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Résumé

Des études cliniques ont déja démontre |'efficacité d’'un symbiotique (SYMBIOVEBA) dans

le traitement de mammites subcliniques chez la vache laitiere, en Algérie.

L'objectif de ce travail est I'évaluation de l'activité antibactérienne de ce symbiotique,
. , . e o .
ainsi que l'effet de son association avec les antibiotiques, vis-a-vis des souches d’entérocoques

multirésistantes, in vitro.

Les résultats de notre étude ont révélé un effet antibactérien du symbiotique vis-a-vis des

deux souches testées par la méthode de diffusion sur milieu gélosé.

L'étude de l'activité antibactérienne du symbiotique en association avec la pénicilline a

témoigné un effet indifférent sur E.faecalis et un effet additif sur E.faecium.

Mots clés : Antibiorésistance, Activité antibactérienne, Enterococcus spp, SYMBIOVEBA.
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Abstract

Clinical studies have already demonstrated the efficacy of a symbiotic (SYMBIOVEBA) in

the treatment of subclinical mastitis in dairy cows in Algeria.

The objective of this work is to evaluate the antibacterial activity of this symbiotic, as well
as the effect of its association with antibiotics, against multi-resistant enterococci strains, in

vitro.

The results of our study revealed an antibacterial effect of the symbiotic against the two

strains tested by the diffusion method on agar medium.

The study of the antibacterial activity of the symbiotic in association with penicillin

showed an indifferent effect on E.faecalis and an additive effect on E.faecium.

Key words: Antibiotic resistance, Antibacterial activity, Enterococcus spp, SYMBIOVEBA.
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Introduction

Le phénomeéne de la résistance bactérienne aux antibiotiques (ATB) augmente
régulierement et constitue un véritable probleme de santé publique. Les bactéries
développent, de plus en plus, de la résistance en s’adaptant aux thérapeutiques
antibactériennes et de ce fait I'échec de traitement.

Il est donc important d’orienter les recherches vers de nouvelles voies et de revenir a des

solutions alternatives, telles que les probiotiques, prébiotique et symbiotiques.

Des études récentes ont montré que les symbiotiques présentent un important

potentiel en tant qu’agents antimicrobiens (Abdennebi et al., 2020 ; Lamari et al., 2021).

De ce fait, 'objectif de notre étude est d’évaluer in vitro I'activité antibactérienne d’'un
symbiotique « SYMBIOVEBA » contre deux souches d’entérocoques multirésistantes ; et la
rechercher d’'un éventuel effet de synergie avec les antibiotiques auxquelles les souches sont

résistantes.

Ce manuscrit est subdivisé en deux parties. La premiére est consacrée a une étude
bibliographique. Elle décrit dans un premier temps la résistance bactérienne aux antibiotiques.
Par la suite, les notions de probiotiques, prébiotiques et symbiotiques sont détaillés afin de
mettre en exergue leurs effets bénéfiques sur la santé, et par conséquent, une éventuelle
alternative aux antibiotiques.

La seconde partie du manuscrit est consacrée a une étude expérimentale, dont l'objectif était la
mise en évidence de l'activité antibactérienne du symbiotique par la méthode des disques
vis-a-vis de: E. faecalis et E. faecium multirésistants; et I'étude de l'effet de l'association

Symbiotique/Antibiotiques sur les mémes souches.
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Chapitre 1z
Résistance bacterienne aux antibietiques



1. Définition de la résistance :

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. En effet, il existe un grand
nombre de définitions pour l'expression « résistance bactérienne aux antibiotiques», qui sont
basées sur différents critéres (génétiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques) et qui
ne se recoupent pas forcément. Les définitions les plus fréqguemment employées se fondent sur
les criteres microbiologiques (résistance in vitro) et sur les critéres cliniques (résistance in vivo).
Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite résistante lorsqu’elle se
cultive en présence de concentration plus élevée en antibiotique comparativement a d’autres
souches qui lui sont phylogénétiquement liées. Par conséquent, la résistance est une propriété
gui ne peut étre étudiée que par comparaison d’au moins deux souches, dont I'une de référence
souvent appelée souche sauvage et développée en laboratoire a partir d’individus prélevés dans
la nature, d’'une méme espéce ou d’'un méme genre, cultivées dans les mémes conditions. Selon
la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante lorsqu’elle survit a la thérapie
antibiotiqgue mise en place. En outre, il est important de signaler, gu’en conditions in vivo, la
capacité de résistance ou de sensibilité de la souche a la thérapie antimicrobienne mise en
place sera dépendante de différents parametres, tels que la localisation de la bactérie, le dosage
et le mode d’administration de l'antibiotique, et I'état du systeme immunitaire de I'individu
traité. Et nombreuses sont les situations ol le composé ne pourra pénétrer ou agir au niveau du
site infectieux, créant de la sorte un état de résistance clinique : citons pour exemples les abcés
fibrotiques ou les conditions de pH ou de pression partielle en oxygene trop faibles

(Guardabassi et Courvalin, 2006).

2. Types de résistance :

Il existe deux types de résistance bactérienne :

2.1. Resistance naturelle :

C'est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres
d'un genre ou d'une espéce bactérienne. Elle fait, donc, partie du patrimoine génétique normal
du germe. Elle est stable, transmise a la descendance (elle a pour support génétique le
chromosome bactérien) mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal (d’une

bactérie a I'autre au sein d’'une méme espéece ou entre especes différentes).



Cette résistance naturelle confére une certaine tolérance, voir une insensibilité totale vis-a-vis
d’une molécule particuliére ou vis-a-vis d’une classe d’antimicrobiens.

Ce type de résistance est détecté des les premieres études réalisées afin de déterminer I'activité
d'un antibiotique et contribue a définir son spectre antibactérien (Aboya, 2013), (Henriques et

Normar, 2002).

2.2. Resistance acquise :

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénomeéne qui apparait au
niveau des souches d'une espéce donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est
I'acquisition d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la
molécule qui lui était fatale. Ce facteur génétique peut étre obtenu soit par mutation au niveau
du chromosome qui est un phénomeéne rare soit par transfert d'ADN de plasmides conjugatifs
ou de transposons (mécanisme le plus fréquent) (Aboya, 2013).

On décrit deux phénomenes majeurs a la base de l'acquisition de résistance par modification du
génome bactérien, a savoir, les mutations responsable des résistances endogéene, et I'acquisition

horizontale de matériel génétique étranger responsable des résistance exogenes.

3. Types de mécanismes de résistance :

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser 'action des agents
antibactériens, les plus répandus étant I'inactivation enzymatique de I‘antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible de I'antimicrobien, I'efflux actif ou encore la
pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la
surproduction de la cible de I'antibiotique sont également décrits. lls sont, cependant, plus rares

et surtout associés a certaines classes de composés (Guardabassi et Courvalin, 2006).

3.1. Inactivation enzymatique de I'antibiotique :

Lenzyme en modifiant le noyau actif de I'antibiotique par clivage ou par addition d’un
groupement chimique, empéche la fixation de l'antimicrobien sur sa cible et provoque une
perte d’activité. Parmi les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, on
peut citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations, des

estérifications, des réductions et des réactions d’addition d’un glutathion.
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Ces enzymes sont généralement associées a des éléments génétiques mobiles (Guardabassi et
Courvalin, 2006 ; Alekshun et Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

L'inactivation enzymatique de lantibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des béta-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit également ce
type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), pour les
tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones, bien que cette

inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui prévaut pour ces molécules.

3.2. Modification ou remplacement de la cible de I'antibiotique :

La cible de I'antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle sorte
gue le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la
bactérie. La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques, est particulierement importante pour les résistances aux pénicillines, aux
glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, et pour les
résistances aux quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatives. Ce type de
résistance peut étre la conséquence de l'acquisition de matériel génétique mobile codant pour
une enzyme modifiant la cible de I'antibiotique, ou peut résulter d’'une mutation au niveau de la
séquence nucléotidique de la cible. Le remplacement de la cible de l'antibiotique est, quant a
lui, un mécanisme décrit pour les Sulfamidés, les Diaminopyrimidines (triméthoprime) et les

Béta-lactames (Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Alekshun et Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

3.3. Pompes a efflux :

Lefflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous le terme de
pompes a efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de I'énergie et utilisé par
les bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser a
I'extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des antibiotiques et
d’autres médicaments. Ces pompes a efflux ont généralement une spécificité de substrats assez
large, et seulement certaines d’entre elles conferent une résistance aux antibiotiques. La
résistance provient de la réduction de concentration en antimicrobien dans le cytoplasme de la
bactérie, ce qui prévient et limite 'accés de l'antibiotique a sa cible. On classe ces pompes a
efflux sur base notamment de leur spécificité de substrats et de la source d’énergie employée.
Certains de ces transporteurs sont tres spécifiques et on les appelle pompes SDR (pour specific-

drug-resistance), alors que d’autres agissent sur une multitude de molécules et on les nomme



pompes MDR (pour multiple-drug-resistance) (Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Alekshun et

Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

3.4. Perméabilité réduite :

Contrairement aux bactéries Gram positives, dont la structure enveloppante est assez
simple, composée d’une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les antibiotiques
traversent par simple diffusion, les bactéries Gram négatives jouissent quant a elles d’une
enveloppe plus complexe et plus difficilement franchissable. Les figures 1 et 2 présentent la

structure des bactéries Gram négatif et Gram positif.

Porine Protéine intrinséque

Membrane
L=
externe

Lipopolysaccharide ; i ; ;

Lipoproteine

L

J

Pepidoglycane — Peérisplasme

L Membrane
cytoplasmique

e ST Bicouche
Proteine intrinséque phospholipidique

Figure 1 : Structure de la paroi des bactéries Gram négatif (adapté de Muylaert et Mainil, 2012).



Acides Acide
teichoigues lipoteichoigue

= Paroi

Pepidoglycans

Périsplasme

L Membrane
cytoplasmique

Protéine intrinséque Bicouche
phospholipidique

Figure 2 : Structure de la paroi des bactéries Gram positif (adapté de Muylaert et Mainil, 2012).

Ainsi, au sein des bactéries Gram négatives, les antibiotiques hydrophiles pénétrent dans
la bactérie via des protéines transmembranaires nommeées porines, alors que les molécules
hydrophobes diffusent simplement a travers la couche phospholipidique. La membrane externe
de certaines bactéries telles que P. aeruginosa est moins perméable que celle d’autres espéces,
ce qui lui confére un niveau moins élevé de sensibilité aux antimicrobiens. En outre, des
mutations au niveau des génes qui codent pour les porines et qui conduisent a leur perte, ou a
la réduction de leur taille ou encore a une diminution de leur expression, se traduiront par
I'acquisition de bas niveau de résistance vis-a-vis de nombreux antibiotiques.

La diminution de la perméabilité est donc un mécanisme de résistance cliniquement trés
important chez les bactéries Gram négatif et plus précisément chez P. aeruginosa et les
Enterobacteriaceae, étant donné le large spectre d’antibiotiques qu’elle cible.

En outre, on décrit également ce type de phénoméne pour expliquer la résistance aux
aminoglycosides parmi les germes anaérobies ainsi que le faible niveau de sensibilité clinique
(résistance intrinséque a bas niveau) observé vis-a-vis de cette famille de composés parmi les
bactéries anaérobies facultatives telles que les entérocoques et les streptocoques. En effet,

cette famille d’antibiotiques péneétre a I'intérieur des cellules bactériennes via un mécanisme de
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transport dépendant d’'un métabolisme aérobie (Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Alekshun et

Levy, 2007 ; Nikaido, 2009).

3.5. Protection de la cible de I'antibiotique :

La protection de la cible de I'antibiotique est un mode de résistance bien connu pour la
famille des tétracyclines et plus récemment décrit pour les quinolones et les fluoroquinolones.
Ainsi, on ne dénombre pas moins de huit protéines de protection ribosomiale qui conferent une
résistance aux tétracyclines en les déplacant de leur site de fixation par la création d’un
encombrement stérique au niveau du ribosome. Depuis quelques années, des souches
présentant des résistances sub-cliniques dites a bas niveau aux fluoroguinolones ont été
observées. Ces résistances sont notamment dues a la présence de genes plasmidiques gnr (pour
guinolone resistance) dont 5 groupes existent. Ce mécanisme a été rapporté parmi différentes
bactéries Gram négatives a travers le monde, et des analogues de ces génes ont également été
décrits chez des bactéries Gram positives (Rodriguez-Martinez et al., 2008). Les protéines gnr en
se fixant sur les topoisomérases, cibles des fluoroquinolones, réduisent I'affinité de la famille

d’antibiotiques pour leurs cibles (Robiczek et al., 2006 ; Cavaco et al., 2009 ; Wang et al., 2009).

3.6. Piégeage de I'antibiotique :

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de sa
cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. Il en résulte
une diminution de l'antibiotique a I’état libre au niveau de la cible. Ainsi des mutations
chromosomiques responsables d’une surproduction des cibles des sulfamidés et
dutriméthoprime ont été décrites chez de nombreuses especes bactériennes. Ce mécanisme est
également impliqué dans des bas niveaux de résistance aux glycopeptides chez certaines

souches de S. aureus, et a la tobramycine chez E. coli (Guardabassi et Courvalin, 2006).

Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries sont

représentés dans le tableau suivant.



Tableau 1 : Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (Facklam et al., 2002),

(Simjee et al., 2006), (Wax et al., 2008), (Eliopoulos, 2008).

Type de
mécanisme de
résistance

Mécanisme de résistance spécifique

Classe
d’antibiotique
(Antibiotique)

Inactivation de
I'antibiotique

Dégradation enzymatique (Bétalactamases)

Bétalactamines

Modification
adenyltrasférase, acetyltransférase)

enzymatique (Phosphotransférase,

Aminoglycosides

Dégradation enzymatique (CAT)

Phénicoles

Dégradation enzymatique (Acetyltransférase)

Streptogramines A

Dégradation enzymatique (Nitrofurane réductase)

Nitrofuranes

Reflux actif et
imperméabilité
a l'antibiotique

Pompe a efflux par transporteur membranaire

Tétracyclines

Pompe a efflux par transporteur membranaire Macrolides
Pompe a efflux par transporteur membranaire Quinolones
Diminution de la perméabilité cellulaire Polymyxines
Pompe a efflux par transporteur membranaire Polypeptides

Changement de la perméabilité de la membrane
externe

Aminoglycosides

Pompe a efflux par transporteur membranaire

Phénicoles

Modification de
la cible de
I'antibiotique

Méthylation site actif du ribosome

Macrolides,
Lincosamides,
Streptogramine B

Modification de la cible (Nucléotidyltransférase)

Lincosamides

Méthylation du ribosome

Orthosomycine

Mutation ou recombinaison des genes codant pour
DHPS

Sulfamides

Mutation ou recombinaison des genes codant pour
DHFR

Triméthoprimes

Mutation des génes codant pour ADNgyrase et
topoisomérase IV

Quinolones

Modification du complexe D-Ala- D-Ala

Glycopeptides

Modification de la cible PBP et surproduction

Bétalactamines

Protection et modification de la cible ribosomale

Tétracyclines

Résistance de
la cible

Surproduction de la cible (DHFR)

Triméthoprimes

Surproduction de la cible dans le peptidoglycane

Glycopeptides

Surproduction de la cible (Undecaprenol

monophosphate) par I'enzyme undecaprenol kinase

Polypeptides
(Bacitracine)

CAT:

Chloramphénicol

acétyltransférase; DHPS:

Dihydrofolate réductase; PBP : Penicillin-binding protein.

Dihydroptéroate

synthase;

DHFR :



4. Entérocoques : microorganismes indicateurs de résistance aux antibiotiques :

Les especes E.faecalis et E.faecium (sont des entérocoques : des coques a métabolisme
aéro-anaérobie, dites cocci a Gram positif) ont le potentiel de se disséminer facilement a
travers la chaine alimentaire, de contaminer I'eau et I'environnement (Vanden et Stobberingh,
2000). lls sont habituellement retrouvés en trés grand nombre dans les aliments d’origine
animale tels que les carcasses de boeuf, de porc et de volaille indiquant ainsi une contamination
fécale (Franz et al. 1999), (Giraffa, 2002). De plus, ils possédent une trés grande capacité
d’acquisition et de transfert de la résistance aux antibiotiques (Teixeira et Facklam, 2003).
Toutes ces caractéristiques expliquent leur suivi dans les programmes de surveillance de
I'antibiorésistance en tant gu’indicateurs de résistance aux antibiotiques pour les bactéries a

Gram positif.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cocci

Chapitre 2:
Rappels sur les symibiotiques
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1. Les probiotiques :

1.1. Définition :

Le terme « probiotique » vient du Grec qui signifie « pour la vie », choisi par opposition
au terme antibiotique.
Dans les années 1950-1960, de nombreux produits « probiotiques » ont été développés, mais
I'absence de données rigoureuses sur l'effet clinique a conduit a leur disparition progressive, a
I'exception de quelques-uns dont les effets ont été confirmés. Jusqu’en 2002, de nombreuses
définitions du terme « probiotique » vont se succéder, soulignant les effets bénéfiques sur le
microbiote intestinal, si les quantités ingérées sont optimales. Contrairement aux hypothéses
initialement proposées, les effets bénéfiques associés a leur consommation ne nécessitent pas
nécessairement une modification de la flore intestinale, notamment les effets
immunomodulateurs (Rambaud et al., 2004).
En 2002, la « Food and Agriculture Organization of the United Nations » et la « World Health
Organization » (FAO / WHO) proposent une définition officielle du terme « probiotiques » :
« Organismes vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantité adéquate, peuvent exercer des

effets bénéfiques sur la santé de I’h6te » (FAO/WHO 2002).

1.2. Criteres de sélection d’un probiotique :

Au-dela du fait qu’une souche probiotique doit étre identifiée par le séquencage de 'ARN
16S, certaines de ses propriétés physiologiques essentielles sont a prendre en considération
pour s’assurer de son efficacité et du respect des regles de sécurité liées a son utilisation
(d’aprés I'Organisation Mondiale de Gastroentérologie, 2008) :

e Innocuité de la souche : elle doit respecter le statut « GRAS » pour « Generally
Recognized As Safe ». Elle ne doit pas étre pathogene, mutagéne ou carcinogéne, et ne
doit pas étre résistante a certains antibiotiques,

e Tolérance aux conditions du tractus gastro-intestinal : pour assurer ses fonctions
optimales, aprés ingestion, le probiotique doit supporter l'action de deux barriéres
biologiques principales que sont l'acidité gastrique et la bile sécrétée dans le duodénum,

e Adhésion a la muqueuse intestinale : l'adhésion va permettre au probiotique
d’augmenter son temps de séjour dans le tractus et ainsi d’étre plus intimement en

contact avec les cellules intestinales,
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e Capacité de croissance et activité biologique dans lintestin : la multiplication de la
souche dans l'intestin va permettre d’augmenter la taille de la population. Cela aura
pour conséquence daugmenter la concentration des produits métaboliques, et
d’améliorer ses effets,

e Compatibilité avec les technologies alimentaires : la souche doit présenter une bonne
stabilité technologique, notamment lors de la préparation du probiotique,

e Lasouche doit produire des effets bénéfiques sur la santé.

1.3. Effets des probiotiques sur la santé :

Les effets bénéfiques des probiotiques sur la santé de I’h6te sont, en théorie nombreux,
mais les preuves scientifigues confirmant ces allégations nécessitent des investigations
supplémentaires. Les principaux effets avérés ont été établis a la suite d’études cliniques
réalisées en double aveugle.

D’autres sont seulement supposés, étant donné qu’ils reposent sur la base d’essais in vitro
qui nécessitent des transpositions au niveau in vivo pour étre validés.

La composition des communautés microbiennes indigénes du tractus intestinal est tres
complexe, et elle est spécifique de I'hote et de son environnement. |l est actuellement
difficile d’attribuer de maniere spécifique un effet bénéfique a une espéce donnée de
microorganisme.

L'évaluation des effets d’'une souche probiotique a permis a la communauté scientifique
de mieux comprendre le role propre a certaines bactéries présentes dans lintestin.
Cependant, les effets synergiques de différentes souches associées et les mécanismes

impliqués restent encore tres mal connus.

Les principaux effets bénéfiques des probiotiques et les mécanismes associés sont

présentés dans le Tableau 2 (résumé par Nagpal et al. 2012).
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Tableau 2: Principaux effets bénéfiques associés a la prise de probiotiques et mécanismes

supposés d’apres NAGPAL et al., (2012).

Effets sur la santé

Mécanismes supposés

Protection contre les
pathogenes entériques

e Activité antagoniste (compétition pour les nutriments et les
récepteurs,

e production de composés antimicrobiens)

e Stimulation du systeme immunitaire systémique

o Effet adjuvant augmentant la production d’anticorps

e Résistance a la colonisation et diminution de l'accés aux
pathogenes

o (modification du pH, production de
bactériocines/défensines, de peptides anti-microbiens et
de métabolites toxiques)

Aide a la digestion du
lactose

e Les lactases bactériennes permettent le clivage du lactose
en glucose et galactose assimilables

Prolifération bactérienne
dans l'intestin

e Les Lactobacilli influencent l'activité proliférative en
diminuant la production de métabolites toxiques

Effet anticancéreux

e Activité antimutagene,

e Détoxification de métabolites carcinogenes

e Altération de l'activité enzymatique pro-cancéreuse de
microorganismes du

ecélon

e Stimulation des fonctions immunitaires

e Influence sur la concentration en sels biliaires

¢ Neutralisation de carcinogénes alimentaires

Augmentation de la
détoxification / excrétion de
métabolites microbiens
toxiques

e Augmentation du nombre de bifidobactéries et
changement métabolique

e d’une communauté bactérienne utilisant les glucides au
détriment des

e protéines, limitant la production de métabolites toxiques
et putréfactifs

e Diminution des symptomes de 'encéphalopathie
hépatique aprés

I'administration de Bifidobactéries et de lactulose

Lutte contre
I’'hypercholestérolémie

e Assimilation du cholestérol par les enzymes bactériennes
e Diminution de I'activité des hydrolases de sels biliaires
o Effet antioxydant
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Effets sur la santé

Mécanismes supposés

Lutte contre I’hypertension

Laction de peptidases bactériennes sur les protéines du
lait engendre des tripeptides anti-hypertensifs

Des composants de lI'enveloppe bactérienne agissent
comme inhibiteur de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine

Lutte contre les infections a
Helicobacter pylori

Inhibition compétitive pour les sites de colonisation

Encéphalopathie hépatique

Inhibition compétitive de la flore productrice d’urée

Amélioration des
rendements nutritionnels

Production de vitamines et absorption de minéraux

Modulation du systeme
immunitaire

Renforcement de I'immunité spécifique et non-spécifique
contre les infections et tumeurs par I'immunomodulation
des tissus lymphoides associés au tractus

Effet adjuvant dans les réponses immunitaire spécifiques a
un antigéne

Modulation de 'activité des macrophages et lymphocytes
Stimulation de la production de cytokines pro- et anti-
inflammatoires

Augmentation de la production d’anticorps

Lutte contre les allergies

Prévention de la translocation des antigénes dans la
circulation sanguine

Prévention des réponses immunologiques excessives dues a
I'augmentation de la stimulation antigénique de l'intestin

Lutte contre les maladies
inflammatoires chroniques
de l'intestin (MICI)

Réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires
lors de maladies de Crohn

Maintien de la rémission des symptomes lors de colites
ulcéreuses et de pouchites

Réduction des symptomes lors d’'un syndrome de I'intestin
irritable

1.4. Mécanismes d’action des probiotiques :

Nous avons vu que les bactéries probiotiques pouvaient avoir de multiples et divers effets

sur l'organisme de I'hote. Différents microorganismes peuvent influencer l'environnement

luminal intestinal, les fonctions de barriere de I'épithélium et de la muqueuse, ainsi que le

systéeme immunitaire associé. Les probiotiques peuvent exercer leurs effets sur différents types

cellulaires impliqués dans les réponses immunitaires innée et adaptative, comme les cellules

épithéliales, les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, les lymphocytes B, les
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lymphocytes T (incluant les cellules T régulatrices), et les cellules NK. Le Tableau 3 présente de
maniere simplifiée les principaux mécanismes d’action des probiotiques. Ces mécanismes sont

illustrés sous forme de schéma figure 3.

Tableau 3 : Principaux mécanismes d'action des probiotiques d’aprés Ng et al., (2009).

Mécanismes d’action des probiotiques

Activité antimicrobienne
- Diminution du pH luminal par la production de métabolites acides
- Sécrétion de peptides antimicrobiens
- Inhibition de I'invasion bactérienne par compétition pour les nutriments
- Inhibition de I'adhésion bactérienne aux cellules épithéliales par compétition pour les

récepteurs

Augmentation des fonctions de barriéres
- Stimulation de la production de mucus

- Augmentation de l'intégrité de la barriere intestinale (jonctions serrées)

Immunomodulation
- Effets sur les cellules épithéliales intestinales
- Effets sur les cellules dendritiques
- Effets sur les monocytes/macrophages
- Effets sur les lymphocytes
v" Lymphocytes B
v" Lymphocytes T
v Cellules NK
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(4) Probiotiques Pathogénes Lumiére de l'intestin

Jonctions serrdes

% Q‘%g Peptides Antimicrobiens

(1) Activité antimicrobienne directe (sécrétion de bactériocines/défensines)

(2) Inhibition des pathogénes par compétition pour les nutriments et les sites d’adhésion a la muqueuse

(3) Augmentation des fonctions de barriére en stimulant la sécrétion de mucus, de peptides antimicrobiens et le
maintien des jonctions serrées

(4) Activité antimicrobienne indirecte par diminution du pH luminal

(5) Immunomodulation de l'activité des cellules épithéliales et des cellules immunitaires

Figure 3: Représentation schématique des principaux mécanismes d'action des probiotiques

(adapté de Ng et al., 2009).

2. Les prébiotiques :

2.1. Définitions :

Un prébiotique est défini comme un « composé alimentaire spécifique non-digestible et
non-absorbable dans l'intestin gréle, mais fermenté dans le gros intestin ».
Un composé prébiotique doit répondre a trois criteres (Laparra et Sanz, 2010):
- Résistance a la digestion par les enzymes de I'hOte et a l'acidité gastrique,

- Capacité a étre fermenté par les bactéries du microbiote intestinal,

- Capacité a moduler I'activité et a stimuler la croissance de bactéries bénéfiques de I'intestin.
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La majorité des prébiotiques sont des oligosaccharides constitués d’enchainements de 2
a 20 résidus de pentose ou d’hexose (Delzenne, 2003). Plusieurs prébiotiques sont déja
commercialisés. Linuline, les fructooligosaccharides, les galacto-oligosaccharides et le

lactulose sont les plus connus (Al-Sheraji et al., 2013).

2.2. Mode d’action des prébiotiques et effets associés :

Il'y a aujourd’hui de nombreux travaux scientifiques sur |'utilisation des probiotiques, mais
les connaissances sur |'utilisation des prébiotiques sont encore limitée, et les allégations santé
concernant leur utilisation sont parfois infondées (De Vrese et Schrezenmeir 2008). Toutefois,
de nombreuses études menées in vivo et in vitro ont montré que la consommation de
prébiotiques pourrait avoir des avantages non-négligeables sur la santé et le bien-étre du
consommateur. En effet, les prébiotiques pourraient influencer ['absorption des minéraux
(notamment le calcium). D’autres avantages ont été décrits : propriétés anticancéreuses
potentielles, rdole dans le métabolisme des lipides, et effets immunomodulateurs (Macfarlane
et al., 2008).

Les effets physiologiques des prébiotiques sont liés a leur structure moléculaire et a leur
capacité a étre fermentés par des bactéries commensales de I'intestin. Les bénéfices potentiels
des prébiotiques sont attribués a deux mécanismes principaux:

- La reconnaissance directe de la structure de l'oligosaccharide par les cellules de la muqueuse
intestinale conduisant a un renforcement de la barriere intestinale et la stimulation du systeme
immunitaire,

- La fermentation par les microorganismes commensaux favorisant ainsi leur développement.
Cela conduit a l'inhibition des pathogenes par différents mécanismes : (i) par compétition
pour la source de carbone/d'énergie et pour les sites d’adhésion, (ii) par la production de
substances antimicrobiennes, (iii) par la production d’acides gras a chaine courte (iiii) et par un
renforcement de la barriére intestinale et une immunomodulation aprés interaction avec ces
bactéries.

Ces mécanismes sont résumés dans la figure suivante.
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Inhibition des pathogénes

Bactérles commensales/_ﬁ)’f {Compétition pour les

nutriments et récepteurs Bactérles pathogénes
cellulaires, production de

/ substances ontimicrobiennes) < {

" L -—"; D l
Stimulation de la croi e des S 7 ~'—_--—/_ L
bactéries du célon Fermentation g
Prébiotiques Produits de la
fermentation
Interaction avec les
cellules épithéliales et e Saurce Finerole Production dIgA
immunocompétentes ! * Activité antl-carcinogéne
(Renforcement de lo AGCCs

* immunomodulation
* Absorption du calcium
* Métabolisme lipidique

barriére intestinale
mécanique/immunitaire)

" Cellules épithéliales ' \
intestinales \

Cellules Lamina propria
immunitaires

Figure 4: Mécanismes d'action et principaux effets associés a la consommation de prébiotiques

(adapté de Saad et al., 2014).

3. Effet des prébiotiques sur les probiotiques : Concept symbiotique :

3.1. Définitions :

Pour exercer leurs effets, les probiotiques doivent généralement entrer en compétition
avec les microorganismes déja présents dans le tractus intestinal, notamment pour les
nutriments, tandis que les prébiotiques utilisés seuls, peuvent uniquement affecter la
croissance des bactéries indigénes. Afin d’améliorer l'effet de chacun, la combinaison de
probiotiques et de prébiotique est un concept d’intérét. ANDERSSON et al., (2001) ont défini les
symbiotiques comme « un mélange de probiotiques et de prébiotiques qui affecte de maniere
positive la santé de I'h6te, en augmentant la survie et I'implantation de microorganismes

vivants, présents dans un complément alimentaire, dans le tractus gastro-intestinal de I’'héte ».
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Ce concept a été validé par I'AFSSA en 2003, mais si une telle relation est possible, elle doit étre

scientifiguement démontrée.

3.2. Effets bénéfiques des symbiotiques :

On peut distinguer deux types d'effets sur la santé différents lors de Ia
consommation d’un symbiotique :
- Soit un effet additionnel des effets du prébiotique et du probiotique,

- Soit un effet synergique comme le laisse entendre la définition initiale.

Deux études réalisées récemment sur un additif alimentaire a usage vétérinaire,
SYMBIOVEBA®, sur les mammites subcliniques, se sont conclues par des résultats positifs
(Abdennebi et al., 2020 ; Lamari et al., 2021).

Mais, les résultats obtenus avec les symbiotiques sont encore trop peu nombreux pour conclure
guant a leurs effets bénéfiques. Cela est dii au fait que d’une part, il manque encore
aujourd’hui des informations concernant les pathologies intestinales a traiter, et d’autre part,
gue les mécanismes associés a la consommation de symbiotiques sont pratiquement
inconnus, la plupart des études réalisées étant des essais cliniques. Tout comme pour les
probiotiques et les prébiotiques, la compréhension du mode d’action de chacun des acteurs est

absolument nécessaire afin d’optimiser leur utilisation.



Partie experimentae
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1. Problématique :

L'usage des antibiotiques a pour objectif de maintenir les animaux en bonne santé et de
contribuer a leur bien-étre. Outils indispensables, ces médicaments permettent de contréler le
niveau sanitaire et d'assurer la qualité et la productivité dans les élevages. Mais, avec
I'apparition des antibiorésistances suite a une utilisation abusive de ces molécules et qui sont
potentiellement transmissibles a 'homme via I'alimentation ou par contact avec des bactéries
résistantes ou via les mécanismes de transfert entre bactéries, il est devenu nécessaire de

développer des alternatives telles les probiotiques, prébiotiques et symbiotiques.

2. Objectif :

L'objectif de cette étude est d’évaluer in vitro I'activité antibactérienne d’un symbiotique
« SYMBIOVEBA » sur des souches d’entérocoques multirésistantes d’origine aviaire, et I'effet de

leur association avec les antibiotiques.

3. Matériel:

3.1. SYMBIOVEBA :

C’est un additif alimentaire purement biologique a usage vétérinaire. SYMBIOVEBA
produit biologique permet a I'lanimal apres I'administration par voie orale de rééquilibre le pH
de rumen, d’améliorer ses performances zootechniques (augmentation de la production
laitiere, de prévenir les troubles digestif, aussi de renforcer son systéme immunitaire et de

maintenir de bon état générale de I'animal.

» Composition :
SYMBIOVEBA, produit biologique composé de plantes médicinales (TARAXACUM OFFICINALIS,
ZINGIBER OFFICINALIS), de probiotiques Lactobacillus et Saccharomycess cervicie), d’enzymes,

d’extrait végétaux et de I'eau, obtenu avec exclusif MESEN patented.

» Indication :
SYMBIOVEBA est un produit biologique indiqué pour :
- Favoriser l'appétit.

- Rééquilibrer le PH du rumen.
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- Renforcer la flore intestinale par les bons microorganismes afin d'améliorer la digestion des

aliments et augmenter les apports nutritifs pour une production de lait de qualité.

- Augmenter de la production laitiere

- La prévention des troubles digestifs chez I'animal (constipation, diarrhée, météorisation,

acidose, alcalose).

- Effet énergisant en cas de fatigue.

Gamme de Produits
Pour L'optimisation
des performances
Zootechniques |

‘0'06' »., -~

AMA B

s

Figure 5: SYMBIOVEBA.

3.2. Souches bactériennes cibles :

Notre étude s’est portée sur deux souches bactériennes multirésistantes, qui sont :

E. faecalis et E. faecium.

Les caractéristiques et l'origine de ces souches sont reportées dans le tableau suivant.

Tableau 4 : Caractéristiques et origine des souches bactériennes cibles.

Souches testées

Type de résistance

Origine

E. faecalis Tétracycline — Erythromycine — Poulet de chair
Pénicilline.
E. faecium Tétracycline — Erythromycine — Dinde

Pénicilline — Chloramphénicol.
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3.3. Milieux de culture :

Dans le but d’obtenir des colonies jeunes de 24 heures, les souches conservées ont été
repiquées sur une gélose nutritive (IPA).

Pour I'étude de I'activité antibactérienne, la gélose Mueller Hinton (IPA) a été utilisée.

4. Méthodes :

4.1. Evaluation de l'activité antibactérienne du symbiotique par la méthode de
disques :
La méthode utilisée pour évaluer I'activité antibactérienne du symbiotique est celle de

diffusion sur milieu gélosé, inspirée de la méthode de I'aromatogramme, comme le montre la

figure suivante.

Disque de papier ‘ N
mbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle

L Lt ) e

Incubation a 37°C

Inoa.d.um pendant 24 heures
bactérien
; o)
Boite de Pétri Miaitios
avec la gélose MH d'inhibition

Figure 6: lllustration de la méthode d’aromatogramme (Zaiki, 1988).

e Mode opératoire :

> Préparation de la suspension bactérienne :

- A partir d’'une culture pure de 18 a 24h sur le milieu d’isolement, racler a l'aide d’'une anse de
platine quelgue colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Décharger I'anse dans 5 a10 ml d’eau physiologique stérile 3 0.97.
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- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc
Farland.
- l'inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de l'eau

physiologique stérile s’il est trop fort.

» Ensemencement :

- ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I'inoculum.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- Lessorer en le pressant fermement (en tournant) sur la paroi du tube, afin de le décharger au
maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée (Mueller Hinton), de haut en bas, en
stries serrées.

- Répéter l'opération deux fois, en tournant la boite a 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme, finir I'ensemencement en passant |‘écouvillon sur la

périphérie de la gélose.

» Imprégnation des disques :
Un disque stérile de papier wattman de 6 mm de diamétre est déposé a l'aide d’'une
pince stérile sur gélose et imprégné de 10 ul du symbiotique. Les boites de Pétri sont ensuite

placées a I'étuve a température de 37°C pendant 18 a 24 heures.

» Lecture:

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a l'aide d’une régle en mesurant la moyenne de deux diameétres perpendiculaires
passant par le milieu du disque. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque souche.

La lecture des résultats se fait par la mesure du @ de la zone d’inhibition en mm selon la
fourchette proposée par Ponce et al. (2003) pour les huiles essentielles, comme suit :

6 mm < @ <8 mm : non sensible.

9mm < @ < 14 mm : sensible.

15 mm < @ <19 mm : trés sensible.

@>20 mm : extrémement sensible.
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4.2. Etude de I'association « Symbiotique/ antibiotique » par la méthode des
disques :
La méthode utilisée pour évaluer [lactivité antibactérienne de I'association

Symbiotique/ATB est celle de diffusion sur milieu gélosé.

e Mode opératoire :

Deux disques du méme antibiotique sont déposés sur la surface gélosée de chaque boite
de Pétri préalablement ensemencée avec la souche bactérienne cible.
Dans notre expérimentation, nous avons utilisé la pénicilline, antibiotique a lequel les deux
souches étudiées sont résistantes, la charge du disque est de 10 Ul.
» A l'aide d’une micropipette, 10 pl du symbiotique sont déposés sur I'un des disques d’ATB;
» Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 h;

» Apres incubation, le diamétre des zones d’inhibition est mesuré en mm.
Le résultat étant la moyenne de trois essais ; les résultats ont été interprétés comme suit:

v Indifférent : les deux zones d’inhibition de I’antibiotique seul et de Iassociation
ATB/Symbiotique restent inchangées.
(A+B) = Effet A ou Effet B.

v Addition : I'effet de I'association est égal a la somme des effets de I'antibiotique seul et
I'association ATB/Symbiotique
(A+B) = Effet A + Effet B.

v' Synergie : la zone d’inhibition de Iassociation ATB/Symbiotique est plus importante
que celle de I'antibiotique tout seul.
(A+B) > Effet A + Effet B.

v' Antagonisme : la zone d’inhibition de Iassociation ATB/Symbiotique est moins
importante que celle de I'antibiotique seul.

(A+B) < Effet A ou Effet B.
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5. Résultats et discussion :

5.1. Résultats de I’évaluation de I'activité antibactérienne du symbiotique :

La figure 7, montre I'effet du SYMBIOVEBA vis-a-vis d’une souche d’entérocoque.

Figure 7 : Zone d’inhibition induite par SYMBIOVEBA sur une souche d’entérocoque

multirésistante.

Le tableau suivant montre les diamétres d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches
bactériennes au SYMBIOVEBA.

Tableau 05 : Diameétres (mm) des zones d’inhibition induites par SYMBIOVEBA.

Souche 10 pl de SYMBIOVEBA
@ d’inhibition Sensibilité
(mm)
E.faecalis 12,5+0.70 +
E.faecium 12+0.41 +

- Chaque valeur représente la moyenne de trois essais * Ecart type.
- Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres des zones
d’inhibition.
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Nos résultats montrent que le symbiotique posséde un effet antibactérien sur les deux
souches : E.faecalis et E.faecium, avec des diametres d’inhibition de 12,5 mm et 12 mm
respectivement.

Effectivement, de nombreuses études suggérent que les probiotiques ont un grand potentiel
comme outil d'amélioration de la santé et du bien-étre (Sanders et al., 2014).

Des essais pour étudier l'effet thérapeutique d'un symbiotique (Symbioveba®) sur les
mammites subcliniques chez les vaches laitieres ont été menés en Algérie, et les résultats
indiquent clairement que le symbiotique a un effet positif sur la qualité microbiologique du lait.
(Abdennebi et al., 2020 ; Lamari et al., 2021). ABDENNEBI et al., (2020) ont constaté apres avoir
administré le symbiotique au lot expérimental, une diminution significative du niveau de S.
aureus et de E. coli dans le lait dés la premiére introduction du symbiotique. Ils ont conclu que
cette diminution significative est probablement due a l'action antimicrobienne du symbiotique.
Aussi, selon CHAUCHEYRAS-DURAND et al., (2008), les symbiotiques induisent une diminution
de la charge microbienne pathogéne digestive avec une augmentation des la microflore
digestive bénéfique et par conséquent une diminution de la contamination environnementale
des vaches. Certaines bactéries probiotiques ont montré une capacité a d'inhiber l'invasion des
cellules épithéliales mammaires bovines par E. coli et S. aureus (Assis et al., 2015).

LAMARI et al., (2021) ont conclu que I'administration de SYMBIOVEBA® aux vaches souffrant de
mammites subcliniques au cours de lactation a montré un effet curatif considérable. Cela
pourrait etre du a 'un des composant du symbiotique qui est le probiotique Lactobacillus. Ce
dernier est testé in vitro, et il a montré une aptitude a produire des composants tels que les
acides organiques, du peroxyde d'hydrogene et des bactériocines ayant une activité
antimicrobienne (Nader-Macias et al., 2008 ; Charlier et al., 2009). Par conséquent, une infusion
intra mammaire de la bactériocine produite par Lactococcus lactis s'est avérée aussi efficace

gu'une injection d'antibiotique conventionnelle (Crispie et al., 2008 ; Klostermann et al., 2008).



26

5.2. Résultats de I'association ATB/Symbiotique :

La figure 8 montre un effet indifférent de la combinaison ATB/Symbiotique vis-a-vis de

E.faecalis.

Figure 8 : Effet indifférent de I'association ATB/Symbiotique vis-a-vis de E.faecalis.

La figure 9 montre un effet additif de la combinaison ATB/Symbiotique vis-a-vis de

E.faecium.

Figure 9: Effet additif de I'association ATB/Symbiotique vis-a-vis de E.faecium.



Les zones d’inhibition obtenues sont reportées dans le tableau 6.
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Tableau 06 : Diamétres (mm) des zones d’inhibition induites par I'association ATB/SYMBIOVEBA.

Pénicilline (PEN) 10 UI

SYMBIOVEBA/ PEN

Souche
@ d’inhibition interprétation | @ d’inhibition Interprétation
(mm) (mm)
E.faecalis 09+0.62 Résistent 09+0.40 Effet indifférent
E.faecium / Résistent 10+0.70 Effet additif

- Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + Ecart type.

- Les diamétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diameétres des zones

d’inhibition.

- Valeurs critiques des diametres des zones d'inhibition induite par la Pénicilline pour

Enterococcus : @ < 14 : Résistant.

@ > 15 : Sensible.

Nous constatons que l'association PEN/Symbiotique présente un effet indifférent sur

E.faecalis, et un effet additif sur E.faecium.

Il serait intéressant d’élargir cette étude sur les autres gammes d’antibiotiques afin de

rechercher un effet synergique. Toutefois, une synergie ou un antagonisme observé in vitro ne

sont pas toujours extrapolables en clinique.




Conclusion
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Conclusion

Ce travail a été mené dans le cadre de I’évaluation de l'activité antibactérienne d’un
symbiotique a usage vétérinaire, SYMBIOVEBA.

Les résultats indiquent que le symbiotique a exercé une activité antibactérienne a
I'encontre des deux souches d’entérocoques testées. L'étude de l'activité antibactérienne du
symbiotique associé avec un antibiotique témoigne un effet indifférent vis-a-vis de E.faecalis, et
un effet additif vis-a-vis de E.faecium.

Ainsi, ces résultats demeurent prometteurs, et pourraient servir de base pour des études
cliniques ultérieures afin de confirmer I'efficacité antimicrobienne de ce produit naturel et de
proposer leur utilisation en tant qu’agents antimicrobiens alternatifs, palliant aux effets
secondaires des antibiotiques et aux résistances bactériennes accrues.

Ce travail nécessite d’étre poursuivi pour étudier les activités antibactérienne envers les
autres germes pathogene, car le probléme de la résistance bactérienne se pose de plus en plus
ainsi que les effets négatifs sur la santé humaine des additifs de synthése.

Il serait intéressant aussi de procéder a une analyse approfondie sur les symbiotiques afin

d’identifier les composés ayant une activité antibactérienne.
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