Université Mohamed Khider de Biskra
ﬁ Faculté des sciences exactes et sciences de la nature et de la vie
.Y Département des sciences de la nature et de la vie
]

B
Rdd

UNIVERSITE
DE BISKRA

MEMOIRE DE MASTER

Domaine : Sciences de la nature et de la vie
Filiére : Sciences biologiques
Spécialité : Microbiologie appliquée

Présenté et soutenu par :

FELLOUSSA Raouia et AKKOUCHE Soumia

Le :jeudi 30 juin 2022

Théme
L’effet probiotique des Lactobacillus
vaginale
Jury:
Mme. BENGHERCHIE Fatiha MCB Université de Biskra Président
M. BENKADDOUR Bachir MCA Université de Biskra Rapporteur
Mme. DENDOUGA WASSILA MCA Université de Biskra Examinateur

Année universitaire : 2021/2022



Remerciements

Nous tenons a exprimer notre profonde reconnaissance a DIEU tout puissant, parce que c'est
grace a lui seul que nous avons eu le courage, la force et la patience pour avancer dans la vie
et achever ce mémoire.

Nous tenons a remercier
En premier lieu, notre promoteur Benkaddour Bachir pour son bon encadrement, sa patience
et ses conseils précieux, son aide et sa rigueur scientifique qui nous a illuminés pour
I'élaboration de ce mémoire.

Tous les membres de jury qui ont bien voulu examiner notre travail.

Tous les enseignants et enseignantes de biologie a l'université el hadjeb pour leur patience et
aide.

Tous ceux qui ont participé de loin ou de pres dans la réalisation de ce travail.



Dédicaces

A mes trés chers parents :

Tant de phrases et d'expressions, aussi éloquentes soient-elles, ne peuvent exprimer ma
gratitude et ma reconnaissance. VVos conseils ont toujours guidé mes pas vers la réussite.
Votre patience sans fin, votre compréhension et vos encouragements sont pour moi le
principal soutien que vous avez toujours su m'apporter. Ce travail aujourd'hui est le fruit des
sacrifices que vous avez consentis pour ma formation. Je te dois qui je suis aujourd’hui et ce

que je serai demain et je ferai toujours de mon mieux pour étre une source de fierté pour toi.
A mon tres cher pere : Felloussa Said

A celui qui m'a appris que le monde est un combat, et que son arme est le savoir, a celui qui
m'a tout épargné, a celui qui a recherché mon confort et ma réussite, a I'nomme le plus grand

et le plus cher de l'univers.
A ma trés chére meére : Bouhamed Habiba

A celle qui m'a soutenu dans ses priéres et ses supplications a celle qui est restée éveillée les
nuits éclairant mon chemin a celle qui me partage mes joies et souffrances a la source de
bonté et de tendresse Au plus beau sourire de ma vie a la plus merveilleuse femme dans

I'existence.
A mon treés cher frére et ma chére sceur.

A mes cher amis achwek, houda.

A mon binome soumia.

Felloussa Raouia.



Dédicaces

Mes sincéres reconnaissances et gratitudes a mon Dieu tout puissant pour tout ce qu'il
m'a offert. Je ne pourrais jamais le remercier ainsi qu'il mérite.

Je dédie ce travail a tout ce qui m’est chers au coeur.

A mes tres chers parents Nasser-eddine & Malika, qui ont toujours été avec moi,
toutes les pages de ce mémoire ne suffisent pas pour les remercier ainsi qu'ils méritent, que
Dieu leur accorde une longue vie.

A mon mari Abdelkader qui était toujours a mes cOtés et qui m'a soutenue le long de
mon parcours.

Mes tres chers filles Khadidja et Lina, ainsi que mes chers fils Lokmane Abderrahim
et Anes que dieu les protége tout au long de leur vie.

A mes trés chers freres: Oussama, Zineb et leur petite famille ainsi que ma petite soeur
Maroua, auxquels je souhaite beaucoup de réussite et tout le bonheur du monde.

A mon beau pere Louanes que dieu le garde, mes beaux freres, mes belles soeurs et
leur petite famille, et a toute la famille Ourradi.

A tous les membres de la famille : oncles, tantes, cousines et toute la famille
Akkouche et Hammadi.

A mon binbme Raouia, avec laquelle ce travail a pu étre accompli, ainsi qu'a toute sa
famille.

A toutes mes camarades de microbiologie promotion 2022 ».

Soumia.



Table des matieres

Remercieme
Dédicaces

Table des matiéres

LISTE 0B TADIBAUX. ...t et |
LSEE ES TIGUIES ...ttt ettt b bbbttt b e e bt ee e eneas I
LSt TS AT VIALIONS. .. e ettt ee ettt e e e e e et e e ettt e eeeeeasee e e e e e e eeseeterteeeeeesanaaae 1

Introduction 1
Partie 1: Syntheése bibliographique
Chapitre 1

1-1ECOSYSTRIME VAGINA. ... .virteitiie ettt ettt ettt et et e sttt sr ettt e e en e 03
2- La Microflore de DOUEIIETN .......ooueeieee ettt et enae e e e e neeas 03
3-Les facteurs favorisants de la flore vaginale............c.ocooeiiiiinii e 03
@) Facteurs PRYSIOIOQIGUES.........oiuiiiiir ettt ettt sr e e s st e e e sne e e e e nne s 03
b) Facteurs PatholOGIQUES ........cveiuieieiie ittt en e enes 03
C) Facteurs therapEULIGUES .......ccveiueieiee ettt ettt sttt e e naesre e sreennenneeneas 03
4-La microflore vaginale SAINE .........c.cceiiiiieie i et nreas 03
5-Le désequilibre de la microflore vaginale ...........ccccooveiiie i 04
@) Facteurs de dBSEQUITIDIE .........ccie e et eree e 04
b) Mécanisme des INFECTIONS .........ocviiieieiie e et nreas 04
C) La vaginOSe DACIEMIEINE ........ecvviiiiie ettt ettt et st sa e e e nae s ra et e e e eneeneenreas 04
d) La candidose VUIVO-VAGINGIE ............ccoueiieiiiice ettt 04
6- Action des lactobacilles vis-a-vis des germes pathOgenes ...........ccccovveveeieieevesieciecie e, 05
6-1- Inhibition de la croissance du PatNOgENE...........cueveiiiiicieiie e 05
a) Par production d'acide [aCtIQUE ............ccviiiiiriie ettt 05
b) Par production de peroxyde d’hydrogéne H202 ...........ccccoeviiieiie i i 05
c) Par production de DaCtEriOCINES .........cceiieiiiieii it 05
d) Par production de I'enzyme arginine déSaminase ...........ccccceeveiieeieeiieiiesesieese e 05

Chapitre 2: Les lactobacilles vaginaux
1- Definition et données sur les lactobacilles VaginauX............cccceveviiiiiecieseeceece e e 07
2- CaArACLEIES GENBIAUX ...e.veveiverieieteitesietiesesteeeteeuestesaese s e etestese et eebesseseatesbessesestensessesessesseseesessennas 07

2-1- Caracteres MmorpholOGIGUES ........ccviiiiiecie ettt st e sre e 07



2-2- Caracteres métaboliques et DIOChIMIQUE .........ccooiiiiiiiiiie e 07

3- Caracteres PhYSIOIOGIQUES .......cviiiiiiiietiie ettt et e 08
3-1- EXIgences NUEITEIONNETIES ........coviiiiiiie i 08
4- Taxonomie €t ClasSITICATION ........ccviiiiiiiiii e sree e 08
Chapitre 3:

(=T 0] 0] o] [ [0 [V TS SRR 09
Lo DETINILION. ..o ettt et s e et e e e et e e e es e e e e n e e enae e et 09
p O 1 TS | =T ) OSSR 09
3- L’application des probiotiques au niveau vaginal ..........cccccoveriiriiieeiienieenies e 09

4- L’efficacité des probiotiques dans le traitement et la prévention des infections

VAGINAIES ...ttt b bbbt r et nr et e erean 10
a) Probiotiques et vaginose DACIEIIENNE ........c.coviviiieeie ettt 10
b) Probiotiques et vulvo-vaginite candidoSIQUE ..........ooeeiiieiiiieie e 11
5- 1’effet des ProDIOTIGUES .......oo.oiiii e e 11

Partie Il : la partie expérimentale
Chapitre 3. Matériels et méthodes

I ol =g ] (o g T =SOSR 12
2- ISOIBIMENT ...ttt bbbt bbb et e s nr st en et et eee e 12
3= TAENEITICALION. ...t et sr bbb bbb enes 12
3-1- Identification MOIBCUIAITE. .........ccueiviiieii e e 12
4- Mise en évidence in vitro de propriétés probiotiQUES.........cceeveveerieieiieeie e, 13
@) ACHIVIEE NEMOIYLIGUE ..ot r e e e enee e 13
b) sensibilité aux antibiotiques et détermination de Ia CMI.........c.cccocoeiiiiiiiiiie e 13
c) Activité hydrolase des SelS DIHAIIES..........c.ccceviiiiiiii e 13
5- Propriété fONCHONNEIHIE .......oeoeiee e et 13
a) Résistance aux conditions acides et aux sels DIliaires ............cccooeveiie i, 13
D) TOIErance auX IYSOZYMES .......eoviiieece ettt st s re e 14
c) Survie pendant le transit gastro-intestinal ...............cccovviii e 14
d) Activité antagoniste contre les agents pathogeNnes ..........cccccvviiiicie i 14
e) Capacités d'hydrophobICIE. ...........cooviiiiiie e e 15
f) Capacités d'auto-agrégation et de CO-agrégation ............cccovvvveieciiesiesee e 15
g) Production de peroxyde d'NYArogeNe .......cc.ecieiicie it 15
h) Formation du DIOTIIM ... 15

1) Production d'eXopolySaCCharides .........ccceeiveiiiiiie i 16



J) TeSt d'adNESION N VILFO ...ovevieiiieiice sttt et sttt se e es e e s 16

K) Production d'acide TACTIQUE ...........oeeiiiiiiiiie et 16
Chapitre 4 .Résultants et discussion

1- Isolement et identification des lactobacilles VaginauX ............cccceoeveiiiineninie i 17
2- ASPECE SECUNTERITE ...evvvieviriee et ettt ettt ettt et ettt et be e et e en s 19
2-1- ACHIVItE NEMOIYLIGUE ...ttt et e e e e 19
2-2- Activité hydrolase des sels biliaires (BSH) ........ccuooeriiriieiie e 19
2-3- Tolérance auX SelIS DIHAINES .......ccoocooiiiieiie s 19
2-4- Sensibilité auX antIDIOTIGUES ........oeiveriieieieee e s 22
2-5 TOIErance auX [YSOZYIMES ........oouiiiierieiiie et ettt sr s e 24
2-6 Survie pendant le transit gastro-iNtestinal .............ccooviiiiiiii i 25
2-7- Activité antagoniste contre les agents pathOgenes ..........cccoeeiriieininiiieie e 27
2-8- Capacité d'hydrophobiCItE .............coiiiiie e 28
2-9- AULO-GIEGALION ...ttt ettt e e b bttt b et b et en e e e 29
P (O I W oo o =0 (o] o O SRTRP PSPPI 31
2-11- Peroxyde d’hYAIOQENE .......civiiiiiieie ettt sttt e e e enae s e sre e e neenee e 31
2-12- Production d'acide TaCHIQUE .........ccceieeiueeie ettt s 32
2-13- Formation du DIOTIIM ..o 33
2-14- Production eXopolySaCCNAridES ........cccccveiueiieeieiiiiec et srae e 34
2-15- Test d’adhéSion I VILFO ......ccveiecieiiiciice ettt e e e enaesraesrenne s 34
CONCIUSION .. bbbttt b e b bttt e b bt e st ne et sn et naen ean 36
=T 0] [0 o =T o 1 L= USROS 38
AANINEXES ettt ettt et e a etk e eh e e e e e R e R e Rttt Re e R e e R e enre e e e snre e 43

Résumé



Liste des Tableaux

Tableau 1. Classification des probiotiques par genre €t SPECES. .......covciiererrerereeere e 09
Tableau 2. Proposition de criteres de sélection des probiotiques & application vaginale............cc.coceovennnnnnn. 10
Tableau 3. Analyse de nombre et pourcentage des souches Lactobacillus identifiées communs adoptée a

partir 3 études réalisées par (Pino et al., 2018 ; Aslim et Kilic, 2006 ; Al kassaa et al., 2014)............ccccvevenenn. 18
Tableau 4. Les résultats de la tolérance aux Sels DIlIaireS. ..........cccveiieiiiieciiie e 20
Tableau 5. Sensibilité aux antibiotiques mesurée par la méthode E-teSt..........ccccoveririiiiiieiiice e 23

Tableau 6. Tolérance au lysozyme, exprimé en taux de survie (SR %) des souches de lactobacilles vaginales
10=T (=TSO SSTOTR 24

Tableau 7. Survie (log ufc/mL) des souches de lactobacilles vaginaux pendant le transit gastro-intestinal in

1YL 0 TSRO 26
Tableau 8. Activité antimicrobienne contre les pathogénes gastro-intestinaux et urogénitauX............c..ccoevenee. 28
Tableau 9. Propriétés de surface du sous-ensemble de 10 souches de lactobacilles vaginaux.............ccceeueeee.. 29

Tableau 10. Capacités de production de peroxyde d'hydrogéne, de biofilm, d'exopolysaccharides, d'acide L-

et D-lactique des souches de lactobacilles VaginauX teSIEES. .........ccviveiieeie i ne 34



Liste des Figures

Figure 1 : Taux de survie des Lactobacillus spp Souches a pH 3 aprés 2 et 4 heures d'incubation (A) et a pH
2 aprées 2 et 4 heures d'iNCUDALION (B).....c..cuieiiireee ettt et sn e 20
Figure 2 : Adhésion (%) des lactobacilles & Caco-2 et aux cellules épithéliales vaginales VK2/EGE?7.......... 35



Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARNr 16s : Acide Ribonucléique 16 Svedberg

AV : aerobic vaginitis

Bac : Bacillus

Bf : Bifidobacterium

BHI : brain heart infusion

BSH : Bile salt hydrolase

C : candida

°C : Degreés Celsius

CI: Densité cellulaire avant transit

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

DNTP : désoxyribonucléotide triphosphate quelconque.
DO : La densité optique

E: Escherichia

EDTA : acide éthylene diamine tétra-acétique

En. faecalis : Enterococcus faecalis

EPS : Exopolysaccharide

Et : Enterococcus

FAO: Food and Agriculture Organization

G. vaginalis : gardnerella vaginalis

H : heur

HCL : Chlorure d’hydrogéne

Hela : une lignée cellulaire cancéreuse utilisée en biologie cellulaire et en recherche médicale.
ISO : International Organization for Standardization,
KCI : Le chlorure de potassium

L: Lactobacilles

LAB : les bactéries lactiques

Lac : Lactococcus

Li. monocytogenes : Listeria monocytogenes

LSM : lymphocytes separation medium



Milieu MRS : Gélose de Man, Rogosa, Sharpe
MgCl : Le chlorure de magnésium

NaCl : Chlorure de Sodium

NaOH : L'hydroxyde de sodium

OD : la densité optique

ODc : Un critere de coupure de la densité optique
P. pentosaceus : Pediococcus pentosaceus

PCR : Polymerase Chain Reaction

Pe: Pediococcus

pH : Potentiel Hydrogéene

S. aureus : Staphylococcus aureus

Sac : saccharomyces

SGJ: une exposition sequentielle au suc gastrique simulé
SIF: liquide intestinal simulé

S. pyogenes: Streptococcus pyogenes

S. pneumonia: Streptococcus pneumoniae

SR : Le taux de résistance

SR % : taux de survie

St @ Streptococcus

T : Température

Taq : thermostable isolée a partir de Thermus aquaticus
TDCA : l'acide taurodésoxycholique

WHO : World Health Organization



Introduction



Introduction

Introduction

La flore vaginale tient une place centrale dans la prévention des infections et
I’équilibre physiologique de I’appareil urogénital féminin (Bergogne et Berezin, 2007 ;
Lepargneur et Rousseau, 2002).

Chez une femme saine, la flore vaginale est un systeme bactérien dynamique et
mouvant qui évolue en fonction des différents stades de la vie génitale. Ce systéme subit des
variations suivant I’imprégnation hormonale (estrogenes), 1’age, la contraception, I’hygiene et
’activité sexuelle de la femme (Bergogne et Berezin, 2007 ; Lepargneur et Rousseau, 2002).

La flore microbienne normale est principalement constituée de lactobacilles, appelés
également bacilles de Ddderlein, qui forment un biofilm sur la muqueuse. Les lactobacilles
génitaux grace a leurs propriétés antimicrobiennes assurent I’essentiel de la défense
microbienne en inhibant la croissance, I’adhésion ou I’expansion d’autres micro-organismes.

L’équilibre écologique de la flore de Ddderlein est parfois perturbé par 1’utilisation de
médicaments tels que les antibiotiques, les antifongiques ou les contraceptifs oraux. Des
dispositifs a usage local peuvent également déséquilibrer la flore. Enfin, certains états peuvent
étre associés a un déséquilibre de la flore vaginale comme la grossesse ou une immuno
dépression. Cette perturbation de 1’équilibre microbien de la flore vaginale favorise le
développement de bactéries commensales ou I’infection par des pathogénes exogénes, la flore
urogénitale est en effet remplacée par une flore pathogéne : majoritairement Gardnerella
vaginalis accompagnée de germes anaerobies pour la vaginose, Candida albicans pour les
vaginites a levure et Escherichia coli pour les infections urinaires. En plus de ces
désagréments, ces pathologies peuvent s’aggraver et engendrer des fausses couches, des
infections de la partie haute de I’appareil génital ou augmenter le risque d’acquisition du virus
du sida (Reid, 2001).

Ainsi, la flore vaginale est un élément de défense non négligeable contre les infections
urinaires et vaginales touchant les femmes. Pour traiter ces pathologies, le recours aux
antibiotiques et aux antifongiques est souvent de premiere intention. Néanmoins, ces
traitements ne permettent pas toujours de retrouver une flore vaginale saine or cela permettrait
d'éviter les récidives. Ainsi depuis quelques années, l'intérét s'est porté sur I'utilisation des
probiotiques susceptibles de maintenir et de restaurer une flore vaginale normale.

Les lactobacilles vaginaux ont été découverts dans les années 1890 par Doderlein qui
décrivit la flore vaginale comme homogeéne et constituée de bacilles Gram positif. Par la suite,

dans les années 1900, Metchnikoft fut le précurseur de ’utilisation de lactobacilles dans le but

-
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de restaurer la microflore intestinale via la consommation de laits fermentés. Puis, dans les
années 1930, Molher et Brown furent les premiers a proposer un traitement des vaginites et de
la vaginose par [I’application d’une culture de bacilles de Doderlein. L’idée de la
bactériothérapie contre les infections vaginales est ainsi née, les lactobacilles du tractus
vaginal sont essentiels pour se protéger contre les infections microbiennes.

Le role protecteur des lactobacilles vaginaux repose sur deux mécanismes principaux.
Le premier mécanisme de protection est l'adhésion spécifique des lactobacilles au tissu
vaginal, ou la formation d'un biofilm peut inhiber l'adhésion des micro-organismes vaginaux
pathogénes par plusieurs mécanismes (Borges et al., 2014 ; Borges et al., 2016 ; Boris et al.,
1998). Le deuxieme mecanisme de protection est la production de substances
antimicrobiennes (Verdenelli et al., 2014).

Les probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantité adéquate, confeérent un avantage pour la santé¢ de 1’hote (Matthew et
al., 2006). Les probiotiques les plus étudies appartiennent aux genres Lactobacillus et
Bifdobacterium, qui ont été fréquemment associés a des effets bénéfiques sur la santé chez les
humains et les animaux, (Soccol et al., 2010 ; Di Gioia et al., 2018). Les probiotiques
améliorent les réponses du systeme immunitaire, la consistance des selles et la densité des
lactobacilles vaginaux (Khalesi et al., 2018 ; Singh et al., 2017).

L’objectif principal de ce présent manuscrit est porté sur 1’étude du potentiel
probiotique des lactobacillus vaginaux pour future utilisation dans le domaine alimentaire ou
pharmaceutique.

Pour cela, une étude sous forme d’un article pris comme matériel et méthode (partie
pratique) puis les résultats de cette étude sont analysés et comparé avec les résultats d’autres
travaux en relation avec I’intitulé du manuscrit.

La rédaction de notre document se décline en 3 chapitres :

La premiere partie relative a 1’étude bibliographique comprenant trois chapitres, le
premier sur ’écosystéme vaginale, le deuxiéme comporte des généralités sur les lactobacilles
vaginaux, et le troisieme sur des généralités sur les probiotiques.

La deuxieme partie expérimentale concernant le mateériel et les méthodes utilisés. En
Outre, dans cette partie, nous présentons les résultats obtenus et discussions. Enfin une

conclusion résumant les différents résultats obtenus et les perspectives de ce travail.

-
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Chapitre 1 L’écosysteme vaginal

1-L’écosystéeme vaginal :

C’est un systéme biologique constitu¢ d’éléments « biotiques » (cellules vaginales et
flore commensale) et « abiotiques » (sécrétions vaginales) présents dans un état
d’interdépendance au sein d’un biotope, le vagin ( Lefévre , 2002 ). Le vagin est une zone
sensible du corps de la femme et il représente un écosystéeme qui est parfaitement équilibré
lorsque la femme est en bonne santé. Les éléments importants d’un écosystéme sain sont : une
muqueuse bien constituée et intacte assurant I’humidité et I’élasticité nécessaires, et une flore
vaginale naturelle (Djamili, 2010).

2- La microflore de Doderlein :

En 1892, le Professeur Albert Sigmund Gustav Doderlein (1860 — 1941) décrivit pour
la premiere fois la flore vaginale : il la pensait homogéne et constituée de bactéries a Gram
positif. Depuis ces bacilles sont encore souvent appelés de son nom (bacille de Doderlein),
bien que les essais d’identification et de classification de Beijerink en 1901 en aient fait des
lactobacilles dont on a commencé a différencier les espéces en 1960, pour en déterminer
presque définitivement la composition ces dernieres années grace a la biologie moléculaire
(Rogosa et Sharpe. 1960). La microflore de Doderlein est composée d’une a plusieurs
especes de lactobacilles. la composition de la microflore vaginale a été revue par
identification génomique et les espéces les plus couramment rencontrées sont majoritairement
L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii et L. Iners et puis L. vaginalis, L. ruminis, L. oris et L.
reuteri (Antonio et al., 1999 ; Falsen et al., 1999 ; Song et al., 1999 ; Vallor et al., 2001 ;
Tarnberg et al., 2002).
3-Les facteurs favorisants de la flore vaginale :

a) Facteurs physiologiques : Grossesse, cycle menstruel et le stress.

b) Facteurs pathologiques : Maladies endocriniennes, le sida et les troubles nutritionnels.
c) Facteurs thérapeutiques : Antibiotiques et les contraceptifs oraux.

4-La microflore vaginale saine :

La flore vaginale saine est composée de 5 a 6 especes de micro-organismes avec un
état d'équilibre entre les germes pathogénes et non pathogénes, ces derniers sont composes
essentiellement de germes saprophytes (qui vivent sur un héte sans entrainer de maladie) et en
particulier les bacilles de Doderlein qui représentent environ 95 % de la flore vaginale

globale, les sécrétions vaginales sont constituées de 10 8 a 10 9 germes/ml (Abbara, 2012).

.



Chapitre 1 L’écosysteme vaginal

5-Le déséquilibre de la microflore vaginale :

a) Facteurs de désequilibre :

Les lactobacilles dominent la microflore normale, mais ils coexistent avec une
multitude d’autres espéces dont des pathogénes potentiels. Une rupture de cet équilibre peut
étre un facteur qui induit des infections (Maggi et al., 2000).

Les causes de déséquilibre sont multiples (Barbes et Boris, 2009) :
* hormonales dans les cas de troubles de la sécrétion glycogénique lors d’une grossesse,
d’alcalinisation du milieu vaginal lors des périodes de menstruation, de la prise de
contraceptifs oraux et de la ménopause.
* physiques dues a certaines habitudes sexuelles, une mauvaise hygiéne intime, 1’utilisation
de spermicides, de diaphragmes, de dispositifs intra-utérins et parfois de tampons.
* pathologiques dans le cas de patientes diabétiques ou immunodéficientes.

b) Mécanisme des infections :

Le mécanisme des infections vaginales peut s’expliquer par une cascade de
changements de population. Les facteurs cités precédemment induisent en parallele une
augmentation du pH et une diminution des lactobacilles, laissant alors a la plupart des
pathogenes la possibilité de se développer (Pybus et Onderdonk, 1999). En effet, le pH est un
bon indicateur de 1’équilibre ou du déséquilibre de la microflore. En absence d’infection, le
pH est voisin de 4 sauf en période de menstruation ou il Augmente (Rousseau, 2004).
Neamoin, le pH est supérieur a 4,5 dans les cas infectieux de vaginose bactérienne, de
vaginite parasitaire ou de vaginite a lactobacilles. En titre d’exemple, un pH vaginale élevé
dans la gamme de pH 5,0 a pH 6,5 suggere un diagnostic de pathogénes bactériens
(Caillouette et al., 2005) alors dans le cas ou le pH est inférieur a 4 suggére un diagnostic de
vaginite a levure (Lepargneur et Rousseau, 2002).

c) Lavaginose bactérienne :

La vaginose bactérienne est une infection tres fréquente chez les femmes en age de
procréer, traduisant un déséquilibre profond de 1’écosystéme vaginal. En dehors de la
grossesse, C’est une pathologie bénigne, mais qui peut avoir un retentissement psychologique
important chez les femmes pour qui la vaginose bactérienne devient une pathologie chronique
et récidivante.

d) La candidose vulvo-vaginale :
La candidose vulvo-vaginale est une pathologie infectieuse due a une levure du genre

Candida, affectant un grand nombre de femmes en age de procréer. Cette pathologie peut

.
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devenir chronique, on parle alors de candidose vulvo-vaginale récidivante, caractérisée par la

survenue de plus de quatre épisodes infectieux par an. On distingue deux types de candidoses

- la candidose vulvo-vaginale récidivante primaire, idiopathique, sans aucun facteur
prédisposant.
- la candidose vulvo-vaginale récidivante secondaire, ou 1’on retrouve un ou plusieurs facteurs
prédisposant (Amouri et al., 2010).
6- Action des lactobacilles vis-a-vis des germes pathogénes :

Les lactobacilles occupent un rdle primordial dans la protection de I'écosysteme
vaginal. Ils constituent une premiére ligne de défense contre des micro-organismes
responsables d'infections diverses (Lepargneur et Rousseau 2002).

6-1- Inhibition de la croissance du pathogene :

a) Par production d'acide lactique :

La principale molécule responsable de I’acidification du vagin est 1’acide lactique.
Elle est synthétisée via la fermentation lactique du glycogéne présent dans le fluide
vaginal par les lactobacilles (produisant les formes D- et/ou L- lactate) et par
I’épithélium (produisant seulement la forme L -lactate).

b) Par production de peroxyde d*hydrogene H202 :

La production de peroxyde d’hydrogéne (H202) semble étre une caractéristique de
grande importance des lactobacilles vaginaux. En effet, 96 % des femmes saines ont une flore
a lactobacilles producteurs de peroxyde d’hydrogéne contre 3,5 % des femmes atteintes de
vaginose bactérienne (Eschenbach et al., 1989). L’action de la molécule de peroxyde
d’hydrogene est améliorée par la présence de myéloperoxidase et d’halogénures, qui sont tres
abondants au niveau de la muqueuse utérine et dans le fluide vaginal (Martin & Suarez,
2010). Le peroxyde d’hydrogéne produit par les lactobacilles a donc la capacité de tuer de
facon non spécifique d’autres bactéries, particulierement celles qui ne possedent pas le
systéme catalase-peroxydase (Lepargneur & Rousseau, 2002).

c) Par production de bactériocines :

Certains lactobacilles produisent des bactériocines appelées des bactériocines-like. Ce
sont des substances protéiques qui possédent une activité bactéricide et plus largement
microbicide avec un spectre d’action plus ou moins large.

d) Par production de I'enzyme arginine désaminase :

La production d’arginine désaminase par une flore saine constituée de lactobacilles est

.
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un autre mécanisme de défense trés intéressant qui perturbe [’activité des bactéries
pathogénes. Elle empéche I’action de I’arginine décarboxylase et donc la décarboxylation des

acides aminés (Lepargneur et Rousseau, 2002).
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1-Définition et données sur les lactobacilles vaginaux:

Le Lactobacillus acidophilus vaginalis ou bacille de Doderlein est I'un des principales
espéces probiotique qui est présente naturellement (isolés ou associés) dans la flore vaginale.
Quelques centaines de millions de ces germes par millilitre constituent un biofilm protecteur
sur la muqueuse vaginale et sont garants de I'équilibre local (Lachlak, 2006). Elles portent le
nom du gynécologue allemand Albert Doderlein qui I'a découverte en 1892. Les lactobacilles
les plus freguemment retrouvés dans les vagins de femmes normales sont respectivement L.
crispatus (48,3 %), L. jensenii (25,3 %), L. gasseri (23,5 %), L. iners (20,5 %). En raison des
variations naturelles, toutes les femmes ne sont pas sensibles aux mémes lactobacilles. De
trés nombreuses autres especes de lactobacilles peuvent étre retrouvées avec une fréquence
plus basse : L. rhamnosus, L. reuteri, L. fermentum (Bouhbot, 2007).

2- Caracteres genéraux :

Les lactobacilles vaginaux sont trés hétérogenes au plan de leur morphologie, de
leur métabolisme et de leur phylogénie. Cette hétérogeneité est reflétée par les valeurs de G +
C (%) qui varient de 32 a 55% (Madigan et Martinko, 2007).

2-1- Caracteres morphologiques :

Les souches de lactobacilles sont des bactéries a Gram positif. Genéralement les
cellules se présentent sous la forme de bacilles longs et fins (parfois incurvés) d'autres plus
courts et courbés, leur dimensions est de 0,5-1,2um /1-10um. Les lactobacilles sont non
sporulés, genéralement immobiles (pour les souches mobiles, la ciliature est péritriche). 1solé,
parfois groupé en paire ou en chaine (Prescott et al., 2001). La taille du génome des
Lactobacillus est comprise entre 1,9 - 3,3 Mb (Madigan et Martinko, 2007).

2-2- Caractéres métaboliques et biochimique :

Les lactobacilles possédent un métabolisme fermentatif et présentent des exigences
nutritionnelles complexes (Madigan et Martinko, 2007). La production d'acide lactique issue
du métabolisme fermentaire représente au moins 50% des produits de fermentation. En outre,
elles ne liquéfient pas la gélatine, ne produisent pas l'indole ni I'hydrogéne sulfureux. Le
manganeése joue un rble important pour les bactéries lactiques en les protégeant de la
toxicité de lI'oxygene de méme, elles produisent des quantités abondantes d'acide lactique par

fermentation de substances hydrocarbonées.
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3- Caractéres physiologiques :

Les lactobacilles sont des microorganismes micro-aerophiles ou anaérobies. La
croissance sur des milieux solides est généralement stimulée par une réduction de la tension
en oxygene et par l'adjonction de 5 a 10 % de dioxyde de carbone (Prescott et al., 2001).
Quelques espéces ne cultivent qu'en anaérobiose lors de I'isolement. La température optimale
de croissance est généralement comprise entre 30 et 40°C (Madigan et Martinko, 2007),
certaines souches de lactobacilles dites « thermophiles » restent viables & 55 °C (Tailliez,
2004). Ces bactéries résistent trés bien aux conditions acides et peuvent se développer au pH
proche de 4.

3-1- Exigences nutritionnelles :

Les lactobacilles sont en principe incapable d'effectuer la synthese des acides aminés,
et doivent par consequent faire appel a des sources exogénes pour assurer leur métabolisme ce
qui explique leur polyauxotrophie (Leveau et Bouix, 1993). Lactobacillus est caractérisé par
son exigence aux multiples vitamines, bien plus que I'homme. Les vitamines les plus
communément indispensables aux microorganismes sont la thiamine (B1), la biotine et la
pyrodoxine (B6) (Madigan et Martinko, 2007).

4- Taxonomie et classification:

La taxonomie a longtemps reposé sur les critéres morphologiques et biochimiques
permettant de différencier les espéces et de caractériser des variantes au sein d'une méme
espece. Selon le Bergy's manuel, les lactobacilles sont classes comme suit :

Domaine : bactéria, embranchement : Firmicutes, classe : Bacilli, Ordre : Lactobacillales,
famille : Lactobacillales, genre : Lactobacillus, especes: L. crispatus, L. vaginalis, L.

rhamnosus, L. acidophilus (Whitman et al., 2009).
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1- Définition :

Le terme « probiotique » signifie « pour la vie » et désigne des microorganismes
vivants qui, ingérés en quantité appropriée, produisent un bénéfice pour la santé de I’héte qui
vont au dela des fonctions nutritionnelles de base. (Ezzariga, 2015).
2-Classification :

Les probiotiques sont constitués de bactéries ou de levures (Tableau 1) (Faure et al.,
2013) et naturellement présents chez I’homme, notamment au niveau de la flore digestive.
Une souche probiotique est classée par genre puis par espéce et possede une désignation

alphanumérique. 11 existe une nomenclature spécifique reconnue.

Tableau 1: Classification des probiotiques par genre et especes.

Genre Espéce

Lactobacillus L.rhamnosus, L.acidophilu, L.casei, L.
bulgaricus, L .gasseri, L. reuteri, L.

plantarum, L. sporogenes.

Bifidobacterium Bf. Longum, Bf. Breve, Bf. Infantis, Bf.
Bifidum, Bf. Adolescentis.
Lactococcus Lac. Lactis, Lac. cremoris
Streptococcus St. Thermophilus
Enterococcus Et. Faecium
Pediococcus Pe. Acidilactici
Bacillus Bac. Cereuse, Bac. Subtilis, Bac.

Pumilus, Bac. Clausi, Bac. Megateruim,

Bac. laterosporus

Saccharomyces Sac. Cerevisae, Sac. Bourlardii

3-L’application des probiotiques au niveau vaginal :

L’application des probiotiques au niveau vaginal est une voie en pleine expansion.
L’écosystéme vaginal est moins complexe que 1’écosystéme intestinal. En effet, seul un
groupe de bactéries composé de lactobacilles et constituant la flore de Doderlein domine a
95% : il joue un rdle essentiel dans la protection de la muqueuse vis-a-vis des pathogenes.

Dans les années 1930, Mohler et Brown furent les premiers a proposer un traitement
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des vaginites et de la vaginose avec une culture de bacilles de Doderlein.

Tableau 2 : Proposition de critéres de sélection des probiotiques a application vaginale.

Critéeres De Sécurité

souche isolée du vagin d’une femme saine.

¢ historique de non pathogénicite.

e pas de transmission possible de génes de résistance
aux antibiotiques.

e pas de dégradation excessive du mucus.

Critéres fonctionnels o adhésion aux cellules vaginales et persistance dans
le vagin.

e production de substances antimicrobiennes
(notamment peroxyde d’hydrogeéne) et antagonisme
vis-a-vis des pathogenes (notamment compétition
d’adhésion).

o cffets sur la santé documentés.

Criteres technologiques e stabilitée au cours des procédés de production et
dans le produit fini.

e conservation des propriétés probiotiques apres
production.

e relargage rapide des souches en dehors de la

matrice apres introduction dans le vagin.

4-L’efficacité des probiotiques dans le traitement et la prévention des infections
vaginales :
a) Probiotiques et vaginose bactérienne :

Gardnerella vaginalis, présent majoritairement dans la vaginose bactérienne, est
sensible aux acides organiques et/ou au peroxyde d’hydrogene sécrété par les lactobacilles de
la flore vaginale. Ainsi la seule mesure consiste a rééquilibrer la flore, ce qui suggére que les
probiotiques ont un intérét (Faure et al., 2013 ). Les souches probiotiques de L. fermentum et
de L. rhamnosi ont été utilisées avec des résultats médiocres dans l'infection vaginale, ce qui
peut s'expliquer par le fait qu'elles ne sont pas normalement présentes dans le vagin.Les

antibiotiques prescrits lors d'une vaginose bactérienne n'ont qu'une action ponctuelle sur le
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microbiote vaginal et ne peuvent pas toujours résoudre la dysbiose présente au cours
de l'infection. La présence de L. crispatus est inversement corrélée a la présence des micro-
organismes responsables de la vaginose bactérienne.
b) Probiotiques et vulvo-vaginite candidosique :

Candida albicans est inhibé par le peroxyde d'hydrogene produit par les lactobacilles.
La recolonisation vaginale par l'utilisation de L. acidophilus permettrait de restaurer le pH
vaginal et d'activer la croissance normale de la flore bactérienne. Dans la prévention des
récidives, l'utilisation des probiotiques est discuté. Des études in vitro ont montré que les
lactobacilles peuvent inhiber la croissance de C. albicans et/ou son adhérence a I'épithélium
vaginal. Les résultats de certains essais cliniques supportent I'efficacité de certaines souches
de lactobacilles telles que L. acidophilus, L. rhamnosus GR-1 et L. fermentum RC-14
administrés soit oralement, soit par voie vaginale. Ces derniers permettraient une
colonisation du vagin et la prévention de la colonisation et de l'infection par C.
albicans (Faure et al., 2013) .
5-L’effet bénéfiques des probiotiques :
Les principaux effets bénefiques sont:
- Prévention et traitement des diarrhées.
- Atténuation de I’intolérance au lactose.
- Prévention des allergies atopiques.
- Diminution du risque de réapparition des infections urinaires.
- Prévention et retardement de 1’apparition de certains cancers.
- Prévention et thérapie des vaginoses bactériennes.
- Réduction du taux de cholestérol et prévention de certaines maladies cardio-vasculaires.
- Modulation et stimulation de la fonction immunitaire.

- Prévention et traitement de 1’infection par Helicobacter pylori.
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La partie matériel et méthodes est inspiré a partir de ’article de : « detection of
vaginal lactobacilli as probiotic candidates «, Puis les résultats obtenu (recueillis) sont discuté
avec d’autres travaux menées par d’autres recherches en relation avec la thématique du
manuscrit du mémoire.

1 - échantillonnage :

30 candidates agees de 18-36 ont été incluses dans cette étude. Les candidates ayant
les menstruels réguliers et une cytologie vaginale normale et ne présentant aucune maladies
ou sous traitement a but lucratif.

2- isolement :

L’isolement des souches est fait a partir des échantillons de pertes vaginales selon
(Handwerger et al., 1994). La gélose MRS et BHI en plaque additionné de 0.05% CYS sont
utilisé pour I’isolement des souches. Aprés incubation a 37 °C pendant 24 a 48 h, des colonies
sont sélectionnées au hasard et purifiées trois fois.

Toutes les colonies sont testé pour la présence de la catalase et examiner sous
microscope apres coloration de GRAM avant d’étre stocker a -80 ° C dans une culture liquide
contenant 20% de glycérol.

3- Identification:

Les souches ont été sujets a d’autres test d’identification a savoir, le test de mobilité,
La production de gaz a partir du glucose, la croissance a différentes temperatures (15, 45 et 50
°C ) et la tolérance a différentes concentration en sel (bouillon MRS avec 2, 4 et 6.5 % de
NaCl) .

Les souches ont été également examinées pour leur capacité de fermenter les hydrate
de carbones en utilisant I’API 50 CHL.

3-1 - L’identification moléculaire:

Les souches sont identifiées génotypiquement a 1’échelle de I’espece par I’analyse
partielle du gene (ADNr 16s) codant ARNr 16s. L’ADN génomique des souches est extrait
selon la technique décrite par (Pino e tal., 2018). La concentration et la pureté de 'ADN ont
été determinées a l'aide du NanoDrop 2000. L'intégrité et la taille de 'ADN ont été vérifiées
par électrophorése sur gel d'agarose a 1,0 % contenant le colorant de gel d’acide Nucléique
GelRed. Les isolats de Lactobacillus ont été identifiés au niveau du genre en utilisant les
paires d'amorces LbLMAL-rev et R16-1 selon (Dubernet et al., 2002). Les isolats présentant
des produits d'amplification ont été soumis a une PCR spécifique a l'espéce, en utilisant les
paires d'amorces et les conditions citées dans le tableau (4, 6, 7).

Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume finale de 50 pL, contenant 25 ng
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d’ADN matrice, 2,5 U d'ADN polymérase Taq, Tris-HCI 10 mM (pH 8,4), KCI 50 mM,
MgCI12 1,5 mM, 200 uM de chaque dNTP et 10 pmol de chaque amorce. Les produits de PCR
ont été résolus par électrophorése en utilisant un gel d'agarose a 1,0 % dans du tampon TBE
1X (89 mM Tris-borate, 89 mMacide borique, EDTA 2 mM; pH 8,0) et visualisé aprés
coloration avec Gel Red Nucleic Acid Stain.

4- Mise en évidence in vitro de propriétés probiotiques :

a) Activité hémolytique :
les souches de Lactobacillus, cultivées dans un bouillon MRS pendant 18 a 24 h a 37
°C, sont ensemencées par des stris sur des plaques de gélose au sang contenant du sang de
mouton et incubées dans des conditions anaérobies a 37° C pendant 24 a 48h .
L'activité hémolytique a été détectée visuellement et distinguer comme B-hémolyse,
a-hémolyse ou y-hémolyse en basant sur ’apparition d’un halo claire, halo vert ou absence de
zones autour des colonies respectivement. S. pyogenes ATCC 19615 et S. pneumoniae ATCC

6303 sont utilisées comme témoin positif.

b) Sensibilité aux antibiotiques et détermination de la CMI:

Les souches sont considérées résistantes ou sensibles a un antibiotique selon les
concentrations critiques (breakpoints) proposées par 1’efsa. En outre, la résistance a 1’égard
(contre, envers) de 4 autres antibiotiqgues (metronidazole, nitrofurantoin, norfloxacin,
trimethoprim/sulfamethoxazole,) non inclus dans la liste d’EFSA a été déterminée selon
(stsepetova et al., 2017) .

La CMI a été déterminé par la méthode des E-test en utilisant le milieu LSM agar

selon les recommandations décrites dans la norme 1SO 10932/IDF 223.

c) Activité hydrolase des sels biliaires :

L’activité BSH a ¢été déterminée en suivant la méthode décrite précédemment par
(Caggia et al., 2014) .

L’apparition d’un précipité autour des colonies est estimée comme signe positif. En
basant sur la confluence (quantité du précipitat), chague souche est considéré comme
élevé‘(+++), intermédiaire (+ +), faible (+) ou aucune. La souche L. acidophilus DRU est
utilisée comme contrdle positive.

5- Propriétés fonctionnelles :

a) Résistance aux conditions acides et aux sels biliaires :

La résistance des lactobacillus envers I’acidité a été estimée sur MRS ajusté a ph 2 et
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3. MRS 6.2 est utilisé comme contr6le. Les souches sont subcultivées 2 fois dans Le
bouillon MRS, puis une suspension bactérienne est inculée dans les bouillons acidifiés.
L’estimation des comptes viables ont été faites immédiatement apres I’inculation (Oh) et apres
2h et 4h d’incubation a 37° C.

Le taux de résistance (SR) des souches est déterminé en basant sur le nombre des

cellules finales et initiales compté sur MRS agar aprées 48h d’incubation.

b) Tolérance aux lysozymes :

L’¢évaluation de La tolérance des souches sélectionnées au lysozyme c'était par
(Caggia et al., 2015 ; Pinto et al., 2006). Ont a prélevé des aliquotes a 0, 30 et 120 min, ont
été opportunément diluées et les bactéries viables (cfu/mL) ont été dénombrées par étalement
sur gélose MRS. Une suspension bactérienne dans une solution d'électrolyte stérile sans

lysozyme a été utilisee comme témoin.

c) Survie pendant le transit gastro-intestinal :

La capacité des lactobacilles a survivre pendant le transit gastro-intestinal (Gl) a eté
déterminée in vitro sur du suc gastrique simulé (SGJ) et sur du liquide intestinal simulé (SIF),
comme décrit par (Pithva et al., 2014) avec de légeres modifications.

En détails, SGJ (0,3 % pepsine, 0,5 % NaCl, ajusté a pH 2 en ajoutant 1 M HCI) et
SIF (0,1 % pancreatine, 0,5 % sel biliaire, 0,5 % NaCl, 0,4 % phénol, ajusté a pH 8 en
ajoutant 1 M NaOH) ont été préparés immédiatement avant utilisation et stérilisés a I'aide d'un
filtre en acétate de cellulose de 0,22 um (filtres Minisart, Sartorius, Goettingen, Allemagne).
Tous les produits chimiques ont été obtenus aupres de Sigma Aldrich (St. Louis, MO).

Les cellules bactériennes, issues de cultures d'une nuit, ont été récoltées par
centrifugation et remises en suspension dans une solution de tampon phosphate (PBS), pour
obtenir une suspension bactérienne a 109 cellules/mL.

La suspension cellulaire obtenue a été mélangée avec du SGJ et incubée pendant 2 h a
37 ° C, dans des conditions microaérophiles sous agitation (200 tr/min). Les cellules, culottées
par centrifugation, ont été remises en suspension dans du SIF et incubées a 37°C pendant 3 h.

Les cellules traitées SGJ et SGJ-SIF ont éte diluées en série, et étalé sur gélose MRS

pour la détermination de la viabilité cellulaire.

d) Activité antagoniste contre les agents pathogénes :
Les lactobacilles ont été testés pour l'activité antagoniste en utilisant les souches E.
coli ATCC 700414, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 6538, L. monocytogenes DSM
12464, G. vaginalis ATCC 14018, C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 14243, C.
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glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 90018, C. lusitaniae ATCC 200951 et C.
tropicalis ATCC 13803 comme bactéries cibles. Le dosage a €té réalisé par le spot test sur
gélose.

Aprés 48 h d'incubation, I'apparition de zones d'inhibition autour des taches de
lactobacilles a été détectée visuellement et, sur la base des diametres, les résultats ont été
exprimés par : (-) pas de zone d'inhibition ; (+) zone d'inhibition < 10 mm ; (++) zone

d'inhibition entre 11 et 20 mm ; (+++) zone d'inhibition >20 mm.

e) Capacités d'hydrophobicité :
L’hydrophobicité est déterminée selon la méthode décrite par (Caggia et al., 2015).
Des souches de lactobacilles vaginaux ont été soumises & un test d'hydrophobicité de la
surface cellulaire (H%) qui est mesuré par la différence entre la densité optique initial et final.

f) Capacités d'auto-agrégation et de co-agrégation :

La technique décrite par (Solieri et al., 2014) a été appliquée pour I’étude de la
capacite d'auto-agrégation (Auto-A%) et de co-agrégation (Co%) de nos souches
lactobacilles. Certains lactobacilles pourraient se co-agréger a des pathogeénes tels que
Candida albicans, C. glabrata, E. coli ou G. vaginalis empéchant 1’expansion de ces souches

pathogenes.

g) Production de peroxyde d'hydrogene :

La production de peroxyde dhydrogene (H202) semble étre une caractéristique de
grande importance des lactobacilles vaginaux. La mise en évidence de la présence d H202 a
été évaluée pour les souches de lactobacilles qui ont été cultivées sur gélose MRS agar
(contenant 0,25 mg/mL de 3,3- 5,5 tétraméthylbenzidine et 0,01 mg/mL de HRP peroxydase
de raifort), en anaérobiose, pendant 72h. Les plaques d’agar ont été exposées a lair et la
production d’H202 est évaluée en basant sur le temps nécessaire pour l'apparition d'une
coloration bleue.

Les souches testées sont classées comme suit ; faible (score 1, temps > 20 min),
moyenne (score 2, t entre 10-20 min) et élevée (score 3, temps < 10 min). Un Score de 0 a été
attribué pour les souches n’ayant produits aucune coloration. L. acidophilus ATCC 4356 est

utilisée comme témoin positif. (Pino et al., 2018).

h) Formation de biofilm :
Les Lactobacilles vaginales présentent la premiéere étape de la formation des biofilms

sur les parois du vagin, ce qui empéche La croissance et la prolifération des microorganismes

.
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pathogénes. La capacité des souches vaginales a développer un biofilm a été démontrée selon
(Ibarreche et al., 2014).

La densité optique (DO) a été mesurée & 570 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques
(iMark Microplate Reader, Biorad). Le milieu MRS dépourvu d’inoculum a été inclus comme
contréle négatif. Un critére de coupure de la DO (ODc) a été considéré sur la base de trois
écarts-types au-dessus de la valeur moyenne de la DO enregistrée pour le controle négatif. Les
souches ont été considérées comme non productrices de biofilm (OD < ODc) ; producteurs
faibles (ODc< OD<2x ODc) modérés (2 x ODc<OD <4 xODc) solides (4 xODc<OD
<8x0ODc) et de tres forts producteurs de biofilms (8 x ODc<OD) (Santos et al., 2016).

i) Production d'exopolysaccharides :
Les EPS sont connues pour leurs actions bénefiques aux lactobacilles. Elles les
protegent contre la phagocytose et les bactériophages, les toxines et les bactériocines.
La production d’EPS est estimée quantitativement par la méthode dite phénol/acide sulfurique
selon (Torino et al., 2001) . La quantité d'exopolysaccharide total (exprimée en mg/L) a été

estimée en utilisant le glucose (50 a 500 mg/L) comme étalon. (Dubois et al., 1956).

J) Test d'adhésion in vitro :
Les souches de lactobacilles ont été étudiées pour leur capacité d'adhésion en utilisant
a la fois des cellules épithéliales vaginales humaines normales (VK2/E6E7 ATCC-CRL-2616)
et des cellules épithéliales Caco-2 (ATCC HTB-37)selon (Petrova et al. ,2018).Les lignées
cellulaires Caco2 ou VK2/EGE7  differenciées ont été lavées deux fois avec du PBS 1x
préchauffées, puis incubées pendant 1 h avec 1,5 ml de 107 cellules bactériennes, apres
incubation a 37C pendant 1 h, les cultures de cellules épithéliales ont €été lavées deux fois avec
du PBS préchauffé. Par la suite, 100 ul de trypsine-EDTA (1x) ont été ajoutés a chaque puits
et incubés pendant 10 min a 37C.
Enfin, 900 ul de PBS ont été ajoutés, mélangés et des dilutions en série ont été
étalées. Les plaques ont été incubées a 37C pendant 72h.
Le taux d'adhérence a été calculé en comparant le nombre de cellules adhérentes au

nombre de cellule original ajouté a la suspension bactérienne (107 UFC/ml).

k) Production d'acide lactique :
La concentration et le type d'acide lactique produit par les souches de lactobacilles ont
été déterminés sur le surnageant de culture sans cellules a l'aide du kit L (+) et D (-) lactate
déshydrogénase (Megazyme International Ireland Ltd., Co. Wicklow, Ireland), conformément

aux instructions du fabricant.

5
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Les dosages étaient spécifiques a la fois pour I'acide D-lactique et l'acide L-lactique.
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1- Isolement et identification des lactobacilles vaginaux :

Dans cette étude, les échantillons ont éte prélevés a partir de I'écosysteme vaginal de
trente (30) candidates en bonne santé. Trois cents (300) échantillons ont été isolés. 261
souches d'entre eux ont été attribuées au genre Lactobacillus qui étaient sélectionnées et
examinées par des tests in vitro pour évaluer leurs propriétés probiotiques. L’identification
phénotypique et génotypique des souches a montré que 261 souches appartiennent au genre
lactobacillus. La Pcr spécifique pour I’identification a I’échelle de I’espéces a révéle que les
souches isolées appartiennent a 8 espéces, qui sont comme suit ( a savoir) : L. crispatus (4
souches), L. gasserie ( 6 souches ) , L. helveticus ( 8 souches ) , L. rhamnosus ( 3 souches )
, L. salivarus ( 5 souches).

Selon des études précédentes, l’identification de souches appartenant au genre
lactobacillus, a travers les outils d’identification a montré que les souches principales isolées
a partir du vagin appartiennent a I’espéce L. gasseri, L. salivarius et L. crispatus. Ces especes
sont largement reconnues comme indicateurs d'un microbiote vaginal sain (Hitt et al., 2016 ;
Zhou et al., 2007).

(Ravel et al., 2011 ; Wijgert et al., 2014), ont reporté que 1’espéce L. iners est parmi
les lactobacillus qui prédomine le microbiote vaginal, cependant 1I’identification en utilisant
les outils culture-dépendante n’ ont révélé aucune souche appartenant a cette a cette espece.
Cela pourrait étre di a ses exigences nutritionnelles strictes et a sa trés faible tolérance a
I’oxygeéne. Ces résultats obtenus sont en accord avec ceux obtenu par (Parolin et al., 2015) ou
aucune souche de ’espéce L. iners n’a été isolée.

Le type de communauté vaginale dominé par L. iners semble étre moins stable que les
autres types de communauté et est plus associé a la dysbiose vaginale, puisque elle possede
des variantes clonales qui, dans certains cas, favorisent un vagin sain et, dans d'autres cas,
sont associées a la dysbiose et une maladie (Petrova et al., 2017 ; Macklaim et al., 2013 ). En
outre, bien que les différences entre les groupes ethniques ne soient toujours pas claires,
L.iners a été le plus souvent détectée chez les femmes africaines et afro-américaines noires
que chez les femmes caucasiennes ou asiatiques (Ravel et al., 2011 ; Mitchell et al., 2012).

Dans une étude précédente de (Aslim et Kilic, 2006) ont identifié 58 souches de
lactobacillus a partir du vagin de 10 femmes en bonnes santé. Parmi les souches identifié L.
gasseri (21%) a marqué le score le plus ¢élevé (21%) suivi par L. vaginalis (16 %), L.
acidophilus (16 %) et L. delbrueckii spp lactis (14 %). L. crispatus (14%). Les autres souches

ont enregistré un faible score, a savoir L. jensenii (3 %), L. cellobiosus (3 %), L. curvatus (2

g
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%), L. plantarum (5%) , L .salivarius (3%) , L. brevis (2% ), L. oris (2 % ).

Une autre étude mené par (Al kassaa et al., 2014), 10 espéces de lactobacillus ont

étée identifiées a partir 135 échantillons vaginal. L. acidophilus était 1’espéce dominante

avec un score taux de (49%). Soit 26 souches. Les 7 souches de L. plantarum et L. brevis ont

marqué une présence de 13 % chacune, les 6 souches de L.crispatus (11 %), les 4 souches de

L. fermentum (8%), les 3 souches de L. jensenii (6 %).

En comparant les résultats obtenus par I’article pris comme notre partie expérimentale

et (Aslim et Kilic, 2006 ; Al kassaa et al., 2014), I’espece L. gasserie, L. salivarius, L.

plantarum, L. acidophilus, L. brevis, L. jensenii, L. crispatus a été marquée une présence

partagée entre les trois travaux.

Tableau 3 : Analyse de nombre et pourcentage des souches Lactobacillus identifiées

communs adoptée a partir 3 études réalisees par (Pino et al., 2018 ; Aslim et Kilic, 2006 ; Al
kassaa et al., 2014).

Les espéces

Nombre de souches

Pourcentage des
souches (%)

Référence des trois travaux

6 28 % Pino et al ., 2018
L. gasserie 12 21 % Aslim et Kilic, 2006
0 0% Al kassaa et al ., 2014
5 20 % Pino et al., 2018
L.salivarius 2 3% Aslim et Kilic, 2006
0 0% Al kassaa et al., 2014
0 0% Pino etal., 2018
L.plantarum 3 5% Aslim et Kilic, 2006
7 13 % Al kassaa et al., 2014
0 0% Pino et al., 2018
L. acidophilus 9 16 % Aslim et Kilic, 2006
27 11 % Al kassaa et al., 2014
0 0% Pino et al., 2018
L. brevis 1 2 % Aslim et Kilic, 2006
7 13 % Al kassaa et al., 2014
0 0% Pino et al., 2018
L. jensenii 2 3% Aslim et Kilic, 2006
3 6 % Al kassaa et al., 2014
4 18 % Pino et al., 2018
L.crispatus 8 14 % Aslim et Kilic, 2006
6 11 % Al kassaa et al., 2014
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2- L’aspect sécuritaire :
2-1 - Activité hémolytique :

Les Lactobacilles possédent une longue histoire comme des souches ayant I’aspect
GRAS, et sont qualifiés comme des probiotiques, toutefois, I’étude des caractéres de
I’innocuité des souches doivent d'abord étre abordées (Sanders et al., 2010). De plus, pour
éviter le transfert de résistance aux bactéries endogeénes, les probiotiques ne doivent pas porter
de résistance (Salminen et al., 2000). Nos résultats ont démontré qu’aucune souche ne
possede une activité hémolytique, par conséquent les souches testées semblaient étre sans
danger. L'absence de l'activité hémolytique est considérée comme un pré-requis de sécurité
pour la sélection d'une souche probiotique (FAO/WHO, 2002).

L’étude de Kumherova et al., (2020)a montré qu’aucune souche n'a présenté
d’hemolyse (lyse compléte des erythrocytes) sur gélose au sang avec du sang de mouton
défibriné. Souches L. gasseri (71 B, 71 C) a montré une hémolyse (décomposition partielle de
I'hnémoglobine). Aucune hémolyse n'a été détectée pour les autres lactobacilles testés.

2-2- Activite hydrolase des sels biliaires (BsH) :

La presence de sels biliaires et d'enzymes pancréatiques constitue un autre obstacle a
la survie des bactéries ingérées pendant la digestion. Les resultats de I'activité BSH ont
révélés que quatre souches de L. crispatus (J36, U9, AB11 et AC7), trois L. gasseri (Al4,
S21, Z9) ; une L. helveticus (P7) et une L. salivarius (N30) ont montré la capacité
d'hydrolyser le sel de sodium de l'acide taurodésoxycholique (TDCA). Les BSH sont
généralement des enzymes intracellulaires, insensibles a I'oxygene qui catalysent I'nydrolyse
des sels biliaires. Un certain nombre de BSH ont été identifiés et caractériseés chez des
bactéries probiotiques, la capacité des souches probiotiques a produire des BSH a éte souvent
considérée comme critere de sélection des souches probiotiques (Shehata, et al., 2016).

Cependant, les autres travaux portés sur des lactobacillus d’origine vaginales n’ont pas
testé leurs souches vis-a-vis cette activité.

2-3- Tolérance aux sels biliaires :

La tolérance aux sels biliaires est un facteur important qui contribue a la survie des
probiotiques. (Leahy, et al., 2005).

Deux cent vingt-six (226) souches de Lactobacillus, sélectionnées comme ci-dessous,
ont été criblées pour leur tolérance a l'acide. A partir d'un nombre initial de cellules viables
(cellules témoins) allant de 9, 0 2 9, 5 log ufc / ml, des taux de survie > 80% ont été observés

apH3,0etpH 2, 0(Fig. 1 A, B).
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A

s i,

Figure 1 : Taux de survie des Lactobacillus spp Souches a pH 3 aprés 2 et 4 heures
d'incubation (A) et a pH 2 apres 2 et 4 heures d'incubation (B).

Le tableau 4 : Les résultats de la tolérance aux sels biliaires.

Les sels biliaires

Espéces Souches 0.5 % 1.0%
SR% 2h | SR% 4h | SR% 2h SR% 4h

Ad 96 80 94 81

A7 95 86 94 80

A8 94 82 92 80

A9 95 83 92 82

Al4 88 81 88 82

Al8 88 80 91 80

B3 93 81 89 77

B5 89 83 88 77

F5 96 86 92 82

G12 91 83 88 78

. H7 91 84 89 80

L. gasseri (n=25) K2 90 36 39 36

K7 97 83 95 81

M9 95 82 91 81

P5 91 82 90 83

S21 90 80 89 80

T13 90 84 89 81

U3 93 82 91 80

U5 93 81 91 80

W14 91 84 89 82

W18 91 83 90 82

Y13 92 84 91 82




Chapitre 5

Résultats et disscution

Z9 92 83 91 81

AB18 92 80 89 77

AC3 89 81 89 80

C9 98 89 89 84

D18 94 83 91 85

D27 93 80 87 83

E3 88 81 84 82

G8 81 80 83 82

J16 85 80 71 53

J31 95 89 89 87

J36 96 91 84 81

N3 98 92 97 91

L. crispatus (n=18) | P10 90 79 73 59
S18 87 85 92 88

T4 86 82 90 87

U9 86 81 88 87

V26 88 82 89 88

Y11 86 83 88 83

AB11 85 80 84 83

AC7 82 80 84 82

ACS8 81 80 74 73

C21 91 82 88 80

L. salivarius D20 91 83 88 80
(n=15) G18 91 84 89 82
H23 92 83 91 82

J23 94 81 92 80

L21 93 80 91 77

M23 91 82 91 81

N11 91 86 78 75

N30 90 82 90 80

029 91 80 90 80

P35 91 80 89 80

T14 90 82 90 82

Y21 90 82 77 70

Z15 91 80 88 80

AD12 91 80 90 80

E1l1 98 80 96 80

E18 95 86 95 84

013 88 82 88 83

016 94 86 87 82

L. fermentum w4 86 80 73 65
(n=11) W17 84 80 68 67
X10 80 80 66 57

X13 80 80 68 67

AB2 96 87 89 84

AC5 90 81 80 73

AD1 91 85 78 68

L. helveticus (n= | C5 95 85 93 83
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10) G7 95 83 89 80

G13 94 88 90 82

P7 88 84 87 83

P12 88 81 85 81

S7 91 80 88 81

T5 90 81 88 80

U13 92 86 89 83

Z3 91 86 90 85

Z4 93 84 91 82

E21 93 82 90 80

L. rhamnosus L3 95 84 91 81
(n=3) L23 o1 85 92 85
L. plantarum (n=2) \Cﬁl gg 673(9) (752 gg

En général, une concentration en sels biliaires de 0,5 % (p/v) n'a eu aucun effet sur la plupart
de nos souches testees, a I'exception des souches L. crispatus P10 et L. plantarum C11 et V7,
ou les taux de survie étaient de 79,69 et 70% respectivement. Toutefois, en présence de
1,0 % (p/v) en sels biliaires, 86% et 79% des souches ont montré une tolérance a la bile apres
2 et 4 h, respectivement.

Shazadi et al., (2021) ont utilisés différentes espéces et souches pour cette activité que
ceux utilisé par (Pino et al., 2018). Les résultats obtenues dans ce travail ont montré qu'en
présence d'une forte concentration (2%) de sels biliaires dans 1’espéce L. reuteri (MT180537)
a présenté une maximum valeur de croissance (91,7%). et Aucune différence n'a été observée
par rapport a la croissance de L. acidophilus ATCC 4356.

2-4- Sensibilité aux antibiotiques :

La sensibilité ou la résistance aux antibiotiques des bactéries est un critere qui
contribue d’une part pour leur sélection et d’autre part pour leur classification.

Dans la présente étude, 261 lactobacilles isolés du microbiote vaginal de femmes en
bonne santé, La résistance phénotypique a plusieurs antibiotiques a été réalisée conformément
aux normes et directives internationales (EFSA, 2012). Les souches étaient considérées
comme résistantes lorsqu'elles présentaient une valeur de CMI supérieure aux seuils de CMI
établis par I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA, 2008).

Selon les résultats obtenus une sensibilité variable aux antimicrobiens a été obtenue, a
I'exception des souches L.plantarum et L.paracasei, qui étaient sensibles a tous les
antibiotiques. De plus, une sensibilité élevée a été enregistrée pour la tétracycline,
I'érythromycine et la vancomycine, indiquant une variabilité dépendante de l'espéce et de la

souche (tableau 5).
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Tableau 5. Sensibilité aux antibiotiques mesurée par la méthode E-test.

Species - TC EM VA MFE* NX® TS
34 2 5 5 4 o 2
L. gasseri (n=72)
5 70 67 a7 68 7.1 70
R 2 4 nr 12 3 4
L. salivarius (n =52)
5 S50 48 nr 40 49 48
R 2 1 1 2 10 2
L. crispatus (n =47)
5 45 46 46 45 37 45
R 5 3 nr 7 1 1
L. helveticus (n= 33) -
5 28 30 nr 26 32 3z
R 1 h} nr 2 1 10
L. fermentum (n=26)
5 25 26 nr 24 25 16
R 3 1 nr 0 1] o
L. rhamnosus (n=25)
5 22 24 nr 25 25 25
. ( ) R 0 (4] nr 0 1] (4]
. paracasei (m=3
5 3 3 nr 3 3 3
R 0 h} nr 0 o n}
L. plantarum (n = 3)
5 3 3 nr 3 3 3
% of resistance (R) 57 5.4 5.0 10.3 5.0 73
% of susceptibility (5) 943 946 95.0 89.7 920 927
-

Les résultats sont en accord avec des travaux antérieurs pour une large gamme
d'antibiotiques, bien que différents milieux nutritifs, conditions d'incubation et/ou méthodes
de test de sensibilité aient été utilisé (Danielsen et al., 2003 ;Temmerman et al., 2003). Ces
résultats ont confirmé que la majorité des souches était sensible a la plupart des antibiotiques
testés, méme si un profil dépendant des souches a été révélé (Stsepetova et al., 2017 ;
Danielsen et al., 2003).

En outre, les résultats de Handwerger et al., ( 1994). Montrent que la plupart des
especes de lactobacilles sont intrinsequement résistantes a la vancomycine, ce qui est attribué
a la synthése de précurseurs de peptidoglycanes modifiés de la paroi cellulaire. Ce type de
résistance ne représente pas une préoccupation pour un probiotique, car il est différent du
mécanisme inductible et transférable observé chez d'autres bactéries, comme les entérocoques
(Villoslada et al., 2007). Les résultats ont révélés que seules quelques souches (6 sur 119),
appartenant aux especes L.crispatus et L.gassseri, présentaient la résistance a la vancomycine,
confirmant la forte sensibilité a cet antibiotique du groupe L. acidophilus (EFSA 2008). De
méme, selon d'autres rapports (Danielsen et al., 2003 ; Delgado et al., 2005), un niveau élevé
de résistance a la norfloxacine, au métronidazole et au triméthoprime - sulfaméthoxazole a

également été révéle.
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2-5- Tolérance aux lysozymes :

Le tableau 6 montre les résultats de résistance des souches a 1’égard de lysozyme.

13 souches appartenant aux espéces L. helveticus, L. rhamnosus et L. salivarius ont montré

une résistance vis-a-vis le lysozyme avec un taux de survie > 90 % apres 30 et 120 min

d’exposition (tableau 6, 43 souches ont montré une adaptions au lysozyme ou des scores de

survie entre 82- 84 % ont été enregistrés et un taux de survie < 82 % a été enregistré par 10

souches, appartenant aux espéces L. gasseri, L. fermentum et L. salivarius a 1’égard du

lysozyme.

L’analyse des articles en relation avec la thématique n’ont pas testé la résistance des

souches vis a vis le lysozyme.

Tableau 6 : Tolérance au lysozyme, exprimé en taux de survie (SR %) des souches de

lactobacilles vaginales testées

Tolérance aux lysozymes

Espéces Souches SR% 30 min SR% 120 min
Ad 76 58
A7 73 58
A8 69 59
A9 84 85
Al4 86 88
Al8 84 87
F5 82 85
H7 73 59
K2 85 87
K7 73 61
L. gasseri (n=21) | M9 84 86
P5 85 86
S21 84 86
T13 83 85
U3 72 59
U5 84 85
W14 84 85
W18 83 84
Y13 84 86
Z9 83 84
AC3 83 85
C9 84 85
D18 84 86
L. crispatus (n=15) | D27 83 88
E3 83 84
G8 83 84
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J31 84 86

J36 84 85

N3 83 84

S18 84 85

T4 83 85

U9 84 86

V26 84 86

Y11 83 85

AB11 83 84

AC7 84 85

c21 84 85

D20 94 91

G18 84 85

H23 84 86

L. salivarius J23 68 60
(n=12) M23 84 86

N30 95 92

029 97 92

P35 84 85

T14 84 85

Z15 96 93

AD12 84 87

C5 84 85

G7 83 86

G13 84 85

P7 98 95

L. helveticus P12 96 95
(n=10) S7 96 91
T5 84 87

U13 99 96

Z3 96 97

Z4 96 93

El1l 64 73

E18 83 84

L. fermentum (n=5) | O13 67 61
016 73 66

AB2 81 83

L. rhamnosus E21 93 0
(n=3) L3 95 92
L23 95 93

2-6- Survie pendant le transit gastro-intestinal

Selon le tableau 7, Parmi les souches testées le taux de survie de la souche E21( 99 %
) est plus éléve que la souche L3 (90.65%) de I’espece L. rhamnosus , bien que le taux de
survie des deux souches P7 ( 99.56 % ) P12 ( 99.67 %) de I’espéce L. helveticusest plus élevé
que les autres souches S7 (88.14 % ) et U13 (90.29 %)alors que le plus faible taux de survie
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était 87.53 % pour la souche N30 de I’espece L. Salivarius pendant le passage a travers les
conditions gastro-intestinal in vitro. Les 56 souches adaptatives et résistantes au lysozyme ont
éte sélectionnées afin d'évaluer leur résistance lors du passage dans le tractus gastro-intestinal.
Au total, 26 souches sur 56 ont montré la capacité de survivre pendant le transit gastro-
intestinal, tandis que 30 souches ont montré une forte réduction aprés exposition au suc
gastrique, enregistrement d'une valeur de densité cellulaire d'environ 5 log ufc/ml, qui a été

maintenue pendant la digestion pancréatique (tableau 7).

Tableau 7 : Survie (log ufc/mL) des souches de lactobacilles vaginaux pendant le transit

gastro-intestinal in vitro.

Espéces Souche Cl SGJ SIF
C9 9.13+0.08 5.30+0.02 5.70£0.02
D18 9.08+0.03 4.96+0.06 4.84+0.02
D27 9.15+0.05 6.02+0.03 5.76+0.06
E3 9.11+0.06 5.02+0.02 4.21+0.02
G8 9.08+0.02 4.98+0.05 4.16+0.03
J31 9.30+0.02 8.26+0.08 8.15+0.06
L. crispatus J36 9.11+0.05 8.02+0.02 8.00+0.03
(n=15) N3 9.12+0.03 5.14+0.06 4.63+0.05
S18 9.18+0.06 5.31+0.02 5.03+0.08
T4 9.24+0.08 5.16+0.02 4.36+0.03
U9 9.16+0.05 9.01+0.03 5.86+0.06
V26 9.11+0.02 4.28+0.04 4.14+0.02
Y11 9.13+0.03 4.05+0.02 3.83+0.02
AB11 9.12+0.02 8.20+0.06 8.08+0.03
AC7 9.21+0.03 8.11+0.02 8.03+0.02
A9 9.12+0.03 8.25+0.02 8.03+0.02
Al4 9.06+0.06 8.15+0.04 7.95+0.03
Al8 9.13+0.08 8.21+0.03 8.12+0.02
F5 9.18+0.02 8.24+0.02 8.21+0.04
K2 9.18+0.04 5.02+0.02 4.5620.06
M9 9.10+0.03 4.34+0.02 4.4620.02
. P5 9.09+0.04 4.21+0.08 4.13+0.04
L. gasseri
(n=15) S21 9.03+0.06 5.07+0.06 5.15+0.02
T13 9.02+0.03 5.10+0.02 4.60+0.04
U5 9.00+0.02 4.80+0.02 4.28+0.08
W14 9.24+0.04 8.21+0.02 8.10+0.02
W18 9.09+0.08 7.98+0.02 7.90+£0.04
Y13 9.11+0.04 5.01+0.03 4.67+0.07
Z9 9.08+0.06 5.10+0.07 4.94+0.07
AC3 9.13+0.08 5.04+0.07 4.69+0.04
L. salivarius C21 9.18+0.06 5.06+0.07 4.12+0.08
(n=11) D20 9.13+0.06 5.02+0.04 4.83+0.03
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G18 9.04+0.08 5.01+0.04 4.70+0.02
H23 9.18+0.07 8.20+0.06 8.15+0.02
M23 9.09+0.03 8.01+0.08 7.93+0.06
N30 9.14+0.04 8.00+0.05 7.96+0.04
029 9.06+0.06 4.87+0.02 4.51+0.04
P35 9.13+0.08 4.68+0.02 4.05+0.06
T14 9.06+0.04 4.88+0.06 3.12+0.04
Z15 9.17+0.03 9.03+0.06 8.91+0.03
AD12 9.12+0.03 9.04+0.08 8.93+0.06
C5 9.05+0.07 8.11+0.03 8.04+0.03
G7 9.04+0.03 5.02+0.04 4.96+0.06
G13 9.17+0.07 4.98+0.07 4.33+0.07
P7 9.07+0.06 9.03+0.04 8.96+0.07
L. helveticus P12 9.15+0.03 9.12+0.08 8.91+0.07
(n=10) S7 9.11+0.08 8.03+0.07 7.94+0.08
T5 9.07+0.07 8.21+0.06 8.07+0.07
Ul3 9.06+0.06 8.18+0.07 8.09+0.04
Z3 9.14+0.03 8.54+0.08 8.31+0.03
Z4 9.18+0.04 8.07+0.04 7.91+0.07
L rhamnosus E21 9.16+0.06 9.07+0.06 8.94+0.06
(n=3) L3 9.09+0.07 8.24+0.07 8.10+0.03
L23 9.14+0.03 7.96+0.07 7.84+0.04
L. fermentum | E18 9.01+0.02 4.28+0.02 3.96+0.02
(n=2) AB2 9.05+0.02 4.23+0.06 4.11+0.08

2-7- Activité antagoniste contre les agents pathogenes :

Comme montre le tableau 8, Il'activité antagoniste des 26 souches de lactobacilles
vaginaux, contre les agents pathogenes gastro-intestinaux et urogénitaux était souche
dépendante. Dans I'ensemble, les souches appartenant aux especes L. helveticus, L. rhamnosus
et L. salivarius ont présenté une activité antagoniste plus élevée (zone d'inhibition supérieure
a 10 mm) contre les agents pathogeénes testés par rapport aux souches appartenant a ’espéce
L. gasseri et L. crispatus. En particulier, aucune zone d'inhibition contre la plupart des agents
pathogenes testés n'a été enregistrée par cette derniére espece. Il est intéressant de souligner
que seules 3 souches (F5, W18, E21) ont été capables d'inhiber C. parapsilosis et qu'aucune

n'a présenté d'activité antagoniste vis-a-vis C. lusitaniae (Tableau 8).
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Tableau 8 : Activité antimicrobienne contre les pathogénes gastro-intestinaux et urogénitaux.
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Légende : pas de zone d'inhibition, (+) zone d'inhibition <10 mm ; (+ +) zone d'inhibition 11—

20 mm ; (+ ++) zone d'inhibition >20mm.

En revanche, toutes les lactobacilles vaginaux étudiées par Hutt et al., (2016) ont
montré une activité antagoniste vis-a-vis les souches pathogénes testées. L’inhibition les plus
élevées ont été détectées contre E.coliRTNO0147 (10mm) et candida spp a savoir Candida
albicans RTNO7 (4.7 mm) et Candida glabrata RTNOO9 (4 mm). Les souches de L. crispatus
ont montré des anti-E. coli significativement plus élevés Par rapport a L. jensenii, tandis que
les souches de L. gasseri exprimaient une activité anti-candida significativement inférieure a
celle de L. crispatus et L. jensenii. L’inhibition d'E.coli et de Candida spp Par des
lactobacilles vaginaux a été rapporté dans plusieurs études (Gil et al., 2010 ; Stoyancheva et
al., 2014)

Par la suite, 31 souches de lactobacilles les plus prometteuses ont été selectionnées sur
56 souches. De nouvelles expériences ont demontrés que les souches des trois espéces de
lactobacilles avaient des activités antagonistes contre deux G. vaginalis différents souches.
2-8- Capacités d'hydrophobicité :

Les résultats d’hydrophobicité, d'auto-agrégation et de co-agrégation détectés pour les
lactobacilles vaginaux sont rapportés dans le tableau 9. L'hydrophobicité de la surface
cellulaire des 10 souches sélectionnées variait de 41 a 86 %, a l'exception des souches F5 et
W18, qui présentaient une valeur de 18% et 11%, respectivement. Les souches L. rhamnosus

E21 et L3 ainsi que L. helveticus P7 et L. salivarius N30 ont montré I'hydrophobicité la plus

2
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élevée (> 70 %) (Tableau 9).

Les résultats de (Shazadi et al., 2021) indique quelles especes de L. reuteri
(MT180537) et L. brevis (MW362790) ont présenté une forte hydrophobicité de 75,55 % et
77,25 %, respectivement. L'hydrophobicité la plus faible a été observée pour L. pontis
(MW362838).

Dans une étude de Kumherova et al., ( 2020), des taux d’hydrophobicité allant de 19,1
— 69,1 % chez lactobacillus d’origine vaginales. L'hydrophobicité la plus élevée a été
présentée par la souche 68A de I’espéce L. rhamnosus et le pourcentage le plus bas a été
marqué par la souche 51E de I’espeéce L. jensenii. Dans cette étude, aucune corrélation entre

l'auto-agrégation et I'nydrophobicité n'a éte observée.

Tableau 9 : Propriétés de surface du sous-ensemble de 10 souches de lactobacilles vaginaux.

CoA%
Species Strains | H% Auto-A% E. coli 555 G. vaginalis C. albicans C. glabrata
F5 18.12+0.07" 12.23 4 0.09¢ 14.18 +0.12¢ 1523 £0.14% 24.33+0.14¢ 6.1340.18
L. gasseri W14 41.0840.13¢ 7.05+0.20 12.234+0.18" 18.214+0.17¢ 11.2140.16" 8.0640.11°
wis 11.15+0.07* 6.21 +0.09* 6.3540.04 14.38 £0.11° 9.37+0.09* 12.544+0.21¢
P7 73.21 4 0.098 71.24 +0.06' 59.2540.11# 58.234+0.28¢ 67.3440.12" 71.28 +0.23'
o Rawiie §7 16.3040.16° 57.43 40.16' 51.2540.09" 60.31+0.21" 52.28+0.19¢ 54.67 +0.174
P12 48.26 4+ 0.04 74.33 £0.07' 68.22+0.10' 7237 +0.11 58.234+0.17° 63.47 £0.21%
Ul13 42.3440.09¢ 51.1540.10¢ 54.2540.12f 67.294+0.18" 52.43+0.12¢ 55.28 4 0.28¢
E21 82,124 0.09' 61.26 +0.048 60.31 +0.07" 66.27 £0.15% 63.27 40.15% 68.27 +0.09"
L. rh«mmusus
L3 86.18+0.10' 55.27 +0.09¢ 53.28 +0.16° 57.234+0.164 72.28+0.18' 58.2340.11
L. salivarius N30 76.23 40.10" 66.3240.16" 71.5140.11 71.28+0.14' 61.3840.11" 75.34 4 0.26'

Légende : H% : Hydrophobicité, Auto-A% : agrégation automatique, CoA% : co-agrégation.
Les résultats sont exprimés en valeur moyenne et standard déviation de trois expériences
distinctes. Différentes lettres (a—I) dans la méme colonne indiquent une différence par le test
ANOVA a un facteur, suivi du test post-hoc de Tukey (p < 0,05).
2-9- Auto-agrégation :

L'auto-agrégation est lI'une des capacités souhaitées des souches probiotiques car elle
aide a prévenir la colonisation des agents pathogenes et a réduire les risques d'infection

Nos résultats variaient de 51 % a 74 %, seules les souches F5, W14 et W18 ont montré
une valeur supérieure a 13 %. Le pourcentage le plus élevé a été enregistré par la souche P12
74.33 % de I’espéce L. helveticus suivie par la souche P7 71.24 %.

L’¢étude porté par shazadi et al., (2021), les lactobacillus vaginaux ont exprimé des

taux d’auto agrégations varie de 69,42 a 82,25 %. Ces résultats sont relativement supérieurs a
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ceux obtenus par notre enquéte.Parmi les souches testées cing souches, L. reuteri
(MT180537) et P. pentosaceus (MT176555) ont montré une auto agrégation supérieure a 80%
apres 4 h d'incubation. Aprés 4h d'incubation Les valeurs d'auto-agrégation étaient
directement proportionnelles au temps d'incubation. L. reuteri (MT180537) et P. pentosaceus
(MT176555) ont présenté des valeurs d'auto-agrégation élevées (80%) tandis que L. brevis
(MW362790) a montré une faible capacité d'auto-agrégation de 69,42%, on peut supposer que
L. reuteri (MT180537) et P. pentosaceus une qui peut aider a prévenir la colonisation d'agents
pathogénes (Ferreira et al., 2011).

Compte tenu des résultats de l'auto-agrégation, ces conclusions sont conformes a
(Dlamini et al., 2019)qui ont rapportés une capacité d'auto-agrégation élevée (70 %) par L.
reuteri VB4 aprés 4 h d'incubation a 37 °C.

2-10- La co-agrégation :

La co-agregation est une propriété importante des lactobacilles, car elle peut créer un
microenvironnement autour des pathogénes avec une forte concentration de substances
inhibitrices, empéchant les pathogenes d'adhérer a I'épithélium intestinal ou vaginal
(Mastromarino et al., 2002) . A cet égard, les souches susmentionnées ont montré une activité
antagoniste contre la majorité des agents pathogénes, y compris Candida spp conformément a
une étude précédente de (Parolin et al., 2015 ; Dover et al., 2008 ).

Dans l'ensemble, une large gamme de variations dans la co-agrégation avec des agents
pathogenes a été détectée sept souches (P7, S7, P12, U13, E21, L3 et N30) ont présentés une
co-agrégation élevée avec des valeurs supérieures a 50 % (tableau 9).

Tandis que, les études de (Shazadiet al., 2021), ont révelés que toutes les souches de
LAB ont une forte co-agrégation allant de 50,43 a 58,08 % aprés 4 h d'incubation. En. faecalis
est considéré comme l'un des agents pathogenes dominants avec une prévalence de 32,26 %
suivi de E. coli (8 a 25 %) chez les patients AV (Sangeetha et al., 2015 ; Daood et al., 2020)
Ce fait ils a conduit a sélectionner En. faecalis (MW051601) comme souche indicatrice dans
ce test . L. reuteri L. reuteri (MT180537) a montré la co-agrégation la plus élevée (58,08 %)
avec En. faecalis (MW051601). Conformément aux découvertes actuelles, (Dlamini et al.,
2019) ont rapporté une capacité de co-agrégation (56 %) de L. reuteri VB4 avec En. faecalis
ATCC 29 212 apres 4 h d'incubation a 37 °C.

D’autre part, dans 1’étude de (Mastromarino et al., 2002 ) Le test de co-agrégation
fournit une mesure de I’interaction entre différents micro-organismes. Des expériences de co-
agrégation ont montré que la capacité des lactobacilles de se lier a un agent pathogéne varie

selon la souche de Lactobacillus et l'agent pathogene impliqgué (Candida albicans,

.
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Gardnerella vaginalis).

(Mastromarino et al., 2002) ont constaté que la souche FV2 de I'espece L. salivarius
a pu co-agréger tres efficacement (score 3) avec les deux agents pathogenes a un point
qu'aucun lactobacille isolé n'a été observé. En revanche, la souche FV3 de l'espéce L.
salivarius a montré une activité de co-agrégation plus faible avec C. albicans (score 1) et G.
vaginalis (score 2) avec agrégats de petites dimensions et un grand nombre de lactobacilles
non adhérents. Parmi les différentes souches de I'espece L. gasseri, les souches MB 331 et
MB 334 n’ont montré aucune interaction avec les agents pathogeénes, alors que les souches
MB 333 et MB 335 ont montré une bonne capacité de co-agrégation. Donc Les deux especes
L. salivarius FV2 et Les souches de L. gasseri MB 335 ont également été capables de se
coagréger tres efficacement avec G. vaginalis et C. albicans. La co-agrégation pourrait étre un
facteur important dans I'établissement et le maintien d'une flore urogénitale saine en raison de
la production d'un microenvironnement autour de l'agent pathogene ou la concentration de
substances inhibitrices produites par les lactobacilles est exacerbée.

2-11- Peroxyde d’hydrogéne :

Le peroxyde d'hydrogene est une substance antimicrobienne produite par certaines
souches de lactobacilles vaginaux. Le peroxyde d'’hydrogene a un effet protecteur contre les
micro-organismes catalase-négatifs tels que G. vaginalis, responsables de la vaginose bacteérie
(Digiulio et al., 2015 ; Bouridane et al., 2016). Les souches productrices de peroxyde
d'’hydrogéne sont responsables de maintien de I'équilibre microbien et leur absence est
associée avec le développement de la vaginose bactérienne (Borges et al., 2014 ; Amin et al.,
2011).

Les résultats de la production de peroxyde d’hydrogene (H202) sont rapportés dans le
tableau 10. L'analyse qualitative a démontré que toutes les 10 souches sélectionnées
produisaient du H202. En particulier, les souches L. helveticus P7 et L. rhamnosus E21 et L3
ont présenté une production élevée de H202, tandis que les souches L. salivarius (N30) et L.
helveticus (S7, P12, U13) ont enregistré une production modérée de H202. Toutes les
souches de L. gasseri présentaient une faible capacité a produire du H202. Ces résultats se
concordent avec des résultats d’études menées par d’autres auteurs.

Dans I’étude de Hutt et al., (2016), parmi 135 lactobacillus vaginals 108 ont été trouvé
capable de produire le peroxyde d’hydrogene. Ce dernier a été trouvé secrété par la majorité
des souches appartenant a I’espéce L. crispatus et L. jensenii et par la moitié des souches
appartenant a I’espéce L. gasseri. De méme, Eschenbach et al., 1989 ont signalé une

production importante de peroxyde par les souches membres de I’espéce L. crispatus, L.
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jensenii et L. gasseri.

Dans rapport précédent , (Klebanoff et al., 1991 ) a déclaré que le vagin des femmes
en bonne santé contient des lactobacilles capables de produire des quantités significativement
plus élevées de peroxyde d’hydrogéne par rapport aux lactobacilles isolées a partir de
femmes infertiles et que les lactobacilles isolées des femmes s’ouvrant d’une vaginose sont
incapable de produire le peroxyde.

Kumbherova et al., (2020) ont également reporté la production de peroxyde par 71 %
des lactobacilles d’origines vaginales étudiées et en particulier les souches de L. crispatus, L.
gasseri et L. jensenii. La production était divisée en deux groupes, faible production d’H202)
et forte production de H202 (bleu. Des changements de couleur des colonies ont été détectés
pour toutes les souches de L. crispatus, L. gasseri et L. jensenii. Rabe et Hillier, 2003 a utilisé
la spectrophotométrie afin de déterminer le taux de peroxyde produit par les lactobacilles
vaginale étudiées. La plus forte concentration d’H202 a été détectée pour L. jensenii 58C
(6,32 + 0,60 mg/l) et La plus faible concentration d' H202 a été detectée pour la souche L.
rhamnosus 72A (0,33 = 0,05 mg/I).

2-12- Production d'acide lactique :

L'acide lactique est un autre composé antimicrobien puissant produit par les bactéries
lactiques. La production de l'acide lactique par les lactobacilles entraine une baisse du pH qui
est important pour prévenir la colonisation et la prolifération d'organismes pathogénes non
indigenes dans le vagin. L’acide lactique est I’'un des métabolites produits par les souches
LAB, qui empéche la croissance des pathogenes et aide a la colonisation des espéces de Lacto
bacillaceae dans des niches écologiques (Aroutcheva et al., 2001; Aldunate et al., 2015 ;
Ozogul et al., 2018). La production d'acide lactique a été détectée dans des études antérieures
parmi les isolats de lactobacilles vaginaux (Gil et al., 2010). Le tableau 10 montre la
concentration des acides lactiques (L et D) produits par les 10 lactobacilles vaginaux, allant de
2,09 mmol/l a 8,94 mmol/l et de 4,74 mmol/l a 13,11 mmol/l, pour L- lactique et D -acides
lactiques respectivement , on peut conclure que I’espéce L. salivarius était le meilleur
lactobacille producteur d’acide lactique suivie par L. gasseri, L. crispatus et L. jensenii.

Shazadi et al., ( 2021) proposent dans leurs étude que l'acide lactique présente une
activité antagoniste en perturbant la perméabilité membranaire des agents pathogenes et en
augmentant ainsi les effets destructeurs des composés antagonistes (Atassi et al.,2010). Dans
cette étude, deux souches, L. reuteri (MT180537) et L. brevis (MW362790) ont produit
respectivement 7,84 et 28,57 mg/mL d'acide lactique. En outre Yuksekday et al., (2004) ont

rapporté que la souche Lactococcus cremoris Z20S a produit un maximum d'acide lactique
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(9,9 mg/mL) . La différence dans les résultats pourrait étre associée a la spécificité d'espece
des bactéries.

En évaluant la concentration d’acide lactique produite par lactobacilles vaginaux,
(Kumherova et al., 2020 ) ont détecté que quantité produite est souches dépendante. Le
meilleur producteur d'acide lactique était la souche L. rhamnosus 72A (11,6 £ 0,2 g/l), suivie
par les souches L.crispatus 2A et L. crispatus 69E (10,4 + 0,0 g/l pour eux deux) alors que la
plus faible concentration d'acide lactique était détectée pour la souche L.crispatus 51A (4,6
0,1 g/l).

2-13- Formation de biofilm :

La formation de biofilm en colonisant I'épithélium et en construisant ainsi une barriere
physique contre les agents pathogénes est une caractéristique importante des probiotiques.
Dans notre étude tous les lactobacilles ont été capables de produire un biofilm, & I'exception
des souches L.gasseri W14 et W18 (tableau 10).

L’étude de Shazadi et al., (2021) montre que touts les souches ont possédé la capacité
de formation de biofilm. L. reuteri (MT180537) et L. brevis(MW362790) étaient de puissants
producteurs de biofilm, tandis que d'autres souches étaient considérées en tant que
producteurs moyens de biofilm. Parmi les 43 souches sélectionnées, L. reuteri (MT180537) et
L. brevis (MW362790) étaient de puissants producteurs de biofilm (DO>0,3), confirmant leur
capacité a tolérer des conditions environnementales difficiles et une colonisation réussie
(SalasJara et al., 2016 ). Das Purkayastha et al., (2020) ont également signalé que L.reuteri
K99 et L.reuteri K97 ont la capacité de produire des biofilms. De méme, (Fuochi et al., 2018)
ont déclaré que L. gasseri et L. fermentum sont d'excellents producteurs de biofilm sur la base
de l'indice de biofilm (OD>0,30).
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Tableau 10 : Capacités de production de peroxyde d’hydrogéne, de biofilm,

d'exopolysaccharides, d'acide L- et D-lactique des souches de lactobacilles vaginaux testées.

L-lacticacid | D-lacticacid

Species Strains Biofilm** | EPS (mg/l) | (mmol/l) (mmol/l)

F5 Moderate 153+1.2¢ |228+0.13 5.12%0.14*
L. gasseri Wi4 NB 104 1.6* | 213009 4.74x0.14%

W18 NB 138+£2.1° |209%017 |665%£0.14°

P7 Verystrong | 196+2.1¢ [691%0.17 |[13.11+0.22

S7 Moderate 191244 |57420.14° 12.81 £ 0.0%
L. helveticus

P12 Verystrong | 236 £0.5% | 7.03%0.12 13.04 £0.2(¢

Ui3 Moderate 202+1.2¢ |564+031°" | 127240017

E21 3 Moderate 212+ 1.2° 567 +0.29 1291 £0.14°
L. rhamnosus

L3 3 Moderate 28+16' |7.71%0.2)¢ 1288 +0.18¢
L. salivarius N30 2 Strong 268 29" | 894013 |[1294+0.11°
L. acidophilus ATCC4356 |3 nt nt 7.78+0.12¢ 12.76 £ 0.15°

Légende : Les souches ont été notées

1 (faible producteur, durée > 20 min), 2 (producteur moyen, durée 10-20 min) et 3
(producteur élevé, durée < 10 min). Les souches ont été classées comme non productrices de
biofilm (NB) (OD < ODc), Faibles producteurs de biofilm (ODc<OD< 2xODc), Producteurs
de biofilm modérés (2 producteurs de biofilm modérés ODc<OD<4xODc). Forts producteurs
de biofilm (4xODc<OD< 8xODc). Trés forts producteurs de biofilm (8xODc<OD). (a—h)
Différentes lettres dans la méme colonne indiquent des différences significatives par le test
ANOVA a un facteur, suivi du test post-hoc de Tukey (p<0,05). Nt : non testé.

2-14- Exopolysaccharides :

Notre étude montre que toutes les souches étaient capables de produire des EPS avec
des valeurs allant de 104 mg/L a 268 mg/L ; L. salivarius N30 (268 mg/L) et L. helveticus
P12 (236 mg/L) ont produit la plus grande quantité d'EPS. L’analyse des articles en relation
avec la thématique n’ont pas testé la production d’EPS par les lactobacilles vaginaux.
Cependant. 11 est a signaler que la production d’EPS ¢a considére comme une bonne propriété
pour sélectionner une souche probiotique.

2-15- Test d'adhésion in vitro :

La capacité d'adhésion des 10 souches de Lactobacillus sélectionnées aux cellules
Caco-2 et aux cellules VK2/EGE7 sont présentées sur la Fig.2. Dans I'ensemble de notre
étude, la capacité d'adhésion était dépendante de la souche. Les souches L. helveticus P7 et L.

rhamnosus E21 et L3 ont présenté la capacité de liaison la plus élevée aux cellules Caco-2 et
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VK/EGE7.

Conformément a I’étude de Hutt et al., ( 2016) ou toutes les 10 souches de L. crispatus
ont exprimé une bonne capacité d'adhésion aux cellules HeLa avec un pourcentage allant de
78.5 jusqu’a 92.1%. Ils ont confirmé alors que les lactobacilles vaginaux offrent en général
une protection contre différentes maladies, notamment contre les infections urinaires
récurrentes, vaginose bactérienne par la capacité d’adhérer et de concourir pour les sites
d’adhésion dans 1’épithélium vaginal (Borges et al., 2014). Etant donné que cette propriété
bénéfiques est trés spécifique a la souche, plusieurs espéces et souches doivent étre examinées
lorsque de nouveaux probiotiques sont développés.
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Figure 2 : Adhésion (%) des lactobacilles a Caco-2 et aux cellules épithéliales vaginales
VK2/EBET.
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Conclusion

De nos jours, I'utilisation des probiotiques pour traiter les infections vaginales est en
pleine expansion. Les especes de lactobacilles présents dans le vagin varient qualitativement
et quantitativement au cours de la vie d’'une femme. Chez les patientes présentant un déficit
en Lactobacilles, la colonisation par des souches probiotiques permet de restaurer la flore
vaginale et de retrouver une protection contre les micro-organismes pathogenes.

Le microbiote vaginal des femmes en bonne santé est dominé par les lactobacilles, qui
exercent d’importants effets bénéfiques sur la Santé de I’hote.

L'objectif principal de 1’étude de (Pino et al., 2018) était d'étudier les propriétés
probiotiques des lactobacilles isolés d'un écosystéeme vaginal sain afin de sélectionner des
souches de lactobacilles prometteuses a utiliser a la fois comme compléments alimentaires
probiotiques et comme aliment.

Dans I’é¢tude Pino et al., (2018) 261 lactobacilles isolés du vagin de femmes en
bonne sante ont été criblés pour leurs caracteristiques probiotiques potentielles.

Nous avons essaye de compiler et de résumer les données existantes concernant les
caractéristiques de sécurité , 1’étude de ( I’activité hémolytique, la résistance aux
antibiotiques, Activité hydrolase des sels biliaires) et propriétes fonctionnelles (résistance au
pH bas et aux sels biliaires, tolérance au lysozyme, survie gastro-intestinale, activité
antagoniste contre les agents pathogeénes, hydrophobicité, capacités d’auto-agrégation et de
co-agrégation, hydrogeéne la production de peroxyde, la formation de biofilm, la production
d’exopolysaccharides, la capacité d’adhésion aux cellules épithéliales vaginales humaines
normales et aux cellules épithéliales Caco-2, et la production d’acide lactique) .

Les résultats suggeérent que parmi les souches de lactobacilles testées, les trois
souches Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus et Lactobacillus salivarius,
remplissaient les critéres probiotiques décrits ci-dessus que les autres isolats testées, et sont de
bons candidats pour d’autres essais in vitro et in vivo.

Par conséquent, I'écosysteme vaginal représente une source appropriée de candidats
probiotiques qui pourraient étre utilisés dans de nouvelles formules fonctionnelles pour

I'eubiose gastro-intestinale et vaginale.
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Composition de milieu de culture d’isolement Gélose MRS :

Annexes

Annexe 1 :

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée (De Man et al., 1960) :

Milieu MRS :

Peptone 10,00 g

Extrait de viande 10,00 g
Extrait de levure 5,00 g
Glucose 20,00 g

Phosphate disodique 2,00 g
Acetate de sodium 5,00 g
Polysorbate80 1,00 g
Citrate d’ammonium 2,00 g
Sulfate de magnésium 0,10 g
Sulfate de manganese 0,05 g
Agar 15,00 g

pH final a4 25°C : 6.5+ 0,2
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Résumé

Lactobacilli are one of the main bacteria that exist in the vagina and have a great
beneficial impact onwomen's health. In this study (article by Pino et al., 2018), an
identification and screening was carried out on 261 strains of vaginal lactobacilli for their
probiotic effect. The identification made it possible to detect 8 species, namely: L.
gasseri (28%), L. salivarius (20%), L. crispatus (18%), L. helveticus (13%), L.
fermentum (10% ), L. rhamnosus (10%), L. paracasei (1%) and L. plantarum (1%). The study
of the probiotic potential of the identified strains showed that only 3 strains fulfilled the
chosen probiotic criteria, namely, strains: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus
and Lactobacillus salivarius, and are good candidates for further in vitro and in vivo assays.

Keywords: Vaginal lactobacilli, probiotics, probiotic potential, strain, phenotypically,
genotypically, in vitro, in vivo.

Les lactobacilles sont I'un des principales bactéries existant a un nivaux du vagin et
qui ont un grand impact bénéfique sur la santé des femmes. Dans cette étude (article de Pino
et al., 2018), une identification et un criblage a été porte sur 261 souches de lactobacilles
vaginale pour leur effet probiotique. L’identification a permet de détecter 8 espéces a savoir :
L. gasseri (28%), L. salivarius (20%), L. crispatus (18%), L. helveticus (13 %), L. fermentum
(10 %), L. rhamnosus (10 %), L. paracasei (1 %) et L. plantarum (1 %).L’étude du potenticl
probiotiques des souches identifiées a démontré que seulement 3 souches ont remplissaient
les critéres probiotique choisis a savoir, les souches : Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
helveticus et Lactobacillus salivarius, et sont de bons candidats pour d’autres essais in vitro et
in vivo.

Mots clé: Les lactobacilles vaginaux, probiotiques, potentiel probiotique, souche,
phénotypiquement, génotypiquement, in vitro, in vivo.
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