de probiotiques les mieux
adaptés a chacune des pathologies, le dénombrement de ces bactéries se révéle comme

un parameétre important a étudier.

Les objectifs de ce travail étaient en premier lieu de développer un milieu de
culture sélectif simple qui favorise la croissance de Bifidobacterium adolescentis et
inhibe la croissance de Lacrobacillus johnsonii, et d’en effectuer une étude comparative
de la croissance sur d’autres milieux électifs; en second lieu de détecter et dénombrer
ces deux souches bactériennes de type Gram positif par hybridation in sifu en

combinaison avec la cytométrie de flux (FISH-FCM).
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Un milieu de culture MRSLC sélectif et reproductif pour Bifidobacterium
adolescentis a été développé dans cette étude. Ce milieu est simple en comparaison avec
les autres milieux publiés dans la littérature. La croissance de la souche Bifidobacterium
adolescentis sur MRSLC a été comparée avec sa croissance sur un autre milieu électif
MRS+++. L’utilisation de la technique d’hybridation in situ combinée a la cytométrie
de flux a permis de détecter avantageusement les deux bactéries de type Gram positif
Lactobacillus johnsonii et Bifidobacterium adolescentis en culture pure. De plus,
'utilisation de la cytométrie de flux a permis d’effectuer des analyses rapides et
automatisées. Par contre, bien que la technique ait réussi a détecter les deux souches en
culture pure, elle a aussi confirmé une importante corrélation de la réussite de la

technique avec la dispersion des cellules et la phase de croissance de culture.
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