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Résumé

Les probiotiques sont définis comme étant des suppléments nutritionnels
composés de micro-organismes précis, vivants, en quantité suffisante et capable d'altérer
le microbiote intestinal de 1'hdte (par implantation ou colonisation) pour exercer des
effets bénéfiques. Les bactériocines produites par les bactéries lactiques (BAL) sont des
peptides antimicrobiens bactéricides qui inhibent la croissance d'autres bactéries sans
affecter le développement de la souche productrice. L'influence des BAL productrices de
bactériocines sur le microbiote intestinal est trés peu documentée. Ce projet de doctorat
avait pour objectif de caractériser le potentiel antimicrobien de diverses BAL

probiotiques.

Dans un premier temps, les modes d’action antimicrobiens d’un lait fermenté par
le probiotique Bio-K+CL1285 ont été évalués. Les résultats démontrent I’implication
importante des acides organiques, mais aussi d’un autre composé non identifié. Ensuite,
Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 et Pediococcus acidilactici MM33, isolées a
partir de féces humaines, ont montré la capacité de sécréter deux bactériocines distinctes.
Ces bactériocines ont ensuite été purifiées par chromatographie en phase liquide et
identifiées par dégradation d'Edman et spectrométrie de masse. L'hybridation de 'ADN
total de chaque bactérie avec les génes de la nisine et de la pédiocine PA-1 a permis de
confirmer que Lc. lactis MMI19 produit la nisine Z tandis que P. acidilactici MM33
sécréte la pédiocine PA-1. C'est la premiére fois que des souches de BAL provenant d'un
intestin humain et possédant la capacité de produire ces deux bactériocines sont isolées.
De plus, une souche mutante ayant perdu la capacité de sécréter la pédiocine a été
développée. En paralléle, la production de bactériocines a été testée chez d'autres

probiotiques.

Les probiotiques & I'étude ont été testés pour vérifier leur résistance a l'acidité
gastrique et aux sels biliaires. Parmi les souches a I'étude, P. acidilactici MM33 semble la
bactérie la plus résistante aux sels biliaires tandis que Lactobacillus rhamnosus RW-

9595M, une souche mutante qui surproduit des exopolysaccharides, résiste le moins.



Toutes les souches probiotiques survivent trés bien 4 un traitement gastrique de 30

minutes a pH > 2,5.

L'influence du gavage quotidien de diverses souches probiotiques a été testée sur
des souris C57Bl/6 saines. La prise de probiotiques a augmenté la concentration de
bactéries lactiques totales dans les féces de ces souris. De plus, le ferment CL1285, L.
kefiranofaciens R2C2, L. rhamnosus ATCC 9595 et L. rhamnosus RW-9595M ont
diminué significativement la concentration de staphylocoques et de coliformes totaux
aprés 9 jours de gavages tandis que les deux bactéries productrices de bactériocines ont
augmenté temporairement la concentration de staphylocoques. Dans un modéle murin
d’infection intestinale par Enterococcus résistant & la vancomycine (ERV), le gavage des
souris infectées avec les BAL productrices de bactériocines a permis de diminuer la
concentration fécale d’ERV contrairement a la souche non-bactériocinogéne qui n’a pas
eu d’effet. Ce projet de doctorat aura permis d’isoler deux souches humaines productrices
de nisine et de pédiocine. Ces bactéries, a fort potentiel probiotique, pourraient &tre
utilisées dans la fabrication d’un produit nutraceutique dédié a la prévention des

infections gastro-intestinales causées par des bactéries résistantes aux antibiotiques.

1K el

Mathieu Millette, candidat PhD Prof. Monique Lacroix,
Directrice de recherche
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Introduction

Des percées scientifiques majeures ont été effectuées dans tous les domaines des
sciences de la santé depuis la fin du 19°™ sjécle, principalement dans le développement
d’agents antimicrobiens. Cependant, les décés dus aux infections respiratoires aigués, aux
maladies diarrhéiques, a la rougeole, au syndrome de I’immunodéficience acquise
(SIDA), au paludisme et & la tuberculose représentent plus de 85% de la mortalité
attribuée aux maladies infectieuses dans le monde (OMS, 2001). Le phénomeéne de
résistance aux antibiotiques connait une accélération exponentielle depuis les années
1980 ce qui remet en cause les traitements développés pour éradiquer ces infections. Les
bactéries acquiérent leur résistance aux antibiotiques si rapidement que I’industrie
pharmaceutique est incapable de développer de nouvelles drogues pour compétitionner
contre les souches mutantes (Rolfe, 2000). Les exemples de bactéries résistantes aux
antibiotiques sont multiples: Enterococcus résistants a la vancomycine (ERV),
Staphylococcus aureus résistant & la méthicilline (SARM), Streptococcus pheumoniae
résistant a la pénicilline (SPRP) (Conly, 2002). En effet, les données recueillies par le
programme canadien de surveillance des infections nosocomiales (PCSIN) montrent que
la proportion d’isolats de SARM par rapport aux isolats cliniques de S. aureus sensibles a
la méthicilline était en augmentation passant de 1 & 8% entre 1995 et 2000 (Conly, 2002).
Dans la seule année 2003 au Québec, il a coiité plus de 16 millions de dollars pour le
traitement de 579 bactériémies causées par le SARM (INSPQ, 2003). Aux Etats-Unis,
I’incidence des infections nosocomiales provoquées par des ERV est passée de 0,3% en
1989 a 23% en 1999 (Martone, 1998). Bien que beaucoup moins fréquentes, des
épidémies d’ERV ont été recensées dans toutes les provinces canadiennes au cours des
derniéres années. L’ERV n’est pas trés pathogéne, & moins d’infecter des individus
immunodéprimés tels que des malades traités dans I'unité de soins intensifs d’un centre
hospitalier. Par contre, cette bactérie agit comme un réservoir de génes de résistance aux
antibiotiques. L’ERV a une grande facilité a développer, acquérir et transmettre ses génes
de résistance a des pathogénes beaucoup plus virulents tels que le SARM ou le SPRP
(Koch et al., 2004). Pour cette raison, il est primordial de contrdler et d’éliminer ce

pathogéne nosocomial.



En plus des mesures préventives renforcées, il devient urgent de trouver des
méthodes de remplacement aux antibiotiques. A cet effet, les habiletés antimicrobiennes
des probiotiques deviennent une solution alternative de choix a I’antibiothérapie
traditionnelle contre les infections gastro-intestinales. Les vertus préventives et
thérapeutiques des bactéries probiotiques sont de plus en plus reconnues par la
communauté scientifique. En effet, il est désormais admis que les probiotiques
augmentent la qualité nutritive des aliments, stimulent la synthése des vitamines et la
production d’enzymes, stabilisent la microflore entérique par exclusion compétitive des
bactéries pathogénes, améliorent les systémes de défense de I’h6te par la production
d’agents antimicrobiens, réduisent le taux de cholestérol sérique, diminuent les risques de
cancer du colon par la détoxification des carcinogénes et suppriment les tumeurs par la
modulation de I’immunité 4 médiation cellulaire (Brady et al., 2000; De Roos et Katan,
2000; Naidu et Clemens, 2000; Génzle et al., 1999; Hirayama et Rafiter 1999; Holzapfel
et al., 1998; Netherwood ef al., 1999; Ouwehand et al., 1999; Tahri et al., 1995; Taylor et
Williams 1998; Wagner ef al., 2000).

D’une part, de nombreux produits alimentaires possédant des vertus probiotiques
sont en vente libre dans le marché nord-américain (yogourt, lait fermenté, kéfir, capsules
de bactéries lyophilisées). Afin d’exercer leurs actions bénéfiques, les bactéries acido-
lactiques (BAL) doivent survivre aux conditions particuliéres retrouvées dans 1’estomac
et I’intestin. Le niveau d’acidité de I’estomac, la présence d’enzymes digestifs et les sels
biliaires au niveau du duodénum et du petit intestin sont les principaux éléments pouvant
compromettre la survie des BAL lors du transit gastro-intestinal. D’autre part, la
manipulation de 1’écologie intestinale par la consommation de souches microbiennes
spécifiques est relativement bien documentée. Par contre, I’impact de I’ingestion de BAL
sur le microbiote intestinal ou la capacité de ces bactéries bactériocinogénes a prévenir
des infections provoquées par des pathogénes résistants aux antibiotiques n’est pas
connu. Par conséquent, cette étude a démontré I’implication réelle de la production de
bactériocines lors de I’ingestion de souches productrices sur le microbiote intestinal de

souris saines ou dans un modéle d’infection a ERV.



CHAPITRE 1

Revue de littérature



1.1. LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

A la suite de la découverte de la pénicilline, la recherche de nouvelles molécules
antibiotiques a été fructueuse pour les compagnies pharmaceutiques. En fait, le rythme
des nouveautés était tel qu’en 1969 le chirurgien général des Etats-unis (US General
Surgeon), William H. Stewart, a déclaré que le temps était venu de fermer le grand livre
des maladies infectieuses!! (Nelson, 2003). Cependant, des maladies autrefois facilement
prises en charge et soignées sont maintenant de retour et plus virulentes que jamais. La
syphilis (Treponema pallidum), 1a gonorrhée (Neisseria gonorrhoeae), le choléra (Vibrio
cholerae) et la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) sont quelques exemples de

dangereux pathogénes qui étaient autrefois facilement ¢éliminés par les antibiotiques.

“___But I would like to sound one note of warning. Penicillin is to all intents and purposes
non-poisonous so there is no need to worry about giving an overdose and poisoning the
patient. There may be a danger, though, in underdosage. It is not difficult to make
microbes resistant to penicillin in the laboratory by exposing them to concentrations not
sufficient to kill them, and the same thing has occasionally happened in the body....”
Alexander Flemming, (1945)

Flemming lui-méme avait prédit le phénomeéne de résistance bactérienne aux
antibiotiques durant sa présentation lors de la remise du prix Nobel de Médecine en 1945.
Depuis la découverte de la pénicilline en 1928, les antibiotiques sont extrémement
utilisés dans les hopitaux et autres centres de soins de santé partout dans le monde, afin
de combattre les maladies causées par les infections bactériennes. Cent soixante millions
de prescriptions d’antibiotiques seraient rédigées annuellement aux Etats-Unis contre 25
millions de doses d’antibiotiques oraux au Canada en 1999 (Conly, 2002). Un volume de
22.7 millions de kilogrammes d’antibiotiques sont vendus aux Etats-unis dont la moitié
est destinée aux humains et I’autre moitié pour I’agriculture et I’aquaculture. Cette
utilisation massive en médecine humaine et vétérinaire et son usage comme promoteur de
croissance dans 1’élevage des animaux a permis aux bactéries de développer une

résistance accrue a ces substances antibiotiques. Ce phénomeéne de résistance est



maintenant considéré comme 1’un des problémes majeurs de santé publique dans le
traitement des maladies infecticuses. Une augmentation dramatique de la résistance a ét¢
observée au cours des 3 derniéres décennies et de plus en plus d’études ont établi une
corrélation directe entre le manque de contrdles et de lignes directrices lors de la
prescription des antibiotiques par les médecins dans les centres hospitaliers et la

fréquence d’apparition de la résistance aux antibiotiques (Murray, 1997).
1.1.1. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

L’immense majorité des microorganismes a la capacité de développer des
résistances aux divers antibiotiques. Le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(SARM), I’Enterococcus sp. résistant a la vancomycine (ERV), les Shigella sp. et
Salmonella tésistantes & plusieurs antibiotiques, les bacilles entériques Gram- tels
Klebsiella sp. et Enterobacter sp. résistants & tous les antibiotiques de la classe de p-
lactamines ou encore le Streptococcus pneumoniae résistant a la pénicilline (SPRP) sont
autant d’exemples de problémes cliniques fréquemment rapportés dans la littérature
médicale (Conly, 2002). Les bactéries pathogénes Gram + sont des agents infectieux tres
présents en milieu hospitalier, principalement le SARM et I’ERV.

Etant donné que les modes d’action et les récepteurs moléculaires des
antibiotiques sont trés variés (Figure 1.1), les mécanismes de résistance développés par
les microbes le sont tout aussi. En fait, les génes de résistance aux antibiotiques qui sont
aujourd’hui portés par les bactéries n’ont pas toujours été présents chez les especes
devenues insensibles. Il semblerait que ces génes proviennent de la cohabitation depuis
des millénaires avec les microbes producteurs de ces antibiotiques, mais que la pression
sélective imposée par les antibiotiques aurait accéléré ce processus de transfert. Les
bactéries peuvent résister aux antibiotiques en produisant des enzymes qui ont la capacité
de modifier les antibiotiques telles les B-lactamases qui hydrolysent I’anneau lactamine
de la pénicilline (Livermore et Wood ford, 2006). Certaines bactéries vont modifier la
cible moléculaire de l’antibiotique I’empéchant ainsi d’adhérer a la bactérie. Ce

phénomeéne a été observé chez certaines souches de Pneumococcus sp. qui altérent la



protéine liant la pénicilline a la surface membranaire (Figure 1.1) (Coffey et al., 1995).
Le principal mécanisme de résistance & la tétracycline de nombreuses bactéries autant
Gram + que Gram — consiste en ’expulsion de I’antibiotique vers I’extérieur de la
bactérie a I’aide de pompes membranaires. Finalement, des mutations ponctuelles
spécifiques peuvent survenir sur les génes de résistance déja existants en présence de
concentrations sous-létales d’antibiotiques ce qui ménera & I’apparition de nouveaux
geénes de résistance contre de nouveaux antibiotiques (Roy, 1997). Quel que soit le
mécanisme de résistance observé, un géne est toujours impliqué. Ces génes peuvent étre
transmis d’une espéce 4 1’autre par des plasmides, des transposons ou des intégrons. Les
deux derniéres sont des éléments génétiques mobiles qui assurent la dissémination plus
ou moins rapide des génes de résistance chez les micro-organismes (Grundmann et al.,

2006).
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Figure 1.1. Agents antimicrobiens et leurs cibles moléculaires dans les bactéries. ADHF:
acide dihydrofolique; ADHP: acide dihydroptéroique; ATHF: acide tétrahydrofolique;
APAB: acide para-aminobenzoique; DHFR: dihydrofolate réductase; DHPS:
dihydroptéroate synthase; PLP: protéines liant la pénicilline (adapté de Roy, 1997).

1.1.2. Enterococcus résistant a la vancomycine (ERV)

Les Enterococcus sp. font partie du microbiote gastro-intestinal (de la bouche a
P’anus) et vaginal des humains et des animaux. Ils sont devenus des pathogenes
importants durant les deux derniéres décennies a cause de leur résistance intrinséque ou
acquise face aux antibiotiques. Le risque de colonisation ou d’infection par les ERV a été
associé a Putilisation de plusieurs antibiotiques, notamment les glycopeptides oraux ou

intraveineux, les céphalosporines de troisiéme génération et les antibiotiques avec activité



anti-anaérobie. Les entérocoques sont intrinséquement résistants & 1’aztréoname, aux
céphalosporines, a la clindamycine, aux pénicillines résistantes aux pénicillases, au
trimethoprim-sulfamethoxal et aux amino-glycosides. De plus, ils ont acquis des
résistances a la pénicilline, a I’érythromycine, la gentamicine, la streptomycine, la
tétracycline et la vancomycine (Donskey et al., 1999). Par contre, il a été démontré que la
ramoplanine et la bacitracine orale sont capables de supprimer la colonisation intestinale
par les ERV. Toutefois, 4 la suite de I’antibiothérapie, des récurrences ont été observées
dans tous les cas (Stiefel et al., 2004). La colonisation par les entérocoques peut persister
plusieurs mois et les patients qui en sont colonisés sont des réservoirs de propagation de
I’infection qui peut devenir rapidement une épidémie si aucune mesure n’est prise pour
enrayer la transmission (Donskey ef al., 2001). Bien que la vancomycine soit utilisée en
médecine humaine depuis 1958 (Levine, 2006), ce n’est qu’en 1986 que la premiere
souche d’ERV a été isolée en Europe (Uttley et al., 1988) et en 1987 pour le premier
ERV américain (Sahm et al., 1989). Aux Etats-Unis, la fréquence de résistance a la
vancomycine chez les isolats cliniques d’entérocoques a augmenté de 0,3% en 1989 a
7.9% en 1993 (CDC, 1993). La fréquence de résistance était de 30% en 2004 (NNIS,
2004). Conly (2002) rapporte qu’il en cofite 6 7323 pour soigner un individu colonisé par
’ERV et que la facture totale au Canada varierait entre 5 et 16$ millions. La propagation
d’ERV peut mener a 1’augmentation des isolats cliniques multi-résistants puisque, malgré
que les entérocoques ne soient pas reconnus comme étant des pathogénes séveres, ils
représentent un réservoir impressionnant de geénes de résistance. En effet, la
dissémination horizontale de la résistance aux glycopeptides a des bactéries beaucoup
plus dangereuses, comme les staphylocoques ou les streptocoques, a été observée parce
qu’il n’y a pas de barriére a 1’expression hétérologue ou au transfert de génes parmi les
cocci Gram + (Courvalin, 2006; Rice, 2006). Les souches d’ERV ont d’innombrables
génes de résistance a plusieurs antibiotiques. Cependant, la résistance a la vancomycine
est contrdlée par sept génes vand & vanG qui conduisent a des niveaux de tolérance
variés. Tous ces génes modifient le récepteur de la vancomycine dans la membrane
bactérienne ce qui a pour effet de diminuer la liaison du glycopeptide avec leur cible. Les

génes vand, vanB et vanD modifient I’alanine terminale du pentapeptide précurseur de la



muréine par le D-lactate tandis que les génes vanC,, vanCy;3 , vanE et vanG le changent

en D-sérine (Klare ef al., 2003).

1.1.3. Staphylococcus aureus résistant 2 la méthicilline (SARM)

La méthicilline a été utilisée pour la premiére fois en Europe en 1959 et aux Etats-
Unis en 1961. Les premiéres souches de SARM ont €té isolées au Royaume-Uni en 1961,
suivi de prés par les autres pays européens, Japon et Australie. Le premier SARM
américain a été observé en 1968 (Rice, 2006) et au Canada en 1981 (Conly, 2002). Les
isolats cliniques S. aureus résistants a la méthicilline étaient de 35% en 1996 (Conly,
2002) et de 57% en 2002 (Rice, 2006). En 2004, 59,4% des infections dans les unités de
soins intensifs étaient causées par le SARM, une augmentation de 11% par rapport aux
chiffres de 2002. De plus, I’incidence des souches résistantes a la méthicilline au Canada
est passée de 1 & 6% entre 1995 et 1999 (Rice, 2006). Conly (2002) rapporte qu’il en
colite 14 360$ pour traiter une personne infectée par le SARM et estime de 42 a 59%
millions le cott des traitements associés a cette bactérie pour I’ensemble du Canada. Des
souches de SARM sont maintenant isolées dans la communauté. En général, le SARM est
résistant a plusieurs antibiotiques dont les B-lactamines. Par exemple, une souche
nommée EMRSA-17 a été isolée durant une rude épidémie dans le sud de 1’ Angleterre.
Cette souche était résistante & la méthicilline, aux fluoroquinolones (ciprofloxacin), aux
macrolides (érythromycine), aux aminoglycosides (gentamicine, kanamycine, néomycine,
streptomycine), & la tétracycline, & la rifampicine et a 1’acide fusidique (Aucken et al.,
2002). Plusieurs mécanismes de résistance a la méthicilline ont été observés chez les
SARM incluant I’inactivation de I’antibiotique par une B-lactamase, la réduction de la
capacité de la protéine liant la pénicilline (PLP) et I’acquisation du géne mecA qui code
pour une affinité réduite des B-lactamines. Ce dernier mécanisme semble prédominant

chez les SARM.

Malgré cela, les multinationales pharmaceutiques coupent les budgets alloués a la
recherche et développement de nouveaux antibiotiques du fait que ces médicaments, de
plus en plus dispendieux a développer, ne sont pas rentables économiquement. Il est

évidemment beaucoup plus bénéfique sur le plan financier de développer des molécules



qui diminuent le niveau de cholestérol et qui doivent étre prises chaque jour pour le
restant de la vie que de tenter de créer de nouveaux agents antimicrobiens qui ne seront
prescrits que durant une dizaine de jours. De nombreux scientifiques et spécialistes du
domaine de la santé restent trés pessimistes et critiques quant & D’avenir de
I’antibiothérapie conventionnelle et surtout a I'utilisation excessive des quelques
molécules antimicrobiennes encore efficaces mais trés cofiteuses (Nelson, 2003). De plus,
aucune nouvelle classe d’antibiotiques n’a été découverte depuis les années 1970. De
nouvelles cibles moléculaires sont recherchées afin de contourner le probléme de la
résistance, mais trés peu de réelles percées sont annoncées. Beaucoup d'efforts sont
maintenant déployés afin de développer et d'étudier de nouvelles fagons de mener la lutte
aux infections (Martinez et Baquero, 2002). Par exemple, la découverte de nouveaux
composés organiques (Bogdanovich et al., 2005), de peptides antimicrobiens isolés des
vertébrés (ex: défensines) (Klautman et Chang, 2006), la redécouverte du miel (Cooper et
al., 2002), d'huiles essentielles extraites des plantes (Oussalah et al., 2006), de nouvelles
souches probiotiques ou des métabolites antimicrobiens produits par ces probiotiques
(Reid et al., 2003) sont de approches alternatives qui serviront & compléter ou a

remplacer I’utilisation des antibiotiques conventionnels.
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1.2. QUE SONT LES PROBIOTIQUES ?

Le microbiote intestinal humain est constitué de milliards de bactéries dont
’environnement naturel est D’intestin. Ces bactéries assurent la protection du tractus
gastro-intestinal et le maintien de la santé. Les micro-organismes ont un contact
privilégié avec les aliments ingérés et les cellules de l'intestin. En fait, les bactéries
intestinales signalent a 1’hdte toute intrusion d'agents envahisseurs et participent au
développement du systéme immunitaire intestinal ("Gut Associated Lymphoid Tissue").
Ces bactéries résidentes produisent des nutriments en dégradant les aliments ingérés,
synthétisent des molécules antimicrobiennes qui éliminent les pathogénes humains et
contribuent 3 maintenir le systéme immunitaire en alerte. Le résultat de ces interactions
est en général bénéfique. Le déséquilibre de I’homéostasie entre les bactéries et les
cellules eucaryotes de 1’hdte peut par contre entrainer différents problemes comme les
allergies, une sensibilité accrue aux infections ou encore des maladies inflammatoires
intestinales. 11 est donc important de s'intéresser a l'étude du microbiote intestinal
d'individus sains, mais il est tout aussi primordial de le comparer avec I’écosystéme
d’individus atteints de diverses pathologies qui peuvent découler de son déréglement

ainsi qu'aux apports bénéfiques potentiels de différentes bactéries inoffensives.

1.2.1. Historique des probiotiques

La possibilité que la consommation de bactéries inoffensives exerce des effets
bénéfiques pour l'étre humain a été postulée d’abord en 1906, puis en 1907,
respectivement par le pédiatre francais Henry Tissier et par le récipiendaire d'un prix
Nobel de physiologie et médecine, Elie Metchnikoff (1845-1916). Tissier a d'abord
observé un nombre réduit de bactéries caractérisées par une forme de Y (plus tard
identifiées comme étant des bifidobactéries) dans les feces d’enfants souffrant de
diarrhées. Il a alors suggéré que 1’administration de ce type de bactéries aux patients
souffrant de diarrhées pourrait rétablir une flore intestinale saine et enrayer leurs
symptomes. Au méme moment, Metchnikoff suggérait que ’ingestion quotidienne de

yogourt, un produit laitier fermenté par une espéce de lactobacilles (aujourd’hui connue
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sous le nom de Lactobacillus bulgaricus) par les paysans bulgares, était la raison de leur
grande longévité. Selon lui, la principale cause du vieillissement était les substances
putréfiantes produites par certaines bactéries de I'intestin. La consommation de produits
fermentés pouvait alors aider a remplacer ces bactéries nocives de I'intestin par les
bactéries ingérées et ainsi diminuer la génération de ces toxines et ralentir le processus de

vieillissement.

Plus tard, dans les années 1930, un microbiologiste japonais du nom de Minoru
Shirota (1899-1982) a émis I’hypothése selon laquelle il était possible de prévenir
I’apparition de plusieurs maladies simplement en maintenant une flore microbienne
entérique optimale. Le Dr Shirota est le fondateur de Yakult, une multinationale
japonaise de fabrication et de distribution de probiotiques, mais aussi un centre de
recherche reconnu mondialement pour ses percées majeures dans la compréhension des
mécanismes des probiotiques. Une souche de probiotique porte d’ailleurs son nom,
Lactobacillus casei souche Shirota. Cette souche est maintenant reconnue pour ses vertus
anti-cancer de la vessie et du colon (Takahashi et al., 2001; Yamazaki ef al., 2000), sa
capacité a stimuler I’immunité & médiation cellulaire (Yasui ef al., 1999) et son fort
potentiel & prévenir et soulager diverses infections bactériennes et virales (De Waard et

al., 2003).

Malgré les efforts de ces pionniers et 1'intérét porté a leurs travaux, la recherche
sur les effets bénéfiques des bactéries lactiques a été latente durant la majeure partie du
20°™ siecle. Les résultats obtenus dans les premiéres études étaient inconstants et les
effets bénéfiques associés 4 la consommation de bactéries inoffensives demeuraient
anecdotiques. Ce n'est quen 1985 que lintérét de la communauté scientifique s'est
manifesté de nouveau et que les recherches ont repris plus activement que jamais lorsque
les Drs Sherwood L. Gorbach et Barry Goldin isolérent le Lactobacillus rhamnosus
GG dans des féces humaines et démontrérent ses capacités comme probiotique (Gorbach
et al., 1987). Plusieurs études ont démontré que cette souche probiotique est capable de
résister au pH gastrique et aux sels biliaires, de coloniser I'intestin humain et produirait

une substance antimicrobienne encore inconnue a ce jour. Cependant, cette derniére

12



caractéristique est fortement remise en doute puisqu’une seule publication a mis en
évidence I’implication d’une molécule antimicrobienne autre que I’acide lactique (Silva
et al., 1987). De nombreuses autres publications scientifiques de qualité ont démontré les

vertus probiotiques de cette souche bien particuliére.

1.2.2. Définition du terme probiotique

Le terme « probiotique » est composé des racines grecques pro et bios qui
signifient pour la vie. Le terme est contraire a « antibiotique », qui signifie contre la vie,
plus spécifiquement contre la croissance et le développement de bactéries pathogenes. La

consommation de bactéries probiotiques procure des effets positifs sur la santé.

L’historique du terme probiotique a été retracé par Schrezenmeir et de Vrese
(2001). En fait, I’appellation probiotique a été utilisée pour la premiére fois par Lilly et
Stilwell en 1965. Ce mot était alors défini comme "une substance sécrétée par un
organisme qui stimule la croissance d'un autre". Cette définition ne mettait donc pas en
évidence les bactéries comme agents permettant la régulation ou le maintien d'une flore
bactérienne saine. En 1971, Sperti et Parker ont été les premiers a introduire le terme
probiotique tel qu’il est défini aujourdhui. La définition faisait référence a "des
organismes et des substances qui contribuent a la balance microbienne intestinale”. Dans
ces deux définitions, le mot substance pouvait donc inclure les antibiotiques, qui ne sont
évidemment pas des probiotiques. Ce n'est qu'en 1989 que Roy Fuller énonga une
définition du mot probiotique ciblant précisément les bactéries consommées comme
supplément: "un supplément alimentaire constitué de micro-organismes vivants qui
affectent bénéfiquement I'h6te animal par I'amélioration de son microbiote intestinal". En
1992, Havenaar et Huis In’t Held élargirent la définition en incluant I'h6te et 'habitat du
microbiote: "une culture simple ou mixte de micro-organismes qui, lorsque appliquée a
un animal ou a 'humain, affecte de fagon bénéfique le microbiote intestinal indigéne”. La

définition la plus largement acceptée par la communauté scientifique est la suivante:
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PROBIOTIQUE (FAO, 2001): Micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantité suffisante, exercent une action bénéfique sur la santé de I'héte.
Cette définition ne se limite pas aux seules bactéries comme agent probiotique, mais
inclue tous les microorganismes, dont les levures. De plus, elle spécifie que les
microorganismes contenus dans les suppléments alimentaires doivent étre viables, de

fagon & pouvoir exercer leurs effets bénéfiques.

Les probiotiques sont différenciés des prébiotiques et des synbiotiques.

PREBIOTIQUE (Schrezenmeir et de Vrese, 2001): Substances alimentaires qui
modifient favorablement le microbiote intestinal. Il s'agit en général d'aliments non-
digestibles qui affectent 'hdte positivement en favorisant la croissance ou l'activité de
certaines bactéries présentes dans le cdlon, particuliérement les Bifidobactéries. Les
prébiotiques sont des oligosaccharides non-digestibles, tels les fructo-oligosaccharides

(FOS), le lactulose et les trans-galacto-oligosaccharides (GOS).

SYNBIOTIQUE (Schrezenmeir et de Vrese, 2001): Combinaison d'un probiotique avec
des prébiotiques. La viabilité des probiotiques est augmentée lorsque mélangé avec un
prébiotique spécifique. Ce dernier apporterait une protection durant le transit gastro-

intestinal, faciliterait la colonisation et la croissance du probiotique dans I'intestin.

1.2.3. Caractéristiques d'un probiotique

Comme exposé précédemment, la définition du terme probiotique a grandement
évolué au cours des derniéres années. La plupart des articles scientifiques les décrivent
comme un supplément nutritionnel composé de microorganismes vivants exergant des
effets bénéfiques pour le maintien de la santé. Cependant, certains auteurs ont modifi¢
cette définition et c'est pour cette raison qu’un regroupement de chercheurs spécialisés
dans le domaine des probiotiques a tenté d'établir un consensus sur des critéres de
sélection plus précis (Tuomola et al., 2001; FAO/WHO, 2001; FAO/WHO, 2002). Afin
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qu’un micro-organisme soit considéré comme probiotique, idéalement celui-ci doit

remplir plusieurs conditions telles que :

Origine (composantes d'un microbiote intestinal sain de préférence d'origine
humaine)

Biosécurité (sans effets négatifs pour les humains, transfert génétique, résistance aux
antibiotiques)

Actif et viable (activité dans des conditions intestinales; survie aux conditions de
fabrication et d'entreposage)

Résistance 2 pH acide, aux sucs gastriques et pancréatiques ainsi qu'a la bile

Adhérence 2 I'épithélium et au mucus intestinal

Effets bénéfiques pour I'héte (Antagonisme microbien, modulation du systéme
immunitaire, autre)

Plusieurs espéces de bactéries ou levures sont considérées comme étant
probiotiques. Malgré cette grande diversité, ce sont les genres Lactobacillus et
Bifidobacterium qui sont les plus étudiés. Ils font partie du groupe hétérogéne des
bactéries lactiques (BAL) dont la production d'acide lactique est le produit final principal
de leur métabolisme (Prescott et al., 2003). Ce sont des bactéries présentes naturellement
dans plusieurs environnements, particuliérement dans les produits laitiers et les intestins
animaux. Les bifidobactéries sont d'ailleurs trés présentes dans le c6lon chez 1'humain,
alors que les lactobacilles sont disposées tout au long du tractus gastro-intestinal. En
général, les lactobacilles sont des bactéries en forme de bétonnet, Gram+ et
microaérophiles. Elles ont une température optimale de croissance entre 35 4 45°C. Elles
sont souvent regroupées en chaine, mais certaines souches peuvent aussi former

d'importants agrégats, sans structure constante.

Lorsque certaines souches de BAL fermentent le lait dans des conditions précises,

elles peuvent hydrolyser les nombreuses protéines de caséine et de lactosérum en

15



peptides possédant des propriétés sur la santé humaine. Par exemple, ces peptides
bioactifs peuvent avoir unme activité antithrombotique, immunomodulatrice,
antimicrobienne, antihypertensive et ils soulageraient méme la douleur (Shah, 2000;
LeBlanc et al., 2004). De plus, certaines souches peuvent produire des polysaccharides
extracellulaires, appelés exopolysaccharides, qui pourraient, dans certains cas, €tre
responsables des effets bénéfiques des BAL (Sengul et al., 2005; Vinderola et al., 2006).
En plus des composantes de la paroi bactérienne (peptidoglycane, lipopolysaccharide) qui
auraient un impact certain sur le systtme immunitaire de 1’héte (Grangette et al., 2005),
le contenu cytoplasmique de certains probiotiques tel que des oligodésoxynucléotides
spécifiques ou des dinucléotides CpG peuvent aussi induire une réponse immune via
I’activation des Toll-like receptor 9 4 la surface des cellules intestinales (Hemmi ef al.,
2000; Shimosato et al., 2005). Les probiotiques peuvent aussi produire des enzymes
(Splechtna et al., 2006) qui assurent des bénéfices pour la santé de I'hdte. La lactase (EC
3.2.1.108) est une enzyme synthétisée par de nombreuses BAL et serait impliquée dans le
soulagement des symptdmes associés a I’intolérance au lactose (de Vrese et al., 2001)
(voir section 1.4.9 pour plus de détails). Certaines bactéries du microbiote intestinal
humain ont la capacité de déconjuguer les sels biliaires par I’action d’hydrolases des sels
biliaires [(HSB) cholylglycine hydrolase, EC 3.5.1.24] qui hydrolyse le lien amide
libérant ainsi le résidu glycine ou taurine du noyau stéroide (Begley et al., 2006). Cette
capacité permettrait de détoxifier les sels biliaires ce qui augmenterait la survie et la
persistence intestinale des souches productrices les rendant ainsi plus robustes face aux
conditions extrémes régnant dans le tractus gastro-intestinal. De plus, quelques travaux
de recherche ont permis de démontrer I’habileté de ces souches productrices de HSB a
réduire les concentrations de cholestérol sérique chez des porcs (De Smet ef al., 1998) ou
des rats hypercholestérolémiques (Usman et Hosono, 2001). Cependant, aucune étude
clinique réalisée sur des humains n’a permis de démontrer ’effet hypocholestérolémiant
de souches productrices de HSB. Finalement, les probiotiques peuvent produire de
nombreuses substances antimicrobiennes (acides organiques, peroxyde d’hydrogéne,
bactériocines) qui ont la capacité de prévenir des infections intestinales (Lee et al., 2003)
(voir sections 1.4.1 et 1.4.2 pour plus de détails). Le Tableau 1.1 résume les principales

espéces de micro-organismes utilisées comme probiotique.
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Tableau 1.1. Principaux micro-organismes utilisés comme agents probiotiques.

Lactobacillus sp.

Bifidobacterium sp.

Autre

Lactobacillus acidophilus

Bifidobacterium adolescentis

Bacillus cereus

L. amylovorus B. animalis

L. casei B. bifidum Escherichia coli souche Nissle
L. crispatus B. breve Enterococcus faecalis
L. delbrueckii subsp. bulgaricus B. infantis Enterococcus faecium
L. gallinarum B. lactis Lactococcus lactis
L. gasseri B. longum Leuconostoc mesenteroides
L. jonhsonii Pediococcus acidilactici

L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

Propionibacterium freudenreichii

Streptococcus thermophilus
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces boulardii

Sporolactobacillus inulinus

Adapté de Lee et al. (1999) et de Ouwehand et al. (2002)

1.2.4. Les bactéries lactiques

Le terme bactérie lactique (BAL) désigne un ensemble de bactéries Gram + ayant
en commun la production d'acide lactique comme métabolite final de la fermentation des
sucres. Les BAL sont des microorganismes procaryotes, hétérotrophes et
chimioorganotrophes. Elles sont généralement immobiles, asporulées et ont des
exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminés, les peptides,
les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al.,
1994). Comme elles ne possédent pas de cytochrome, ces bactéries ne tirent pas leur
énergie de la respiration, mais plutét par phosphorylation du substrat au cours de la
fermentation des sucres. Leur croissance dépend donc de la fermentation de ces sucres et
il est possible de classer les BAL suivant la nature des produits du métabolisme bactérien
obtenus a partir des glucides. En effet, les bactéries homolactiques strictes produisent

uniquement de I’acide lactique en suivant la voie d'Embden-Meyerhof, alors que les
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bactéries hétérolactiques peuvent produire de I’acide acétique, de I’éthanol et du dioxyde
de carbone en plus de 1’acide lactique suivant la voie des pentoses phosphates (Prescott et
al., 2003). Onze genres bactériens figurent dans la catégorie des BAL : Aerococcus,
Alloicoccus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus et Vagococcus. Les bactéries du genre
Bifidobacterium ne sont pas considérées comme des BAL typiques, mais leur usage est

de plus en plus répandu dans l'industrie laitiére.

Les BAL jouent un rdle important dans la majorité des fermentations alimentaires
(Nettles et Barefoot, 1993) et de nombreuses souches sont quotidiennement utilisées
comme ferments autant dans 1’industrie laitiére, des produits carnés, du conditionnement
des légumes et des produits de boulangeries. Seuls les cinq genres Bifidobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc et Streptococcus sont communément propageés
dans les salles 4 ferments des industries laitiéres ou employés dans la fermentation
lactique des produits laitiers en Amérique du Nord (Champagne, 1998). Le rdle principal
des BAL est la production d’acide lactique qui influence la texture, le gofit et la qualité
microbiologique des produits ainsi fermentés. L’abaissement du pH limite aussi la
croissance des bactéries indésirables ce qui permet d'augmenter la durée de vie des
aliments (Abee ef al., 1995). Outre les acides organiques, de nombreux autres métabolites
sécrétés par les BAL ont une influence sur la qualité organoleptique des aliments. Ceux-
ci incluent les bactériocines, les diacétyles et le peroxyde d’hydrogéne (Nettles et

Barefoot, 1993).

Les BAL tolérent de petites quantités d’oxygéne, mais de trop grandes teneurs
peuvent leur étre néfastes. Ceci est probablement relié au peroxyde d’hydrogéne (H20,)
qui est produit dans les cellules en présence d’air. Le H20, doit étre éliminé car son
accumulation devient toxique pour les microorganismes producteurs. Le systéme
enzymatique le plus efficace d’élimination de H,O, est la catalase dont les BAL sont
déficientes. Les BAL possédent plutdt une peroxydase, moins efficace que la catalase.
Ainsi, comme les BAL n’éliminent pas facilement le H,O,, elles sont considérées comme

micro-aérophiles. Les BAL aromatisantes telle que Lactococcus lactis subsp. lactis
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biovar. diacetylactis produisent des composés aromatiques qui contribuent au gofit des
produits frais et & la production de CO; responsable des fissures dans certains types de
fromage. Enfin, quelques BAL produisent des exopolysaccharides (EPS) qui influencent
I’aspect et la texture des produits fermentés (Welman et Maddox, 2003).

Etant donné ’abondance et la variété des genres et espéces apartenant au groupe
des BAL, seulement les deux genres bactériens (Lactococcus sp. et Pediococcus sp.) qui
font I’objet d’une découverte aux chapitres 4, 5 et 6 de cette thése seront présentés plus

en détails dans cette revue de littérature.

1.24.1. Les lactocoques

Les lactocoques se retrouvent principalement dans les laits et crémes fermentés
ainsi que dans les fromages ou ils sont majoritaires et dans lesquels ils jouent un role
fondamental en contribuant a la structure et au gofit et en assurant la conservation et la
salubrité des produits. Le genre Lactococcus spp. fait partie de la classe des Bacilli, de
I’ordre des Lactobacillales et de 1a famille VI des Streptococaceae (Prescott et al., 2003).
Les lactocoques se présentent sous forme de coques et forment des chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries homofermentaires ne produisant que de I’acide lactique
L(+), anaérobes facultatives ou micro-aérophiles. Leur température de croissance
optimale environne 30°C. Ces bactéries sont thermosensibles et ne peuvent pas croitre en
présence de 6,5% de NaCl, ou lorsque le pH est supérieur a 9,6 (Dellaglio et al., 1994).
Le genre Lactococcus comporte trois espéces représentatives : Lc. lactis, Le. raffinolactis
et Lc. plantarum (Prescott et al., 2003). Chacune des espéces comporte aussi des sous
espéces dont les trois types suivants sont utilisés en fabrication fromagere : Lc. lactis
subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris et Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis. Le
type Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis posséde un plasmide encodant la
dégradation du citrate en diacétyle, molécule aromatique responsable de 1’ar6me du
beurre. Les autres caractéres biochimiques distinctifs sont leur capacité de croitre jusqu'a

40°C, en présence de 4% de NaCl et jusqu'a un pH 9,2.
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1.2.4.2 Les pédiocoques

Les pédiocoques sont, comme leur nom I’indique, des cocci. Ils sont acido-
tolérants et disposés en tétrade et en paires lors de I’orbservation microscopique. Le genre
Pediococcus spp. fait aussi partie de la classe des Bacilli, I’ordre des Lactobacillales mais
de la famille I des Lactobacillaceae (Prescott et al., 2003). Les Pediococcus sp. sont des
microorganismes trés utiles dans I’industrie alimentaire. P. pentosaceus et P. acidilactici
sont utilisés comme ferment de départ pour les saucissons fermentés et dans ’ensilage
destiné aux animaux de la ferme. Certaines souches peuvent aussi étre impliquées dans
I’acidification du lait entrant dans la fabrication du fromage. Cependant, les pédiocoques
peuvent causer beaucoup de problémes puisque P. damnosus est la principale bactérie
responsable de la détérioration de la biére parce qu’elle produit du diacétyle et de
I’acétoine durant sa croissance ce qui donne un goiit de beurre a la biére (Axelsson,
1993). Les pédiocoques sont anaérobes facultatifs, non mobiles et homofermentaires. La
majorité des espéces peut croitre entre 10 et 45°C et dans un milieu contenant 6,5% de

NaCl.
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13. LE MICROBIOTE INTESTINAL ET LE TISSU LYMPHOIDE ASSOCIE
A L'INTESTIN

Les rdles primaires du tractus gastrointestinal sont la digestion et l'absorption des
nutriments afin de répondre aux besoins du métabolisme basal et de permettre la
croissance et le développement corporel. De plus, la muqueuse intestinale procure une
défense a I'héte contre la présence constante d'antigénes alimentaires ou microbiens.
Cette muqueuse intestinale représente 1’organe ayant la plus grande superficie du corps
humain, environ 400 m? (Elphick et Mahida, 2005), et elle est recouverte sur toute sa
surface par des micro-organismes dont 1’ensemble est nommé microbiote intestinal. Le
microbiote intestinal fait référence a la population bactérienne diversifiée qui colonise
l'intestin de I'h6te et qui n'a pas été modifié par des médicaments, une intervention
chirurgicale ou une maladie. Le terme "coloniser" est utilisé pour décrire une population
bactérienne bien établie dans le temps sans nécessité de réintroduire périodiquement les
bactéries. L'absence de microbiote intestinal induit une diminution de I’activité digestive
enzymatique, de la production locale de cytokines, de la vascularité, de I’épaisseur de la
paroi musculaire, de la motilité en plus d'augmenter la demande calorique pour maintenir
le poids corporel. De plus, en ’absence de ce microbiote, le tissu lymphoide associé a la
muqueuse intestinale reste rudimentaire et I'immunité cellulaire s’en retrouve diminuce
(Bourlioux ef al., 2003). Un intestin adulte contient en moyenne entre 1-2 kg de bactéries
et est recouvert d’environ 10'* bactéries dominé principalement par 2 ordres soit les
Bacteroidetes et les Firmicutes (Ley et al., 2006). Le tractus gastro-intestinal doit étre
considéré comme un écosystéme trés complexe puisqu’il n’implique pas seulement des
tissus composés de cellules eucaryotes, mais il est 1’aréne d’interactions entre les
bactéries et les nutriments apportés par la nourriture, les cellules humaines et une

multitude de microbes résidents (Zoetendal et al., 2006).
1.3.1. Facteurs affectant le microbiote intestinal

- L'age: A la naissance, le tractus intestinal est stérile. Le tractus gastro-intestinal est par

contre rapidement colonisé par des micro-organismes du col de I’utérus de la mére et de
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I’environnement externe. La premiére espéce bactérienne a s’y implanter serait
Escherichia coli, un anaérobe facultatif. Il a été émis que ce coliforme diminue le
potentiel redox de I’intestin. Lorsque le potentiel d’oxydo-réduction est suffisamment
faible, les bactéries anaérobiques, telles que les Bifidobactéries, commencent & s’installer
dans les intestins. Les sucres N-acétylés retrouvés dans le lait maternel servent alors de
nutriments pour ce genre bactérien. De fait, durant la jeune enfance, une forte
concentration de Bifidobacterium sp. est dénombrée dans les feéces des nourrissons
(Ouwehand et al., 1999). Par la suite, ce nombre tend a diminuer progressivement. Une
étude réalisée par He et al. (2001) a permis d’observer que la flore de Bifidobacterium
chez des individus 4gés possédait une plus faible capacité d’adhésion sur le mucus que la
flore de sujets plus jeunes. Des études ont montré que les nouveaux-nés acquiérent leur
microbiote intestinal initial par le contact avec les bactéries vaginales et fécales de la
mére. Il a aussi été prouvé que les bébés nés par césarienne ont des populations

bactériennes différentes (Ley et al., 2006).

- Localisation dans l'intestin: La complexité et la quantité des bactéries présentes sur la
surface mucosale de D’intestin augmentent tout au long du tractus gastro-intestinal
(Shanahan, 2002). Les densités bactériennes retrouvées dans le duodénum et le jéjunum
sont assez faibles (Figure 1.2). En fait, il n’y a pas plus de 10% bactéries/g dans
’estomac a cause de la forte acidité produite. Par contre, dans 1I’iléon, les lactobacilles
dominent une flore totale d’environ 10° bactéries/g. Les mouvements péristaltiques lents
et le long transit (jusqu’a 68 heures) pour traverser le colon classent ce dernier comme
étant le plus gros réservoir bactérien de tout le corps humain. En effet, il est possible de
retrouver plus de 400 espéces différentes de bactéries dans cette partie de I’intestin pour
un dénombrement total d’environ 10'!- 10" bactéries/g de contenu. Les espéces les plus
abondantes du colon sont les Bacteroides, les Eubacterium, Bifidobacterium,

Fusobacterium et Peptostreptococcus (Sillanpaa, 2001).
- Bactéries indigénes vs transitoires: Le microbiote intestinal est a tout moment

composé de bactéries résidentes ainsi que de plusieurs micro-organismes dits « de

passage » qui peuvent occuper les espaces vacants de la muqueuse. L’altération du
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microbiote, par exemple par la prise d’antibiotiques, peut provoquer des effets

indésirables (absorption incompléte, croissance de bactéries pathogenes, développement

de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques) et méme conduire a des

conséquences désastreuses [diarrhées, entérocolites pseudomembraneuses et infections

systémiques ou septicémie chez des sujets immunodéprimés (Hooker et DiPiro, 1988)].

Duodénum
10°-10° UFC/g
Bacteroides
Candida albicans
Lactobacillus
Streptococcus

Colon
10'°-10" UFC/g
Bacteroides
Bacillus
Bifidobacterium
Clostridium
Enterococcus
Eubacterium
Fusobacterium
Peptostreptococcus
Ruminococcus
Streptococcus

Oesophage

Pas de
associées

organe

bactéries

a

cet

Estomac

10° UFC/g
Candida albicans
Helicobacter pylori
Lactobacillus
Streptococcus

Jéjunum
10°-10" UFC/g
Bacteroides
Candida albicans
Lactobacillus
Streptococcus

Iléon

107-10® UFC/g
Bacteroides
Clostridium
Enterobacteriaceae
Enterococcus
Lactobacillus
Veillonella

Figure 1.2. Principales espéces bactériennes du tractus gastro-intestinal humain (adapté

de Isolauri ez al. (2004)).

- La diéte, 'environnement, la maladie et le stress sont d'autres facteurs ayant une

influence sur la composition du microbiote intestinal.
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1.3.2. Importance du microbiote intestinal

Les bactéries du microbiote intestinal sont responsables de plusieurs fonctions
métaboliques importantes et bénéfiques. Elles sont responsables de la synthése des
vitamines B et K (Conly et al., 1994; Limdi et al., 2006), facilitent ’absorption de
plusieurs nutriments et minéraux (Heyman et al., 1986), améliorent le transit intestinal
(Marteau ef al., 2002), produisent les acides gras & chaines courtes (Wong ef al., 2006),
participent au développement des cellules intestinales (Meslin et Sacquet, 1984), et
peuvent aussi inactiver certaines substances cancérogénes et prévenir ’apparition de
certaines tumeurs (Guarner et Malagelada, 2003). De plus, le microbiote intestinal fait
partie de la barriére intestinale. Cette barriére est composée par plusieurs mécanismes
susceptibles de diminuer I’absorption d’antigénes microbiens potentiellement pathogénes.
Ces mécanismes impliquent la capacité des enzymes digestifs 4 dégrader les antigénes
intestinaux, une barriere physique formée d’entérocytes fermement reliés par des
jonctions serrées et enrobés d’une couche mucoide parsemée d’IgA sécrétoires. La
production de mucus par les cellules gobelet est un autre moyen de défense de la surface
mucosale face aux agents pathogénes (Liévin-Le Moal et Servin, 2006). Le péristaltisme

intestinal assure ’évacuation continuelle du mucus et le remplacement microbien.

D’un point de vue métabolique, le cdlon représente I’organe le plus actif du corps
avec le foie (Isolauri et al., 2004), en plus d’étre le site ol la concentration de cellules
immunitaires est la plus importante (Shi et Walker, 2004) et qui est entouré d’une grande
quantité de cellules nerveuses (Furness ef al., 1999). Le microbiote intestinal doit donc se
développer en véritable symbiose avec les réactions immunitaires de 1’héte, afin que
’ensemble demeure équilibré. La perte de cette homéostasie peut agir conjointement
avec différents facteurs de risques environnementaux ou génétiques et entrainer des
pathologies autoimmunes (Tannock, 2002). La manipulation du microbiote intestinal et
de ses interactions avec les cellules de 1’hdte par ’alimentation devient alors une avenue
intéressante pour contribuer au bien-étre des gens et possiblement pour prévenir ou aider

a contrdler les symptdmes associés aux maladies autoimmunes (Sougioultzis et al.,
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2006). La Figure 1.3 résume bien I’implication des différents genres bactériens indigenes

du tractus gastro-intestinal dans la santé ou la maladie.

Organismes néfastes pour la santé Organismes bénéfiques pour la santé
2
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11 ; ;
Log UFC/g de féces

Figure 1.3. Vue d’ensemble des bactéries intestinales bénéfiques ou non pour la santé.
(adapté de Rastall, 2004).

De nombreuses composantes bactériennes peuvent interagir avec les récepteurs
présents sur les cellules immunitaires de I'intestin (voir section 1.4.7 pour plus de
détails), et déclencher la production de marqueurs moléculaires importants dans le
maintien de I’homéostasie intestinale et dans la protection des cellules épithéliales. Les
cellules immunitaires de 1’intestin et les bactéries sont en communication constante de
maniére a ce qu’il n’y ait pas de réaction inflammatoire dirigée contre des bactéries
inoffensives, mais que les bactéries pathogenes soient prises en charge par le systéme

immunitaire. Les aliments ingérés doivent aussi étre tolérés par le systéme immunitaire;
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ce phénoméne est appelé tolérance orale. Ces réalités entrainent un état de constante
inflammation au niveau de Dintestin, mais il s’agit d’'un phénoméne physiologique
normal hautement contrd1é. Une réponse déréglée de I’homéostasie intestinale contres les
bactéries résidentes ou une interaction inadéquate due a des facteurs génétiques ou
environnementaux peut entrainer une inflammation incontrblée au niveau du tractus
gastro-intestinal, ce qui provoquera des maladies inflammatoires de l’intestin, des
allergies (perte de tolérance orale) et d’autres maladies auto-immunes (Moreau et
Corthier, 1988). En résumé, les bactéries du microbiote intestinal ont beaucoup plus de
réles & accomplir que de simples roles métaboliques; elles s’avérent en effet étre

protectrices et responsables de I’homéostasie intestinale.

1.3.3. Le tissu lymphoide associé & la muqueuse intestinale (GALT)

La surface des muqueuses est protégée par un systéme immunitaire local adaptatif. Le
tissu lymphoide associé & la muqueuse intestinale représente la plus imposante masse de
tissu lymphoide du corps humain; il représente donc un élément important de la capacité
immunologique globale (Bauer et al., 2006). Les événements de régulation de la réponse
immunitaire intestinale surviennent dans des compartiments physiologiques spécifiques.
Afin de parvenir a une réponse immunitaire efficace contre des agents pathogenes, la
participation de toutes les cellules immunes associées a l’intestin est nécessaire. Ce
processus est divisé en sites inductifs (plaques de Peyer et cellules épithéliales) ol
I’antigéne est rencontré et dans lesquels des réponses initiales sont induites, et en sites
effecteurs (lamina propria) ou les plasmocytes sécréteurs d’IgA produisent des anticorps
spécifiques responsables de la protection immune locale. Bien que physiquement séparés,

ces sites sont fonctionnellement inter-connectés (Roitt et al., 2002).
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Figure 1.4. Schéma représentant le tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale

(tiré de Roitt et al., 2002). M¢ : macrophage

1.3.3.1. Les plaques de Peyer

Les plaques de Peyer sont situées dans la partie basse de I'iléon et sont le site
d’initiation de la réponse immune mucosale s’effectue. Elles contiennent des
lymphocytes B et T ainsi que des macrophages et des cellules dendritiques et sont
recouvertes d’une couche épithéliale composées de cellules spécialisées dans la captation
d’antigénes de toutes sorte, appelées cellules M (Figure 1.4). La fonction de ces cellules
est de capter et de transférer les antigénes de la lumiére intestinale vers les tissus
lymphoides sous-jacents. Les lymphocytes B effectuent leur réarrangement génique,

menant au changement isotypique des IgM en IgA, dans les plaques de Peyer. Ce
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changement est induit par des lymphocytes CD4+ Th2. Les cellules accessoires, telles
que les macrophages et les cellules dendritiques, présentes dans les plaques de Peyer sont
les cellules présentatrices d’antigénes et sont impliquées dans la régulation des réponses
immunes cellulaire et humorale (Perdigon er al., 2001). Apres la présentation des
antigénes aux lymphocytes des plaques de Peyer, les lymphocytes B, CD4+ et CD8+ sont
stimulés et migrent via les vaisseaux lymphatiques et les ganglions mésentériques pour
atteindre la circulation systémique. Ces cellules retournent vers la lamina propria de
I’intestin ainsi que vers d’autres sites tels que les muqueuses respiratoire, urogénitale et
mammaire et les glandes salivaires. La conséquence de ce processus est que, suivant une
stimulation antigénique du systéme gastro-intestinal par la voie orale, des sites distants
peuvent étre repeuplés en cellules productrices d’IgA et protéger les surfaces mucosales
(Aldridge et al., 2005). Ce phénoméne est nommé le systéme mucosal commun (Figure

1.5).
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Figure 1.5. Circulation des lymphocytes dans le systéme lymphoide des muqueuses (tiré
de Roitt et al., 2002). LP : lamina propria.
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1.3.3.2. Les cellules épithéliales intestinales et les lymphocytes intra-épithéliaux

Des études récentes ont démontré que les cellules épithéliales intestinales sont trés
impliquées dans le systéme immunitaire mucosal puisqu’elles sont les premiéres a étre en
contact avec les antigénes et les bactéries. Leur role dans les processus d’absorption et
d’excrétion est bien connu depuis longtemps (Bjarnason, 1994). Cependant, plusieurs
travaux ont montré que les cellules épithéliales pouvaient étre considérées comme des
cellules présentatrices d’antigéne. Ces cellules expriment les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et II (Mayer et al., 1991), le CD1d
(Colgan et al., 1999), des molécules d’adhésion (ICAM-1) et des récepteurs aux
cytokines (Reinecker et Podolsky, 1995; Vainer et al., 2006). Elles peuvent également
sécréter plusieurs cytokines telles que le facteur de nécrose tumorale (TNF)-o,
I’interleukine(IL)-1B, I'IL-6, I'IL-8, le facteur transformant de croissance (TGF)-8,
I'oxyde nitrique (NO), le facteur de croissance de colonies granulocytaires-
macrophagiques (GM-CSF) et les prostaglandines (PG) (Jung ef al., 1995; Eckmann et
al., 1997; Mayer, 2000). Lorsqu’un antigéne interagit avec les cellules épithéliales, il est
endocyté, partiellement dégradé et présenté aux cellules du systéme immunitaire du tissu
épithélial associé a la muqueuse intestinale. A ce moment, il peut y avoir une réponse
immunitaire humorale qui consiste principalement en la sécrétion d’IgA, qui retraverse
alors 1épithélium pour prévenir I’entrée des microorganismes ciblés. De plus, les cellules
épithéliales peuvent sécréter des substances antimicrobiennes telles les cathélécidines et
les défensines qui induisent la formation de pores et interferent avec le métabolisme
bactérien. Les défensines régulent aussi immunité antimicrobienne innée et adaptative.
Ces molécules peuvent stimuler la phagocytose, promouvoir le recrutement des
neutrophiles, augmenter la production de cytokines pro-inflammatoires et supprimer les
médiateurs anti-inflammatoires tout en régulant I’activation du complément (Oswald,
2006). Ces substances expriment une activité chémotactique pour les lymphocytes T,
servant ainsi de lien entre 1’immunité innée et acquise. Bien que leur activité régulatrice,

suite au contact avec des micro-organismes entéropathogénes, soit bien documentée, leur
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role dans le maintien de 1’homéostasie en présence du microbiote intestinal indigéne

demeure peu connu (Agerbeth et Gudmundsson, 2006).

La membrane plasmatique baso-latérale des cellules M comporte de profondes
invaginations dans lesquelles sont logés les lymphocytes B et T intra-épithéliaux, les
cellules dendritiques et des macrophages. Les lymphocytes intra-épithéliaux intestinaux
serviraient a la surveillance des cellules mutées ou infectées par un virus (Roitt et al.,
2002). Ils peuvent aussi reconnaitre certains antigénes. De plus, la migration des
lymphocytes dans le compartiment épithélial semble étre dépendante de I’expression de
molécules dites d’écotaxie présentes sur les lymphocytes et qui les dirige sélectivement
vers des organes particuliers. Dans Dintestin, les intégrines oy assurent 1’adhérence aux
veinules des plaques de Peyer des lymphocytes qui expriment MadCAM-1. Ensuite, les
lymphocytes peuvent migrer dans la circulation systémique (Roitt et al., 2002). Aussi, la
fonction des cellules épithéliales intestinales peut étre modifiée par les lymphocytes intra-
épithéliaux stimulés.

1.3.3.3. La lamina propria

La lamina propria est un site effecteur contenant des lymphocytes B et T, provenant de
la migration des lymphocytes stimulés dans les plaques de Peyer, ainsi que des
macrophages, des neutrophiles, des éosinophiles et des mastocytes (Perdigon et al.,
2001). La population de lymphocytes T dans la lamina propria est représentée par une
large proportion de cellules mémoires. Les cellules T CD4+ sont généralement de type
Th2 produisant surtout les IL-4 et IL-5, favorisant ainsi la sécrétion d’IgA. La maturation
finale des cellules B sécrétrices d’IgA en plasmocytes est complétée dans la lamina
propria. De 2 4 5 g d’IgA seraient produits quotidiennement (Elphick et Mahida, 2005).
Les IgA entrent dans les entérocytes par endocytose et sont transportés a travers
I’épithélium grice au composé sécrétoire, synthétisé par les cellules épithéliales, pour
atteindre la lumiére intestinale et protéger les surfaces mucosales. Le composé sécrétoire
est notamment responsable de la résistance des IgA aux sécrétions gastriques, aux acides

gras, aux acides biliaires et & la protéolyse (Brandtzaeg, 2003). Les IgA peuvent aussi
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agir au niveau intra-épithélial pour neutraliser les virus infectant des cellules (Mazanec et
al., 1995). Niess et al. (2005) ont montré que les cellules dendritiques retrouvées dans la
lamina propria forment des dendrites transépithéliales qui sont capables de capter
directement les antigénes dans la lumiére intestinale ce qui stimulera I'immunité innée et

protégera la muqueuse.

Finalement, I’homéostasie immunitaire intestinale est régulée par les lymphocytes
auxilliaires Th1 (immunitée innée) et les Th2 (immunitée acquise). La stimulation des
cellules Thl meéne a un état inflammatoire, alors que les Th2 sont responsables de la
production d’anticorps en réponse aux antigénes. L’équilibre Th1/Th2 doit étre conservé
afin que Dintestin demeure en état d’homéostasie. Les cellules Th3, cellules T
régulatrices, sont impliquées dans la tolérance orale. Cependant, elles pourraient aussi
moduler le développement de maladies autoimmunes (Shi et Walker, 2004). Une
surproduction de cytokines par les lymphocytes Thl tels IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12
ou TNF-o. semble étre associée a des pathologies comme les maladies inflammatoires de
I’intestin. Tous ces messagers attirent les polymorphonucléaires (PMNs) et ensuite les
macrophages, qui amplifient le processus. En contrepartie, les principales cytokines anti-
inflammatoires sont I’IL-4, ’IL-10 et le TGF-B, principalement produites par les cellules
Th2 et les T régulatrices (Rogler et Andus, 1998). Une catégorie de récepteurs
membranaires (situés & la surface des macrophages, des cellules dendritiques et les
cellules épithéliales de diverses muqueuses) appelés « Toll-like receptor (TLR) » est
impliquée dans la reconnaissance des composantes bactériennes (indigénes ou non). Par
exemple, I’activation des TLR par un constituant microbien peut entrainer la production
de peptides antimicrobiens, fortifier la barriére intestinale et augmenter la prolifération
des cellules épithéliales. La signalisation des TLR est aussi essentielle pour le processus

de régénération des tissus (Abreu et al., 2005).
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1.4. BENEFICES ET APPLICATIONS DES PROBIOTIQUES
1.4.1. Bénéfices des probiotiques pour I'héte

Voici une liste non exhaustive des effets bénéfiques procurés aux humains ou aux
animaux ayant consommé des probiotiques (El-Nezami et Ahokas, 1998; Lee et al.,
1999; Ouwehand et al., 2002; Ouwehand et al., 2003; Drisko et al., 2003) :

- Interférence, exclusion et antagonisme contre les micro-organismes pathogénes;
- Protection contre les ulcéres gastriques par I’action anti-Helicobacter pylori,

- Détoxification des aflatoxines produites par Aspergillus flavus et A. parasiticus;
- Modulation du microbiote intestinal;

- Amélioration de la fonction de la muqueuse intestinale;

- Diminution de l'incidence et la durée des diarrhées;

- Soulagement des symptomes associés aux maladies inflammatoires de I'intestin;
- Immunomodulation (allergies/eczéma, inflammation/arthrite);

- Activité anti-cancérogéne et anti-mutagene;

- Soulagement des symptomes associés a I'intolérance au lactose;

- Prévention des vaginoses, vaginites et des infections urinaires;

- Amélioration de l'équilibre lipidique;

Les effets bénéfiques allégués pour la santé de I'hote et procurés par la
consommation de probiotiques seront discutés en détail plus loin dans cette revue de
littérature.

Afin de procurer des effets bénéfiques maximaux et des risques minimaux, des
doses précises, le mode d’ingestion (culture fraiche ou lyophilisée) ainsi que la fréquence
des «traitements», doivent étre déterminées. Selon plusieurs chercheurs, les doses
ingérées devraient se situer aux alentours de 10° bactéries par jour (Ouwehand et al.,
2002). Cependant, la concentration minimale de probiotiques requise, le meilleur moment
de consommation et les réponses doses-effets sont des sujets trés peu documentés et il

existe beaucoup de disparités entourant ces points pourtant trés importants. Par exemple,

32



le Fermented Milks and Lactic Acid Bacteria Beverages Association du Japon stipule
qu’un produit doit contenir 2 1 x 10" UFC/g ou ml de Bifidobactéries pour étre considéré
comme probiotique (Stanton et al., 2001), ce qui est en concordance avec les
recommendations du Food and Agriculture Organization of the United States (FAO).
Cependant, Lee et al. (1995) proposait plutét une dose minimale de 1 x 10° UFC/g de

bifidobactéries.
1.4.2. Risques et effets secondaires associés a la consommation de probiotiques

La majorité des BAL sont utilisées depuis trés longtemps dans divers procédés
alimentaires et possédent une longue histoire de consommation humaine (Ishibashi et
Yamazaki, 2001). Les BAL et les probiotiques ne sont donc pas considérés comme étant
des organismes pathogénes (pas méme opportunistes) ou dangereux et le statut « GRAS »
(Generally Recognized As Safe) leur est conféré, ce qui signifie donc que les risques
associés a leur consommation sont trés faibles (Feord, 2002). Cependant, quelques
souches de BAL ont été isolées d’endocardites, de bactériémies et d’infections locales
(Aguirre et Collins, 1993; Ishibashi et Yamazaki, 2001). La possibilité de translocation
bactérienne, processus par lequel les micro-organismes traversent le tractus gastro-
intestinal vers d'autres parties du corps, comme les nodules lymphatiques, le sang, le foie,
les reins ou la rate, semble entrainer des effets néfastes pour la santé. La translocation
bactérienne peut entrainer une infection et une perte de fonction des organes atteints. S’il
y a perte d’intégrité au niveau de I’épithélium cutané ou intestinal découlant d’une
blessure, d’un cancer ou d’une anomalie provoquée par un agent toxique, n’importe
quelle bactérie présente dans le ’intestin peut atteindre le sang ou certains organes et
entrainer des effets néfastes (Ishibashi et Yamazaki, 2001). La crainte est qu’une
consommation excessive de probiotiques accentue ce phénoméne et en aggrave les
conséquences. Cependant, malgré les milliards de doses de probiotiques consommés
annuellement a travers le monde, les complications observées sont extrémement rares et
ne semblent se produire que dans des cas particuliers, surtout chez des patients agés, les
individus immunodéprimés ou les gens ayant de graves problémes intestinaux. Cassone ef

al. (2003) rapportent une épidémie de Saccharomyces boulardii dans I’unité des soins
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intensifs d’un centre hospitalier secondaire (400 lits) de Rome, Italie. Cette épidémie a
affecté trois patients qui n’avaient pas regu de S. boulardii et I'infection aurait été
transmise par le site d’insertion d’un cathéter. Les auteurs ont également signalé plusieurs
autres cas documentés de septicémie par ce microorganisme. Toutefois, une conclusion
semble faire de plus en plus I'unanimité dans le domaine des probiotiques: les
probiotiques ne devraient pas étre administrés directement pour des maladies sévéres ou
chez des individus fortement immunodéprimés comme dans le cas de lésions intestinales,
en raison du risque accru de translocation bactérienne. Le suivi par des médecins
spécialistes devrait étre réalisé dans ces cas afin de pouvoir réagir rapidement aux

complications (Tamboli et al., 2003).

1.4.3. Marché des produits probiotiques

Les yogourts et laits fermentés probiotiques représentent le secteur le plus actif dans la
catégorie des aliments fonctionnels en Europe avec des ventes de 889US$ millions en
1997. Le marché Japonais est difficile & évaluer a cause du manque de distinctions entre
le secteur des aliments santé et des aliments fonctionnels, mais un chiffre de 3.3-5US$
milliards est tout de méme avancé. Le marché Nord-américain est bien en dessous de ces
valeurs, mais les produits laitiers enrichis en probiotiques gagnent en popularité
(Chandan, 1999). Il est méme prévu que la croissance du marché des aliments
fonctionnels sera supérieure aux autres pays dans les années & venir lorsque la législation
entourant les allégations santé sur les étiquettes des produits probiotiques sera révisée. Le
marché global des aliments fonctionnels était de 6.6US$ milliards en 1994 et de 17US$
milliards en 2000 (Stanton ef al., 2001).

1.4.4. Interférence, exclusion et antagonisme contre les micro-organismes

pathogénes

De nombreuses études démontrent le pouvoir antimicrobien des probiotiques
contre diverses souches de bactéries pathogénes in vitro. Plusieurs mécanismes

d’inhibition sont bien documentés dans la littérature afin d’expliquer ce phénomeéne
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(Millette et al., 2004). L’acidification de ’environnement immédiat du probiotique par la
production d’acides organiques (acides acétique, butyrique et lactique) cause une
inhibition de la croissance de nombreux pathogénes (Monk et al., 1996; Lee et al., 2002;
Tsukahara ef al., 2002). Les bactériocines (des agents antimicrobiens protéiques) sont
d’autres substances produites par certaines bactéries afin d’éliminer les pathogenes
(Kawamoto et al, 2002; Russell et Mantovani, 2002). Certaines espéces de
Lactobacillus, de Lactococcus et de Leuconostoc produisent du peroxyde d’hydrogéne.
Ce composé est aussi reconnu comme étant un inhibiteur de plusieurs bactéries (Ocana et
al., 1999).

1.4.5. Les bactériocines des bactéries Gram +

La fréquence des publications scientifiques rapportant 1’identification ou la
purification de nouvelles bactériocines synthétisées par des bactéries Gram + est entrée
dans une phase exponentielle au cours des derniéres années. La majorité des
bactériocines connues sécrétées par des bactéries Gram + sont généralement produites par
les BAL. Etant donné que ces micro-organismes sont considérés comme GRAS, leurs
peptides antimicrobiens ont attiré 1’attention des scientifiques au cours des 30 dernieres
années surtout en vue de développer des applications dans I’industrie alimentaire. De
plus, puisque les bactériocines ont habituellement un spectre d’inhibition relativement
restreint par comparaison avec les antibiotiques a large spectre, elles semblent étre un bon
complément & 1’arsenal thérapeutique utilisé pour combattre les infections bactériennes.
Elles permettraient de réduire I’inhibition des bactéries non-pathogénes du microbiote
intestinal en ciblant spécifiquement le pathogéne, ce qui résulte en une diminution de la
pression sélective provoquée par I’antibiotique (Riley et Wertz, 2002). Cependant, de
nombreux obstacles ralentissent 1’utilisation des bactériocines purifiés afin de soulager
des diverses infections: elles sont trés sensibles aux enzymes protéolytiques et aux pH
alcalins prévalant dans de nombreux fluides corporels et le phénomene de résistance

apparait tot ou tard chez de trés nombreuses bactéries.
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Quelques travaux ont démontré Defficacité des bactériocines comme agent
thérapeutique dans des modéles animaux. Par exemple, Kruszewska et al. (2003) ont
administré la mersacidine (47 mg/kg; 1x/j durant 3 jours) pour enrayer une infection
nasale de SARM dans un modéle murin. Cette étude a démontré que la charge nasale de
SARM était indétectable suite au traitement a la mersacidine tandis que les souris n’ayant
pas recu la bactériocine avaient 7,5 x 10% - 1,5 x 10° ufc de SARM dans leurs cavités
nasales. De plus, les concentrations d’IL-1B et de TNFo étaient nulles chez les souris
traitées a la mersacidine. La microcine J25, produite par la souche E. coli J25, a permis
de réduire de 2-3 log la quantité de Salmonella Newport dans le foie et la rate de souris
préalablement infectées par ce pathogéne. Les dosages a ’étude étaient 0,5 mg/souris/j
durant 6 jours ou 0,5 mg/souris tous les 4 h durant 24 h (Lopez et al., 2007). Les auteurs
de cette étude ont démontré que I’activité antimicrobienne était conservée durant au
moins 24 h dans le sérum et le sang de souris. Cependant, malgré ces quelques succes,
l'usage thérapeutique des bactériocines semble plus prometteur pour contrer des
infections cutanés, comme c’est le cas pour la mammite bovine (Twomey et al., 2000),

ou pour prévenir les caries dentaires (Fitzgerald et al., 1986).

Le terme bactériocine a été proposé par Jacob et al. (1953) afin de définir les
protéines antibiotiques de type colicine. Plus les connaissances sur le sujet
s’accumulaient, plus la définition se précisait. Aujourd’hui, les colicines partagent
plusieurs caractéristiques en commun : (1) spectre antimicrobien étroit et dirigé vers des
espéces apparentées a I’espéce productrice; (2) présence d’un résidu protéique essentiel a
|activité antimicrobienne; (3) mode d’action bactéricide; (4) attachement a des
récepteurs spécifiques; (5) séquences génétiques de synthese et d’immunité des colicines
situées sur un plasmide; (6) biosynthése déclenchée par le systeme SOS aprés que la
bactérie a subi un stress (Jack et al., 1995). Cependant, les bactériocines des bactéries
Gram + ont un spectre d’activité antimicrobien plus large que celui des colicines et sont
habituellement de faible poids moléculaire. L’activité antimicrobienne est la majorité du
temps provoquée par la formation de pores dans la membrane bactérienne. Cette
déstabilisation provoque la fuite du potassium, du phosphate inorganique et autres ions

cytoplasmiques essentiels. De plus, une dissipation des deux constituants de la force
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proto-motrice, le potentiel transmembranaire et le gradient de pH, méne a un arrét de la
synthése d’ATP chez les bactéries sensibles (Ennahar et al., 1999; Bauer et Dicks, 2005).
Les interactions avec les bactéries ne semblent pas reliées a la présence de récepteurs
particuliers mais résulteraient plutt d’adsorptions électrostatiques avec les acides
téichoique et lipotéichoique a la surface des membranes bactériennes (Ennahar ef al.,
1999). Cependant, il est maintenant connu que la nisine et la mersacidine utilisent le
lipide II (voir Figure 1.7) comme récepteur membranaire (Brotz et al., 1998; Bauer et
Dicks, 2005). De plus, certaines bactériocines des bactéries Gram + auraient des résidus
lipidiques ou polysaccharidiques impliqués dans 1’activité antimicrobienne des molécules
(Jiménez-Diaz et al., 1993; Schved et al., 1993). Les bactériocines sont synthétisées sous
forme de prépeptide. La molécule biologiquement active est ensuite clivée de son peptide
signal. Dans certains cas, des modifications post-traductionnelles peuvent s’effectuer;
c’est ce qui se produit pour les lantibiotiques. La majorité de ces bactériocines sont
synthétisées & partir d’un géne localisé sur un plasmide. Par contre, certaines
bactériocines comme la nisine sont codées par un transposon chromosomique (Horn ef
al., 1991).

Les bactériocines forment un groupe hétérogéne défini comme des peptides
antimicrobiens, produits par certaines espéces bactériennes (dont les bactéries lactiques),
qui inhibent les bactéries compétitrices (Abee et al., 1995; de Vos et al., 1995; Nettles et
Barefoot, 1993). Les bactériocines des BAL sont des agents antimicrobiens synthétisés
par plusieurs genres bactériens: Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Carnobacterium. La bactériocine la plus
connue et la plus étudiée reste sans contredit la nisine. Elle est méme reconnue et
acceptée par I’OMS comme agent de conservation dans I’industrie alimentaire (Zhu et
al., 2000). Les bactériocines sont habituellement riches en résidus cystéine en plus d'étre
hydrophobes (Riley et Wertz 2002). Le spectre d'inhibition de la plupart des bactériocines
est habituellement assez étroit, ne s'attaquant qu'aux espéces apparentées et Gram +
(Abee et al., 1995; de Vos ef al., 1995). Elles sont généralement stables & la chaleur, ne
provoquent pas de réactions allergiques et sont rapidement dégradées par les enzymes

protéolytiques dans le tractus intestinal humain. Le Tableau 1.2 résumé bien les
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caractéristiques principales des trois grandes classes de bactériocines (Drider et al.,

2006):
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Tableau 1.2. Classification des bactériocines produites par les BAL.

ClasseI: Lantibiotiques : bactériocines modifiées comportant lanthionine et B-lanthionine
: Type A: forme allongée et flexible; charge nette positive; < 4 kDa; mode
d’action : dépolarisation et perforation de la membrane cytoplasmique.
e Nisine A, Z, Q (Lactococcus Iactis)‘
e Epidermine (Staphylococcus epidermidis)
o Pep5 (S. epidermidis)
o Epilancine K7 (S. epidermidis)
o Subtiline (Bacillus subtilis ATCC 6633) (Bauer et Dicks, 2005)
Type B : forme globulaire et rigide; neutre ou chargée —; entre 1,8 et 2,1 kDa;
mode d’action: inhibition enzymatique (ex: Inhibition de la synthése du
peptidoglycane, inhibition des phospholipases)
e Actagardine (Actinoplanes sp.)
e Mersacidine (Bacillus sp.)
e Pédiocine PD-1 (Pediococcus acidilactici PD-1)
e Plantaricine C (L. plantarum) (Bauer et Dicks, 2005)
Classe II : Bactériocines non modifiées, stables a la chaleur (peptides); 30 a 60 a.a.; mode
d’action : poration membranaire
Ila : bactériocines semblables a la pédiocine; < 10 kDa; anti-Listeria, séquence
consensus en N-terminal (YGNGVX)
e Pédiocine PA-1/AcH, A (P. acidilactici) (Eijsink et al., 2002)
e Sakacine A et P, 674 (L. sakei)
e Lactocine A, B, G et M (varié)
e Curvacine A (L. curvatus)
e Lactacine F (L. johnsonii)
e Leucocine A (Leuconostoc gelidum)
e Carnobactériocine A, BM1 et B2 (Carnobacterium sp.) (Allison et al.,
1995)
IIb : bactériocines nécessitant la présence de 2 peptides pour étre actives
e Brochocine-C (Brochothrix campestris) (Gao et al., 1999)
Ilc : autres bactériocines
e Acidocine B (L. acidophilus) (Leer et al., 1995)
ClasseII:  Grosses bactériocines protéiques sensibles a la chaleur (> 30 kDa)

o Helvéticine J (L. helveticus) (Joerger et Klaenhammer, 1986)

* exemple de bactériocine (espéce bactérienne productrice de la bactériocine)
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La majorité des bactériocines sécrétées par les BAL appartiennent a la classe II.
Ce sont de petits peptides synthétisés comme précurseurs, stables a la chaleur, actifs dans

la membrane et qui ne contiennent pas de résidus lanthionine (Zhu et al., 2000).

Les bactériocines sont synthétisées par les ribosomes et possédent une extension
N-terminale non conforme 2 la séquence signal consensus sec-dépendante, mais faisant
plutét appel aux transporteurs ABC (de Vos ef al., 1995). Une propriété importante
permettant de différencier les bactériocines est leur degré de modification
intramoléculaire post-traductionnelle qui va au-deld des ponts disulfures rencontrés
habituellement. Par exemple, la classe des lantibiotiques est composée de peptides
biologiquement actifs comportant des acides aminés inhabituels nommés lanthionines,
qui consistent en deux résidus alanine liés par un lien thioéther (Chatterjee et al., 2005)
(Figure 1.6). Ces ponts monosulfures déterminent les caractéristiques des structures
polycycliques des lantibiotiques et leur position intramoléculaire a été utilisée afin de

regrouper ces peptides antimicrobiens en lantibiotiques linéaire (groupe Ia) et globulaire

(groupe Ib).

Encore une fois, seules les bactériocines sécrétées par Lc. lactis MM19 et P.
acidilactici MM33 présentées aux chapitres 4, 5 et 6 de cette tése seront détaillées dans

les prochaines sections.

1.4.5.1. La nisine

La nisine, une bactériocine produite par certaines souches de Lacfococcus lactis
subsp. lactis, a été découverte en Angleterre en 1928 par L.A. Rogers et sa séquence
d’acides aminés contenant des lantionines a été déterminée en 1971 par Gross et Morell
(Jack et al., 1995). Ces auteurs ont démontré que la déshydratation d’une sérine et d’une
thréonine meéne a la formation de lanthionine et de méthyllanthionine aprés la
conjugaison avec une cystéine (Chatterjee et al., 2005). Cette bactériocine a regu
l'approbation GRAS (generally recognized as safe) par la FDA et peut étre utilisée

comme agent antibotulisme dans les fromages pasteurisés (Chung et al., 1989) ainsi que
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dans les ingrédients a base d'ceuf liquide (Siragusa et al., 1999). Par contre, dans les
autres régions du monde, l'utilisation de la nisine est beaucoup plus répandue comme
agent de conservation alimentaire, par exemple dans les sauces et vinaigrettes pour salade
(Modi et al., 2000) ou encore dans les boites de conserve (Choi et al., 2000). De plus, la
nisine est stable a la température du réfrigérateur, ce qui constitue un avantage
supplémentaire pour son utilisation dans la protection des viandes (Cutter et Siragusa,
1998). Par contre, il semble que la nisine soit relativement insoluble et instable lorsque le
pH est supérieur a 5, ce qui limite son utilisation comme agent de conservation
alimentaire (Pol et Smid, 1999). D’autres études démontrent la grande influence du pH
sur la stabilité de la nisine. Par exemple, Liu et Hansen (1990) démontrent que la nisine
est si stable 4 un pH de 2 que les auteurs ont chauffé la molécule a 121°C sans la
dénaturer, mais & un pH supérieur a 4, la nisine était désactivée. Certaines grosses
protéines protégent la nisine diminuant ainsi I’influence des facteurs extrinséques sur la

stabilité de la bactériocine (Delves-Broughton, 1990).
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Figure 1.6. Structure de la nisine A (tiré de Martin et al., 2004)

La nisine est un peptide pentacyclique constitué de 34 acides aminés dont 13 ont
été modifiés post-traductionnellement (Figure 1.6). Il existe 3 variantes naturelles de la
nisine la nisine A, Z et Q. La nisine U a été découverte récemment chez une souche de
Streptococcus uberis. Le tablean 1.3 indique les légeres différences en acides aminés
dans la molécule (en bleu). La structure de la nisine contient deux domaines

amphipathiques définis. Le domaine N-terminal composé des acide aminés 1 a 19 forme
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les trois premiers anneaux lanthionine (anneaux A, B et C de la Figure 1.6). Une région
flexible de 3 acides aminés relie le premier domaine au deuxiéme, soit les acides aminés
23 4 28, qui contient les deux derniers anneaux D et E (Bauer et Dicks, 2005). La nisine
posséde un large spectre d’activité bactéricide principalement dirigé contre les bactéries
Gram +, mais aussi contre Escherichia coli sp. et Salmonella sp. si la membrane est
perméabilisée par un agent chélateur (Stevens et al., 1991 ; Millette et al., 2004). La
nisine doit d’abord s’ancrer sur le lipide II (undécaprényl-pyrophosphoryl-NAG-
(pentapeptide)-NAM), une molécule cl¢ dans la synthése de la membrane bactérienne,
afin de pouvoir lyser les souches sensibles. La nisine se lie 4 I’acide N-acétylmuramique
du lipide II tandis que la mersacidine, une bactériocine de la classe Ib, se fixe sur le N-
acétylglucosamine (Figure 1.7). Par la suite, la biosynthése du peptidoglycane est
bloquée et la nisine peut perforer la bactérie en insérant sa partie C-terminale hydrophobe
dans la partie phospholipidique de la membrane. Il en résulte alors la formation de pores
et 1a fuite rapide des ions cytoplasmiques et la lyse bactérienne (Bauer et Dicks, 2005).

GleNAc é 0 H MurNac

H C—CH p \ pyrophosphate
OC 0

I
H |(: 0=P—0

L-Ala
D-Glu
pentapeptide v —/]\-/
side chain l,:bLys
D@Ala undecaprenyl
D-Ala

Figure 1.7. Structure primaire du lipide II. GlcNac: N-acétylglucosamine; MurNac: acide
N-acétylmuramique; undecaprenyl : lipide II (adapté de Bauer et Dicks, 2005)
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Quelques études ont démontré in vitro le potentiel de la nisine a éliminer les
bactéries résistantes aux antibiotiques ou des pathogénes nosocomiaux. Severina ef al.
(1998) ont testé la capacité antimicrobienne de la nisine contre 56 souches de
Streptococcus pneumoniae multi-résistantes, 33 souches de SARM et 29 isolats d’ERV.
Les cultures de S. pneumoniae ont été traitées avec 1 mg/ml de nisine tandis que les
bouillons de SARM et d’ERV ont été traitées avec 10-20 mg/ml. Les résultats ont montré
que la bactériocine a permis d’empécher la croissance de la grande majorité des souches
testées. Par contre, les auteurs ont aussi noté I’apparition d’une forte résistante a la nisine
chez plusieurs souches de S. pneumoniae lorsque la quantité d’antimicrobien n’était pas
adéquate pour éliminer la population totale. Giachometti et al. (2000) ont testé la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de la nisine, de la ranalexine et de 7
antibiotiques contre 40 isolats cliniques de SARM. La CMI de la nisine variait de 1-32
pg/ml tandis que sa concentration minimale bactéricide variait de 1-64 pg/ml selon la
souche de SARM étudiée. Les auteurs ont alors montré que la combinaison de la nisine
avec tous les antibiotiques, sauf les B-lactamines, améliorait I’activité bactéricide des
molécules. Morency et al. (2001) ont rapporté que les nisines A et Z purifiées empéchent
la croissance de diverses souches d’entérocoques multi-résistants dont une souche
d’ERV, de S. aureus multi-résistants et de H. pylori. Par ailleurs, Mota-Meira et al.
(2000) ont déterminé la CMI de la nisine A contre une panoplie de ces mémes
pathogénes. Les valeurs obtenues étaient toutes de 1’ordre du pg/ml et comparables, sinon
meilleures, que les CMI de la vancomycine et de I’oxacilline. Brumfitt et al. (2002) ont
utilisé des méthodes standardisées pour déterminer la CMI de la nisine seule ou en
combinaison avec d’autres antibiotiques qui affectent des étapes différentes durant la
synthése du peptidoglycane (bacitracine, chloramphénicol et ramoplanine) contre 20
souches de SARM et ’ERV. La CMls de la nisine était de 6 mg/ml contre les SARM et
de 4 mg/ml contre les ERV. Les auteurs ont aussi remarqué un phénoméne de synergie
entre la nisine et la ramoplanine autant contre SARM que contre les souches d’ERV
tandis que le chloramphénicol était antagoniste. La nisine purifiée a une CMlgo (0.256
mg/m1) plus faible que la vancomycine et le métronidazole contre des isolats cliniques de

Clostridium difficile (Bartoloni et al., 2004). L’ensemble de ces études démontre bien le
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fort potentiel de la nisine comme nouvel agent thérapeutique qui peut s’avérer trés utile

dans la guerre contre la résistance bactérienne aux antibiotiques traditionnels.

1.4.5.2. La pédiocine

La pédiocine est un peptide antimicrobien produit par les bactéries du genre
Pediococcus. Les deux premiéres souches productrices de cette molécule, P. pentosaceus
FBB61 et 17230, ont été isolées au début des années 1960 a partir de la saumure de
cornichons. Pourtant, ce n’est qu’en 1975 que la capacité antimicrobienne de ces deux
souches a été mis en lien a la production de bactériocines et ce n’est qu’en 1985 que
Daeschel et Klaenhammer (1985) ont déterminé que les 2 souches produisaient la
pédiocine A. En 1987, Bhunia et al. (1987) ont isolé une souche de P. acidilactici H
productrice de la pédiocine AcH (Bhunia et al., 1991) tandis que Gonzalez et Kunka
(1987) isolérent, a partir de la souche P. acidilactici PAC 1.0., la pédiocine PA-1.
Cependant, en 1992, une étude indépendante a démontré que les 2 pédiocines avaient la
méme séquence d’acides aminés codée par les mémes nucléotides. Les pédiocines ont été
renommées pédiocine PA-1/AcH afin d’éviter toute confusion. Par la suite, de
nombreuses souches isolées dans divers aliments ont été rapportées comme étant
productrices de la pédiocine PA-1/AcH (Ray et Miller, 2000). Par contre, la diversité des
bactériocines produites par Pediococcus sp. est faible : seulement 4 pédiocines différentes
et une pénocine ont été recensées jusqu’a présent (Tableau 1.3). Les 4 génes nécessaires
a la synthése, I’excrétion par un systéme de transport ABC et I'immunité de la pédiocine
sont dans le méme opéron pap portés sur un plasmide (Drider et al., 2006). La pédiocine
mature est un peptide de 44 acides aminés et posséde une masse moléculaire de 4 628 Da
(Tableau 1.3). Son mode d’action est bactéricide envers les souches sensibles. Deux
ponts disulfures intramoléculaires formés entre les 4 cystéines sont trés importants dans
]’activité antimicrobienne de la pédiocine. C’est une molécule cationique du fait de la
présence de 4 lysines et de 3 histidines et son point isoélectrique est de 9.6 (Ray et Miller,

2000). La pédiocine cationique s’adsorbe & 1’acide téichoique chargée négativement sur



la membrane bactérienne ce qui crée des pores, la lyse cellulaire des souches sensibles et
la fuite de K*, d’acides aminés et des constituants de faibles tailles. De plus, la pédiocine
dérégle le potentiel électrique trans-membranaire et le gradient de pH, ce qui méne a un
épuisement rapide de I’ATP et 1’arrét de toutes les biosynthéses. Le spectre d’activité
antimicrobien des pédiocines inclut de nombreuses souches de Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, C. botulinum, C. laramie, Enterococcus sp., Lactobacillus sp.,
Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Listeria monocytogenes, et Pediococcus sp. De
nombreuses études ont montré la capacité des pédiocines seules ou en combinaison avec
d’autres traitements 4 augmenter la durée de vie d’un grand nombre d’aliments ou de les
protéger contre la contamination par des bactéries pathogénes (Ray et Miller, 2000;
Drider et al., 2006). Cependant, aucune étude n’a démontré 1’efficacité des pédiocines a

inhiber les pathogénes cliniques ou résistants aux antibiotiques.

Le Tableau 1.3 résume I’ensemble des bactériocines produites par diverses
souches de Lc. lactis et de Pediococcus sp. Ce tableau montre que Lc. lactis a la
possibilité de produire une trés grande variété d’agents antimicrobiens. Toutes les
molécules identifiées a ce jour font partie des classes I ou II. La diversité des pédiocines
est beaucoup moins importante. De nombreux auteurs ont rapporté la production de
pédiocines en tout point similaire a la pédiocine PA-1/AcH par des P. acidilactici
d’origines variées (Ray et Miller, 2000). Le séquengage des génomes bactériens
s’effectuant de plus en plus rapidement, il sera bientdt possible de détecter les génes de
production de nouvelles bactériocines qui ne peuvent pas étre produits dans les conditions
du laboratoire. Ces génes pourront alors étre clonés dans des espéces bactériennes
hétérologues. De cette fagon, il sera possible de découvrir de nouvelles classes de

molécules antimicrobiennes.
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Tableau 1.3. Masse moléculaire (M. mol.), point isoélectrique (pl) et structure primaire

des bactériocines produites par des souches de Lactococcus sp. et de Pediococcus sp.

Bactériocine M. mol. Classe pl Structure primaire Référence
(kDa)
Nisine A 3.5 Ia 10.1 ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSIHVSK Jack et al., 1995
A 3.33 Ia ND‘ ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCNCSIHVSK Mulders et al.,
1991
Q 3.32 Ia ND ITSISLCTPGCKTGVLMGCNLKTATCNCSVHVSK Zendo et al.,
2003
U 3.03 ND ND  ITSKSLCTPGCKTGILMTCPLKTATCGCHF Wiraman ef al.,
) (Cette bactériocine est produit par Streptococcus uberis) 2006
i KLTFIQSAAGDLYYNINTHKYVYQQTQNAFGAAANTIVNGW  Holo ef al., 1991
Lactococcine A 5.77 Ia 9.2 NG AR GGFGLEH olo et a
B 53 Ia 91 SLQYVMSAGPYTWYKDTRTGKTICKQTIDTASYTFGVMAEG van Belkum et
' " WGKTFH al., 1992
2.7 ND ND  MVPTTFILTINNFLSDYQQLFI Kim et al., 2006
Ga 4.34 1 10.9 GTWDDIGQGIGRVAYWVGKAMGNMSDVNQASRINRKKKH Nissen-Meyer et
al., 1992
Gﬁ 4.11 1 10.4 KKWGWLAWVDPAYEFIKGFGKGAIKEGNKDKWKNI Nissen-Meyer et
al., 1992
Q(X. 4.26 1 ND SIWGDIGQGVGKAAYWVGKAMGNMSDVNQASRINRKKKH Zendo et al.,
2006
Qﬁ 4.02 1 ND KKWGWLAWVEPAGEFLKGFGK GAIKEGNKDKWKNI Zendo et al.,
2006
MMFII 4.14 IIa ND TSYGNGVHCNKSKCWIDVSELETYKAGTYSNPKDILW Ferchichi et al.,
2001
MMT24a 3.76 IIb ND ND Ghrairi et al.,
2005
MMT24p  3.25 IIb ND ND Ghrairi et al.,
2005
ND EGTWQHGYGVSSAYSNYHHGSKTHSATVVNNNTGRQGKDT  Martinez et al.,
972 ( dl7n?é51'e) II})I:u QRAGVWAKATVGRNLTEKASFYYNFW ?992; a
Diacétine B ~25 ND ND ND Aliet al., 1995
Lacticine 481 3.4 Ia ND KGGSGVIHTISHECNMNSWQFVFTCCS Rince ef al.,
(anciennement nommée lactococcin DR) 1994
3147-Al 3.30 Ib ND CSTNNTFSLSDYWGNNGAWCTLTHECMAWCK Martin et al.,
2004
3147-A2 2.84 Ia ND TTPATPAISILSAYISTNTCPTTKCTRAC Martin et al.,
2004
Pédiocine PA-1 4.62 IIa 96 KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIIMMGAMAWATGGHO Marugg et al.,
GNMKC 1992
PD-1 2.86 b 9.0 KKIKKSXSGDIXXEXDHLAXXXXX Bauer et al.,
2005
A 80 111 ND estimé a 800 a.a. selon la séquence nucléotidique Piva et Headon,
1994
ACCEL 17.5 Ila ND  KYYGNGVTXGKHSXXVDXG-... Wu et al., 2004
Pénocine A 4.68 IIa 9.45 KYYGNGVHCGKKTCYVDWGQATASIGKIIVNGWTQHGPWA  Diep et al., 2006

HR

" ND: non déterminé
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1.4.6. Modulation du microbiote intestinal et prévention des infections gastro-

intestinales par les probiotiques

Le principal effet allégué pour les probiotiques est leur capacité a « normaliser la
flore intestinale». Le microbiote intestinal joue un réle important autant dans la santé que
dans la maladie. En effet, le microbiote représente la premiére ligne de défense de
Iintestin contre les pathogénes bactériens et viraux. Pour la population en bonne santé
physique, la consommation de probiotiques aide a maintenir 1’équilibre dans les
différentes populations microbiennes indigénes, surtout les Lactobacillus et les
Bifidobacterium. L’hote maintient ainsi une saine capacité digestive, enzymatique et
immunitaire. De nombreuses souches de BAL ont démontré une capacité a moduler les
diverses populations microbiennes présentes dans le tractus gastro-intestinal. La
consommation de 3 x 1 g de préparation en poudre de Bifidobacterium longum souches
F6-1-ES et 69-2bs (2 x 10° bactéries viables/g) par 5 humains adultes en bonne santé
durant 5 semaines n’a pas modulé les concentrations des principales populations
considérées comme bénéfiques (BAL, Lactobacillus, Bifidobacterium) du microbiote
intestinal. Cependant, 1’ingestion de B. longum a diminué le pourcentage des espéces
potentiellement nocives comme Clostridium spp. lécithinase-négatif et Bacteroides spp.
De plus, la consommation de ce probiotique a diminué le pH intestinal, ce qui est un autre
mécanisme par lequel les probiotiques protégent 1’hdte contre I'invasion de bactéries
pathogénes. Les concentrations d’ammoniac et de B-glucuronidase ont aussi été réduites
(Benno et Mitsuoka, 1992). Une autre étude, cette fois réalisée sur 34 adultes en bonne
santé qui ont consommé chaque jour durant 10 jours, 3 bouteilles de 230 ml de yogourt
AB (L. bulgaricus, S. thermophilus, L. acidophilus La5 et B. lactis Bbl2) contenant 10
bactéries viables/ml, a permis de montrer une augmentation des population de bactéries
anaérobes tout en diminuant la quantité de bactéries aérobiques. De plus, le ratio de
bifidobactéries/coliformes, les coliformes étant souvent considérés comme pathogenes,
était plus élevé a la suite de ’ingestion du probiotique. La souche de B. lactis ingérée a
survécu au passage dans le tube digestif et a ainsi proliféré pendant plus de 8 jours au
sein du microbiote intestinal avant de revenir a son niveau initial (Chen et al., 1999). La

consommation de poudre de B. lactis Bbl2 mélangée dans de I’eau ayant une
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concentration variant entre 1,6 — 4,8 x 10° ufc/jour durant 3 semaines (n=37) par des
nouveaux-nés prématurés (< 37 semaines de grossesse) a augmenté de plus de 3 log la
concentration fécale de Bifidobacterium par rapport au groupe placebo (n=32), tout en
diminuant les concentrations d’ Enterobacteriaceae et de Clostridium spp. (Mohan et al.,
2006). Plusieurs souches de lactobacilles semblent aussi pouvoir moduler positivement la
flore intestinale. Tannock et al. (2000) ont suivi les variations des populations
microbiennes intestinales chez 10 sujets humains adultes en bonne santé ayant consommeé
250 ml de lait en poudre reconstitué contenant 10° de L. rhamnosus DR20 viables/jour
durant 6 mois. Les principaux résultats obtenus étaient une augmentation de
Lactobacillus spp. et d’Enterococcus spp. durant la période de consommation. Les
résultats étaient relativement variables en fonction des sujets. Saito et al. (2002) ont
montré que la consommation d’un lait fermenté contenant L. helveticus GCL1001 (108
bactéries viables/g) durant 4 semaines par 7 adultes en bonne santé a permis d’augmenter
]égérement la concentration de Bifidobacterium, 1a seule variation significative parmi une
douzaine de populations bactériennes évaluées. Toutefois, les études moléculaires ont
montré que, malgré cette hausse, les espéces de bifidobactéries présentes n’ont pas éte
modifiées. Les auteurs ont conclu que le microbiote intestinal d’un adulte est trop bien
implanté pour étre influencé malgré la consommation de probiotiques. Marzotto et al.
(2006) ont utilisé des méthodes d’analyses moléculaires afin d’évaluer les modifications
quantitatives et qualitatives chez 13 enfants en bonne santé 4gés entre 12 et 14 mois ayant
consommé 100 g/jour d’un lait fermenté contenant L. delbrueckii subsp. bulgaricus (7,7
log ufc/g), S. thermophilus (8,6 log ufc/g) et L. paracasei A (8,2 log ufc/g) durant 4
semaines. L’étude a permis de démontrer que la souche de L. paracasei A survit au
transit gastro-intestinal et réussit 2 dominer le microbiote intestinal aprés une semaine
d’ingestion du probiotique. La souche aurait modifié temporairement la composition des
espéces bactériennes présentes dans le tractus gastro-intestinal tout en augmentant la
concentration des Lactobacillus. Tous les indicateurs reviennent au niveau de départ
lorsque I’ingestion du lait fermenté est arrétée. Figler et al. (2006) ont montré que la
consommation de 0.5 ljour de kéfir modifié (Biofir®) par 60 volontaires humains en
bonne santé durant 6 semaines a permis d’augmenter les populations de Lactobacillus et

de Bifidobacterium par rapport aux 60 personnes qui avaient consommé un kéfir
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traditionnel. Le produit Biofir® est un kéfir contenant la culture symbiolact-1 et un
prébiotique. Un groupe de 30 patients qui devaient subir une colonoscopie 4 cause de
polypes ou d’antécédents familiaux de tumeurs du colon se sont portés volontaires dans
1’étude réalisée par Goossens et al. (2006). Dans cette étude, les sujets ont consomme 2x
100 ml/j durant 2 semaines d’une boisson fermentée & base de farine d’avoine contenant
(n=15) ou non (n=14) le probiotique L. plantarum 299v. Les concentrations de
Clostridium sp., de bactéries lactiques totales de Lactobacillus sp. ont toutes augmenté 4
la suite de la consommation du probiotique. Tous les autres groupes bactériens a 1’étude
n’ont pas été modifiés par la consommation de L. plantarum 299v. Donskey et al. (2001)
ont testé I’influence de 1’ingestion de Bacillus coagulans (non bactériocinogéne), une
souche brevetée par Ganeden Biotechnology, Inc. (San Diego, CA, USA), sur la densité
de population d’ERV dans les matiéres fécales d’un modele murin. Les auteurs ont noté
une diminution significative de la densité d’ERV subséquente a la biothérapie
comparativement 2 la prise de saline seulement pour 3 des souches d’ERV a I’étude.
Dans les 2 autres cas, la réduction de population n’était pas significative. Les auteurs ont
gavé les souris avec des probiotiques durant seulement 4 jours ce qui peut expliquer les

résultats obtenus.

De nombreuses autres études ont été réalisées dans plusieurs pays. Aprés analyse
de tous les résultats, il semble clair que les probiotiques peuvent influencer de maniére
positive I’équilibre entre les diverses populations du microbiote intestinal. Souvent, les
populations de Bifidobacterium sp. et de Lactobacillus sp. sont augmentées
temporairement tandis que celles des Enterobacteriaceae et des Clostridium spp. sont
réduites. Par contre, il semble plus facile de modifier significativement les populations
bactériennes des jeunes enfants puisque leur microbiote est plus sensible aux influences
externes. Les adultes ont un microbiote intestinal trés stable tout au long de leur vie
(Isolauri ef al., 2004). 11 est aussi évident que toutes les souches probiotiques n’ont pas le
méme effet sur les bactéries intestinales. C’est pourquoi il est important de bien
caractériser les souches de probiotiques dans les études. L’influence de support
d’administration (probiotique sous forme lyophylisé ou ingéré dans un lait ferment¢) ne

ressort pas vraiment des études citées précédemment. De plus, aucune étude clinique ne
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fait ressortir 1’effet dose de probiotique-réponse. Il serait trés intéressant d’entreprendre
des études cliniques qui pourraient assurément répondre a ces interrogations. La prise
d’antibiotiques ou la maladie (voir section 1.4.5.) peuvent modifier le microbiote
intestinal. Cette modulation, bien que temporaire, peut provoquer de 1’inflammation
incontrolée déclenchée par un déséquilibre au niveau du microbiote. La consommation
réguliére de probiotiques pourrait alors atténuer les changements et prévenir 1’apparition

de symptomes désagréables (Myllyluoma et al., 2006).

Le Tableau 1.4 résume les principales études cliniques montrant 1’influence de la
consommation de probiotiques spécifiques dans le traitement ou la prévention de
pathologies causées par Helicobacter pylori et Clostridium difficile. Les mécanismes
d’action ne sont pas encore bien élucidés, mais la stimulation de la production d’IgAs ou

d’autres composantes du systéme immunitaire semble étre la principale explication.
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Tableau 1.4. Ftudes cliniques montrant 1’implication de la consommation de

probiotiques dans la le traitement ou la prévention des pathologies causées par

Helicobacter pylori ou Clostridium difficile.

Pathogene Probiotiques Effets Echantillon Référence
(n=)
H, pylori Clostridium butyricum - 1 des modifications du microbiote 35 sujets avec Shimbo et
MIYAIRI 588 + thérapie induit par les antibiotiques ulceéres d’estomac  al., 2005
antibiotique - des effets secondaires

Bacillus clausii - 1 de I’incidence et de I’intensité des 120 sujets infectés  Nista et al.,

effets secondaires (douleur gastrique, H. pylori 2004
nausée, diarrhée) associés & la triple
thérapie
Lactobacillus acidophilus -  182/254 enfants ont été colonisés par 254 enfants Gotteland et
LB H. pylori asymptomatiques al., 2005

- ftraitement aux antibiotiques a
fonctionné dans 66% vs 6.5% en

faveur du groupe probiotique

Lactobacillus casei DN- -  antibiothérapie : 57.5% d’élimination ~ 86 enfants avec  Sykoraeral.,

114 001 de H. pylori symptOmes de 2005
antibiothérapie + probiotiques : 84.6% gastrites
d’élimination de H. pylori

- | effets secondaires et de la résistance
aux antibiotiques

Lactobacillus casei DG - effets secondaires associés 4 une 66 sujets avec Tursi et al.,
quadruple antibiothérapie infection A. 2004
- 1 de I’élimination de H. pylori pylori persistente
Lactobacillus brevis CD2 - 4 score test respiratoire a 1’urée 22 sujets infectés  Linsalata et
marquée et de la synthése des H. pylori al., 2004

polyamines (multiplication et
différentiation cellulaire = cancer

estomac)
10 jours antibiothérapie + - 4 score GSRS mesurant les 40 enfants Lionetti e
L. reuteri ATCC 55730 symptomes de P'infection et I’intensité infectés H. pylori  al., 2006
ou placebo des effets secondaires dans le groupe
probiotigue
Yogourt contenant - Réduction de I'infection par H. pylori 31 sujets infectés Sakamoto et
Lactobacillus gasseri et de I’inflammation de la muqueuse al., 2001
LG21 gastrique
Lactobacillus johnsonii - { score test respiratoire a I'urée 326 enfants Cruchet et
Lal marquée de 7.64% asymptomatiques  al., 2003
(77.3%
colonisation par
H. pylori)
Lactobacillus rhamnosus - | effets secondaires associés aune 120 sujets infectés ~ Armuzzi et
GG triple antibiothérapie (ballonnement, par H. pylori al.,2001a

diarrhée, perturbation du gofit)

4 effets secondaires associés aune 60 sujets infectés ~ Armuzzi et
triple antibiothérapie (nausée, par H. pylori al., 2001b
diarrhée, perturbation du gofit)

L. rhamnosus GG -
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Tableau 1.4 (suite)

L. rhamnosus GG - | effets secondaires associés une 85 sujets infectés Cremonini et
ou triple antibiothérapie, et ce pour tous par H. pylori al., 2002
Saccharomyces boulardii les probiotiques de I’étude
ou
Lactobacillus +
Bifidobacterium
S. boulardii + inuline - 182/254 enfants ont été colonisés par 254 enfants Gotteland et
H. pylori asymptomatiques al., 2005
- traitement aux antibiotiques soigné
66% vs 12.5% pour le groupe S. boulardii
AB-yogurt : - de I’activité uréase aprés 6 semaines 59 adultes Wang et al.,
L. acidophilus La5 de traitement chez les personnes ayant infectés par H. 2004
B. lactis Bb12 consommées le yogourt pylori
L. bulgaricus
S. thermophilus
AB-yogurt : - Eradication de I'infection chez91% 138 sujets infectés Sheu et al.,
L. acidophilus La5 des sujets quadruple thérapie + par H. pylori dont 2006
B. lactis Bb12 prétraitement 4 sem probiotiques la triple thérapie
L. bulgaricus contre 77% est inefficace
S. thermophilus - score test respiratoire a I'urée
marquée dans le groupe probiotique
AB-yogurt : - Elimination de I’infection chez91% 106 sujets infectés  Sheu et al.,
L. acidophilus La5 des sujets triple thérapie + par H. pylori 2002
B. lactis Bb12 probiotiques contre 78%
L. bulgaricus - Récupération normale des
S. thermophilus Bifidobacterium sp. a la 5™ semaine
C. difficile Lactobacillus casei -\ de 7x l'infection par C. difficile = 20 sujets Beausoleil et
Lactobacillus acidophilus -l de 20% de la durée d'hospitalisation antibiothérapie al., 2004
(Bio-K+ Pharma)
Antibiotiques + - 46% (probio + antibiotiques) vs 78% 138 personnes Plummer et
Lactobacillus acidophilus (antibiotiques) des sujets positifs aux dgées al., 2004
Bifidobacterium bifidum toxines
ou
antibiotiques
Lactobacillus plantarum - placebo : 6/9 récurrence 20 sujets Wullt et al.,
299v + antibiothérapie -probiotique : 4/11 récurrence diarrhées 2003
ou placebo + récurrentes C.
antibiothérapie difficile
S. boulardii 2x/j durant  -placebo : 7/78 DAA (9%) ; 2/7 positif C. 151 sujets sous Canetal.,
antibiothérapies diverses difficile antibiothérapie 2006
-probiotique : 1/73 DAA (1.4%); 0/1 C.
difficile
S. boulardii durant 28 j +  Chez les sujets souffrant de récurrence : 124 sujets infectés McFarland et
antibiothérapie -placebo : 65% de récurrence C. difficile al., 1994
ou placebo + -probiotique : 35%
antibiothérapie La combinaison antibiotique + probiotique
permet de prévenir les récurrences
S. boulardii durant 28 j + Chez les sujets avec dose élevée de 168 sujets avec ~ Surawicz ef
antibiothérapie vancomycine : récurrence de C. al., 2000
ou placebo + -placebo : 50% récurrence difficile
antibiothérapie -probiotique :16.7%
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1.4.7. Modulation du microbiote intestinal par les BAL productrices de

bactériocines

Bien que le potentiel antimicrobien des bactériocines ait été démontré dans une
grande quantité de publications contre une variété de bactéries pathogénes alimentaires
(Ray et Miller, 2000; Guinane et al., 2005; Drider et al., 2006), quelques études in vitro
ont démontré 1’activité bactéricide de bactériocines contre des pathogénes résistants aux
antibiotiques (Galvin et al., 1999; Nascimento ef al., 2006), mais aucune étude clinique
humaine n’a été réalisée. Cependant, quelques études ont été effectuées sur des animaux
pour vérifier I’impact des bactériocines sur la modulation du microbiote intestinal ou
dans des modeles d’infections. Bernbom et al. (2006) ont vérifié les effets d’une souche
Lactococcus lactis productrice de nisine sur la composition du microbiote intestinal chez
des rats colonisés par une microflore intestinale humaine. Les rongeurs ont été gaves
durant 2 jours consécutifs avec la souche de Lc. lactis productrice de nisine ou un mutant
ayant perdu la capacité de produire cette bactériocine ou encore des concentrations
croissantes de nisine. La diversité microbienne intestinale a été évaluée et quantifiée par
des dénombrements sur des géloses sélectives ou par « denaturated gradient gel
electrophoresis » (DGGE) & partir de selles de rats. La présence des 2 souches de Lc.
lactis a augmenté le nombre de Bifidobacterium sp. fécaux durant les 8 premiers jours et
a diminué la concentration d’entérocoques/streptocoques intestinaux. Les analyses
DGGE ont montré que le profil de diversité microbienne chez les rats gavés par 1’une ou
’autre des souches de Lc. lactis était différent de celui des rats gavés avec la saline
(témoin). L’administration orogastrique de nisine n’a eu d’influence ni quantitative ni
qualitative sur le microbiote intestinal. Mare et al. (2006) ont isolé une souche de L.
plantarum productrice de plantaricine 423 dans un intestin porcin. Ils ont ensuite
administré cette souche a des porcelets durant 28 jours. Les résultats ont montré que la
souche adhére fortement & 1’iléon et au cblon postérieur puisque de fortes concentrations
de cette souche ont été visualisées dans ces sections tandis qu’une diminution de la
population d’Ent. faecalis a été mesurée. Les auteurs concluent que la plantaricine est

responsable de cette diminution, mais les mémes expériences n’ont pas été réalisées avec
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une souche non-bactériocinogeéne. Un autre exemple est la souche d’origine humaine L.
acidophilus Lal, maintenant reclassée L. johnsonii Lal, qui inhibe 1’adhésion et
I’invasion cellulaire par des bactéries pathogénes in vitro. Cette souche produit une
molécule antimicrobienne, active seulement en présence d’acide lactique et dont I’activité
antimicrobienne n’est pas sensible aux protéases, laissant donc présager que ce n’est pas
une bactériocine (Makras et al., 2006). Cet agent inhibiteur agirait contre plusieurs
bactéries pathogénes Gram + et Gram — telles S. aureus, List. monocytogenes, Salmonella
enterica sérovar Typhimurium, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa et Enterobacter cloacae sans affecter la croissance des bifidobactéries et des
lactobacilles évalués (Bemet-Camard et al., 1997). Quelques études cliniques ont été
réalisées avec cette bactérie (Garrido et al., 2005; Brunser et al., 2006; Yamano et al.,
2006), mais aucune n’a démontré l'impact de la production de molécules
antimicrobiennes sur la modulation du microbiote intestinal. Beaucoup d’études devront
étre réalisées dans 1’avenir afin de démontrer I’influence de souches bactériocinogénes
sur la modulation du microbiote intestinal ou sur la prévention des infections in vivo,
mais aussi pour démontrer la production de bactériocines in situ. Cependant, dans une
étude réalisée par O’Mahony et al. (2001), des souris ont regu par gavage des doses de
10° bactéries viables/j durant 16 semaines de la souche L. salivarius ssp. salivarius
UCC118. Une réduction significative des entérocoques et des coliformes fécaux a été
observée. A la suite de cette étude, il a été démontré que cette souche probiotique produit
une bactériocine de classe IIb nommée abp118 (Flynn et al., 2002). A ce moment, il était
possible de penser, sans toutefois le confirmer, que la production de I’agent bactéricide
est impliquée dans la forte capacité de colonisation de ce lactobacille. Pour le confirmer,
une excellente étude a été publiée par Corr ef al. (2007). Dans cette série d’expériences,
les auteurs ont clairement démontré que 1’ingestion de Lactobacillus salivarius UCC118
(1 x 10° ufc/j durant 3 jours), la souche productrice de la bactériocine abp118, a permis
de réduire considérablement la translocation au foie et dans la rate de Listeria
monocytogenes (2 x 10° ufc) causée par une infection chez des souris A/J. C’est, 4 ma
connaissance, la premiére et la seule étude qui démontre directement la forte implication

de la production de bactériocines dans la capacité anti-infectieuse d’une bactérie.
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1.4.8. Diminution de l'incidence et de la durée des diarrhées

Quelques 4 milliards d’épisodes de diarrhées sont déclarés annuellement dans le
monde causant 4% des décés (Sazawal et al., 2006). Dans les pays en voie de
développement, la diarrhée est la troisiéme cause de mortalité et elle serait responsable de
17% des décés des enfants de moins de 5 ans (Glass et al., 2006). La diarrhée aigué
provoque une perturbation de 1’absorption intestinale des micronutriments et des
macronutriments ce qui méne a la malnutrition, la déshydratation et entraine des retards
de croissance. La diarrhée est définie comme toute augmentation du débit fécal quotidien
d’un ou plusieurs constituants normaux de la selle (Kernbaum et al., 1998). De
nombreuses causes peuvent provoquer la diarrhée (plus de 20 agents infectieux,
antibiothérapie, intolérance alimentaire, stress). Les intoxications alimentaires
bactériennes, la gastro-entérite virale et la diarthée du voyageur sont causées par
I’ingestion d’agents infectieux qui s’implantent temporairement dans le microbiote et
exercent leurs effets néfastes, avant d’étre éliminés par le systtme immunitaire. La
perturbation des bactéries indigénes du microbiote intestinal par un traitement aux
antibiotiques peut aussi permettre la croissance de bactéries nocives et entrainer des
diarrhées. Dans ce contexte, la consommation de probiotiques peut aider & prévenir

1’apparition de plusieurs formes de diarrhées.

1.4.8.1. Causes les plus fréquentes des diarrhées

La diarrhée du voyageur, communément appelée « turista», se produit chez
environ la moitié des individus fréquentant des pays a risque (Yates, 2005). La diarrhée
se déclare en général en raison de la contamination par l'ingestion fortuite de bactéries
pathogénes telles Escherichia coli, Shigella spp., Salmonella enterica sérovar Typhi,
Campylobacter jejuni, Aeromonas spp. ou Vibrio cholerae, mais aussi par divers
parasites (Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Cyclospora cayetanensis ou
Cryptosporidium parvum) ou des virus (Rotavirus ou Norovirus). Les symptomes sont de

la fievre, de la nausée, des vomissements, des crampes abdominales et parfois des
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diarrhées sanguinolentes (Yates, 2005). Quelques probiotiques ont démontré une certaine
capacité a réduire l'incidence des diarrhées du voyageur (Tableau 1.5). La nature du
probiotique et la destination des voyageurs sont des critéres trés importants lors de
I’analyse des résultats. D'ailleurs, les résultats attendus sont parfois contradictoires d'une
étude a l'autre; il est donc évident que les études sont incomplétes et qu'il manque
cruellement d'études pour prouver l'implication des probiotiques dans la prévention des

diarrhées du voyageur.

Tableau 1.5. Etudes cliniques impliquant la consommation de probiotiques dans la

prévention des diarrhées du voyageur.

Probiotique Effet thérapeutique” Population Référence
(% probiotique/% témoin) (n=)
Lactobacillus acidophilus 35/29 (NS°) 50 de Dios Pozo-
L. bulgaricus (Lactinex) Olano et al., 1978
L. acidophilus 55/51 (NS) 212 Kollaritsch et al.
1983
L. fermentum souche KLD 23.8/23.8 (NS) 282 Katelaris et al.,
1995
L. acidophilus (souche non 25.7/23.8 (NS) 282 Katelaris et al.,
spécifiée) 1995
Lactobacilles + 43/71 (P =0.02) 81 Black et al., 1989
bifidobactéries +
streptocoques
L. acidophilus LB non viable ~ 61.4/100 personnes/mois vs 174 Briand et al., 2006
43.4/100 personnes/mois (NS)
Saccharomyces boulardii 28.7/39.1 (P < 0.05) 1016 Kollaritsch et al.,
1993
L. rhamnosus GG 41/46.5 (NS) 756 Oksanen et al.,
1990
L. rhamnosus GG 3.9/7.4 (P =0.05) 245 Hilton et al., 1997

* Pourcentage de sujets montrant les symptdmes de diarrhées dans le groupe probiotique
vs le groupe témoin, respectivement.
b Aucune différence significative n'a été observée entre les deux groupes de I'étude.
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Les intoxications alimentaires sont des infections gastro-intestinales provoquées
par l'ingestion d'aliments contaminés par des bactéries pathogénes telles qu’ Escherichia
coli O157:H7, Listeria monocytogenes ou Salmonella enterica sérovar Typhimurium.
Lorsque les aliments ne sont pas entreposés adéquatement (par exemple a température
piéce), les bactéries se multiplient rapidement. Lors de la consommation d’aliments
contaminés, les bactéries pathogénes peuvent s’implanter sur la surface mucosale et
sécréter des entérotoxines, provoquant ainsi la diarthée (Prescott ef al., 2003). Cependant,
la prise de probiotiques peut prévenir un tel probléme par la compétition exercée pour les

nutriments ou pour les sites d’attachement & la muqueuse intestinale.

La gastro-entérite est la deuxiéme cause de consultation clinique aprés les
infections respiratoires Des symptomes aigus de gastro-entérite, inflammation des
muqueuses gastrique et intestinale caractérisée par des vomissements et de la diarthée,
peuvent étre déclenchés par un grand nombre d’agents pathogénes (virus, bactéries ou
parasites). La cause principale des diarrhées infantiles et aussi la plus meurtriére est le
rotavirus, qui tue chaque année 640 000 enfants (Reid et Burton, 2002). Le rotavirus
envahit la muqueuse intestinale et s’y reproduit, ce qui cause des dommages
membranaires et en augmente la perméabilité. La prise orale de solutions de
réhydratation est le traitement principal, mais il ne réduit pas la durée des diarthées. Cette
fois, de nombreuses études ont démontré D’efficacité des probiotiques a prévenir

I’incidence et la durée de ce type de diarrhée (Tableau 1.6).
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Tableau 1.6. Etudes cliniques impliquant la consommation de probiotiques dans la

prévention ou le traitement des diarrhées associées au Rotavirus ou des gastro-entérites.

Type de Probiotique Population a Effet thérapeutique Référence
diarrhée I'étude
Rotavirus Lactobacillus rhamnosus 71 enfants - durée diarrhées Isolauri et al.,
GG 1991
L. rhamnosus GG 39 enfants - durée diarrhées Kaila et al.,
-1 IgA anti-rotavirus 1992
L. rhamnosus GG 49 enfants -4 durée diarrhées Majamaa et al.,
-1 IgA anti-rotavirus 1995
-effet spécifique de GG vs
autres BAL
L. rhamnosus GG 42 enfants -l durée diarrhées Isolauri et al.,
1994
L. rhamnosus GG 25 enfants -\ durée diarrhées Kaila et al.,
-importance de la viabilité 1995
BAL
L. rhamnosus GG 81 enfants -prévention des diarrhées a Szajewska et
rotavirus nosocomiales (2.2% al., 2001
vs 16.7%)
L. rhamnosus GG 123 enfants - durée diarrhées Shornikova et
al., 1997a
L. rhamnosus GG 220 enfants -inefficace a prévenir les Mastretta et al.,
infections nosocomiales a 2002
rotavirus
L. reuteri DSM12246 + 69 enfants - durée diarrhées et Rosenfeldt er
L. rhamnosus 19070-2 hospitalisation al., 2002
Bifidobacterium lactis 175 enfants  -protection contre les rotavirus  Phuapradit et
Bbl2 al., 1999
L. rhamnosus souches 87 enfants -4 durée diarrhées Szymanski et
573L/1; 573L/2; 573L/3 al., 2006
Gastro- L. rhamnosus GG 32 enfants -4 incidence et durée diarrhées  Raza et al.,
entérites 1995
L. rhamnosus GG 26 enfants - durée diarrhées Pant et al.,
1996
L. rhamnosus GG 100 enfants - durée diarrhées Guarino et al.,
1997
L. rhamnosus GG 287 enfants -4 durée diarrhées Guandalini et
al., 2000
L. rhamnosus GG 179 enfants -Aucun effet positif Salazar-Lindo
et al., 2004
L. reuteri 40 enfants - durée diarrhées Shornikova et
al., 1997b
L. acidophilus CERALA 89 enfants - durée diarrhées Gaon et al.,
Saccharomyces 2003
boulardii
Saccharomyces 38 enfants -4 durée diarrhées Chapoy, 1985
boulardii
Enterococcus faecium 211 adultes - durée et de la sévérité des Buydens et
SF68 diarrhées Debeuckelaere,
1996
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La diarrhée associée 2 la prise d’antibiotiques (DAA) est 1’effet secondaire le
plus souvent rencontré durant une antibiothérapie (Wistrom er al., 2001). C’est un
probléme majeur de santé publique qui cause un accroissement de la durée
d’hospitalisation, des procédures de diagnostics et de soins, ce qui engendre une
augmentation des cofits en soins de santé. L’incidence de la DAA varie entre 5 et 39%
selon I’antibiotique utilisé, la susceptibilité génétique et I’environnement dont la durée de
I’hospitalisation (McFarland, 1998). Une perturbation des populations bactériennes ou
une réduction de la diversité microbienne du microbiote intestinal sont des facteurs
impliqués dans la pathogenése des DAA (Young et Schmidt, 2004). La prévention ou le
traitement avec des probiotiques permettrait le maintien du microbiote intestinal, ce qui
empécherait la colonisation par Clostridium difficile ou d’autres bactéries pathogenes.
Différentes bactéries se sont avérées bénéfiques face aux diarrhées associées a la prise

d’antibiotiques (Tableau 1.7).
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Tableau 1.7. Etudes cliniques randomisées montrant Dleffet thérapeutique de la

consommation de probiotiques dans la prévention des diarrhées associées a la prise de

divers antibiotiques.

Antibiotique Probiotique  KEtude Population Probiotique/témoin Référence
aveugle alétude (% probiotique/% témoin)*
(n=)
Ampicilline L. acidophilus oui 98 8.3/21 Gotz et al.,
L. bulgaricus 1979
Néomycine L. acidophilus non 39 20/42 Clements et
L. bulgaricus al., 1983
Amoxicilline- L. acidophilus non 27 effet positif Witsell et al.,
clavulanate L. bulgaricus 1995
Divers E. faecium SF68  oui 45 8.7/27.2 Whunderlich et
al., 1989
Erythromycine B. longum oui 10 effet positif Colombel et
al., 1987
Erythromycine L. rhamnosus non 16 effet positif Siitonen et al.,
GG 1990
Divers L. rhamnosus oui 202 8/ 26 Vanderhoof et
GG al., 1999
Divers L. rhamnosus oui 119 5/16 Arvolaet al.,
GG 1999
Divers L. sporogenes+  oui 120 39/62 LaRosaet al.,
FOS 2003
Clindamycine B. longum oui 23 effet positif ( de C. difficile)y Nordet al.,
L. acidophilus 1997
Divers B. lactis oui 80 16/31 Correa et al.,
S. thermophilus 2005
Divers Saccharomyces  oui 180 9.5/21.8 Surawicz et al.,
boulardii 1989
B-lactamines S. boulardii oui 193 7.2/14.6 McFarland et
al., 1995
Divers S. boulardii oui 269 8/23 Kotowska et
al., 2005
Sulbactame- S. boulardii non 466 5.7/18.9 Erdeve et al.,
ampicilline, 2004
azithromycine
Divers Clostridium non 110 9/59 Seki et al.,
butyricum 2003
MIYAIRI

® Pourcentage de sujets montrant les symptdmes de diarthées dans le groupe probiotique
vs le groupe témoin, respectivement.

Il est donc évident a la lueur des études présentées dans le Tableau 1.7 que la

consommation de divers probiotiques durant un traitement aux antibiotiques s'avére tres

bénéfique pour prévenir l'incidence des diarrhées ou encore diminuer la durée de celles-

ci. Par contre, ce ne sont pas tous les probiotiques qui ont des effets équivalents. En effet,
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les études qui impliquent L. rhamnosus GG ou S. boulardii montrent des résultats
beaucoup plus intéressants et sont mieux supportées par des essais cliniques contrdlés ou
des méta-analyses que par plusieurs autres travaux réalisés avec d'autres micro-

organismes.

1.4.9. Soulagement des symptdomes associés aux maladies inflammatoires de

I'intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de ’intestin désignent des maladies trés
semblables, la maladie de Crohn et la recto-colite ulcéreuse. Le syndrome de I’intestin
irritable est un désordre fonctionnel intestinal trés fréquent touchant en moyenne 10 a 15
% de la population générale (Hungin ef al., 2003). Il est important de mentionner qu'une
perte de 1’homéostasie et des perturbations immunitaires au niveau du tube digestif sont
les principales causes de ces maladies. Un déséquilibre du microbiote intestinal pourrait
étre partiellement responsable de ces troubles intestinaux. Certaines études démontrent
que le rétablissement du microbiote peut étre effectué par la consommation de
probiotiques (Nobaek et al., 2000; Verdu et Collins, 2004) tandis que d’autres études
semblent plutét démontrer l'importance de 1’immunomodulation induite par les

probiotiques (Steidler et al., 2000; O’Mahony et al., 2005).

1.4.10. Immunomodulation

Les probiotiques ont la capacité de moduler, c'est-a-dire de stimuler ou de
réprimer, le systéme immunitaire (SI) de I'hdte. Les bactéries ou seulement certaines de
leurs composantes  (parois  bactériennes, peptides  immuno-modulateurs,
exopolysaccharides, ADN) entrent en contact avec les nombreuses cellules immunitaires
présentes dans le GALT et provoquent une cascade de réactions (Yasui et al., 1999;
Isolauri er al., 2001; Leblanc et al., 2002). Les sections suivantes résument les

mécanismes d’action des probiotiques sur I’immunomodulation.
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1.4.10.1. Effets des probiotiques sur la réponse immunitaire

1.4.10.1.1. Immunité non-spécifique

- 1 de la phagocytose et production de cytokines par les macrophages

- stimulation de I’activité des cellules natural killer (NK)

- les macrophages et les cellules NK seront donc plus aptes a éliminer les
pathogénes

- 1 de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-
)

- Inhibition de voie de signalisation cellulaire NF-xB

- Favorise I’apoptose (suicide cellulaire)

L'ingestion de diverses souches de Lactobacillus sp. augmente la résistance de
'h6te aux pathogénes microbiens en les éliminant plus facilement de l'intestin. De
nombreuses souches de bactéries vivantes ont induit la production de cytokines pro-
inflammatoires, ce qui correspond a une stimulation de I'immunité non-spécifique. Les
probiotiques peuvent activer la production de macrophages et la phagocytose par ces
derniers. La phagocytose est responsable de l'activation précoce de la réponse
inflammatoire. Les phagocytes sécrétent alors des agents toxiques (intermédiaires réactifs
de l'oxygéne, enzymes lytiques) dans plusieurs réactions inflammatoires. L'activité
phagocytaire méne au recrutement de cellules immunocompétentes et a la génération de
la réponse inflammatoire. Récemment, une étude a démontré une activité phagocytaire
plus forte chez des enfants souffrant d'allergies alimentaires que chez des enfants sains,
ce qui indique une augmentation de la capacité a générer et & produire des molécules qui
méneront 3 une réponse inflammatoire chez les enfants souffrant d'allergies. 11 est aussi
intéressant de remarquer que la consommation de probiotiques par des personnes saines
résulte en une stimulation du systéme immunitaire tandis que ce dernier est régulé a la
baisse chez des individus allergiques réduisant ainsi les symtdmes cliniques (Isolauri et

al., 2001).
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En général, l'inflammation intestinale accompagne un débalancement du
microbiote intestinal. Par exemple, il a été remarqué que les diarrhées a rotavirus sont
associées 4 une augmentation de l'uréase fécale, une enzyme pro-inflammatoire qui
sensibilise la muqueuse intestinale & I'ammoniac et qui stimule la croissance de bactéries
productrices d'uréase. Un débalancement de la composition du microbiote intestinal a été
rapporté chez des sujets atteints d'arthrite thumatoide, ce qui signifie que la diversité du
microbiote intestinal est influencée par un état inflammatoire systémique. Une thérapie
aux probiotiques s'est révélée efficace pour normaliser la concentration d'uréase fécale.
Par conséquent, la consommation de probiotiques stabilise la composition du microbiote
intestinal et prévient la synthése de médiateurs pro-inflammatoires. Ces agents sont
sécrétés par le tissu lymphoide associé a 'intestin en réponse (normale ou exagérée) aux
antigénes retrouvés dans la lumiére intestinale qui peuvent potentiellement affecter

l'intégrité mucosale (Isolauri et al., 2001).

Les cytokines sont des messagers chimiques sécrétés par les cellules du SI afin de
communiquer entre elles. 1l existe des cytokines pro-inflammatoires: interleukine-1p (IL-
1B), IL-6, IL-12, TNF-a,, INF-y et d'autres anti-inflammatoires: IL-2, IL-4, IL-5 et IL-10.
Des études ont montré que, chez des souris transgéniques ayant perdu la capacité de
produire des cytokines, une réponse immune inoffensive face au microbiote intestinal
normal se transforme en un état inflammatoire en absence d'IL-2 et d'IL-10. Cette
expérience indique que 1'inflammation est provoquée par une rupture de la fragile balance
existant entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires du milieu intestinal. Une autre
étude a montré que la consommation de Lactobacillus rhamnosus GG permet de
diminuer les concentrations de TNF-a fécales chez des sujets atteints de dermatites
atopiques ou d'allergies au lait de vache. La consommation de lactobacilles peut aussi
mener a une sécrétion d'INF-y par les lymphocytes. L'INF-y augmente la capture des
antigénes par les plaques de Peyer. De plus, les probiotiques augmentent la production
des IgA mucosaux et systémiques face a des antigénes alimentaires. En conséquence, la
consommation de probiotiques stabilise la barriére immunologique de la muqueuse

intestinale par la réduction des cytokines pro-inflammatoires (Isolauri et al., 2001).
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1.4.10.1.2. Immunité humorale ou spécifique
- 7 de la production d’IgA totaux (principalement contre les bactéries Gram —)
- T dela production d’IgA spécifiques par exemple IgA anti-rotavirus

- 1 dela production d’IgE

L'ingestion de Bifidobacterium bifidum augmente les anticorps dirigés contre
l'ovalbumine tandis que Bifidobacterium breve stimule la production d'IgA dirigé contre
la toxine du choléra dans un modéle murin. Des enfants infectés par le rotavirus et
souffrant de diarrhées ont mangé un lait fermenté enrichi en Lactobacillus rhamnosus
GG. Une augmentation du nombre de cellules productrices d'IgA dirigés contre le
rotavirus a été observée et la concentration d'IgA sérique était plus élevée (Yasui et al.,

1999).

Les enfants allergiques au lait de vache ont une hypersensibilité de type retardé
aux protéines du lait, une production déficiente d'IgA locaux ainsi qu'une hypersensibilité
immédiate par les IgE. Une thérapie avec des probiotiques a pu améliorer
significativement la dermatite atopique provoquée par une réponse immune inadéquate
chez ces enfants allergiques. Les probiotiques peuvent aussi altérer le nombre de
récepteurs aux antigénes sur les cellules immunes. En effet, il a été remarqué que ces
récepteurs étaient en plus grande concentration a la surface des lymphocytes chez des
enfants allergiques que chez des enfants sains. Une thérapie avec des probiotiques a
permis de normaliser la quantité de ces récepteurs diminuant du coup les symptomes
allergiques. De plus, les probiotiques modifient la structure des antigénes potentiellement
nuisibles et peuvent ainsi rétablir une réponse immune plus modérée (Isolauri et al.,

2001).
En résumé, les probiotiques diminuent le risque de réactions allergiques par :

- la normalisation de la perméabilité intestinale, ce qui empéche l'activation des cellules

dendritiques avec des IgE et les lymphocytes T;
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- P’augmentation de la concentration d’IgA au-dessus de la muqueuse intestinale; les
allergénes sont piégés par les anticorps et ne peuvent donc plus traverser la muqueuse
intestinale et provoquer une réaction allergique;

- la modification de la réponse Th2 vers Thl.

1.4.10.1.3. Immunité cellulaire

Les probiotiques peuvent moduler la réponse des différentes populations de
cellules T. Certains favorisent le développement d’une réponse principalement axée sur
les cellules Thl, alors que d’autres stimulent la voie Th2. La bactérie Lactococcus casei
favorise la voie Thl chez la souris en inhibant la sécrétion d’IL-4 et d’IL-5, alors que la
production d’INF-y augmente. La co-culture de cellules de la muqueuse intestinale
isolées chez des volontaires avec L. casei DN-114 001, L. casei DN-114 056 ou L. casei
ATCC 334 a diminué la production du TNF-a, favorisant ainsi la branche Th2. La
présence de Lactobacillus bulgaricus LB-10 dans la culture n’a cependant pas modifié la
production de TNF-a tandis que la souche non-pathogéne Escherichia coli ECOR-26 a
augmenté la quantité de TNF-a dans le milieu. De plus, la souche Lactobacillus casei
DN-114 001 a pu prévenir I’augmentation du TNF-o en présence d'une souche non-
pathogéne d'Escherichia coli (Yasui et al., 1999; Isolauri et al., 2001). Les probiotiques
peuvent aussi modifier la réponse inflammatoire en favorisant la suppression par les
cellules T régulatrices. En effet, dans un modéle d’inflammation intestinale, des souris
traitées avec le mélange probiotique VSL#3 ont une proportion plus grande de cellules T
régulatrices produisant du TGF-B et de I'IL-10 et une diminution notable des symptomes
inflammatoires (Camilleri, 2003).

1.4.11. Activité anti-cancérogéne et anti-mutagéne

Le cancer colorectal (CCR) est une cause trés importante de mortalité dans
plusieurs pays. En terme de fréquence, le CCR est le deuxiéme type de cancer le plus
meurtrier derriére le cancer du poumon chez les hommes et le cancer du sein chez les

femmes. Selon son origine génétique, le CCR peut étre divisé en deux catégories : le
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CCR découlant de polyposes ou ceux ne découlant pas de polyposes (Taketo, 2006). Les
indices montrant que les génes sont impliqués dans ce type de cancer proviennent de
I’étude d’une forme dominante autosomale de CCR appelé polypose adénomateuse
familiale (familial adenomatous polyposis; FAP en anglais). Une mutation du géne APC
(adenomatous polyposis coli) situé sur le chromosome 5q21 conduit au développement
de centaines de polypes sur la muqueuse intestinale lorsque les individus deviennent des
jeunes adultes. Par la suite, ces polypes se développent en adénomes et en
adénocarcinomes (Yang ef al., 1997). De nombreuses observations directes ont démontré
clairement que plusieurs probiotiques ont la capacité de prévenir la formation de tumeurs
(Wollowski et al., 2001).

Les mécanismes d'action avancés seraient les suivants (Hirayama et Rafter, 2000; Lee

et Lee, 2000; Rafter, 2002):

= Modifications des activités métaboliques du microbiote intestinal

»  Stimulation de la production d'enzymes détoxifiantes;

» Liaison et dégradation des enzymes procarcinogénes : [-glucuronidase,
nitroréductase, azoréductase;

= Liaison et excrétion des agents mutagénes;

= Production de composés antitumoraux et antimutagénes (ex: acide butyrique)

= Stimulation de l'apoptose des cellules tumorales

De nombreux enzymes bactériennes telles que la f-glucuronidase (EC 3.2.1.31),
la nitroréductase (EC 1.6.99) et 1’azoréductase (EC 1.7.1.6) sont impliquées dans la
carcinogenése intestinale puisque ces enzymes catalysent la réduction d’agents
procarcinogénes en métabolites carcinogénes qui s’accumulent dans I’intestin. En effet,
Kim et Jin (2001) ont établi un lien entre I’étiologie du cancer du colon et ’augmentation
de I’activité de la B-glucuronidase fécale. Cette enzyme sécrétée par certains membres
indigénes du microbiote intestinal, dont E. coli HGU-3, hydrolyserait le lien,
préalablement formé dans le foie, entre I’acide glucuronique et le méthylazoxyméthanol

(MAM), ce qui a pour effet de libérer immédiatement le MAM qui s’accumule en
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relativement forte concentration dans la muqueuse du colon. Le MAM, métabolite dérivé
du DMH, est un puissant carcinogéne avec une haute spécificité pour le colon. Chez le
rat, la souris et le hamster, des injections répétées de DMH provoquent des carcinomes du
colon et de I’intestin gréle (Fiala, 1975). Pour étayer cette hypothése, il a été démontré
que I’administration de DMH & des souris gnotobiotiques diminuait de fagon
exponentielle 1’incidence des cancers du colon (Reddy e al., 1974). L’azoréductase
convertit plusieurs drogues et colorants alimentaires qui contiennent des liaisons azotés
en composés amine qui sont trés souvent considérés comme toxiques, mutagenes ou
carcinogénes (Nakamura et al., 2002). La nitroréductase participe a la conversion du
dinitrotoluéne, du nitrobenzéne et du nitropyréne en amines carcinogénes (Nakamura ef
al., 2002).

Plusieurs études ont montré que 1’ajout de BAL dans la di¢te de modéles murins
ou lors d’études effectuées chez 1’humain réduit I’activité de ces enzymes fécaux (Goldin
et Gorbach, 1984; Rowland et al., 1998). Ces observations ont amené les chercheurs a
s’intéresser a la capacité antitumorale des probiotiques. D’autres études ont montré que
des souches variées de Lactobacillus et de Bifidobacterium semblaient produire des
composés solubles sécrétés dans le surnageant qui auraient la capacité d’inhiber la
prolifération des cellules tumorales et de réduire I’incidence des cancers. Cependant,

aucun composé n’a été identifié a ce jour (Rafter, 2002; Yamazaki et al., 2000)

1.4.12. Soulagement des symptomes associés a l'intolérance au lactose

L’intolérance au lactose est le résultat d’une mauvaise digestion du lactose causé
par une déficience en lactase, ’enzyme qui permet de digérer le lactose et de le convertir
en sucres simples facilement assimilables pas l'intestin (glucose et galactose).
L’intolérance au lactose n’est donc pas une allergie et est retrouvée principalement chez
les personnes agées et les individus dont la muqueuse de I’intestin gréle est en état
inflammatoire (entérite, infections bactériennes ou parasitaires, syndrome de I’intestin
irritable). Cependant, le lactose qui n'est pas assimilé par l'intestin fermente et entraine un

inconfort plus ou moins important, causant des douleurs abdominales, des crampes, des
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ballonnements, de la diarrhée, des flatulences ou de la nausée. Les mécanismes par
lesquels I’intolérance au lactose cause ces inconforts sont trés mal compris. Les diarrhées
pourraient étre causés par une trop grande sécrétion d’eau ou une accélération du transit
intestinal dans 1’intestin gréle ou une perturbation du péristaltisme et de 1’absorption
d’eau dans le colon (de Vrese ef al., 2001). En général, les individus intolérants au
lactose ne ressentent aucun inconfort lors de la consommation de laits fermentés. Ceci
peut étre expliqué de deux fagons. La premiére hypothése est que la digestion du lactose
dans la lumiére intestinale est réalisée par la lactase du yogourt qui a été sécrétée par les
bactéries lactiques durant la fermentation. La seconde est que le yogourt a un transit
intestinal plus long que le lait, ce qui permet au lactose d’étre dégradé plus longtemps et
d’étre alors assimilé. En clinique, il a été démontré que le remplacement du lait par du
yogourt ou des produits laitiers fermentés permet une meilleure digestion et diminue les
diarrhées et les autres symptémes associés a l'intolérance au lactose d’individus ayant
subi l'ablation d'une section de leur intestin (Marteau et al., 1990). La consommation de
probiotiques peut donc diminuer les symptomes associés a 1’intolérance au lactose en
fournissant 1’enzyme digestive nécessaire. L’efficacité de plusieurs probiotiques
(Bifidobacterium lactis, Lactobacillus bulgaricus et de nombreux autres) a déja été

démontrée (de Vrese et al., 2001; Montalto et al., 2006).

1.4.13. Prévention des infections uro-génitales

Les infections uro-génitales (IUG) affectent plus de 300 millions de femmes par
année dans le monde et comprennent les infections de la vessie, des reins, du vagin, de
’urétre et du col de I'utérus. Chaque infection provoque des symptomes durant en
moyenne 6 jours. Le traitement des TUG représente un cofit énorme pour le systéme de
santé en Amérique du Nord. Les IUG non soignées chez les femmes enceintes peuvent
provoquer des fausses couches et des accouchements prématurés allant jusqu'a la mort du
feetus. La principale cause des TUG est la présence d’uropathogénes en provenance de
l'intestin tels que E. coli, Staphylococcus saprophyticus, autres Enterobacteriaceae et
Enterococcus faecalis. Le traitement habituel consiste en la prise d'antibiotiques ce qui

soulage les IUG en 1-7 jours (Reid, 2001; Reid et al., 2004). Cependant, le probléme est
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que la résistance bactérienne aux antibiotiques (triméthoprime/sulfaméthoxazole,
clindamycine, métronidazole) est en augmentation (Reid et al., 2001). Une des solutions
alternatives a ce probléme consiste & consommer du jus de canneberge contenant des
molécules qui empéchent les uropathogénes d'adhérer aux muqueuses génitales
(Kontiokari et al., 2001). La vaginose bactérienne est définie comme une infection
bénigne du tractus génital des femmes et est caractérisée par la présence de 3 des 4

critéres énoncés ci-dessous :

= libération d'amines (putrescine, cadavérine et triméthylamine) ou une odeur de
poisson aprés ajout d'hydroxyde de potassium;

= pH vaginal > 4.5;

= débalancement du microbiote vaginal :
normal - microbiote dominé par des lactobacilles;
intermédiaire - microbiote colonisé par des bactéries Gram-—, des
batonnets Gram variable (Bacteroides, Gardnerella ou Mobiluncus) ;
vaginose - microbiote dominé par les pathogénes

= décharge vaginale laiteuse.

Une muqueuse vaginale saine est complétement recouverte et colonisée par > 50
espéces bactériennes, en majorité des lactobacilles. Les uropathogénes proviennent de
lintestin et réussissent d'une facon encore incomprise & traverser les barriéres
bactériennes, a survivre aux différentes conditions adverses, a coloniser la muqueuse
vaginale et méme a se multiplier. Finalement, ces pathogénes peuvent poursuivre leur
route vers la vessie. Plusieurs facteurs sont soupgonnés d'avoir un rdle a jouer dans
lincidence des vaginoses tels que: les concentrations hormonales (en particulier
l'eestrogéne), les changements induits par la contraception orale, une modification du pH
vaginal, une thérapie stéroidienne, I’immunosupression, une maladie comme le diabéte
sucré, le cycle menstruel ou la modulation du microbiote vaginal par la prise

d'antibiotiques et I’utilisation de spermicides.

69



Le Tableau 1.8 résume quelques-unes des études cliniques démontrant une

certaine efficacité 4 prévenir les vaginoses bactériennes.

Tableau 1.8. Etudes cliniques impliquant la consommation de probiotiques dans la

prévention des vaginoses.

Probiotique Administration  Effets thérapeutiques® Duréedu Populationad Référence

traitement I'étude
(jours) (n=)
L. fermentum Tampon de 44% /38% 28 vaginose Eriksson et
L. casei bactéries al., 2005
L. gasseri lyophylisées
Meétronidazole Capsules de -88% de guérison / 30 125 femmes  Anukam et
+ bactéries 40% africaines pré-  al., 2006
L. rhamnosus lyophylisées T Lactobacillus sp. monopauseées
GR-1 chez 96% des femmes avec vaginose
L. reuteri RC-14 du groupe probiotique
ou placebo
L. rhamnosus Capsules de - aucun effet secondaire 60 64 femmesen Reid et al.,
GR-1 bactéries - retour a un microbiote bonne santé 2003a
L. fermentum RC- lyophylisées vaginal normal chez
14 37% probiotique contre
13 % placebo
-1 Lactobacillus sp.
-4 levures et
coliformes
Lactobacillus sp Capsules - T temporaire 5 70 avec Wewalka
Lactobacillus sp Lactobacillus sp. vaginose et al., 2002

(Doderlein Med)  -Les auteurs concluent
a la non-nécessité
d'utiliser les
probiotiques

2. % de sujets montrant les symptdmes de vaginoses dans le groupe probiotique vs le
4 : ymp pe p q
groupe témoin, respectivement.

Mode d'action anti-uropathogénes des probiotiques (Reid et Burton, 2002; Reid et al.,
2003b)

» Excellente capacité d'adhésion et de colonisation de la muqueuse vaginale afin
d'occuper tous les sites disponibles, ce qui prévient I’adhésion des pathogénes;

= Acidification du pH vaginal;

=  Production de molécules antimicrobiennes : peroxyde d'hydrogéne, bactériocines,

acides organiques;
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= Sécrétion de biosurfactants afin d'empécher l'adhésion des pathogénes a la
muqueuse vaginale;
» Excrétion de molécules de coaggrégation afin d'empécher la dispersion des

uropathogénes.

1.4.14. Amélioration de I'équilibre lipidique

Mann et Spoerry (1974) ont été les premiers & faire un lien entre la consommation
de laits fermentés et une réduction du cholestérol chez les peuples Maasai. Depuis cette
époque, de nombreuses études effectuées sur des animaux ont prouvé la capacité de
souches spécifiques de BAL & réduire le cholestérol sanguin. Cependant, les études
cliniques humaines ne sont pas aussi convaincantes (Tableau 1.9). Par exemple, Lin et
al., (1989) ont montré une réduction du cholestérol sérique de 5,7 a 5,3 mM aprés 7
semaines et de 5,4 mM aprés 16 semaines de consommation de L. acidophilus et de L.
bulgaricus. La concentration de cholestérol sérique n’avait pas varié dans le groupe
témoin. Toutefois, dans une deuxiéme étude en double aveugle contre un groupe placebo
réalisée sur 460 volontaires, la consommation de ces souches bactériennes n’a eu aucun
effet. Schaafsma et al., (1998) ont montré qu’un groupe d’individus ayant consommé un
yogourt enrichi de L. acidophilus et de fructo-oligosaccharides a permi de réduire le
cholestérol sérique tandis que dans 1’étude réalisée par de Roos et al. (1999), aucune
modification n’a été mesurée. De nombreux facteurs comme les différences dans le
protocole expérimental, les sujets & I’étude, la quantité de laits fermentés consommeés et

les souches de BAL, seraient la raison de ces variations lors des études cliniques.

En résumé, les probiotiques peuvent normaliser les taux de cholestérol et de

triglycérides, surtout chez les personnes en surcharge pondérale, par divers mécanismes:

- déconjugaison du cholestérol;

- 1 de 1a capture et de I'excrétion du cholestérol;

- rétablissement de la balance HDL/LDL;

- stimulation de certains enzymes impliqués dans la transformation des acides
gras
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Tableau 1.9. Etudes cliniques montrant I'influence de la consommation de probiotiques

sur les lipides sanguins.

Probiotiques Design Effets thérapeutiques  Population & I'étude Références
expérimental (n=)
Kéfir (Liberté)  double aveugle, - pas d'effets sur: HDL, 13 hommes St-Onge et
placebo, LDL, triglycérides, hypercholestérolémie  al., 2002
6 semaines cholestérol
-7 bactéries fécales
Lactobacillus  double aveugle, - { pression sanguine 36 hommes/femmes  Naruszewi
plantarum 299v placebo, -4 leptine et fibrinogéne 35-45 ans czetal,
6 semaines - { isoprostane et IL-6 fumeurs 2002
donc ¥ des risques de
maladies cardio-
vasculaires
L. acidophilus  double aveugle, -THDL 29 femmes Kiessling
145 placebo, -4 ratio LDL/HDL 19-56 ans etal., 2002
B. longum 913 21 semaines - pas d'effets sur 15
+ oligofructose cholestérol total et LDL.  normocholestérolémie
14
hypercholestérolémie
L. acidophilus  double aveugle, - le soya { cholestérol 37 femmes Greany et
DDS-1 placebo, total (2.2%) post ménopause al., 2004
B. longum 6 semaines e soya 4 LDL (3.5%)  hypercholestérolémie
+ protéines de -le soya T HDL (4.2%)
Soya -soya + probiotiques n'est
pas mieux
L. acidophilus  double aveugle, - pas d'effets sur: HDL, 13 hommes/femmes Lewis et
placebo, LDL, triglycérides, hypercholestérolémie Burmeister,
4 semaines cholestérol 2005
L. acidophilus ~ double aveugle, - cholestérol sérique total 40 hommes/femmes  Anderson
L1 placebo, -pas d'effets sur: HDL,  hypercholestérolémie et
4 semaines LDL, triglycérides Gilliland,
1999
Enterococcus  double aveugle, L LDL (8.4%)et T 70 hommes/femmes ~ Agerholm-
Jfaecium placebo, fibrinogéne chez les sujets  poids santé ou obése  Larsen et
2 souches de S. 8 semaines en obéses (18-55 ans) al., 2000
thermophilus
CAUSIDO
Enterococcus  double aveugle, - LDL et du cholestérol ~ 87 hommes/femmes  Richelsen
faecium placebo, total aprés 1 mois (50-70 ans), et al., 1996
2 souches de S. 6 mois -pas de différence entre le normocholestérolémie,
thermophilus groupe CAUSIDO et le non obése
CAUSIDO groupe placebo apres 6
mois—» effet
hypocholestérolémiant du
placebo
-pas d'effets sur HDL et
triglycérides
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Tableaun 1.9

(suite)
Enterococcus double aveugle, -4 LDL (10%) et du 58 hommes (44 ans), Agerbaek
Jaecium placebo, cholestérol total normocholestérolémie, et al., 1995
2 souches de S. 6 semaines -pas d'effets sur HDL et non obése
thermaophilus triglycérides
CAUSIDO
L. acidophilus 4 groupes avec  -L LDL et du cholestérol 27 hommes/femmes  Ashar et
des total chez les groupes avec concentrations Prajapati,
concentrations des taux de cholestérol croissantes de 2000
cholestérol moyen a élevé cholestérol
semblable,
20 jours
Yogourt + L. double aveugle, -/ LDL (4.4%) 30 hommes Schaafsma
acidophilus + placebo, ! cholestérol total (5.4%) 33-64 ans et al., 1998
FOS 3 semaines | ratio LDL/HDL (5.3%)
-pas d'effets sur
triglycérides, HDL,
glucose sanguin
L. casei double aveugle, -t HDL 20 hommes Kawase et
TMC0409 placebo, - triglycérides hypercholestérolémie  al., 2000
S. thermophilus 8 semaines - pression sanguine
TMC1543 systolique
Lait fermenté B.  double aveugle, -4 cholestérol total 32 hommes Xiao et al.,
longum BL1 placebo, (28-60 ans) 2003
4 semaines hypercholestérolémie
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1.5. BUT, HYPOTHESES ET OBJECTIFS DU PROJET

1.5.1. But

Cette étude a pour but de démontrer I’influence de bactéries lactiques d’origine
humaine et productrices de bactériocines & moduler le microbiote intestinal et & prévenir

la colonisation intestinale par une bactérie pathogéne résistante aux antibiotiques.

1.5.2. Hypothéses

1- Les BAL originant de ’intestin humain & potentiel probiotique (Lactobacillus
acidophilus et L. casei composant le ferment CL1285 de Bio-K+ International Inc. et L.
rhamnosus RW-9595M d’Agriculture et Agro-alimentaire Canada) possédent une grande

capacité antimicrobienne contre des bactéries pathogénes alimentaires et cliniques.
2- 11 est possible d’isoler de I’intestin humain des BAL productrices de bactériocines.
Ces BAL résistent au transit gastro-intestinal et ont la capacit¢ de moduler les

populations microbiennes du microbiote intestinal chez des souris en santé.

3- La consommation de BAL productrices de bactériocines permet de prévenir ou

éliminer une infection intestinale causée par Enterococcus résistant a la vancomycine

(ERV).
1.5.3. Objectifs spécifiques

Afin de répondre correctement aux hypothéses, sept objectifs de recherche ont été

établis :

Objectif 1 : Déterminer la capacité antimicrobienne et le spectre d’inhibition du CL1285

et de L. rhamnosus RW-9595M par comparaison avec des probiotiques reconnus.
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Objectif 2 : Déterminer les mécanismes antimicrobiens du ferment CL1285 et du lait

fermenté produit par Bio-K+ international Inc.

Objectif 3 : Isoler a partir de féces humaines des BAL potentiellement productrices de

bactériocines.

Objectif 4 : Caractériser I’activité antimicrobienne du surnageant de culture des BAL

isolées de feces humaines.

Objectif 5 : Purifier et identifier les bactériocines sécrétées par ces BAL d’origine

humaine.

Objectif 6 : Démontrer que les BAL productrices de bactériocines ont la capacité de

moduler les populations dans le microbiote intestinal de souris en santé.

Objectif 7 : Démontrer la capacité de BAL productrices de bactériocines a prévenir ou

éliminer la colonisation intestinale par Enterococcus résistant a la vancomycine.
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1.5.4. Moyens pour atteindre les objectifs

Objectif 1 : La démonstration du potentiel antimicrobien des BAL a été effectuée avec les
tests de diffusion sur gélose et de diffusion dans des puits contre plusieurs genres et

espéces de bactéries Gram + et Gram —.

Objectif 2 : Afin de déterminer les molécules antimicrobiennes produites par les BAL, un
test d’inhibition bactérienne dans des plaques 96 puits a été mis en place. Le surnageant
provenant du lait fermenté par le CL1285 a été testé directement, neutralisé ou irradié
afin d’éliminer ’effet antimicrobien de 1’acidité et des bactériocines potentiellement

présentes dans la préparation.

Objectif 3 : Des féces humaines ont été recueillies et des colonies provenant de ces féces
ont été isolées aprés ensemencement en surface sur des géloses MRS et incubation dans
une atmosphére anaérobique. L’activité antibactérienne de chaque colonie a été évaluée

par un test de diffusion dans des puits.

Objectif 4 : L’influence sur ’activité antimicrobienne du surnageant des souches de L.
lactis MM19 et P. acidilactici MM33, d’enzymes, d’agents chimiques, de la température,
du pH et de lirradiation a été évaluée avec le test de diffusion dans des puits tandis qu’un
SDS-PAGE couplé & un test de diffusion sur gélose a permis d’estimer le poids

moléculaire des molécules antibactériennes.

Objectif 5: La purification de la pédiocine a été réalisée par une chromatographie
échangeuse de cations suivi d’un traitement avec des cartouches Sep-Pak C18.
L’identification de la séquence d’acides aminés et la détermination précise du poids
moléculaire de la pédiocine ont été effectuées par spectrométrie de masse. La séquence
nucléotidique des génes de production des bactériocines produites par L. lactis MM19 et
P. acidilactici MM33 a été déterminée par I’amplification élective avec des amorces de la

nisine et de la pédiocine PA-1/AcH en utilisant un appareil PCR.

76



Objectif 6: L’influence des BAL productrices de bactériocines sur le microbiote
intestinal a été étudiée en gavant durant 3 semaines des souris C57Bl/6 et en dénombrant

diverses populations fécales sur des géloses sélectives.

Obijectif 7 : L’implication de la production de bactériocines dans I’action anti-infectieuse
des BAL a été réalisée en utilisant un modéle murin d’infection & ERV développé par
Donskey et al. (2001). La comparaison avec une souche non-bactérocinogéne a permis de

démontrer I’importance de ce type de molécules antimicrobiennes.
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CHAPITRE 2

Publication 1
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Running head: Probiotic properties of Lactobacillus

Characterization of Lactobacillus strains with high

probiotic potential
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Ce chapitre a été soumis en décembre 2006 dans I’International Journal of Food
Microbiology, mais il a été refusé. A la suite des commentaires de 1I’éditeur du journal
ainsi que des évaluateurs de la thése, de nombreuses corrections ont été apportées a

Iarticle. Il a été soumis au périodique Le Lait en juillet 2007.
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2.1. Contributions des auteurs

J’ai imaginé, mis au point, réalisé toutes les expériences et rédigé le manuscrit
scientifique. De plus, j’ai supervisé un stagiaire qui m’a assisté lors des études
préliminaires qui ont mené aux résultats démontrant le potentiel antipathogéne in vitro du
nouveau probiotique CL1285. Le Dr. Frangois-Marie Luquet est le directeur scientifique
de Bio-K+ International Inc. Il a approuvé le projet et participé aux discussions
scientifiques. La Dr. Marcia Ruiz a participé aux discussions scientifiques et a corrigé le
manuscrit. Prof. Monique Lacroix était la responsable scientifique et la coordinatrice du
projet de recherche. De plus, Prof. Lacroix a supervisé I’élaboration des protocoles et les

discussions scientifiques entourant ce projet. Elle a révisé le manuscrit.
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2.2. Résumé en francais

Propriétés probiotiques de nouveaux lactobacilles

Les souches Lactobacillus acidophilus et L. casei sont utilisées dans la production d’un
lait fermenté probiotique. La capacité de ces souches & inhiber la croissance de
pathogénes bactériens alimentaires (Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica
sérovar Typhimurium, Staphylococcus aureus), de bactéries responsables de I’altération
des aliments ou d’infections nosocomiales (Enterococcus faecalis, Ent. faecium, E. coli,
Listeria innocua) a été évaluée. Un mélange de cultures microbiennes [lactobacilles
probiotiques: pathogénes], a un fort ratio de [10%10% a été incubé a 37°C durant 48 h
sous agitation a 200 rpm. Les résultats ont montré qu’aprés 48 h de fermentation, aucun
pathogéne viable n’a été détecté tandis que 10° ufc/ml de lactobacilles a été dénombré.
De plus, en présence des lactobacilles, le taux de division pour tous les pathogénes a
’étude était ralentis aprés seulement 8 h de fermentation. La capacité de survie du
ferment probiotique au transit gastro-intestinal in vitro a aussi ét€¢ évalué et comparé a
d’autres espéces de lactobacilles. L’impact de I’ingestion de nouveaux probiotiques sur le
microbiote fécal de souris C57Bl/6 a été réalisé par dénombrements des populations
microbiennes sur géloses sélectives. Les résultats ont montré que le gavage quotidien
avec des probiotiques a permis d’augmenter la concentration des bactéries lactiques tout

en diminuant la population de staphylocoques.
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2.3. Abstract

Lactobacillus acidophilus and L. casei strains that are used to produce a probiotic
fermented milk have been evaluated for their potential to inhibit the growth of selected
foodborne pathogens (Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica serovar
Typhimurium, Staphylococcus aureus) and bacterial strains, responsible for food
contamination or nosocomial infections (Enterococcus faecalis, Ent. faecium, E. coli,
Listeria innocua). A mixed culture of [probiotic lactobacilli: pathogen], at a high ratio of
[108:104] was incubated at 37°C for 48 h under agitation at 200 rpm. Results showed that
after 48 h of fermentation, no viable pathogen was detected while a level of 10° cfu/ml of
lactobacilli was enumerated. Moreover, in the presence of lactobacilli, the growth rate of
all pathogens tested was delayed after only 8 h of fermentation. The ability to survive
simulated gastrointestinal passage was also evaluated and compare to other probiotics.
The impact of the ingestion of novel probiotics on the fecal microbiota using selective
plating was also realized. Results showed an increase of total culturable LAB and a
decrease in Staphylococcus spp. population in the LAB-treated mice indicating that these
culture could improved the intestinal health. Also, reduction in fecal Enterobacteriaceae
was noticed following mice feeding with L. rhamnosus ATCC 9595 while a higher
enumeration was measured for L. rhamnosus RW-9595M, an exopolysaccharide-

overproducing mutant. These contradictory results were discussed.

Keywords: Probiotic, Lactobacillus, probiotic, antimicrobial, gastrointestinal, microbiota
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2.4. Introduction

According to De Buyser ef al. (2001), milk and its derivates are responsible for 1
to 5% of the total bacterial outbreaks in seven industrialized countries. Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Listeria monocytogenes are the main
etiologic agents of these contaminations (De Buyser et al., 2001). Mead et al. (1999)
estimated that foodborne diseases in United States cause annually 76 million illnesses,
325,000 hospitalizations, and 5,000 deaths. Altekruse et al. (1998) concluded that
ripening alone cannot prevent entirely the risk of contamination associated with many
pathogenic bacteria in milk and other food products. Lactic acid bacteria (LAB) play a
significant role in fermented foods (Nettles et Barefoot, 1993; de Roissart et Luquet,
1994) and many strains are routinely used as starter cultures in order to increase the shelf-
life of milk, vegetable, grain, meat and bakeries (Abee ef al., 1995). The shelf-life
improvement is essentially due to the production of metabolite compounds such as lactic
acid, bacteriocins (acidocin, acidophilin, lacticin, nisin), and hydrogen peroxide (Luquet
et Corrieu, 2005). These antimicrobial compounds are produced by LAB in order to
increase their competitiveness. They also could be used to decrease the number of
pathogenic bacteria responsible of food poisoning, such as E. coli (Goh et al., 2002),
Salm. enterica serovar Typhimurium (Cody et al., 1999), S. aureus (Asao et al., 2003) or
List. monocytogenes (Dalton et al., 1997). Moreover, antibiotic-resistant bacteria kill
8000 persons/year in Canadian hospitals (Spurgeon, 2006). The most involved bacteria
are S. aureus, Salmonella spp., Enterococcus faecium and Streptococcus pneumoniae
(Conly, 2002). The use of LAB can help to control infections and illnesses caused by
Enterococcus spp. (Mangiante et al., 2001). It is well-known that numerous enterococci
are responsible for outbreaks of illness in many hospital complexes because of their
resistance to wide-spectrum antibiotics such as ampicillin, gentamicin and vancomycin

(Handwerger et al., 1993; Roger et al., 1999).

Some strains of LAB can be considered as probiotic bacteria. Probiotics can be

defined as live microorganisms, which when consumed in adequate amounts, confer a
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health effect on the host (FAO/WHO, 2006). Many studies have demonstrated the
efficiency of probiotics to offer a proper alternative to the use of antibiotics in the
treatment of enteric infection (Mack et al., 1999) or to reduce the symptoms of antibiotic-
associated diarrhea (Marteau et al., 2001). A Lactobacillus acidophilus and L. casei
fermented milk containing over 50 billions of live bacteria per portion of 98 g have been
successfully used to prevent Clostridium difficile-associated and antibiotic-associated
diarrhea at Maisonneuve-Rosemont hospital in Montréal, Québec, Canada (Beausoleil ef
al., 2004).

Viability and survival of probiotic bacteria are important characteristics in order
to provide health benefits. Many factors have been claimed to affect the viability of LAB
in dairy foods, including processing of the food and storage temperature. Also, probiotic
should survive the gastro-intestinal transit to finally colonize the gut. Natural resistance
to gastro-intestinal transit varies between LAB species (Charteris et al., 1998). Indeed,
certain strains have the capacity to resist more easily under the extreme acidity of
stomach or to the bile salts in the small intestine (Grill et al., 1995; Truelstrup Hansen et
al., 2002). The stomach pH depends on its content and can vary from 1.5 to 3. According
to Ganzle ef al. (1999), the pH of the stomach 35 min after the ingestion of meat is 3.0;
2.5 after 50 min, 2 after 70 min and 1.8 after 120 min. The time of transit in the stomach
would be 30 min for liquid (milk) and 140 min for meat. According to Goldin ef al.
(1992), the ingestion of food or dairy products would tend to increase the pH of the
stomach to 3 or more. The ingestion of LAB requires a short passage in the esophagus
followed by a stomach transit and a transfer to the duodenum, jejunum, ileum and finally,
the colon. The presence of bile salts is another factor which can affect the bacterial
survival (Charteris et al., 2000). Pochart ef al. (1992) showed that after ingestion of 1 x
10" in 400 g of fermented milk by six fasting healthy adults, about 23.5% of the
bifidobacteria have been recovered in the terminal ileon. They could quantify the
bifidobacteria concentration in samples recuperated via intestinal perfusion. Marteau et
al. (1997) compare a dynamic in vitro model that simulates the gatrointestinal tract to
human in vivo data to follow the passage in the intestine of bifidobacteria and L.

acidophilus. They showed that about 30% of the bifidobacteria ingested were recovered
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after 8 h either in the ileum of human volumteer and ileal compartment the model, while

only 10% of the L. acidophilus has been recovered in the same way.

A desirable characteristic of probiotics is their capacity to modulate the intestinal
microbiota (Rastall et al., 2004). Although, some studies did not demonstrate that
probiotic consumption can influence this complex ecosystem (Zoetendal et al., 1998;
Tannock et al., 2000), some others showed a significant difference (Figler et al., 2006;
Marzotto et al., 2006; Mohan et al., 2006). Thus, it could be possible that this capacity is
strain-dependant, variable following the duration of the treatment and the ingested
quantity, but also according to the mode of delivery (Iyophylized powder in capsule or
active bacteria in fermented milk). Cinquin et al. (2006) have studied the prebiotic effect
of exopolysaccharides produced by L. rhamnosus RW-9595M using a three-stage
chemostat containing immobilized infant fecal microflora. The purified polysaccharide
was not metabolized by the infant microbiota and lacked prebiotic effect. However, there
are no data reporting the capacity of this live bacterial strain to modulate the intestinal
microbiota in vivo. This study will compare the ability of the exopolysaccharide-
producing strain to the wild type L. rhamnosus ATCC 9595 and to a probiotic L.

acidophilus/L. casei mixture.

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial potential of a L.
acidophilus/L. casei probiotic mixture to inhibit the growth of pathogenic bacteria during
milk fermentation. The efficiency of these lactobacilli was also evaluated by the
estimation of the generation time of pathogenic bacteria during fermentation. The bile
salts and acid tolerance of these strains was also evaluated and compared to other
probiotics. Finally, the safety and the capacity of various probiotic bacteria to modulate
the fecal microbiota of C57Bl/6 mice were also evaluated over the course of a three-week

feeding trial.
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2.5. Material and Methods

2.5.1. Bacterial strains

The probiotic strains Lactobacillus acidophilus (6 different strains) and L. casei
(patented CL1285 mixture) were provided by Bio-K+ International Inc. (Laval, QC,
Canada). These strains were previously isolated from human intestine (personnal
communication). We received the strains already mixed in Lactobacilli MRS broth
(MRS; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Escherichia coli ATCC 25922,
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 and Staphylococcus aureus ATCC 29213
were obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA).
Enterococcus faecalis LSPQ 2724 and Enterococcus faecium LSPQ 3550 were obtained
from Laboratoire de Santé Publique du Québec (Ste-Anne-de-Bellevue, QC, Canada).
Escherichia coli 0157:H7 and Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344 (S.
Typhymurium) were provided by Charles Dozois (INRS-Institut Armand-Frappier,
Laval, QC, Canada) while L. rhamnosus ATCC 9595 and L. rhamnosus RW-9595M were
provided by Agriculture and Agri-Food Canada (St-Hyacinthe, QC, Canada). Lactobacilli
were propagated in MRS broth at 35 °C for 24 h. All other bacteria were propagated in
Brain-Heart Infusion broth (BHI; Difco Laboratories) at 35 °C for 24 h. Bacterial strains
were stored at —80 °C in their respective media containing 10% (w/v) glycerol
(Laboratoires MAT, Montreal, QC, Canada). Before each experiment, the bacterial
content of one vial was thawed, transferred to 9 ml of their respective media and
activated by two consecutive inoculations and incubation for 24 h at 35 °C. Thereafter,

bacteria were washed twice in sterile saline (0.85% w/v) after centrifugation at 4 °C for

10 min at 6000 x g.

2.5.2. Fermentation of mixed cultures

Forty (40) ml of skim milk (10% w/v) in water, sterilized at 110 °C for 20 min
was used as the fermentation substrate. Activated and washed CL1285 mixture was
diluted in 12 ml of saline and 1 ml of this suspension was added to the milk in order to
obtain an initial population of 10® cfu/ml. The milk was then inoculated with pathogenic
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bacteria (104 cfu/ml). Two groups were evaluated: 1) group containing pathogenic
bacteria alone; 2) group containing a mixture of pathogens and CL1285 mixture.

2.5.3. Microbial analysis

Samples of microbial suspension (1 ml) were taken at 0, 4, 8, 24 and 48 h of
fermentation in order to evaluate the concentration of each bacterium in milk. Bacterial
enumeration was done using pour plate method on selective media. LAB were screened
on MRS agar; S. qureus were pour-plated on Baird-Parker Agar (Difco), E. coli and
Salm. Typhimurium were enumerated on MacConkey (Difco) and Enterococcus agar
(Difco) was used for enumeration of Ent. faecalis and Ent. faecium. List. innocua was
plated on Palcam agar (Difco). All dishes were incubated at 35 °C from 24 to 48 h and
colonies were counted using Darkfield Quebec Colony Counter (American Optical,
Scientific instrument division, Keene, OH, USA). All the Lactobacillus sp. used in this
study showed typical colonies when grown on MRS agar in the conditions described
above. Among all the pathogens tested, only both enterococci can grow on this media but
colonies were very different from those of Lactobacillus sp. Thus, the selective

enumeration of Lactobacillus sp. was easily realized.

2.5.4. Calculation of the generation time

The antimicrobial capacity of the probiotic culture was evaluated by calculation of
the generation time of the pathogen during the exponential growth phase, in absence or in
presence of lactobacilli. The generation time is derived from the division rate according

to the following formulas (Prescott et al., 2003):

k= (log N; - log N¢)/0.301 x t]
g=1/k

where k is the division rate, g is the generation time, log N; is the microbial enumeration

after t = 8 hours of fermentation and log Nj is the microbial enumeration after 4 h.
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2.5.5. Acid tolerance of LAB

Simulated gastric fluid (SGF) was formulated according to United States
Pharmacopea (USP) (Le Tien et al., 2004). Briefly, SGF was composed by 3.2 g/l of
pepsin (Sigma), 2.0 g/l NaCl and pH was finally adjusted to 1.5, 2.0, 2.5 or 3.0 by
addition of HCI (5 M). A volume of one ml of an overnight MRS broth cultures of LAB
were added to 19 ml of SGF for 30 min at 37 °C under mild agitation (200 rpm) in a G24
Environmental Incubator Shaker (New Brunswick Scientific Co. Inc., NJ, USA). After 30
min in gastric solution, 1 ml was collected and mixed in sterile PBS (pH 7.4). A similar
process was carried out for bacteria without the acidic treatment in order to determine the

initial concentration of LAB.

2.5.6. Viable cell determination

Appropriate dilutions from these samples were done in sterile peptone water
(0.1% w/v) and plated (pour-plate method) on MRS agar. Plates were incubated under
aerobic conditions at 35 °C for 48 h. The average number of colony-forming units (cfu)

from triplicate analysis was determined using a Darkfield Quebec Colony Counter.

2.5.7. Bile salt tolerance of LAB

The bile salt tolerance of probiotic LAB was determined using a method described
by Casey et al. (2004). Briefly, MRS agar containing a commercial preparation of bile
salts normally used to inhibit growth of Gram positive bacteria in broth. Bile salts
mixture (Sigma B-3426, Oakville, ON, Canada) was added in concentrations varying
between 0 and 10% (w/v). Bile salts containing-MRS agar was then autoclaved for 15
min at 121 °C, cooled and plated. Overnight MRS broth cultures (100 pl of bacteria in
the stationary phase of growth) were inoculated on surface of bile salts-containing MRS
agar and incubated at 37 °C for 72 h under anaerobic conditions. Presence of bacterial
lawn indicated a good growth and thus good resistance of bacteria to bile salts while
presence of small and isolated colonies indicated a poor resistance to bile salts. Absence
of colonies indicated that the LAB did not tolerate the bile salt concentration assayed.
Minimal inhibitory concentration represented the lowest concentration of the bile salts

assayed totally inhibiting the growth of colonies as judged from visual examination.
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2.5.8. Animals
Six- to eight-week-old female C57Bl/6 mice were housed in plastic cages and
kept under pathogen-free conditions with free access to commercial chow and water. This

work was approved and supervised by the INRS-IAF Animal Care Committee.

2.5.9. Oral feeding of mice

Four healthy mice received a daily dose of about 10° viable bacteria (CL1285
mixture, L. rhamnosus ATCC 9595 or L. rhamnosus RW-9595M) in 100 pl of phosphate
buffer saline (PBS) pH 7.2 by intragastric route using a stainless steel feeding needle and
a 1-ml syringe. Mice were weighed at day 1, 9, 18, and then 9 days after the end of the
feeding treatment (day 27-post feeding) and any signs of physiological or psychological
perturbation were noticed along the experiment. Stool samples were collected before the
administration of PBS or probiotics and at day 1, 9 and 18 after the beginning of the
feeding procedures. Final analysis was done 9 days after the end of the treatment (day 27-
post feeding). Two independent repetitions were done for a total of eight mice in each

experimental group.
2.5.10. Quantification of stool organisms

Fresh stool samples were weighed, diluted in 1000 ul of sterile saline,
homogenized with a pestle, 10-fold serially diluted in 0.1% peptone water and finally 100
pul were inoculated on the following media: MRS agar for detection of total lactic acid
bacteria (LAB), Rogosa SL agar for detection of Lactobacillus spp., Reinforced
Clostridium Medium (RCM) for quantification of total anaerobic mesophilic bacteria,
Baird-Parker agar (BPA) for detection of Staphylococcus spp. and MacConkey agar for
enumeration of Enterobacteriaceae. MRS, Rogosa and RCM plates were incubated in
anaerobic jars at 37 °C for 72 h while BPA and MacConkey plates were incubated under
aerobic conditions at 37 °C for 48 h. The lower limit of detection was 10

microorganisms per mg feces.
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2.5.11. Statistical analyses

Fermentation, acid resistance and bile salts tolerance experiments were carried out
in triplicate. For each replication, three samples were analyzed. Student-f test was done
using statistics SPSS program (version 10.1) to determine if there is a significant
difference between the generation time of the pathogen alone, the pathogen in presence or
in absence of probiotic lactobacilli mixture. Student-f test was also done to evaluate if
there is a significant difference of viability between LAB population before and after acid
treatment. Finally, analysis of variance (ANOVA) was done to verify if there is a
significant difference of microbial population in feces of mice fed with various

probiotics. Data were analyzed at a 5% level of significance.
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2.6. Results

2.6.1. Antimicrobial activity of L. acidophilus and L. casei probiotic strains

Figure 2.1 (A-G) shows the growth of various pathogenic bacteria when cultured
alone or in presence of the CL1285 culture. Most pathogens were completely eliminated
in 48 h of fermentation in co-culture (Figure 2.1 A-D and G). Figure 2.1E shows the
growth of Ent. faecalis LSPQ 2724. The concentration of Ent. faecalis increased from 3.8
to 8.71 logyo cfu/ml after 48 h of fermentation alone. In presence of CL1285, the
concentration of Ent. faecalis increased from 3.14 and 7.45 logyo cfu/ml after 24 h.
Indeed, in presence of LAB, the concentration of Ent. faecalis decreased by 1.6 logio
cfu/ml after 8 h of fermentation as compared to the sample without LAB. Thereafter, the
Enterococcus content remain rather stable until the end of the experiment at a level of
6.93 logyo cfu/ml, representing a reduction of 1.78 logjo cfu/ml as compared to
monoculture. Figure 2.1F shows the growth of Ent. faecium LSPQ 3550. When cultured
alone, the Ent. faecium concentration increased from 3.58 to 8.86 logjo cfu/ml in 48 h.
When Ent. faecium was tested in presence of CL1285 culture, the concentration of E.
faecium increased from 3.05 to 6.23 and 7.98 logio cfu/ml after 8 and 24 h of
fermentation, respectively. Then, the concentration of E. faecium decreased to 5.62 log;o
cfu/ml after 48 h. Reductions of 1.79, 0.48 and 3.24 log;, cfuw/ml were noticed after 8, 24
and 48 h of fermentation when both bacteria were mixed together as compared to the

media containing Ent. faecium only.

Generation times of the pathogenic bacteria in absence or in presence of CL1285
after 8 h of fermentation are presented in table 2.1. Generation time of E. coli ATCC
25922 increased from 69.8 to 174.0 min when cultivated in presence of CL1285,
representing an increase of 256%. Generation times of E. coli O157:H7, List. innocua
and Salm. Typhimurium increased from 34.4 to 71.5, from 41.8 to 99.0 and from 52.7 to
107.8 min, respectively. These results represented an increase of the generation time by
approximately 200%. S. aureus generation time increased from 45.7 to 301 min

representing an increase of the generation time by 657% times. The presence of CL1285
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increased the division time of Ent. faecium and Ent. faecalis from 37.8 to 53.1 and from
46 to 62.3 min, representing an increase of the generation time of 140 and 135%

respectively.

2.6.2. Survival of gastrointestinal transit

The growth of LAB in MRS in presence of an increasing concentration of bile (0-
10%) salts was evaluated in order to verify the tolerance of the probiotic CL1285 to bile.
The minimal inhibitory concentration of the bile salts mixture was 5% for both bacteria
(data not shown). Moreover, results presented in Table 2.2 show that both bacteria can
survive at an acidic environment during 30 min. No significant difference (P > 0.05) was
observed between initial microbial population at 0 and 30 min for pH > 2.5 while
significant reduction was observed at pH 2 for both bacteria and no bacterial viability was

detected after 30 min at pH 1.5.

2.6.3. Modulation of the fecal microbiota

The composition of microbial populations in C57Bl/6 mice fecal samples during
the trial is shown in figures 2.2 — 2.6. The LAB counts in the mice feces were
significantly higher after 18 days of CL1285 ingestion than after PBS ingestion (P <
0.05). However, after feeding ended, the level of LAB was similar to its initial count.
Ingestion of L. rhamnosus ATCC 9595 led to a significant decrease of LAB count (P <
0.05) after 9 days of feeding while an increase was observed after 18 days of feeding. The
high level of LAB population was also observed after feeding ended (Figure 2.2). The
same observations were noticed in mice fed with L. rhamnosus RW-9595M but LAB
count variations were not statistically significant. Lactobacillus spp. population were not
affected significantly (P > 0.05) by the bacterial composition of all probiotics evaluated
(Figure 2.3). As observed for lactobacilli, fecal Enterobacteriaceae counts were not
affected quantitatively by the presence of CL1285 or L. rhamnosus RW-9595M.
However, after 18-days of feeding with L. rhamnosus ATCC 9595, a reduction of 0.43

logio CFU/mg was observed. This reduction was only temporary as seen by the increase
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in Enterobacteriaceae population observed after the feeding ended (Figure 2.4). The
consumption of the three probiotics led to a significant reduction in Staphylococcus spp.
population (P < 0.05). The most important diminution was observed for the CL1285-fed
mice. Moreover, the variation in Staphylococcus spp. population was seen nine days after
the post-feeding in the CL1285-fed mice while the modification was temporary for both
L. rhamnosus fed-group group (Figure 2.5). Finally, Figure 2.6 shows the total anaerobe
counts in feces of each group of mice. An increase of these populations was observed for
both L. rhamnosus strains treated groups (P < 0.05). This increase was observed until the
end of the treatment for the ATCC 9595 strain but not for the RW-9595M strain after the
post-feeding.
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2.7. Discussion

The antimicrobial potential of LAB used to produce fermented food products is
well-known (Elotmani et al., 2002; Gulmez and Guven, 2003; Mante et al., 2003;
Ogwaro et al., 2002). Antimicrobial activity is attributed to different metabolites such as
lactic acid, hydrogen peroxide and bacteriocins. As examples of these latter peptides,
nisin, pediocin or acidocin, may have a key role in this inhibitory activity (Benkerroum et
al., 2002; Olasupo et al., 1994). Survival during many days of E. coli O157:H7, List.
monocytogenes and S. aureus in milk-based products has been already stated by others
(Schaack and Marth, 1988; Ogwaro et al., 2002; Gulmez and Guven, 2003). Pitt et al.
(2000) demonstrated that bacterial survival in fermented milk is dependant of the LAB
strain, the temperature and the duration of the fermentation. The authors demonstrated
that List. monocytogenes was completely inhibited after 20 h at 37 °C in presence of L.
bulgaricus and L. plantarum while many other LAB did not have the same impact on the
pathogen. The present study has shown the effectiveness of a new probiotic preparation,
CL1285, to inhibit the growth of E. coli ATCC 25922, E. coli O157:H7, List. innocua
LSPQ 3285, S. aureus ATCC 29213 and Salm. Typhimurium SL1344. The results also
showed that most enteropathogenic bacteria tested, except both Enterococcus spp., could
be totally eliminated after 48 hours of fermentation. Nevertheless, the presence of the
probiotic CL1285 has reduced by 1.73 and 3.24 log CFU/ml the microbial growth of Ent.
faecalis LSPQ 2724 and Ent. faecium LSPQ 3550, respectively, after 48 hours of
fermentation. It is not yet possible to determine if a strain have a higher antimicrobial
potential than another because only the complete CL1285 mixture was evaluated.
Moreover, it could be interesting to follow the ratio between the lactobacilli strains
during the fermentation process. Subsequent set of experiments will adress these
important questions. The aim of this experiment was to demonstrate the antimicrobial
potential of a probiotic preparation using a massive LAB concentration (10® CFU/ml)
against a high pathogenic load. Thus, conclusions in this study could not be directly
correlated with standard fermented milk preparation where lower inoculation level is

routinely used (about 10’ CFU/ml) so an overevaluation of the antimicrobial capacity
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may have been done. Further studies will be realized using different ratio of LAB:
pathogenic bacteria to confirm the inhibitory capacity of the CL1285.

LAB have the characteristic to produce lactic acid as their principal end-product.
This lead to an acidification of the environment in which they evolve (Prescott et al.,
2003). According to Gonzalez et al. (1993), most of the pathogenic bacteria do not resist
the acidic environment. Our results indicated that the pH of the media decreased from an
initial value of 6.3 to 4.2 after 24 h and decreased to 3.8 at the end of the fermentation
(results not shown). It is well-known that LAB fermentation could result in a rapid
acidification of the substrate if this latter is adequate for the fastidious growth
requirements of the LAB (Rubin et Vaughan, 1979; Byrne et al., 2002; Rossland et al.,
2003). A clinical trial has demonstrated that consumption of a lactic acid-fermented
cereal gruel having a pH < 4 help to control the colonization of pathogens in children's
intestine (Kingamkono et al., 1999). In our study, we observed that after 24 h of
fermentation, the pH of the milk was reduced to 4.2 in the presence of CL1285. The
concentration of most of the pathogenic bacteria was reduced by only 1 to 2 log;o cfu/ml.
A discrete acidification of the milk to pH 3.8 was recorded between 24 and 48 h of
fermentation. However, during this period, a high bactericidal activity of 5 to 6 logjo
cfu/ml was observed leading to the complete elimination of the pathogenic bacteria after
48 h of fermentation. This observation suggests that antimicrobial metabolites other than
organic acids are implicated in the elimination of the pathogenic bacteria. Further studies
will be needed to fully understand the mechanisms controlling the antimicrobial activity
produced by CL1285. Our results also showed that after only 8 h of fermentation, the
LAB have the ability to reduce the growth rate of all the pathogenic bacteria evaluated in
this study. Nutrient depletion, acidification of the substrate, and/or production of

antimicrobial compounds could explain this phenomenon.

LAB have been used since a long period time in food fermentation intended for
human consumption. A persistent problem of probiotics is their ability to resist, survive
or colonize the intestine at least temporarily. LAB must survive the acidic environment of

the stomach in order to reach the gut and modulate the microbiota. Results obtained in
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this study demonstrated that the CL1285 probiotic preparation completely resists a
simulated gastric fluid at pH 2= 2.5, which is the pH of the stomach following food
consumption (Génzle et al., 1999). Bile salt tolerance is considered one of the most
important attributes required by LAB to survive in the duodenum and the upper small
intestine (Saarela et al., 2000). Our study showed that CL1285 and L. rhamnosus GG
survived a bile salt stress but also grew on MRS agar containing 4% of a standardized
bile salts mixture. However, at this point, it is not possible to confirm that all the strains
present in the CL1285 mixture have the same acidity and bile salt tolerance. Further
investigations using pure strains will be needed before a clear conclusion could be done.
Succi et al. (2005) observed a 7 logjo CFU/ml reduction when L. rhamnosus GG was
placed in acidified MRS (pH 2) after an incubation of 2 h at 37°C while a reduction of
approximately 2.5 logjo CFU/ml was measured at pH 3. Subsequently, the bacterial
culture was transferred in MRS at pH 7 but containing 2 % of bile salts (Oxoid LP0055)
for 5 h at 37 °C. L. rhamnosus GG showed no loss of viability at the end of the treatment

which is in agreement with results obtained in this study.

This study also demonstrated that ingestion of novel probiotics is well tolerated by
C57Bl/6 mice over the course of a three week-feeding trial and can alter quantitatively
the balance of colonic bacterial populations. This effect is strain dependant. All the
probiotic tested have the potential to increase, at least transiently, the total culturable
LAB content. Although the mice were fed routinely with probiotic Lactobacillus strains,
the increase in total LAB was not correlated with an elevation of the Lactobacillus
population. It could be hypothesized that a reorganization of the intestinal microbiota was
induced and the probiotic species replaced or stimulated the growth of the indigenous
Lactobacillus strains leading to a variation of the bacterial species but the total culturable
Lactobacillus spp. enumeration on Rogosa agar was not modified. Manninen ef al. (2006)
observed that indigenous L. acidophilus population in the small intestine of dogs was
stimulated following ingestion of other species of the Lactobacillus genera. The same
hypothesis could explain the increase in total anaerobes obtained following ingestion of
both L. rhamnosus strains. However, there was no variation in total anaerobes following

the ingestion of the CL1285. MRS agar and Rogosa SL are media usually used in
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numerous studies for the enumeration of total LAB or Lactobacillus spp. in human or
animal feces or gut (Klainer et al., 1967; Hartemink and Rombouts, 1999; Figler et al.,
2006). However, these media also permit the growth non-LAB such as many species of
Bifidobacterium spp. or Pediococcus spp. for the Rogosa SL agar (Jackson et al., 2002).
This could explain the elevated concentration of Lactobacillus spp. in regard of the total
ananerobes counts. We also studied bacterial populations that are less abundant in
intestinal microbiota such as total Enterobacteriacea and Staphylococcus. These
microbial populations are often considered as deleterious microorganisms (Kallman et
al., 1997). For Enterobacteriacea population, only ingestion of L. rhamnosus ATCC
9595 by mice decreased the counts of culturable Enterobacteriaceae, while the other
probiotics did not modulate quantitatively this population. This reduction correlated with
an increase of the total LAB and anaerobes. However, the level of Enterobacteriaceae
counts was similar to its initial level after probiotic intragastric administration ended. It is
intriguing that L. rhamnosus RW-9595M did not have the same effect as the wild-type
strain. Further experiments will be needed to have a better comprehension of this
phenomenon. A reduction of Staphylococcus spp. was noticed following the ingestion of
CL1285. It could be hypothesized that CL1285 culture inhibits the growth of S. aureus as
shown by the in vitro experiments. The reorganization of the microbial population could
explain the temporary decrease in Staphylococcus sp. observed for both L. rhamnosus
evaluated. It could thus be suggested that the composition of intestinal microbiota could
be altered specifically following ingestion of probiotics. Overall, in order to ascertain
these hypothesis properly, culture-independent techniques such as the integrated use of
denaturated gradient gel electrophoresis (DGGE), fluorescence in situ hybridization
(FISH) and real time-PCR should be used to monitor qualitatively and quantitatively the
variations in fecal microbial populations during probiotic feeding. These techniques also
have the advantage to be more specific and sensitive than plate counts on selective media
(Marzotto et al., 2006; Van Houtte et al., 2006).
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2.8. Conclusion

This study has demonstrated that the novel probiotic CL1285 mixture can
eliminate numerous pathogenic bacteria such as E. coli O157:H7, Salm. Typhimurium, S.
aureus, in less than 48 h during the production of fermented milk. The CL1285
preparation would be a good substrate to protect food products against pathogens
contamination and to increase their shelf-life. However, other studies are undergoing to
determine this bactericidal activity. Moreover, this study clearly indicated that the novel
probiotic CL1285 and other probiotic could survive the stressful gastrointestinal transit
and reach the gut. The presence of live probiotic in the gut could be beneficial to humans
by establishing a normal intestinal microbiota and by preventing invasion by deleterious
bacteria. This study also showed that mice supplementation with probiotic bacteria had
an effect on the intestinal microbiota. The population of total LAB in the feces increased
while Staphylococcus sp. decreased following the feeding of mice with all probiotics
evaluated. Moreover, this study showed that an exopolysaccharide-producing strain of L.
rhamnosus modulate differently the fecal microbiota as compared to its wild-type strain.
Further studies using molecular tools should give more information. All the strains
survive gastro-intestinal transit and have the ability to modify the intestinal microbiota.
These probiotic may play an important role in the maintenance of gastrointestinal health

by prevention of pathogenic population colonization.
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Figure 2.1. Inhibition of pathogenic bacteria in associative culture with probiotic
CL1285 in skim milk at 37 °C. (O) LAB concentration during associative culture; (®)

Pathogenic bacteria concentration during associative culture; (Q) Pathogenic bacteria

concentration during mono-culture. (A) Escherichia coli ATCC 25922; (B) E. coli
0157:H7 EDL933; (C) Listeria innocua LSPQ 3285; (D) Staphylococcus aureus ATCC
25923; (E) Enterococcus faecalis LSPQ 2724; (F) Ent. faecium LSPQ 3550; (G)
Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344. Results are the mean Log CFU/ml
from three independent experiments. Error bars represent the standard deviation of the

mean.
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Table 2.1. Generation time of the bacterial pathogens after 8 hours of fermentation in

skim milk at 37 °C in mono-culture or co-culture with probiotic CL1285

Bacterial strains Mono-culture Co-culture Increase in the generation
(min * SD) (min * SD) time
Escherichia coli 69.8 + 16.4a' 174.0 £20.3b 249 %*
ATCC 25922
Escherichia coli 344+1.0a 71.5£2.5b 208 %
0157:H7 EDL 933
Enterococcus faecalis 46.0 £ 0.2a 62.3+6.3b 135 %
LSPQ 2724
Enterococcus faecium 37.8+0.8a 53.1+2.3b 140 %
LSPQ 3550
Listeria innocua 41.8+2.5a 99.0 £3.7b 237 %
LSPQ 3285
Salmonella 52.7+09a 107.8 £5.3b 205 %
Typhimurium SL1344
Staphylococcus aureus  45.7 + 0.6a 301+ 13.5b 657 %
ATCC 29213

': Generation time in lines bearing different letters are significantly different (P < 0.05)
2. Increase of generation time (GT) = (Associative-culture GT / Mono-culture GT) x 100

Results are the mean generation time (min) obtained from three independent experiments.
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Table 2.2. Survival of lactic acid bacteria strains after an incubation of 30 min at 37 °C in

simulated gastric fluid (pH 1.5 to 3.0)

Microorganisms Time (min) pH Log CFU survivor

L. acidophilus/L. casei (CL1285) 0 - 9.57 + 0.09°
30 1.5 <1

30 2.0 5.90+0.52%

30 25 9.55 + 0.04°

30 3.0 9.63 + 0.04°

L. rhamnosus GG ATCC 53103 0 - 9.10 +0.13%
30 1.5 <1

30 2.0 5.33 +£0.62%

30 2.5 9.08 +0.14°

30 3.0 9.01+0.138

L. rhamnosus ATCC 9595 0 - 9.57 + 0.09°
30 15 <1

30 2.0 5.09 +0.774

30 25 9.51+0.108

30 3.0 9.51 +0.09°

L. rhamnosus RW-9595M 0 - 9.69 + 0.09°
30 1.5 <1

30 2.0 432+1274

30 25 9.84 +0.118

30 3.0 9.81+0.18°

*: Different letters in a bacterial group indicate a significant difference in microbial count (P <

0.05).

Mean Log CFU and standard deviation from three independent repetitions are presented.
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Figure 2.2. Lactic acid bacteria population in feces of C57Bl/6 mice during feeding with
probiotic bacteria. Error bars represent the standard deviation of the mean Log CFU/mg
feces obtained from 8 mice in two independent experiments. Variations are considered
significant (P < 0.05) when bacterial concentration from a given day was different from

Day 1 and from PBS group the same day.
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Figure 2.3. Lactobacillus spp. population in feces of C57Bl/6 mice during feeding with
probiotic bacteria. Error bars represent the standard deviation of the mean Log CFU/mg
feces obtained from 8 mice in two independent experiments. Variations are considered

significant (P < 0.05) when bacterial concentration from a given day was different from

Day 1 and from PBS group the same day.
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Figure 2.4. Enterobacteriaceae population in feces of C57Bl/6 mice during feeding with
probiotic bacteria. Error bars represent the standard deviation of the mean Log CFU/mg

feces obtained from 8 mice in two independent experiments. Variations are considered

significant (P < 0.05) when bacterial concentration from a given day was different from

Day 1 and from PBS group the same day.
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Figure 2.5. Staphylococcus spp. population in feces of C57Bl/6 mice during feeding with
probiotic bacteria. Error bars represent the standard deviation of the mean Log CFU/mg
feces obtained from 8 mice in two independent experiments. Variations are considered
significant (P < 0.05) when bacterial concentration from a given day was different from

Day 1 and from PBS group the same day.
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Figure 2.6. Content of the total mesophilic anaerobes population in feces of C57Bl/6
mice during feeding with probiotic bacteria. Error bars represent the standard deviation of
the mean Log CFU/mg feces obtained from 8 mice in two independent experiments.
Variations are considered significant (P < 0.05) when bacterial concentration from a

given day was different from Day 1 and from PBS group the same day.
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3.2. Résumé en francais

Inhibition de la croissance de bactéries pathogénes par les métabolites contenus

dans du lait fermenté par Lactobacillus acidophilus et L. casei

Objectifs: L’inhibition de pathogénes alimentaires a été testée en présence d’un mélange
de Lactobacillus acidophilus et L. casei durant une fermentation & pH controlé.
Méthodologie et résultats: La croissance d’Escherichia coli O157:H7, de Salmonella
enterica serovar Typhimurium, de Staphylococcus aureus, de Listeria innocua,
d’Enterococcus faecium et d’Ent. faecalis a été évaluée durant 48 h a 37 °C. En présence
des bactéries lactiques (BAL), une augmentation du temps de génération a été observée
pour toutes les bactéries Gram + a I’étude. Staph. aureus était la bactérie la plus sensible
avec une augmentation du temps de generation de 210%. Par contre, aucune inhibition
n’a été remarquée apres 8 h de fermentation pour toutes les bactéries Gram — évaluées. La
fraction soluble d’un lait fermenté par L. acidophilus et L. casei a été récupérée et
I’activité antimicrobienne en a été vérifiée. List. innocua et Staph. aureus étaient les
bactéries les plus sensibles a la presence du surnageant de lait fermenté montrant des
pourcentages d’inhibition de 85,9 et 84,7%, respectivement. Cette fraction soluble a été
neutralisée pour éliminer I’effet antimicrobien des acides organiques; cette fois, les
bactéries les plus sensibles étaient List. innocua et E. coli O157:H7 avec des
pourcentages d’inhibitions de 65,9 et 61,9%, respectivement. Finalement, la fraction
soluble a été neutralisée et irradiée & 45 kGy par une source de 9Co pour éliminer les
effets antibactériens des acides organiques et des bactériocines. Ent. faecalis, E. coli
O157:H7 et Staph. aureus ont été les bactéries les plus affectées par cette fraction avec
39,1, 32 et 31,2% d’inhibition. Conclusions: Les résultats obtenus dans cette étude
suggérent que des acides organiques et des substances inhibitrices semblables aux
bactériocines seraient impliqués dans 1I’activité antimicrobienne observée dans la fraction
soluble de cette préparation probiotique. Impact de I’étude: Cette étude a démontré les
mécanismes d’actions antimicrobiens d’un lait fermenté par L. acidophilus et L. casei

utilisé pour prévenir les diarrhées associées aux antibiotiques.
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3.3. Abstract

Aims: Foodborne pathogen inhibition was tested in presence of a mixture of
Lactobacillus acidophilus and L. casei during fermentation under controlled pH
conditions. Methods and results: The growth of Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Enterococcus faecium and E.
Sfaecalis was evaluated during 48 h at 37°C. In presence of the lactic acid bacteria (LAB),
an increase of the generation time for all Gram + bacteria evaluated was observed. Staph.
aureus was the most sensitive strain showing an increase of the generation time by 210%.
However, no inhibition occurred after 8h of fermentation for all Gram— bacteria
evaluated. The soluble portion of a L. acidophilus and L. casei-fermented milk was
recuperated and tested for its antimicrobial activity. List. innocua and Staph. aureus were
the most sensitive bacteria to the presence of fermented milk supernatant showing an
inhibition of 85.9 and 84.7%, respectively. This soluble fraction was neutralized to
eliminate the antimicrobial effect of the organic acids produced; the most sensitive strains
were List. innocua and E. coli O157:H7 showing an inhibition of 65.9 and 61.9%,
respectively. Finally, the soluble fraction was neutralized and irradiated at 45 kGy using
a %Co source to eliminate the possible antimicrobial effect of both organic acids and
bacteriocin-like substances. Ent. faecalis, E. coli O157:H7 and Staph. aureus were the
most affected bacteria by this fraction showing 39.1, 32 and 31.2% of inhibition.
Conclusions: The results obtained in this study suggest the implication of both organic
acids and bacteriocin-like inhibitory substance in the antimicrobial activity observed in
the soluble fraction of the probiotic preparation. Significance and impact of the study:
This study revealed the antimicrobial mechanisms of action of a L. acidophilus and L.

casei-fermented milk used to prevent antibiotic associated diarrhea.

Keywords: Probiotic, pathogen, lactic acid bacteria, fermentation, Lactobacillus casei,

acidophilus
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3.4. Introduction

Lactic acid bacteria (LAB) have been widely used in various fermented food
products and around the world for many centuries. The preservative role and health
benefits of fermented milk (Scheinbach, 1998), kefir (Adolfsson et al., 2004), and yogurt
(Perdigon et al., 2003) are now recognized. Antimicrobial activity of LAB have been
demonstrated in various species (Rossland et al., 2003; Ghrairi et al. 2004; Nes et
Johnsborg 2004). Also, their antagonistic actions are demonstrated against numerous
intestinal and food-borne pathogens such as Escherichia coli 0157:H7 (Wilderkyke et
al., 2004), Clostridium difficile (Plummer et al., 2004), Listeria monocytogenes
(Mahoney et Henriksson, 2003), Staphylococcus aureus (Heikkila et Saris, 2003) and
many others. Some LAB can prevent the adherence, establishment, invasion or toxin
production of intestinal or vaginal pathogens (Gusils et al., 2003). These LAB can also
inhibit pathogenic bacteria growth by a pH reduction through production of organic acid
such as acetic, propionic or lactic acid (Naaber et al., 2004) or by producing hydrogen
peroxide. LAB can also compete for nutrients or adhesion site against pathogens. Finally,
LAB can secrete antimicrobial peptides named bacteriocins. Bacteriocins from LAB are
low molecular weight, cationic, amphiphilic molecules that exert an antimicrobial action
against related species and generally affect Gram + species with few exceptions.

A randomized, double-blind, placebo controlled trial was conducted in two
hospitals in Montréal (Canada) using a Lactobacillus acidophilus and L. casei-fermented
milk and has demonstrated a preventive effect against antibiotic-associated diarrhea and a
reduced Clostridium difficile-associated diarrhea incidence (Beausoleil et al., 2004).

The aims of this study were to evaluate the antimicrobial potential of a probiotic
mixture containing L. acidophilus and L. casei strains during milk fermentation under
neutralized pH. The antimicrobial potential of the soluble fraction extracted from a

fermented milk product with this bacterial formulation was also evaluated.
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3.5. Material and methods

3.5.1. Bacterial strains and growth conditions

L. acidophilus and L. casei strains, was graciously provided by Bio-K+
International Inc. (Laval, QC, Canada). Staphylococcus aureus ATCC 29213 was
obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA).
Enterococcus faecalis LSPQ 2724, E. faecium LSPQ 3550 and Listeria innocua LSPQ
3285 were purchased from Laboratoire de Santé Publique du Québec (Ste-Anne-de-
Bellevue, QC, Canada). E. coli 0157:H7 EDL933 and Salmonella Typhimurium SL1344
were provided by INRS-Institut Armand-Frappier (Laval, QC, Canada). Lactobacilli
strains were propagated in Lactobacilli MRS broth (MRS; Difco Laboratories, Detroit,
MI, USA) at 35°C for 24 h. All other bacteria were propagated in 10 ml of Brain-Heart
Infusion (BHI; Difco Laboratories) at 35°C for 24 h. Bacterial strains were stored at —
80°C in their respective media containing 10% (wt/vol) glycerol (Laboratoires MAT,
Montreal, QC, Canada). Before each experiment, the bacterial content of one vial was
thawed, transferred in 9 ml of their respective media and activated by two consecutive
incubations of 24 hours at 35°C. Thereafter, bacteria were washed twice in 10 ml sterile

saline (0.85 % wt/v) after centrifugation at 4°C for 10 min at 2000xg.

3.5.2. Antipathogenic activity of lactobacilli

In order to eliminate the antimicrobial effect of the media acidification during
fermentation by lactobacilli, the pH was maintained at 6.5 by a constant addition of KOH
(5 mol I"). Each fermentation was conducted in a 1 L fermentor (BioFlo C30, New
Brunswick Scientific Co., New Jersey, USA) equipped with pH and temperature probes.
Fermentations were also conducted under agitation (250 rpm) for 48 h at pH 6.5 and
37°C. A volume (500 ml) of sterile reconstituted non-fat dry milk (10% wt/vol; RNDM;
Difco) was inoculated with: 10* CFU ml™ pathogen or with a mixture of 10* CFU ml™
pathogen n presence of 10 CFU mi”? of probiotic culture. For each pathogen evaluated,

two separate experiments were done.
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3.5.3. Microbial analysis

Samples (15 ml) were taken at 0, 4, 8, 24 and 48 h in order to evaluate the
concentration of each bacterium during fermentation in RNDM. Bacterial enumeration
was done using pourplate method on selective media. LAB were screened on Lactobacilli
MRS agar; Staph. aureus were pour-plated on Baird-Parker Agar (Difco), E. coli and
Salm. Typhimurium were enumerated on MacConkey (Difco) and Enterococcus agar
(Difco) was used for enumeration of Ent. faecalis and Ent. faecium. L. innocua was
plated on Palcam agar (Difco). All dishes were incubated at 35°C from 24 to 48 h and
colonies were counted using Darkfield Quebec Colony Counter (American Optical,

Scientific instrument division, Keene, OH, USA).

3.5.4. Calculation of the generation time

The antimicrobial capacity of the probiotic culture was evaluated on the growth of
pathogenic bacterium by calculation of the generation time, in absence and in presence of
lactobacilli strains, during their exponential growth phase. The generation time is derived

from the division rate according to the following formulas (Prescott et al., 2003):

k=[ (log N; -log N)/0.301 x t ]
g=1/k

where k is the division rate (h™), g is the generation time (h) , log N; is the microbial
enumeration (CFU ml™) after t = 8 hours of fermentation and log Ny is the microbial
enumeration (CFU ml™) after 4 h.

3.5.5. Antimicrobial capacity of the soluble fraction of Lactobacillus acidophilus and
L. casei-fermented milk

In order to verify the antimicrobial potential of the soluble fraction of fermented
milk, 100 g of the commercial fermented milk was centrifuged at 16 500xg for 30 min at
4°C and the supernatant was filter-sterilized (0.2 pum; Sarstedt, Montreal, QC, Canada).
This supernatant was separated in three groups (“acidic fraction” — “neutralized fraction”

— “neutralized and irradiated fraction”). The pH of the supernatant was 4.5 and named
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“acidic fraction”. A portion of the supernatant was neutralized to pH 6.5 by addition of 5
mol I NaOH, in order to eliminate the antibacterial effect of the acidity against the
pathogenic bacteria and this group was named “neutralized fraction”. Half of the
neutralized fraction was irradiated at a dose of 45 kGy using a UC15-A irradiator (MDS
Nordion, Laval, QC, Canada) in order to inactivate the possible antimicrobial peptides
present in the supernatant. This group was named “irradiated and neutralized fraction”.
One hundred pl of BHI, 100 pl of treated supernatant, SO pl of one of the pathogen
suspension (approximately 10° CFU ml?) or sterile saline for the blank was added
separately in flat bottom 96-wells plates (Sarstedt). The plates were then incubated at
35°C and the microbial growth was monitored at 650 nm using a DMS-100S UV-Visible
spectrophotometer (Varian Inc., Ville St-Laurent, QC, Canada) every hour during 12 h
until the bacterial stationary phase was reached.

3.5.6. Calculation of % of growth inhibition of the pathogens by the whey

The pathogen growth inhibition by the fermented milk soluble fraction was
calculated after 12 h of incubation of the 96-wells plates. The content of pathogens was
estimated by spectrophotometric measurements at 650 nm. The data were subjected to
the following equation:
Asamples = Ablank = Acalculated
Asamples:  absorbance of the well containing the 50 pl of pathogenic bacteria in saline
supension, 100 pl of fermented milk supernatant fraction and 100 pl of BHI.
Aptank: absorbance of the well containing the blank (50 pl saline), 100 pl of fermented
milk supernatant fraction and 100 pl of BHI.

Acaiculated: Calculated absorbance of each sample.

The percentage of pathogen inhibition was calculated as follows:
[(ABHI el Atreatment) / ABHI] x 100 = Inhibition %

Atreatment: Acalculated in presence of the pathogens in BHI and supernatant fraction.
ABHI: Acalculasted in presence of pathogens in BHI and water (instead of supernatant

fraction).
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Inhibition %: percentage of the growth of the pathogen growth inhibition by the presence

of the fermented milk soluble fraction.

3.5.7. Statistical analysis

Fermentation experiments were carried out in duplicate. For each replication, 3
samples were analyzed. Student-t test was done using statistics SPSS program (version
10.1) to determine if there is a significant difference between the generation time of the
pathogen alone or in presence or in absence of probiotic culture. Also, data were analyzed

at a 5% level of significance.
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3.6. Results

3.6.1. Delay of generation time by mixed culture

Generation times of pathogenic bacteria are presented in Table 3.1. The results
show a clear increase of the generation time particularly for the Gram + bacteria when
grown in presence of the lactobacilli culture. Staph. aureus had a generation time of 40.5
min when cultured alone in RNDM media while the presence of the LAB increased the
generation time to 84.8 min. L. innocua exhibit a generation time of 59.5 and 78.5 min
under mono- and co-culture respectively. Ent. faecium and Ent. faecalis had a rapid
growth when cultured alone in RNDM media showing a generation time of 39 min.
However, in presence of lactobacilli culture, Ent. faecium was more sensitive than Ent.
Jaecalis. A generation time of 62.7 and 43.2 min was respectively observed. In contrast,
Gram - pathogenic bacteria were less sensitive to the presence of the lactobacilli culture.
E. coli showed a decrease of the generation time in presence of the lactobacilli culture.
The generation time decreased from 93.1 to 56.4 min. Morever, Salm. Typhimurium was
not affected by the presence of lactobacilli culture and showed a generation time of 58.2

min.

3.6.2. Antimicrobial activity of the soluble fraction extracted from the milk
fermented by probiotic preparation

Table 3.2 presents the percentage of inhibition of selected pathogenic bacteria (L.
monocytogenes, L. innocua, Ent. faecium, Ent. faecalis, Staph. aureus, E. coli 0157:H7)
when cultivated in presence of the soluble fraction of L. acidophilus and L. casei-
fermented milk. According to Turcotte et al. (2004), results of the antimicrobial test on
microplates are more sensitive than the agar diffusion assay to detect bacteriocins. These
results are shown in table 3.2 and indicate that L. innocua is the most sensitive bacteria to
the acidification of the culture medium showing a growth inhibition of 41.2% when
incubated in BHI at pH 4.5. Ent. faecium, Ent. faecalis and Staph. aureus were the most
resistant bacteria to acidity showing inhibition percentages of 6.4, 23.9 and 17.2%
respectively. L. monocytogenes and E. coli have showed a growth inhibition of 25.8 and
27.8% respectively.
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The crude soluble fraction obtained from the L. acidophilus and L. casei-
fermented milk had a pH of 4.5. Pathogens growth inhibition evaluated in presence of
acid metabolites varied from 73.5 % for Ent. faecium up to 85.9 % for L. innocua after 12
h of incubation at 35 °C. The bacterial sensitivity, in a decreasing order, is: L. innocua
(86%) > Staph. aureus (85%) > L. monocytogenes (718%) > E. coli O157:H7 (77%) > Ent.
Jaecalis (75%) > Ent. faecium (74%) (Table 3.2). In order to verify the role played by
organic acids on the antimicrobial activity, neutralization of the soluble fraction to pH 6.5
significantly reduced its inhibitory potential against all the selected pathogens (P < 0.05).
However, residual antimicrobial activity of the neutralized soluble fraction was still
relatively high (Table 3.2). The pH neutralization and irradiation of the L. acidophilus
and L. casei-fermented milk supernatant was done to eliminate the antimicrobial effect of
the organic acids and peptides metabolites. Previous results obtained in our laboratory
have shown that an irradiation dose of 45 kGy totally eliminated the antimicrobial
activity of nisin (results not shown) and this dose of irradiation is normally used to
inactivate enzymes. Growth inhibition results of neutralized and irradiated fraction on
selected pathogens are presented by decreasing order of sensitivity: Ent. faecalis (39%) >
E. coli O157:H7 (32%) > Staph. aureus (31%) > L. innocua (26%) > L. monocytogenes
(14%) > Ent. faecium (13%) (Table 3.2).

3.7. Discussion

LAB antimicrobial activity is primarily due to a pH reduction produced by the
secretion of lactic acid or by substrate competition. It is well-known that Lact. casei and
Lact. acidophilus can produce as high as 1.5% of lactic acid during fermentation
depending on the media composition (Heller, 2001). It can thus be hypothesized that
pathogenic bacteria tested in this study are more sensitive to organic acids than
acidification by HCI or that lactobacilli produced other antimicrobial compounds. The
reduction of the antimicrobial activities observed after irradiation of the soluble fraction
suggests the presence of bacteriocins in lactobacilli culture. Gram + bacteria, except Ent.

Jaecalis and Staph. aureus, are more sensitive to those metabolites than E. coli 0157:H7
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which is in agreement with the definition of bacteriocins. Antagonistic activity also
depends on the production of metabolites such as bacteriocins (Olasupo et al., 1995).
Bacteriocins are antimicrobial peptides, ribosomally synthetized and subsequently
secreted by Gram + as well as by Gram — bacteria. Their antimicrobial activity is
generally restricted to strains phylogenetically related to the producers (Berjeaud et
Cenatiempo, 2004). Some strains of Lact. acidophilus produce acidocin CHS5
(Chumchalova et al., 2004), acidocin J1132 (Tahara et al., 1996), acidophilin 801
(Zamfir et al., 1999) and lactacin B (Barefoot et Klaecnhammer, 1983) while Lact. casei
strains can produce lacticin 705 (Vignolo et al., 1993) and caseicin A (Olasupo et al.,
1995). As observed in our results, lactobacilli culture exerted an antimicrobial activity
mainly against Gram + bacteria which correspond to the definition of bacteriocins.
Purification and characterization of the antimicrobial metabolites should be done to
confirm the bacteriocin production by the probiotic culture. Variable residual activity of
the neutralized and irradiated fraction was observed suggesting the presence of other
antimicrobial compounds than organic acids and bacteriocins into the L. acidophilus and
L. casei-fermented milk supernatant. Reid and Burton (2002) discussed about the
implication of hydrogen peroxide-producing Lactobacilli in the maintenance of a healthy
urogenital tract. In our study, the implication of hydrogen peroxide as an antimicrobial

compound was not demonstrated.

In conlusion, these results indicate that the probiotic culture is able to delay the
growth of many food-borne pathogens such as Staph. aureus, Ent. faecium, Ent. faecalis
and L. innocua. Moreover, the whey recuperated in the L. acidophilus and L. casei-
fermented milk was also able to inhibit the growth of many pathogenic bacteria such as
E. coli O157:H7 by 77%, L. monocytogenes by 78% or Staph. aureus by 85%. Different
mechanisms of action seem to be involved in this antimicrobial activity such as organic
acids, bacteriocins and at least another one. Concentration and purification steps should

be done to confirm the presence of such metabolites.
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Table 3.1. Generation time of pathogenic bacteria after 8 hours of fermentation in mono-

culture or co-culture in presence of probiotic Lactobacillus acidophilus and L. casei in

10% reconstituted non-fat dry milk at 37°C under pH controlled conditions (pH 6.5).

Bacterial pathogens Mono-culture Co-culture Lactobacilli impact on
(min) (min) generation time
(%)
Staphylococcus aureus 40.5+2.3a 84.8+8.7b 1210
ATCC 29213
Listeria innocua 59.5+4.4a 78.5+4.2b 1130
LSPQ 3285
Enterococcus faecium 39.5+0.8a 62.7+1.3b T 160
LSPQ 3550
Enterococcus faecalis 39.8 £0.6a 432+2.2b T110
LSPQ 2524
Escherichia coli 93.1+6.1b 56.4+6.0a 1170
O157:H7 EDL933
Salmonella Typhimurium 58.2+2.8a 58.5+9.5a 0
SL1344

*® Different letter means a significant difference between generation time of the mono- and co-culture

(P<0.05).
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Table 3.2. Inhibition percentages of selected bacteria after 12 hours of incubation in
Brain Heart Infusion containing soluble fractions obtained from the Lactobacillus
acidophilus and L. casei-fermented milk.

Pathogenic bacteria BHI BHI  Whey Whey Whey
(pH4.5) (pHA4.5) (pH 6.5) irradiated 45 kGy
(pH 6.5)

Escherichia coli O157:H7 0 27.8° 7712°¢ 619° 320°
+3.1 +1.0 +2.1 +49

Enterococcus faecalis
0 23.9° 7534 52.6° 39.1°
+58 t1.1 +3.3 +4.2

Enterococcus faecium
0 64° 73.54 489° 12.5°
+3.9 +5.2 +4.7 +2.5

Listeria innocua

0 41.1° 8591 65.9° 259°
+44 +3.7 +2.1 +2.7

Listeria monocytogenes
0 25.8° 78.4 ¢ 59.7° 14.1°
+1.8 +2.5 +3.2 +1.5

Staphylococcus aureus
0 17.2° 84.7¢ 495° 31.2°
+2.7 +3.6 +3.6 +54

** Different letter means a significant difference between treatment (P < 0.05).
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ADDENDA

A la suite des commentaires regus lors de la correction de cette thése, il a été jugé
utile d’effectuer des expériences complémentaires a celles réalisées dans le chapitre 3. La
premicre étude avait pour objectif de vérifier I’influence, sur I’inhibition des pathogénes
par le surnageant obtenu du lait fermenté commercial, de 1’agitation des plaques 96 puits
durant I’incubation des bactéries. La méthodologie est la méme que celle décrite dans les
sections 3.5.5 et 3.5.6. a I’exception que les plaques ont été agitées sur un agitateur rotatif
de plaques 96 puits durant 12 h & 37°C et que seulement trois souches ont été étudiées.
Les résultats sont présentés dans le Tableau 3.3 et indiquent qu’il n’y a pas de
différences significatives (P > 0.05) entre les pourcentages d’inhibition des pathogénes
calculés suite a une incubation avec ou sans agitation. Il est méme possible de constater

une légére sous-évaluation de I’inhibition lorsque les plaques n’étaient pas agitées.

La seconde étude avait pour but de comparer le pouvoir antimicrobien de la
fraction soluble obtenu & partir du lait fermenté commercial (whey) 4 celui d’un lait
acidifié artificiellement (placebo). La compagnie BioK+ International Inc. utilise un lait
acidifié avec du glucono-deltalactone (GDL) comme placebo lors de ses études cliniques.
Ce placebo contient des ingrédients identiques au lait fermenté par L. acidophilus et L.
casei mais avec du GDL et de la pectine en plus. C’est donc la fraction soluble du
placebo qui a servi d’élément comparatif au lait fermenté. Les résultats du Tableau 3.4
indiquent que la fraction soluble du placebo dont le pH a été ajusté & 4.5 posséde un
pouvoir d’inhibition supérieur (E. coli O157:H7) ou équivalent (List. monocytogenes et S.
aureus) a celui obtenu a partir du lait fermenté. Il est connu depuis longtemps que le
GDL posséde un fort potentiel antimicrobien (El-Shenawy et Marth, 1990). Afin de
démontrer I’implication du GDL dans le pouvoir antimicrobien du placebo, des
concentrations croissantes de GDL ont été ajoutées dans les puits de BHI. Le pourcentage
d’inhibition du GDL a donc été évalué avec le méme test. Le Tableau 3.4 montre

clairement que 1’augmentation de I’inhibition coincide avec les plus fortes concentrations
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de GDL. En fait, le potentiel antimicrobien du surnageant de placebo est équivalent &
celui procuré par 0.5% de GDL dans du BHI.

Pour mesurer véritablement I’implication des acides organiques dans le potentiel
antimicrobien du lait fermenté par L. acidophilus et L. casei, il serait pertinent de doser
les concentrations de tous les acides organiques présents dans cette préparation. Par la
suite, I’inhibition des pathogénes par chacun des acides pourrait étre évalué avec le test
décrit dans la section 3.5.5. Des études sont présentement en cours afin d’isoler et de

purifier les molécules antimicrobiennes contenues dans le lait fermenté.
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Tableau 3.3. Pourcentage d’inhibition de bactéries sélectionnées aprés 12 heures
d’incubation dans une infusion coeur-cervelle contenant la fraction soluble extraite d’un

lait fermenté commercial avec ou sans agitation des plaques a 37°C.

Bactéries pathogénes

BHI Whey Whey Whey
(pH 4.5) (pH 4.5) (pH 6.5) irradiated 45 kGy
(pH 6.5)
Sans agitation 252° 80.1 54.7 394
54 +4.0 +73 +8.6
Escherichia coli
O157:H7 Avec agitation 299 87.4 58.3 43.1
+6.1 +8.2 +3.1 +5.0
Sans agitation 284 85.9 64.7 14.9
Listeria +34 +8.3 +6.6 +45
monocytogenes
Avec agitation 30.2 90.4 70.5 20.3
12 +6.7 +8.9 +7.1
Sans agitation 17.6 76.9 52.7 36.3
+5.1 +89 +2.8 +7.7
Staphylococcus
aureus Avec agitation 258 82.8 60.4 43.6
+74 +5.7 +95 +8.3

* Aucune différence significative n’a été été mesurée entre les % d’inhibition obtenus avec et sans agitation

(P > 0.05).

Les résultats représentent la moyenne et 1’écart-type des % d’inhibition de 10 échantillons réalisés dans
deux expériences indépendantes.
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Tableau 3.4. Pourcentage d’inhibition de bactéries sélectionnées aprés 12 heures
d’incubation dans une infusion cceur-cervelle contenant la fraction soluble extraite d’un
lait fermenté commercial, du placebo ou de diverses concentrations de glucono-delta-

lactone avec agitation des plaques & 37°C.

Bactéries Whey Placebo BHI (pH 4.5)
pathogénes (pH 4.5) (pH 4.5)
0 0.25 0.5 1.0
83.8° 90.4° 33.5° 36.3° 87.7%* 97.8%
Escherichia coli +34 +2.8 +2.3 +3.6 +7.8 +34
0157:H7
87.1° 96.2° 28.9° 31.2° 92.4° 99.3°
Listeria +6.9 +84 +5.1 +4.7 +6.3 +14
monocytogenes
Staphylococcus ~ 80.0° 84.3° 22.6° 27.8° 85.8° 99.1¢
aureus +3.7 +4.9 +1.7 +1.1 +5.8 +£2.9

™ Des lettres différentes dans une méme ligne indiquent une différence significative entre les %

d’inhibition (P < 0.05).

Les résultats représentent la moyenne et ’écart-type des % d’inhibition de 10 échantillons réalisés dans

deux expériences indépendantes.
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4.1. Contributions des auteurs

J’ai imaginé, mis au point, réalisé toutes les expériences et rédigé le manuscrit
scientifique. Le Prof. Claude Dupont, de par son expertise en biochimie, a participé aux
discussions scientifiques entourants la caractérisation de I’activité antimicrobienne des
surnageants de cultures. Il m’a aussi prodigué plusieurs conseils trés utiles sur les
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Denis Archambault a participé aux discussions scientifiques du projet et a révisé le
manuscrit. La Prof. Monique Lacroix était la responsable scientifique et la coordinatrice
du projet de recherche. De plus, la Prof. Lacroix a supervisé 1’élaboration des protocoles

et les discussions scientifiques entourant ce projet. Elle a révisé le manuscrit.
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4.2. Résumé en francais

Caractérisation partielle de bactériocines produites par des souches humaines de

Lactococcus lactis et de Pediococcus acidilactici.

Objectifs: Le but de ce projet était d’isoler des bactéries lactiques (BAL) productrices de
bactériocines a partir de I’intestin humain. Méthodologie et résultats: Un total de 111
BAL ont été isolées a partir des féces d’un adulte humain et testées pour leur capacité a
produire des bactériocines. Les surnageants neutralisés de Lactococcus lactis subsp. lactis
MM19 et de Pediococcus acidilactici MM33 ont montré une activité antimicrobienne.
Les molécules antibactériennes présentes dans le surnageant de culture de L. lactis ont
inhibé Enterococcus faecium, plusieurs espéces de Lactobacillus et Staphylococcus
aureus tandis que celles dans le surnageant de Ped. acidilactici ont inhibé Enterococcus
sp., quelques lactobacilles et plusieurs sérovars de Listeria monocytogenes. Les
métabolites antimicrobiens étaient stables a la chaleur et actifs sur une gamme de pH
s’étendant de 2 & 10. Les activités antimicrobiennes des surnageants de culture des deux
bactéries ont été inhibées par de nombreuses protéases, mais pas par la catalase. Une
électrophorése sur gel de polyacrylamide couplé a un antibiogramme a permis d’estimer
le poids moléculaire des deux substances antimicrobiennes entre 3,5 et 6 kDa.
Conclusions: Etant donné que les métabolites antibactériens sécrétés par L. lactis MM19
et Ped. acidilactici MM33 sont sensibles aux enzymes protéolytiques, il est possible
d’émettre 1’hypothése que des bactériocines sont impliquées dans 1’activité inhibitrice.
Les spectres d’inhibition et les analyses biochimiques semblent démontrer que les deux
bacteriocines sont distinctes. Impact de I’étude : Nous sommes les premiers a avoir isolé
des souches productrices de bactériocines de Pediococcus et de Lactococcus A partir de
I'intestin humain. Ces souches pourraient s’avérer bénéfiques afin de contrbler les

entéropathogénes.
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4.3. Abstract

Aims: The aim of this study was to isolate bacteriocin-producing lactic acid bacteria
(LAB) from human intestine. Methods and Results: A total of 111 LAB were isolated
from human adult stool and screened for their bacteriocin production. Neutralized cell-
free supernatants from Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 and Pediococcus
acidilactici MM33 showed antimicrobial activity. The antimicrobials in the supernatant
from a culture of L. lactis inhibited Enterococcus faecium, various species of
Lactobacillus and Staphylococcus aureus; while those in the supernatant from a culture
of Ped. acidilactici inhibited Enterococcus spp., some lactobacilli and various serotypes
of Listeria monocytogenes. The antimicrobial metabolites were heat-stable and were
active over a pH range of 2 to 10. The antimicrobial activities of the supernatants of both
bacteria were inhibited by many proteases but not by catalase. The plate overlay assay
allowed an approximation of size between 3.5 and 6 kDa for both antimicrobial
substances. Conclusions: Since the antagonistic factor(s) produced by L. lactis MM19
and Ped. acidilactici MM33 were sensitive to proteolytic enzymes, it could be
hypothesized that bacteriocins were involved in the inhibitory activities. Inhibition
spectrum and biochemical analysis showed that these bacteria produced two distinct
bacteriocins. Significance and impact of the study: We are the first to isolate
bacteriocin-producing strains of Pediococcus and Lactococcus from human intestine.

These strains might be useful for control of enteric pathogens.

Keywords: Bacteriocin; Lactococcus lactis; Pediococcus acidilactici; antimicrobial

peptide; lactic acid bacteria
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4.4. Introduction

The use of lactic acid bacteria (LAB) is a natural method of extending the shelf
life of food. The production of lactic acid by LAB is known to prevent the growth of
spoilage or pathogenic bacteria (Kleerebezem et Hugenholtz, 2003). LAB compete for
their ecological niche by at least one other mechanism, namely bacteriocin production
(Kaur et al., 2004). Several strains of LAB, and the bacteriocin nisin, are generally
recognized as safe and thus can be used in the production of cheese, fermented sausage or
other fermented foods (Riley et Gordon, 1999; Ferchichi et al., 2001).

Bacteriocins have attracted attention as potential substitutes for antibiotics to cure
and/or prevent bacterial infections and are widely employed in food preservation (Riley
et Wertz, 2002). They are defined as ribosomally synthesized, secreted, bactericidal
peptides, and are produced by some microorganisms in all major lineages of Eubacteria
and Archaebacteria (Riley et Gordon, 1999). Research work accomplished over the last
decades has focused on the detection, characterization and purification of bacteriocins.
Most bacteriocin-producing LAB have been isolated from fermented foodstuffs (Ray et
Miller, 2000) but bacteriocin-producing human strains of Lactobacillus or
Bifidobacterium have been isolated from the human intestine, stool, or vaginal tract

(Reid, 2001; Toure et al., 2003).

Maintenance of a healthy intestinal microbiota is important in order to protect
human health and probiotic LAB are known to contribute to this state. However, the
relationship between probiotic characteristics and bacteriocin-producing capacity is
poorly known. LAB may reduce the risk of infection by foodborne pathogens, by
mechanisms that might include the production of antagonistic compounds, competition
for mucosal surfaces and stimulation of the host’s immune response (Ganzle et al., 1999).
Some intestinal LAB have been shown to exhibit inhibitory activity against Salmonella,
Escherichia coli and Shigella (Silva et al., 1987). Lactobacillus rhamnosus HN001-fed
mice challenged with E. coli O157:H7 showed reduction in both morbidity and bacterial
translocation rates, higher intestinal anti-E. coli O157:H7 IgA responses, and enhanced
blood leukocyte phagocytic activity. Lactobacillus plantarum strain 299v antagonized E.
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coli-induced injury and intestinal permeability in rats whereas Bifidobacterium longum
strain inhibited E. coli translocation from the gastrointestinal tract in antibiotic-
decontaminated specific-pathogen-free and germ-free mice (Servin and Coconnier,
2003). However, the antagonistic compounds thought to promote these antimicrobial
effects are not well characterised and their contribution to in vivo effects is still not well
defined. It is important to detect novel bacteriocins produced by human LAB strains and

to study their specific influence on antipathogenic activities in the intestine.

To our knowledge, no bacteriocins synthesized by lactococci or pediococci strains
of human intestinal origin have been reported. In this paper, we report on novel
bacteriocin-producing strains of Lactococcus lactis MM19 and Pediococcus acidilactici
MM33 isolated from adult human stool. The spectrum of antimicrobial activity,
production, isolation and characterization of the bacteriocins produced by these bacteria

are presented.
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4.5. Material and Methods

4.5.1. Micro-organisms and growth conditions

The bacterial indicator strains used in this study are listed in Table 1. All bacteria
were maintained at —80°C in appropriate media containing 10% glycerol (w/v). All
isolated and indicator strains of LAB were propagated in their respective culture broth as
indicated in Table 1 at 35°C. Before being used in experiments, strains were propagated
twice in broth overnight. Soft agar media was prepared by the addition of 0.75% (w/v)
instead of 1.5% agar to liquid culture to examine the bacterial antimicrobial capacity by
the well-diffusion assay.

4.5.2. Isolation of bacteriocin-producing bacteria

Bacteriocin-producing bacteria were isolated by the direct plating method.
Briefly, a 25-g healthy human stool sample was mixed with 225 ml of 0.85% (w/v)
peptone water (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) water and serially ten-fold
dilutions were prepared in the same diluent. Plates of Lactobacilli MRS agar were spread
with 0.1 ml portion of each dilution, and were incubated at 35°C for 24 h under anaerobic
conditions. A total of 111 colonies were isolated and reinoculated onto separate agar
plates that were incubated 35°C for 48 h under anaerobic conditions. Single isolates from
these plates were each cultured in 10 ml of Lactobacilli MRS broth for 18 h at 35°C and
tested for antibacterial activity using well-diffusion assay against target bacteria listed in
Table 4.1.

4.5.3. Identification of LAB

Gram staining, motility, catalase and oxidase tests were conducted as a
preliminary step in characterization of the selected bacteria. In order to precisely identify
the species of MM19 and MM33, DNA extraction and PCR amplification of the DNA
coding for 16S ribosomal RNA (16S rDNA) procedures were performed as described by
Labbé et al. (2003). 16S rDNA PCR products were sequenced through Génome Québec
services (Montréal, QC, Canada). The sequences of the 16S rDNA of isolates MM19 and
MM33 were compared to DNA sequences from the National Center for Biotechnology
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Information (NCBI) database using the standard nucleotide—nucleotide homology search
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
(Altschul et al. 1990).

4.5.4. Preparation of culture supernatants

One liter of Lactobacilli MRS broth was inoculated with 10 ml of L. lactis MM19
or Ped. acidilactici MM33 and incubated for 24 h at 35°C. Cell-free supernatant (CFS)
was obtained by centrifuging the culture at 6 000 x g for 30 min at 4°C followed by
neutralization to pH 6.5 by the addition of 5 mol 1? NaOH. The resulting CFS was then
filtered through a 0.2 pm filter (Sarstedt, Montréal, QC, Canada).

4.5.5. Determination of antimicrobial spectrum and bacteriocin activity assay

Screening of bacteriocin production was performed by the agar well-diffusion
assay as described by Schillinger and Lucke (1989). Liquid Lactobacilli MRS agar, 30 ml
containing 0.75% agar, was inoculated with 10’ CFU ml" of one indicator strain, poured
into 100 x 15 mm standard Petri dishes and allowed to gel for 30 min at room
temperature. Wells of 6 mm in diameter were cut and 80 pl of CFS of the bacteriocin-
producing strains were placed into each well. All plates were then incubated at 35°C for
24 h and examined for formation of inhibition zones. Inhibition was scored positive if the
width of the clear zone around the well was > 0.5 mm. To quantify the bacteriocin
activity, CFS was serially diluted with sterile deionized water and 80 pl of each dilution
were added into the wells. Lact. sakei was used as the indicator strain because it was
thought to be the organism most sensitive to the antimicrobial activity of both
bacteriocin-producing LAB. The antimicrobial activity was defined as the reciprocal of
the highest dilution which exerted total inhibition of the indicator lawn and was
expressed in activity units (AU) per ml” (Zamfir et al., 1999). The residual activity was
calculated in comparison with neutralized CFS from strain MM19 or MM33 which
corresponded to a 100% antimicrobial activity.
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4.5.6. Sensitivity of CFS antimicrobial activity to temperature, pH, proteolytic
enzymes and gamma-irradiation treatments

The thermostability of the antimicrobial activities were determined by heating
neutralized CFS prepared from L. lactis MM19 or Ped. acidilactici MM33 at 30 to 121°C
for 15, 30 or 60 min. The effect of pH on the relative antagonistic activity was
determined by adjusting the pH of the CFS to values from 2 to 10 using 5 mol 1” HCI or
NaOH. The activity of each sample was compared to the activity of a CFS at pH 6.5 or 5
for supernatant from L. lactis MM19 or Ped. acidilactici MM33, respectively. The
sensitivities of the antimicrobials to proteases or other agents was tested by incubating
neutralized CFS in the presence of 1% a-chymotrypsin, pepsin, pronase E, trypsin,
lipase, catalase, Tween-80, Triton X-100, urea, sodium dodecyl sulfate (SDS) or 0.25%
proteinase K for 2 h at 35°C. Finally, the y-irradiation sensitivities of the CFS
antimicrobial activities were determined at the Canadian Irradiation Centre (Laval, QC,
Canada), with increasing irradiation doses ranging from 0 to 40 kGy, using a Gamacell
UC15-A apparatus (MDS-Nordion, Laval, QC, Canada) having a dose rate of 23 kGy h™’.
Residual antimicrobial activities were tested using the well-diffusion assay against Lact.

sakei as described above.

4.5.7. Production studies

The kinetics of bacteriocin production were determined after inoculation of one
liter of Lactobacilli MRS broth with a 1% (v/v) solution of L. lactis MM19 or Ped.
acidilactici MM33, followed by an incubation at 35°C under agitation (100 rpm) without
pH control. The initial pH of the culture broth was 6.5. Samples of 10 ml were removed
from the cultures every 2 h and were analysed for microbial numbers, bacteriocin activity
and pH. Bacterial growth was followed by enumeration of bacteria on Lactobacilli MRS
agar incubated for 48 h at 35°C.

4.5.8. Size determination
A volume of 20 pl of crude CFSs from L. lactis MM19 and Ped. acidilactici
MM33 were analysed with a NuPAGE 12% Bis-Tris gel kit (InVitrogen, Burlington, ON,
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Canada) ran as described by the manufacturer at 200 V constant for 40 min. The
molecular weight marker Mark 12 with a size range from 2.5 to 200 kDa kit (Invitrogen)
was used. After electrophoresis, the first gel was stained with Coomassie Brilliant Blue
R250 (Invitrogen). A duplicate gel was used for the plate overlay assay. The plate overlay
assay was conducted to estimate the molecular weight of the antimicrobial compounds as
described by Bhunia et al. (1987). Briefly, a non-reduced SDS-PAGE gel pre-washed
(sample not heated and without reducing agent) with sterile water was placed onto a plate
of Lactobacilli MRS agar and overlayed with Lactobacilli MRS agar containing growing
cells of Lact. sakei ATCC 15521 at number about 10® CFU ml™. The agar was allowed to
solidify, then it was cooled at 4°C for 60 min. After incubation for 18 h at 35°C, the
formation of an inhibition zone indicated the position and size of active bacteriocin in the

gel.
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4.6. Results

4.6.1. Isolation and identification of bacteriocin-producing strains

A total of 111 nonmotile, Gram-positive, catalase and oxidase negative cocci
isolates, harvested from two stool samples obtained from a single human male (30 years-
old) were first examined for potential inhibitory substances against twelve indicator
strains (results not shown). From these 111 colonies, 7 of them were scored positive as
they produced clear zones of inhibition against at least one indicator strain on agar media
for an overall antimicrobial activity detection rate of 6%. Six of these colonies with
bacteria of similar morphology had an identical spectrum of inhibition. One of these and
the seventh one with a different spectrum of inhibition were selected and designated
MMI19 and MM33, respectively. 16S rDNA PCR products from MM19 and MM33
isolates showed 98% and 97% homology with that of Lactococcus lactis subsp. lactis and

Pediococcus acidilactici, respectively.

4.6.2. Characterization of the bacteriocins

The inhibitory spectrum of each bacteriocin produced by L. lactis MM19 and Ped.
acidilactici MM33 are presented in Table 4.1. The bacteriocin from L. lactis MM19
exhibited inhibitory activity against a broad range of closely related bacteria in the genera
Enterococcus, Kocuria, Lactobacillus, Pediococcus and Staphylococcus. The bacteriocin
produced by Ped. acidilactici MM33 showed a narrower inhibitory spectrum against
Enterococcus, Lactobacillus, Listeria and Pediococcus. Both bacteriocins were

ineffective against all Gram-negative bacteria tested.

The results of the effect of enzymes, detergents and other compounds on the CFS
antimicrobial activity against Lact. sakei are presented in Table 4.2. Inhibitory activities
were significantly decreased after protease treatments. In the case of Ped. acidilactici
MM33, its antimicrobial activity was completely eliminated by all protease treatments
whereas L. lactis MM19 showed residual antagonistic activity after trypsin and pepsin
treatments. Lipase reduced the antimicrobial activity of L. lactis MM19, but no inhibition
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of the bacteriocin-containing CFS secreted by Ped. acidilactici MM33 was observed.
Catalase did not affect the activity of either type of CFS. Detergents doubled the
inhibitory activity of the CFS obtained from Ped. acidilactici MM33. Urea reduced the
activity of the CFS from L. lactis MM19 but did not affect the activity of CFS from Ped.
acidilactici MM33. Appropriate controls were done to verify the antimicrobial potential
of each enzyme and other agents assayed during this work, and none demonstrated

antimicrobial activity per se.

Results of the effects of y-irradiation on the CFSs are presented in Table 4.3.
Bacteriocin activity of L. lactis MM19 was greatly reduced when the CFS was irradiated
at a dose of 4 kGy, and was completely eliminated by a dose of 16 kGy. The antagonistic
activity of the CFS of Ped. acidilactici MM33 was much more resistant to y-irradiation as
it showed substantial residual antimicrobial activity after a dose of 12 kGy, and some
residual activity was still observed when the CFS was treated with 40 kGy.

The effect of temperature on the antimicrobial activity is shown in Fig. 4.1. L.
lactis MM19 bacteriocin activity remained unchanged after incubation at 50°C for 60
min. Loss of activity was observed after incubation at 60°C for 30 min or at 70°C for 15
min. At 100°C, the residual antimicrobial activity decreased to 50, 25 and 0% after 15, 30
and 60 min. Heating to 121°C for 15 min completely inactivated the bacteriocin activity
of L. lactis MM19. For Ped. acidilactici MM33, a decreased activity was observed after
incubation at 80°C for 60 min, at 90°C for 30 min or at 100°C for 15 min.

The effect of pH on the bacteriocin antimicrobial activity is shown in Fig. 4.2.
The bacteriocin secreted by L. lactis MM19 was stable after incubation for 2 h in
solutions with pH values ranging from 2 to10. However, its levels of activity were
reduced by incubation at pH 9 and 10. The bacteriocin produced by Ped. acidilactici
MM33 remained fully active at pH 4 and 5, but showed decreased activity at pH 3 and
below, and pH 6 and above.
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The production of bacteriocins in broth cultures by L. lactis MM19 and Ped.
acidilactici MM33, was maximal after 6 and 10 h, respectively, where the maximum
number of bacteria had been attained (Fig. 4.3). Minimum pH values of 4.4 and 4.1 were
reached after 10 and 36 h with L. lactis MM19 and Ped. acidilactici MM33, respectively.
Bacteriocins production was maximal in the early stationary phase of growth and
appeared to be growth-associated. Antimicrobial activity declined during the late
stationary phase, and the L. lactis MM19 population rapidly declined after 12 h of

incubation.

With SDS-PAGE, smears of proteins were observed in samples from both
microorganisms when using Coomassie Brilliant Blue (results not shown). However,
inhibitory activities for both supernatants were detected as clear zones of inhibition
between 3.5 and 6 kDa after gels were overlaid with Lact. sakei-seeded agar (Fig. 4.4).
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4.7. Discussion

Numerous bacteriocins are produced by lactococci, including various nisins,
lacticins, lactostrepcins, lactococcins and lactocins (Carolissen-Mackay et al., 1997; Moll
et al., 1999; Twomey et al., 2002). Several strains of the Pediococcus genera such as
Ped. acidilactici, Ped. pentosaceus and Ped. parvulus were found to produce pediocins.
Pediocins thus far described have been reviewed by Ray and Miller (2000).

The two bacteriocins produced by the isolated LAB inhibited a wide spectrum of
Gram-positive bacteria, including food-borne pathogens. However, they had no effect on
any Gram-negative bacteria tested. Only a few bacteriocins, such as pediocin-like
bacteriocins produced by non-human strains of pediococci (Jamuna et Jeevaratnam,
2004) or human Lactobacillus salivarius UCC118 (Dunne et al., 1999) have been shown
to inhibit the growth of Gram-negative bacteria. The bacteriocin production reported here
was detected on solid media using crude CFS. This contrasts with other studies wherein a
concentration step was needed to demonstrate the antimicrobial activities of bacteriocins

(Carolissen-Mackay et al., 1997; Toure et al., 2003).

The spectrum of antimicrobial activity of the bacteriocin secreted by L. lactis
MM19 was relatively wide, affecting many Gram-positive bacteria. This observation is
similar to the L. lactis ATCC 11454 antimicrobial spectrum reported by Millette et al.
(2004) using the same indicator strains. Moreover, the nisin-producing L. lactis subsp.
lactis ATCC 11454 was insensitive to the neutralized CFS produced by L. lactis MM19.
This could be explained by the nisin immunity gene carried by the ATCC bacterial strain.
However, it is well-known that nisin can also inhibit Listeria spp. (Cai et al., 1997). Here,
CFS from L. lactis MM19 did not inhibit the Listeria spp. tested, which indicates that the
bacteriocin from L. lactis MM19 was not nisin. In addition, CFS from L. lactis MM19
was sensitive to temperatures higher than 70°C, a characteristic that is not consistent with
the temperature stability of nisin and other class I or II bacteriocins. Bacteriocin AS-48,

produced by Ent. faecalis subsp. liquefaciens S-48, is active after heat treatment, and the
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activity is pH dependent (Abriouel et al., 2001). However, our study was done using
neutralized CFS (pH 6.5) and no relation was established as yet between the pH and
temperature stability of these bacteriocins. Lipase treatment reduced the antimicrobial
activity of the CFS. It could be hypothesized that fatty acids are involved in the
adsorption of the bacteriocin to the bacterial membrane. Lipase treatment of L. sakei was
therefore realized to verify this assumption, but no reduction of the antimicrobial activity
was observed (results not shown) suggesting that the bacteriocin produced by L. lactis
MM19 could be a lipopeptide. The presence of active lipase during the activity test could
have hydrolysed the bacteriocin adsorption site at the surface of the indicator strain

resulting in a lowered activity. Experiments are planned to verify this point.

The rapid L. lactis MMI19 population decrease observed during bacteriocin
production studies was believed to be related to bacterial autolytic activity similar to that
observed for another bacterial system (Sallami et al., 2004). After 10 h of incubation, the
population and bacteriocin concentration were maximal while the pH was relatively low.
High population density, low pH or sub-optimal nutrient concentration could be
responsible for the induction of autolysis in L. /actis MM19. This bacterial strain thus
possesses two interesting phenotypes (bacteriocin production and autolytic capacity) that
could be suitable in the cheese industry. Indeed, Sallami ef al., (2004) concluded that the
addition of an autolytic strain of Lact. bulgaricus UL12 together with a nisin-producing

strain improved the texture of cheese and increased its proteolysis.

The sensitivity to proteolytic enzymes of the bacteriocin secreted by Ped.
acidilactici MM33 is similar to those of the pediocins SJ-1 (Schved et al., 1993) or
AcH/PA-1 (Bhunia er al., 1988). However, the latter peptides like class I and Ila
bacteriocins generally, are heat-stable and can tolerate temperatures over 100°C without
loss of activity at acidic pH whereas the bacteriocins produced by L. lactis MM19 and
Ped. acidilactici MM33 were not so resistant to heat treatment. The neutral pH (6.5) used
during the test could explain the relative heat lability of both these bacteriocins.

However, the resistance to y-irradiation of the bacteriocin from Ped. acidilactici MM33
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makes it a good candidate to be used in food preservation. Irradiation may be used in
combination with a bacteriocin to reduce the D}y values of microorganisms responsible
for food deterioration and enhance the shelf-life of products (Chiasson et al., 2004;
Lacroix and Chiasson, 2004). Finally, the antimicrobial activities of the CFS of L. lactis
MM19 and Ped. acidilactici MM33 were inhibited by proteases but not by catalase,
indicating the proteinaceous nature of the antimicrobials. These results in combination
with the results from the SDS-PAGE inhibitory assay confirmed that bacteriocins are
involved in the antimicrobial activity of CFS.

The antimicrobial compounds secreted by L. lactis MM19 or Ped. acidilactici
MM33 might be useful for treatment of multidrug-resistant staphylococcal, enterococcal
or streptococcal infections, including methicillin-resistant Staph. aureus (MRSA) and
vancomycin-resistant Enterococcus (VRE) (Whitney et al., 2000; Diekema et al., 2001).
The bacteriocin-producing L. lactis MM19 and Ped. acidilactici MM33 themselves also
might be useful as starter or protective cultures in cheese, fermented sausage or other
fermented foods. Finally, utilization of LAB strains that are able to successfully colonize
the intestinal tract is a very promising means of preventing enteric infections.
Experiments are currently planned to further characterize the bacteriocins produced by

the two isolates and determine their effects on pathogenic bacteria.
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Table 4.1. Inhibitory activities against lactic acid bacteria and other indicator
microorganisms of neutralized, cell-free supernatants from cultures of Lactococcus lactis
MM19 and Pediococcus acidilactici MM33.

Inhibition ¥
Indicator microorganisms Source* Medium

MM19 MM33
Enterococcus faecalis LSPQ 2724 BHI - +
Enterococcus faecium LSPQ 3550 BHI + +
Escherichia coli ATCC 25922 BHI - -
Escherichia coli 0157:H7 EDL 933 BHI - -
Kocuria varians Our collection MRS ++ -
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 MRS +++ +++
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 MRS ++ -
Lactobacillus curvatus FRDC V32 MRS ++ ++
Lactobacillus bulgaricus Our collection MRS +++ -
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 MRS +++ +
Lactobacillus rhamnosus FRDC RW-9595M MRS +++ -
Lactobacillus sakei ATCC 15521 MRS +++ +++
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 MRS - -
Lactococcus lactis MM19 Our collection MRS - -
Listeria innocua LSPQ 3285 BHI - -
Listeria monocytogenes Yz a HPB 1043 BHI - +++
Listeria monocytogenes 4b HPB 1174 BHI - +++
Listeria monocytogenes 4b HPB 2142 BHI - ++
Listeria monocytogenes Y2 b HPB 2371 BHI - +++
Listeria monocytogenes 2 b HPB 2558 BHI - +++
Listeria monocytogenes Yz a HPB 2569 BHI - +++
Listeria monocytogenes 2 b HPB 2739 BHI - +++
Listeria monocytogenes > a HPB 2812 BHI - +++
Pediococcus acidi lactici Our collection MRS ++ +
Pediococcus acidilactici MM33 Our collection MRS +++ -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 BHI - -
Pseudomonas fluorescens FRDC V491 BHI - -
Pseudomonas fragi FRDC V378 BHI - -
Pseudomonas putida FRDC V376 BHI - -
Salmonella choleraesuis subsp. _ _
choleraesuis serotype Typhi ATCC 19430 BHI
Salmonella Typhimurium SL1344 BHI - -
Serratia liquefaciens Our collection BHI - -
Staphylococcus aureus ATCC 29213 BHI ++ -

" ATCC - American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA; LSPQ - Laboratoire de Santé Publique,
Ste-

Anne-de-Bellevue, QC, Canada; FRDC — Food Research and Development Center, St-Hyacinthe, QC,
Canada; HPB - Health Product Branch, Santé Canada.

LA +, diameter of the inhibition zone 2 20 mm; ++ : 10-19 mm; + : 7-9 mm; ~ : no inhibition.

147



Table 4.2. Effects of various enzymes, detergents and urea on the antimicrobial activities
of neutralized cell-free supernatants from cultures of Lactococcus lactis MM19 and

Pediococcus acidilactici MM33 against Lactobacillus sakei used as indicator strain.

N Residual activity (%)
Additive L. lactis MM19 Ped. acidilactici MM33
None 100 100
Pronase E (1%) 0 0
Proteinase K (0.25%) 1.6 0
Pepsin (1%) 12.5 0.8
Trypsin (1%) 50 0.8
o~chymotrypsin (1%) 1.6 0
Catalase (1%) 100 100
Lipase (1%) 25 100
Tween-80 (1%) 100 200
Triton X-100 (1%) 100 200
SDS (1%) 100 200
Urea (1%) 25 100

* Antimicrobial activities of supernatants without additives are 100%. Results are means
of three individual assays with a SD less than 5% about the mean.
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Table 4.3. Effects of gamma irradiation on the antimicrobial activities of neutralized cell-
free supernatants from cultures of Lactococcus lactis MM19 and Pediococcus acidilactici

MM33 against Lactobacillus sakei used as indicator strain.

Doses Residual activity (%)

(kGy) L. lactis MM19  Ped. acidilactici MM33

0 100 100
4 3.1 100
8 1.2 50
12 0.4 50
16 0 25
20 0 12.5
24 0 12.5
28 0 12.5
32 0 12.5
36 0 12.5
40 0 6.3

* Results are means of three individual assays with a SD less than 5% about the mean.
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Figure 4.1. Effects of exposure to various temperature for times of 15 min (4), 30 min
(C7) or 60 min (A) on the antimicrobial activity of cell free supernatants from cultures of
(A) Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 or (B) Pediococcus acidilactici MM33.

Results are means of three individual assays with a SD less than 5% about the mean.
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Figure 4.2. Effects of pH on the relative antimicrobial activities of cell free supernatants
from cultures of Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 (O) or Pediococcus acidilactici
MM33 (A). Results are means of three individual assays with a SD less than 5% about

the mean.
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Figure 4.3. Number of bacteria (O), amounts of bacteriocin (m) and pH values (A) in
cultures of (A) Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 or (B) Pediococcus acidilactici
MM33 in Lactobacilli MRS broth during growth at 35 °C under aerobic conditions.
Results are means of three individual assays with a SD less than 5% about the mean

except for the number of bacteria.
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Figure 4.4. SDS-PAGE profiles of the bacteriocins formed in the supernatants of cultures
of Lactococcus lactis MM19 and Pediococcus acidilactici MM33. The gel placed onto
the Lactobacilli MRS agar was overlaid with Lactobacilli MRS soft agar inoculated with
Lactobacillus sakei ATCC 15521 and incubated for 18 h at 35 °C. Inhibition zones
formed by active components are shown. Lane 1: Molecular weight marker Mark 12; lane

2: Bacteriocins from L. Jactis MM19; lane 3: Bacteriocins from Ped. acidilactici MM33.
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5.2. Résumé en francais

Purification de la pédiocine sécrétée par Pediococcus acidilactici MM33, une

nouvelle souche isolé de ’intestin humain

Pediococcus acidilactici MM33 producteur de bactériocines a été isolé de 1’intestin
humain dans nos laboratoires. Afin d’identifier le peptide antimicrobien sécrété dans le
surnageant de P. acidilactici MM33, la purification de la bactériocine a été réalisée par
une chromatographie d’échanges cationiques suivi d’une étape de phase inversée. Les
analyses biochimiques et de spectrométrie de masse ont montré que la bactériocine
sécrétée était identique a la pédiocine PA-1. Afin de vérifier que P. acidilactici MM33
porte le géne de la pédiocine PA-1, I’ADN total de P. acidilactici MM33 a été isolé et
amplifié avec le géne de structure de la pédiocine PA-1. Le produit de PCR obtenu a été
séquencé et la séquence nucléotidique s’est avérée identique a celle de la pédiocine PA-1.
Un traitement a la novobiocine de P. acidilactici MM33 a résulté en une souche sans
plasmide et ayant perdu la capacit¢é de produire une bactériocine. Les épreuves
antimicrobiennes et les analyses moléculaires ont confirmé que cette souche était ped .
Ces expériences ont démontré que 1’opéron ped est associé 4 un géne situé sur un
plasmide. Les tests antimicrobiens in vifro ont révélé que la pédiocine était bactericide
contre Listeria monocytogenes sérotype Y:a et avait une CMI de 200 UA/ml dans du
bouillon TSB. P. acidilactici MM33 est la premiére souche productrice de pédiocine
isolée de I’intestin humain et pourrait étre utilisée comme probiotique pour prévenir et/ou

contrdler la colonisation par des pathogénes entériques.
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5.3. Abstract

Aims: The aim of this study was to purify and identify the bacteriocin produced by
Pedl;ococcus acidilactici MM33, a strain previously isolated from human gut. Methods
and results: Purification of the bacteriocin was performed by cationic exchange
chromatography followed by a reverse phase step. Amino acid sequencing and molecular
weight determination by mass spectrometry analysis showed homology with pediocin
PA-1. To verify if P. acidilactici MM33 carried the pediocin PA-1 gene, total DNA was
used to amplify the pediocin gene. The PCR product obtained was then sequenced and
the nucleotide sequence revealed to be identical to that of pediocin PA-1. Treatment of P.
acidilacticic MM33 with novobiocin resulted in a plasmid-cured strain without
bacteriocin-producing capacity. Antimicrobial assay and molecular analysis demonstrated
that this strain was ped” suggesting that the ped cluster is plasmid-encoded. Antimicrobial
assay revealed that pediocin was bactericidal against Listeria monocytogenes, showing a
MIC of 200 AU/ml. Conclusion: A two-step purification procedure was elaborated in
this study. The bacteriocin secreted by the human strain P. acidilactici MM33 is carried
on a plasmid and the amino acid sequence is identical to pediocin PA-1.

Significance and impact of the study: P. acidilactici MM33 is the first human pediocin-
producing strain reported and could be used as probiotic to prevent enteric pathogens

colonization.

Keywords: Bacteriocin; Pediococccus acidilactici; pediocin; antimicrobial peptide
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5.4. Introduction

Lactic Acid Bacteria (LAB) bacteriocins are classified into three classes (Drider et al.
2006). Class I regroups small (< 5 kDa) ribosomally produced peptides that undergo
extensive post-translational modification. This class is further divided into two sub-
groups. Class Ia includes elongated, amphipathic, pore-forming lantibiotics (e.g. nisin)
and class Ib regroups rigid and globular antimicrobial peptides (e.g. mersacidin). Class II
peptides are small (< 10 kDa), membrane-active, unmodified peptides. This class is
subdivided into three sub-groups. Class Ila are pediocin-like anti-Listeria peptides with
their N-terminal part characterized by a YGNGVXC consensus motif. Class IIb
bacteriocins require combination of two polypeptides for full antimicrobial activity (e.g.
enterocin L50) while class Ilc are other bacteriocins (e.g. acidocin B). Class III comprises
large, heat labile protein (> 30 kDa) such as helveticin J. Pediocins fall under class Ila
bacteriocins. They are produced by foodborne strains of Pediococcus spp. such as P.
acidilactici or P. pentosaceus and can be used to prevent foodborne illnesses including
listeriosis (Ennahar et al. 1999; Rice 2006). Pediocins are bactericidal peptides produced
via a plasmid-linked operon. Its antimicrobial activity is resistant to 80°C for up to 60
min, stable at pH ranging from 3 to 9 and in presence of many organic solvents (Ray and
Miller 2000). Most pediocin thus far described in the literature were produced by
foodborne strain, have an amino acid sequence and a molecular weight (4.6 kDa) that are
similar to pediocin PA-1/AcH. However, the pediocins A, P and ACCEL seem unique
because they have a molecular weight of about 5.1, 80, and 12.5 kDa respectively (Ray
and Miller 2000; Osmanagaoglu et al. 2000; Wu et al. 2004). It was postulated that
pediocin PA-1/AcH needs a mannose permease (EIIM™ located on the cytoplasmic
membrane of sensitive bacteria in order to cause the release of potassium and other UV-
absorbing molecules, the dissipation of the proton motive force and ApH and induce rapid
depletion of intracellular ATP (Drider et al. 2006).

Pediococcus acidilactici MM33 was originally isolated from human stool and it was the

first bacteriocin-producing strain of this specie originating from the human gut. The

peptide has a high antilisterial activity and is also active against a range of Gram-positive

161



bacteria, including members of the genera Enterococcus, Lactobacillus, Listeria and
Pediococcus. This bacteriocin was inactivated by many proteolytic enzymes such as
pronase E, proteinase K, pepsin, trypsin and a-chymotrypsin. It was also resistant to
80°C for up to 30 min and was stable at pH ranging from 2 to 7 (Millette et al. 2007).

The objectives of this work were to purify and identify the bacteriocin produced by P.
acidilactici MM33. The molecular weight and the amino acid sequence as well as the
plasmid linkage of the bacteriocin production capacity were determined. The time-kill
study of the purified bacteriocin evaluated the potential to inhibit the growth of Listeria

monocytogenes.
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5.5. Material and methods

5.5.1. Bacterial strains and growth conditions

* The pediocin-like producer strain Pediococcus acidilactici MM33 was previously
isolated from human stool (Millette et al. 2007). The indicator strain used during
antimicrobial activity tests was Lactobacillus sakei ATCC 15521, because this strain was
very sensitive to the antimicrobial molecule secreted by P. acidilactici MM33 (Millette et
al., 2007). Listeria monocytogenes HPB 2812 serotype Ya was provided by Health
Products and Food Branch of Health Canada (Montréal, QC, Canada) and used for time-
kill study of the bacteriocin. The bacterial strains were maintained at —80°C in
Lactobacilli MRS media (deMan, Rogosa and Sharpe (MRS); Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) for both LAB and brain-heart infusion (BHI; Difco) for L.
monocytogenes containing 10% glycerol (w/v). Before their utilization, strains were
propagated twice in MRS or BHI broth overnight at 37°C without agitation. Soft agar
media was prepared by the addition of 0.75% (w/v) agar to examine the bacterial

antimicrobial capacity using the well-diffusion assay (Millette et al. 2004).

5.5.2. Pediocin purification procedures

The purification of the bacteriocin produced by P. acidilactici MM33 was
performed using a modified version of the rapid two-step procedure described by Uteng
et al. (2002). P. acidilactici MM33 was first incubated in 10 ml of MRS broth for 18 h at
37°C. This culture was transferred into 500 ml of MRS medium and incubated for 18 h at
37°C. Bacterial cells were then eliminated by a 20 min centrifugation step at 8000 x g at
4°C. The supernatant was vacuum-filtered through a 0.20 um pore-size nylon filter
(Millipore, Nepean, ON, Canada) and served as starting material for the purification
procedures (fraction I). The bacterial culture supernatant was loaded directly on a 20-ml
HiPrep SP Fast Flow cation-exchange column (GE Healthcare) after equilibration with
50 mmol 1" acetate buffer, pH 5.0 (starting buffer) at a flow rate of 2.75 ml min™. After
washing the column with 200 ml of starting buffer, the bacteriocin was eluted using a
gradient (0-20% in 10 min; 20-30% in 120 min; 30-100% in 15 min) of elution buffer (50
mmol 17 acetate buffer containing 1 mol 1! NaCl, pH 5.0) at a flow rate of 2.75 ml min™.
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Fractions were collected and tested using the well-diffusion assay for bacteriocin activity
(Millette et al. 2007). The active fractions determined by 17 mm or less of inhibition
zone following the antimicrobial activity test were pooled (pool 1) while the other active
fractions (18 mm or more) were pooled (pool 2) separately. Pooled fractions were then
applied on 2 Sep-Pak Plus cartridges (Waters, Dorval, QC, Canada) in tandem to
eliminate salts. This procedure, a modification from Uteng et al. (2002), was realized in
order to reduce the cost of the pediocin purification. In this way, it eliminates the need for
an expensive HPLC system. Cartridges were first equilibrated with 20 ml of 100%
acetonitrile (Laboratoire MAT, Beauport, QC, Canada) followed by 10 ml of water.
Pooled sample was applied at a flow rate of 2 drops/s and successively washed with 10
ml of 0, 10, 20 and 30 % acetonitrile and final elution was done with 30 ml of 80%
acetonitrile. The 30 and 80% acetonitrile fractions were pooled and the solvent
evaporated using a Rotavapor (Biichi, Switzerland) at 65°C for 15 min (fraction III). The

residual suspension was lyophilized overnight.

5.5.3. Bacteriocin activity assay

Bacteriocin activity was measured using the agar well-diffusion assay as
described by Millette et al. (2007). To verify whether the inhibition is caused by
bacteriocin, evaluations were done as described above, but proteases from Streptomyces
griseus type XIV (1 mg ml™; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) were added in the
soft agar (Millette et al. 2004).

5.5.4. Size determination

Crude or purified cell-free supernatants from P. acidilactici MM33 were analysed
with a NuPAGE 12% Bis-Tris gel kit (InVitrogen, Burlington, ON, Canada) ran as
described by the manufacturer’s recommendations at constant voltage (133 V h’'). The
molecular weight marker Mark 12 with a size range from 2.5 to 200 kDa kit (InVitrogen)
was used. After electrophoresis, one gel was stained using SimplyBlue SafeStain
(InVitrogen) as described by the manufacturer. A duplicate gel was used for the plate
overlay assay in order to estimate the molecular weight of the bacteriocin (Bhunia et al.
1987).
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5.5.5. Protein concentration determination
Protein concentration was determined using a bicinchinonic acid (BCA) protein

assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA) and BSA was used to prepare the standard curve.

5.5.6. Tryptic digestion of bacteriocin

Ten pl of a solution of pediocin (217 pmol pul™) was diluted with 56 pl 25 mmol I’
! NH4HCO; then 10 pl of DTT (45 mmol 1™") was added and the solution was incubated at
60°C for 30 min. The solution was allowed to cool at room temperature and was
subsequently treated with 10 pl iodoacetamide (100 mmol 1) and then incubated in the
dark at room temperature for 30 min. Fourteen pul of 0.1 pg pl™ of trypsin was added and
the solution was incubated at 37°C for 4 h. The solution was then quenched with 100 pl

of 2% acetonitrile diluted in water and containing 0.1 % trifluoroacetic acid.

5.5.7. Mass determination by mass spectrometry

Amino acid sequencing and mass determination were done by High-Performance
Liquid Chromatography combined with Electrospray Ionization Mass Spectrometry.
Liquid chromatography (LC) analyses were performed with a nanoLC system, type
Agilent 1100 Series (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA). A gradient of
solvent A (5% acetonitrile in water with 0.1% formic acid) and solvent B (90 %
acetonitrile in water with 0.1% formic acid) at a flow rate of 0.4 ml min™! was used. The
gradient was as follow: a wash step of 5 min with 87% of solvent A was followed with a
gradient of 9 min to bring the solvent A to 82%. Then, solvent A was reduced to 50% in
10 min and to 0% in 3 min. Finally, a clean-up step was done during 5 min with 100%
solvent B. The column switching system consisted of a trap column (ZORBAX 300 SB-
C18 reversed phase, 5 x 0.3 mm, 5 pm particles size (Agilent Technologies Inc.) and an
analytical column (ZORBAX 300 SB-C18 reversed phase, 150 mm x 75 pm, 3.5 pm
particle size (Agilent Technologies Inc.). All mass spectra were recorded on a Linear Ion
Trap Quadrupole LC/MS/MS Mass Spectrometer (AB Applied Biosystems, MDS SCIEX
Instruments, CA, USA) equipped with a nano-electrospray ionization source. The
accumulation of MS-MS data was performed with the Analyst software, version 1.4 (AB
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Applied Biosystems). Mascot Distiller (Matrix Science, London, UK) was used to create
peak lists from MS and MS-MS raw data. Mascot Server (Matrix Science) was used for

database searching.

5.5.8. Polymerase chain reaction (PCR) and DNA sequencing

The PCR amplification was performed in a 50 pl reaction volume containing 5 pl
of 10x PCR reaction buffer plus MgSO4 (100 mmol 17 Tris-HCI, pH 8.85, 250 mmol 1"
KCl, 50 mmol 1" (NH,);SO4; Roche Canada, Laval, QC, Canada), 2 pl of 25 mmol 1™
MgS0s, 0.05% Tween-20, 4% propionamide, 0.6 pmol 1" of 3° and 5' end primers, 800
pmol 17 of deoxynucleotide triphosphate (GE Healthcare, Baie d’Urfé, QC, Canada) and
2.5 U of Pwo DNA polymerase (Roche Canada). About one hundred single colonies were
picked with a sterile toothpick from the surface of a MRS agar plate and mixed in the
PCR solution. A DNA thermo cycler (Biometra, Montreal Biotech, Dorval, QC, Canada)
was used to provide the temperature cycles as follow: 94°C for 3 min. Then, 30 cycles at
94°C for 45 s, 50°C for 45 s and 72°C for 1 min were done with the final elongation step
at 72°C for 7 min. The primers were designed from pediocin PA-1/AcH structural gene,
which were complementary to bp 1076 to 1100 (primer 1) and 1238 to 1264 (primer 2).
The restriction sites EcoRI and Kpnl were added at the 5' end, of primer 1 and primer 2

respectively, for cloning purpose.

Pediocin 5' 3' AAAGAATTCATGAAAAAAATTGAAAAATTAACTG 3
Pediocin 3' 5' AAAGGTACCCTAGCATTTATGATTACCTTGATGTCC 3'

The amplified PCR products were visualized and then purified from a 2% agarose
gel using a Qiaquick gel extraction kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). The
nucleotide sequences were determined through the services of Génome Québec

(Montréal, QC, Canada).

5.5.9. Plasmid curing
Plasmid curing of P. acidilactici MM33 was performed using a modified version

of the procedure described by Miller et al. (2005) to determine if bacteriocin production
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is plasmid linked. Tubes of 4.9 ml of MRS medium containing 2.5 pg ml™ of novobiocin
(Sigma) were inoculated with 50 pl P. acidilactici MM33 and incubated for 24 h at 37°C.
Inoculums from each tube were then transferred to fresh MRS-novobiocin medium
during the subsequent five days. At the end of the treatment period, ten-fold serial
dilutions of each tubes were performed in peptone water (0.1%, w/v, Difco) and
appropriate dilutions were spread on MRS agar plates and incubated in an anaerobic jar
system (BBL GasPak system, Becton Dickinson and Co., Sparks, MD, USA) at 37°C.
After 48 h incubation, 100 bacterial colonies were randomly selected and transferred to
MRS agar plates and incubated under anaerobic conditions at 37°C. These isolates were
then tested for bacteriocin production using the well-diffusion assay. Proteases were
added as a control to confirm the presence of a bacteriocin. A non-bacteriocin-producing
colony (ped) was isolated, named P. acidilactici MM33A, stored at -80°C in glycerol-
MRS broth and their plasmid DNA was purified.

5.5.10. Plasmid DNA purification

Colonies of P. acidilactici MM33 and MM33A (ped’) were grown overnight in
10 ml of MRS broth at 37°C. Inoculums from these cultures were subsequently grown in
10 ml of fresh MRS overnight. Thereafter, cells from a sample of 1.5 ml were harvested
by centrifugation at 1500 x g for 20 min at 4 °C and the plasmid DNA was isolated using
the method of Duan et al. (1999). DNA was stored at -20°C until it was examined by a

0.7% agarose gel electrophoresis.

5.5.11. Time-kill studies of pediocin from P. acidilactici MM33

Different amounts of purified bacteriocin (0 to 800 AU/ml) were added to cultures
of L. monocytogenes HPB 2812 serotype :a in early exponential phase (grown for 6 h)
and incubated at 37°C. Bacterial growth was monitored by measuring the bacterial
population in a 1-ml sample taken every 2 h of incubation. These samples were serially
diluted ten-fold in peptone water (0.1% w/v) (Difco), pour plated in BHI agar and then
incubated at 37°C for 24 h. Colonies were counted using Darkfield Quebec Colony
Counter (American Optical, Scientific instrument division, Keene, OH, USA).
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5.6. Results

The first step to purify the proteinaceous compound secreted by P. acidilactici
MM33 was a cation exchange chromatography (Figure 5.1). At this stage, two pools were
recovered. Pool I containing active fractions with less than 18 mm of inhibition and Pool
2 containing the active fractions with 18 mm or more of inhibition. About fifty percent of
total pediocin activity was recovered after cation-exchange chromatography in Fraction II
with a specific activity 725-fold higher than that of the cell-free supernatant (CFS) (Table
5.1). After Sep-Pak separation and rotavapor concentration step, the purification yield
was 40% with specific activity 5 725-fold higher than the specific activity of the CFS
(Table 5.1). Separation by SDS-PAGE yielded a unique peptide band (black arrow in
lane 5) between 3.5 and 6 kDa (Figure 5.2A). This band showed an antimicrobial activity
against Lact. sakei (Figure 5.2B, lane 5). Homogeneity of the purified bacteriocin was
confirmed by staining with silver nitrate, where a single band was observed (not shown)

as for the case of Coomassie Blue staining (Figure 5.2A).

The intact protein was then analyzed with the LC-MS system described above.
The amino acid sequence of the bacteriocin produced by P. acidilactici MM33 was
predicted by the Mascot software package from LC-MS data. It comprises 44 amino acid
residues and the calculated mass of the pediocin was 4 625 Da. The pediocin solution
which was analyzed contained pediocin in its oxidized and non-oxidized forms due to the
oxidation of methionine. The experimental mass obtained was 4 626 Da for the non-
oxidized form and 4 643 Da for the oxidized form (data not shown). In addition, DNA
sequencing of the 188 bp PCR product confirmed that the gene encoding for pediocin of
P. acidilactici MM33 is identical to pedA from P. acidilactici PAC1.0 (data not shown).

In order to demonstrate if this human strain harbours the pediocin PA-1/AcH
gene, PCR analysis using the known sequence of the structural pediocin PA-1/AcH gene
was performed. Two primers complementary to sequences at the 3' and 5' ends of the
pediocin PA-1/AcH were used to amplify the potential pediocin gene from total DNA of
P. acidilactici MM33 or Lactococcus lactis ATCC 11454 colonies. A single 188-bp
fragment was amplified from DNA of P. acidilactici MM33 while no fragment was
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amplified from DNA neither of P. acidilactici MM33A nor of L. lactis ATCC 11454
(data not shown). The PCR product DNA was then sequenced and compared to published
database. Results indicated 100% homology with ped4 gene of P. acidilactici PAC1.0

(data not shown).

Plasmid curing was performed in order to determine if the gene encoding the
production of pediocin by P. acidilactici MM33 is harboured on a plasmid, as reported
for other pediocin-like bacteriocins (Ray and Miller 2000). Novobiocin was used as a
curing agent since it is known that small concentration of this antibiotic prevent plasmid
replication via DNA gyrase antagonism (Hooper et al. 1984). After novobiocin treatment
of P. acidilactici MM33, about a hundred colonies were tested to determine whether they
retained their bacteriocin activity. One colony without antimicrobial activity was then
isolated and named P. acidilactici strain MM33A. Figure 5.3A shows antimicrobial
activity of the supernatant produced by P. acidilactici MM33 while Figure 5.3C show
that the supernatant produced by P. acidilactici MM33A did not exert an antimicrobial
activity. Controls with protease were done in Figure 3B and 3D to confirm the protein

nature of this antimicrobial activity.

The plasmid DNA was then extracted from both strains and analyzed by agarose
gel electrophoresis. Results show that the novobiocin-treated P. acidilactici MM33A
strain lost its plasmid DNA as compared with the plasmid DNA purified from

bacteriocin-producing P. acidilactici MM33 strain (data not shown).

An exponentially growing culture of the indicator organism L. monocytogenes
serotype 2a HPB 2812, was treated with purified pediocin produced by P. acidilactici
MM33 (0-800 arbitrary unit (AU) ml™) and the cell viability was evaluated during 12 h
(Figure 5.4). Results show that the viable counts decreased from 9.14 to 8.7, 6.0, 4.36 and
2.81 log CFU ml”, two hours after the addition of 100, 200, 400 and 800 AU ml” of
pediocin. The activity of pediocin produced by P. acidilactici MM33 is bactericidal
against L. monocytogenes cells, causing a decrease of more than 99.9% in viable CFU ml

! when at least 200 AU ml” of pediocin were added into the culture medium.
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5.7. Discussion

According to Uteng et al. (2002), a rapid two-step purification method was used
to purify the bacteriocin secreted in the supernatant of P. acidilactici MM33. These
authors obtained a yield of 85% after the cation-exchange chromatography, but an
increase of 300-fold of specific activity. However, in our study we have selected and
pooled only the fractions harbouring the highest antimicrobial activity after the cation-
exchange chromatography. Although we obtained a lesser yield, the fraction selection
increased the pediocin purity by 725 fold. After our second and last purification step, we
obtained a purification factor of 5 725 fold. The difference between 40 and 50.7 % of
yield obtained after rotavapor and lyophilisation are not significant. This measure was
based on activity determined by the well-diffusion assay. This method generates high
standard deviation. This modified method could thus be used to obtain pediocin with a
higher level of purity in a faster and cheaper way. Primary structure of the pediocin
secreted by P. acidilactici MM33 is identical to pediocin PA-1/AcH produced by P.
acidilactici PAC1.0 (Henderson et al. 1992). The results presented in the plate overlay
assay are also in agreement with an earlier report of the pediocin PA-1/AcH molecular
mass (Henderson et al. 1992). Moreover, the nucleotide sequence was identical to that of
the pediocin PA-1/AcH, confirming that P. acidilactici MM33 harbours the pediocin
cluster. The pediocin gene homology combined with the loss of bacteriocin activity of P.
acidilactici MM33A ped mutant, indicates the plasmid linkage of the pediocin
producing gene. The production of pediocin PA-1 is associated with the presence of the
9.4-kbp plasmid pSRQ11 in P. acidilactici PAC1.0 (Marugg et al. 1992). Bacteriocin
immunity and production determinants of P. pentosaceus Pep 1 were linked and encoded
by 9.0 MDa plasmid, pHD1.0 (Osmanagaoglu et al. 2000) while pediocin A, produced by
P. pentosaceus FBB61, is harboured by a 19 515-bp plasmid, pMD136 (Giacomini et al.
2000). However, plasmid DNA purified from P. acidilacticic MM33 migrates
approximately at 8 000-bp on agarose gel electrophoresis. Sequencing studies are needed
to confirm the homology of the pap operon obtained from our strain as compared to other
pediococci. Finally, the pediocin produced by human P. acidilactici MM33 demonstrated
high anti-listerial capacity that was similar to that of other pediocin-like bacteriocins
reported so far (Bhunia et al. 1988; Ferchichi et al. 2001).
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This study demonstrated that pediocin-producing strain of P. acidilactici could be
recovered from the human intestine. This is the first study to demonstrate that pediocin
could be produced by a bacterial strain isolated from human stool. Pediococci are not
known to be normal inhabitant of the human intestinal microbiota, but they are naturally
found in plant sources and have been used for a long time as starter cultures in meat,
plants, fish, cereal and dairy fermentations (Ray and Miller 2000). Many pediococci
strains are thus in contact with the human intestine via the ingestion of fermented meal.
However, neither the influence of Pediococcus sp. on the normal microbiota populations
is known or its colonization capacity. Only one in vitro study has evaluated the capacity
of a pediocin-producing strain to modulate the intestinal microbiota (Piva et al. 1995).
However, the authors reported no alteration of the normal activity of the caecal

microbiota.

In this study, we have purified to homogeneity the bacteriocin secreted in the
supematant of P. acidilactici MM33. The mass spectrometry experiments revealed that
the bacteriocin has a molecular weight of 4 628 Da with an amino acid sequence identical
to pediocin PA-1/AcH. Moreover, nucleotides alignment shows 100% homology with the
papA gene of the pediocin PA-1/AcH. The bacteriocin production gene of P. acidilactici
MM33 is located on a plasmid of approximately 8 000 bp. However, molecular biology
studies are needed to confirm this information but also to detect differences in the genetic
organization of the MM33 operon. P. acidilactici MM33 pediocin demonstrated a high
anti-listerial potential with a MIC of 200 AU mi™. All together, these informations
allowed us to conclude that P. acidilactici MM33 is the first pediocin-producing strain
isolated from the human intestine. Experiments are currently in development in our
laboratory to evaluate the impact of pediocin-producing strain in healthy and infected

mice models.
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Figure 5.1. Cation-exchange chromatogram of the antimicrobial peptide produced by
Pediococcus acidilactici MM33. Absorbance at 220 nm (plain line); % NaCl gradient
(large dot), and inhibition zone diameter (mm) against Lactobacillus sakei ATCC 15521

(small dot).
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Table 5.1. Purification of bacteriocin produced by Pediococcus acidilactici MM33

(n=2)

Purification steps Volume Total Total Specific activity ~ Purification Yield
(ml) activity protein (AU mg™) fold (%)
(x 10° AU) (mg)
Culture supernatant 500 12 18 748 64 1.0 100
HiPrep 16/10 SP FF 167 6.08 13.1 46 412 725 50.7
Rotavap 7.8 4.8 1.31 366 412 51725 40
Freeze-dried fraction 1 6.08 0.26 2338 462 36 539 50.7
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Figure 5.2. (A) SDS-PAGE profile of the fractions recovered along the purification steps
of the pediocin secreted by Pediococcus acidilactici MM33. The black arrow indicates
the band of the purified pediocin. (B) Inhibition zones formed by fractions obtained
during pediocin purification and tested against Lactobacillus sakei ATCC 15521. Lane
M: Molecular weight marker Mark 12 (Invitrogen); lane 1: CFS from P. acidilactici
MM33 (Fraction I); lane 2: Fraction Ilc- pool I; lane 3: Fraction Ilc - pool 2; lane 4:

Fraction V- pool I; lane 5: Fraction V- pool 2.
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Figure 5.3. Antimicrobial activity of the cell free supernatant produced by Pediococcus
acidilactici MM33 (box A), P. acidilactici MM33A, a ped” mutant (box B), P.
acidilactici MM33 in presence of proteases (box C) and P. acidilactici MM33A in

presence of proteases (box D). The two wells of each square are duplicate samples.
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Figure 5.4. Listeria monocytogenes HPB 2812 serotype 1/2a growth in tryptic soya broth
in presence of: 0 (0); 100 (o); 200 (A); 400 (e) and 800 (x) AU ml” of purified pediocin
produced by Pediococcus acidilactici MM33. The black arrow indicates the moment of

the addition of pediocin.
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6.2. Résumé en francais

Capacité de bactéries productrice de nisine et de pédiocine a réduire la colonisation

intestinale d’Enterococcus résistant a la vancomycine

Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 et Pediococcus acidilactici MM33 ont été isolés
de I’intestin humain dans nos laboratoires. Ils produisent des bactériocines distinctes. Le
peptide antimicrobien de P. acidilactici MM33 est identique a la pédiocine PA-1/AcH
tandis qu’un test de PCR réalisé dans cette étude a démontré que Lc. lactis MM19 porte
le géne de structure de la nisine Z. Un traitement de 30 min dans une solution gastrique
et un autre test cette fois en présence de concentrations croissantes de sels biliaires ont
démontré que les deux souches sont tolérantes a D’acidité et résistantes & un stress
occasionné par la bile. Le agar spot test a été effectué en utilisant les bactéries vivantes et
le test de diffusion radiale dans des puits en utilisant les surnageants de culture neutralisés
ont démontré une forte activité antimicrobienne contre une souche clinique
d’Enterococcus résistant a la vancomycine (ERV). Cette souche d’ERYV était sensible a la
clindamycine. Des souris colonisées par 'ERV ont été gavées quotidiennment avec Lc.
lactis MM19, P. acidilactici MM33, P. acidilactici MM33A (une souche mutante non
productrice de pédiocine) ou de la saline durant 16 jours. La densité d’ERV dans le
groupe de souris gavées avec Lc. lactis MM19 a été réduite de 1.73 et 2.50 log;o ufc/g (P
< 0.05) aux jours 1 et 3 post infection. Dans le groupe de souris traitées avec P.
acidilactici MM33, une réduction significative de 1.85 logjo ufc/g (P < 0.05) a été
observée au jour 3 post infection. Il n’y avait pas de différence significative (P > 0.05)
entre le groupe de souris gavées avec la souche P. acidilactici MM33A et le témoin
saline. C’est la premiére démonstration que des souches humaines de Lc. lactis et P.
acidilactici productrices de nisine et de pédiocine peuvent réduire la colonisation

intestinale par une bactérie résistante aux antibiotiques.
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6.3. Abstract

Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 and Pediococcus acidilactici MM33 were isolated
from human faeces in our laboratory and are known to produce distinct bacteriocins. The
antimicrobial peptide of P. acidilactici MM33 is identical to pediocin PA-1/AcH while
PCR analysis from this study using nisin primers demonstrated that Lc. lactis MM19
harbours the nisin Z structural gene. When assayed in vitro in a simulated gastric solution
for 30 min and in presence of increasing concentrations of bile salts, both lactic acid
bacteria (LAB) were acid tolerant and resistant to bile stress. Well-diffusion assay using
neutralized cell-free supernatants from Lc. lactis MM19 and P. acidilactici MM33
demonstrated a strong antimicrobial activity against a clinical isolate of vancomycin-
resistant Enterococci (VRE). VRE-colonized mice received intragastric daily
administration of Lc. lactis MM19, P. acidilactici MM33, P. acidilactici MM33A (a
pediocin mutant that had lost its ability to produce pediocin) or phosphate buffer saline
(PBS) for 16 days. The density of VRE in Lc. lactis MM19-fed mice group was 1.73 and
2.50 log;o CFU/g (P < 0.05) lower than the PBS group after 1 and 3 days post infection.
In the P. acidilactici MM33 fed-mice, a significant reduction of 1.85 log;o CFU/g (P <
0.05) was observed 3 days post infection. Undetectable level of VRE was measured after
6 days post-infection for both bacteriocin-producing LAB-treated mice. No significant
difference (P > 0.05) was observed in mice fed with the pediocin-negative strain as
compared to the control group. This is the first demonstration showing that human Lc.
lactis and P. acidilactici nisin- and pediocin-producing strains can reduce intestinal

colonization by antibiotic-resistant bacteria.

Keywords: Bacteriocin; Pediococcus acidilactici; pediocin; Lactococcus lactis; nisin;

vancomycin-resistant enterococci
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6.4. Introduction

Although vancomycin has been used in human medicine since 1958 (Levine,
2006), the first strain of vancomycin-resistant enterococci (VRE) was isolated in Europe
in 1986 (Uttley et al., 1988) and subsequently in 1987 in United States (Sahm et al.,
1989). Since then, the proportion of VRE has risen throughout medical centres and makes
it a serious clinical problem in many countries (Courvalin, 2006). The dissemination of
VRE can lead to clinical isolates resistant to all antibiotics because enterococci have
become important nosocomial pathogens and a reservoir for resistance genes.
Dissemination of glycopeptides resistance to other pathogenic bacteria, such as
Staphylococcus and Streptococcus, has occurred because there is no barrier to
heterospecific expression or gene transfer among Gram-positive cocci (Courvalin, 2006;
Rice, 2006). Thus, alternatives to traditional antibiotherapy are needed. To date, few
effective therapies are available to prevent and control the intestinal colonization by
VRE.

Probiotic bacteria are nutritional supplements of defined and living micro-
organisms that can alter the intestinal microbiota in order to exert beneficial health effect
for the host (Schrenzenmeir et de Vrese, 2001). Many strains of lactic acid bacteria
(LAB) are already considered as probiotic (Anukam et al., 2006; Gorbach et al., 1987,
Grangette et al., 2005). The mechanisms of action of the antagonistic activity of the LAB
against foodborne and clinical pathogens resistant to other antibiotics have been
described during in vitro studies (Giacometti et al., 2000; Morency et al., 2001; Mota-
Meira et al., 2000) or in vivo in animal models of infection (Donskey et al., 2001). The
antimicrobial molecules involved in the inhibitory activities of LAB are organic acids
(Vesterlund et al., 2006), hydrogen peroxide (Ocana et al., 1999) and bacteriocins
(Millette et al., 2004; Millette et al., 2007a). Randomized and placebo-controlled human
studies have demonstrated that bacteriotherapy using probiotic bacteria can prevent
recurrence or reduce the incidence or the symptoms of various gastro-intestinal infections
(Sazawal et al., 2006; Van Niel et al., 2002). However, no study demonstrated the
implication of bacteriocin-producing bacteria in the prevention of antibiotic-resistant

bacteria infections.
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Lec. lactis MM19 and Pediococcus acidilactici MM33 were originally isolated
from human stool and it was the first time that bacteriocin-producing strains of these
species were isolated from the human gut (Millette et al., 2007a). The bacteriocin
secreted by P. acidilactici MM33 was further purified and identified as pediocin PA-
1/AcH (Millette et al., 2007b). The bacteriocin synthesized by Lc. lactis MM19 is active
against a wide spectrum of LAB species but also against vancomycin-sensitive
Enterococcus faecium and methicillin-sensitive Staphylococcus aureus. It was also
inactivated by various proteolytic enzymes such as pronase E, proteinase K, pepsin,
trypsin and a-chymotrypsin. However, the antimicrobial activity of the supernatant was
resistant to 70°C for up to 15 min and stable at pH ranging from 2 to 8 (Millette et al.,
2007a). Thus, it can be hypothesized that the oral administration of bacteriocin-producing
strains of LAB decreases the intestinal VRE population in a rodent model.

The first objective was to identify the bacteriocin produced by Lc. lactis MM19.
This work also evaluated the resistance of both bacteriocin-producing Lc. lactis MM19
and Pediococcus acidilactici MM33 to the gastro-intestinal conditions. Moreover, this
study demonstrated the capacity of these bacteriocin-producing strains to modulate
intestinal microbiota in healthy mice and their potential to inhibit the growth of
vancomycin-resistant enterococci in vitro and in vivo using a mouse model of VRE

intestinal colonization.
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6.5. Material and methods

6.5.1. Bacterial strains and growth conditions

Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 and Pediococcus acidilactici MM33 were
previously isolated from human stool (Millette ef al., 2007a). P. acidilactici MM33A, a
mutant derived from P. acidilactici MM33 that has lost its ability to produce pediocin
following a plasmid curing procedure described in detail elsewhere (Millette er al.,
2007b), was also used in this study. Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103, a well-
known probiotic acid and bile tolerant bacteria, was used as a positive control during
gastrointestinal experiments. A clinical isolate of vancomycin-resistant Enterococcus
faecium (VRE) was provided by the Centre Hospitalier de I’Université de Montréal
microbiology laboratory (CHUM; Montréal, QC, Canada). PCR studies using primers
specific to the vancomycin-resistance genes have revealed that this strain is a VanA-type
VRE. The bacterial strains were maintained at -80°C in Lactobacilli MRS media (MRS;
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) for LAB or brain-heart infusion (BHI; Difco) for
E. faecium containing 10% glycerol (w/v). Before being used, strains were propagated for
two consecutive days in MRS or BHI broth overnight at 37°C without agitation. Soft agar
media was prepared by the addition of 0.75% (w/v) agar to examine the bacterial

antimicrobial capacity using the well-diffusion assay (Millette et al., 2004).

6.5.2. In vitro VRE inhibition

An agar well-diffusion assay was performed as described previously (Millette et
al., 2007a) to verify the antimicrobial capacity of the neutralized cell-free supernatant
(CFS) against a VRE clinical isolate. CFS was obtained by centrifuging the culture at
6000xg for 30 min at 4°C followed by neutralization to pH 6.5 by the addition of 5 M of
NaOH. The resulting CFS was then filtered through a 0.2-m filter (Sarstedt, Montréal,
QC, Canada). A volume of 30 ml of cooled (45°C) sterile BHI agar, containing 0.75%
agar, was inoculated with 10 colony-forming units (CFU)/ml of VRE, poured into a 100
x 15 mm standard Petri dishes and allowed to solidify for 30 min at room temperature.
Wells of 6 mm in diameter were cut-out and 80 pl of antimicrobial agent were placed

into each well. All plates were then placed at 4°C for 30 min, incubated at 37°C for 24 h
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and examined for inhibition zones. Inhibition was scored positive if the width of the
clearing zone around the well was > 0.5 mm. Antibiotics were also evaluated with this
method to ascertain the resistance of the VRE strain. Vancomycin and clindamycin
(Sigina-Aldrich, Oakville, ON, Canada) were used in concentrations ranging from 0 to
800 pg/ml. When LAB supernatants were assayed, proteases from Streptomyces griseus
type XIV (3 mg/ml; Sigma) were added in the soft agar in order to verify whether the
inhibition is caused by bacteriocin (Millette et al., 2004).

6.5.3. Polymerase chain reaction (PCR) and DNA sequencing of the nisin gene

The PCR amplification was performed as described in Millette et al. (2007b). The
primers were designed from nisin and pediocin PA-1/AcH structural genes, which were
complementary to regions 17 bp upstream (primer 1) and 2 bp downstream (primer 2) of
the coding region for nisin (Noonpakdee et al., 2003) and as described in Millette ef al.
(2007b) for pediocin. The restriction sites EcoRI and Kpnl were added at the 5' end, of

primer 1 and primer 2 respectively, for cloning purpose.

Nisin primers:
5' CCGGAATTCATAAGGAGGCACTCAAAATG 3'
3' CGGGGTACCTACTATCCTTTGATTTGGTT 3'

The amplified PCR products were visualized and purified from a 2% agarose gel
using a Qiaquick gel extraction kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) and the

nucleotide sequences were determined by Génome Québec (Montréal, QC, Canada).

6.5.4. Acid tolerance of LAB

Simulated gastric fluid (SGF) was formulated according to United States
Pharmacopea (USP). Briefly, SGF was composed by 3.2 g/l of pepsin (Sigma), 2.0 g/
NaCl and the pH was adjusted to 1.5, 2.0, 2.5 or 3.0 by addition of HC1 (5 M). A volume
of one ml of overnight MRS broth cultures of LAB were added in 19 ml of SGF for 30
min at 37°C under mild agitation (200 rpm) in a G24 Environmental Incubator Shaker
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(New Brunswick Scientific Co. Inc., NJ, USA). After 30 min in gastric solution, 1 ml was
collected, mixed in sterile phosphate buffer saline (PBS; pH 7.4) and immediately diluted
sterile peptone water (0.1% p/v) and plated (pour-plate method) on Lactobacilli MRS
agar. Plates were incubated under aerobic conditions at 37°C for 48 h. The average
number of CFU from triplicate analysis was determined by Darkfield Quebec Colony
Counter. A similar process was carried out for bacteria without SGF treatment in order to
determine the initial concentration of LAB. L. rhamnosus GG was used as a positive

control because it is a well-known probiotic bacteria (Succi et al., 2005).

6.5.5. Bile salt tolerance of LAB

The bile salt tolerance of LAB was ascertained in MRS agar containing a
commercial preparation of bile salts normally used to inhibit growth of Gram positive
bacteria in broth. Bile salts mixture (Sigma B-3426) was added in concentration varying
between 0 and 10% with increment of 1% or Bile Salts (LP0055, Oxoid, Nepean, ON,
Canada) was tested in concentration from 0 to 24% with increments of 4%. Bile salts
containing-MRS agar was then autoclaved for 15 min at 121°C, cooled and finally plated.
Overnight MRS broth culture (100 pl of bacteria in the stationary phase of growth) were
inoculated on surface of bile salts-containing MRS agar and incubated at 37°C for 72 h
under anaerobic conditions. Presence of bacterial lawn indicated a good growth and thus
good resistance of bacteria to bile salts while presence of small and isolated colonies
indicated a poor resistance to bile salts. Absence of colony indicated that LAB did not
tolerate the bile salt concentration assayed. Minimal inhibitory concentration represented
the lowest concentration of the bile salts needed to totally inhibit the growth of colonies

as judged by visual examination.

6.5.6. Animals

Six- to eight-week-old female C57BL/6 mice (Charles River Laboratories, St-
Constant, QC, Canada) were used for the evaluation of the fecal microbiota modulation
experiment while 25-30 g female CF-1 mice (Charles River) were used for the VRE
intestinal colonization experiment. Mice were housed between 3 and five per plastic

cages and kept under pathogen-free conditions with free access to commercial diet (Lab
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diet 5001, Ren’s Feed & Supplies, Oakville, ON, Canada) and water. Cages and bedding
were changed every two days. This work was approved and supervised by the INRS-
Institut Armand-Frappier Animal Care Committee.

6.5.7. Fecal microbial population modulation following ingestion of LAB

Healthy mice received a daily dose of about 10° viable bacteria (Lc. lactis MM19,
P. acidilactici MM33 or P. acidilactici MM33A) in 100 ul of PBS by intragastric route
using a stainless steel feeding needle and a 1-ml syringe. A group of mice received PBS
as a negative control. Mice were weighed at days 1, 9, 18 and 27 (day 27 representing 9
days after the end of the feeding treatment) and any sign of physiological or behavioural
perturbation were noticed during the experiment. Stool samples were collected before the
administration of PBS or LAB (day 1), 9 and 18 days after the beginning of the feeding
procedures. Final analysis was done 9 days after the end of the treatment (27th-post
feeding day). The stools were collected directly after defecation in a pre-weighted 2-ml
sterile plastic tube. These tubes were kept on ice until microbial analysis. Fecal
populations of total culturable LAB, Lactobacillus spp., anaerobes, Enterobacteriaceae,
Staphylococcus spp. and Enterococcus spp. were analysed on selective media. This

experiment was done twice using a total of ten mice per experimental group.

6.5.8. VRE intestinal colonization experimental model

The experimental model was adapted from Donskey et al. (2001). Daily
subcutaneous administration of clindamycin (1.4 mg/d) for five days was used to disrupt
the intestinal microbiota necessary to induce the VRE infection. Three days after the end
of the antimicrobial administration, gastric inoculation of 250 pl of an overnight culture
of VRE in BHI broth was used to infect the mice. Approximately 10® viable VRE was
administered to the mice. Since the beginning of the antibiotic therapy, all groups of
LAB-treated mice received once daily 100 pl of 10" CFU/ml of Lc. lactis MM19, P.
acidilactici MM33 or P. acidilactici MM33A previously washed twice in sterile PBS.
The mice received the LAB until the eighth day after the infection. Bacitracin (Sigma)
was administrated orally once daily during three days following the mice infection with
VRE as 600 units/d diluted in 100 pl of sterile PBS. This treatment was then discontinued
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and replaced by PBS. Stool samples were collected before the antibiotic administration
and 1, 3, 6, 8 and 12 days after the VRE infection. Fecal concentrations of total culturable
VRE were analyzed using selective media. This experiment was done twice using a total

of eight mice per experimental group.

6.5.9. Quantification of stool organisms

The tubes containing fresh stool samples, collected from individual mice, were
weighted, so that the weight of the faeces can be deduced. Then, all the faeces were
diluted in 1000 pl of sterile saline, homogenized with a pestle, and serially diluted 10-
fold in 0.1% peptone water. Finally, 100 pl of each dilution were inoculated on the
following media: MRS agar for detection of total lactic acid bacteria (LAB), Rogosa SL
agar for selective detection of Lactobacillus spp., Reinforced Clostridium Medium
(RCM) for quantification of total anaerobic and mesophilic bacteria, Baird-Parker agar
(BPA) for selective detection of Staphylococcus spp., MacConkey agar for selective
enumeration of Enterobacteriaceae, Enterococcosel agar for selective quantification of
total Enterococcus spp. and finally Enterococcosel agar + 20 pg/ml of vancomycin
(Sigma) for detection and enumeration of VRE. A volume of 100 pl of the undiluted
sample was also plated. MRS, Rogosa and RCM plates were incubated in anaerobic jars
at 37°C for 72 h while BPA, MacConkey and both Enterococcosel agar plates were
incubated under aerobic conditions at 37°C for 48 h. When negative results were obtained
for Enterococcosel agar + 20 pg/ml of vancomycin after 48 h of incubation, the plates
were allowed to incubate for another 24 h. Because the weights of fecal specimens
varied, the lower limit of the assay for detection of VRE also varied. For statistical
purposes, a value in CFU per gram that was based upon the weight of individual

specimens was assigned for faeces without microorganisms.

6.5.10. Statistical analysis

Acid resistance and bile salts tolerance experiments were carried out in triplicate
(n = 3). For each independent replication, three samples were analyzed. Student-t test
was done using statistics SPSS program (version 10.0) to determine significant

differences of viability between LAB population before and after acid treatment. Finally,
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analysis of variance (ANOVA) and a multiple comparison Duncan test were used to
compare microbial population in feces of mice fed with various LAB during time and
compared to the PBS control group. All significant differences were determined at P <
0.05.
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6.6. Results and discussion

Two primers complementary to sequences occurring proximal to the 3' and 5' ends
of the nisin Z and pediocin PA-1 structural genes were used to amplify nisin and pediocin
genes from the genomic DNA of Lc. lactis MMI19 and P. acidilactici MM33,
respectively. Results demonstrate that a 227-bp fragment was amplified from the
genomic DNA of Lc. lactis MM19 and a 188-bp fragment was amplified from the
genomic DNA of P. acidilactici MM33 when pediocin primers were used (data not
shown). Both amplified PCR products were sequenced and revealed 100% homology to
that of nisin Z for Lc. lactis MM19 and pediocin PA-1/AcH for P. acidilactici MM33.
These results confirm that the gene encoding for nisin of Lc. lactis MM19 and pediocin
of P. acidilactici MM33 are identical to nisA gene (Mulders ef al., 1991) and to pedA
gene, respectively (Marugg et al., 1992). The hypothesis suggested by Millette et al.
(2007a) stating that the bacteriocin was different from nisin based on antimicrobial
spectrum and on the pH and temperature stability of the supernatant so the previous
hypothesis was not confirmed by this study. It could be explained because crude
neutralized supernatant was used and it is known that nisin in culture medium was not as
heat stable as pure nisin. Moreover, the nisin concentration to inhibit Listeria
monocytogenes should be higher than the quantity produced in the supernatant of Lc.
lactis MM19.

Results in Fig. 6.1 demonstrated that the anti-VRE capacity of Lc. lactis MM19 and P.
acidilactici MM33 is caused by nisin and pediocin, respectively. A large inhibition zone
of the bacterial growth is related to a high potential of the neutralized cell-free
supernatant of LAB cultures to inhibit the growth of the pathogen evaluated. In order to
ensure that the inhibition of VRE was caused by bacteriocin, proteases type XIV were
added in agar. Following this treatment, no inhibition zone has been observed (Fig. 6.1).
These results are important since little information exists about the capacity of
bacteriocin-producing bacteria or their purified metabolites to control infections caused
by multi-drug resistant Gram-positive bacteria. Severina et al. (1998) demonstrated the
capacity of pure nisin to decrease the viability of 56 multidrug-resistant isolates of

Streptococcus pneumoniae, 33 Staphylococcus aureus and 29 vancomycin-resistant E.

191



Jaecium and E. faecalis isolates. However, stable nisin-resistant mutants were isolated
after a few passages in nisin solution. Giacometti et al. (2000) studied the addition of
nisin and various antibiotics against methicillin-resistant S. aureus (MRSA). They
showed that nisin activity was enhanced in presence of other antibiotics and that no
resistance was observed. Brumfitt e al. (2002) observed a synergy between nisin and
ramoplanin against MRSA and VRE. Finally, Nascimento et al. (2006) tested 4
bacteriocins produced by S. epidermidis (Pep5, epidermin, epilancin K7 and epicidin
280) and 3 produced by S. gureus (aureocins A70, A53 and 215FN) against many MRSA
strains or coagulase-negative staphylococci. They concluded that bacteriocins may
represent alternative agents to control important nosocomial pathogens. However, to date,
no study examined the bacteriocin-producing LAB alone or in combination with other

antibiotics to eliminate MRSA or VRE.

Antibiotic resistance of the VanA type-VRE strain was also evaluated and the results
showed that the clinical isolate was resistant for all vancomycin concentrations evaluated
between 0 to 800 pg/ml while, surprisingly, the VRE strain was very sensitive to
clindamycin at a concentration of 2 pg/ml (data not shown). To our knowledge, it is the
first report of a VanA-type VRE isolate sensitive to clindamycin. In fact, every other
VRE strains reported in the literature demonstrated an intrinsic clindamycin resistance
(Murray et al., 1997; Cetinkaya et al., 2000). However, more research is needed in order

to elucidate this particularity.

The growth of LAB in MRS containing increasing concentration of bile salts was
evaluated in order to verify the bile salt tolerance of both LAB and compare to a well-
recognized probiotic bacterium, Lactobacillus rhamnosus GG. The results showed that
bile salts mixture (Sigma) tolerance threshold was 4% for all bacteria, while the
pediococci grew in MRS containing 20% (w/v) of bile salts (Oxoid) as compared to 16%
for L. rhamnosus GG and to 12 % for Lc. lactis MM19 (Table 6.1). Moreover, results
presented in Table 6.2 show that P. acidilactici MM33 and L. rhamnosus GG survived
under an acidic environment during 30 min. No significant difference (P > 0.05) was

observed between initial microbial population at 0 and 30 min under a pH > 2.5 for L.
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rhamnosus GG. However, a significant reduction of viability was observed at pH 2 and
no viability was detected after 30 min at pH 1.5 for both bacteria. P. acidilactici MM33
survived well after an acidic treatment for 30 min at pH 2.5 but a one log decrease was
observed as compared to initial enumeration (P < 0.05). Lc. lactis MM19 did not tolerate
as well the gastric simulation as seen by the high mortality rates at pH < 2.5. However,
complete survival was observed at pH 3. LAB have been used since a long period time in
food fermentation intended for human consumption. Many potential probiotics do not
resist, survive or temporarily colonize the intestine. LAB must survive the acidic
environment of the stomach in order to reach the gut and modulate the microbiota.
Results obtained in this study demonstrated that both LAB completely resists to a
simulated gastric fluid at pH > 3 while P. acidilactici can tolerate a pH of 2.5. Bile salt
tolerance is considered one of the most important attribute required by LAB to survive in
the duodenum and the upper small intestine (Saarela et al., 2000). Our study showed that
all LAB survived to a bile salt stress but also grew on MRS agar containing 4% of a
standardized bile salts mixture (Sigma) or higher concentrations of Bile Salts from
Oxoid. These results could be explained by the higher concentration of cholic acid
retrieved in the Sigma preparation (not less than 45%). Succi et al. (2005) observed a 7
logip CFU/ml reduction when L. rhamnosus GG was placed in acidified MRS (pH 2)
after an incubation of 2 h at 37°C while a reduction of approximately 2.5 log;o CFU/ml
was measured at pH 3. Subsequently, they transfer the bacterial culture in MRS at pH 7
but containing 2 % of bile salts (Oxoid LP0055) for 5 h at 37°C. L. rhamnosus GG
showed no loss of viability at the end of the treatment which is in agreement with results

obtained in our study.

The influence of bacteriocin-producing LAB ingestion on the fecal microbial populations
of healthy C57Bl/6 is shown in Fig. 6.2 to 6.4. The LAB counts in faeces of mice fed
with Le. lactis MM19 is higher (P < 0.05) after 9 and 18 days of feeding. However, after
feeding interruption, the level of LAB was similar to its initial count. Ingestion of P.
acidilactici MM33A, the non pediocin-producing mutant, led to an increase (P < 0.05) of
LAB after 18 days while the pediocin-producing strain did not influence quantitatively
the LAB population (Fig. 6.2). P. acidilactici MM33 is the only strain that have reduced
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significantly the Enterobacteriaceae population in mice faeces after 18 days of feeding
(Fig. 6.3). It could be hypothesized that this strain modified the microbial balance in the
gut, leading to the reduction of the Enterobacteriaceae. Results shown in Fig. 6.4
indicate that MM19 feeding increased significantly (P < 0.05) the culturable anaerobic
population after 9 and 18 days. This increase was maintained after feeding ended. The
non pediocin-producing strain increased the anaerobes as long as the feeding last but after
feeding ended, the level of anaerobes was similar to its initial count. No reduction was
observed for Lactobacillus spp., Staphylococcus spp. and Enterococcus spp. populations
with either bacteriocin-producing bacterium assayed. This study demonstrated that an
ingestion of bacteriocin-producing bacteria is well tolerated by C57Bl/6 mice over the
course of a three week-feeding trial and can alter quantitatively the balance of colonic
bacterial populations. This effect is strain dependent. The nisin-producing strain
increased, at least transiently, the total culturable LAB content and the total anaerobes in
the faeces of the mice while the pediocin-producing strain did not influence quantitatively
these populations. It should be hypothesized that a reorganization of the intestinal
microbiota was induced by the bacteria or the nisin production. The administered strains
could replace or stimulate the growth of the indigenous Lactobacillus strains leading to a
variation of the bacterial species but not to a quantitative modification as observed for P.
acidilactici MM33. Manninen et al. (2006) observed that indigenous L. acidophilus
population in the small intestine of dogs was stimulated following the ingestion of other
non-bacteriocin producing species of the Lactobacillus genera. However, Bernbom et al.
(2006) demonstrated that a 2-days ingestion of a nisin-producing and also a non-nisin
producing Lc. lactis strains increased only the Bifidobacterium population in faeces of rat
harbouring a human microbiota during the first 8 days but decreased the number of
Enterococcus/Streptococcus in duodenum, ileum, caecum, and colon samples. Our
experiment thus demonstrated that a longer period of ingestion of nisin-producing
bacteria could alter other microbial populations in the mice faeces. Culture independent
techniques such as DGGE or FISH or real time-PCR should be used to monitor
qualitatively and quantitatively the variations in fecal microbial populations during
bacteriocin-producing bacteria feeding experiments (Marzotto et al., 2006; Van Houte et

al., 2006).
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Results presented in Fig. 6.5 show that the VRE densities one day post infection was
lower by 1.73 log;o CFU/g (P < 0.05) for the group of Lc. lactis MM19-fed mice as
compared to the PBS-fed group. Moreover, in comparison with PBS controls, Lc. lactis
MM19 and P. acidilactici MM33-treated mice have significantly lower VRE densities 3
days after the infection (P < 0.05). The VRE population was reduced by 2.50 and 1.85
logio CFU/g, respectively. Six days after the infection, undetectable level of VRE was
measured in Lc. lactis MM19 and P. acidilactici MM33 treated mice. VRE densities in
mice faeces of the group fed with the non pediocin-producing strain were similar to the
level measured for controls for the duration of the experiment. Mice treated with
bacitracin during three days after the infection have an undetectable level of VRE at day
3. However, the VRE population reappeared when the bacitracin treatment was
discontinued. Similar results were observed by Donskey et al. (2001) where an increase
in VRE densities was reported three days after the end of the bacitracin treatment. The
authors hypothesized that the inhibition of the normal microbiota by bacitracin facilitates
the recurrence of VRE infection after the treatment ended. It is interesting to note that
when the oral administration of the mice with LAB was discontinued (8 days after the
infection), no recurrence of the VRE was observed 4 days later. It will be interesting to
evaluate the influence of the duration of the bacterial therapy on the clearance of the VRE
infection. Although the bacteriocin-producing strains are able to reduce the densities of
VRE population following an infection induced by clindamycin, these strains have no
effect on the total Enterococcus spp. populations enumerated in the mice faeces. One
explanation could be that other bacterial species can grow on enterococcosel agar, such as
various Lactobacillus, Lactococcus and Pediococcus species evaluated in our laboratory
(results not shown). This is the rationale for the utilization of culture-independent

techniques to enumerate variations of the intestinal microbiota.

To our knowledge, this is the first clear evidence that bacteriocin-producing strains of
LAB reduce the intestinal colonization by VRE in an animal model. The capacity of
various probiotics to prevent gastrointestinal infection by Escherichia coli O157:H7
(Asahara et al., 2004) or Listeria monocytogenes (De Waard et al., 2002) have been
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previously demonstrated. However, references to bacteriocin-producing capacity were
not demonstrated. Carina Audisio ef al. (2000) evaluated the preventive and therapeutic
effect of the bacteriocin-producing Enterococcus faecium J96 against Salmonella
pullorum infecting broiler chickens. The chickens fed with LAB before oral challenge
with the pathogen survived while chickens treated after died within 4 days. Laukova et al.
(Laukova et al., 2003) demonstrated the capacity of an enterocin A-producing strain of E.
faecium to reduce during two days the intestinal colonization of gnotobiotic quails by S.
dusseldorf. However, in these two studies a non-bacteriocinogenic strain was not used to

compare the impact of the bacteriocin gene on the prevention of the infection.

This is the first study reporting the nisin and pediocin-producing strains capability to
modulate the intestinal microbiota of healthy mice and to reduce the intestinal
colonization of VRE-infected mice. These strains were almost as resistant to acid and bile
as L. rhamnosus GG, a well-recognized probiotic bacterium. Both LAB supernatants
inhibited the growth of a clinical isolate of VRE in vitro. Although additional studies are
needed to determine if our results are reproducible to VRE-infected patients, Lc. lactis
MM19 and P. acidilactici MM33 seem good candidates to eradicate or to control
intestinal infections caused by multidrug-resistant bacterial pathogens
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Figure 6.1. Well diffusion assay of neutralized cell-free supernatant from Lc. lactis
MM19 (N) or from P. acidilactici MM33 (P) against a clinical isolate of vancomycin-
resistant Enterococcus faecium in BHI agar without proteases (A) or in the presence of 15

U/ml of proteases type XIV from Streptomyces griseus (B).
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Table 6.1. Maximal concentration tolerated (%) of bile salt by LAB.

Microorganisms % Bile salts % Bile salts mixture

(Oxoid L55) (Sigma B-3426)

Lc. lactis MM19 12 4
P. acidilactici MM33 20 4
L. rhamnosus GG 16 4
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Table 6.2. Survival of LAB after an incubation of 30 min at 37°C in simulated gastric

fluid (pH 1.5 to 3.0).

Microorganisms Time (min) pH Log CFU survivor
0 - 8.91 +0.21%
30 1.5 <1

Le. lactis MM19 30 2.0 4.47 +0.46"
30 2.5 4.69 +0.714
30 3.0 8.67 +0.26°
0 - 9.62 +0.10°
30 1.5 <1

P. acidilactici MM33 30 2.0 4.7+0.33%

30 2.5 8.62 + 0.26°
30 3.0 9.54 +0.14°
0 - 9.10 +£0.13°
30 1.5 <1

L. rhamnosus GG 30 2.0 5.33 +£0.62%
30 2.5 9.08 + 0.14®
30 3.0 9.01+0.13°

*. Different letters indicate a significant variation (P < 0.05) as compared to the control

(0 min) for each LAB assayed.
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Figure 6.2. Total culturable lactic acid bacteria concentration in feces of C57Bl/6 mice
following a daily ingestion of Lc. lactis MM19, P. acidilactici MM33 or P. acidilactici
MM33A. An asterisk indicates a significant difference (P < 0.05) as compared to the
bacterial concentration of the Day 1 and the same day of the PBS control. Error bars

represent the standard deviation.
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Figure 6.3. Total culturable Enterobacteriaceae concentration in feces of C57B1/6 mice
following a daily ingestion of Lc. lactis MM19, P. acidilactici MM33 or P. acidilactici
MM33A. An asterisk indicates a significant difference (P < 0.05) as compared to the
bacterial concentration during the Day 1 of the experimental group and the same day of

the PBS control. Error bars represent the standard deviation.
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Figure 6.4. Total culturable mesophilic anaerobes concentration in feces of C57Bl/6
mice following a daily ingestion of Lc. lactis MM19, P. acidilactici MM33 or P.
acidilactici MM33A. An asterisk indicates a significant difference (P < 0.05) as
compared to the bacterial concentration during the Day 1 of the experimental group and

the same day of the PBS control. Error bars represent the standard deviation.
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Figure 6.5. Changes in density of total vancomycin-resistant Enterococcus in VRE
colonized CF-1 mice treated with PBS (--e--), bacitracin (Q), Lc. lactis MM19 (A), P.
acidilactici MM33 (m) and P. acidilactici MM33A (x). The intragastric VRE infection
was realized on day 0. The oral administration of bacitracin began the day after the
infection and last for three days until it was discontinued and replaced by PBS feeding.
The oral administration of LAB and PBS began 7 days before the infection and was
discontinued the eighth day after the infection. Error bars represent the standard

deviation.
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CHAPITRE 7

CONCLUSIONS GENERALES
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Cette étude avait pour objectif global de démontrer I’influence de bactéries
lactiques humaines productrices de bactériocines sur le microbiote intestinal afin de
développer une nouvelle bactériothérapie qui pourrait prévenir la colonisation intestinale
par une bactérie pathogéne résistante aux antibiotiques, en I’occurrence I’ERV. Le
premier objectif du projet consistait & trouver des BAL humaines possédant une forte
activité antimicrobienne tel que démontrée in vitro et cette aptitude étant induite par la
synthése et la sécrétion de bactériocines. Au début du projet de doctorat, deux nouveaux
probiotiques étaient envisagés. Le premier probiotique était un mélange de deux souches
de BAL, L. acidophilus et L. casei, qui forment un ferment de départ (CL1285) utilisé
dans la production d’un lait fermenté et commercialisé par la compagnie Bio-K+
international Inc. Ce lait fermenté lorsqu’ingéré par des individus sous antibiothérapie
réduit I’incidence des diarrhées associées a la prise d’antibiotiques (DAA), mais surtout
diminue drastiquement 1’incidence des diarrhées DAA a C. difficile. Le second
probiotique était une souche de L. rhamnosus RW-9595M, une souche mutante qui
produit une trés grande concentration d’exopolysaccharides (EPS) et qui a été isolée dans
les laboratoires du Dr. Denis Roy au Centre de Recherche et de Dévelopement des
Aliments (CRDA) de St-Hyacinthe. Les deux souches provenaient de I’intestin humain et
il ne restait qu’a vérifier leur capacité a produire des bactériocines. Les tests agar spot
test et de diffusion radiale dans des puits ont été effectués en présence ou non de
protéases contre une grande diversité de souches microbiennes Gram + et Gram —. Ces
deux probiotiques ont démontré un fort potentiel antimicrobien suite au agar spot test
principalement contre les bactéries Gram + autant en présence qu’en absence de
protéases. Par la suite, les surnageants de culture des deux probiotiques ont été récoltés,
filtrés et neutralisés afin d’éliminer 1’activité antimicrobienne des acides organiques. Ils
furent ensuite analysés avec le test de diffusion radiale dans des puits. Aucune activité
antimicrobienne n’a été détectée avec ce test, méme lorsque les surnageants de culture
étaient concentrés jusqu’a 20 fois. Le probiotique CL1285 ayant démontré une forte
activité antimicrobienne contre les pathogénes a 1’étude lors de 1’agar spot test, il a aussi
été utilisé avec un autre test d’inhibition, cette fois en milieu liquide contre E. coli ATCC
25922, E. coli 0157:H7, Salm. Typhimurium, List. innocua, Ent. faecalis, Ent. faecium et

S. aureus. Ces résultats sont présentés dans le chapitre 2. Il a été démontré que le CL1285
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élimine complétement les bactéries pathogénes (sauf les souches d’entérocoques) en 48 h
lorsque le pH de la fermentation n’est pas controlé. Cependant, il est intéressant de noter
qu’aprés 24 h de co-culture en présence du CL1285, la population des 5 pathogénes
sensibles n’était diminuée que de 1 & 2 log UFC/ml en comparaison avec la mono-culture
des bactéries pathogénes. Entre 24 et 48 h d’incubation, une diminution drastique variant
entre 5 et 6 log UFC/ml des pathogénes est survenue. L’acidification du milieu de culture
est évidemment en majeure partie responsable de cette inhibition totale, mais le
phénoméne décrit précédemment semblait indiquer la présence d’un autre méchanisme
d’action. Afin d’éliminer ’influence de 1’abaissement du pH du lait, une deuxi¢me série
de fermentations a été effectuée en maintenant le pH a 6,5. Ces résultats sont présentés
dans le chapitre 3. Il a été possible de démontrer que, malgré le contréle du pH, les BAL
présentaient une activité antimicrobienne contre certaines souches sensibles. La présence
des BAL a ainsi causé une augmentation du temps de génération de toutes les bactéries
Gram + étudiées, principalement S. aureus et Ent. faecium. E. coli O157:H7 et Salm.
Typhimurium ne semblaient pas affectées par les BAL. Par la suite, plusieurs méthodes
ont été utilisées sans succés pour tenter de mettre en évidence la contribution de
bactériocines dans 1’activité antimicrobienne du ferment CL1285. Afin de vérifier et de
comprendre les mécanismes de l’activité antimicrobienne du lait fermenté par L.
acidophilus et L. casei, des pots du produit fini ont été centrifugés et la fraction soluble
du lait fermenté a été récupérée. Les résultats de I’activité antimicrobienne de cette
fraction soluble sont présentés dans le chapitre 3 et montrent que 1’acidification du lait
fermenté n’est pas le seul mécanisme impliqué. En effet, lorsque le milieu de culture des
pathogénes était acidifié a pH 4,5 avec un acide inorganique, une légére inhibition a été
observée. L’inhibition était beaucoup plus importante lorsque la fraction soluble a été
testée dans les mémes conditions. Malgré la neutralisation et I’irradiation de cette
fraction, une inhibition de la croissance des pathogénes est toujours observée, ce qui
indique que plusieurs composés de nature diverse seraient responsables de I’effet
antimicrobien du lait fermenté. La mise en évidence et le développement d’une méthode

efficace de purification des ces molécules est toujours en cours au laboratoire.
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Il fallait répondre a I’hypothése selon laquelle les BAL humaines
productrices de bactériocines influencent la composition du microbiote intestinal. Pour ce
faire, 111 colonies bactériennes, provenant des féces d’un humain adulte en bonne santé
physique, ont été isolées sur gélose MRS en condition anaérobique. La capacité
antimicrobienne de ces isolats est présentée dans le chapitre 4. De ces 111 colonies, les
colonies MM19 et MM33 possédaient une forte activité antimicrobienne contre plusieurs
bactéries indicatrices testées. Les spectres d’inhibition des surnageants neutralisés
obtenus a partir des 2 souches n’étaient pas similaires. Le surnageant de culture de la
colonie MM33 possédait une forte activité antimicrobienne contre les 8 souches de List.
monocytogenes testées. Sur cette base, les deux bactéries ont été isolées et étudiées. La
coloration de Gram a permis de définir que les deux souches étaient des cocci Gram +.
D’autres expériences ont montré que les deux souches étaient catalase et oxydase —,
anaérobie facultatives et que MM19 avait la capacité de croitre 4 5°C et MM33 a 50°C.
Les bactéries ont été identifiées par le séquencage de I’ADN qui code pour I’ARN 16S.
La colonie MM19 posséde 98% d’homologie avec Lactococcus lactis sous-espéce lactis
tandis que la souche MM33 posséde 97% d’homologie avec Pediococcus acidilactici. Par
la suite, I’activité antimicrobienne des deux surnageants a été caractérisée. D’une part,
cette activité était sensible & I’action protéolytique de diverses protéases et relativement
stable aux traitements thermiques. D’autre part, ’activité antibactérienne de Lc. lactis
MM19 s’est révélée trés sensible a I’irradiation gamma tandis que celle de P. acidilactici
MM33 n’était réduite que de 50% aprés un traitement d’irradiation allant jusqu’a 12 kGy.
Cette caractéristique pourrait s’avérer trés utile pour retarder plus efficacement la
détérioration des aliments par traitements combinés impliquant I’irradiation et le composé
antimicrobien sécrété par P. acidilactici MM33. Le méme principe pourrait s’appliquer
pour prévenir les contaminations des produits alimentaires par des pathogénes bactériens
tel List. monocytogenes. 11 est important de noter que I’activité antibactérienne dans les
surnageants de culture était plus stable & pH acide et inactivée & pH fortement alcalin.
Finalement, les surnageants ont subi une migration sur gel de polyacrylamide et les gels
obtenus ont été recouverts de gélose contenant une bactérie sensible. Des zones
d’inhibition ont été identifiées entre 3,5 et 6,0 kDa. L’ensemble des résultats obtenus

confirme ainsi que les molécules antimicrobiennes présentes dans les surnageants de
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culture des deux bactéries sont des bactériocines. C’est donc la premiére démonstration
que des souches de Lc. lactis et de P. acidilactici productrices de bactériocines ont pu
étre isolées de I’intestin humain. En particulier, cette étude a mis en évidence un
phénomeéne intéressant : lors de la cinétique de production de I’activité antimicrobienne
par Lc. lactis MM19, la mesure de la population était effectuée en parallele par des
dénombrements sur gélose MRS. La culture a été réalisée dans 1000 ml de MRS a 35°C
avec une agitation de 200 rpm. La concentration bactérienne était en croissance normale
durant les 12 premiéres heures, devenant non-détectable aprés 24, 36 et 48 h d’incubation
dans ces mémes conditions. Il est important de noter que cette étude a été répétée a 3
reprises par des expérimentateurs différents. Il semblerait que la population de Lc. lactis
MM19, lorsque cultivée dans ces conditions, subit une autolyse, un phénomeéne
relativement peu connu qui serait causé en réponse a un stress. Dans notre cas,
I’accumulation des métabolites antimicrobiens dans le milieu, I’acidification ou
I’agitation a long terme pourraient étre responsables de ce phénomeéne. La souche Lc.
lactis MM19 posséde donc au moins deux phénotypes intéressants qui pourraient étre
utiles dans I’industrie fromagére: la production de bactériocines et une capacité
autolytique. En effet, Sallami et al. (2004) ont démontré que I’ajout d’une souche
autolytique de L. bulgaricus UL12 avec une bactérie productrice de bactériocines
permettait d’améliorer la texture du fromage grice & I’augmentation de Iactivité

protéolytique.

Le chapitre 5 présente les conclusions obtenues lors des étapes de purification de
la bactériocine synthétisée par P. acidilactici MM33. La bactériocine posséde une masse
de 4 628 Da et est composée de 44 acides aminés qui ont 100% d’homologie avec la
pédiocine PA-1/AcH. La séquence nucléotidique codant pour la pédiocine de P.
acidilactici MM33 est située sur un plasmide et est identique au géne de la pédiocine PA-
1/AcH. Dans cette étude, il a été possible de produire une souche mutante, P. acidilactici
MM33A, ayant perdu la capacité de produire la pédiocine. La bactériocine sécrétée par P.
acidilactici MM33 posséde des caractéristiques identiques a la pédiocine PA-1/AcH qui

est sécrétée par de nombreuses souches de pédiocoques. Cependant, c’est la premiére
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étude démontrant 1’isolation d’un P. acidilactici producteur de pédiocine a partir de
’intestin humain. En effet, toutes les autres bactéries provenaient de divers aliments
fermentés. Les pédiocoques ne sont pas considérés comme des membres indigénes du
microbiote intestinal humain. Ils sont plutét isolés de végétaux et ont longtemps été
utilisés comme ferment de départ dans la fermentation de viandes, végétaux, poissons,
céréales et produits laitiers. Aprés la consommation de ces produits fermentés, plusieurs
souches de Pediococcus spp. doivent donc étre en contact avec la muqueuse intestinale.
Cependant, aucune étude n’a démontré ni I'influence de Pediococcus spp. sur les
populations microbiennes intestinales, ni sa capacité de colonisation de la muqueuse
intestinale. Une seule étude in vitro en milieu fermé a évalué la capacité d’une souche
productrice de pédiocine & moduler une microflore dite intestinale. Les auteurs n’ont
rapporté aucune altération de 1’activité normale (Piva et al., 1995). Puisque P. acidilactici
MM33 a été isolée de I’intestin humain, il est permis de croire que cette souche en
particulier a une plus forte capacité de résistance, d’adaptation et d’intégration dans le
tractus gastro-intestinal. Elle est donc un outil trés intéressant qui permettra de démontrer
’influence probable d’une bactérie productrice de bactériocines sur le microbiote

intestinal indigéne ou pathogene.

L’influence de BAL humaines productrices de bactériocines sur le microbiote
intestinal a ensuite été évaluée et les résultats sont présentés dans le chapitre 6. La
publication présentant ces travaux a permis de démontrer que Lc. lactis MMI19 et P.
acidilactici MM33 résistent complétement a une solution gastrique & pH > 2.5. Les deux
souches ont la capacité de croitre sur une gélose MRS contenant jusqu’a 4% de sels
biliaires. I a aussi été démontré que Lc. lactis MM19 posséde le géne de production de la
nisine Z. Par la suite, des souris C57BV/6 saines ont été gavées quotidiennement pendant
18 jours avec de la saline, Lc. lactis MM19, P. acidilactici MM33 ou P. acidilactici
MM33A (chapitre 6). De plus, 3 autres groupes de souris ont été gavés avec les bactéries
L. acidophilus/L. casei, L. rhamnosus ATCC 9595 et L. rhamnosus RW-9595M (chapitre
1). Le suivi microbiologique sur géloses sélectives de diverses populations a démontré

que I’ingestion de Lc. lactis MM19 a augmenté significativement la concentration de
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BAL totales et les bactéries anaérobiques totales. Le gavage de souris avec la souche de
P. acidilactici bactériocinogéne a permi de réduire significativement la population
d’Enterobacteriaceae sans modifier quantitativement les populations de BAL et de
bactéries anaérobiques totales. Au contraire, la souche non-bactériocinogéne a augmenté
les concentrations des BAL et des bactéries anérobiques totales de fagon temporaire sans
modifier les autres groupes bactériens a 1’étude. Ces résultats confirment donc que la
consommation réguliére de BAL modulent spécifiquement le microbiote intestinal. En
fait, chaque souche de BAL semble avoir une influence particuli¢re sur les bactéries
indigénes a I’intestin puisque les BAL présentées dans le chapitre 1 sont aussi capables
de moduler cet écosystéme. Plus particuliérement, la consommation de CL1285 a réduit
les concentrations fécales de staphylocoques tout en augmentant les BAL totales. Puisque
de nombreuses espéces de bactéries intestinales ne peuvent pas croitre sur des géloses et
que la sélectivité absolue d’une gélose n’est jamais garantie, Iutilisation des techniques
de biologie moléculaire basées sur I’ADN bactérien sera déterminante pour évaluer plus

en détail la modulation du microbiote résultant de 1’ingestion de BAL.

La derniére étude présentée dans le chapitre 6 a également permis de montrer la
capacité des 2 souches de BAL & réduire la colonisation intestinale par une souche
d’ERV possédant le géne de résistance a la vancomycine vand. Cet isolat clinique,
provenant du laboratoire de microbiologie du Centre Hospitalier de I'Université de
Montréal (CHUM), est fortement résistant & la vancomycine, mais sensible a la
clindamycine. C’est une caractéristique trés particuliére puisqu’il est connu que les
souches d’ERV possédent habituellement une résistance intrinséque a la clindamycine
(Murray et al., 1997; Cetinkaya et al., 2000). Des études génétiques plus approfondies
devront étre effectuées pour élucider et confirmer ce phénoméne. Des souris CF-1 ont
recu une antibiothérapie de 5 jours a la clindamycine afin de perturber la flore intestinale
et de permettre la colonisation de ’ERV. A partir du début du traitement antibiotique, les
souris ont été gavées quotidiennement avec de la saline, Lc. lactis MM19, P. acidilactici
MM33 ou P. acidilactici MM33A. Trois jours aprés 1’antibiothérapie, les souris ont regu
une dose de ERV. La densité d’ERV dans les souris gavées par Lc. lactis MM19 a été
réduite de 1,73 et 2,50 log UFC/g par rapport au groupe traité avec la saline, 1 et 3 jours
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aprés l’infection respectivement. Le gavage des souris avec la souche productrice de
pédiocine a diminué de 1,85 log UFC/g la concentration d’ERV trois jours aprés
I’infection tandis que la souche non-bactériocinogéne n’était pas différente du témoin
saline pour toute la durée de 1’expérience. Les ERV étaient indétectables six jours aprés
Iinfection dans les féces des souris gavées avec Lc. lactis MM19 ou P. acidilactici
MM33 tandis que cet effet n’est survenu que huit aprés 1’infection pour les souris gavées
avec du PBS ou la souche non-bactériocinogéne P. acidilactici MM33A. Les souris
traitées avec la bacitracine avaient des niveaux indétectables d’ERV pour la durée des
gavages. Lorsque ceux-ci ont été arrétés, soit 3 jours aprés I’infection pour ce groupe, une
récurrence de ’infection 8 ERV chez 7 des 8 souris a été notée. Cette récurence confirme
les résultats obtenus par Donskey et al. (2001). Les surnageants de culture filtrées et
neutralisés ont démontré une forte activité antimicrobienne dans les tests de diffusion
dans des puits. Il apparait donc que le traitement des souris avec Lc. lactis MM19 a réduit
la colonisation intestinale d’ERV tandis que P. acidilactici MM33 a diminué la charge
pathogénique une fois I’implantation effectuée. La production de bactériocines semble
donc étre une propriété importante afin d’inhiber I’ERV in vivo. L’ingestion de souches
de BAL humaines a permis de moduler le microbiote intestinal de souris saines et a réduit
la colonisation intestinale chez des souris infectées par I’ERV. Ces souches semblent étre
de bonnes candidates pour prévenir ou traiter des infections intestinales causées par une
bactérie résistante & la vancomycine. D’autres travaux de recherche seront encore
nécessaires afin de valider ces résultats. D’une part, il sera important de tester la capacité
antimicrobienne des bactéries et de leurs bactériocines purifiées contre une grande variété
de souches d’ERV possédant les autres génes de résistance a la vancomycine in vitro et in
vivo. D’autre part, la CMI de chaque bactériocine ou de leurs combinaisons devra étre
réalisée afin de prévenir le phénoméne de résistance aux bactériocines qui apparaissait
assez facilement lorsque la pédiocine a été utilisée lors des épreuves antimicrobiennes. 11
serait également intéressant d’étudier les modifications structurales et génétiques chez
des souches d’ERV résistantes & la pédiocine. Des analyses d’électrophorése a 2-
dimensions permettraient de visualiser les changements qui se produisent dans les
protéines membranaires tandis que la variation des ratios d’acides gras membranaires

pourrait étre évaluée par chromatographie en phase gazeuse. Enfin, une autre avenue de
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recherche consisterait en la mise au point d’une méthode spécifique permettant de
quantifier ou de démontrer la synthése des bactériocines par les souches directement dans

P’intestin.

Selon les résultats présentés dans le chapitre 6, il est aussi possible de remarquer
que P. acidilactici MM33 survit relativement bien a un pH > 2.5 et aux sels biliaires. En
fait, P. acidilactici MM33 semble beaucoup mieux supporter ces conditions drastiques
que les souches de pédiocoques présentées dans 1’étude de Casey et al. (2004). En effet,
ces auteurs ont isolé une souche qui croit sur une gélose MRS ne contenant que 2% de
sels biliaires. Cependant, Lc. lactis MM19 semble plus affecté par le fluide gastrique a un
pH < 3. Il est bien connu que ce genre bactérien résiste mal au pH acide (Kimoto et al.,
2000). En effet, la souche de Lc. lactis utilisée dans 1’étude de Hartke et al. (1996) est
inhibée & un pH de 3.9 tandis que plusieurs autres souches de cette espéce ne tolérent ni
1’acidité ni les sels biliaires (Kimoto et al., 2000; Kimoto et al., 2003). Dans une étude de
Kimoto et al. (2003), les auteurs ont administré oralement & des souris une souche de
Lactococcus résistante et une autre sensible a 1’acidité et aux sels biliaires (a la suite des
résultats obtenus lors de tests in vitro). Ils ont dénombré une grande quantité des deux
souches dans les féces de la majorité des souris, signe que les deux bactéries ont résisté
au transit gastro-intestinal. Les tests in vitro de résistance aux conditions qui régnent dans
le tractus intestinal sont importants pour faire une pré-sélection des souches a potentiel
probiotique, mais a la lueur des résultats obtenus au chapitre 6 et dans la publication de
Kimoto et al. (2003), il s’avére trés important de confirmer les données en réalisant des
études in vivo chez les animaux. Le support d’administration joue aussi un rle important
dans la survie des BAL au transit gastro-intestinal, ce dernier pouvant tamponner 1’acidité
gastrique augmentant ainsi les chances de survie du probiotique. En ce sens, le lait
fermenté commercial qui a fait 1’objet des chapitres 2 et 3 de cette thése, présente peut-
étre une caractéristique majeure qu’il serait intéressant de vérifier lors de futures études

chez les souris.

Pour conclure, ce projet de doctorat aura permis d’isoler deux souches humaines

productrices de nisine et de pédiocine. Ces bactéries, a fort potentiel probiotique,
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pourraient étre utilisées dans la fabrication d’un produit nutraceutique ou ingrédient
fonctionnel dédié a la prévention des infections gastro-intestinales causées par des
bactéries résistantes aux antibiotiques. De trés nombreuses perspectives de recherche sont
maintenant ouvertes. En premier lieu, il sera trés important de caractériser les souches
nouvellement isolées et de les comparer avec d’autres souches de Lactococcus et de
Pediococcus afin d’en connaitre les similitudes et les différences. Le séquengage du
plasmide de P. acidilactici MM33 permettra de vérifier le fonctionnement de 1’opéron
ped et de possiblement découvrir des modifications par rapport aux plasmides d’autres
souches productrices de pédiocine. Le séquencage des génomes des deux bactéries
permettra de vérifier I’absence de génes de virulence, de résistance aux antibiotiques ou
des molécules d’adhésion intestinale, mais aussi il sera possible d’approfondir la
connaissance des mécanismes contrdlant la production des bactériocines ou impliqués
dans la résistance au transit gastro-intestinal. Ensuite, le développement de sondes
moléculaires spécifiques a ces deux souches et couplées a la protéine fluorescente verte
(green fluorescent protein) permettront de quantifier et de visualiser la progression des
bactéries dans les diverses sections de I’intestin animal et humain. Une autre voie de
développement consisterait & établir la dose-réponse dans le modéle d’infection a ERV.
De plus, le méme modéle pourrait servir a déterminer la formule optimale
d’administration des probiotiques (sous forme fraiche ou en capsule de poudre
lyophylisée) ainsi que le nombre de gavage quotidien idéal, ce qui permettrait de mettre
au point une méthodologie anti-infectieuse qui pourrait ultérieurement €tre appliquée a

des sujets humains.
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