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A : Absorbance

C : Candida

E : Escherichia
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Introduction




Introduction

Le tractus reproducteur féminin constitue un environnement microbiologique essentiel,
similaire a d'autres sites muqueux du corps humain, ou une diversité significative de
communautés microbiennes colonise et prolifere (Gao et al. 2024)Le microbiote vaginal est
dominé par des Lactobacilles de différentes especes composant « la flore de Doderlein» qui
est largement reconnu comme un écosysteme équilibré, ou les especes de Lactobacillus
predominent. Dans des conditions physiologiques normales, cette prédominance des
Lactobacillus a longtemps été interprétée comme un signe indicatif de la santé vaginale (Liu
et al. 2023)

Une flore vaginale caractérisée par une diminution de la proportion ou de 1’abondance des
Lactobacillus peut conduire & un déséquilibre du microbiote vaginal, également appelé
dysbiose, lequel est associé a des infections vaginales telles que la vaginose bactérienne (VB)
et la candidose vulvo-vaginale (CVV) (Liu et al. 2023)

Bien que la vaginose bactérienne ait fait I'objet de nombreuses études, la candidose vulvo-
vaginale demeure un sujet de grande importance. Il s'agit d'une affection infectieuse
multifactorielle affectant I'appareil reproducteur inférieur féminin, caractérisée par des
symptdémes d'inflammation et une prolifération excessive de la levure Candida albicans (Liu
et al. 2023)Cette espece est particulierement fréquente chez les femmes en phase de pré-

ménopause, de grossesse ou celles souffrant de CVV aigué (Liu et al. 2023)

Les bactéries lactiques probiotiques ont été employés comme alternatives et
compléments aux antibiotiques, contribuant ainsi a atténuer la résistance aux antimicrobiens
engendrée par la surutilisation d'antibiotiques dans le traitement des infections (Liu et al.
2023)

Dans ce contexte la recherche de solution pour lutter contre les infections fongiques s’inscrit

cette étude qui a pour objectifs :

v Dans un premier temps : Isoler et identifier les souches de bactéries lactiques

présentes dans le lait maternel et le vin de palme.

v' Dans un deuxiéme temps: la caractérisation de ces souches quant a leur
pouvoir antagoniste et leur activité antifongique vis-a-vis de souches de

Candida albicans de la niche vaginale.




Afin de mieux comprendre le contexte de cette étude, une revue bibliographique approfondie
a été réalisée. Celle-ci permet de présenter un état des lieux sur le microbiote vaginal normale,
les principales infections vaginales ainsi que le role des bactéries lactiques au niveau de la
muqueuse vaginale. La méthodologie mise en ceuvre dans le cadre de ce travail sera ensuite
exposée de maniere détaillée. Les résultats obtenus seront présentés puis analysés de maniere
critique a la lumiere des données issues de la littérature scientifique. Enfin, les principales
conclusions dégagées de cette étude seront formulées, suivies de pistes de réflexion et de

perspectives pour de futurs travaux.




Syntheése bibliographique




1. Appareil génital féeminin

1.1. Anatomie de ’appareil uro-génital féminin
Chez la femme, les organes sexuels se divisent en deux grandes parties : les organes génitaux
externes et internes. Ensemble, ils forment 1’appareil reproducteur féminin, qui joue un role

essentiel dans la sexualité et la reproduction.

Les organes génitaux externes, regroupés sous le nom de vulve, se trouvent au niveau du
périnée. Ils comprennent le mont du pubis (ou mont de VVénus), les grandes et petites levres, le

clitoris, le vestibule vaginal ainsi que les glandes et bulbes vestibulaires.

Les organes génitaux internes sont constitués du vagin, de I’utérus, des trompes utérines
(ou trompes de Fallope) et des ovaires. Ces structures assurent des fonctions clés dans le cycle

menstruel, la fécondation et la grossesse.

Le vagin est I’organe sexuel interne le plus proche de I’environnement externe chez la
femme. Il s’étend de ’utérus jusqu’a la vulve, qui fait partie des organes génitaux externes. Il
remplit plusieurs fonctions : il permet 1’écoulement des menstruations, les rapports sexuels,
ainsi que le passage du nouveau-né lors de 1’accouchement. Le vagin est situé en position

postérieure, dans la région pelvienne)(Matthieu Thomas).

Anatomie du systéeme reproducteur féminin

trompe utérine
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Figure 1:Anatomie de I’appareil reproducteur féminin
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Anatomiquement, I'appareil reproducteur féminin se divise en deux parties : l'appareil
reproducteur inférieur, comprenant le vagin et le col de l'utérus, et I'appareil reproducteur
supérieur, incluant I’utérus, les trompes de Fallope et les ovaires. Ces structures sont en
continuité avec 1’environnement extérieur. Des études sur le microbiote de cet appareil ont
montré qu’il ne s’agit pas d’un environnement stérile, mais bien d’un site colonisé par une

communauté microbienne spécifique (Gao et al 2024).

1.2. Communautés microbiennes de I’appareil génital féminin

Le tableau ci-dessous résume les communautés microbiennes situées dans le tractus génital
féminin humain.

Tableau 1 : Composition, localisation et roles des principaux microbiotes de 1’appareil
génital féminie

Site Localisatio | Implications biologiques Dominance Références
n microbienne
Microbiote | Cavité Longtemps considéré | Lactobacillus, ((Moreno
endométria | utérine comme stérile, I’endomeétre | Sphingobium, et al. 2016;
I (endometre) | abrite un microbiote | Acinetobacter, Habiba et
faiblement abondant mais | Methylobacterium, [ al.  2021;
diversifie. Il pourrait agir | Streptococcus, Chen et al.
comme biomarqueur de la | Gardnerella, 2021; Gao
réussite reproductive via | Bifidobacterium, et al. 2024)
des interactions | Prevotella,

immunomodulatrices et la
modulation de la réceptivité

endométriale.

moyenne=10°> a
10°UFC/MI

Densité

Flavobacterium.




Microbiote | Col de | Présente des | Phylum Firmicutes | (Chen et
cervical I’utérus caractéristiques spécifiques | majoritaire al. 2017;
distinctes du microbiote | (Lactobacillus, Onywera et
vaginal. Joue un role | notamment : L.[al. 2019;
important dans la protection | crispatus), Keburiya
contre l’infection par le | Prevotella et al. 2022)
virus du papillome humain | (Bacteroidetes),
(VPH) gréace a la production | Gardnerella
d’acide lactique et de | (Actinobacteria),
substances Sneathia
antimicrobiennes, en | (Fusobacteria).
régulant D’inflammation et
la persistance virale.
Densité moyenne= 10*a 10°
UFC/mL
Microbiote | Trompes de | Moins étudié, avec une | Shigella spp, (Walther-
tubaire Fallope composition distincte de Bacteroides spp, Anténio et
(trompes I’appareil  inférieur. La al.  2016;
de Fallope) faible  proportion  de | Staphylococcus Miles et al.
Lactobacillus et un pH | SPP: 2017;
légérement alcalin | Enterococcus, Pelzer et al.
favorisent des Corynebacterium, | 2018; Zhou
communautes  specifiques | | actobacillus et al. 2019;
pouvant influencer la (faible proportion), Canha-
fécondation ou le risque | preyotella, Gouveia et
d’infections ascendantes. Acinetobacter, al. 2023)
Densité moyenne=<10? Propionibacterium
UFC/MI ’
Faecalibacterium.
Microbiote | Ovaires Sujet d’étude émergent, en | Corynebacterium, | (Miles et al.
particulier chez les patientes | Blautia, 2017; Zhou




ovarien atteintes de pathologies | Escherichia, et al. 2019;
gynécologiques. La | Trabulsiella, Gao et al.
diminution de Lactobacillus | Pediococcus, 2024)Gao
et la présence accrue de | Acinetobacter, et al. (2024)
genres pathogénes | Staphylococcus,
pourraient constituer des | Sphingomonas,
biosignatures tumorales( le | Enterococcus,
déséquilibre du microbiote | Chryseobacterium,
pourrait  servir  d’indice | Burkholderia;
biologique li¢é a certaine | bactéries
tumeur intracellulaires
gynécologique).Compositio | pathogenes
n encore mal caractérisée | (Chlamydia,
chez les femmes en bonne | Mycoplasma,
santé. Acinetobacter).

Densité

moyenne :<10°UFC/MI
(voire absence dans la
plupart des cas)

Microbiote | Vagin La niche microbienne la | Forte dominance | (Ravel et

vaginal plus dense c’est-a-dire | du genre | al.  2011;
contient la plus grande | Lactobacillus. Chen et al.
quantité et diversité de 2017; The
microorganismes et la Integrative
mieux  caractérisée  du HMP
tractus  génital  féminin. (IHMP)
Maintient un pH acide Research
grace a la production Network
d’acide lactique, inhibe les Consortiu
pathogenes opportunistes et m et al
joue un réle clé dans la 2019)

prévention des infections




sexuellement

transmissibles.
Densité moyenne :
=10 a 10°UFC/MI

(Unités  formant colonies
par millilitre)

2. Composition de microbiote vaginal

2.1. Le microbiote vaginal a I’état d’eubiose

En 1892, le gynécologue obstétricien Albert Doderlein a été le premier a décrire le microbiote
vaginal normal comme étant homogéne, composé uniquement de bacilles Gram positifs,
appelés bacilles de Doderlein. A I'époque, on pensait que ces bacilles provenaient de I'intestin,
mais aujourd'hui on sait qu'ils appartiennent au genre Lactobacillus.(Amabebe and Anumba
2018)

A la puberté, le vagin est colonisé par des bactéries lactiques, principalement des

lactobacilles, qui représentent environ 90% du microbiote vaginal. (Nappi et al. 2016)

Chez les femmes en a&ge de procréer, le microbiote vaginal est composé de diverses
communautés bactériennes. Il est majoritairement dominé par des espéces du genre
Lactobacillus notamment L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii et L. iners. On y retrouve
¢galement des bactéries anaérobies, ainsi que d’autres bactéries présentes en quantités
variables, telles que Atopobium, Prevotella, Parvimonas, Sneathia, Gardnerella, Mobiluncus
et Peptoniphilus. Ces dernieres sont plus fréquemment associées aux déséquilibres du

microbiote vaginal, notamment a la vaginose bactérienne (Auriemma et al. 2021)

A la ménopause, la composition du microbiote vaginal varie beaucoup d’une femme a ’autre
est détectée grace a des techniques d’analyse microbiologique et moléculaire est
principalement détectée par le séquencage du gene RNA 16s et la PCR quantitative qui
permettent de connaitre les espéces présente et leur abondance relative .Ce microbiote joue un

role important a cette étape de la vie, car il peut influencer le développement de problémes




fréquents comme la sécheresse vaginale, 1’atrophie vulvo-vaginale ou encore une baisse de la

santé sexuelle (Gao et al. 2024)

En général, la diminution naturelle des bactéries lactiques (LB comme les Lactobacillus)

chez les femmes menopausées est considérée comme un phénoméne normal lié a cette période

)

Figure 2. Frottis vaginal montrant des bacilles de Lactobacillus caractéristiques d’une flore
normale (Menard 2009)

Les avancées récentes dans les techniques de séquengage de I’ADN ont montré que les
principales espéces de Lactobacillus présentes dans le microbiote vaginal sont : L.crispatus,
L.gasseri, L.iners, L.jensenii. (Amabebe and Anumba 2018).Le microbiote vaginal est
également constitué d'autres bactéries, comme Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae et
Prevotella spp. Ainsi que de champignons tels que Candida albicans. Une prolifération
excessive de ces micro-organismes peut entrainer divers déséquilibres et infections fongiques
telles que la candidose vaginale. (Nappi et al. 2016)

Cependant pour mieux comprendre ces phénomenes, les communautés bactériennes
vaginales(Community state tupe(CST)) ont été classées en cing groupes distincts. Quatre de
ces groupes étaient dominé par des espéces Lactobacillus telles que L.iners, L.crispatus,
L.gasseri, L.jensenii, tandis que le cinquiéme groupe présentait une proportion plus faible des
bactéries lactiques et une proportion plus élevées de bactéries anaérobies strictes. (Ravel et al.
2011)

Les bacteries lactiques jouent un role essentiel en formant des biofilms a la surface de la
mugqueuse vaginale. Ces structures agissent comme des barrieres protectrices, contribuant

ainsi a la défense de 1’écosysteme vaginal(Ravel et al. 2011).




Tableau 2. Les cing principales communautés vaginales CST — Community State Type-
(Ravel et al. 2011)

CST Espéce dominante

CSTI Lactobacillus crispatus

CST I Lactobacillus gasseri

CST Lactobacillus iners

CST IV Lactobacillus jensenii

CSTV Flore polymicrobienne avec présence de bactéries anaérobies associées a la
vaginose bactérienne (Gardnerella, Atopobium, prevotella,Anaerococcus)

2.2. Le microbiote vaginal a I’état de dysbiose

La dysbiose vaginale correspond a une perturbation de 1’équilibre du microbiote vaginal,
caractérisée par une augmentation de la diversité microbienne et une altération de ces

fonctions protectrices.

Ce déséquilibre peut étre causé par divers facteurs et avoir de multiples conséquences sur la
santé vaginale. La rupture de 1’équilibre de la flore de Dodeline conduit plusieurs infection
telles que : (Menard 2009)

2.2.1. La vaginose bactérienne
La vaginose bactérienne est un déséquilibre de la flore vaginale, ou les lactobacilles,

normalement présents en grande quantité, sont remplacés par une flore polymicrobienne.

Cette flore comprend principalement des bacteries comme Gardnerella vaginalis,
Mycoplasma hominis, Atopobium vaginae, Mobiluncus spp, ainsi que d’autres bactéries

anaérobies telles que : Bacteroides spp, prevotella spp, veillonella spp (Menard 2009).
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Figure 3 : Frottis vaginal montrant une flore polymicrobienne caractéristique d’une dysbiose
vaginale (Menard 2009).

2.2.2. La vulvo-vaginite candidosique
La vulvo-vaginite candidosique résulte généralement d’une multiplication excessive de

levures déja présentes chez 10 a 20 % des femmes en tant que portage naturel. Cette
prolifération est favorisée par une augmentation des hormones cestrogéniques, notamment en
cas de grossesse ou de prise d’cestroprogestatifs, ainsi que par certains traitements médicaux
comme les antibiotiques et les corticoides,( comment I|’antibiothérapies, en particulier
lorsqu’elle est a large spectre, peut favoriser la survenue en perturbant I’équilibre du
microbiote vaginal. En effet, la destruction des lactobacilles, entraine une augmentation de pH
vaginal et une diminution des défenses locales. Ce déséquilibre crée un environnement
propice a la prolifération de candida albicans habituellement présent & I’état commensal
conduisent ainsi au développement d’une infection mycosique). De plus, des facteurs liés a
I’état de santé général de la patiente, tels que I’'immunodépression ou le diabéte, peuvent

également contribuer a son développement.(Le Blanc, 2009)

La prise en charge de la candidose vulvo-vaginale repose principalement sur les antifongiques
azolés, notamment le fluconazole, efficace contre Candida albicans, la souche la plus
fréquente. Ce traitement, administré en cure aigué ou en entretien pour les formes
récidivantes, est apprécié pour sa simplicité et son bon profil de sécurité. Cependant,
I’utilisation répétée du fluconazole peut favoriser I’émergence de résistances, bien que rares
chez C.albicans (la résistante aux antifongiques reste moins fréquente que la résistance
bactérienne rn raison d’une moindre pression de sélection, de la complexité des cellules
fongique eucaryotes et de la rareté des mécanismes de transfert génétique entre champignons).
Des cas de résistance ont été rapportés, surtout apres des expositions prolongées, entrainant

une augmentation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et une efficacité réduite.
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Certaines especes comme Candida glabrata présentent une sensibilité naturellement faible ou
une résistance intrinséque au fluconazole, compliquant le traitement. Dans ces cas, des
alternatives comme I’amphotéricine B ou les polyénes sont nécessaires, mais elles sont plus
complexes a administrer et peuvent provoquer des effets secondaires, rendant la gestion des

candidoses récidivantes particulierement difficile pour les cliniciens. (Donders et al. 2022)

2.2.3. Les infections sexuellement transmissibles (IST)
Les infections sexuellement transmissibles (IST) sont des infections contractees

principalement par 1’échange de fluides corporels lors de rapports sexuels oraux, anaux ou
génitaux. Elles peuvent étre bactériennes, virales ou parasitaires (Sheldon R, 2023)Leur
traitement dépend de I'agent en cause : antibiotiques pour les IST bactériennes et antiviraux
pour les IST virales. Cependant, I’émergence de résistances complique la prise en charge,
représentant un véritable enjeu de santé publique. 1l est essentiel de traiter aussi les partenaires
sexuels pour éviter les réinfections et limiter la propagation.
Certaines IST virales, comme I'herpes génital ou le VIH, ne peuvent pas étre guéries mais
peuvent étre contr6lées grace aux antiviraux, ce qui améliore la qualité de vie des patients
(Sheldon R, 2023). En l'absence de diagnostic et de traitement précoces(qui repose sur
I’administration des mémes antibiotiques que ceux utiliseés pour les formes plus évoluées) , les
IST peuvent évoluer vers des complications graves comme des atteintes cardiovasculaires et
neurologiques (syphilis), des infections opportunistes et certains cancers liés au VIH, ainsi

que des cancers anogénitaux et oropharyngés induits par le HPV(Sheldon R ceux 2023).

2.2. Facteurs influencant le microbiote vaginal

Le microbiote vaginal, composé principalement de bactéries lactiques, varie selon le cycle
menstruel, 1’age et divers facteurs comme les hormones, 1I’environnement, 1’hygi¢ne intime et
la vie sexuelle (Nappi et al. 2016) Les cestrogénes jouent un rdle clé en stimulant la
production de glycogéne, favorisant ainsi le développement des Lactobacillus spp., essentiels
pour la protection vaginale. A la puberté, la flore se stabilise sous l'effet des cestrogénes.
Pendant les menstruations, I'élévation du pH vaginal (7.4) réduit temporairement la densité
des lactobacilles. En grossesse, I’augmentation hormonale de I’cestrogéne renforce la
prolifération des lactobacilles graces a I’accumulation de glycogéne vaginal. Cependant, ce
méme glycogene constitue une source de carbone pour candid albicans, qui peut proliférer
d’autant plus que I’immunite locale est diminuée, mais nécessite une vigilance face a Candida
albicans. A la ménopause, la baisse des cestrogénes entraine une diminution des lactobacilles,

exposant a un risque accru d’infection (Mei and Li 2022).
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L’hygi¢ne intime influence également le microbiote : un manque d’hygi¢ne favorise les
infections, tandis qu’un exces de lavages altére la flore protectrice, augmentant les risques de
vaginose et de candidose Le tabagisme perturbe aussi cet équilibre en abaissant les
cestrogenes et en favorisant la prolifération des bactériophages attaquant les lactobacilles Le
stress chronique, en affaiblissant I’immunité et réduisant le glycogéne vaginal, favorise la
prolifération de C. albicans (Bonnal 2023)
Enfin, les antibiotiques, en particulier a large spectre, altérent le microbiote en éliminant les
lactobacilles, ce qui favorise la survenue de candidoses vulvo-vaginales. Rapporte une

fréquence accrue de ces infections, entre 28 % et 33 %, apres antibiothérapie.(Bonnal 2023).

3. Les probiotiques
Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en
quantité  adéquate, conferent un  bénéfice pour la santé de [I'hbte.
https://www.fao.org/3/a0512e/a0512e.pdf

3.1. Critéres de sélection des probiotiques vaginaux_

Plusieurs critéres doivent étre pris en considération lors de la sélection d’une souche de

Lactobacillus probiotique sure (Ocafia et al. 2006).

La sélection des souches probiotiques repose sur plusieurs criteres essentielle garantissant leur

efficacité et leur sécurité d’utilisation.

Identification précise de la
souche

Coagrégation hémolytique

I _/

crétéres de
séléction des

probiotiques Profil d'antibiotique
Production d'acide «—— vaginaux e clair b

lactique et H:0-

Capacité d'adhésion a résistance au pH
I'épithelium vaginal acide

Auto-agrégation/ [ Absence d'activité

Created in BioRender.com bio

Figure 4:caractéristique des souches probiotiques (Ocafa et al. 2006)
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3.2. Mode d’action des probiotiques
Les probiotiques contribuent au maintien de I'équilibre du microenvironnement vaginal et
renforcent les défenses immunitaires. Dans le vagin, les bactéries lactiques sont les micro-
organismes les plus présents et jouent un réle clé dans la protection de la barriére muqueuse.
En s'attachant a I'épithélium vaginal, ils peuvent limiter la colonisation des agents pathogénes
en entrant en compétition avec eux. Ils produisent également des composés comme les
bactériocines et le peroxyde d'hydrogéne (H:0:), qui inhibent la croissance des micro-

organismes nuisibles et aident & maintenir un pH acide dans le vagin(Mei and Li 2022)

Les bactéries lactiques, en particulier les souches de genre lactobacillus, exercent plusieurs

mécanismes essentiels pour le maintien de la santé vaginale .comme illustrée dans la figure

Elles métabolisent le glycogéne libéré par les cellules épithéliales sous l'influence des
cestrogénes pour produire de I'acide lactique, maintenant ainsi un pH vaginal acide (3.5-4.5)
défavorable a la croissance des agents pathogenes. Elles synthétisent également du peroxyde
d'hydrogene et des bactériocines, qui possédent une activité antimicrobienne contre divers

microorganismes nuisibles.

© Glycogéne %\ * % * _ #”

s Espéces de Lactobacillus

( W ) Faible pH (3,5-4,5)

Biofilm

Biosurfactants

t CEstrogéne — Maturation épithéliale =P Dépot de glycogéne

Figure 5: Les mécanismes appliqués par les bactéries lactiques dans le maintien de la
santé vaginale (ling-ying-wu 2024)
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3.2.1. Production de I’acide organique (I’acide lactique)
L'une des fonctions clé des probiotiques sur le microbiote vaginal est la production d'acides
organiques telles que l'acide lactique ce qui baisse le pH vaginal d'environ 3.8 a 4.5
contribuant a I'inhibition de la croissance de nombreux agents pathogene.
Les lactobacilles sont des bactéries anaérobies aérotolérantes. Elles métabolisent le glucose
par fermentation pour produire de I'acide lactique, contribuant ainsi a I'acidification de leur
environnement. Un environnement vaginal riche en glycogene favorise la croissance des
lactobacilles. Ces bactéries transforment le glycogéne en acide lactique, ce qui abaisse le pH
vaginal et crée un milieu acide. Cet environnement acide est essentiel pour inhiber la
prolifération des agents pathogenes et maintenir une flore vaginale saine(Amabebe and
Anumba 2018).L 'acidité atteinte par L. crispatus étant, en moyenne, la plus élevée par
rapport a L. iners, L. jensenii et L. gasseri. L'acide lactique présent dans le vagin se compose
des isomeéres L et D, principalement synthétisés par les lactobacilles. Les cellules épithéliales
vaginales contribuent & moins de 15 % de la production totale d'acide L-lactique.(Tachedjian
et al. 2017)

3.2.2. Lasécrétion de peroxyde d’hydrogéne (H,O,)

Les bactéries lactiques vaginales produisent du peroxyde d'hydrogeéne (H20:), une substance
antimicrobienne essentielle pour maintenir un environnement vaginal sain. Cette production
de H:0: est caractéristique des souches de lactobacilles ayant un métabolisme anaérobie
facultatif. Des études montrent que les lactobacilles producteurs de H-O: sont fréquemment
présents chez les femmes avec une flore vaginale normale, tandis que leur absence est souvent
associée a des infections vaginales telles que la vaginose bactérienne. (Miko and Barakonyi
2023)

3.2.2. La sécretion de bactériocines
Ces probiotiques synthétisent des toxines protéiques sécrétoires, les bactériocines, qui aident a

détruire les agents pathogenes (Mahreen Ul Hassan et al ,2020)

Les bactériocines agissent principalement en formant des pores dans la membrane
cytoplasmique des micro-organismes cibles, ce qui entraine une déstabilisation membranaire
et conduit a leur mort cellulaire. En plus de leur activité contre diverses bactéries pathogeénes,
elles sont également efficaces contre Gardnerella vaginalis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus et Atopobium vaginae. Chaque souche de bactéries lactique produit des bactériocines

spécifiques, présentant ainsi une diversité d’actions antimicrobiennes. (Jp and V 2002)

15




3.2.3. La sécrétion de biosurfactants

Les biosurfactants sont des molécules aux propriétés détergentes, comprenant des
glycopeptides, des lipopeptides, des acides gras ainsi que de petites substances protéiques. Ils
jouent un role essentiel dans I’inhibition de 1’adhésion des agents pathogénes a la paroi
vaginale. Par ailleurs, certains biosurfactants possedent la capacité de perturber les biofilms
formés par des micro-organismes pathogenes, tels que ceux de Candida albicans. (Jp and V
2002)

3.3. Voies d’administration des probiotiques
Dans le cadre de la santé genérale et plus spécifiquement de la santé reproductive, deux
principales voies d’administration des probiotiques sont identifiées : la voie orale et la voie

vaginale.

» Lavoie orale :

Constitue I’option la plus simple et la moins contraignante pour 1’administration de
probiotiques. Ceux-ci sont généralement présentés sous forme de gélules, et leur formulation
est spécifiquement congue pour leur permettre de résister partiellement aux conditions hostiles
du tractus digestif. Cela est rendu possible grace a des techniques telles que I’encapsulation ou
I’enrobage protecteur Néanmoins, une déperdition partielle des lactobacilles durant la
digestion reste inévitable, bien que les efforts technologiques visent a la minimiser. 1l est a
noter que, dans la majorité¢ des cas d’infections génitales, le recours a des traitements anti-
infectieux systémiques n’est pas toujours recommandé, en raison de leur impact parfois limité

sur la flore locale (Masson 2016)

» Lavoie vaginale
Représente la voie d’administration privilégiée dans le traitement des déséquilibres du
microbiote vaginal, notamment dans les cas de dyshiose. Administrés localement sous forme
d’ovules, de capsules ou encore de tampons, les probiotiques vaginaux ont pour objectif de
rétablir un équilibre microbien en favorisant la prolifération des bactéries endogénes
bénéfiques. Ils agissent a la fois par I’apport direct de souches de lactobacilles et par la

modulation de la composition de la flore vaginale (Grattepanche 2022)
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3.4. Diversité écologique et adaptation vaginale
Les souches probiotiques isolées du lait maternel et du vin de palme représentent des

exemples d’adaptabilité microbienne a des niches écologiques variées.

3.4.1. Le lait maternel
Le lait maternel est une niche conventionnelle riche en bactéries lactiques, principalement

Lactobacillus spp. (Notamment L. gasseri, L. fermentum et L. salivarius), qui jouent un réle
essentiel dans la protection immunitaire du nourrisson, la régulation du microbiote intestinal
et la prévention des infections pathogenes. Il contient des facteurs de croissance et des
prébiotiques qui favorisent la croissance des bactéries bénéfiques

(Dombrowska-Pali et al. 2024)

Parmi les genres les plus couramment utilisés a des fins probiotiques, Lactobacillus spp.
occupe une place prépondérante en raison de ses propriétés bénéfiques, notamment son
activité antimicrobienne. Une source intéressante de Lactobacillus spp. Provient du lait
maternel, reconnu pour sa richesse en micro-organismes bénéfiques. L'origine humaine de ces
souches bactériennes constitue un critere essentiel, car elle pourrait garantir une meilleure
compatibilité et efficacité de ces micro-organismes lorsqu'ils sont utilisés dans des produits
destinés a la consommation humaine. En ce sens, le lait maternel pourrait représenter une
source plus fiable de souches probiotiques pour une utilisation thérapeutique ou préventive
chez I'nomme, en comparaison avec des sources animales ou autres (Mustakim et al. 2019).

Tableau 3:composition de lait maternel (Dombrowska-Pali et al. 2024).

Lait maternel

nutriments Bioactifs microbiote

Eau Cytokines Virus

Oligosaccharides Immunoglobulines Bactéries

Lipides HMO Levures

Acides gras Cellules sanguines Staphylococcus

Vitamines MiARN Streptococcus

Minéraux Enzymes Bifidobactérium
Lactobacillus
Pseudomonas
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Le lait maternel (LM) renferme une grande diversité de composants fonctionnels non
nutritifs, tels que les immunoglobulines, les oligosaccharides spécifiques du lait maternel
(HMO), les micro-organismes et les cytokines. Ces éléments jouent un réle essentiel dans le
soutien du systéme immunitaire du nouveau-ne, en favorisant notamment le développement

d’une réponse immunitaire tolérogéene adaptée(Ozen et al. 2023)
3.4.2. Vin de palme

Le vin de palme, une boisson alcoolisée traditionnelle largement consommeée en Afrique de
I'Ouest, est produit par la fermentation naturelle de la seve de divers palmiers

La séve de palmier, riche ensucres et en nutriments, constitue un milieu favorable au
développement d'une flore microbienne diversifiée,

La récolte de la séve de palmier, essentielle a la production du vin de palme, peut étre réalisée
selon deux methodes : non destructives et destructives. La méthode non destructive consiste a
recueillir la séve directement de I'inflorescence du palmier sans endommager l'arbre, tandis
que la méthode destructive implique l'incision du méristeme apical du tronc du palmier,
souvent dans le cadre de pratiques agricoles intensives.

Le microbiote du vin de palme évolue au cours de la fermentation, et cette évolution est
étroitement liée a la dynamique des levures et des bactéries. La diversité de ces
microorganismes est favorisée par la présence de sucres simples tels que le glucose, le sucrose
et le maltose, qui servent de substrats fermentescibles. Au fur et a mesure que la fermentation
progresse, la composition du microbiote change, avec des levures et des bactéries spécifiques
qui se multiplient & différents stades du processus, influengant les armes, la texture et la
saveur du vin de palme.

Les métabolites produits par ces microorganismes, tels que les acides organiques, les alcools

secondaires et les esters, contribuent a la diversité sensorielle du vin de palme

18




Tableau 4:composition biochimique et microbiologique de vin de palme (Djeni et al.
2020)

Vin de palme

microbiologique Biochimiques

Les lactobacillaceae(47%) Oligo- élement vitamineB
Les leuconostocaceae(16%) Sucre

Les acetobacteraceae(28%) Miniraux

Sacharomyces cerevisiae(87%) Acides organique Ph=3.4

3.5. Adaptation des niches conventionnelles et non conventionnelles a la niche
vaginale
Les bactéries lactiques inhibent la colonisation et la prolifération d'agents pathogenes en
produisant des sous-produits métaboliques et en acidifiant le microenvironnement vaginal,
jouant ainsi un réle crucial dans le maintien de I'équilibre écologique vaginal. Parmi ces
métabolites, I'acide organique, le peroxyde d'hydrogene, les bactériocines et les biosurfactants
sont particulierement impliqués dans I'effet antifongique observé
Le genre Lactobacillus regroupe des bactéries aux capacités d’adaptation remarquables, leur
permettant de coloniser une grande diversité de niches écologiques. Cette polyvalence
écologique se manifeste notamment par leur présence dans plusieurs environnements du corps
humain, en particulier au niveau du tractus gastro-intestinal et du systéme urogénital.Mariya
2018

L’étude de (Tarracchini et al. 2023) a montré que Lactobacillus crispatus s’adapte a la niche
vaginale grace a des mutations dans son génome. En analysant 241 génomes, les chercheurs
ont identifié des variations ponctuelles (SNPs) touchant des génes partages par toutes les
souches, entrainant des différences fonctionnelles. Par exemple, une mutation dans le gene de
la pullulanase de type Il influence la croissance et la capacité de compétition des souches dans
un modele reproduisant I’environnement vaginal. Cette microdiversité génétique permet a
certaines souches de mieux coloniser la niche vaginale, illustrant I’importance d’une

adaptation fine a cet écosysteme.
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Matériels et méthodes
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1. Matériel biologique

L’isolement des souches a été réalisé a partir de différents types d’échantillons biologiques et
alimentaires. Trois échantillons de lait maternel ont été collectés aupres de trois femmes
allaitantes (I’une ayant un nourrisson agé de 2 mois et les deux autres ayant des enfants ages
de 2 ans.)

Deux échantillons de vin de palme ont également été prélevés a partir de palmiers situés dans
la région d’Oued Souf, durant la période de récolte s’étalant entre février et mars 2025.

Les souches pathogenes utilisées dans cette étude comprennent sept isolats cliniques de
Candida albicans, obtenus a partir de prélevements vaginaux. Ces souches, caractérisées dans
le cadre d’une étude antérieure menée en laboratoire présentent une activité hémolytique et
une résistance aux antifongiques Gynomix® et Ecovar®. Par ailleurs, deux souches
bacterienness de référence ont été incluses : Escherichia coli ATCC25922 et Staphylococcus
aureus ATCC25933.

2. Isolement et purification des isolats

Un volume de 1 ml d’échantillon dans notre cas du lait maternel (LM) ou du vin de palme
(VP), a été prélevé puis transféré dans un tube stérile contenant 9 ml de bouillon de Man
Rogosa et Sharpe (MRS ; Conda, Espagne). Les tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24
heures afin de favoriser la croissance des bactéries lactiques. A partir de ces suspensions, et a
I’aide d’une pipette Pasteur stérile, des ensemencements en stries ont été réalisés sur des
boites de Pétri contenant de la gélose MRS puis incubées a 37 °C pendant 48 a 72 heures pour

permettre 1’apparition des colonies.

A la fin de I’incubation, une colonie est prélevée sur chaque boite et transférée dans un tube

contenant du bouillon MRS, puis chague tube est incubé de nouveau pendant 48 heures.
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Figure 6: Schéma illustratif des étapes de I’isolement

3. Identification préliminaire des isolats

La purification consiste a faire des repiquages successifs (gélose <« bouillon) jusqu’a
I’obtention d’une culture pure de colonies caractéristiques et bien isolées en vérifiant
séquentiellement la forme, I’organisation cellulaire, le Gram et la présence ou 1’absence d’une
catalase.

L’identification des souches est réalisée a I’aide d’une étude morphologique et physiologique:
I’identification préliminaire est réalis€e en se rapportant a certaines conditions de culture

(aspect colonial sur milieu spécifique, T° de croissance) et aux résultats de la coloration de
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Gram (Gram, forme et organisation cellulaire). Quant a I’étude physiologique, elle consiste a

soumettre les souches au test de recherche de la catalase, au test de recherche de la coagulase.

4. Caracteérisation des souches sélectionnées

4.1. Activité hémolytique

L’évaluation de I’activité hémolytique des souches lactiques isolées a été réalisée selon le
protocole décrit par (Ait Ouali et al. 2014), avec quelques adaptations. Des cultures fraiches
(de 18 h) de chaque souche ont été déposées par spot a la surface d’une gélose Columbia
(Liofilchem, Italie) supplémentée avec 5 % (v/v) de sang humain, fourni par 1’organisme
d’accueil. Les boites ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures. A I’issue de
I’incubation, les milieux ont été examinés pour détecter la présence éventuelle de zones de

lyse autour des spots, t¢émoignant d’une activité hémolytique.

4.2. Evaluation de ’auto-agrégation des souches lactiques

L’évaluation de I’auto-agrégation des souches lactiques a été réalisée selon une méthode
adaptée de (Kos et al. 2003).Les souches ont été cultivées dans un bouillon MRS a 37 °C
pendant 18 heures. Aprés incubation, les cellules ont été récoltées par centrifugation & 6000/
rpm pendant 20 minutes a 4 °C. Le culot cellulaire obtenu a été lavé deux fois avec de 1’eau
physiologique stérile, puis remis en suspension dans la méme solution afin d'obtenir une
concentration finale de 10® UFC/ml

Des volumes de 10 ml de ces suspensions cellulaires ont été homogénéisés par agitation au
vortex pendant 10 secondes, puis incubés a 37 °C. L’auto-agrégation a été évaluée apres 2
heures et 4 heures d’incubation. A chaque temps de mesure, 1 ml de la phase supérieure de la
suspension a été prélevé avec précaution et I’absorbance a été¢ déterminée a 600 nm a 1’aide
d’un spectrophotométre (Specord®, Shimadzu, Allemagne) et son but est de permettre aux
bactéries lactiques de s’unir entre elles pour mieux s’attacher aux muqueuses résiste aux
conditions défavorables et empécher les pathogenes de s’implanter. Le pourcentage d’auto-

agrégation a été calculé selon la formule suivante :
Auto-agrégation (%) = 1-A¢/Ay*100

L’absorbance a chaque moment du test est désignée par A; tandis que Ay représente

[’absorbance au moment de 1’incubation.
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4.3. Détermination de I’hydrophobicité de la paroi cellulaire

L’hydrophobicité de la paroi bactérienne a été évaluée selon la méthode d’adhésion des
micro-organismes aux hydrocarbures (MATH), décrite par Rosenberg et al. (1980), avec
quelques modifications. Des cultures bactériennes de 18 heures, cultivées dans du bouillon
MRS, ont été centrifugées a 6000 rpm pendant 20 minutes a 4 °C. Les culots bactéeriens
obtenus ont été lavés deux fois avec de 1’eau physiologique stérile, puis remis en suspension
dans la méme solution afin d’ajuster la concentration bactérienne a 108 UFC/ml.

Par la suite, 1 ml de xylene(est utilisé dans ce test car il sert de phase hydrophobe permettant
d’évaluer la capacité des bactéries a adhérer a des surfaces non polaires, ce qui reflete leur
potentiel d’adhésion aux cellules hotes). a été ajouté a 3 ml de la suspension bactérienne.
Apres agitation vigoureuse au vortex pendant 90 secondes, le mélange a été laissé au repos
pendant 15 minutes a température ambiante afin de permettre la séparation des phases
aqueuse et organique. Un volume de 1 ml de la phase aqueuse a ensuite été prélevé avec
précaution, et son absorbance a ét¢ mesurée a 600 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre. Le

pourcentage d’hydrophobicité a été calculé selon la formule suivante :

Hydrophobicité (%) = (1 - A/Ae) x 100

Ou Ao correspond a I’absorbance de la suspension avant 1’ajout du xyléne, et A a 1’absorbance

mesurée apres la séparation des phases.

4.4. Caractérisation des souches isolées pour leur aptitude a adhérer aux

surfaces en polystyrene

L’¢évaluation de la formation de biofilm a été réalisée a I’aide de microplaques stériles en
polystyréne, conformément a la méthode décrite par O’Toole et Kolter (1998) et adaptée par
(Ait Ouali et al. 2014). Chaque puits a été préalablement rempli de 100 ul de bouillon Tryptic
Soy (TSB ; Sigma-Aldrich, Allemagne), puis inoculé avec 100 upl d’une suspension
bactérienne fraiche, cultivée pendant 18 heures. L’inoculation a été effectuée en triplicat pour
chaque souche bactérienne, sur une méme microplaque. L’incubation a été réalisée a 37 °C

pendant 24 heures. Des puits contenants uniquement 200 ul de TSB stérile ont été utilisés en
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tant que témoins négatifs, afin de vérifier ’absence de contamination ou d’adhésion non

spécifique.

Apreés incubation, les suspensions dans les puits sont aspirées soigneusement puis ces derniers

sont rincés avec 200 ul de TS stérile pendant 10 min sous agitation. Les cellules adhérées sont

fixées avec 200 pl d’Ethanol absolu (Biochem-Cheopharma, Québec) a 96% pendant 20 min

puis ce dernier est aspiré et les puits sont laissés sécher stérilement.

Par la suite, les cellules fixées sont colorées avec 200 pl d’une solution de cristal violet
(Biochem-Chemopharma, Québec) a 0,1% (m/v) pendant 20 min, puis lavées avec 200 ul de
TS stérile jusqu’a I’obtention d’une couleur claire du liquide de lavage. Enfin, le colorant fixé
aux cellules est solubilisé en ajoutant 200ul d’Ethanol 96%. La quantité de colorant fixé, qui
refléte indirectement la quantité de cellules fixées, est estimée par la mesure de I’absorbance a
630 nm.

4.5. Résistance aux antibiotiques

Afin d’évaluer la sensibilité des souches lactiques aux antibiotiques, des cultures de 18 heures
ont été ensemencées par écouvillonnage sur des boites de gélose MRS. Aprés séchage, trois
disques antibiotiques ont été déposés sur la surface du milieu, incluant notamment

I’ Augmentin (30 pg), la Pénicilline G (10 UI) et la Tétracycline (30 pg).

Le choix de ces antibiotique se justifie par le fait que ces antibiotiques appartiennent a des
familles différents et présentent des mécanismes d’action varies. La pénicilline et
I’amoxicilline, deux B-lactamine, agissent en inhibant la synthese de la paroi bactérienne
tandis que la tétracycline bloque la synthése protéique au niveau ribosomique. Leur utilisation
permet d’évaluera la sensibilité des souches isoler a des antibiotique repréesentatif de
différentes classes, de déterminer leur profile de résistance et de vérifier I’absence de géne de
résistance transmissible, ce qui est essentiel pour apprécier la sécurité et le potentiel

probiotique des bactéries lactiques étudiées.

Les boites ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures. A la fin de I’incubation, les
diamétres des zones d’inhibition autour des disques ont été mesurés. Ces mesures ont permis
de déterminer le profil de sensibilité des souches selon les criteres définis par le Comité

europeen de I'antibiogramme (EUCAST), version de janvier 2019.
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Les souches ont été classées comme sensibles (S) ou reésistantes (R) en fonction des seuils
d’interprétation disponibles sur le site officiel de

PEUCAST http://www.eucast.org/ast of bacteria/disk diffusion methodoloqy.

Tableau 5. Liste des antibiotiques testés

Antibiotique Charge (i)
Tétracycline 30
Pénicilline-G 10
Amoxicilline clavalanic acid 30
(AUG)

5. Evaluation du potentiel antagoniste des souches lactiques a I’égard des

souches vaginales de Candida albicans

5.1. Evaluation de I’activité antifongique par la méthode des spots

L’évaluation de I’activité antifongique des souches lactiques a été réalisée a 1’égard de sept
souches de Candida albicans provenant de la niche vaginale ainsi que deux souches
bactériennes pathogenes de référence : Staphylococcus aureus et Escherichia coli a I’aide du
test des spots, selon la méthode adaptée par (Barache et al. 2020).
e Meéthode 01

De la gélose Mueller-Hinton a été coulé dans des boites de Pétri et laissé a solidifier. Des
souches de levures provenant d’une culture fraiche de 18 heures ont ensuite été¢ ensemencées
a 1’aide d’un écouvillon. Les boites de Pétri ont été laissées a sécher. En paralléle, 9 ml de
bouillon MRS ont été ensemencés avec 1 ml de suspension bactérienne et incubés a 37°C
pendant 18 heures afin d’obtenir une culture de 18h. Aprés la période d’incubation, sur I’agar
contenant le tapis de levures a été disposé (5 ul) en gouttes a 1’aide d’une micropipette d’une
culture fraiche de culture de bactérie lactique. Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a

37°C pendant encore 24 heures.
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Figure 7:Schéma de la réalisation du test des spots sur MH

e Méthode 02

Des boites de Pétri ont été remplies avec de la gélose MRS stérile, puis laissées a solidifier et
a sécher. Ensuite, 5 puL de cultures de bactéries lactiques (concentration estimée a 10%
UFC/mL), préalablement incubées pendant 18 heures dans du bouillon MRS, ont été déposes
a la surface du milieu solide a I’aide d’une micropipette. Les boites ont ¢té laissées a sécher
pendant 30 minutes a température ambiante, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures afin de
permettre le développement des colonies lactiques. Aprés cette premiére incubation, les boites
ont été recouvertes par 10 ml de gélose Molle Hinton (MH), en surfusion (environ 45 °C),
préalablement ensemencée avec 1 ml d’une culture fraiche (18 h) de la souche pathogeéne
cible. Les boites ont ensuite été réincubées a 37 °C pendant une durée supplémentaire

permettant d’observer d’éventuelles zones d’inhibition autour des spots, indicatives d’une

activité antibactérienne.
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Figure 8 :schéma illustratif de test de spot sur MRS

5.2. Evaluation de I’activité antifongique par la méthode des spots

Pour la réalisation du test de puits, nous avons suivi la méthode proposee par (Magaldi et al.
2004).

Des cultures des bactéries lactiques de 18 heures ont été centrifugées a 6000 tr/min pendant
15 minutes afin d’obtenir les surnageant des bactéries. Des boites de Pétri ont été remplies de
gélose Mueller-Hinton (MH), laissées a secher, puis ensemencées par étalement avec des
suspensions des levures issues de cultures fraiches de 18 heures. Ensuite, quatre puits de 6
mm de diametre ont été réalisés sur chaque boite de Pétri a 1’aide de cones stériles de
micropipette de 1000 pul, et un volume de 50 pl a été introduit dans chaque puits. Les boites
ont ensuite été incubées a 4 °C pendant 2 heures pour permettre la diffusion des surnageant,

puis a 37 °C pendant 24 heures.
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Figure 9: Schéma illustratif de test du puits

5.3. Evaluation de la capacité de co-agrégation des souches lactiques

Le test de co-agrégation a été réalisé selon la méthode décrite par Kos et al. (2003), avec
quelques modifications. Les souches lactiques ont été cultivées dans du bouillon MRS, et les
souches pathogénes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans) dans du
bouillon nutritif a 37 °C pendant 18 heures. A I’issue de I’incubation, les cultures ont été
centrifugées a 6000 rpm pendant 20 minutes a 4 °C. Les culots bactériens obtenus ont été
lavés deux fois avec de 1’eau physiologique stérile, puis remis en suspension dans la méme
solution afin d’obtenir une concentration finale d’environ 10®* UFC/ml. Des volumes égaux (2
ml) des suspensions de souches lactiques et pathogénes ont été mélangés dans des tubes a
essai en verre, puis agités au vortex pendant 30 secondes. Des tubes témoins contenant 4 ml
de la suspension de chaque souche (lactique ou pathogéne) seule ont également été préparés.
L’absorbance (A) des suspensions a ét¢ mesurée a 600 nm immédiatement apres le mélange,
puis apres 2 heures d’incubation a 37 °C.Le pourcentage de co-agrégation a été calculé selon

la formule suivante :

Co-agrégation (%) = {[(Ax+ A))/2 — Axy] / [(Ax + A))/2]} x 100
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Ou A et A, représentent respectivement I’absorbance des souches testées seules (lactique et

pathogene), et A+ celle du mélange des deux souches

5.4. Evaluation de la capacité antiadhésive des souches lactiques

Ce test vise a évaluer la capacité des bactéries lactiques a perturber 1’adhésion des levures
pathogenes. L’essai a été réalisé sur des plaques stériles en polystyréne a 96 puits, selon une

méthode adaptée du protocole décrit par (Ait Ouali et al. 2014)avec quelques modifications.

Les levures ont été cultivées dans un bouillon TSB a 37 °C pendant 18 heures afin d’obtenir
des cellules fraiches. Les cultures de bactéries lactiques ont été centrifugées a 6000 tours par
minute pendant 15 minutes, puis le surnageant a été récupéré. Ce dernier a été filtré a 1’aide
d’un filtre stérile sur seringue, afin d’éliminer toute cellule bactérienne résiduelle et d’éviter

une croissance non désirée durant 1’essai.

Pour chaque puits, a I’exception des témoins, 120 pl de bouillon TSB et 80 ul de surnageant
de bactérie lactique ont été ajoutés. Le témoin positif comprenait 100 pl de TSB et 100 ul de
culture bactérienne, afin de vérifier I’adhésion bactérienne sans interférence. Le témoin
négatif contenait 120 pl de TSB et 80 ul de surnageant de levure, permettant de vérifier
I’absence d’effet propre au surnageant de levure. Enfin, le double témoin négatif était

constitué¢ de 200 ul de TSB, pour controler 1’absence de toute contamination.

Chaque condition a été testée en triplicat. Les plaques ont ensuite été incubées a 37 °C
pendant 24 heures. A I’issue de I’incubation, les puits ont été vidés selon la méthode décrite

dans la section 4.4 de matériel et méthodes.
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1. Isolement et purification des souches

L’ensemencement a été réalisé¢ sur milieu MRS afin de favoriser la croissance des bactéries
lactiques. La purification des souches lactiques isolées a été réalisée par plusieurs repiquages
successifs sur milieu MRS, en alternant entre milieux solides et liquides. Cette méthode a
permis un total de trente-six a été obtenu a partir des cing échantillons (lait maternel et vin de

palme).

2. Identification préliminaire des souches lactiques

En milieu MRS liquide, la croissance des bactéries se manifeste par un trouble homogeéne et
legerement diffus dans le tube. Dans certains cas, ce trouble se concentre au fond du tube,
traduisant une recherche de conditions anaérobies.

Ces observations rejoignent celles rapportées par et (Carr et al. 2002)

Les isolats cultivés sur milieu MRS solide sont observés a I’ceil nu afin de décrire les
caractéristiques macroscopiques des colonies, telles que leur forme, leur taille, leur couleur et
leur texture, conformément a la méthode de (Badis et al. 2004)

Les colonies issues des bacilles isolés apparaissent généralement petites, lisses, de teinte
blanchéatre a creme, avec une forme arrondie et un aspect légérement bombé sur les boites de

Pétri contenant le milieu MRS (voir Figure 9)

Figure 10:Aspect macroscopique des bacilles sur gélose MRS
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D’apres Denis( 2007) les colonies de lactobacilles (Lb) présentent généralement une petite
taille, un aspect lisse et brillant, sont non pigmentées et souvent opaques. Ces caractéristiques
macroscopiques observées chez les isolats bacillaires sont en accord avec les descriptions

culturales des lactobacilles rapportées dans la littérature, notamment par (Badis et al. 2004)

L’étude microscopique est basée sur la coloration de Gram qui a révélé une forme de bacille
en batonnet et parfois coccobacille d’une couleur violette, dont le mode d’association varie
d’une souche a une autre. Ces observations permettent de classer initialement les isolats selon
le type de Gram, leur morphologie cellulaire et leur mode d’association.

Parmi les 36 isolats de bactéries lactiques obtenus, 11 isolats se sont revélés catalase négatif.
Ces isolats, ne présentant pas de formation de bulles lors du test, ont été retenus pour la suite
de I’étude. Les 12 colonies(l’'une des boite on a pris € colonie différente) bactériennes
purifiées isolées (Gram positives, batonnets, catalase négatives) ont été soumises a une
identification plus approfondie en utilisant des méthodes microscopiques, macroscopiques et
biochimiques comme décrit dans le manuel de bactériologie déterminative de Bergey (Holt
1994) et (khushboo 2023)

L’absence d’activité catalasique suggere que les souches appartiennent a des bactéries

strictement anaérobies ou aérotolérantes, ce qui est caractéristique des LAB.

Figure 11:Aspect microscopique des bacilles a gram positif

Concernant la recherche de la coagulase, le test s’est révelé étre négatif pour toutes les

souches. Cela indique I’absence de production de coagulase, une enzyme typiquement
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associee a la virulence de certaines bactéries pathogenes comme Staphylococcus aureus. Ces
résultats confirment le caractere non pathogene probable des souches de bactéries lactiques
testees.

3. Caractérisation des souches sélectionnées
3.1.Activité hemolytique

Les 12 souches de bactéries lactiques retenues et testées n’ont montré aucune activité
hémolytique sur gelose au sang. L’absence totale de clair halo autour des spots sur gélose au
sang humain indique que ces souches ne présentent ni hémolyse o, ni hémolyse 3, confirmant
ainsi leur caractere non hémolytique. Ces résultats suggerent un bon profil d’innocuité de ces
souches, compatibles avec une utilisation potentielle en tant que probiotiques.(Marroki and
Bousmaha-Marroki 2014)

Figure 12:résultat de I’activité hémolytique

L’activité hémolytique des souches a été analysée sur gélose au sang de cheval. Aucune
souche n’a présenté d’hémolyse B, ce qui témoigne de 1’absence de production de toxines
cytolytiques et confirme leur innocuité potentielle pour une application chez 1’homme

(Marroki and Bousmaha-Marroki 2014)
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3.2.Evaluation de I’auto-agrégation des souches lactiques

L’analyse des pourcentages d’auto-agrégation a 2 heures et a 4 heures pour les différentes
souches bactéeriennes isolées révele une grande variabilité inter-souches. De maniére générale,
on observe une augmentation du pourcentage d’agrégation au fil du temps pour la majorité
des souches, ce qui indique que 1’auto-agrégation est un phénoméne dynamique et dépendant
du temps.
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Figure 13:Résultat de test d’auto-agrégation.

Certaines souches se démarquent particulierement par leur forte capacité a s’auto-agréger.
C’est le cas notamment des souches LM2 et qui présentent des pourcentages d’agrégation
dépassant 70 % a 2 heures et atteignant environ 90 % a 4 heures. La souche VP7, issue du vin
de palme, montre également une agrégation notable, avoisinant les 60 % a la fois a 2 heures et
a 4 heures. Ces résultats suggérent une aptitude marquée a 1’auto-agrégation pour ces souches,
potentiellement associée a des propriétés probiotiques intéressantes. Cette hétérogénéité est
cohérente avec les données de la littérature, par exemple dans 1’étude de (Collado et al. 2008)
I’auto-agrégation de 22 souches de Lactobacillus variait entre 7,5 % et 78 % aprés 4 h

d’incubation ce qui correspond a nos résultats.

Abushelaibi et al.( 2017) ont rapporté des pourcentages d’auto-agrégation allant de 20 a
85 % pour des bactéries lactiques isolées du lait cru, avec des souches considérées comme

hautement auto-agrégantes au-dessus de 70%. La encore, nos isolats LM2, et VP7
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s’inscrivent dans cette catégorie, et peuvent donc étre qualifiés de fortement agrégants, selon
Ces critéres.

D’autres souches telles que LM5, LM8, LM13, VD4 et VD6 présentent des niveaux
d’agrégation modérés, géneralement compris entre 10 % et 40 %, avec une tendance a
I’augmentation apres 4 heures d’incubation. En revanche, plusieurs souches, comme LM1,
LM7, LM11, VD9, et VD12, affichent une faible capacité d’agrégation, souvent inférieure a
10 %, ce qui pourrait refléter une faible cohésion intercellulaire dans les conditions

experimentales testees.

3.3.Détermination de I’hydrophobicité de la paroi cellulaire

La majorité des souches LM1 a LM13, correspondant aux bactéries lactiques, présentent une
hydrophobicité élevée (>80 %), avec un pic notable pour LM11 (prés de 100 %). Cela suggere
une forte capacité d’adhésion, ce qui est une caractéristique recherchée pour des souches
probiotiques, ces résultats significatifs sont confirmés par 1’étude de Darsih et al. (2020) ont
rapporté¢ des taux d’hydrophobicit¢ variant de 78,9% a 83,5% chez des souches de

Lactobacillus plantarum isolées de produits fermentés

Les souches VP4 a VP12 présentent toutes une hydrophobicité tres élevée (environ 95 a
100 %). Cette forte hydrophobicité indique une excellente aptitude d’adhésion Ces résultats
sont comparables a ceux rapportés par(Chen et al. 2020) ou certaines souches lactiques
atteignaient des niveaux similaires. Une telle hydrophobicité indique une capacité d’adhésion
remarquable, renforcant le potentiel de ces souches dans des applications probiotiques

notamment pour la prévention des infections & Candida albicans.
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Figure 14:Résultats du test d’hydrophobicité

3.4. Caractérisation des souches isolées pour leur aptitude a adhérer aux

surfaces en polystyrene

Les valeurs d’absorbance a 630 nm, obtenues suite a la coloration au cristal violet des cellules
bactériennes adhérentes, ont varié de 0 a 0,541 pour les onze souches de bactéries lactiques
analysées. Ces variations traduisent des différences dans la capacité d’adhésion des souches,
suggérant une hétérogénéité phénotypique en maticre d’interaction avec les surfaces.
L’analyse de la formation de biofilm par les souches isolées, selon la classification de
(Mathur et al. 2006)a révélé que 7 souches (63,6 %) étaient faiblement adhérentes, tandis
que 4 souches (36,4 %) présentaient une adhésion modérée. Aucune souche n’a été classée
comme fortement adhérente ni non adhérente

Tableau 6. Classification des souches de bactéries lactiques selon (Mathur et al. 2006)

A<0,161(valeur de témoin) 0,161<A<0.322 0,322<A<0,644
Souches non adhérentes Souches faiblement Souches moyennement
adhérentes adhérentes
/ LM1 ,LM2, LM5, LM7, LM8, LM11, LM13, VP4
VP6, VP9, VP12
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Figure 15 : Résultats du criblage des souches de bactéries lactiques quant a leur capacité

d’adhésion sur microplaque en polystyréne

3.5. Résistance aux antibiotiques

Les tests de sensibilité aux antibiotiques ont été réalisés sur onze souches de bactéries
lactiques isolées de deux sources naturelles : le lait maternel (LM) et le vin de palme (VP).
Les antibiotiques testés sont la tétracycline (TE), I’amoxicilline (AUG) et la pénicilline (P10),
couramment utilisés en milieu clinique. Les tests ont été effectués sur milieu MRS et MH par
la méthode de diffusion en disque, et les résultats sont exprimés par la présence ou non d’une
zone d’inhibition (ZI).

Les résultats montrent une résistance généralisée a 1’amoxicilline et a la pénicilline chez
toutes les souches testées, indépendamment de leur origine. Aucune souche n’a montré de
sensibilité vis-a-vis de ces deux antibiotiques, ce qui peut indiquer la présence de mécanismes
de résistance naturels ou acquis (comme la production de p-lactamases ou des modifications
de la cible des antibiotiques B-lactamines). Chez les bactéries Gram-positives, la résistance
aux antibiotiques repose principalement sur deux mécanismes. Le premier consiste en la
production de B-lactamases, des enzymes capables d’inactiver 1’antibiotique en le dégradant.
Le second implique une altération de la cible de I’antibiotique, a savoir les protéines de
liaison a la pénicilline (PBP). Cette altération peut résulter soit de 1’acquisition d’ADN

exogene, soit de mutations des génes codant les PBP d’origine. (Breijyeh et al. 2020)
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La résistance a la pénicilline s’établit principalement par transfert horizontal de geénes, soit via
la propagation de plasmides codant pour des pénicillinases (enzymes qui dégradent la
pénicilline), souvent médiée par des bactériophages, soit par I’acquisition de génes modifiant
les protéines de liaison a la pénicilline (PBP).

Concernant la tétracycline, une variabilité de sensibilité a été observée : Certaines souches ont
montré une zone d’inhibition modérée, suggérant une sensibilité partielle : par exemple,
LM1(ZI = 16,6 mm), LM5 (15,7 mm),LM7 (16,9 mm),LM8 (14,8 mm), LM11 (16,3 mm),
VP4 (19,75 mm), et VP9 (11,1 mm).

En revanche, les souches LM2, LM13, VP6et VP12 sont résistantes a la tétracycline, ce qui
pourrait indiquer I’expression de génes de résistance tels que tet(M), tet(W) ou autres.

Des études ont signalé la présence des génes tet (en particulier tet(M), tet(W), parfois
tet(L))qui sont les plus fréquemment détectés chez les lactobacilles résistants a la tétracycline.
Abedi et al, (2021).11 est intéressant de noter que la souche VP4 issue du vin de palme
présente la plus grande zone d’inhibition a la tétracycline (19,75 mm), ce qui indique une
bonne sensibilité, contrairement & d'autres souches du méme milieu (VP6 ,VP9 ,VP12) qui
sont majoritairement résistante.

Une résistance ¢élevée et généralisée a la pénicilline (P10) a été observée chez I’ensemble des
souches testées, qu’elles soient d’origine lactée ou fermentaire. Cette résistance est typique
chez de nombreuses souches de bactéries lactiques, en particulier les Lactobacillus, connues
pour étre naturellement résistantes aux p-lactamines.

L’amoxicilline (AUG) a également montré une faible efficacité, avec la plupart des souches
qualifiées de résistantes. Seules trois souches (LM1, VP6,VP9) ont présenté des zones
d’inhibition (ZI) mesurant entre 3,8 mm et 15,4 mm, ce qui reste insuffisant pour les classer
comme sensibles selon les standards CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).
Concernant la tétracycline (TE), les résultats indiquent également une résistance
importante,dans le milieu MRS avec des zones d’inhibition faibles (<10 mm) pour les
souches qui ne sont pas totalement résistantes (ex. LM1: 7,3 mm ; LM5: 4,8 mm ; LM7: 6,5
mm ; LM8: 4,2 mm). D’autres souches (LM2, LM11) ont été notées comme résistantes, tandis
que plusieurs souches (LM13 aVP12) n’ont pas été testées pour la tétracycline dans cette sérié
Les souches issues du lait maternel (LM1 aLM13) montrent une tendance générale a la
résistance multidrogue, avec trés peu de zones d’inhibition détectées.

Les souches issues du vin de palme (VP4 aVP12), bien qu’elles présentent ¢galement une
forte reésistance, affichent des zones d’inhibition légérement plus élevées vis-a-vis de

I’amoxicilline (VP6 etVP12), indiquant une sensibilité intermédiaire dans certains cas
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4. Evaluation du potentiel antagoniste des souches lactiques a I’égard des

souches vaginales de Candida albican

4.1. Résultats de I’évaluation de ’activité antifongique par la méthode des
spots

Les résultats obtenus par le test de spot sur milieu Mueller-Hinton (MH) illustrent 1’activité
antimicrobienne des souches isolées de lait maternel et de vin de palme vis-a-vis de Candida
albicans. L’activité antifongique a été évalueé par le diamétre des zones d’inhibition exprimé
en (mm) reflétant 1’efficacité relative de chaque souche contre les isolats fongique, L1, L3,
L4 et L6.
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Figure 16 : Profil d’activité antimicrobienne de souches lactiques par test de sur milieu
MH spot

On observe que I’ensembles des souches, tant d’origine lactée que fermentaire, présentent une
activité inhibitrice contre Candida albicans, bien que cette activité varie en fonction de la
souche testée et du pathogéne ciblé. Pour la L1 les souches LM8 et LM11 se démarquent par
une activité particulierement élevée avec des diameétres d’inhibition supérieure a 21 mm ces
résultats suggerent un potentiel antifongique notable ainsi que pour les souches LM1, LM13

et VP4 représentent des zones d’inhibition qui varient entre 17mm et 18 mm.
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Pour L3 semble globalement moins sensible avec des zones d’inhibition au toure 15mm et
17mm, les souches VP6 et VP9 affichent des inhibition comparable au souches lactées
indiquant que les le bactéries issue de vin de palme peuve aussi exercer un effet antifongique
intérisent.les cibles L4 et L6 semble globalement plus sensible vis-a-vis toutes les souches
testées on démontre une activité inhibitrice.

La levure 6 c’est la souche de Candida albicans presque toutes les souches testées présentent

de larges zones d’inhibition souvent supérieur a 20mm.

Le graphique ci-dessus présente les diameétres des zones d’inhibition (en mm) obtenues par la
méthode du spot sur milieu MRS pour les différentes souches probiotiques isolées du lait
maternel (LM2, LM5, LM7, LM8, LM11, LM13) et du vin de palme (VP4, VP6, VP9,
VP12), a I’égard de sept souches de Candida albicans (L1 a L7) ainsi que d’Escherichia coli.

De manicre générale, I’ensemble des souches probiotiques testées ont montré une activité
antimicrobienne variable mais significative vis-a-vis des pathogénes ciblés, comme en
témoignent les diameétres d'inhibition observés, allant d’environ 10 mm a plus de 30 mm pour

certaines souches.
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Figure 17. Profil d’activité antimicrobienne de souches lactiques par test de spot sur

milieu MRS

Les souches issues du lait maternel se sont distinguées par des activités antagonistes

particulierement marquées. Notamment, la souche LM11 a présenté une forte inhibition,
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atteignant un diameétre de 33 mm contre la souche L2, ce qui traduit une activité antifongique
¢levée. Les souches LMS5 et LMS ont également révélé des zones d’inhibition supérieures a 25
mm contre plusieurs isolats de C.albicans, suggérant un potentiel probiotique prometteur. A

I’inverse, LM7 a montré une activité plus modérée.

Concernant les souches dérivées du vin de palme, une variabilité est également constatée. La
souche VP6 a affiché une activité intéressante, avec des diaméetres supérieurs a 20 mm contre
certaines levures (notamment L6), tandis que les souches VP9 et VP12 ont présenté des
inhibitions plus faibles et hétérogenes, suggerant des capacités antagonistes moindres ou plus

spécifiques.

En ce qui concerne E.coli, plusieurs souches probiotiques ont démontré une capacité
inhibitrice notable. Par exemple, LM11 et VP6 montrent un pouvoir inhibiteur supérieur a 20
mm, ce qui peut étre interprété comme une activité antibactérienne efficace. D’autres souches,
comme VP9 ou LM7, ont montré une inhibition plus faible (autour de 13 mm), ce qui pourrait

refléter une spécificité d’action moindre vis-a-vis des bactéries a Gram négatif.

Ces resultats confirment que les souches probiotiques isolées présentent une activité
antagoniste potentiellement utile contre Candida albicans et E.coli. Cette activité pourrait étre
attribuée a la production de métabolites antimicrobiens tels que les acides organiques, les
bactériocines ou les biosurfactants. Les fortes valeurs observées pour certaines souches
suggerent un intérét particulier pour une utilisation future comme agents probiotiques dans la
prévention ou le traitement des infections vaginale

Les résultats obtenus dans cette étude révelent que I’ensemble des souches lactiques testées
ont présenté une activité antiadhésive significative contre les souches de Candida albicans,
avec des pourcentages d’inhibition variant entre 50 % et 90 %. Ces observations confirment
les données rapportées dans la littérature, notamment dans les travaux de (Ceresa et al.
2015)et de Borelli et al. (2020), qui ont mis en évidence le rdle des biosurfactants produits par

les lactobacilles dans I’inhibition de 1’adhésion de Candida.

Dans 1’étude de Ceresa et al. (2015)un biosurfactant produit par Lactobacillus brevis
CVS8LAC a permis de réduire jusqu’a 90 % la formation de biofilm de Candida albicans sur
une surface en silicone médical, sans inhiber la croissance fongique en phase libre. Ces

résultats sont comparables a ceux obtenus dans la présente étude avec les souches LM7, LM8,
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LM13 et VP6, qui ont atteint des taux d’inhibition supérieurs a 85 %, démontrant une

efficacité ¢levée dans la prévention de 1’adhésion fongique.

Par ailleurs, I’étude publiée dans Microbial Cell Factories par Borelli et al(2020). montre que
le biosurfactant de Lactobacillus crispatus BC1, isolé de la flore vaginale, est capable de se
lier aux cellules épithéliales humaines (HeLa) et au mucus vaginal, réduisant ainsi de plus de
50 % 1’adhésion de différentes espéces de Candida, par des mécanismes d’exclusion et de
compétition. Cette efficacité modérée est également observée ici avec certaines souches telles
que LMS5, dont I’activité inhibitrice ne dépasse pas 50 % contre certaines souches fongiques,

notamment L4.

Ces comparaisons confirment que les résultats obtenus dans la présente étude sont cohérents
avec ceux de la littérature, tant sur le plan des pourcentages d'inhibition observés que des
mécanismes impliqués, principalement la production de biosurfactants, la compétition pour
les sites d’adhésion, et I’exclusion des pathogenes. Elles soulignent également le role central
de la variabilité inter-souches, tant du coté bactérien que fongique, dans la modulation de
I’effet antiadhésif. Ainsi, les souches LM7, LMS8, LM13 et VP6 pourraient étre considérées
comme de bonnes candidates probiotiques, en raison de leur efficacité comparable a celle de

souches de référence étudiées précédemment

4.2. Résultats de I’évaluation de I’activité antifongique par la méthode des

puits

Le profil d’activité antimicrobienne des souches lactiques isolées du lait maternel (LMI,
LM2, LM5, LM7, LM8, LM11) et du vin de palme (VP4) a été évalué par la méthode du test
de puits contre trois types de microorganismes pathogénes : Escherichia coli, Staphylococcus

aureus et plusieurs souches de Candida albicans (L1, L2, L3, L4, L6, L7).
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Figure 18. Profil d’activité antimicrobienne de souches lactiques par test de puits.
L’activité anti-adhésive de différentes souches de bactéries lactiques vis-a-vis de deux pathogénes
opportunistes : Staphylococcus aureus (en rouge) et Escherichia coli (en bleu). Les résultats sont

exprimés en pourcentage d’inhibition de 1’adhésion des pathogénes, comparativement a un témoin non

traité.

Les résultats révelent une capacité variable mais globalement significative d’inhibition de la
croissance des agents pathogenes. Les zones d’inhibition mesurées indiquent une activité
antimicrobienne plus marquée contre S.aureus (jusqu’a 15 mm pour LM2, LM11 et VP4),
suivie d’E.coli (11-13 mm pour la majorité des souches), et enfin C.albicans, pour lequel
I’effet reste modéré (8—14 mm), bien que certaines souches telles que LM2 et LM7 présentent

une activité antifongique notable.

De maniére générale, les souches LM11, LM2 et VP4 se démarquent par leur efficacité
antimicrobienne globale, en particulier contre S.aureus, suggérant une production potentielle
de composés bioactifs comme des bactériocines, des acides organiques ou des biosurfactants.
Ces résultats confirment I’intérét des souches lactiques étudiées comme candidats
probiotiques ou agents de biocontréle, ouvrant des perspectives pour leur valorisation dans

des applications thérapeutiques ou agroalimentaires.

4.3. Evaluation de la capacité de co-agrégation des souches lactiques

La faculté de Co-agrégation de onze souches de bactéries lactique d’origine naturelle (LM1
jusqu’a VP12) étudiées avec les sept souches pathogénes de Candida albicans(L1 a L7) et les
deux bactéries pathogenes (E.coli et Staphylococcus aureus) a été démontrées et présentées

>[w]<




dans la figure ci-dessus qui illustre les pourcentages(%) de co-agrégation obtenus apres 4

heures d’incubation.
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Figure 19 :Degrés de co-agrégation (%) entre les bactéries lactiques et C.albicans apres 4

h d’incubation

Les résultats révelent que certaines souches des bactéries lactiques, telles que LM5 et LM8 et
LM13, VP12 affichent des taux de co-agrégation particulierement élevés avec plusieurs
souches de C.albicans. Par exemple, LM8 atteint un taux supérieur a 80 % avec L5, et LM5
dépasse 60 % avec L6. Ces niveaux élevés de co-agrégation indiquent une forte affinité entre
les souches probiotiques et les levures pathogenes, ce qui peut constituer un mécanisme de

neutralisation par agrégation et de réduction de la virulence des levures.

En revanche, des souches comme LM1 et VP4 présentent des taux de co-agrégation faibles
avec la majorité des souches fongiques testées (< 20 %), ce qui suggere une interaction

limitée et donc un potentiel probiotique moins prononce sur ce critére.

Ces observations sont en accord avec celles rapportées par Yocheva et al. (2024)qui ont
montré que la souche Limosilactobacillus fermentum LLF-01 affichait un taux de co-
agrégation de 64,8 % avec C.albicans, suivi de plusieurs souches telles que L. acidophilus
LLA-01 et L. gasseri LLG-V74, présentant des taux modérés allant de 17 a 37 %. A I’instar
de notre étude, ces auteurs ont souligné la grande variabilité inter-souches et I’importance de

la sélection ciblée pour les applications probiotiques.
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la co-agrégation pourrait constituer un mécanisme de compétition et de blocage de 1’adhésion
des levures pathogenes aux cellules de I’hdte, favorisant leur élimination. Ce mode d’action,.

Yocheva et al. (2024)

En Plus des acides organiques, plusieurs métabolites produits par les lactobacilles, tels que les
biosurfactants, les bactériocines, le peroxyde d’hydrogeéne (H20:), les exopolysaccharides et
les acides gras, contribuent également a 1’inhibition de la croissance de Candida albicans.

Yocheva et al. (2024)
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Figure 20. Pourcentages de co-agrégation (%) entre les bactéries lactiques et les souches

pathogénes E.coli et Staphylococcus aureus

Les résultats montrent que certaines souches, notamment LM11 et B11, présentent des
pourcentages de co-agrégation particulierement élevés avec S.aureus, atteignant
respectivement environ 75 % et 63 %. Ces données suggerent que ces souches possédent un
fort potentiel d'interaction avec S.aureus, ce qui pourrait favoriser leur utilisation comme

agents probiotiques a effet antimicrobien.

E.coli, les pourcentages de co-agrégation sont généralement plus modérés, bien que certaines
souches telles que LM2, LM8, LM13 et VP12 montrent également des valeurs élevées,
avoisinant ou dépassant les 40 %. La souche LM13 en particulier atteint plus de 50 % de co-
agrégation avec E.coli, ce qui traduit un potentiel d'interférence significatif avec cette bactérie
pathogéne.

Il est intéressant de noter que certaines souches, comme LM5 et VP4 présentent des niveaux

de co-agrégation relativement faibles avec les deux pathogenes testés, ce qui pourrait indiquer
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une affinité moindre pour I’interaction interespeces ou une moindre production de substances

favorisant I’agrégation.

4.4. Evaluation de la capacité antiadheésive des souches lactiques

Les résultats présentés dans la figure ci-dessus montrent les pourcentages d’inhibition de
I’adhésion de sept souches de Candida albicans (L1 a L7) par différentes souches de bactéries
lactiques d’origine humaine (LM1 a LMI13 et VP4 a VP12). L’inhibition de 1’adhésion,
exprimée en pourcentage, refléte la capacité des bactéries lactiques a empécher C.albicans de

s’attacher a une surface, étape essentielle dans la formation de biofilm.
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Figure 21 : Potentiel anti-adhésif des bactéries lactique contre Candida albicans et
Escherichia coli et Staphylococcus
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Dans I’ensemble, toutes les souches lactiques ont démontré une activité antiadhésive
significative, avec des pourcentages d’inhibition variant entre environ 50 % et 90 %. Cela
suggeére une efficacité globale élevée dans la prévention de 1’adhésion de C.albicans aux
surfaces, bien que des différences soient observées selon les combinaisons souche

lactique/souche fongique.

Certaines souches lactiques, notamment LM7, LM8, LM13 et VP6, se distinguent par des
niveaux d’inhibition supérieurs a 85 % contre plusieurs souches de C.albicans, ce qui indique
un potentiel probiotique prometteur. A ’inverse, la souche LM5 montre une inhibition plus
faible, particulierement contre la souche L4 de Candida, avec un pourcentage d’environ 50 %,
ce qui pourrait refléter soit une interaction moins efficace, soit une variabilité de sensibilité

entre les souches fongiques.

La souche fongique L7 semble étre la plus sensible a I’action des bactéries lactiques, avec une
inhibition élevée (>80 %) par la majorité des souches testées. En revanche, les souches L4 et
L6 présentent une certaine résistance, traduite par des pourcentages d’inhibition généralement

plus bas, quelle que soit la souche bactérienne.

Les résultats obtenus dans cette étude révelent que I’ensemble des souches lactiques testées
ont présenté une activité antiadhésive significative contre les souches de Candida albicans,
avec des pourcentages d’inhibition variant entre 50 % et 90 %. Ces observations confirment
les données rapportées dans la littérature, notamment dans les travaux de (Ceresa et al.
2015)et de Borelli et al. (2020), qui ont mis en évidence le rle des biosurfactants produits par

les lactobacilles dans I’inhibition de I’adhésion de Candida.

Dans 1’étude de Ceresa et al. (2015)un biosurfactant produit par bactéries lactiques, brevis
CV8 LAC a permis de réduire jusqu’a 90 % la formation de biofilm de Candida albicans sur
une surface en silicone médical, sans inhiber la croissance fongique en phase libre. Ces
résultats sont comparables a ceux obtenus dans la présente étude avec les souches LM7, LM8,
LM13 et VP6, qui ont atteint des taux d’inhibition supérieurs a 85 %, démontrant une
efficacité élevée dans la prévention de I’adhésion fongique. Par ailleurs, des études montrent
que le biosurfactant de Lactobacillus crispatus BC1, isolé de la flore vaginale, est capable de
se lier aux cellules épithéliales humaines (HeLa) et au mucus vaginal, réduisant ainsi de plus
de 50 % 1’adhésion de différentes espéces de Candida, par des mécanismes d’exclusion et de
compétition. Cette efficacité modérée est également observée ici avec certaines souches telles

que LMS5, dont I’activité inhibitrice ne dépasse pas 50 % contre certaines souches fongiques,
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notamment L4.Ces comparaisons confirment que les résultats obtenus dans la présente étude
sont cohérents avec ceux de la littérature, tant sur le plan des pourcentages d'inhibition
observés que des mécanismes impliqués, principalement la production de biosurfactants, la
compétition pour les sites d’adhésion, et 1’exclusion des pathogeénes. Elles soulignent
également le réle central de la variabilité inter-souches, tant du coté bactérien que fongique,
dans la modulation de I’effet antiadhésif. Ainsi, les souches LM7, LM8, LMI13 et VP6
pourraient étre considérées comme de bonnes candidates probiotiques, en raison de leur

efficacité comparable a celle de souches de référence étudiées précedemment




Conclusion




Conclusion

La présente ¢tude a permis I’isolement et la caractérisation de onze souches de bactéries
lactiques a partir de deux niches écologiques naturelles : le lait maternel et le vin de palme.
Ces souches ont ¢té soumises a une série d’analyses phénotypiques, biochimiques et
fonctionnelles visant a évaluer leur potentiel probiotique, leur profil de sécurité et leur activité

antimicrobienne.

Sur le plan de I’innocuité, aucune des souches isolées n’a présenté d’activité hémolytique, et
les tests de coagulase ont confirmé I’absence de pouvoir pathogéne, soutenant ainsi leur profil
de sécurité biologique. Par ailleurs, les propriétés probiotiques ont été investiguées a travers
I’évaluation de I’hydrophobicité, de I’auto-agrégation, de la co-agrégation avec des
pathogeénes ainsi que de 1’adhésion sur surfaces abiotique, notamment via la formation de

biofilm ou son inhibition.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode du spot test et celle de diffusion en
puits a mis en évidence une inhibition significative de la croissance de plusieurs agents
pathogenes, a savoir Candida albicans (sept isolats), Staphylococcus aureus et Escherichia
coli. Les diamétres des zones d’inhibition, variant entre 17,5 mm et 21,5 mm, traduisent une
activité antagoniste marquee, en particulier vis-a-vis des pathogenes a Gram positif et des

levures opportunistes.

Enfin, les tests de résistance aux antibiotiques ont montré une résistance généralisée a
I’amoxicilline et a la pénicilline, tandis qu’une sensibilité variable a la tétracycline a été

observée, avec quatre souches présentant une résistance.

Dans I’ensemble, plusieurs souches en particulier celles issues du lait maternel se distinguent
par un fort potentiel probiotique, conjuguant activité antimicrobienne, capacité¢ d’adhésion,

aptitudes de co-agrégation et sécurité microbiologique.

Ces résultats suggérent que ces souches pourraient étre valorisées en tant qu’agents
probiotiques pour la prévention ou le traitement des infections urogénitales, ou intégrées a des
formulations de bioconservation alimentaire. Des études complémentaires, incluant la
caractérisation moléculaire des génes impliqués et des essais in vivo, seraient nécessaires pour

confirmer leur efficacité et leur innocuité en conditions réelles d’application.
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Annexes 1 : composition des milieux de culture

Tableau 1 : Bouillon MRS (de Man Rogosa et Sharpe)

composants ﬂ g/l -
Peptone 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
glucose 20
Tween 80 1ml
phosphatedipotassique 2
Acétate de sodium 3
Citrat triammoniacale 2
Sulfate de magnisium 0,2
Sulfate de manganése 0,05
Eau distillée Qsp 1L

Tableau 2 : Bouillon nutritif pH 7

Composants ﬂ

Extrait de viande 1
Extrait de levure 2,5
Spepton 5
chlorure de sodium 5
Eau distillée Qsp 1L




Tableau 3 : Gélose Columbia pH7

composant - | g/l [~ |

polypepton 17

peptone pancréatique 3

extrait de levures 3

amidon de mais 1

chlorure de sodium 5

agar 15

eau distillée Qsp 1L

Tableau 4 : Gélose Mueller Hinton (MH)

composant [~ g/l
extrait de viande 2
caséine hydrolysée enzymatiquement 17,5
amidon 1,5
chlorure de sodium 5
Agar 17




Tableau 5 :Bouillon TSB(Trypticase-Soy Broth, pH 7)) :

Composant [~ | g/l
Peptone de casein 17
pepetone de soja 3
Glucose 2,5
phosphate dipotassique 2,5
chlorure de sodium 5
Extrait de levure 6
Eau distillé Qsp 1L

Tableau 6 : Résultats de I’étude microscopique et du test de la catalase des souches

retenues a partir de lait maternelle.

N° de la test
souche observation microscopique test de gram |catalase

LM1 Des bacilles rond lisse /violet positif(+)

LM 2 des cocci en grappe de raisin/rond positif(+) -
LM 3 des cocci en grappe de raisin/rond négatif(-) -
LM 4 des cocci en grappe de raisin/rond négatif(-) -
LM5 des cocci en grappe de raisin/rond positif(+) -
LM 6 des coccobacilles en rose négatif(-) -

LM 7 des coccobacilles et des cocci en rose  positif(+) -

LM 8 des cocci en chaine /violet positif(+) -
LM 9 des cocci en chaine /rose négatif(-) -
LM 10  des bacilles en Chain positif(+) +
LM 11  des cocci en grappe de raisin/rond positif(+) -
LM 12  des cocci négatif(-) -
LM 13  Des coccobacilles violet positif(+) -
LM 14  levures positif(+) +

> 1<




LM 15  levures positif(+) +

LM 16  levures positif(+) +
LM 17  levures positif(+) +
LM 18  levures positif(+) +

Tableau 7 : Résultats de I’étude microscopique et du test de la catalase des souches

Retenues a partir de vin de palme

N° de boite  observation microscopique test de gram  test catalase
VP 2 Des bacilles en rose négatif(-) -
VP 3 Des cocci en violet positif(+) +
VP 4 Des bacilles violets positif(+) -
VP 5 Des cocci en chaine/rose négatif(-) -
VP 6 cocci en Chain +cristaux /violet positif(+) -
VP 7 cocci en chaine/violet positif(+) -
VP 8 des coccobacilles /rose négatif(-) -
VP9 cocci en chaine /violet positif(+) -
VP 10 cocci en chaine /rose négatif(-) -

des bacilles violets+des cocci en

VP 11 rose (/) +
VP 12 coccobacilles en violet positif(+) =
VP 13 coccobacille en violet positif(+) +




Tableau 8 : résultat de test d’hémolyse et test de couagulase

|____lessouches | Couagulase Hémolyse

LM1 - ,
LM2 - ,
LM5 - ,
LM7 - ,
LMS8 - ,
LM11 - ,
LM13 - ,
VP4 - ,
VP6 - ,
VP9 - ,
VP12 - ,

Tableau 9 : résultet de test de spot avec le diametre des zone d’inhibition des souches

testé (bactéries lactique ) sur milieu MRS

la cible L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 E.coli
LM1 00 00 00 00 00 00 00 00
LM2 00 00 |16,05| 00 00 00 11,25 00
LM5 00 | 271|146 | 00 [1555| 00 00 00
LM7 129 | 00 | 148 | 254 | 00 13,85 00 20,25
LM8 00 [17,95| 00 00 00 00 00 00
LM11 00 00 [2655| 32,5 | 00 27,9 00 00
LM13 16,45 | 00 00 00 00 00 19,95 | 23,85
VP4 11,2 | 00 00 00 00 00 18 20
VP6 1505 00 |14,35| 00 00 16,5 16,8 | 25,75




VP9 00 | 184 | 16,7 | 156 | 00 16,9 21,5 17,4
VP12 00 00 | 141 | 128 | 00 00 12,8 17,2

Tableau 10 :résultats de test de spot avec le diamétre des zones d’inhibition en (mm) des

souches testées sur le milieu MH

la
cible LM1 LM5 LM7

L4 16,05 16,7 19,75 189 2095 1845 158 176 1755 17,8 18,25
L6 20,6 18,25 18,8 20,63 20,15 1885 223 226 17,8 16,65 17,7

Tableau 11 : résultat de test des puits avec le diametre des zones d’inhibition en (mm)

cibles LM1 LM2 LM5 LMY LM 8 LM 11 VP 4

L1 00 00 00 00 12,05 12,35 00
L2 10,45 00 00 13,4 12,5 10,9 00
L3 00 00 00 00 10,75 12 9,5
L4 11 00 00 00 11,25 12,6 00
L6 13,5 00 12,95 15,15 00 00 00
L7 12,6 00 12,1 14,2 13,25 12,15 00
E.coli 00 00 00 00 00 00 00
S.aureus 15,75 15,55 00 14,85 14,2 12,45

>[s 1<




Tableau 12 :. Diamétres de zones d’inhibition et profil de sensibilité aux antibiotiques
des souches testées

Tétracycline (TE)

Amoxiciline (AUG)

Penicilline(P™)

Lml 16.6 7,3 Résistante | 5,5 Résistante | Résistante
(MH) (MRS) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
Lm2 Résistante | Résistante Resistante | Resistante | Résistante | Résistante
(MH) MRS) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
Lm5 15.7 4,8 Résistante Résistante | Résistante | Reésistante
(MH) (MRS) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
Lm7 16.9 6,5 Reésistante Reésistante | Résistante | Résistante
(MH) (MRS) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
Lm8 14.8 4,2 Reésistante Reésistante | Résistante | Résistante
(MH) (MRS) (MH) (MRS (MH) (MRS)
Lmill 16,3 Resistante | Résistante Résistante | Résistante | Reésistante
(MH) (MRS) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
Lm13 Reésistante / Reésistante | Résistante | Resistante | Résistante
(MH) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
VP4 19,75 / Résistante | Reésistante | Résistante | Reésistante
(MH) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
VP6 Reésistante / Reésistante 15,1 Résistante | Résistante
(MH) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
VP9 11,1 / Résistante 3,8 Résistante | Résistante
(MH) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
VP12 Resistante / Resistante 15,4 Résistante | Résistante
(MH) (MH) (MRS) (MH) (MRS)
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