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Résumé

La cavite buccale est un écosystéme dynamique et complexe a I'équilibre fragile. A I'occasion
de modifications des conditions environnementales ou d'une augmentation de la sensibilité de
I'ndte, il y a rupture de cet équilibre. L'altération des conditions locales va permettre la
croissance et le développement d'especes pathogénes jusqu'alors faiblement représentées, ce
qui va autoriser la survenue de diverses pathologies infectieuses orales. Devant I'insuffisance
des solutions apportées par une prise en charge uniqguement mécanique, des moyens
supplémentaires doivent étre envisagés. La stratégie probiotique ouvre une voie séduisante
puisque I'on se propose de remplacer des bactéries pathogénes par des microorganismes ayant
des effets bénéfiques sur la santé orale. L'objectif de ce travail vise donc a identifier des
souches probiotiques parmi des isolats oraux de lactobacilles.

Pour cela, soixante six souches ont été évaluées. Afin de prédire leur persistance orale, trois
méthodes différentes d'évaluation de I'adhérence ont été utilisées : une méthode sur tube de
verre, la méthode MATS et un modele de biofilm monoespéce. Des études in vitro ont été
conduites pour déterminer si les lactobacilles pouvaient inhiber des pathogenes carieux
(Streptococcus mutans et Actinomyces viscosus) et certains pathogenes parodontaux
(Fusobacterium nucleatum et Porphyromonas gingivalis) et pour identifier les mécanismes
impliqués. Enfin, les capacités fermentaires de certaines souches ont été appréciées, afin
d'éviter l'apparition d'effets déeléteres comme la déminéralisation carieuse.

Trois souches seulement ont montré des capacités d'adhérence intéressantes. Selon les criteres
que nous avions défini pour caractériser une activité comme antibactérienne, aucune souche
n'a inhibé P. gingivalis et 9 souches ont été retenues pour leur pouvoir inhibiteur contre les
autres pathogenes. Le mode d'action précis de l'inhibition reste encore a préciser. Dans les
conditions de cette étude, aucune des souches évaluées pour son activité fermentaire n'a
présenté un risque cariogéne.

Ce travail a permis de mettre en évidence des souches intéressantes soit de part leur adhérence
soit de part leur activité inhibitrice. Des études in vitro complémentaires semblent nécessaires
(évaluation de la stimulation immunitaire, précision sur les mécanismes impliqués dans les
effets observés) avant de poursuivre sur un modéle animal ou des études cliniques chez

I'Homme.

Mots-clés : Lactobacillus. Cavité buccale. Probiotique. Adhérence. Antibactérien.



Abstract

The oral cavity is a complex and dynamic ecosystem with a delicate balance. On the occasion
of changes in environmental conditions or an increase in the sensitivity of the host, a break
can occur. The alteration of local conditions will allow the growth and development of
pathogenic species hitherto poorly represented, which will allow the occurrence of various
oral infectious diseases. Due to the lack of solutions given by a purely mechanical support,
additional resources should be considered. Probiotic strategy appears as an attractive way
since it proposes to replace pathogenic bacteria by microorganisms having beneficial effects
on oral health. The aim of this study was therefore to identify probiotic strains among oral
lactobacilli isolates.

To this end, sixty-six strains were evaluated. To predict persistence in mouth, three different
methods of assessing adherence were used: a method on glass tube, the MATS method and a
monospecie biofilm model. In vitro studies were conducted to determine whether lactobacilli
could inhibit caries pathogens (Streptococcus mutans and Actinomyces viscosus) and some
periopathogens (Fusobacterium nucleatum and Porphyromonas gingivalis) and to identify the
mechanisms involved. Finally, the fermentation capacity of certain strains was assessed in
order to avoid the occurrence of adverse effects such as carious demineralization.

Only three strains showed adhesion interesting capabilities. According to the criteria we
defined to characterize an activity as antibacterial, no strain inhibited P. gingivalis and 9
strains were selected for their inhibitory potency against the others pathogens. The precise
mode of action of the inhibition remains unclear. Under the conditions of this study, none of
the strains tested for its fermentative activity has introduced a cariogenic risk.

This work has highlighted interesting strains because of their adhesion or because of their
inhibitory activity. Additional in vitro studies seem necessary (evaluation of immune
stimulation, precision of the mechanisms involved in the observed effects) before continuing

in an animal model and clinical studies in humans.

Keywords : Lactobacillus. Oral cavity. Probiotic. Adherence. Antibacterial.
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1.Introduction




Au début du XXeéme siécle, Elie Metchnikoff remarque que la longévité et la bonne
santé des paysans bulgares est liée a leur consommation de produits laitiers fermentés et
suggeére que certains micro-organismes pourraient exercer des effets bénéfiques sur la santé
humaine. Provenant de I’expression grecque « pro bios » qui signifie littéralement « pour la
vie », le terme probiotique est proposé pour la premiére fois en 1965 par Lilly et Stillwell
pour définir des substances produites par un micro-organisme stimulant la croissance d’autres
microorganismes (145). Cette définition évolue rapidement et bientdt le terme définit des
micro-organismes qui ont des effets positifs sur la santé en contribuant au maintien de
I’équilibre du microbiote dans lequel ils se trouvent. Ces effets ont été particuliérement
étudiés au niveau intestinal et de nombreuses études cliniques valident I'utilisation raisonnée
des probiotiques.

La cavité orale des étres humains est un écosysteme particulier, ouvert sur I'extérieur,
habité par de nombreux microorganismes dont des centaines d'espéces bactériennes dont la
plupart sont commensales et nécessaires pour maintenir I'équilibre de cet écosystéme.
Pourtant, a I'occasion de certaines perturbations (apports glucidiques importants, dérégulation
du contrdle microbien, sensibilité accrue de I'ndte), une rupture de cet équilibre va se produire
ce qui va permettre le développement des pathologies infectieuses (caries et maladies
parodontales principalement) de la cavité buccale. Méme si des études ont mis en évidence les
principaux pathogenes impliqués dans ces pathologies, un agent étiologique unique ne peut
pas étre isolé et ceci contrairement aux postulats de la théorie classique de Koch. Cela a été
clairement démontré dans la maladie parodontale, ou des especes bactériennes qui
appartiennent a des groupes taxonomiques tres différents sont connues pour étre impliquées
dans la maladie.

Dans le contexte actuel de résistance bactérienne aux antibiotiques, la lutte contre les
infections bactériennes fait de plus en plus appel a de nouveaux moyens, c'est ainsi que le
concept de thérapeutiques basées sur l'utilisation de probiotiques a été considéré pour une
application en santé buccale. La plupart des études menées ont utilisées des souches
commerciales mais peu ont été conduites sur des souches sauvages.

C'est dans ce cadre que vient s'inscrire ce travail dont l'objectif était de mettre en évidence
chez des lactobacilles isolés dans la cavité buccale, des caractéristiques phénotypiques et
génetiques qui feraient d'eux de potentielles souches probiotiques. Pour cela, I'adhérence, les

effets antibactériens et I'innocuité des souches ont été évalués.
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Notre propos s'‘organise en quatre chapitres : une synthese bibliographie du sujet traité, un
chapitre qui détaille les matériels et méthodes utilises, suivi d'une présentation des résultats de
cette étude qui seront ensuite discutés dans un quatriéme et dernier chapitre.

La synthese bibliographie se compose de trois parties. Aprés une présentation générale
du biofilm dentaire et des principales pathologies qui lui sont associées, une synthese sera
faite sur les probiotiques, leur définition, leurs mécanismes d'action et leur utilisation. La
derniére partie résume les caractéristiques probiotiques des lactobacilles traités dans la
littérature.

La majeure partie des matériels et méthodes est exposée dans le deuxiéeme chapitre
(quelques éléments sont placés en annexe). On y retrouve notamment la description des
méthodes d'adhérence, des méthodes d'évaluation de I'inhibition et des méthodes moléculaires
utilisées.

Le troisieme chapitre présente l'ensemble des résultats tirés de cette étude.
L'organisation de leur présentation est basée sur celle du chapitre matériels et méthodes.

Enfin, le dernier chapitre discute des résultats obtenus et justifie les orientations prises
dans cette étude.

Ce manuscrit s'achéve par une conclusion qui souligne les résultats marquant de ce travail et

présente les perspectives et nouvelles orientations que devraient amener les travaux ultérieurs.
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L'écosystéeme buccal : une homéostasie fragile

Chez I'Homme, la flore buccale fait partie d'un écosysteme complexe a I'équilibre fragile.
Cette flore est constituée de divers microorganismes : des parasites eucaryotes, des
champignons, des levures, des virus, des mycoplasmes et de plus de 700 especes bactériennes
(Tableau 1) (84, 157, 188). Ces microorganismes peuvent étre présents sous forme
planctonique mais sont le plus souvent associés au sein d'un biofilm. Cette association
apparait comme une réponse adaptative a un milieu défavorable. Elle conduit a des
modifications des fonctions cellulaires, a I'expression de facteurs de virulence et métaboliques
et présente des avantages pour les bactéries en facilitant :

e larésistance aux antibactériens et autres conditions environnementales défavorables,

e les échanges nutritionnels et les coopérations métaboliques,

e les échanges génétiques (69).
L'établissement du biofilm dentaire est physiologique et sa composition dépend largement de
facteurs environnementaux tels que brossage, apports nutritifs, température ou variation de
pH. Ce biofilm polymorphe en fonction des différentes niches buccales (langue, site sous-
gingival, surface amélaire...), a de nombreux effets bénéfiques pour I’hdte notamment en
contribuant au développement du systéme immunitaire local, au maintien de I’homéostasie et
au contrdle de la colonisation de la muqueuse par des microorganismes pathogenes (10, 155,
158). Malgre leur diversité, la composition de ces communautés microbiennes reste pourtant
relativement stable dans le temps (homéostasie microbienne). Cette stabilité ne signifie pas
une relation passive avec I'n6te, mais elle reflete plutét un équilibre dynamique entre les
especes qui les composent et des facteurs propres a I'hdte comme le systéme immunitaire ou
des facteurs nutritionnels. Cependant comme dans tout écosystéme, I'homéostasie
microbienne peut se rompre a l'occasion de la survenue d'un changement brutal dans les
parameétres locaux qui va profiter a la croissance d'especes potentiellement pathogenes
faiblement représentées et qui peuvent alors faire preuve d'une virulence accrue et montrer

une sensibilité moindre aux agents antimicrobiens (155, 264).
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Cocci

Bacilles

Aérobies et anaérobies facultatifs

Anaérobies facultatifs

Gram positif Gram négatif Gram positif Gram négatif
Abiotrophia Moraxella Actinomyces Acinetobacter
Enterococcus Neisseria Corynebacterium Aggregatibacter
Gemella Lactobacillus Campylobacter

Granulicatella
Staphylococcus
Streptococcus

Rothia

Capnocytophaga
Eikenella
Haemophilus
Klebsiella

Pseudomonas

Anaérobies stricts

Anaérobies stricts

Gram positif Gram négatif Gram positif Gram négatif
Anaerococcus Anaeroglobus Actinomyces Bacteroides
Finegoldia Veillonella Atopobium Centipeda
Micromonas Bifidobacterium Desulfomicrobium
Peptococcus Bulleidia Dialister
Peptoniphilus Clostridium Filifactor

Peptostreptococcus

Cryptobacterium
Eggerthella
Eubacterium
Mogibacterium
Olsenella
Parascardovia
Propionibacterium
Pseudoramibacter
Scardovia
Shuttleworthia

Slackia

Fusobacterium
Leptotrichia
Porphyromonas
Prevotella
Selenomonas

Tannerella

On retrouve aussi dans la cavité buccale, le genre Mycoplasma et des espéces du phylum des

Spirochétes (uniquement du genre Treponema) (64, 266)

Tableau 1 : Principaux genres bactériens de la cavité buccale (inspiré de Chardin et al.)(37)
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2.1.Le biofilm dentaire

Ce biofilm a le méme mode de formation que tous les biofilms bactériens c'est-a-dire qu'il se
développe en plusieurs phases : une phase dapproche du support, une phase d'adhérence, une
phase de maturation et une phase de dispersion (cf chapitre sur adhérence bactérienne). La
particularité du biofilm dentaire (ou plaque dentaire) est qu'il s'établit sur une structure
particuliére qui porte le nom de pellicule acquise exogéne (PAE). En effet, rapidement apres
le brossage commence a se déposer sur les surfaces dentaires, une fine pellicule composée de
mucines, glycoprotéines et protéines (dont des enzymes) en provenance des fluides oraux
(salive et fluide gingival) (94).

L'établissement du biofilm est soumis a une chronologie particuliere, les bactéries le
constituant n'ayant pas toutes les mémes propriétés d'adhésion. 1l a été montré, en utilisant des
méthodes d'hybridation in situ en fluorescence que les premieres bactéries a se déposer sur la
pellicule acquise exogene appartiennent aux genres Streptococcus et Actinomyces (187). Ces
bactéries font partie des especes pionnieres qui sont les seules a pouvoir adhérer a la pellicule
acquise (Figure 1). De plus, pour un méme genre bactérien, des différences inter-especes
existent. Plusieurs auteurs ont montré que les streptocoques du groupe mitis adhérent plus
facilement a la PAE que les streptocoques du groupe mutans (65, 144, 180). Apres la mise en
place de ces bactéries pionnieres, d'autres especes vont venir coloniser le biofilm dentaire. Ce
phénomeéne qui contribue a l'accroissement du biofilm avec les divisions cellulaires et les
phénomeénes de co-agrégation correspond a I'étape de maturation du biofilm. Au fur et a
mesure que ce biofilm s'épaissit de nouvelles conditions environnementales apparaissent. Par
exemple, I'existence de zones plus pauvres en oxygene va favoriser la croissance des bactéries
anaérobies. L'équilibre du biofilm sera étre atteint en 2 a 3 semaines en |'absence de brossage.
A ce stade, il peut contenir jusqu'a 10° bactéries par mg de matiére (37). Certaines peuvent
alors se détacher du biofilm et aller coloniser d'autres sites, sous I'effet des variations physico-
chimiques environnantes, ceci constituant la phase de dispersion.

Le biofilm, malgré sa diversité, est donc composé d'une flore commensale relativement stable,
en perpétuel renouvellement et en équilibre avec son environnement. C'est a la faveur de la
rupture de cet équilibre que peuvent survenir les pathologies microbiennes de la cavité

buccale.
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Figure 1 : Mise en place du biofilm dentaire (adapté de Kolenbrander et al.) (128)
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2.2.La carie dentaire

La carie dentaire est une maladie polybactérienne chronique et multifactorielle qui se
manifeste par une déminéralisation des tissus durs de la dent. Cette déminéralisation est due a
la production d'acides par les bactéries fermentaires présentes au sein de la plaque dentaire.
Cette production, fortement corrélée a l'alimentation, s'explique par la richesse du contenu de
celle-ci en hydrates de carbone tels que le saccharose, le glucose ou encore le fructose. Le
saccharose est souvent considéré comme tres cariogénique d'une part car il est introduit
artificiellement dans de nombreux produits alimentaires et d'autre part parce qu'il est trés
fermentescible a cause de son faible poids moléculaire. La fermentation des sucres va
entrainer la baisse de pH au niveau des surface dentaires ; cette chute de pH dans les
conditions normales est compensée par le pouvoir tampon de la salive (152). Dans des
conditions de prises alimentaires répétées ou d'alimentation trop sucrée, le pouvoir tampon de
la salive est débordé et celle-ci ne joue plus son rdle. 1l se produit alors un abaissement
durable de la valeur de pH au sein de la plaque dentaire, et ce d'autant plus, qu'au sein du
biofilm constitué la salive a une faible diffusion (111). Ce pH qui est initialement autour de
6.5-7 va chuter rapidement en dessous d'une valeur dite critique (pH 5.5), a partir de laquelle
I'nydroxyapatite (composant majeur de I'émail) commence a étre dissous de facon irréversible
(235). Parallélement, cet environnement acide au sein de la plaque a tendance a sélectionner
des bacteéries tolérantes a ces conditions particuliéres ; ces bactéries sont dites aciduriques. Ce
phénomene modifiant 'hnoméostasie établie est a la base de la théorie de la plaque écologique
de Marsh (156). Les streptocoques du groupe mutans ainsi que les lactobacilles sont les
principales bactéries profitant de ce changement, et sont donc considérées comme les
principales bactéries cariogénes. On retrouve cependant également parmi les bactéries

cariogenes, le genre Actinomyces qui est fortement associé a certains types de caries.
- Le genre Streptococcus

Les streptocoques sont des cocci a Gram positif, catalase-négatif, asporogénes le plus souvent
non encapsulés, immobiles, catalase négative. De par toutes ces caractéristiques et leur
métabolisme fermentaire, ils sont classés dans le groupe des bacteries lactiques. Ces bacteries
sont typiquement organisées en chainettes. La classification actuelle les regroupe en 6 groupes

phylogéniques (anginosus, bovis, mitis, mutans, pyogenic et salivarius) selon la séquence de
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leur ADNr 16S (179). Les streptocoques oraux regroupent des especes appartenant a 4

groupes phylogénétiques distincts :

Groupe anginosus Groupe mitis Groupe mutans Groupe salivarius
S. anginosus S. australis S. criceti S. salivarius
S. constellatus S. cristatus S. devrieseli subsp. salivarius
subsp. constellatus  S. gordonii S. downei subsp. thermophilus
subsp. pharyngis S. infantis S. mutans S. vestibularis
S. intermedius S. mitis S. ratti
S.oligofermentans S. sobrinus
S. oralis

S. parasanguinis
S. peroris

S. sanguinis

Tableau 2 : Principaux streptocoques de la cavité orale humaine (37, 179)

Les streptocoques oraux sont les bactéries les plus nombreuses, représentant plus de 20%, de
la flore commensale de la cavité buccale (26, 179). 1l a été clairement démontré que certains
streptocoques oraux jouaient un réle important dans l'initiation de la carie dentaire (242).
Outre leur propriété d'acido-résistance, leur pathogénicité est fortement associée a leurs
propriétés d'adhésion (15). En effet, si les streptocoques mutans sont impliqués dans le
développement de la maladie carieuse, c'est que leur pouvoir cariogéne est d aux facteurs de

virulence déja évoqués (acidogenese, acidurie et adhérence).
- Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus appartient au groupe des bactéries lactiques et regroupe une diversité
d'organismes en forme de batonnet, Gram-positifs, catalase-négatifs (bien que quelques
souches décomposent faiblement H,O, par une pseudo-catalase), immobiles ou mobiles et
asporogenes (59, 245). Plus de 80 especes sont regroupées au sein du genre Lactobacillus, qui
représente I'un des genres les plus importants de la famille des bactéries lactiques (49). Les

lactobacilles sont strictement fermentaires et peuvent étre séparés en trois groupes (44, 59) :
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e Le groupe | se compose de lactobacilles homofermentaires stricts qui fermentent les
hexoses en produisant presque exclusivement du lactate selon la voie d'Embden-
Meyerhof (glycolyse). Il n'y a pas de fermentation des pentoses ni du gluconate.

e Le groupe Il se compose de lactobacilles hétérofermentaires facultatifs. Ils fermentent
les hexoses selon la voie de la glycolyse et produisent ainsi quasi exclusivement du
lactate et peuvent fermenter les pentoses en lactate et acétate par une phosphokeétolase
inductible.

e Le groupe Ill se compose de lactobacilles hétérofermentaires stricts qui fermentent les
hexoses en lactate, acétate ou éthanol et dioxyde de carbone (CO,) et qui fermentent

également les pentoses en lactate et acétate.

Groupe | Groupe Il Groupe 111
L. acidophilus L. casei L. brevis
L. delbrueckii L. paracasei L. buchneri
L. helveticus L. plantarum L. fermentum
L. salivarius L. rhamnosus

L. sake

Tableau 3 : Principales especes de lactobacilles retrouvés dans la cavité buccale (inspiré de
Chardin et al.) (37)

Les lactobacilles colonisent la cavité orale trés tot dans la vie de 'Homme, avant I'dge de un
an (13, 229). Parmi la diversité de la flore bactérienne orale, les lactobacilles ne sont en aucun
cas l'espéce la plus représentée. Ils constituent environ 1% de la microflore buccale cultivable
chez I’humain (Tableau 3). Les especes les plus souvent retrouvées dans la salive sont
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus et Lactobacillus salivarius. Certaines especes de
lactobacilles ont été impliquées dans le processus carieux et plus particulierement dans la
progression de la lésion au sein de la dentine. Ces especes que I'on isole le plus dans les

Iésions carieuses sont L. acidophilus, L. casei, L. fermentum et L. rhamnosus (238).
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- Le genre Actinomyces

C'est un groupe de bacilles polymorphes anaérobies stricts ou facultatifs, & Gram positif, non
alcoolo-acido-résistants, immobiles, asporogénes. Les produits de métabolisme glucidique
sont les acides succinique, acétique et lactigue. Chez I'homme, les espéces du genre
Actinomyces font partie de la flore endogéne commensale des muqueuses des voies aéro-
digestives supérieures, des tractus intestinal et wvaginal (37). Une dizaine d'especes
d'Actinomyces est retrouvée au niveau de la cavité buccale (Tableau 4). Deux especes
majeures, Actinomyces viscosus et Actinomyces naeslundii colonisent la surface des dents et il

semblerait que A. viscosus domine dans les caries radiculaires (38, 275).

Anaérobies facultatifs Anaérobies stricts
A. graevenitzii A. georgiae
A. naeslundi A. gerencseriae
A. radicidentis A. israelii
A. viscosus A. meyeri

A. odontolyticus
A. oricola

Tableau 4: Principales espéces d'Actinomyces retrouvées dans la cavité buccale (inspiré de
Chardin et al.) (37)

2.3.Les maladies parodontales

Les maladies parodontales correspondent a I'ensemble des pathologies inflammatoires ou
dégénératives affectant les tissus de soutien de la dent (ou parodonte). Ces maladies se
divisent en 2 grandes catégories : les gingivites et les parodontites.

Les gingivites correspondent a toute inflammation limitée au parodonte superficiel (pas
d'extension a l'os sous-jacent). Cet état inflammatoire est directement lié a la présence de la
plaque dentaire, comme l'ont montré Loe et al. dans leurs expériences de gingivites
expérimentales (148). Bien qu'une composante microbienne locale soit nécessaire, certaines

pathologies générales ou affections systémiques ont un caractére favorisant.
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Les parodontites sont des Iésions infectieuses avancées du parodonte et font souvent suite aux
gingivites. La présence de certaines bactéries et une réponse inflammatoire intense entrainent
la destruction des tissus de soutien de la dent (os, muqueuse gingivale). Comme pour les
gingivites, la gravité de l'atteinte peut étre amplifiée par la présence de parametres locaux et
géneraux favorisants comme des restaurations iatrogenes, un trauma occlusal, une
immunodépression ou des modifications endocriniennes.

Le passage de I'état sain a I'état de maladie parodontale s'accompagne du passage progressif a
une flore plus riche en bactéries anaérobies et de bactéries a Gram négatif : ce phénomeéne
porte le nom de dérive anaérobie (156). Parmi les espéces les plus fréeguemment impliquées
dans les maladies parodontales Fusobacterium nucleatum et Porphyromonas gingivalis jouent
un réle prépondérant dans certaines formes de cette maladie (24, 228, 274). Il existerait
dailleurs entre ces 2 espéces une co-agrégation qui leur serait trés profitable, améliorant

méme leur survie et leur pathogénicité (66, 193, 212, 241).
- Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum est un bacille fusiforme a Gram négatif, anaérobie strict,
asporogene et non mobile. Il produit essentiellement de l'acide butyrique lors de la
métabolisation des hydrates de carbone. Chez I'nomme, les espéces du genre Fusobacterium
font partie de la flore endogene commensale des muqueuses des voies aéro-digestives
supérieures, des tractus intestinal et vaginal.

Au sein du biofilm dentaire, F. nucleatum joue un réle de pont grace a ses propriétés de co-
agrégation avec les especes colonisatrices précoces et tardives (Figure 1). Fusobacterium
nucleatum est constamment présent dans la flore lors de I'initiation de la maladie parodontale
(37).

- Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis est un bacille anaérobie strict, Gram négatif, immobile, encapsulé,
non sporulé, asaccharolytique et pigmenté. Le genre Porphyromonas est relativement peu
représenté, il contient actuellement une douzaine d'espéces dont seulement quatre sont
d'origine  humaine : Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis et Porphyromonas catoniae, les trois derniéres étant des isolats

buccaux (37). Parmi ces isolats buccaux, P. gingivalis est largement majoritaire. Il est plus
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particulierement associe aux parodontites agressives, il jouerait en effet un role majeur dans la

dysbiose a l'origine de la pathologie parodontale (57).
2.4.L'halitose

L'halitose est définie par une haleine qui peut étre dérangeante pour les autres et soi-méme.
Elle prend son origine principalement dans la zone de I'oropharynx (enduit lingual, maladies
parodontales, pharyngite, ...) mais des causes extra orales sont possibles comme les sinusites
ou des maladies systémiques (210, 262).

Dés le debut des années 1960, Tonzetich et Richter reconnaissent le role des composés
soufrés volatils (CSV) dans la mauvaise haleine (203, 257). Bien que d'autres molécules
(polyamines, acides gras,...) semblent aussi impliquées (86, 129, 149), les CSV jouent un réle
prépondérant (262). Ces composés ont rapidement été identifiéss comme provenant
principalement du métabolisme des bactéries orales (165) et Persson et al. ont déterminé les
espéces Fusobacterium nucleatum et Porphyromonas gingivalis comme faisant partie de
celles qui produisent le plus de composés soufrés volatils (191).

22



Etude bibliographique des probiotiques

2.5.Définition

La définition des probiotiques n'a cessé d'évoluer au cours du temps (249). Actuellement, les
probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants, qui lorsqu’ils sont ingérés en
quantité adéquate, exercent des effets bénéfiques sur la santé humaine, au-dela des effets
nutritionnels traditionnels (89). Cette définition a été approuvée par 1’Organisation des
Nations Unies pour I’ Alimentation et 1’ Agriculture (ONUAA) et 1’Organisation mondiale de
la santé (OMS). L'établissement de normes strictes par des groupes d'experts internationaux
de ces deux instances a permis d'encadrer le qualificatif "probiotique™. Ainsi, pour qu’une
souche bactérienne puisse acquérir 1’appellation probiotique, elle doit étre parfaitement
caractérisée. Le genre et I’espece du microorganisme doivent étre identifies selon des
méthodes acceptées a 1’échelle internationale et sa nomenclature doit étre corroborée par
référence aux listes approuvées des noms bactériens. De plus, des études in vitro et in vivo
doivent étre réalisées pour mettre en évidence les mécanismes d’action du probiotique, afin de
prédire son champ d’utilisation et d’identifier ses effets secondaires potentiels. L’ONUAA et
I’OMS recommandent que les souches de bactéries probiotiques soient caractérisées pour leur
spectre de résistance aux antibiotiques, leurs activités métaboliques et hémolytiques, leur
capacité a produire des toxines, leur pouvoir infectieux dans des modéles animaux
immunosupprimés et leurs effets secondaires chez I’humain. Les probiotiques qui sont
caractérisés selon ces criteres sont ensuite soumis a des études cliniques randomisées. Les
résultats de ces études doivent démontrer une amélioration de 1’état de santé et de la qualité de
vie des participants (23).

Les probiotiques regroupent différents types de microorganismes. Actuellement, les
microorganismes utilisés sont des bactéries (principalement des bactéries lactiques) mais aussi
des levures (Tableau 5). Des recherches constantes visent a identifier des souches avec des
propriétés probiotiques et certaines souches inattendues montrent des caractéristiques

intéressantes (75).
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Microorganismes

Bactéries Références
genre espece
Bifidobacterium breve (21, 36)
infantis (21, 36)
lactis (39)
longum (21, 36)
Enterococcus faecium (79)
fecalis (79)
Escherichia coli Nissle 1914 (136, 137, 220)
Lactobacillus acidophilus (21, 36)
brevis (206)
bulgaricus (21, 36)
paracasei (21, 36)
plantarum (21, 36)
reuteri 47)
rhamnosus (195)
Lactococcus lactis (81, 252)
Leuconostoc mesenteroides (173)
Pediococcus acidilactici a7
Propionobacterium freundenreichii (73, 153)
Streptococcus thermophilus (21, 36)
Weissella confusa (141, 174)
Levures
Saccharomyces boulardii (55, 239)
Kluyveromyces lactis (131, 138)

Tableau 5 : Exemples de micro-organismes ayant un intérét probiotique a ce jour




2.6.Modes d’action des probiotiques

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le mode d’action des probiotiques. Ils
sécretent diverses substances antimicrobiennes telles que des acides organiques, du peroxyde
d’hydrogéne et des bactériocines. De plus, ils entrent en compétition avec les agents
pathogénes pour les sites d’adhésion situés sur les muqueuses. Les probiotiques peuvent
également modifier ’environnement ou ils se retrouvent en modulant le pH et/ou le potentiel
d’oxydo-réduction, ce qui peut compromettre 1’établissement de pathogénes. Enfin, les
probiotiques peuvent procurer des effets bénéfiques en stimulant I’immunité non spécifique et
en modulant la réponse immunitaire humorale et cellulaire.

Il n'est pas rare de trouver des préparations ou les souches probiotiques sont associées dans le
but d’amplifier ces effets bénéfiques (23, 216).

Meurman a proposé une adaptation de ces différents modes d'action pour les probiotiques
destinés a la santé bucco-dentaire (Tableau 6). Le probiotique destiné a un usage buccal doit
lui aussi pouvoir a la fois empécher l'installation et la croissance des microorganismes
pathogenes mais aussi stimuler les moyens de défense de I'néte contre ces mémes agents

pathogenes (23).

Interactions directes des probiotiques au sein | Actions indirectes des probiotiques dans la

de la plaque dentaire

cavité buccale

Perturbation de la liaison des
microorganismes oraux aux protéines
(perturbation de la formation du
biofilm)

Action sur la formation de la plague et
sur son écosysteme complexe par
compeétition et par intervention dans les
liaisons bacteries-bactéries

Compétition avec les microorganismes
oraux pour le métabolisme des substrats
disponibles

Production de composés chimiques
inhibant les bactéries orales (substances
antimicrobiennes)

Modulation de la  fonction
immunitaire systémique

Effet sur I'immunité locale

Effet sur les mécanismes de
défenses non immunologiques

Régulation de la perméabilité des
muqueuses

Pression de selection sur le
développement de la microflore
orale a travers la colonisation par
des especes moins pathogénes

Tableau 6 : Mécanismes hypothétiques de I'action des probiotiques dans la cavité buccale

selon Meurman (166)
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- Impératifs biologiques des probiotiques

Comme nous l'avons précédemment écrit, le probiotique doit posséder certaines propriétés qui
lui donnent un avantage sélectif sur des organismes pathogenes. Ces propriétés regroupent des
capacités d'adhésion, de production des molécules antibactériennes et de modulation du
systeme immunitaire. Le probiotique doit, de plus, conserver une compléte innocuité vis a vis
de I'note.

2.6.1. Adhésion bactérienne

Il est maintenant reconnu que les bactéries adoptent un mode de vie communautaire et
sédentaire au sein d'un biofilm plutét qu'un développement libre en suspension dans des
milieux aqueux (278). Ce mode de vie communautaire a lieu quand les bactéries peuvent
adhérer a un support et entre elles. Un phénomene important pour I'étape d'adhésion des
bactéries a un support est le conditionnement des surfaces a coloniser. Si on considére la
surface d'un matériau solide vierge de tout composé, plongée dans un milieu aqueux, elle va
se couvrir, en quelques minutes, des molécules présentes en suspension dans ce milieu.
L'adsorption de ces molécules va grandement modifier les propriétés de surface initiales du
matériau (33). Il semblerait également que la concentration des molécules a cette interface
solide-liquide soit plus élevée que dans le milieu aqueux environnant ce qui multiplierait
localement les molécules. Ceci a deux conséquences principales : la concentration de
molécules facilitant I'adhésion des bactéries a la surface est augmentée, tout comme le nombre
de nutriments, permettant I'amélioration de la croissance des organismes exigeants.
La deuxiéme étape aprés le conditionnement de la surface va étre le mouvement bactérien
vers cette surface. Les bactéries vont alors entrer en contact avec celle-ci par deux moyens :

e des mouvements passifs (diffusion passive avec implication des mouvements

browniens, sédimentation ou encore convection)
e ou des mouvements actifs (motilité bactérienne impliquant éventuellement de la
chimiotaxie).

Il faut noter que les mouvements passifs de cette phase d'approche sont dépendants de la
rhéologie du liquide dans lequel les bactéries sont en suspension. Mais d'autres
caractéristiques du milieu aqueux environnant comme le pH, la force ionique ou la
température peuvent influer sur la quantité de bactéries s'attachant a la surface.
Aprés ces 2 étapes préparatoires (conditionnement de la surface et rapprochement de

I'organisme), I'adhésion a proprement parlé va se dérouler en 2 phases : une phase réversible
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ou le microorganisme est faiblement attaché a la surface (car seules des liaisons de faibles
énergies sont impliquées) puis une phase dite irréversible ou des structures plus spécifiques
vont étre impliquées (adhésines, exopolysaccharides,...).

De nombreuses théories cherchent a expliquer la phase d'adhésion réversible. La théorie qui
semble la plus rigoureuse est la théorie élargie de Derjauin-Landau-Verwey-Overbeek
(DVLO) qui prend en compte l'ensemble des forces non spécifiques en présence et
notamment les forces d'hydratation négligées par la version classique de la théorie DVLO
(236). Parmi ces forces, on peut citer entre autres les interactions électrostatiques et
hydrophobes, I'encombrement stérique, les forces hydrodynamiques et de Van der Waals.
L'hydrophobicité semble avoir la plus grande influence dans la survenue de I'adhésion
primaire car celle-ci a lieu malgré la répulsion due aux interactions électrostatiques (la plupart
des bactéries et des surfaces étant de charge négative) (33, 69).

La deuxieme phase de l'adhésion est une phase pendant laquelle les liaisons entre le
microorganisme et sa surface vont devenir irréversibles c'est-a-dire que le microorganisme ne
pourra étre enlevé de la surface que par des phénomeénes physiques ou chimiques. Lors de
cette phase, les adhésines bactériennes se lient a des protéines ou des hydrates de carbone
présents sur le film de conditionnement et certaines bactéries ayant adhéré se mettent a
synthétiser des exopolysaccharides, tout ceci renforcant I'adhésion. C'est a partir de I'adhésion
irréversible que va pouvoir avoir lieu la colonisation de la surface. En effet, elle va permettre
la formation d'agrégats cellulaires sur la surface par division des bactéries déja adhérées mais
aussi en facilitant I'adhésion des bactéries planctoniques en suspension dans le milieu, par des
phénomenes de coagregation. Le biofilm va pouvoir arriver a maturation. Cette phase
correspond a un équilibre du biofilm. Les relations des bactéries en son sein se complexifient.
Des mécanismes de communications cellulaires comme le quorum sensing ou encore des
échanges de matériel génétique entre espéces vont se mettre en place. La diffusion des
nutriments au sein du biofilm se fait plus difficilement ce qui génere un ralentissement du
métabolisme des bactéries les plus proches du support tandis que les bactéries en surface
continuent a croitre. La stabilité du biofilm va étre maintenue par des phénoménes de mort
cellulaire et le détachement de certaines cellules qui peuvent, lors de cette phase qu'on appelle

la dispersion, revenir a un état planctonique.
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2.6.2. Proprietés anti bactériennes

Les bactéries visant a obtenir le statut de probiotiques doivent posseder de nombreuses
propriétés dirigées contre la croissance des organismes pathogenes. Différentes molécules
antibactériennes sont produites par les probiotiques. Les composés antimicrobiens décrits sont
des acides organiques, du peroxyde d'hydrogéne et des peptides portant le nom de
bactériocines.

Les acides organiques produits notamment lors de la fermentation (essentiellement I'acide
lactique et I'acide acétique) semblent jouer un rdle antimicrobien important bien que, pour
certains, ils agiraient principalement en permeéabilisant la paroi bactérienne permettant le
passage d'autres molécules antibactériennes (151, 222, 247).

Les bactériocines sont des protéines ou des complexes de protéines avec une activité
bactéricide généralement dirigée contre des especes proches de la souche productrice. Les
variations décrites au niveau des propriétés biochimiques, des poids moléculaires, des spectres
et modes d'action a donné lieu a une classification proposée par Klaenhammer (126) :

e Laclasse | ou lantibiotiques : ce sont des peptides de petites tailles (inférieure a 5kDa),
thermostables et qui contiennent des acides aminés soufrés inhabituels ou des groupes
déshydratés (lanthionine, déhydroalanine, ...). lls sont de deux types : la classe la qui
comprend des peptides cationiques hydrophobes et la classe Ib qui comprend des
peptides chargés négativement ou sans charge nette (163, 259). Certains lantibiotiques
sont constitués de deux peptides agissant ensemble comme la thermophiline 13 de
Streptococcus thermophilus (154).

e Laclasse Il : elle comprend des peptides de taille inférieure a 10kDa, thermostables,
ne contenant pas d'acides aminés modifiés. La classe Il est divisée en trois sous-
classes : la sous-classe lla, la sous-classe I1b et la sous-classe Ilc. Les bactériocines de
la sous-classe lla ont toutes une partie N-terminale hydrophobe contenant la séquence
consensus YGNGV et possédent toutes une activité contre Listeria monocytogenes.
Les bactériocines de la sous-classe Ilb ont besoin de deux peptides pour avoir une
activité ; le deuxiéme peptide agit soit en augmentant l'action du premier soit en lui
étant complémentaire (synergie). La sous-classe llc contient toutes les bactériocines ne
pouvant étre classées dans les autres sous-classes.

e La classe Il : qui comprend des protéines de taille supérieure a 30kDa et
thermolabiles. Les bactériocines de cette classe agissent en hydrolysant les liens

peptidiques des peptidoglycanes des cellules sensibles.
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e La classe IV se compose de peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique
pour avoir une activité. Aucune bactériocine de cette classe n'a encore été décrite (67).

Les bactériocines sont d'un grand intérét notamment pour l'industrie agro-industrielle. En
effet, la gestion de la contamination des aliments est un défi et dans les stratégies de
bioconservation, les probiotiques ont toute leur place. Actuellement, seule la nisine (un
lantibiotique largement étudié et produit par Lactococcus lactis) est accepté en tant que

conservateur comme additif alimentaire sous la référence E234 (67, 91).

2.6.3. Stimulation immunitaire

L'environnement est déterminant pour que certains microorganismes exercent leur activité
immogéne spécifique ou leurs interactions cellulaires chez un hoéte donné (140). Les
mécanismes impliqués dans la modulation et la stimulation immunitaire par les probiotiques
semblent variés.

Les bactéries probiotiques peuvent moduler les populations cellulaires de I'immunité. Par
exemple, certains probiotiques seraient en mesure de faire pencher la balance lymphocytes T
helper (LTh) en faveur des lymphocytes Thl (au détriment des Th2), ce qui aurait un effet
positif sur la diminution des réponses allergiques médiées par les Th2 (72).

Les probiotiques agissent également en modulant la production de cytokines. Pathmakanthan
et al. ont montré, par exemple, une action sur l'augmentation de la sécrétion de cytokines anti
inflammatoires comme IL-10 par des macrophages et les lymphocytes T isolées de la
muqueuse d'un colon inflammatoire (189).

Les probiotiques pourraient renforcer la barriere épithéliale via I'amélioration des interactions
intercellulaires, ceci a été notamment montré au niveau intestinal (71, 150, 178).

Bien que la définition actuelle retenue pour les probiotiques concerne des organismes vivants,
les effets immunomodulateurs bénéfiques sont aussi observés avec des cellules bactériennes
mortes (3, 185). Ceci améne a se poser la question des structures bactériennes impliquées
dans ces mécanismes d'immunomodulation. De nombreuses études s'y sont intéressées mais
aucune réponse définitive n'a été apportée. L'”ADN comme de nombreux composants de
surface (peptidoglycane, acide lipotéichoique, exopolysaccharides) ont été évoqués (7, 83,
112). Les exopolysaccharides de surface des lactobacilles ont montré des capacités a moduler
la production de cytokines par les macrophages murins (43, 116, 147).

L'effet immunomodulateur pourrait étre eégalement induit par la sécrétion de molécules par

des probiotiques. Saccharomyces boulardii produit une petite molécule antiinflammatoire (de
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moins d'1 kDa), thermostable et hydrosoluble. Cette molécule isolée du surnageant de culture

fongique est nommée Saccharomyces Anti Inflammatory Factor (SAIF) (231).

2.6.4. Innocuité des souches

Les probiotiques sont des organismes vivants. De ce fait, ils peuvent étre responsables
théoriqguement de plusieurs types d'effets secondaires comme un risque d'infection
systémique, un risque d'activites metaboliques délétéres, des risques de transfert génetique
(213). Les souches utilisées doivent étre non pathogénes et peu infectieuses et I'isolement
croissant de bactéries lactiques dans des infections cliniques pose la question de leur réelle
innocuité (105, 127).

Par exemple, l'utilisation de Saccharomyces boulardii comme organisme vivant, expose a des
risques d'infection fongique systémique par translocation digestive ou manuportage ; d'ailleurs
de rares cas de fongémies ont été observés chez des patients hospitalisés, porteurs d'un
cathéter veineux central ou présentant une pathologie sévére, le plus souvent digestive (250).
L'indication d'utilisation des probiotiques doit donc étre bien posée et il serait judicieux de

limiter leur consommation chez les individus a risque.
2.7.Les probiotiques en santé générale

A T'heure actuelle, les probiotiques sont principalement utilisés pour I'équilibre des tractus
gastro-intestinal et vaginal (273). Leur indication dans cette utilisation est plutét large.

En effet, les probiotiques diminuent la durée et la frequence des diarrhées infectieuses ou
associées aux antibiotiques (60). Il a également été montré qu'ils réduisent 1’incidence et la
sévérité d’entérocolites nécrosantes chez le nourrisson (78), le risque de cancer colorectal
(76), les symptdmes associés au syndrome du c6lon irritable (9, 159). Bien que ce soit
relativement controversé, certaines préparations de probiotiques pourraient méme améliorer
I’intolérance au lactose (143). Plusieurs études rapportent les effets positifs de I'utilisation de
probiotiques dans le traitement de la constipation (47, 261).

Comme on l'a écrit précédemment, les microorganismes les plus utilisés sont essentiellement
la levure Saccharomyces boulardii ou des bacteries lactiques principalement Lactobacillus et
Bifidobacterium qui sont largement employeés dans l'industrie alimentaire (124).

Par exemple, Saccharomyces boulardii est utilisé pour prévenir plusieurs types de diarrhées
(principalement les diarrhées associées aux antibiotiques et celles du voyageur (tourista)) ou

les infections a Clostridium difficile (55, 164). Les mécanismes d'action sont de mieux en
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mieux compris (103, 194) méme si des études sont encore nécessaires pour définir
précisément les indications de l'utilisation de la levure. La définition du cadre d'utilisation de
S. boulardii s'impose d'une part par le manque d'études cliniques de grande envergure mais
aussi d'autre part, vis-a-vis de l'incertitude sanitaire pour les patients a risque comme les
immunodéprimés (123, 172, 250).

D'autres levures sont étudiées pour leur potentiel probiotique, et, actuellement la souche la
plus prometteuse est Kluyveromyces lactis. Elle a en effet montré des propriétés
d'immunostimulation et de résistance au passage digestif (résistance a l'acidité, a la bile) qui
sont encourageants (131, 138).

E. coli Nissle 1917 a montré, lui aussi, de nombreux effets positifs dans le traitement de
certaines affections du tube digestif notamment dans des maladies infectieuses ou
inflammatoires comme la maladie de Crohn ou encore des entérites. Il permettrait en plus une
amélioration de I'état immunitaire local chez les nouveau-nés et les prématurés (6, 54, 137,
200).

Certaines études, outre les effets positifs dans le traitement des maladies infectieuses,
suggerent que quelques souches permettraient de diminuer la symptomatologie douloureuse
associee. Rousseaux et al. ont montré que L. acidophilus NCFM a permis I’expression de
récepteurs p-opioides et cannabinoides chez les cellules épithéliales intestinales, conférant un
effet analgésique comparable a celui de la morphine (211).

Il a été montré également que les probiotiques pouvaient agir en apportant des enzymes
déficientes chez I'n6te. C'est le cas notamment dans l'amélioration des symptomes de
I'intolérance au lactose (disparition des douleurs abdominales et des selles molles) par les
probiotiques (85, 125). Elle serait due a I'apport d'une B-galactosidase fonctionnelle par le

probiotique (160).
2.8.Les probiotiques en santé bucco-dentaire

Les donnees concernant le role grandissant des probiotiques dans le maintien de la santé
bucco-dentaire s'accumulent dans la littérature. En effet, plusieurs études récentes suggeérent

que les probiotiques pourraient étre également bénéfiques pour la santé bucco-dentaire.

2.8.1. Etudes in vitro

De nombreuses especes (Lactobacillus, Weisseria, Leuconostoc, ...) ont montré in vitro

I'inhibition de la formation du biofilm par S. mutans (40, 117, 118). Les mécanismes de cette
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inhibition ne sont pas encore clairement élucidés mais la compétition pour I'adhésion semble
étre un moyen important bien que la production de molécules inhibitrices puisse concourir
également a cette limitation de développement du biofilm. Pour exemple, Tong et al. ont ainsi
montré que Lactococcus lactis pouvait avoir in vitro une action inhibitrice sur I'adhésion de S.
mutans et que la nisine produite par cette espece avait une activité inhibitrice sur certains
pathogénes carieux (elle a été efficace sur certaines souches de streptocoques et de
lactobacilles mais inefficace sur la souche de A. viscosus ATCC 15987) (255, 256).

L'activité des probiotiques pourraient étre non seulement appliquée aux pathogénes carieux
mais également aux pathogenes parodontaux. Des données récentes rapportent des travaux ou
des bactéries impliquées dans les maladies parodontales ont été inhibées par des probiotiques
(246, 263).

Des études tendent a montrer que l'utilisation préventive des probiotiques peut étre également
intéressante. Zhu et al. ont montré que des probiotiques contenus dans un yaourt avaient la
capacité d'inhiber certains parodontopathogenes in vitro et que cette inhibition est d'autant

plus importante que les probiotiques ont été inoculés avant les pathogénes (277).

2.8.2. Etudes cliniques

Plusieurs études cliniques ont démontré que la consommation réguliere de souches
probiotiques (principalement des lactobacilles et des bifidobactéries) contenues ou non dans
des produits alimentaires ont diminué le nombre de streptocoques cariogénes dans la salive et
la plague dentaire entrainant un risque significativement plus faible de caries (4, 29, 30, 42).
Nése et al. ont montré au cours d'une étude a long terme (7 mois) que la consommation de lait
supplémenté avec une souche de L. rhamnosus avait eu un effet bénéfique sur l'incidence
carieuse chez des enfants de 1 a 6 ans (l'effet étant particulierement visible chez des enfants
de 3 a4 ans) (175). Cependant, certaines études montrent que les probiotiques persistent peu
dans la cavité orale apres l'arrét de leur prise (ils ne sont donc pas capables de s'établir
durablement) et ne sont pas toujours en mesure de réduire significativement le nombre de
pathogeénes (240).

Plusieurs études ont egalement revélé que des souches de lactobacilles contenus dans des
chewing-gum ou des boissons probiotiques ont pu induire la reduction de l'inflammation
gingivale (135, 227, 258), I'amélioration de la santé parodontale (224) et la diminution de la
concentration de bacilles Gram négatif a pigmentation noire comme Porphyromonas

gingivalis dans la salive ou les sites sous-gingivaux (104, 106). Méme si des parametres
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cliniqgues comme le saignement ne sont pas toujours améliorés, Staab et al. ont montré gu'il
pouvait y avoir une diminution de l'activité des collagénases et €elastases responsables de
I'aggravation des Iésions dégénératives du parodonte (233).
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Les lactobacilles, probiotiques majeurs?

2.9.Adhésion des lactobacilles

Une condition essentielle pour qu’un microorganisme représente un probiotique d’intérét pour
la santé buccodentaire est sa capacité d’adhérer et de coloniser les diverses surfaces de la
cavité buccale (50, 167).

L'étude des composants de la surface des lactobacilles révele de nombreuses structures
pouvant étre impliquées dans des mécanismes d'adhésion.

Une liaison des lactobacilles aux mucines a été décrite et de nombreux auteurs ont proposé
qu'elle puisse étre due a la présence de protéines a la surface des lactobacilles (48, 52, 196,
207). D'autres molécules (fractions saccharidiques, acide lipotéichoique) ont été évoquées
mais elles ne sont pas pour l'instant précisément identifiées (100, 169, 265).

Certaines adhésines ont pourtant été déterminées fonctionnellement. C'est le cas pour la
protéine Mub de L. reuteri 1063 (207), la protéine Msa de L. plantarum WCFS1 (196) et la
protéine Mub de L. acidophilus NCFM (25). Ces protéines présentent toutes une structure
similaire : une extrémité N-terminale (ayant un peptide signal qui cible le transport de la
protéine vers la membrane plasmique), une extrémité C-terminale (qui contient un motif
LPXTG reconnu par une famille de protéines appelées sortases et qui va permettre I'ancrage de
la protéine au peptidoglycane de la paroi bactérienne) et un domaine MUB (pour MUcus
Binding) (176, 177, 254, 265). Sur la base des séquences des domaines MUB des protéines
Mub de L. reuteri 1063 et Msa de L. plantarum WCFS1, un modeéle a été créé permettant la
recherche d'autres protéines présentant d'éventuels domaines MUB dans des bases de données
publiques. Boekhorst et al. ont ainsi montré que plusieurs espéces de bactéries lactiques
possedent des protéines ayant au moins un de ces domaines MUB (22).

Des protéines médiant I'adhésion pourraient également se trouver dans la S-layer de certains
lactobacilles. En effet, il a é&té montré que la protéine CbsA de L. crispatus JCM 5810 pouvait
adherer aux collagenes, a la laminine et aux acides lipotéichoiques (8, 225) ou encore que la
protéine SIpA de L. brevis ATCC 8287 adhérait a des lignées cellulaires épithéliales humaines
et a la fibronectine (102).

Des structures comme les fimbriae pourraient aussi étre impliqués dans ces phénoménes

d'adhésion. En effet, des genes codant pour des fimbriae ont été retrouvés dans le génome de

34



L. johnsonii NCC533 (197), mais la réelle observation d'un pili n'a été montrée que pour L.
rhamnosus GG, a ce jour (120).

Outre ces structures, des molécules non protéiques (acides lipotéichoiques,
exopolysaccharides de surface) pourraient favoriser les phénomeénes d'adhésion (88, 265). Les
exopolysaccharides pourraient en outre, permettre comme dans le cas des streptocoques une

meilleure adhésion des lactobacilles sur surface dure (34).
2.10. La production des molécules antibactériennes

On reconnait depuis longtemps aux lactobacilles la capacité de produire des substances
antibactériennes tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogene, du diacétyl, de la
reutérine et des protéines antimicrobiennes appelées bactériocines.

Les acides lactique et acétique produits par ces bactéries lors de la fermentation,
assurent d'importantes fonctions antimicrobiennes. Ces acides organiques agissent a deux
niveaux : d'une part leur pénétration dans le cytoplasme bactérien a une action directe en
inhibant les fonctions cellulaires et d'autre part, en condition acide, la compétitivité
bactérienne des lactobacilles va se trouver améliorée (propriété acidurique).

Les lactobacilles sont catalase-négatifs et certaines souches peuvent accumuler du
peroxyde d'hydrogéne. Ce composé est reconnu depuis longtemps comme un agent important
de l'activité antibactérienne des lactobacilles (56), bien que certains auteurs considérent que
ce n'est pas le plus important (181). La formation du peroxyde d'’hydrogéne serait due a la
I'action d'oxydases et d'une superoxyde-dismutase (51).

Parmi les autres composés produits par certains lactobacilles et considérés comme ayant une
activité antibactérienne, on peut citer également le diacétyl et la reutérine.

Le diacétyl ou 2,3-butanedione est une molécule bien connue pour ses propriétés
aromatiques, il donne son godt caractéristique au beurre. Il possede lui aussi une activité
antibactérienne méme si elle est moindre dans les conditions de fermentations normales (192).
En tant que composé antimicrobien, le diacétyl a montré des effets inhibiteurs plus importants
sur la croissance des bactéries Gram-négatives que sur celles des bactéries Gram-positives
(110).

La reutérine, mis en évidence par Axelsson et al. (11), est un compose dont les
propriétés inhibitrices sont bien documentées (11, 41, 46, 232). Cet inhibiteur a large spectre a
d'abord été isolé chez L. reuteri mais serait aussi produit par d'autres lactobacilles (161). Les

essais de caractérisation de la composition de la reutérine ont révélé la présence d'un mélange
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de monomeére, monomeére hydraté et de dimere cyclique de 3-hydroxypropionaldéhyde (3-
HPA) (243). L'existence de différentes formes de HPA rend la détermination du mécanisme
d'action d'une molécule individuelle trés compliquée et le mode d'action n'est pas
complétement compris (267). Deux principales hypotheses ont été proposees concernant ce
mode d'action (217). La premiere serait que la fonction aldéhyde de la reutérine soit
hautement réactive vis a vis des fonctions thiols et amines primaires et qu'ainsi, la reutérine
pourrait inactiver les protéines et autres petites molécules présentant ces fonctions (268). Une
deuxiéme hypothese serait que le compose dimérique de HPA pourrait interférer avec la
ribonucléotide réductase (enzyme universelle impliquée dans la synthése d'ADN), ceci
conduisant a la mort cellulaire (243, 267). Aujourd'hui, le terme de reutérine est utilisé
comme synonyme du systeme HPA (268). La production du 3-HPA est absolument
dépendante de la présence d'une enzyme, la glycérol déshydratase, qui comme son nom
I'indigue entraine une déshydratation du glycérol.

Les lactobacilles sont aussi largement connus pour leur production de bactériocines. Certaines
bactériocines produites par les lactobacilles sont résumées dans le tableau 7.

Souches Bacteriocines Références
L. acidophilus strain M46 acidocine B (142)

L. johnsonii lactacine F 1)

L. salivarius BGHO1 LS1etLS2 (27, 28)

L. gasseri LA39 gasséricine A (121)

L. helveticus 481 helvéticine J (113, 114)
L. salivarius UCC118 Abpl118 (201)

L. curvatus LTH1174 curvacine A (251)

L. brevis SB27 brévicine 27 (19)

L. plantarum Al plantaricine ASM1 (96)

L. sakei 1 sakacine 1 (87)

Tableau 7 : Exemples de bactériocines décrites chez des lactobacilles

2.11. Stimulation immunitaire

De nombreux effets immunostimulateurs sont attribués a des souches de lactobacilles. Mais
pour I'heure, aucun marqueur phénotypique clairement établi ne peut étre utilisé pour prédire
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les capacités immunomodulatrices des lactobacilles (269). Plusieurs auteurs ont cependant
proposé des caractéristiques phénotypiques qui pourraient étre impliqués dans la modulation
de la réponse immunitaire comme l'adhésion (186), I'hydrophobicité (190), les capacités
d'autoaggrégation (269), la présence de certaines protéines de surface comme les protéines de
la S-layer (80) ou encore la production d'exopolysaccharides (221). Les effets
immunomodulateurs des lactobacilles sont divers, modulation de la sécrétion de cytokines,
action sur des cellules immunitaires comme les cellules dendritiques, les macrophages ou

encore les lymphocytes T.
2.12. Innocuite des lactobacilles

Les lactobacilles sont des bactéries qui sont globalement considérées comme peu pathogénes
Le secteur des probiotiques se développe beaucoup principalement pour combattre les
maladies touchant le tube digestif. Lors de l'ingestion orale de lactobacilles destinés a protéger
le tube digestif, ces lactobacilles peuvent adhérer aux surfaces dentaires. Des lors, il apparait
comme important de connaitre la capacité de ces bactéries a produire des acides a partir de
sucres couramment retrouvés dans l'alimentation pour éviter tout risque d'effets délétéres sur
les dents (risque cariogéne) (99).

Outre les risques locaux au niveau du site d'ingestion, les lactobacilles malgré leur
classification parmi les organismes peu pathogenes ont été impliqués durant ces dernieres
années dans de nombreuses complications infectieuses. Les endocardites et les bactériémies
ont été rapportées comme les pathologies les plus fréquemment associées aux lactobacilles
(31, 77, 101, 230, 253, 271, 276). Mais bien d'autres infections ont été décrites comme des cas
d'ischémie intestinale avec des issues fatales chez des patients souffrants préalablement d’une
pancréatite aigue (20), des abces du foie (53, 199), des cas de méningites (205, 219) ou encore
des cas d'arthrites septiques (35). Dans la plupart des cas, il existait un terrain de pathologie
sous-jacente (immunodépression, chirurgie récente, cancer) (101). Les lactobacilles les plus

souvent impliquées sont les L. casei et L. rhamnosus (31).
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3.Matériels et Méthodes
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3.1.Souches bactériennes et cultures

Ce travail a été conduit principalement sur des isolats cliniques. Les souches commerciales
(souches ATCC ou DSM, souches isolées a partir de probiotiques déja commercialisés) et les
souches déja décrites dans d'autres études, ont été utilisées comme contrdle. Soixante six
souches de lactobacilles isolées de la cavité buccale de patients frangais et mexicains ont été
testées. Ces lactobacilles appartiennent a la collection propre du laboratoire et ils ont pour la
plupart été préalablement identifiés par la combinaison de méthodes morphologiques
(coloration de Gram et observation au microscope), biochimiques (galeries api® 50CH,
BioMérieux) et génétiques.
Differentes méthodes d'identification génétique ont été utilisées suivant I'évolution des
techniques de biologie moléculaire au laboratoire:
e une méthode dérivée de I'amplification aléatoire d’ADN polymorphe plus connue sous
I'acronyme RAPD (pour Random Amplification of Polymorphic DNA) (202)
e une méthode d'analyse par électrophorése sur gel en gradient dénaturant & partir de
I'amplification du géne rpop par réaction de polymérisation en chaine (82, 168)
e le séquencage de I'ADNr 16S en utilisant des amorces déja décrites dans la littérature
(272).
L'ensemble des lactobacilles sauvages utilisés lors de notre étude sont rassemblés dans le
tableau 1 et les lactobacilles commerciaux utilisés comme souches de comparaison sont
recensées dans le tableau 2. La composition et la provenance des milieux et géloses utilisés
dans cette étude sont détaillées en annexe 1.
Quatre pathogénes buccaux ont été testés : Streptococcus mutans ATCC25175, Actinomyces
viscosus ATCC15987, Porphyromonas gingivalis ATCC33277 et Fusobacterium nucleatum
ATCC1095. Streptococcus et Actinomyces ont été mis en culture dans du milieu Tryptone-
Soja (TS). Porphyromonas et Fusobacterium ont été cultivés en milieu Wilkins-Chalgren
Anaerobe (WCA).
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1002 (L. paracasei)

51A (L. paracasei)

101A (L. gasseri)

52B (L. paracasei)

21B (L. brevis)

53A (L. paracasei)

21C (L. brevis)

54A (L. paracasei)

21D (L. acidophilus)

55A (L. brevis)

22A (L. brevis)

56A (L. brevis)

22B (L. rhamnosus)

57A; (L. brevis)

23A (L. brevis)

70A (L. gasseri)

23B (L. brevis)

78A (L. gasseri)

23C (L. rhamnosus)

A20 (L. acidophilus)

24A (L. rhamnosus)

A21 (L. paracasei)

24B (L. rhamnosus)

A22 (L. paracasei)

25A (L. rhamnosus)

A23 (L. paracasei)

27C (L. rhamnosus)

A24 (L. paracasei)

28A (L. rhamnosus)

B2 (L. brevis)

29A (L. rhamnosus)

B21 (L. acidophilus)

301 (L. paracasei)

B22 (L. brevis)

302 (L. paracasei)

BAP3 (L. rhamnosus)

31A (L. brevis)

BMS1 (L. plantarum)

32A (L. brevis)

BMS?2 (L. plantarum)

33A (L. rhamnosus)

BRS1 (L. rhamnosus)

34A (L. rhamnosus)

C4 (L. acidophilus)

35A (L. rhamnosus)

CJS1 (L. paracasei)

36B (L. plantarum)

GVD; (L. paracasei)

37A (L. rhamnosus)

GVD; (L. paracasei)

38A (L. rhamnosus)

GVD; (L. rhamnosus)

40A (L. paracasei)

GVD, (L. casei)

41A (L. paracasei)

GVDs (L. paracasei)

42A (L. rhamnosus)

GVS; (L. gasseri)

45A (L. rhamnosus)

GVS; (L. rhamnosus)

46A (L. rhamnosus)

HFS; (L. rhamnosus)

47A (L. acidophilus)

RZD; (L. rhamnosus)

48A (L. brevis)

RZD; (L. paracasei)

Tableau 8: Soixante six lactobacilles testés appartenant a la collection propre du laboratoire de
microbiologie de I'UFR d'Odontologie de I'Université Bordeaux Segalen
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Cadre de leur utilisation Lactobacilles Groupe
commerciaux utilisés fermentaire

. casei ATCC 393 |
. plantarum ATCC 8014 I
. rhamnosus ATCC 7469 |

Souches de comparaison dans le test d'adhérence
sur tube de verre uniquement

. brevis ATCC 14869 Il
. buchneri ATCC 11305 i
. fermentum ATCC 9338 Il
. acidophilus CL1285® I

. casei LBC8OR® I

Souches de comparaison dans le test d'adhérence
sur tube de verre et la méthode MATS

Témoins positifs du géne de la glycosyltransférase | L. gasseri DSM 20077 I

. gasseri DSM 20604 I

Témoin positif pour le géne de la gassericine A . gasseri LA39 I

r-r\rHrrr—r—rHrH—|\r-rrr

Témoin positif du géne de la glycerol | L. collinoides IOEB 9527

déshydratase

Tableau 9 : Lactobacilles du commerce utilisés dans notre étude

3.2.Evaluation des propriétes d'adhérence des lactobacilles

Comme il I'a été montré dans la premiere partie de ce travail, I'évaluation de I'adhérence de
nos souches est une étape indispensable. Trois méthodes différentes ont été utilisées durant
cette étude.

3.2.1. Adhérence sur tube de verre

La méthode d'adhérence sur tube de verre a été utilisée pour évaluer I'adhésion sur tissus durs
de nos souches; une adhésion importante peut étre corrélée a la production
d'exopolysaccharides de surface (93, 170).

Dans un tube de verre contenant 10mL de MRS additionné de 1% de saccharose
(poids/volume), 500 uL d'une culture overnight du lactobacille a tester (DOgsonm = 0.1) est
ajoutée. La culture est incubée a 37°C avec une inclinaison de 30°. La formation du biofilm
est évaluée a 24 heures puis a 48 heures, selon une échelle établie par Murchison et al. (171) ;

les valeurs de cette échelle s'étendent de O (aucune adhérence) a 4 (fortement adhérent).

3.2.2. Adhesion sur disque d'hydroxyapatite

Cette methode permet d'évaluer la croissance et I'adhésion des lactobacilles sur des disques
d'hydroxyapatite recouvert d'un film salivaire (90, 183).
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La premiére étape de cette méthode consiste a récolter de la salive chez des individus sains
apres avoir recueilli leur consentement. La salive est collectée sans stimulation chez des
volontaires au moins 1h30 aprés qu'ils aient mangé, bu ou se soient brosse les dents. Les
differents échantillons de salive recueillis sont mélangés, centrifugés (30min, 4°C, 15000rpm)
et le surnageant est pasteurisé (30 min, 65°C) puis a nouveau centrifugé. Ce surnageant est
réparti en tubes de 50 ml et stocke a -20°C. L’efficacité de la pasteurisation est verifiée par
absence de développement de CFU aprés 72h d’incubation a 37°C (culture aérobie et

anaérobie) d'un étalement d’échantillon de salive sur géloses au sang.
- Souche bactérienne et préparation de I'inoculum

Le but est la mise en place et le développement d'un biofilm monoespéce d'une souche de
lactobacille adhérent sur disque d'hydroxyapatite. Le lactobacille, initialement en culture dans
du MRS, est inoculé dans 10 mL de milieu de culture universel FUM ; il est ensuite placé en

incubation en anaérobiose a 37°C pendant 24h. La culture est alors ajustée & DOssonm 1.0.
- Support du biofilm

Le biofilm se développe sur des disques d’hydroxyapatite (diametre 20mm, épaisseur 1.5 mm,

Clarkson Chromatography Products Inc, USA) autoclavés (20min, 120°C).
- Préparation des biofilms

Formation de la pellicule acquise a la surface des disques

Chaque disque est placé dans une boite de culture stérile de 24 puits et mis en incubation avec

la salive pasteurisée pendant 4h sous agitation douce a température ambiante.
Ensemencement des disques

La salive est ensuite aspirée de chaque puits et remplacée par un mélange contenant : 800ul
de salive + 800ul de FUM contenant 0.15% de glucose et 0.15% de saccharose + 200ul de la

suspension bactérienne.
- Analyse des biofilms : grattage et étalement sur géloses MRS

Les disques d’hydroxyapatite sont prélevés des puits et analysés apres une durée totale de

formation du biofilm de 64h. Les disques sont lavés avec une solution de serum physiologique
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pour éliminer les bactéries non adhérentes. Chaque disque est ensuite placé dans une boite de
pétri stérile et la surface du disque est grattée avec une curette stérile (instrument de
parodontologie). La surface du disque gratté ainsi que la boite de Pétri sont rincées avec du
sérum physiologique (volume de ringage final 1 mL) et la suspension cellulaire est vortexée.

50 pl de la suspension diluée & 10™sont étalées sur gélose MRS. Le nombre de colonies est

évalué apres 24h d'incubation a 37°c en anaérobiose.

3.2.3. Méthode MATS

La méthode MATS (18) a été utilisée ici pour I'exploration de I'hydrophobicité de surface
dont I' importance a déja évoquée dans le chapitre sur I’adhérence bactérienne.

Une suspension de 10 mL de lactobacilles est centrifugée a 8400g pendant 15 minutes. Le
surnageant est éliminé et le culot resuspendu dans du tampon phosphate de potassium (0.01M,
pH=7). Le culot est ainsi lavé deux fois a 8400g pendant 15 minutes et a nouveau resuspendu
dans du tampon phosphate. La densité optique de la suspension obtenue est mesurée pour une
longueur d'onde de 400nm. Un mL du solvant (polaire ou apolaire) est alors ajouté a 6 mL de
la suspension bactérienne et le mélange obtenu est vortexé pendant 90 s. La compléte
séparation des 2 phases est attendue (environ 15 min). Un échantillon de 5mL de la phase
aqueuse est prélevé et sa densité optique mesurée DOsoonm (Az).

L’hydrophobicité est mesurée selon la formule : (1- A1/Ag) * 100
3.3.Evaluation de I'activité antibactérienne

Les limites de certaines méthodes a montrer le caractére inhibiteur des candidats probiotiques

vis a vis de certains pathogénes oraux nous ont conduits a utiliser trois méthodes différentes.

3.3.1. Méthode de type antibiogramme

La méthode de type antibiogramme utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne de nos
lactobacilles est directement inspirée de celle utilisée par Testa (248).

Le milieu de culture des lactobacilles utilisé ici est le bouillon LAPTg préconisé par Testa et
al. et mis au point part Raibaud et al. (198). Selon certains auteurs, sous certaines conditions
de pH et de température, ce milieu permettrait une meilleure croissance des lactobacilles qu'en
bouillon MRS (115).

Les souches de lactobacilles ont été remises en culture trois fois toutes les 24 heures en

bouillon LAPTg et incubées a 37°C. A partir de la derniere culture, une suspension
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bactérienne de 7mL est obtenue ; sa densité optique est calibrée a DOgsonm = 1 = 0.05. Cette
suspension bactérienne est centrifugée a 10000g pendant 15 min & une température de 4°C. Le
surnageant est alors séparé du culot et filtré a I'aide d'un filtre Millipore de 0.22um ceci afin
d'éliminer toute éventuelle cellule bactérienne persistante dans le surnageant. Le culot est
remis en suspension dans 0.5 ml de solution saline (0.9% NaCl). Des disques papiers sont
imbibés soit avec le surnageant filtré soit avec la suspension de culot en solution saline. Ils
sont ensuite deposés au nombre de trois sur une gélose Schaedler supplémentée avec 5% de
sang de mouton (BioMérieux) qui a été préalablement ensemencée avec 200 pl d'une
suspension bactérienne de densité optique DOgsonm = 1+ 0.05 soit de Fusobacterium
nucleatum soit de Porphyromonas gingivalis. Les géloses sont laissées a incuber a 37°C en
anaérobiose (Genbox Anaer, BioMérieux). La lecture des diamétres d’inhibition se fait a 48h.

3.3.2. Méthode de co-culture bactérienne en milieu liquide

Cette méthode antibactérienne est basée sur la compétition et I'inhibition de croissance d'une
souche bactérienne sur une autre lorsque celles-ci sont placées ensemble dans le méme milieu
de culture. Elle a été adaptée a partir d'une technique développée par Salvesen (214).
L'évaluation d'une inhibition de croissance se déroule entre la souche de lactobacille a tester et
un des pathogenes Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Actinomyces
viscosus ou Streptococcus mutans. Toutes les souches sont initialement cultivées (24h) dans
leur milieu de prédilection (milieu MRS pour les lactobacilles, milieu TS pour S. mutans et A.
viscosus et milieu WCA pour F. nucleatum, P. gingivalis) puis remis en culture dans du FUM
(additionné de 300 pl de sérum de cheval pour les 2 pathogénes aux exigences nutritionnelles
plus difficiles). Aprés une croissance overnight, la densité optique des suspensions
bactériennes (lactobacille et des pathogenes) est calibrée a DOssonm = 1 £ 0.05. 500ul de la
suspension de lactobacilles et 500 ul de la suspension d'un des pathogénes sont alors
mélangés dans un tube de 10 mL de FUM additionné de 300 ul de sérum de cheval. Ce
mélange est incubé a 37°C en anaérobiose pendant 24h. Apres homogénéisation, 100ul sont
prélevés.

Pour permettre une lisibilite suffisante de la culture, avant étalement, le prelevement destiné a
étre ensemencé sur gélose MRS est dilué 10° fois et celui destiné & étre ensemencé sur gélose
au sang ou gélose WCA dilué 10* fois. Aprés 24 & 48h de croissance & 37°C en anaérobiose,

le nombre de colonies sur chaque gélose est compté. Ce nombre est comparé aux nombres de
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colonies obtenus pour une souche de lactobacilles ou d'un des pathogenes qui aurait été

cultivée en culture pure dans les mémes conditions de croissance et d'étalement (témoins).

3.3.3. Méthode d'inhibition bactérienne en gélose superposée (double

geélose)

Cette méthode a été initialement décrite par Fleming (74). Pour les besoins de notre étude, elle
a été légérement modifiée pour permettre la croissance des différentes bactéries utilisées.
L'activité antibactérienne des lactobacilles est évaluée contre S. mutans, A. viscosus, F.
nucleatum et P. gingivalis. Les lactobacilles sont mis en culture dans du MRS et les
pathogenes sont eux aussi initialement cultivés dans un de leur milieu de prédilection (milieu
TS pour S. mutans et A. viscosus et milieu WCA pour F. nucleatum et P. gingivalis).
Schématiquement, trois spots de 2uL de la suspension de lactobacilles a tester (provenant
d'une culture overnight et préalablement ajustée a une densité optique de DOssonm =1 £ 0.05)
sont déposés a la surface d'une gélose MRS. Pour permettre le développement de colonies
visibles macroscopiquement, les géloses sont incubées pendant 24h a 37°C en anaérobiose.
Les géloses sont ensuite recouvertes avec 7mL de gélose molle (7g/L d'agar) Coeur-Cervelle
(qui avait préalablement été ensemencée avec 0.1lml de la suspension bactérienne du
pathogene a tester (calibrée a la densité optique de DOssonm = 1+ 0.05 a partir d'une culture
overnight). L'incubation se fait a 37°C en anaérobiose pendant 48h. Une zone claire autour du
spot de lactobacilles est considérée comme une inhibition positive. Le diamétre d'inhibition
est alors mesuré pour chaque spot. Chaque expérience est conduite trois fois et la moyenne
des diamétres d'inhibition est calculée.

De plus, dans le but de vérifier que I'effet antibactérien est de nature protéique, un traitement
avec une protéase est évalué. 5 pul d'une solution de protéinase K (0.2mg/mL, Sigma-Aldrich)
est mise sur chaque spot aprés leur croissance de 24h puis aprés une heure d'action de la
protéase, la gélose molle ensemencée est versée comme décrit précédemment.

Remarque : Pour les bactéries anaérobies strictes testées (F. nucleatum et P. gingivalis), la
gélose molle (7g/L d'agar) Coeur-Cervelle a été légerement modifiée en ajoutant 10mg/L

d’hémine, Img/L de ménadione et 5g/L d’extrait de levure a la composition de base.
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3.3.4. Méthode colorimétrique d'évaluation de la production de peroxyde

d'hydrogene

La recherche de la production de peroxyde d'hydrogéne chez nos lactobacilles a été faite selon
la méthode colorimétrique initialement décrite par Eschenbach et al. et 1égérement modifiée
par Kang et al. (70, 119). La suspension de lactobacilles a tester a été étalée sur une gélose
MRS supplémentée avec 0.25mg/mL de 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) (Sigma Aldrich)
et 0.01mg/mL de peroxydase (Sigma Aldrich), et a été incubée en anaérobiose pendant 48h.
Les géloses ont ensuite été exposées a l'air ambiant. Les colonies ayant montré une couleur

bleue ont été considérés comme productrices de peroxyde d'hydrogéne.

3.3.5. Essai d'extraction de bactériocine : utilisation d'une souche

productrice connue (L. gasseri LA39)

Pour mettre au point, une méthode d'isolement rapide reproductible de bactériocine, nous
avons tenté d'isoler la gasséricine A (bactériocine de L. gasseri LA39).

Pour cela, la souche LA39 est préalablement mise en culture dans un litre de MRS additionné
de 10g/L de peptone pendant 64h a 37°C. L'adjonction de peptone dans le milieu de culture
d'une souche productrice d'une bactériocine favoriserait sa production (67). Le temps de
culture important a permis d'une part au faible inoculum initial de croitre suffisamment et
d'autre part la décantation des cellules bactériennes. Le surnageant est filtré a l'aide de filtres
Millipore de 0.22um. Le filtrat obtenu, débarrassé des cellules bactériennes et dénommé
extrait brut, est divisé en plusieurs échantillons. Un des échantillons est conservé sans aucun
traitement et son pouvoir inhibiteur contre la bactérie sensible a la gasséricine A est testé. Un
autre échantillon est ultrafiltré a 30kDa a l'aide du filtre a centrifuger Centriprep 30®
(Millipore) a la vitesse de 5000 rpm (rotor SS34, Sorvall RC-5B) pendant 10 minutes. Le
filtrat contient toutes les protéines de poids moléculaire inférieur a 30kDa et le concentrat
contient celles dont le poids moléculaire est supérieur a 30 kDa. Un troisieme échantillon de
I'extrait brut est traité par ajustement a 50% de sulfate d'ammonium, cet échantillon est
centrifugé (5000 rpm, rotor SS34, Sorvall RC-5B) pendant 10 minutes et le surnageant (que
I'on nomme S50) est séparé du culot (que I'on nomme C50). S50 est ajusté a 100% de sulfate
d'ammonium puis est centrifugé (5000 rpm, rotor SS34, Sorvall RC-5B) pendant 10 minutes
et le nouveau surnageant obtenu (nomme S100) est separé du culot (que I'on nomme C100).
On obtient ainsi six échantillons différents : I'extrait brut, le filtrat 30kD, le concentrat 30kD,

la fraction C50, la fraction C100 et le surnageant S100.
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Pour éliminer les sels, chaque échantillon est séparé en deux, puis chaque sous partie des
échantillons est dialysée. Une partie est dialysée a l'aide d'une membrane de dialyse de limite
d'exclusion 3500 Da (Cell Sep®, Fisher) (traitement A) et l'autre & I'aide d'une membrane de
dialyse de limite d'exclusion 2000 Da (Cell Sep®, Fisher) (traitement B), tout ceci dans 2
litres de tampon PBS (pH 7, 0.01M) pendant 24h. Dans les deux cas, l'intégralité du tampon
est renouvelée au bout de 2 heures puis au bout de 4 heures. Les 12 échantillons (6 obtenus
avec le traitement A et 6 avec le traitement B) sont ensuite testés pour vérifier leur capacité a
inhiber Streptococcus mutans ATCC25175 et Actinomyces viscosus ATCC15987 grace a une
méthode de type antibiogramme (utilisation de disques papiers imbibés des différents
échantillons).

Une électrophorése sur gel de polyacrylamide dénaturant en présence de sodium dodécyl
sulfate (SDS-PAGE) permettant la séparation des protéines en fonction de leur poids
moléculaire est realisée avec I'ensemble de nos échantillons. Les protéines sont séparées selon
la méthode initialement décrite par Laemmli (139), dans laquelle un gel d'alignement précede
un gel de séparation. Le protocole complet et les tampons utilisés pour I'électrophorése sont
détaillés en annexe 3 et 4. La visualisation des protéines est permise par coloration du gel ; il
est placé 1h dans une solution déja préte a I'emploi (EZ Blue® gel staining reagent, Sigma-
Aldrich). Ceci nous permet de vérifier la présence de notre protéine d'intérét dans un

échantillon qui a une activité inhibitrice ou de montrer qu'elle est inactivée mais présente.

3.3.6. Evaluation de I'effet inhibiteur de I'acide lactique sur nos bactéries

pathogenes

Des disques imbibés avec des concentrations croissantes d'acide lactique (20, 30, 40 et 50g/L)
sont mis sur des géloses dont la surface a été préalablement ensemencée avec 200 pl d'une
suspension bactérienne de densité optique DOgsonm = 1£ 0.05 d'un de nos quatre pathogénes a
tester. S. mutans ATCC25175 et A. viscosus ATCC15987 sont mis en culture sur gélose au
sang et, P. gingivalis ATCC33277 et F. nucleatum ATCC1095 sont cultivés sur gélose WCA.
L'expérience est reproduite en triplicata. Les diametres d'inhibition obtenus sont mesurés et

les résultats sont notés sous forme de moyenne.
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3.4.Recherche des déterminants genétiqgues ayant une expression

phénotypique potentiellement probiotique

La recherche des déterminants génétiques est faite a partir de I'ADN de nos souches de
lactobacilles. L'ADN des 66 souches sauvages ainsi que celui des témoins est extrait a I'aide
du GenElute™ Bacterial Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich) selon les recommandations du
fabricant. Toutes les réactions de PCR sont réalisées a l'aide du méme thermocycleur
(Minicycler, MJ Research). Les différentes conditions de PCR sont résumées en annexe 2.
L'extraction de I'ADN & partir des gels d'agarose (tampon TAE) est réalisée (lorsque cela
savere utile) a l'aide du kit de purification de gel SNAP™ (Invitrogen) selon les
recommandations du fabricant. Le séquencage des produits de PCR d'intérét est confié a un
prestataire extérieur, Beckman Coulters Genomics. Les séquences obtenues sont séquencées
puis alignées dans Bioedit®, un éditeur d'alignement de séquences afin de Vérifier I'absence
d'incorporation d'erreurs lors du séquencage. Apres correction, celles-ci sont comparées aux
séquences disponibles sur GenBank a l'aide du logiciel BLAST N version 2.2.6
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) & la recherche d'homologie. Les séquences d'intérét sont
ensuite  déposées sur GenBank a laide de l'outil de soumission Banklit
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?tool=genbank).

3.4.1. Recherche du géne de la gassericine A chez nos souches identifiees

comme L. gasseri

Les amorces utilisées (hommées gaaFor et gaaRev) ont été dessinées a partir de la séquence
de la gasséricine A publiée par Kawai et al. disponible sur Genbank (numéro d'acces
AB007043) (122). Ces amorces ont été élaborées a l'aide du logiciel en ligne Primer3plus
(260) (voir annexe 5). Ces amorces permettent d’obtenir un produit de PCR d’une longueur
attendue de 384 pb. La vérification des produits de PCR a été réalisée par migration
électrophorétique sur gel d'agarose 1% (tampon TBE). L'utilisation d'un marqueur de poids
moléculaire (200pb DNA Ladder®, 200bp a 2kb, Jena Bioscience) permet de verifier la taille
des produits de PCR obtenus.

3.4.2. Recherche du géne de la glycérol déshydratase

Les amorces GD1 et GD2 publiées par Claisse et Lonvaud sont utilisées pour la recherche du

géne de la glycérol déshydratase chez I'ensemble de nos souches (45). Ces amorces
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dégénérées dessinées a partir d’une séquence nucléotidique conservée du gene permettent
d’obtenir un produit de PCR d’une longueur attendue de 275 pb. La vérification des produits
de PCR a été réalisée par migration électrophorétique sur gel d'agarose 1% (tampon TBE).
L'utilisation d'un marqueur de poids moléculaire (200pb DNA Ladder®, 200bp a 2kb, Jena

Bioscience) permet de vérifier la taille des produits de PCR obtenus.

3.4.3. Recherche de génes codant pour des glucosyltransférases (GTFS)

La recherche de glucosyltransférases a été conduite avec des amorces déja decrites dans la
littérature. L'amorce dégénérée DegFor a été utilisée en combinaison avec I'amorce classique
GTFI-R. L'amorce DegFor décrite par Kralj et al. a été dessinée a partir du domaine
catalytique de dix glucosyltransférases issues de 8 souches différentes de lactobacilles (5 de L.
reuteri, 1 de L. fermentum, 1 de L. sakei et 1 de L. parabuchneri) (134). L'amorce GTFI-R a
été dessinée a partir de la glucosyltransférase de S. sobrinus (182), elle a été choisie pour sa
grande homologie avec I'amorce DegRev (dessinée par Kralj et al.) et pour sa plus grande

stabilité.
3.5.Mesure de l'activité fermentaire des lactobacilles

L'activité fermentaire des lactobacilles a été étudiée en s'inspirant d'une méthode initialement
décrite par Haukioja et al. (97) dans un milieu particulier dépourvu de sucres mais autorisant
la croissance bactérienne. Ce milieu dénommé Fermentation Minimal Medium (FMM)
autorise, quand on lui rajoute I'ose ou le polyol que I'on veut tester, d'apprécier les capacités
fermentaires d'une bactérie pour ce sucre donné (58). Nous avons choisi de tester trois sucres
couramment retrouvées dans l'alimentation (saccharose, glucose et fructose) ainsi qu'un
polyol utilisé dans le cadre de la prévention de la maladie carieuse, le xylitol.

Apreés croissance overnight dans du milieu MRS des souches de lactobacilles testées, la
culture bactérienne est centrifugée a 2000g pendant 10 min. Le surnageant est alors éliminé et
le culot resuspendu dans du FMM. La suspension bactérienne ainsi obtenue est de nouveau
centrifugée a 20009 pendant dix minutes. Cette opération répétée deux fois est appelée lavage.
Apres le deuxieme lavage, le culot est encore une fois remis en suspension et la densité
optique de cette suspension est ajustée a la valeur de 1 pour une longueur d'onde de 650 nm.
Pour éliminer la production d'acides a partir des réserves en glucose de la bactérie, une
déplétion de ces réserves est effectuée en pré incubant les bactéries a 37°C pendant vingt

minutes. 1 mL de suspension bactérienne est introduit dans 10mL de milieu FMM contenant
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le sucre testé a la concentration de 100mM. L'évaluation de la consommation de sucre est
permise en réalisant un suivi de I'évolution de pH a 5 min, 10 min, 15 min, 30 min a l'aide
d'un pHmeétre (InoLab pH Level 2 P, WTW GmbH).
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4.Résultats
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Notre travail a porté sur soixante six isolats cliniques de lactobacilles que nos méthodes
d'identification nous ont permis de regrouper en 7 espéces distinctes, chaque groupe
fermentaire des lactobacilles étant représenté (Tableau 10).

Groupe Nombre Pourcentage
fermentaire | de souches | de souches

L. acidophilus I 5 8%

L. gasseri I 4 6%

L. casei Il 1 2%

L. paracasei Il 18 27%

L. plantarum Il 3 5%

L. rhamnosus Il 22 33%

L. brevis 11 13 19%

Tableau 10 : Espéces de lactobacilles retrouvées dans notre étude

4.1.Evaluation des propriétés d'adhérence des lactobacilles

Les propriétés d'adhérence des lactobacilles ont été évaluées in vitro selon 3 méthodes : la
méthode d'adhérence sur tube de verre, la méthode MATS et une méthode d'adhésion sur
disque d'hydroxyapatite recouvert de salive.

Remarque : les tests d'adhérence ont tous été fait en triplicata, les résultats reportés ici sont
une moyenne.

Les résultats de ’adhérence sur tube de verre recueillis & 48h sont résumés dans le Tableau
11. Seulement 10 isolats cliniques ont montré des scores d'adhésion sur tube de verre
supérieur ou égal a 3 selon I'échelle visuelle de Murchison (Figure 2). Ces isolats cliniques
ont ensuite été testés pour leur hydrophobicité de surface et leur caractére accepteur ou
donneur d'électron (acide ou base de Lewis) selon la méthode MATS. Les résultats de cette
évaluation sont regroupés dans le Tableau 12 et comparés aux résultats obtenus pour les trois
souches ATCC de lactobacilles ayant obtenus les meilleurs scores d'adhérence sur tube de
verre et ceux obtenus par les lactobacilles du probiotique BioK+® (L. acidophilus CL1285® et
L. casei LBC8OR®).
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Score 0 Score 1

Score 2 Score 3

Score 4

Figure 2 : Adhérence sur tube de verre (échelle visuelle, classification de Murchison)
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Score 48h

Score 48h

L. rhamnosus ATCC 7469

0

L. casei LBC8OR®

1

L. casei ATCC 393

BMS1 (L. plantarum)

L. plantarum ATCC 8014

GVDL1 (L. paracasei)

L. brevis ATCC 14869

A20 (L. acidophilus)

L. fermentum ATCC 9338

A21 (L. paracasei)

L. buchneri ATCC 11305

A22 (L. paracasei)

BAP3 (L. rhamnosus)

A23 (L. paracasei)

BMS?2 (L. plantarum)

C4 (L. acidophilus)

CJS1 (L. paracasei)

21C (L. brevis)

22A (L. brevis)

21D (L. acidophilus)

22B (L. rhamnosus)

27A (L. rhamnosus)

24B (L. rhamnosus)

29A (L. rhamnosus)

70A (L. gasseri)

32A (L. brevis)

78A (L. gasseri)

36B (L. plantarum)

101A (L. gasseri)

37A (L. rhamnosus)

GVS; (L. gasseri)

38A (L. rhamnosus)

A24 (L. paracasei)

40A (L. paracasei)

L. acidophilus CL1285®

41A (L. paracasei)

BRS1 (L. rhamnosus)

42A (L. rhamnosus)

B2 (L. brevis)

45A (L. rhamnosus)

B21 (L. acidophilus)

46A (L. rhamnosus)

B22 (L. brevis)

47A (L. acidophilus)

21B (L. brevis)

48A (L. brevis)

23A (L. brevis)

51A (L. paracasei)

23B (L. brevis)

52B (L. paracasei)

23C (L. rhamnosus)

53A (L. paracasei)

24A (L. rhamnosus)

54A (L. paracasei)

25A (L. rhamnosus)

55A (L. brevis)

28A (L. rhamnosus)

56A (L. brevis)

31A (L. brevis)

57A; (L. brevis)

33A (L. rhamnosus)

301 (L. paracasei)

34A (L. rhamnosus)

302 (L. paracasei)

35A (L. rhamnosus)

1002 (L. paracasei)

GVS; (L. rhamnosus)

GVD2 (L. paracasei)

HFS; (L. rhamnosus)

GVD3 (L. rhamnosus)

RZD; (L. rhamnosus)

GVDy (L. casei)

RZD, (L. paracasei)

RRrRrRrRRPrR R RRRIRRRRRIRIRRNN W W W W W w ww o |o

GVD5 (L. paracasei)

OO0 |I0O|I0O0|0O|0O|0O|0|0O|0O|0|0|0O|0|0O|0O|0|0|O0|0|0|0O|0|0|Oo|0|0|0O|0|0|0O|0O|O0|Oo

0: absence de biofilm

1: biofilm non-adhérent

2: biofilm faiblement adhérent
3: biofilm adhérent

4: biofilm fortement adhérent

Tableau 11 ; Résultats des tests d'adhérence sur tube de verre
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Souches

L. brevis ATCC 14869

L. buchneri ATCC 11305
L. fermentum ATCC 9338
L. acidophilus CL1285®
L. casei LBC8OR®

101A (L. gasseri)

22A (L. brevis)

22B (L. rhamnosus)

A24 (L. paracasei)
BAP3 (L. rhamnosus)
BMS2 (L. plantarum)

CJS1 (L. paracasei)

70A (L. gasseri)
78A (L. gasseri)

GVS2 (L. gasseri)

Solvant

Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme

Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme
Hexadécane
Chloroforme

Hydrophobicité

Moyenne

5.66
21.93
0.1
0.36
0.33
2.52
6.96
6.33
32,13
66.64
18.35
38.95
4.88
7.63
1.34
0.78
13.82
29.72
15.3
29.46
1.50
14.33
4.06
19.42

45.73
52.83
49.53
66.69
52.67
85.47

Ecart-type

2.21
1.37
0.30
0.56
0.30
0.56
0.15
0.70
2.55
8.22
5.09
11.12
2.15
3.10
0.56
0.27
2.15
9.39
1.14
5.46
0.69
5.70
0.50
3.73

20.40
7.22
4.98
3.59

13.81

11.66

Groupe
d'hydrophobicité

Hydrophobicité

faible

Hydrophobicité

moyenne

Tableau 12 : Mesure de I'hydrophobicité de surface des 10 souches adhérentes sur tube de

verre

(Comparaison avec les 3 souches ATCC les plus adhérentes et deux souches du produit

probiotique BioK+ Rx CL1285%)
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Les 10 souches d'intérét ont également été testées pour leur adhérence sur un systéme mimant
la situation in vivo, un disque d'hydroxyapatite recouvert d'un film salivaire. Les résultats sont
notés sous la forme du logarithme décimal du nombre de CFU/mm? dans le Tableau 13. Les

souches selectionnées ont toutes montré une capacité d'adhérence au support.

Souches Logso CFU / mm?
L. brevis ATCC 14869 3.16
L. buchneri ATCC 11305 3.81
L. fermentum ATCC 9338 2.83
101A (L. gasseri) 2.53
22A (L. brevis) 3.94
22B (L. rhamnosus) 2.23
A24 (L. paracasei) 3.04
BAP3 (L. rhamnosus) 2.58
BMS2 (L. plantarum) 2.67
CJS1 (L. paracasei) 3.26
70A (L. gasseri) 2.22
78A (L. gasseri) 3.81
GVS; (L. gasseri) 3.16

Tableau 13 : Résultats de I'adhérence des 13 souches sur disques d'hydroxyapatite recouvert

de salive

4.2.Evaluation de l'activité antibactérienne

Trois méthodes différentes ont été envisagées pour tester le pouvoir inhibiteur de nos isolats
cliniques de lactobacilles envers quatre pathogenes oraux. Comme dans le cas de I'évaluation
des propriétés d'adhérence, toutes les expériences ont éte réalisées en triplicata et les résultats

sont exprimés sous la forme de la moyenne des valeurs obtenues.
4.2.1. Méthode de type antibiogramme

L'évaluation de l'activité antibactérienne par une méthode de type antibiogramme a été

conduite sur les dix isolats cliniques retenus pour leur adhérence ainsi que sur les trois
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souches de lactobacilles du commerce les plus adhérents (L. brevis ATCC 14869, L. buchneri
ATCC 11305 et L. fermentum ATCC 9338). Aucune des fractions (surnageants ou
suspensions de culot) n'a montré d'activité inhibitrice sur les pathogénes testes,

Fusobacterium nucleatum et Porphyromonas gingivalis.

4.2.2. Méthode de co-culture en milieu liquide

L'évaluation de I'activité antibactérienne par la méthode de co-culture en milieu liquide a été
conduite sur les mémes souches que précédemment contre I'ensemble de nos 4 pathogeénes.
Les résultats n'ont pas été concluants (écart-type important donnant une faible valeur aux

moyennes obtenues).

4.2.3. Méthode de la double gélose

L'intégralité de nos souches a été évaluée pour leur capacité a inhiber les quatre pathogénes
selon cette méthode. Celle-ci s'est en effet révélée reproductible et de lecture aisée.
L'ensemble des résultats est reporté sous la forme de quatre graphiques (Figure 3). Ceux-ci
montrent également les résultats d'inhibition quand le spot de lactobacilles a été préalablement
traité avec une protéase.

L'analyse de ces résultats montre que I'ensemble des isolats cliniques a inhibé S. mutans et
A.viscosus sur une période de 48h. 52 souches ont faiblement inhibé P. gingivalis et
seulement deux souches n'ont eu aucune activité inhibitrice sur F. nucleatum. Les zones
d'inhibition s'étendent de 9 mm a 30 mm pour S. mutans, de 18mm a plus de 40mm pour A.
viscosus, de 9mm a plus de 40mm pour F. nucleatum et de 7 a 18mm pour P. gingivalis. Pour
avoir des résultats réellement discriminants, un seuil a été défini afin de qualifier les souches
comme sensibles a l'activité inhibitrice des lactobacilles, il a été fixé a 25mm de diamétre
d'inhibition. Selon ce seuil, P. gingivalis n'est sensible a aucune souche, F. nucleatum est
sensible a 55 souches, A. viscosus & 59 souches et S. mutans a 9 souches. Ces 9 souches (22B,
31A, 33A, 34A, 52B, 57Al1, BAP3, BMS2 et CJS1) possedent le plus large spectre
d'inhibition.

Aucune inactivation de I'activité inhibitrice n'a été notée apres le traitement avec la protéinase
K. Au contraire, la souche A22 (L. paracasei) a montré une augmentation de son activité

inhibitrice contre A. viscosus apres ce traitement.
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4.2.4. Méthode colorimétrique d'évaluation de la production de peroxyde

d'hydrogene

Pour comprendre les mécanismes responsables des propriétés inhibitrices de nos lactobacilles,
nous avons évalué leur capacité a produire du peroxyde d'hydrogéne selon une méthode
colorimétrique initialement décrite par Eschenbach (70); les souches productrices présentent

une coloration bleue sur la gelose révélatrice (Figure 4).

Souche productrice (gélose vue de dessous)  Souche productrice (gélose vue de dessus)

Figure 4 : Méthode colorimétrique d'évaluation de la production de peroxyde d'hydrogéne.

Sept souches appartenant a plusieurs espéces de lactobacilles se sont révélées positives

concernant la production de peroxyde d'hydrogene (Tableau 14).

Especes Souches

L. acidophilus B21, 21D
L. brevis 21C, 22A
L. gasseri 101A

L. paracasei A24

L. plantarum BMS1

Tableau 14 : Isolats cliniques positifs pour la production de peroxyde d'hydrogéne
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4.2.5. Essai d'extraction de bactériocine : utilisation d'une souche

productrice connue L. gasseri LA39

Les 12 différents échantillons obtenus aprés filtration ou traitement au sulfate d'ammonium
ont été testés sur les pathogénes Streptococcus mutans ATCC25175 et Actinomyces Vviscosus
ATCC15987 afin de voir si leur croissance était inhibée. Tous les résultats d'inhibition se sont
aveérés negatifs. Pour Vvérifier la présence de notre bactériocine dans nos échantillons, nous
avons réalisé une électrophorése.

Remarque : La derniere lettre de la dénomination de I'échantillon indique le traitement qu'il a
subi. Les échantillons extrait brut B (EBB) et surnageant 100 A (S100A) ont été éliminés pour
cause de contamination.

Les extraits montrent la présence de nombreuses protéines en particulier dans les culots de
I'ajustement a 50% de sulfate d'ammonium (C50A et C50B). Cependant, il n'est pas possible
de confirmer la présence de notre bactériocine. Celle-ci a un poids moléculaire de 5600 Da et

la migration électrophorétique n'a pas permis de séparer les protéines en deca de 6500Da.

4.2.6. Evaluation de I'effet inhibiteur de I'acide lactique sur nos bactéries

pathogénes

Pour vérifier I'effet inhibiteur de I'acide lactique sur les 4 pathogenes oraux de notre étude, des
disques de papier imbibés de concentration croissante d'acide ont été placés sur des géloses
préalablement ensemencées ave un de nos pathogénes. Aucun des diameétres d'inhibition
observés n'étaient supérieur a 15mm de diamétre (Tableau 15). Les souches les plus inhibées
sont comme dans la méthode de double gélose, A. viscosus et F. nucleatum.

Concentration d'acide lactique en g/L

50
S. mutans 0 0 8 9
A. viscosus 0 9 10 13
F. nucleatum 0 9 11 15
P.gingivalis 0 0 8 10

Tableau 15 : Diametres d'inhibition mesurés en fonction de la concentration d'acide lactique

pour les 4 pathogénes oraux de I'étude
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4.3.Recherche des déterminants génétiques ayant une expression

phénotypique potentiellement probiotique

4.3.1. Recherche du géne de la gassericine A chez nos souches identifiées

comme L. gasseri

Ladder 70A 78A 101A GVS2 LA39

2000
1800
1600
1400
1200

1000

800

600

400 384

200

Figure 5 : Gel d'électrophorése pour la recherche du géne de la gasséricine A

(T correspond au témoin négatif et LA39 est notre témoin positif, Lactobacillus gasseri LA39)

Aucun de nos 4 isolats cliniques de L. gasseri (70A, 78A, 101A et GVS2) n'a montré la

présence de la gasséricine A (figure 5).

4.3.2. Recherche du gene de la glycérol déshydratase

La recherche de la séquence partielle du gene codant pour la glycérol déshydratase a été
réalisée sur I'ensemble de nos isolats cliniques. Sur les 66 souches testees, une seule souche
(Lactobacillus gasseri, GVS2) a montré un produit de PCR dont la taille correspondait a la

taille de la séquence attendue (figure 6).
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Ladder 21C 21D 27A 28A 35A 37A 101A A21 BMS1 GVS2 HFS1 IOEB T

Figure 6 : Gel d'électrophorése pour la recherche du géne de la glycérol déshydratase

(T correspond au témoin négatif et IOEB est notre témoin positif, Lactobacillus collinoides IOEB 9527)

La séquence obtenue d'une longueur d'environ 275 pb a été amplifiée et séquencée avec les
amorces GD1 et GD2 (45). Les enchainements nucléotidiques, obtenus a partir du
séquencage, ont été alignés entre eux et corrigés en utilisant le logiciel BioEdit. Apres
correction et élimination des zones de trop grande incertitude, nous avons obtenu une
séquence de 225pb qui a pu étre comparée aux sequences disponibles dans Genbank en
utilisant le logiciel BlastN. Cette comparaison a montré que notre séquence avait 81%
d'identité avec la séquence partielle de la région codant pour la sous-unité C de la glycérol
déshydratase d'un Lactobacillus hilgardii (annexe 6). Notre séquence a donc été annotée et
déposée sur Genbank sous le numéro d'accés JX505431. Les informations disponibles sur

GenBank sont reportées en annexe 7.
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4.3.3. Recherche de génes codant pour des glucosyltransférases

La recherche de genes codant pour les glucosyltransférases a été conduite sur I'ensemble de

nos souches en utilisant des amorces décrites par Kralj et al. et Oho et al.

Ladder C4 CJS1 GVD1 GVD2 GVD3 GVD4 GVD5 GVS2 GVS3  78A 20077 20604  T-

2000
1800
1600
1400
1200
1000

800

600

400

200

Ladder RZD1 RZD2 78A 20077 20604 T-

2000
1800
1600 @
1400
1200
1000

800
600

400

200

Figure 7 : Gels d'électrophorése pour la recherche de génes codant pour des

glucosyltransférases
(T correspond au témoin négatif et 20077 et 20604 sont nos témoins positifs, L. gasseri DSM 20077 et L.
gasseri DSM 20604)

64



L'utilisation de ces amorces a entrainé I'obtention de produits de PCR de différentes tailles
pour chaque souche sauf pour les souches RZD1 et RZD2 (qui n'ont montré qu'une bande
unique autour de 600pb) (figure 7). Bien que la taille des produits de PCR attendus se situe
autour de 660pb, nous avons tenté de récuperer des bandes de différentes tailles pour
identifier les séquences nucléotidiques amplifiées. Cette tentative a été infructueuse. Lorsque
I'ADN des bandes de poids moléculaire supérieur a 660 pb était récupéré a partir du gel, son
amplification de novo (qui s'avérait indispensable, 'ADN récupéré étant generalement de
quantité peu importante) donnait des bandes de poids moléculaire inférieur a celle
initialement isolée; on n'avait donc jamais une séquence d'ADN unique a séquencer. Nous
avons cependant pu séquencer la bande autour de 600 pb pour certaines souches (RZD1 et
HFS1), I'identification des séquences partielles obtenues a donné plus de 75 % d'identité avec
la séquence d'enzymes impliquées dans le métabolisme du mandélate (une mandélate
racémase et une enzyme de lactonisation du muconate) chez L. rhamnosus ATCC 53103 mais
aussi avec la séquence du géne codant pour une galactonate déshydratase chez cette méme

souche de L. rhamnosus aussi connue sous le nom de L. rhamnosus GG (annexe 8).
4.4.Mesure de l'activité fermentaire des lactobacilles

La capacité des isolats cliniques les plus adhérents sur tube de verre a été évaluée afin de
vérifier leur capacité a fermenter des sucres (glucose, saccharose et fructose) ou un polyol (le
xylitol). Les variations de pH au cours du temps (témoins de l'activité fermentaire) ont été

recueillies et transcrites sous forme d'un graphique pour chaque souche (Figure 8).

L. brevis 14869

== FMM seul (témoin)

—l— FMM + glucose

pH 6,6 FMM + saccharose
6,5
6,4 =i F VM + fructose
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Figure 8 : Courbes d'évolution du pH d'un milieu (FMM = sucre) selon la bactérie qui y est

placée au cours du temps
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L'analyse des valeurs pHmétriques relevées a 30 min et résumées dans le Tableau 16 montre
gu'aucune des souches n'a entrainé une chute de pH dans des valeurs inférieures a celle du pH

critique de déminéralisation amélaire (pH de 5.5).

Souche pH final apres 30 min
FMM seul Glucose  Saccharose  Fructose  Xylitol

L. brevis ATCC 14869 6.88 6.63 6.45 6.62 6.95
L. buchneri ATCC 11305 7.06 6.92 7.04 6.83 6.93
L. fermentum ATCC 9338 6.95 6.62 6.87 6.54 6.89
22A (L. brevis) 6.90 7.00 7.06 6.86 6.98
24B (L. rhamnosus) 6.96 6.55 6.81 6.64 6.95
70A (L. gasseri) 7.05 6.47 6.83 6.24 6.83
78A (L. gasseri) 7.05 6.43 6.85 6.34 6.9
101A (L. gasseri) 6.96 6.65 6.84 6.83 6.77
A24 (L. paracasei) 6.92 6.9 6.79 6.52 6.98
BAP3 (L. rhamnosus) 6.81 6.69 6.32 6.40 6.30
BMS2 (L. plantarum) 6.93 6.61 6.83 6.80 6.96
CJS1 (L. paracasei) 7.05 6.93 6.81 6.63 6.90
GVS2 (L. gasseri) 6.90 6.46 6.87 6.74 7.03

Tableau 16 : Synthése des valeurs pHmétriques pour les différentes souches en milieu FMM +

sucre @ T = 30min
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5.Discussion
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Nos travaux avaient pour objectif de selectionner des lactobacilles salivaires qui pourraient
avoir une action probiotique dans la cavité buccale. Pour cela, nous nous sommes basés sur
des recommandations de I'OMS et de 'ONUAA adaptées pour I'occasion a la spécificité de la
sphére orale. Il était donc nécessaire d'évaluer la capacité de nos souches (candidats au
qualificatif de probiotique) de persister dans la cavité buccale, d'inhiber des pathogenes oraux,
de stimuler I'immunité locale tout en étant d'une totale innocuité pour I'néte. Notre étude a
porté sur 66 isolats cliniques et a permis d'isoler des souches qui montraient de bonnes
capacités d'adhérence et inhibitrices contre plusieurs pathogenes.
Afin d'effectuer un screening rapide des souches, la premiére méthode utilisée dans notre
étude pour évaluer I'adhérence est la méthode sur tube de verre décrite par Mukasa et Slade,
modifiee par Hamada et Torii (93, 170). En se basant sur les travaux de Mukasa et Slade sur
les streptocoques (170), cette méthode permettrait de plus d'évaluer la production
d'exopolysaccharides (EPS) par les lactobacilles. En effet, dans ce modele ou la surface de
verre mime les surfaces dures dentaires, I'adhésion pourrait étre médiée par des EPS comme
dans la situation in vivo. Ce modéle a déja été validé pour S. mutans (92, 162, 244). Nos
résultats suggerent que des souches sauvages de lactobacilles oraux sont en mesure de
produire des exopolysaccharides puisqu'une dizaine de nos souches ont été capables d'adhérer
a une surface de verre. Les études faisant état de production d'EPS par des lactobacilles oraux
sont peu nombreuses (61, 95, 146), mais elles le sont plus en ce qui concerne certaines
especes utilisées dans l'industrie alimentaire (132, 133).
Bien que l'adhérence permise par les exopolysaccharides soit une adhérence de type
irréversible, il nous a semblé important d'évaluer dans un systéme complexe comme la cavité
buccale, les mécanismes d'adhésion primaire (adhésion réversible) chez les souches ayant
montré des capacités a persister sur des tissus durs. En effet, ces mécanismes d'adhésion
primaire sont les premiers a intervenir dans l'initiation de I'adhérence bactérienne a une
surface. Parmi ceux-ci, I'hydrophobicité de la surface bactérienne est un meécanisme
d'adhérence majeur dans la bouche (209) car elle joue un réle clé dans le premier contact entre
une cellule bactérienne et le mucus (recouvrant la surface amélaire par exemple) ou les
cellules épithéliales (218, 270).
Pour mesurer I'hydrophobicité de surface, de nombreuses méthodes sont disponibles mais
I'une des plus citées dans la littérature et utilisées de par sa facilité de mise en ceuvre, reste la
méthode MATH (Microbial Adhesion To Hydrocarbons) (208). Cependant, cette méthode
n'évalue que I'nydrophobicité de surface des bactéries et d'autres méthodes dérivées de celles-
ci ont vu le jour. Notamment la méthode MATS que nous avons utilisé ici, car elle permet de
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déterminer non seulement I'nydrophobicité, mais aussi le caractére donneur d'électrons ou
accepteur d'électrons (respectivement base ou acide de Lewis) de la surface de la cellule. Ce
caractére peut permettre d'expliquer la survenue de liaisons covalentes qui peuvent aider a
I'établissement de I'adhérence irréversible.
Selon la classification établie par Ahumada (5), nos souches montrent des propriétés
d'hydrophobicité de faible a modérée. Etant donné la fiabilité de ces techniques validées par
d'autres chercheurs pour leur efficacité a prédire les capacités d'adhésion (209), ces résultats
pourraient indiquer que les trois souches montrant une hydrophobicité moyenne ont une
bonne capacité de colonisation des tissus durs de la cavité buccale. Les résultats
d'hydrophobicité que nous avons obtenu sont comparables aux valeurs obtenues pour les
souches les plus adhérentes dans certaines études (68, 130, 234). Cependant, il est important
davoir a l'esprit que I'hydrophobicité de surface est un parametre fragile. 1l a été montré
gu'elle peut étre significativement altérée par I'exposition a des concentrations subinhibitrices
d'antibiotiques, de surfactants ou de lectines (2). Bien que I'nydrophobicité soit habituellement
considérée comme stable chez les bactéries Gram positif (236), ceci est de plus en plus remis
en question. Deepika et al. ont montré chez L. rhamnosus GG qu'elle variait au cours des
différentes phases de croissance bactérienne mais aussi en fonction des conditions de
fermentations (62, 63). A coté de cela, il est important de prendre en compte que le contact
initial lors de I'adhésion se passe entre la bactérie et un support généralement conditionné
(pour la cavité buccale, la dent ou les muqueuses recouverts d'un film salivaire), et que le
conditionnement de la surface peut modifier de facon importante son hydrophobicité (69).
L'hydrophobicité de surface semblant trés dépendante des conditions environnementales, la
possibilité de tester d'autres mécanismes d'adhésion réversible par la méthode MATS comme
la survenue de liaisons covalentes nous a semblé intéressante. Nos souches les plus
hydrophobes ont également montré de hauts scores d'adhérence avec le solvant monopolaire
utilisé dans notre étude, c'est-a-dire le chloroforme. Cette forte affinité pour le chloroforme
peut étre due aux propriétés basiques (base de Lewis) de la cellule bactérienne. Le caractere
basique est probablement lié a la présence de groupes carboxyliques sur la surface
microbienne (18).
Pour mimer de facon plus fidéle la situation in vivo, nous avons testé lI'adhérence de nos 10
souches les plus performantes avec la méthode "tube de verre” sur un modéle de biofilm
monoespéce sur disque d'hydroxyapatite recouvert d'un film salivaire. Bien qu'il y ait
quelques différences entre la composition de la pellicule obtenue sur I'hydroxyapatite (HA)
entre la situation in vivo et celle in vitro (32), il semble que ce modéle soit pertinent pour
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évaluer l'adhésion bactérienne dentaire, la structure cristalline de I'nydroxyapatite étant proche
de celle de I'émail. Nos isolats ont adhéré a I'nydroxyapatite recouvert d'une couche de salive.
Ces résultats sont en accord avec d'autres études qui ont récemment démontré que la souche
probiotique L. rhamnosus GG peut adhérer a la salive sur un support d'hydroxyapatite (98,
234).
L'exploration de ces divers mécanismes impliqués dans I'adhésion bactérienne a permis la
sélection de trois souches de lactobacilles sauvages d'intérét qui se sont révélés étre des L.
gasseri (GVS2, 70A et 78A).
Les résultats de ces travaux sur l'adhérence ont fait I'objet de la publication d'une premier
article (215).
Nous avons voulu étudier I'innocuité de nos souches les plus adhérentes vis a vis du risque
carieux. Pour cela, lI'activité fermentaire a été évaluée pour trois sucres et un polyol dans un
milieu chimiquement défini dénommé Fermentation Minimum Medium (FMM) (58). Cette
méthode avait déja été utilisée par Haukioja et al. pour évaluer le risque cariogéne de certains
lactobacilles (97). Nos souches ainsi que celles utilisées a titre de comparaison se sont
révélées potentiellement peu cariogenes ; aucune souche ne faisait diminuer le pH en dessous
de 5.5, la valeur critique de déminéralisation de I'émail (235). Cette étude confirme également
la faible capacité des souches a fermenter le xylitol. L'évaluation de l'activité fermentaire
réalisée ici ne permet toutefois pas d'éliminer de facon certaine, le risque cariogéne. En effet,
au sein de la plaque dentaire, les concentrations de sucres pourraient étre plus élevées puisque
la diffusion de la salive, qui a un réle de tampon, est moindre dans le biofilm constitué (111).
Les bactéries potentiellement cariogenes seraient alors plus longtemps en contact avec une
quantité plus importante de sucres, ceci pouvant avoir un effet délétére. Cette évaluation
devrait donc se faire idéalement au sein d'un modele de biofilm pluriespéce.
Comme l'activité antimicrobienne contre les pathogenes potentiels est considérée comme un
trait important en terme d'efficacité des probiotiques, I'étape suivante de ce travail s'est
tournée vers la mise en évidence de propriétés inhibitrices de nos souches vis a vis de souches
considérées comme des pathogeénes oraux. Nous avons été amené a tester plusieurs méthodes
devant les limites que présentaient certaines techniques.
La méthode de l'antibiogramme avait été initialement choisie pour son caractére unanimement
reconnue dans I'évaluation des propriétés inhibitrices d'une substance. Le surnageant de
culture ainsi que le culot resuspendu dans une solution saline de nos 10 lactobacilles les plus
adhérents ont été testés contre les pathogénes parodontaux, F. nucleatum et P.gingivalis. Nous
n'avons observé aucune inhibition. L'absence d'effets antibactériens constatés n'élimine
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nullement la possibilité que nos souches sécrétent des molécules inhibitrices mais pose le
probleme d'une éventuelle trop grande dilution de ces molécules inhibitrices dans le
surnageant.
Nous avons alors adapté une deuxiéme méthode d'évaluation basée cette fois sur la
compétition de croissance entre nos lactobacilles et les 4 pathogénes de notre étude dans un
milieu liquide. Les résultats ont la aussi été peu concluants avec des disparités importantes
entre les expériences meneées en triplicata. La mise en évidence de biais importants comme les
temps de genérations bactériens différents ou encore la possible implication de I'effet Jameson
(109) dans l'inhibition observée a justifié I'abandon de cette méthode.
La derniere méthode testée a été la méthode de double gélose ou encore méthode de la gélose
superposée adaptée de la méthode initialement décrite par Fleming (74). Cette technique a
permis d'obtenir des résultats reproductibles et d'effectuer une sélection rapide de souches
inhibitrices. Dans un premier temps, le pouvoir inhibiteur vis a vis des pathogénes oraux a été
évalué sur les 10 souches les plus adhérentes mais I'absence d'effet satisfaisant sur I'ensemble
des 4 pathogenes, nous a amené a évaluer I'ensemble des 66 souches dans I'éventualité
d'associer des souches fortement adhérentes et fortement inhibitrices. L'absence de
référentiels nous a contraints a déefinir de facon arbitraire la sensibilité des pathogenes aux
molécules antibactériennes produites par nos lactobacilles. Toutefois les valeurs retenues,
pour qualifier une souche de sensible, sont largement inspirées des recommandations du
comité de I'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (SFM) (223). Ceci nous a
amené a considérer que P. gingivalis n'est sensible a aucune des molécules antibactériennes
produites par nos souches (dans les conditions expérimentales). Par contre, F. nucleatum et A.
viscosus ont montré une sensibilité contre plus d'une cinquantaine de lactobacilles. S. mutans
a été beaucoup moins sensible et seulement neuf souches ont été considérées comme
inhibitrices. Nous avons classé ces 9 souches comme inhibitrices puisqu'elles inhibaient
également F. nucleatum et A. viscosus.
Afin d'éclaircir les mécanismes des inhibitions observés, nous avons conduit en paralléle la
méme expérience en recouvrant les spots de protéinase K. Aucune modification notable des
diamétres n'a été constatée excepté pour la souche A22 (L. paracasei). Pour cette souche,
I'application de protéase a eu pour conséquence le doublement du diamétre d'inhibition. Ceci
pourrait étre d0 au fait que la molécule inhibitrice ait été sous la forme d'un propeptide et
gu'elle ait été clivée en une forme active.
L'exploration des mécanismes d'inhibition nous a mené a rechercher dautres molécules
pouvant éventuellement étre impliquées, selon les données de la littérature.
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Le peroxyde d'hydrogene (H»0,) fait partie de ces substances. En effet, I'inhibition de la
croissance d'une espéce bactérienne par I' H,0, généré par une autre espéece est un mécanisme
bien connu de l'antagonisme bactérien (107, 184). Sept de nos souches se sont révélées
positives en accord avec des travaux précédents montrant que certaines bactéries lactiques
peuvent produire de I'H,0O, (14). Toutefois ces 7 souches ne faisaient pas partie du groupe des
9 souches inhibitrices. Ces résultats montrent que le peroxyde dhydrogene n'est pas le
principal mécanisme inhibiteur de nos bactéries. Ils confirment les conclusions de certains
chercheurs qui établissent que le peroxyde d'hydrogéne participe a I'effet antimicrobien, mais
n'est pas la principale molécule inhibitrice des lactobacilles (181, 237).
Les propriétés inhibitrices de l'acide lactique (le principal acide organique produit par les
lactobacilles) ont également été évaluées a différentes concentrations. Mais les diameétres
d'inhibition obtenus sont largement inférieurs a ceux obtenus par les spots de lactobacilles.
Silva et al. avaient observé les mémes résultats lorsqu'ils avaient comparé les diametres
d'inhibition obtenus avec L. rhamnosus GG et des concentrations croissantes d'acide lactique
(226). Cela nous amene a penser que les acides organiques produits par les lactobacilles ne
sont pas seuls responsables de I'effet inhibiteur mais pourraient avoir un role facilitateur. Ils
permettraient une dégradation de la membrane plasmique des pathogenes, ce qui autoriserait
la pénétration d'autres molécules antimicrobiennes a l'intérieur de leur cytoplasme.
L'identité de ces autres molécules antimicrobiennes restait a préciser. Malgré I'échec de la
protéinase K a inhiber les effets antibactériens de nos souches, nous avons voulu mettre au
point une méthode de recueil rapide des éventuelles bactériocines produites par nos
lactobacilles. En effet, des bactériocines peuvent étre insensibles a I'action de certaines
protéases (16, 108, 204). Comme décrit dans le chapitre Matériels et méthodes, nous avons
alors appliqué plusieurs protocoles permettant la récupération de protéines chez une souche
productrice connue d'une bactériocine (gasséricine A), la souche L. gasseri LA39. En effet,
nous voulions développer une méthode rapide permettant d'obtenir ces peptides
antimicrobiens. Nous avons donc voulu veérifier si cette activité inhibitrice était due a la
production de la gasséricine A. Les échantillons issus de nos différents traitements ont été
testé sur les souches S. mutans et A. viscosus car la souche productrice L. gasseri LA39 avait
montré une activité inhibitrice modérée sur ces bactéries. Ils n'ont pas été testés sur F.
nucleatum et P. gingivalis car Dortu et al. rappellent dans leur revue qu'aucune bactériocine
produite par des bactéries lactiques n'est active sur des especes Gram négatives (67). Aucun
de nos extraits n'a montré d'activité mais nous ne pouvions éliminer la possibilité de la
présence de notre bactériocine méme sous une forme inactive. Sa présence a donc été
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recherchée a I'aide d'une électrophorése en condition dénaturante. A I'issue de cette migration
électrophorétique, les protéines de bas poids moléculaire (inférieur a 6000Da) n'ont pu étre
correctement séparées (présence d'une bande dense a la partie inférieure du gel).
L'électrophorese ne nous a donc pas permis de Vérifier que nous avions bien notre
bactériocine. La recherche de la bactériocine n'a pu étre poursuivie dans le cadre de ce travail
a cause des différents projets déja entrepris. Mais la poursuite d'une méthode d'isolement
rapide et de détection de l'activité des bactériocines pourraient faire lI'objet d'une étude a part

entiére.

Parallelement a ces évaluations phénotypiques, nous avons mené une étude sur les
déterminants génétiques d'intérét probiotique de nos souches.
Les souches les plus performantes en termes d'adhérence ont été identifiées comme L. gasseri.
Nous avons voulu, de plus, vérifier chez nos souches appartenant a cette espece possédaient le
géne de la gasséricine A décrite chez LA39. Bien que cette recherche ait été négative, il est
possible que ces lactobacilles expriment une autre bactériocine.
La reutérine, molécule initialement décrite chez L. reuteri, semble pouvoir étre aussi produite
par d'autres lactobacilles (161). Cette molécule dérivée du métabolisme du glycérol doit sa
production a une enzyme appelée la glycérol déshydratase. Nous avons donc cherché sur
I'ensemble de nos souches, le gene codant pour cette enzyme a l'aide d'amorces décrites par
Claisse et Lonvaud (45). Une seule souche, GVVS2 (L. gasseri), présentait le géne en question.
Cette souche n'avait pas montré un effet inhibiteur suffisamment intéressant pour étre retenue
parmi nos 9 souches considérées comme inhibitrices. Toutefois, le test en double gélose a été
fait en milieu non supplémenté en glycérol. La séquence obtenue a présenté 81% d'identité
avec celle de L. hilgardii. Il serait donc utile de vérifier que cette séquence code pour une
protéine fonctionnelle autorisant la production de la reutérine.
Cette recherche de déterminants génétiques a été aussi I'occasion de Vvérifier si les souches les
plus adhérentes sur tube de verre, possédaient certaines enzymes responsables de la synthése
des exopolysaccharides, les glucosyltransférases. En effet, ces exopolysaccharides sont
intéressants non seulement parce qu'ils sont impliqués dans I'adhésion mais également parce
qu'ils pourraient étre responsables de la modulation de certains effets immunitaires (221).
Initialement, I'amplification des genes codant pour les GTF avait été envisagée en utilisant
uniquement des amorces dégénérées décrites par Kralj et ses collaborateurs (134) mais aucune
amplification n'a été obtenue. Nous avons donc décidé de remplacer I'amorce DegRev de
Kralj et al. par une amorce décrite par Oho et al. pour I'isolement de la GTF de Streptococcus
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sobrinus (182). Cette amorce de séquence nucléotidique proche avait l'avantage d'étre plus
spécifique car non dégénérée ; elle avait d'ailleurs servi a la détermination de la séquence de
DegRev. L'amplification a été permise par la combinaison des amorces DegFor et GTFI-R et
la migration électrophorétique sur gel d'agarose a montré des produits PCR de tailles
différentes situées autour de 600pb, 1000pb, et supérieur & 2000pb. L'ensemble des souches a
montré au moins un produit de PCR. Notre but a donc été de récupérer des bandes a ces
différents poids moléculaires chez différentes souches afin de les amplifier pour permettre un
séquencage. Cette récupération des produits de PCR a globalement été peu efficace surtout
pour les produits dont le poids moléculaire était supérieur 600 pb. Les bandes de plus 600 pb
qui ont réussi a étre récupérées grace au kit d'extraction donnaient lors de leur amplification
supplémentaire a nouveau des produits de tailles plus petites. Ceci pourrait étre di a la faible
spécificité des amorces. Un séquencage direct apres extraction de la bande du gel n'était pas
envisageable; la quantité d'ADN récupérée étant insuffisante. L'extraction des bandes autour
de 600 pb a donné les seuls résultats. C'est ainsi que nous avons obtenu pour deux souches
(RZD1 et HFS1) en comparant les séquences obtenues sur GenBank & I'aide du logiciel Blast
N plus de 75 % d'identité avec la séquence d'enzymes de L. rhamnosus ATCC 53103 mais qui
n'étaient pas des GTF. La mandélate racémase, I'enzyme de lactonisation du muconate et la
galactonate déshydratase sont néanmoins liées entre elles, elles appartiennent toutes a la
superfamille des énolases (12). Tout ceci pose la question de I'efficacité de la détection
spécifique des GTF par les amorces utilisées qui devront étre plus spécifiques. Une stratégie
complémentaire phénotypique pourrait étre mise en place pour évaluer la production d'EPS

par nos souches.
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6.Conclusion
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En raison du fait que plusieurs espéces de lactobacilles sont des hétes normaux des
muqueuses humaines et au regard d'une longue histoire d'utilisation dans [I'industrie
alimentaire, ces bactéries sont généralement reconnues comme des organismes sirs (statut
GRAS). Dans ce contexte, certaines especes de lactobacilles semblaient étre les plus aptes a
remplir le cahier des charges d'une souche probiotique a visée bucco-dentaire.

L'objet principal de notre étude était donc d'identifier des souches probiotiques au sein de la
collection des lactobacilles de I'UFR d'Odontologie de Bordeaux afin de proposer une
nouvelle approche thérapeutique des principales maladies infectieuses de la cavité buccale.
Cette recherche s'est intéressée principalement a la persistance dans la cavité buccale (via
I'évaluation des propriétés d'adhérence) mais également l'effet inhibiteur envers différents
pathogenes oraux.

Sur tube de verre, 10 souches ont montré des valeurs suffisantes pour étre classées comme
adhérentes. L'évaluation de I'hydrophobicité de ces 10 souches a permis de souligner les
propriétés intéressantes de 3 d'entre elles. Ces trois lactobacilles appartiennent a une méme
espéce, Lactobacillus gasseri.

Les 10 lactobacilles les plus adhérents ont été évalués pour leur innocuité vis a vis du risque
cariogéne. Dans les conditions de notre étude, aucune des souches évaluées n'a montré un
risque cariogene.

Pour conclure a une inhibition de certains pathogénes par nos lactobacilles, nous avons défini,
en l'absence de référentiels précis, un diametre seuil (25mm) en dessous duguel, nos souches
n'étaient pas considérées comme inhibitrices. Au regard de cela, aucun lactobacille n'a eu
d'effet inhibiteur caractéristique sur Porphyromonas gingivalis. 9 souches nous ont semblé
d'intérét, elles ont toutes inhibées nos pathogénes carieux (Streptococcus mutans et
Actinomyces viscosus) et Fusobacterium nucleatum.

Malheureusement, parmi ces 9 lactobacilles nous n'avons pas retrouvé les 3 souches retenues
pour leur capacité d'adhésion. Toutefois, certaines d'entre elles (22B, BAP3, BMS2, CJS1)
ont adhéré correctement sur tube de verre.

Cette étude a souligné la difficulté de mettre en évidence des souches remplissant les
exigences demandées a un probiotique oral. Les différents impératifs a atteindre nous amenent
a considérer la possibilité d'associer des souches entre elles.

Avant de pouvoir proposer un produit adapté au maintien de la santé bucco-dentaire, d'autres

tests semblent nécessaires.
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L'évaluation de l'activité inhibitrice pourrait étre élargie a d'autres pathogénes comme les
especes a croissance plus difficile Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella
intermedia qui ont un role bien connu dans les maladies parodontales.

Des recherches devront étre entreprises sur leur capacité a stimuler le systeme immunitaire en
culture cellulaire et/ou avec un modele animal.

Enfin, des précautions doivent étre prises quant a l'utilisation des probiotiques en particulier
chez les personnes immunodéprimés, c'est pourquoi une étape indispensable sera d'étudier
leur sécurité relative avant de tenter des tests cliniques.

La valorisation de ce travail est en cours grace a une collaboration avec des industriels.
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Annexe 1: Composition des milieux liquides et gélosés utilisés

Milieux liquides

Milieu FMM, pH 7.0 + 0.2 (58)

KCI

NaCl

MgSO,

MnC|2

(NH4)2S04

Thiamine

Niacine (acide nicotinique)

Milieu FUM, pH 7.1 + 0.2 (90)

Tryptone

Extrait de levure
glucose

Hémine

Ménadione
Hydrochlorure de cystéine
Dithiothreitol

NaCl

Na,COs3

KNO3

KoHPO,

(NH,)2S0O,

MgSO,

Sérum de voeu foetal

Milieu LAPTg, pH 6.5 + 0.2 (198)

Peptone
Tryptone

Extrait de levure
Glucose

Tween 80

Milieu MRS, pH 6.5 £ 0.2 (BD Sciences)

Peptone de protéose n°3
Extrait de boeuf

Extrait de levure
Dextrose

Polysorbate 80

3.73g/L
0.29g/L
0.24g/L
0.25g/L
1.06g/L
0.45mg/L
0.98mg/L

10g/I
5¢/1

3g/L
0.002 g/L
0.001 g/L
0.5g/L
0.1g/L
2.9¢g/L
0.5¢g/L
1g/L
0.45 g/L
0.9¢g/L
0.188 g/L
5% (v/Iv)

15 g/l
10 g/l
10 g/l
10 g/l
0.1% (v/v)

10g/L
10g/L
5¢/L
20g/L
lg/L
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Citrate d'ammonium
Acétate de sodium
Sulfate de magnesium
Sulfate de manganese
Phosphate dipotassique

Milieu TS, pH 7.3 £ 0.2 (Oxoid)

Digestion pancréatique de caséine
Digestion enzymatique de graine de soja
Chlorure de sodium
Hydrogénophosphate dipotassique
Glucose

Milieu WCA, pH 7.1 £ 0.2 (Oxoid)

Tryptone

Peptone de gélatine
Extrait de levure
Glucose

Chlorure de sodium
L-Arginine
Pyruvate de sodium
Meénadione

Hémine

Milieux gélosés
Gélose MRS, pH 6.5 £ 0.2 (BD Sciences)

Peptone de protéose n°3
Extrait de boeuf
Extrait de levure
Dextrose

Polysorbate 80

Citrate d'ammonium
Acetate de sodium
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganeése
Phosphate dipotassique
Agar

Gélose molle BHI (Oxoid) - Agar , pH 7.4 £0.2

Infusion déshydratée de cerveau

29/L
5¢/L
0.1g/L
0.05g/L
29/L

17g/L
3g/L
5¢/L
2.50/L
2.50/L

10g/L
10g/L
5¢/L
lg/L
5¢/L
lg/L
1g/L
0.5mg/L
5mg/L

10g/L
10g/L
5¢/L
20g/L
1g/L
29/L
5g/L
0.1g/L
0.05¢/L
29/L
15g/L

12.5¢/L
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Infusion deshydratée de coeur de boeuf
Peptone de protéose

Glucose

Chlorure de sodium

Phosphate disodique

Agar

Gélose Schaedler, pH 7.6 + 0.2 (Biomérieux)

Digestion pancréatique de caséine
Digestion peptidique de tissu animal
Digestion papaique de semoule de soja
Glucose

Extrait de levure

Chlorure de sodium

Phosphate bipotassique

L-Cystine

Hémine

Vitamine K1

Tris (hydroxyméthyl) aminométhane
Agar

Sang de mouton, défibriné

5¢/L
10g/L
29/L
5¢/L
2.50/L
7g/L

8.29/L
2.50/L
1g/L
5.8g/L
5¢/L
1.7g/L
0.8g/L
0.4g/L
0.01g/L
0.01g/L
3g/L
13.5¢/L
5%
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Annexe 2: Différentes conditions de PCR utilisées au cours de I'étude.

RAPD - Identification lactobacilles

Amorces :
Sens : 5’- GATCATAAACAACTGGAT- 3’ (CIMA)
Antisens : 5' - GCAGCCGG - 3’ (98)

Taille de produits de PCR attendue : variable

RAPD - Réaction de PCR

Etapes Durée Température Répétition
Dénaturation 30s 96°C
Hybridation 30s 38°C 30
Elongation 2 min 72°C
RPOp - Identification lactobacilles par DGGE
Amorces :

rpopl: 5’>-ATTGACCACTTGGGTAACCGTCG- 3’

rpop10 : 5'-ATCGATCACTTAGGCAATCGTCG- 3°

rpop2 : 5' -ACGATCACGGGTCAAACCACC- 3°
Taille de produits de PCR attendue : 336pb

RPOp - Réaction de PCR

Etapes Durée Température Répétition
Dénaturation initiale 5 min 95°C 1
Dénaturation 60 s 95°C
Hybridation 60 s 59-->45°C 25
Elongation 60 s 72°C
Elongation finale 10 min 72°C 1

ADNr16S

Amorces :
Sens : 5°- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’ (fD1)
Antisens : 5' - AAGGAGGTGATCCAGCC - 3’ (rD1)




Taille de produits de PCR attendue : 1500 pb (environ)

ADNFr 16S - Réaction de PCR
Etapes Durée Température Répétition
Dénaturation 30s 95°C
Hybridation 30s 55°C 30
Elongation 30s 72°C

Gasséricine A
Amorces :

Sens : 5°- TGGATTTCCTATGGGAGGAAG - 3’ (gaaFor)

Antisens : 5'- TCTGTCTCCTAAGAAAAAGGCTAA - 3’ (gaaRev)
Taille de produits de PCR attendue : 384 pb

Gassséricine A - Réaction de PCR
Etapes Duree Température Répétition
Dénaturation initiale 5 minutes 94°C 1
Dénaturation 30s 94°C
Hybridation 30s 45°C 30
Elongation 60 s 72°C
Elongation finale 10 minutes 72°C 1

Glycérol Déshydratase
Amorces
Sens : 5-AARGAYAAHCCIGTICARATHGCIGC-3' (GD1)
Antisens : 5-CCAIGGIGTRTCRTCICCRTCIGTRAAIAC-3' (GD2)
Taille de produits de PCR attendue : 279 pb

Glycérol déshydratase - Réaction de PCR
Etapes Durée Température Répétition
Dénaturation initiale 30s 95°C 1
Dénaturation 30s 95°C
Hybridation 45s 50°C 30
Elongation 60 s 72°C
Elongation finale 5 minutes 72°C 1

102



Glucosyltransférases

Amorces

Sens : 5’-GAYAAYWSIAAYCCIRYIGTIC-3’ (DegFor)
Antisens : 5’-AAGCTGCCTTAAGGTAATCACT-3’ (GTFI-R)
Taille de produits de PCR attendue : 660 pb

GTF - Réaction de PCR

Etapes Duree Température Répétition
Dénaturation initiale 3 minutes 95°C 1
Dénaturation 30s 95°C

Hybridation 45s 45°C 30
Elongation 60 s 72°C

Elongation finale 2 minutes 72°C 1

Remarque : la séquence de I'amorce DegRev est la suivante :

5-ADRTCICCRTARTAIAVIYKIG-3'

Correspondances des symboles
R=A+G

Y =C+T

M=A+C

K=G+T

S=G+C

I = Inosine

W = A+T
H=A+T+C
B=G+T+C
D = G+A+T
V = G+A+C

Pour I'ensemble des réactions de PCR, environ 100ng d'ADN génomique ont été amplifiés

dans un volume réactionnel de 20ul a l'aide de 2.5U de Taq polymérase (Qiagen), 200uM de

chaque dNTP avec 1uM de chaque amorce (exception faite des mélanges réactionnels visant a

amplifier la sequence de la glycérol déshydratase ou la quantité d'amorce GD1 est de 1,5uM).
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Annexe 3: Composition des différents tampons.

Tampon PBS (pH =7+ 0.2, 0.01M)
Solution 1 : KH,PO, (pH = 4.3+ 0.2, 0.01M)

KH,PO,4-1.3609 g
Ajuster le volume final a un litre avec de 1’eau milliQ

Solution 2 : K;HPO, (pH = 8.6+ 0.2, 0.01M)

K2HPO,: 1.7418g
Ajuster le volume final a un litre avec de I’eau milliQ

On améne le pH & 7 en ajoutant la 1% solution dans la 2°™

I’évolution du pH au pHmétre.

et en les mélangeant. On surveille

Tampon Tris-Borate-EDTA (TBE), pH =8.0 £ 0.2

Tris : 109.026¢g

Acide Borique : 55.647g

Na,, EDTA : 7.4448g

Ajuster le volume final a un litre avec de 1I’eau milliQ

Tampon Tris-Acétate-EDTA (TAE), pH=8.0+£0.2

Tris : 48.45¢g

Nay, EDTA : 3.7224¢g

Acide acétique absolu (= Acide acétique glacial) : 11.44 ml
Ajuster le volume final a un litre avec de 1’eau milliQ

Tampon Tris 4X pour gel de séparation (1.5 M Tris HCI pH 8.8, 0.4% SDS)

Ajouter 36.4g de Tris en poudre a 110 ml d’eau MilliQ
Ajouter 8 ml de SDS a 10%

Ajuster le pH a 8.8 avec du HCla 1 N

Ajuster le volume final a 200 ml avec de I’eau milliQ

Tampon Tris 4X pour gel d’alignement (0.5 M Tris HCI pH 6.8, 0.4% SDS)

Ajouter 12.12g de Tris en poudre a 110 ml d’eau MilliQ.
Ajouter 8 ml de SDS a 10%.

Ajuster le pH a 6.8 avec du HCl a 1 N.

Ajuster le volume final a 200 ml avec de I’eau milliQ.
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Tampon de charge 4X

4ml de glyceérol

2ml de 2-mercaptoéthanol

1.2g de SDS

5ml de tampon Tris 4X pour gel d’alignement

0.03g de bleu de bromophénol

Faire des aliquots de 1.5ml dans des tubes de micro-centrifugation. Conserver a -20°C.

Tampon de migration 4X Tris-glycine (réserve)
3649 de Tris base

172.8g de glycine

Compléter jusqu’a 3L avec de 1’eau milliQ
Tampon de migration 1X Tris-glycine-SDS
750ml de tampon 4X Tris-glycine de réserve

30ml de SDS a 10%
Compléter jusqu’a 3L avec de I’eau milliQ
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Annexe 4: Protocole de réalisation d'un SDS-PAGE

Préparation des deux solutions de gels suivantes :

Un gel de séparation de 20%

Eau MilliQ 1ml
Solution d’acrylamide a 30% 10ml
Tampon Tris 4X pour gel de séparation 3.75ml
Solution d’ammonium persulfate a 10% 150pl
SDS 10% 150ul

au dernier moment, juste avant de couler le gel, on va rajouter 15ul de
tétraméthyléthylenediamine (TEMED).

Remarque : les quantités sont données pour la préparation de 2 gels de séparation de
10x10cm et d’Imm d'épaisseur. Le pouvoir de séparation de notre gel a été déterminé en

fonction du poids moléculaire de la gasséricine A que I'on cherchait a isoler.

Un gel de concentration de 3.5%

Eau MilliQ 6.8ml
Solution d’acrylamide a 30% 1.7ml
Tampon Tris 4X pour gel d’alignement 1.25ml
Solution d’ammonium persulfate a 10% 100pl
SDS 10% 100pl

au dernier moment, juste avant de couler le gel, on va ajouter 10ul de TEMED.

Avant de couler le gel de séparation entre les plaques de verre, insérer le peigne celles-ci et
marquer un point sur les plaques de verre 1cm en dessous de I’endroit ou s’arrétent les dents
du peigne. Cela indiquera le niveau de remplissage pour le gel de séparation.

Le gel de séparation est ensuite coulé. 1l est ensuite recouvert trés précautionneusement soit
avec 1ml d’isobutanol, d’isopropanol ou d’eau milliQ et laissé & polymériser pendant environ
15 minutes. Une fois la prise du gel achevé, le liquide de recouvrement est éliminé et le gel

est rincé avec de I’eau milliQ.
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Le gel de concentration est alors coulé et le peigne est placé avec précaution en s’assurant
qu’aucune bulle ne reste prise sous les dents du peigne ce qui empécherait la progression de
I’échantillon. Le gel de concentration est laissé a polymériser pendant environ 1h.

On procéde ensuite au chargement des échantillons (remarque : les instructions données ci-
dessous sont pour des échantillons dénaturés).

Le volume de I’échantillon dépend de la capacité des puits (ici 10pl). En utilisant un tube de
micro-centrifugation, les échantillons de protéines sont mélangés au tampon de charge 4X
puis chauffés au bain-marie ou avec un bloc de chauffage pendant 2min pour dénaturer les
protéines. Les échantillons sont centrifugés dans une micro-centrifugeuse pendant 20 sec a
10000 g ; ils sont alors préts a étre chargés.

Des marqueurs* de poids moléculaire sont placés aux extrémités du gel pour indiquer la taille
des bandes. La préparation des marqueurs se fait selon les recommandations des fabricants.
Les autres echantillons peuvent alors étres chargés dans les puits a I’aide d’une micro-pipette
en notant leur position.

Apres remplissage du bac d'électrophorése avec du tampon de migration 1X, la migration peut
commencer (90-225V, 20-45mA).

Une fois, la migration électrophorétique terminée, le gel est placé 1h dans une solution déja

préte & I'emploi (EZ Blue® gel staining reagent, Sigma-Aldrich).
*Marqueurs de poids moléculaire utilisés

Color Burst™ MW 8000 - 220 000 Da (Sigma-Aldrich)
Color Marker Ultra-low range MW 1060 - 26600 Da (Sigma-Aldrich)
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Annexe 5 : Détermination des amorces permettant I’amplification de la gasséricine A avec le

logiciel en ligne primer3

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 236 21 60.26 47.62 6.00 3.00
tggatttcctatgggaggaag

RIGHT PRIMER 619 24 58.02 37.50 6.00 1.00

tctgtctcctaagaaaaaggctaa
SEQUENCE SIZE: 660
INCLUDED REGION SIZE: 660

PRODUCT SIZE: 384, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 2.00
TARGETS (start, len)*: 262,276

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

aagtattatacattatctgtataataggccctcaatttatattatttgtgactgcaaaaa

acaatatgtatcagttggtgggttcgtttgttggaatagtatggttttcgtatatttttt

ggtatatttttttcaaacaacataaaaaaatgtagtataccacttgtttattgatttatt

aagggcttataatagtgatataatatttattacaaaaaggtacgtacactcgtaatggat
>>>>>

ttcctatgggaggaagatactatggttactaagtacggacgtaatttaggtttgaacaag

SSSSSSSSSSSSS5>> Kok K Kk K Kk ok Kk ok Kk ok Kk ok Kk kK Kk Rk kR Kk ok Kk ok Kk ok K K

gtagagttgtttgcaatttgggcggttttagtagttgctcttttattgaccacagcgaac

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

atttattggattgctgatcaattcgggattcatttagcgactggaacagcccgtaagtta
R I I b e db b e dh I b b Sb b S dh b b dR Sh b S db b b SR Sh b S db b b SR Sh b S Ih b b dR Sh b I dh b b JR Sh b S db b b 2h Sb b S Sb Y

ttagatgcaatggcttctggtgcctcattgggaactgectttgectgectattttgggegtyg

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

acattacctgcatgggctttggcagctgcaggagcattgggagcgactgcagcctagtga

Ak khkhkhhkhkhkkhhkhkhhkhrhkhkhAhhkhkhhkhhhhkhkhrhkhhhhkhrhkkhhkhhkkhkrhkkhhhhkhhrhkhdxxkkx

ttataaagctttatgaatagactattcaaaaaaggctaataggtattaatacctattagce
<L

ctttttcttaggagacagatttgattagaattaataacgtaaggatactaattccattag
<LLLLLLLLLLLLLLLLLKL
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Annexe 6: Comparaison a l'aide du logiciel BLAST de la séquence obtenue chez notre souche

de L. gasseri et la sequence issue de L. hilgardii pour le géne GD

>.g blAY061969.1 Lactcbacillus hilgardii GldA (gldd), G1ldB (gldB), glycercl dehydratase
large subunit &1dC (gldl), glycerol dehydratase medium

gubunit CGldD {(gldD), glyccrecl dchydratasc omall oubunit

G14F {gldF), G146 (g14G), and G14H (gl1dH) genex, nomplere cda:

and G1ldK (gldK) gene, partial cds

Length=7562

Score = 215 bit=s (238), Expect = £e-53
Identities = 184/227 (81%), Gaps = 0/227 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 3 CGATCTCTITCCATAAACAGAMATTGTTTCAGCATAAGCACGTGAMACCACGCATTCCTANMR. 62

L L e Y B
Sbjct 2605 CGATCAGTIGCCATRRACTGRARATGGITICTGCGTATGCAGTGAARCCACGCATCCCCARR 2546

Qucry €3 CTAACCTCTICCCAITCCTCAACACAGCACTGCGIAAICACACCCCCICCCCCAGTITGT 122
PLEEEEEEE bl Il I
Sbjct 2545 CTGAGTTCTTCCGATICCTCAACGGAACATTGTGIAATCACCCCTGGACGCCCCGTTTGC 2486

Query 123  GAGCCAACCATAATTGCAATTGCATTCATTIGGIGCATATCGGGCAACGGCIGICGICGIC 1C2
TR 0 CSLLCET LN oL RO 55 0.0 L0000 QS 300 0 GRSt T AU ) o UL B 0 Tt
Sbjct 2485 GAACCARCCATGATCGAARTAGCATICATCGGIGCATARCGAGCGACTGCGGICGICGIT 2426

Quecy 183 TCTTGCTCAGGGAAGCCTCTTAAGGCTGCTICAGLAGCATCAGCCGC 229

I FHrrr L TEr berrrrrertl
Sbijct 2425 TCCTGTTCCGGGAAICCTCTAAGAGCAGCTTCTGCAGCAICAG&GGC 2379

109



Annexe 7 : Caractéristiques de la séquence partielle de la glycérol déshydratase de la souche

GVS2 deposée sur GenBank sous le numéro d'acces JX505431

GenBank flat file:

LOCUS JX505431 229 bp DNA linear BCT 24-AUG-2012
DEFINITION Lactobacillus gasseri strain GVS2 glycerol dehydratase (gdIG) gene, partial cds.
ACCESSION JX505431
VERSION JX505431
KEYWORDS .
SOURCE Lactobacillus gasseri
ORGANISM Lactobacillus gasseri
Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae;
Lactobacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 229)
AUTHORS Badet,C.
TITLE Antibacterial activity of probiotic candidates for oral health
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 229)
AUTHORS Samot,J.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (26-JUL-2012) Microbiologie, Faculte d Oenologie -
1.S.V.V., 210 Chemin de Lysotte, Villenave d Ornon, Bordeaux 33140,France
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..229
/organism="Lactobacillus gasseri"
/mol_type="genomic DNA"
[strain="GVS2"
/db_xref="taxon:1596"
/PCR_primers="fwd_name: gd1, fwd_seq:
aargayaahccngtncarathgence, rev_name: gd2, rev_seq:
ccanggngtrtcrtcnecrtcngtraanac™
/note="Bordeaux Odontologie collection"
gene complement(<1..>229)
/gene="gdIG"
CDSs complement(<1..>229)
/gene="gdIG"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="glycerol dehydratase"
/protein_id="AFQ37946"
/translation="AADAAEAALRGFPEQETTTAVARYAPMNAIAIMVGSQTGRPGVI
TQCSVEESEELSLGMRGFTAYAETISVYGTDR"
ORIGIN

1  ctcgatctgt tccataaaca gaaattgttt cagcataagc agtgaaacca cgcattccta
61  aactaagctc ttccgattce tcaacagagce actgcgtaat gacacccggt cgeccagttt
121  gtgagccaac cataattgca attgcattca ttggtgcata tcgggcaacg getgtcgteg
181 tetettgetc agggaagcct cttaaggetg cttcagcage atcagecge

I
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Annexe 8:  Recherche de séquences homologues sur GenBank a l'aide du logiciel BLAST
de la séquence obtenue chez notre souche RZD1 lors de la recherche pour les génes de GTF

> dbglAP011548.ll l:’ Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 DNA&, complete genome
Length=

Features in this part of subject secquence:
conserved hypothetical protein
mandelate racemase/muconate lactonizing protein

Score = 232 bits (256), Expect = 2e-57
Identities = 222/283 [(78%), Gaps = 1/283 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 44 AGATTGCTAAGTTCTTCTCCATAAAGGACCGCGCTTCGGCATTGAGTGCCACGATCACAA 103

o et U B B e b B o e o e B L AR )
Sbhjct 2719338 AGATAGTTATGTTCAACTACCAAAAGGACCGGGACTCGGCATTGATATGGATGAAGACAA 2719279

ey AN MTATTEMTEC T T T 162
sbjct 2719278 AATTAAAGAGGTGGCCCAAGAAGGTTTGGTTTGGAGCAATCCATCCTGGAAGAATTATGA 2719219

Query 163 TGGCACTATTGCCCAATGTTAATCTTGCTTGGTTTGACACCAATCTGAGGAGGCGTTTGA 222

e o e o o O N A NN
sbjct 2719218 TGGCACTATTGCAGAGTGGTAGTCGTGCTTGGTTITGACGCCAATCTGAGGAGGCGTTTGA 2719159

e 5 MTEMATICE T T 20
Shjct 2719158 AATGGTAGATGTGATGACGACCGCGATGTTGCTTGGTGGCTTACTITACCTGGAATTTCT 2719098

Query 283 GTTCCAACGCCCCCTCCAAATGGTGACCAACCCATCACAAATT 325

| 1 e M R W (R S N
Sbhjct 2719098 GCAGCAGCGGCAACTCCAAATCAAAACCAAGTCATCAAAGATT 2719056

>|:]emblml?9322.ll E Lactobacillus rhamnosus GG whole genome segquence, strain GG (ATCC
53103)
Length=3010111

Features in this part of subject secquence:
Conserved protein
Galactonate dehydratase

Score = 232 bits (256), Expect = 2e-57
Identities = 2227283 (78%), Gaps = 1/283 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 44 AGATTGCTAAGTTCTTCTCCATAAAGGACCGCGCTTCGGCATTGAGTGCCACGATCACAA 103
R Tt B B el W e L B L T e B L T L B e HEe S B
shijct 2724368 AGATAGTTATGTTCAACTACCAALAGGACCGGGACTCGGCATTGATATGGATGAAGACAA 2724309

Query 104 AATTATAGATTGGGCCCAAGAATGGCCGGCTTGGAGCAATCCATCCTGGACTGGT-ATCA 162

PLEE 1 10 RN [
shijct 2724308 AATTAAAGAGGTGGCCCAAGAAGGTTTGGTTTGGAGCAATCCATCCTGGAAGAATTATGA 2724249

Query 163 TGGCACTATTGCCCAATGTTAATCTTGCTTGGTTTGACACCAATCTGAGGAGGCGTTTGA 222
L e e e R e A R R N N AN
Shjct 2724248 TGGCACTATTGCAGAGTGGTAGTCGTGCTTGGTTITGACGCCAATCTGAGGAGGCGTTTGA 2724189

Query 223 AATGGAAMATCTGACGACGACCGCCACGTTGCTTGGTGGCTTACTTTACCTGGAATTTCT 282

1 e 1 e 1 O
Shict 27241858 AATGGTAGATGTGATGACGACCGCGATGTTGCTTGGTGGCTTACTITACCTGGAATTTCT 2724129

Query 283 GTTCCAACGCCCCCTCCAAATGGTGACCAACCCATCACAAATT 325

| R e AN Y st s T
Shijct 2724128 GCAGCAGCGGCAACTCCAAATCAAAACCAAGTCATCAAAGATT 2724086
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The most abundantly used probiotic strains come from the genus Lactobacillus and only a few studies
have investigated their role in oral health. Even if a positive correlation has been established between the
saliva Lactobacillus count and dental caries, this genus is generally recognized as safe (GRAS). Moreover,
lactobacilli could in some cases play a beneficial role by inhibiting the growth of some oral pathogenic
bacteria. This activity could justify their use as probiotic. To establish the potential health benefit of
probiotic candidates, appropriate in vitro tests are required, particularly on their adhesive capacity.
The aim of this work was to investigate the adhesive properties and surface characteristics of 70 oral

Ke ds: S o

La{z\zg:cilli lactobacilli that could be used as probiotics for oral health.

Probiotics For this, three methods were used: biofilm formation on a glass surface and on saliva-coated
Adherence hydroxyapatite discs and the microbial adhesion to solvent method.

The results of the biofilm formed on glass surface showed 13 strains with an adhesion score equal to or
higher than 3. 57/70 (81%) of the tested lactobacilli did not form any biofilm on glass surfaces. All of the
13 strains formed biofilms on HA discs. Among these 13 strains, 10/13 (77%) showed low surface
hydrophobicity (0—35%) and 3/13 (23%) showed medium hydrophobicity (36—70%). Some of the selected
strains showed potentially useful adhesive capacity. This work paves the way for the selection of pro-

Oral cavity

biotics that could be used for oral health purposes with the aim to reduce carious risk.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lactobacilli appear in the oral cavity during the first years of
a child’s life and are well known to play a significant role within the
oral ecosystem [1,2]. While a correlation has been established
between the saliva Lactobacillus count and dental caries [3—5],
lactobacilli could also play a beneficial role in some cases by
inhibiting either the growth of some pathogenic bacteria [6—10] or
their adhesive ability, a major pathogenic factor [11]. Recently,
Simark-Mattsson et al. demonstrated that oral lactobacilli, which
are capable of inhibiting Streptococcus mutans, in vitro, occur
naturally in healthy young subjects [12]. These properties could
justify their use as probiotic.

Probiotics are live organisms that confer a health benefit to the
host when administered in adequate amounts [13], the most
abundantly used strains coming from the genus Lactobacillus. The
role of probiotics in oral health has received little attention. Some
authors showed that consumption of products containing probiotic

* Corresponding author. Laboratoire de Microbiologie, UFR d’Odontologie, Uni-
versité Bordeaux Segalen, 16 cours de la Marne, 33082 Bordeaux cedex, France.
Tel.: +33 5 57 57 30 15; fax: +33 5 57 57 30 10.

E-mail address: johan.samot@u-bordeaux2.fr (J. Samot).

1075-9964/$ — see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.anaerobe.2011.04.001

lactobacilli can cause a significant reduction in cariogenic bacteria
rates and in carious risk [ 14—16]. However, little is known about the
probiotic properties of salivary lactobacilli [17]. In order to establish
the potential health benefit of probiotic candidates, appropriate
in vitro tests are required particularly on their adhesive capacity
[13,18].

The aim of this work was to select strains of oral lactobacilli that
could be used as probiotic for oral health. For this, we investigated
the adhesive properties and surface characteristics of wild strains of
salivary origin.

2. Materials and methods
2.1. Cells culture and growth conditions

Sixty-four wild strains of lactobacilli isolated from saliva of
children and six lactobacilli strains from American Type Culture
Collection (ATCC) were tested.

All strains were cultured in Man, Rogosa and Sharpe Medium
(MRS) (Merck, France) and cryopreserved at —80 °C.

All wild strains were identified by PCR method, as previously
described [19].
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Briefly, approximately 100 ng of genomic DNA were amplified
with 2.5 U of Tag polymerase in a 50 pL reaction mixture using
a primer (GATCATAAACAACTGGAT) targeting a conserved amino
acid region of the mleS gene of Lactococcus lactis IL 1441 and the
other primer was an arbitrary 8-mer (GCAGCCGG).

Moreover, the 16S DNA of the five most interesting strains was
sequenced according to Weisburg et al. [20].

2.2. Adherence of cells on glass surface

To screen the 70 strains, adherence was first tested on glass
surface.

This rapid test is derived from a method previously described
with slight modifications [21,22].

Briefly, in a glass test tube, 500 pl of a bacterial suspension with
an optical density (OD) measured at 650 nm = 0.1 + 0.01 were
grown in 10 ml of MRS broth with 1% (w/v) sucrose (Sigma Aldrich,
France). After incubation at 37 °C, with an angle of 30° and for 48 h,
adherence on glass tube was scored from 0 (no adherence) to 4
(firmly adherent) according to Murchinson et al. [23].

All determinations were performed in triplicate.

2.3. Saliva collection and adherence of cells to hydroxyapatite discs

2.3.1. Saliva collection

Unstimulated whole saliva was collected from healthy volun-
teers at least 1.5 h after eating, drinking, or toothcleaning. Informed
consent was obtained before the collection began.

The saliva was collected into sterile tubes and clarified by
centrifugation (16 000g for 30 min at 20 °C). The supernate was
pasteurized (30 min, 65°C) and re-centrifuged in sterile tubes; the
resulting supernate was dispensed into sterile tubes and stored
at —20 °C. The efficacy of pasteurisation was assessed by plating
saliva samples on blood agar aerobically and anaerobically.

Adherence of cells to hydroxyapatite discs was tested on the 13
strains exhibiting adherence properties on glass surfaces.

Biofilms were developed on hydroxyapatite (HA) discs (Clarkson
Chromatography Products Inc, USA) coated with pasteurized
human saliva (30 min at 65°C, performed for sterility).

The sterile 24-well cell culture plate containing in each well the
HA coated disc and a mixture of 800 pl of saliva, 800 pl of Fluid
Universal Medium (FUM) containing 0.15% (w/v) glucose and 0.15%
(w/v) sucrose [24] and 200 pl of bacterial inoculum was incubated
anaerobically at 37 °C for 48 h.

Then, HA discs were washed with physiological saline to remove
poorly adherent bacteria. To harvest adherent cells, each disc was
placed in a sterile plastic Petri plate, and its surfaces were scraped
with a sterile dental root curette. The surface of the scraped disc
and the Petri plate were rinsed with physiological saline serum
(1000 pl). Aliquots of harvested biofilm were diluted and plated
onto MRS agar (Merck, France). After 48 h of anaerobic incubation
at 37 °C, colony-forming units (CFU) were counted. For triplicate
discs, the CFU per population were averaged and subjected to
logarithmic transformation.

2.4. Microbial adhesion to solvents

Microbial adhesion to solvents (MATS) was performed on the 13
most adhesive strains according to Bellon-Fontaine et al. [25]. This
method is based on the comparison between microbial cell affinity
to a monopolar solvent, here, highly pure chloroform (Sigma
Aldrich, France) and an apolar solvent, here, hexadecan (Sigma
Aldrich, France). Briefly, a suspension containing approximately
10 cells in 6 ml suspending liquid (potassium phosphate buffer at
concentration of 0.01 mol/l and adjusted to pH 7) was vortex-mixed

for 90 s with 1 ml of the solvent under investigation. The mixture
was allowed to stand for 15 min to ensure complete separation of
the two phases before a sample (5 ml) was carefully removed from
the aqueous phase and the optical density measured at 400 nm.

The percentage of bound cells was calculated by percentage
adherence = (1 — AJ/Ap) x 100 where Ay is the optical density (OD)
measured at 400 nm of the bacterial suspension before mixing and
A is the absorbance after mixing.

All determinations were performed in triplicate.

As previously described [26], strains were classified in three
hydrophobicity groups:

- Low hydrophobicity group (0—35%),

- Medium hydrophobicity group (36—70%),
- High hydrophobicity group (71-100%).

3. Results
3.1. Adherence of cells on glass surface
Cell adherence on glass surface is shown in Table 1.

Among the 70 strains, 13 were scored 3 or 4, and 57 did not form
any biofilm on glass surfaces.

3.2. Adherence of cells to hydroxyapatite discs

Cell adherence to hydroxyapatite discs is shown in Table 2.
Biofilms formed on HA discs were recovered for all the strains.

Table 1
Scores of biofilm formed on glass surface 0: no biofilm 1: non-adherent biofilm
2: weakly adherent biofilm 3: adherent biofilm 4: strongly adherent biofilm.

Score 48 h Score 48 h

L. rhamnosus ATCC 7469
L. casei ATCC 393

L. plantarum ATCC 8014
L. brevis ATCC 14869

L. fermentum ATCC 9338
L. buchneri ATCC 11305
BAP3 (L. rhamnosus)
BMS2 (L. plantarum)
CJS1 (L. paracasei)

22A (L. brevis)

22B (L. rhamnosus)

24B (L. rhamnosus)
70A (L. gasseri)

78A (L. gasseri)

101A (L gasseri)

GVS; (L. gasseri)

A24 (L. paracasei)

BRS1 (L. rhamnosus)

B2 (L. brevis)

B21 (L. acidophilus 2)
B22 (L. brevis)

21B (L. brevis)

23A (L. brevis)

23B (L. brevis)

23C(L. rhamnosus)

24A (L. rhamnosus)
25A (L. rhamnosus)
28A (L. rhamnosus)
31A (L brevis)

33A (L rhamnosus)
34A (L rhamnosus)
35A (L. rhamnosus)
GVS;3 (L. rhamnosus)
HFS, (L. rhamnosus)
RZD, (L. rhamnosus)

RZD; (L. paracasei)
BMS1 (L. plantarum)
GVD1 (L. paracasei)
A20 (L. acidophilus 1)
A21 (L. paracasei)
A22 (L. paracasei)
A23 (L. paracasei)
C4 (L. acidophilus 1)
21C (L. brevis)

21D (L. acidophilus 1)
27A (L. rhamnosus)
29A (L. rhamnosus)
32A (L. brevis)

36B (L plantarum)
37A (L. rhamnosus)
38A (L. rhamnosus)
40A (L. paracasei)
41A (L. paracasei)
42A (L. rhamnosus)
45A (L. rhamnosus)
46A (L. rhamnosus)
47A (L. acidophilus 1)
48A (L. brevis)

51A (L. paracasei)
52B (L. paracasei)
53A (L. paracasei)
54A (L. paracasei)
55A (L. brevis)

56A (L. brevis)

57A, (L. brevis)

301 (L. paracasei)
302 (L. paracasei)
1002 (L. paracasei)
GVD3 (L. rhamnosus)
GVDy, (L. casei)
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Table 2

Adhesion of salivary lactobacilli on hydroxyapatite discs The CFU per
population for triplicate discs were averaged and subjected to loga-
rithmic transformation.

Strains Logio CFU/mm?
L. brevis ATCC 14869 3.16
L. fermentum ATCC 9338 2.83
L. buchneri ATCC 11305 3.81
A24 (L. paracasei) 3.04
22A (L. brevis) 394
22B (L. rhamnosus) 223
CJS1 (L. paracasei) 3.26
BAP3 (L. rhamnosus) 258
BMS2 (L. plantarum) 2.67
GVS; (L. gasseri) 3.16
70A (L. gasseri) 222
78A (L. gasseri) 3.81
101A (L. gasseri) 2.53

Among the ATCC strains, Lactobacillus buchneri formed the most
abundant biofilm.

Among the wild strains, 78A and 22A gave results similar to
L. buchneri.

3.3. Microbial adhesion to solvents

The average percentages of hydrophobicity of the different
strains tested are shown in Table 3.

10/13 strains (77%) showed low hydrophobicity.

3/13 strains (23%) showed moderate hydrophobicity.

All the tests performed here allow the selection of three wild
lactobacilli strains of interest: GVS2, 70A and 78A.

4. Discussion

Several requirements have been proposed for novel probiotic
strains [13]. To assess whether naturally occurring oral lactobacilli
have probiotic properties, we tested strains isolated from children’s

Table 3
Percentage of hydrophobicity of the different strains tested.
Strains Hydrophobicity
Average SD Hydrophobicity group

L. brevis 14869 Hexadecan  5.66 221
Chloroform 21.93 137
Hexadecan  0.33 030
Chloroform  2.52 0.56
Hexadecan 0.1 0.30
Chloroform  0.36 0.56
Hexadecan 13.82 2.15
Chloroform 29.72 9.39
Hexadecan  4.88 2.15 Low hydrophobicity
Chloroform  7.63 3.10
Hexadecan  1.34 0.56
Chloroform  0.78 027
Hexadecan  4.06 0.50
Chloroform 19.42 373
BAP3 (L. rhamnosus) Hexadecan 15.3 1.14
Chloroform 29.46 546
BMS2 (L. plantarum) Hexadecan 1.50 0.69
Chloroform  14.33 5.70

L. fermentum 9338
L. buchneri 11305
A24 (L. paracasei)
22A (L. brevis)
22B (L. rhamnosus)

CJS1 (L paracasei)

Hexadecan 18.35 5.09
Chloroform  38.95 11.12
Hexadecan 52.67 13.81
Chloroform 85.47 11.66
Hexadecan 45.73 20.40
Chloroform 52.83 7.22
Hexadecan 49.53 498
Chloroform  66.69 359

101A (L. gasseri)
GVS; (L. gasseri)
70A (L. gasseri) Medium hydrophobicity

78A (L. gasseri)

saliva and identified in a previous work [27]. Their adhesive
properties were investigated by using two methods: adhesion on
a glass surface and on saliva-coated hydroxyapatite. Bacterial
surface characteristics were investigated by evaluating bacterial
surface hydrophobicity and Lewis acid/base properties.

The production of exopolysaccharides is a key factor in the
adherence of dental biofilm. In the present study, the glass surface
represented the hard surface of the tooth and adherence was
mediated by glucan as in the in vivo situation. We were thus able to
perform quick screening of the biofilm formation capacity of our
strains.

Indeed, this model was recently validated for S. mutans [28—30)].
Among some lactobacilli species, glucan production has been
studied extensively in the food industry [31,32]. However, there are
fewer studies concerning the exopolysaccharide production of oral
lactobacilli [33—35]. Our results show that wild strains of salivary
lactobacilli were able to produce polysaccharides that allow them
to adhere to a glass surface, so we continued the study on the 13
most adhesive strains using an HA model. Although there were
some differences between the composition of pellicle obtained on
HA in vivo and in vitro [36], it seems to be a good model for oral
adhesion, the crystalline structure of the hydroxyapatite resem-
bling that of the dental enamel.

Our lactobacilli adhered to saliva-coated hydroxyapatite. These
results agree with others that recently demonstrated that the
probiotic strain Lactobacillus rhamnosus GG can adhere to saliva-
coated HA [37,38].

Bacterial surface hydrophobicity is a major adhesion mechanism
in the mouth [39,40].

We used the MATS technique because it makes it possible to
determine not only hydrophobicity but also the character electron
donor or electron receptor (respectively Lewis base or acid) of the
cell surface, which is another method to explore adhesion.

According to Ahumada [26], our strains show low to moderate
hydrophobicity properties. Since these techniques were validated
by other researchers to predict adhesive properties [40], these
results could indicate that the isolated strains have moderate
adhesion and colonization capacity with respect to oral hard
tissues. However, some strains also showed high adherence scores
for the monopolar solvent used in our study, i.e. chloroform. This
high affinity for chloroform may be due to the basic properties
(Lewis Base) of the bacterial cell. The basic character is probably
related with the presence of a carboxylic group on the microbial
surface [25].

Various mechanisms involved in bacterial adhesion have been
explored here to allow the selection of three wild lactobacilli strains
of interest: GVS2, 70A and 78A.

But the adhesion mechanisms discussed here are mainly related
as mentioned above in adhesion to hard tissues. Adherence to oral
epithelial cells may be allowed by the presence of adhesins or pili
on the bacterial surface as is the case at the intestine or colon
[37,41-43].

Due to the fact that several Lactobacillus species are normal
hosts of human mucosa and a long history of use in food industry,
the lactobacilli are generally recognized as safe (GRAS) organisms.
But as they have been implicated in cases of systemic infections
(endocarditis, bacteremia,...) [44—47], precautions should be taken
concerning their use as probiotics particularly in immunocom-
promised individuals.

As it has been demonstrated the adhesion ability and other traits
of lactobacilli such as hydrophobicity [48] and the production of
exopolysaccharides [49] are involved in the modulation of host
immune response, the next step in the selection of probiotic lac-
tobacilli for oral health purposes will be to study their relative
safety and their ability to stimulate the immune system.

114



72 J. Samot et al. / Anaerobe 17 (2011) 69-72

Acknowledgement

The authors thank Dr Ray Cooke for revising this manuscript.

References

[1] Socransky SS, Manganiello SD. The oral microbiota of man from birth to
senility. | Periodontol 1971;42:485—96.

[2] Straetemans MM, van Loveren C, de Soet JJ, de Graalf ], ten Cate JM. Coloni-
zation with mutants streptococci and lactobacilli and the caries experience of
children after the age of five. ] Dent Res 1998;77:1851-5.

[3] Beighton D, Adamson A, Rugg-Gunn A. Associations between dietary intake,
dental caries experience and salivary bacterial levels in 12-year-old English
schoolchildren. Arch Oral Biol 1996;41:271-80.

[4] Gabris K, Nagy G, Madlena M, Denes Z, Marton S, Keszthelyi G, et al. Associ-
ations between microbiological and salivary caries activity tests and caries
experience in Hungarian adolescents. Caries Res 1999;33:191-5.

[5] Vadillo-Rodriguez V, Busscher HJ, van der Mei HC, de Vries |, Norde W. Role of
lactobacillus cell surface hydrophobicity as probed by AFM in adhesion to
surfaces at low and high ionic strength. Colloids Surf B Biointerfaces 2005;41:
33-41.

[6] Ahumada Mdel C, Bru E, Colloca ME, Lopez ME, Nader-Macias ME. Evaluation
and comparison of lactobacilli characteristics in the mouths of patients with
or without cavities. | Oral Sci 2003;45:1-9.

[7] Ishikawa H, Aiba Y, Nakanishi M, Oh-Haashi Y, Koga Y. Suppression of peri-
odontal pathogenic bacteria in the saliva of human by the administration of
Lactobacillus salivarius TI 2711. ] Jap Soc Periodontol 2003;45:105—12.

[8] Koll-Klais P, Mandar R, Leibur E, Marcotte H, Hammarstrom L, Mikelsaar M. Oral
lactobacilli in chronic periodontitis and periodontal health: species composi-
tion and antimicrobial activity. Oral Microbiol Immunol 2005;20:354—61.

[9] Michalek SM, Hirasawa M, Kiyono H, Ochiai K, McGhee JR. Oral ecology and
virulence of Lactobacillus casei and Streptococcus mutans in gnotobiotic rats.
Infect Immun 1981;33:690—6.

[10] Sookkhee S, Chulasiri M, Prachyabrued W. Lactic acid bacteria from healthy
oral cavity of Thai volunteers: inhibition of oral pathogens. | Appl Microbiol
2001;90:172-9.

[11] Chung J, Ha ES, Park HR, Kim S. Isolation and characterization of Lactobacillus
species inhibiting the formation of Streptococcus mutans biofilm. Oral Micro-
biol Immunol 2004;19:214—6.

[12] Simark-Mattsson €, Emilson CG, Hakansson EG, Jacobsson C, Roos K, Holm S.
Lactobacillus-mediated interference of mutans streptococci in caries-free vs.
caries-active subjects. Eur | Oral Sci 2007;115:308—14.

[13] FAO/WHO. Guidelines for the evaluation of probiotics in food, joint FAO/WHO
working group on drafting guidelines for the evaluation of probiotics in food;
2002. London, Ontario, Canada.

[14] Ahola A], Yli-Knuuttila H, Suomalainen T, Poussa T, Ahlstrom A, Meurman [H,
et al. Short-term consumption of probiotic-containing cheese and its effect on
dental caries risk factors. Arch Oral Biol 2002;47:799—-804.

[15] Nase L, Hatakka K, Savilahti E, Saxelin M, Ponka A, Poussa T, et al. Effect of long-
term consumption of a probiotic bacterium, Lactobacilius rhamnosus GG, in milk
on dental caries and caries risk in children. Caries Res 2001;35:412—-20.

[16] Petti S, Tarsitani G, D'Arca AS. A randomized clinical trial of the effect of
yoghurt on the human salivary microflora. Arch Oral Biol 2001;46:705—12.

[17] Strahinic 1, Busarcevic M, Pavlica D, Milasin |, Golic N, Topisirovic L. Molecular
and biochemical characterizations of human oral lactobacilli as putative
probiotic candidates. Oral Microbiol Immunol 2007;22:111-7.

[18] Otero MC, Ocana VS, Elena Nader-Macias M. Bacterial surface characteristics
applied to selection of probiotic microorganisms. Methods Mol Biol 2004;268:
435-40.

[19] Richard B, Groisillier A, Badet C, Dorignac G, Lonvaud-Funel A. Identification of
salivary Lactobacillus rhamnosus species by DNA profiling and a specific probe.
Res Microbiol 2001;152:157—65.

[20] Weisburg WG, Barns SM, Pelletier DA, Lane DJ. 16S ribosomal DNA amplifi-
cation for phylogenetic study. ] Bacteriol 1991;173:697—703.

[21] Hamada S, Torii M. Effect of sucrose in culture media on the location of glu-
cosyltransferase of Streptococcus mutans and cell adherence to glass surfaces.
Infect Immun 1978;20:592—-9.

|22] MukasaH, Slade HD. Mechanism of adherence of Streptococcus mutans to smooth
surfaces. 1. Roles of insoluble dextran—levan synthetase enzymes and cell wall
polysaccharide antigen in plaque formation. Infect Immun 1973;8:555—62.

[23] Murchison H, Larrimore S, Curtiss 3rd R. Isolation and characterization of
Streptococcus mutans mutants defective in adherence and aggregation. Infect
Immun 1981;34:1044-55.

[24] Guggenheim B, Giertsen E, Schupbach P, Shapiro S. Validation of an in vitro
biofilm model of supragingival plaque. ] Dent Res 2001;80:363—70.

[25] Bellon-Fontaine MN, Rault J, van Oss CJ. Microbial adhesion to solvents:
a novel method to determine the electron-donor/electron-acceptor or Lewis
acid—base properties of microbial cells. Colloids Surf B Biointerfaces 1996;7:
47-53.

[26] Ahumada MC, Colloca ME, Lopez ME, Pese de Ruiz H, Nader-Macias ME.
Characterization of lactobacilli isolated from the tongue and gum. Anaerobe
1999;5:129-35.

[27] Roman-Méndez C, Badet C, Yaiiez A, Dominguez ML, Giono S, Richard B, et al.
Identification of oral strains of Lactobacillus species isolated from Mexican and
French children. ] Dent Oral Hyg 2009;1:9-16.

[28] Hamada S, Slade HD. Biology, immunology, and cariogenicity of Streptococcus
mutans. Microbiol Rev 1980;44:331-84.

[29] Mattos-Graner RO, Smith D], King WF, Mayer MP. Water-insoluble glucan
synthesis by mutans streptococcal strains correlates with caries incidence in
12- to 30-month-old children. | Dent Res 2000;79:1371-7.

[30] Tao L, Tanzer JM. Novel sucrose-dependent adhesion co-factors in Strepto-
coccus mutans. | Dent Res 2002;81:505—10.

[31] Kralj S, van Geel-Schutten GH, Rahaoui H, Leer R], Faber EJ, van der Maarel MJ,
et al. Molecular characterization of a novel glucosyltransferase from Lacto-
bacillus reuteri strain 121 synthesizing a unique, highly branched glucan with
alpha-(1->4) and alpha-(1->6) glucosidic bonds. Appl Environ Microbiol
2002;68:4283-91.

[32] Kralj S, van Geel-Schutten GH, Dondorff MM, Kirsanovs S, van der Maarel MJ,
Dijkhuizen L. Glucan synthesis in the genus Lactobacillus: isolation and
characterization of glucan sucrase genes, enzymes and glucan products from
six different strains. Microbiology 2004;150:3681-90.

[33] De Vuyst L, Degeest B. Heteropolysaccharides from lactic acid bacteria. FEMS
Microbiol Rev 1999;23:153-77.

[34] Harding LP, Marshall VM, Hernandez Y, Gu Y, Magqsood M, Mclay N, et al.
Structural characterisation of a highly branched exopolysaccharide produced
by Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB2074. Carbohydr Res 2005;
340:1107—-11.

[35] Lipinski T, Jones C, Lemercinier X, Korzeniowska-Kowal A, Strus M, Rybka ],
et al. Structural analysis of the Lactobacillus rhamnosus strain KL37C exopo-
lysaccharide. Carbohydr Res 2003;338:605—9.

[36] Carlen A, Borjesson AC, Nikdel K, Olsson ]. Composition of pellicles formed
in vivo on tooth surfaces in different parts of the dentition, and in vitro on
hydroxyapatite. Caries Res 1998;32:447—-55.

[37] Haukioja A, Yli-Knuuttila H, Loimaranta V, Kari K, Ouwehand AC, Meurman JH,
et al. Oral adhesion and survival of probiotic and other lactobacilli and bifi-
dobacteria in vitro. Oral Microbiol Immunol 2006;21:326—32.

[38] Stamatova |, Kari K, Vladimirov S, Meurman [H. In vitro evaluation of yoghurt
starter lactobacilli and Lactobacillus rhamnosus GG adhesion to saliva-coated
surfaces. Oral Microbiol Immunol 2009;24:218-23.

[39] Doyle R], Rosenberg M. Microbial cell surface hydrophobicity. Washington,
DC: American Society for Microbiology Press; 1990.

[40] Rosenberg M, Judes H, Weiss E. Cell surface hydrophobicity of dental plaque
microorganisms in situ. Infect Immun 1983;42:831-4.

[41] Lebeer S, Verhoeven TL, Perea Velez M, Vanderleyden ], De Keersmaecker SC.
Impact of environmental and genetic factors on biofilm formation by the
probiotic strain Lactobacillus rhamnosus GG. Appl Environ Microbiol 2007;73:
6768—75.

|42] Kankainen M, Paulin L, Tynkkynen S, von Ossowski I, Reunanen |, Partanen P,
et al. Comparative genomic analysis of Lactobacillus rhamnosus GG reveals pili
containing a human-mucus binding protein. Proc Natl Acad Sci U S A 2009;
106:17193-8.

[43] von Ossowski 1, Reunanen ], Satokari R, Vesterlund S, Kankainen M,

Huhtinen H, et al. Mucosal adhesion properties of the probiotic Lactobacilius

rhamnosus GG SpaCBA and SpaFED pilin subunits. Appl Environ Microbiol

2010;76:2049-57.

Apostolou E, Kirjavainen PV, Saxelin M, Rautelin H, Valtonen V, Salminen SJ,

et al. Good adhesion properties of probiotics: a potential risk for bacteremia?

FEMS Immunol Med Microbiol 2001;31:35-9.

[45] Kirjavainen PV, Tuomola EM, Crittenden RG, Ouwehand AC, Harty DW,
Morris LF, et al. In vitro adhesion and platelet aggregation properties of
bacteremia-associated lactobacilli. Infect Immun 1999;67:2653—5.

[46] Oakey HJ, Harty DW, Knox KW. Enzyme production by lactobacilli and the
potential link with infective endocarditis. ] Appl Bacteriol 1995;78:142—8.

[47] Harty DW, Oakey HJ, Patrikakis M, Hume EB, Knox KW. Pathogenic potential
of lactobacilli. Int ] Food Microbiol 1994;24:179—-89.

(48] Pelletier C, Bouley C, Cayuela C, Bouttier S, Bourlioux P, Bellon-Fontaine MN.
Cell surface characteristics of Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei, and Lactobacillus rhamnosus strains. Appl Environ
Microbiol 1997;63:1725-31.

[49] Sengul N, Aslim B, Ucar G, Yucel N, Isik S, Bozkurt H, et al. Effects of
exopolysaccharide-producing probiotic strains on experimental colitis in rats.
Dis Colon Rectum 2006;49:250—8.

(44

115



Annexe 10:  Article sous presse

Anaerobe xxx (2012) 1-5

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Anaerobe

¥

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/anaerobe

Clinical microbiology
Antibacterial activity of probiotic candidates for oral health

J. Samot **, C. Badet ®P

*UFR of Odontology, University Segalen, 16 cours de la Marne, 33082 Bordeaux cedex, France
Y EA 4577, OENOLOGIE, ISVWV, Chemin de Leysotte, 33882 Villenave d'Ornon, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Received 16 July 2012
Received in revised form

The aim of this study was to determine the probiotic potential of autochthonous oral lactobacilli. For this,
66 strains were screened for antibacterial activity against two cariogenic strains (Streptococcus mutans
and Actinomyces viscosus) and two periodontopathogenic strains (Fusobacterium nucleatum and Por-
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phyromonas gingivalis).

The inhibitory activity was investigated with the agar overlay technique. Positive results led us to

explore some mechanisms of action.
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The ability to produce H20; and the glycerol dehydratase gene were searched among all the strains.
The gassericin A gene was checked among the Lactobacillus gasseri.

All the tested strains inhibited S. mutans and A. viscosus; only one did not inhibited F. nucleatum and 52
strains inhibited slightly the growth of P. gingivalis. No inactivation of antibacterial activity was observed
after treatment with proteinase K. The gene of the gassericin A was not found in any strain.

Only one strain showed a 275-bp amplicon corresponding to the Glycerol Dehydratase gene. This
strain has been identified by DNA 16S sequencing as a L. gasseri.

Among the 66 tested strains, 7 produced hydrogen peroxide.

Our findings suggest that in addition to the previous results, some of the autochthonous oral lacto-
bacilli tested could be considered as suitable probiotics.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Oral cavity is a very complex ecosystem harboring more than
700 bacterial species [1,2].

Pathologies such as dental caries or periodontitis may arise
when an imbalance occurs among this ecosystem resulting in
a decrease of the indigenous bacteria to the benefit of pathogenic
strains. Some bacterial species are strongly linked to oral diseases.
On one hand, Streptococcus mutans plays a major role in the initi-
ation and the development of dental caries, but other species such
as Actinomyces viscosus are also implicated in dental root lesions
[3.4].

On the other hand, Porphyromonas gingivalis and Fusobacterium
nucleatum are closely associated with various forms of periodontal
diseases [5,6]. If E nucleatum is the most abundant Gram-negative
anaerobe in the sub-gingival plaque and plays an important role
in its formation, P. gingivalis is also a major putative pathogenic
bacterium that occurs in severe adult periodontitis and acute
periodontal diseases [7,8]. In order to maintain the equilibrium of

* Corresponding author. Tel.: +-33 5 57 57 30 15; fax: +33 5 57 57 30 10.
E-mail address: johan.samot@u-bordeaux2.fr (J. Samot).

1075-9964/$ — see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.anaerobe.2012.11.007

the oral ecosystem, bacterial competitiveness appears to be a smart
way to fight against the establishment of a pathogenic flora and this
competition may be allowed by probiotics.

Probiotics are live organisms that confer a health benefit to the
host when administered in adequate amounts [9]. The most
abundantly used probiotic strains come from the genus Lactoba-
cillus, generally recognized as safe (GRAS).

In the past decades some authors have investigated the role of
probiotics in the oral cavity. Consumption of products containing
probiotic lactobacilli has been shown to reduce caries risk and oral
carriage of mutant streptococci, but the tested species were ATCC
strains or current commercial probiotic species (e.g. Lactobacillus
rhamnosus GG) [10—14]. Moreover only few studies have been
carried out on the effect of autochthonous oral strains of lactobacilli
on species implicated in oral diseases [15—17]. The selection of
strains from this complex ecosystem implies that several functional
features have to be preliminarily in vitro investigated.

In a previous work we have already tested lactobacilli strains
capable ofadhesion on oral surfaces[18]. It has been shown that good
antimicrobial properties of probiotic strains are necessary to eradi-
cate or inhibit pathogenic bacteria. It is known for a long time that
lactobacilli are capable of producing antibacterial substances. Lac-
tobacilli can generate organic acids from carbohydrate fermentation

dx.doi.org/10.1016/j.anaerobe.2012.11.007
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which could interfere, in vivo, with the growth of surrounding
microorganisms by lowering the pH of the ecosystem [19]. Addi-
tionally, some strains from various species produce hydrogen
peroxide or bacteriocins which are well-recognized modes of
bacterial antagonism [20-22|. In this current study, as Koll-Klais
found that Lactobacillus gasseri was predominant in the oral cavity
of healthy people [17], we focused on the research of gassericin A
gene, a bacteriocin known to be produced by this species.

At last, some lactobacilli seem to be able to synthetize reuterin,
a broad-spectrum antimicrobial compound derived from glycerol
metabolism. Reuterin, highlighted by Axelsson et al., was first iso-
lated from L. reuteri but could be produced by other lactobacilli
[23,24]. Today the name reuterin is used as a synonym for the HPA
system, and its research must go through the identification of the
glycerol dehydratase, the enzyme necessary for the synthesis of the
complex [25].

So in order to select putative probiotic candidates, the aim of
this study was to screen salivary lactobacilli for inhibition of oral
pathogens through antimicrobial activity. We also examined some
mechanisms implicated in this property.

2. Materials and methods
2.1. Cells culture and growth conditions

Sixty-six oral lactobacilli strains used in this study (Table 1) were
previously isolated and identified from human saliva [26]. Partial
sequencing of the 16S-rDNA fragment was performed for some
strains with uncertain identity according to Weisburg et al.[27]. All
strains were cultured in Man, Rogosa and Sharpe Medium (MRS)
(Fischer Scientific, Illkirch, France) at 37 °C before being stored
at -80°C.

Antibacterial activity was carried out on two cariogenic strains
(S. mutans ATCC25175 and A. viscosus ATCC15987) and two perio-
dontopathogenic strains (P. gingivalis ATCC33277 and F. nucleatum
ATCC1095). All strains were cryo-preserved at —80 °C. Actinomyces
and Streptococcus were cultured in Tryptic Soy broth (Oxoid, Dar-
dilly, France) at 37°C, and the anaerobes in Wilkins Chalgren
Anaerobe broth (Oxoid, Dardilly, France).

2.2. Antimicrobial activity assay

The inhibitory activity of the tested strains was investigated
with the agar overlay technique described by Fleming [28].

Briefly, the surface of MRS agar (Fischer Scientific, Illkirch,
France) was spot inoculated with 2 uL of an overnight culture of the
tested lactobacilli, beforehand adjusted to OD of 1.0-+0.02 at
550 nm (three spots per dish).

To allow colonies to develop, agar plates were incubated for 1
day at 37 °C in anaerobiosis conditions (Genbox Anaer, BioMérieux,

Table 1
Species of oral lactobacilli selected for antimicrobial testing.

Lactobacilli

Fermentation type and species Number of strains

Obligately homofermentative

L. acidophilus 5

L. gasseri 4
Facultatively heterofermentative

L. casei 1

L. paracasei 18

L. plantarum 3
L. rhamnosus 22
Obligately heterofermentative

L. brevis 13

Crapone, France). Then they were overlaid with 7 mL of Brain Heart
Infusion (Oxoid, Dardilly, France) soft agar (0.75% agar), which had
been seeded with 0.1 mL of the bacteria culture to be tested (OD of
1.0 +0.02 at 550 nm).

After 48 h culture at 37 °C in anaerobiosis, a clear zone around
the lactobacilli colonies was recorded as positive inhibition.

Each experiment was repeated three times and the average of
the inhibition diameter was assessed.

Moreover, in order to reveal if the antibacterial effect was due to
a protein, a treatment with protease was tested. Briefly, 5 pl of
a solution of proteinase K (0.2 mgmL 1 (Sigma—Aldrich, St
Quentin Fallavier, France) was put on each overnight grown spot
and then overlaid with the seeded soft agar as previously described.

2.3. DNA extraction

DNA was isolated from each bacterial strain by using GenElute™
Bacterial Genomic DNA kit (Sigma—Aldrich, St Quentin Fallavier,
France) according to the manufacturer’s supplied protocol.

2.4. Gassericin A gene

The gene of gassericin A was searched using a PCR method.

It was targeted with the primers gaAFor (5'-tggatttcctatgggag-
gaag-3') and gaaARev (5'-tctgtctcctaagaaaaaggctaa-3') which were
designed from L. gasseri LA39 gassericin A gene sequence (GenBank
accession number AB0O07043) using the online software Primer3-
Plus [29].

L. gasseri LA39 (Riken Bioresource center, Ibaraki, Japan) was
used as positive control [30,31].

Approximately 100 ng of genomic DNA were amplified with
2.5U of Tag polymerase (Qiagen, Courtaboeuf, France) in a 20-pL
reaction mixture using a thermal cycler (Minicycler™, MJ Research).
Conditions were a preincubation step at 94 °C (5 min) and then 30
cycles of 94°C (30s), 45°C (30 s), and 72 °C (1 min) followed by
a final step of elongation, 72 °C (5 min).

Ten microliters of each amplification mixture were loaded on
a 1% (w/v) agarose gel stained with ethidium bromide (Sigma—
Aldrich, St Quentin Fallavier, France). Electrophoresis was done at
150V for 1 h.

2.5. Glycerol dehydratase gene

A screening of the glycerol dehydratase (GD) gene using the PCR
method was made to search possible implication of reuterin as an
antimicrobial compound.

2.51. PCR

According to Claisse and Lonvaud-Funel [32], two DNA primers
GD1 (5'-aargayaahccigticarathgcige-3') and GD2  (5'-ccaig-
gigtrtcrtcicertcigtraaiac-3'), chosen in the region encoding one of
the subunits of glycerol dehydratase of Citrobacter freundii, Klebsi-
ella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Salmonella typhimurium, and
Clostridium pasteurianum were used. A 275-bp amplicon in poly-
merase chain reaction amplification was obtained with the
genomic Lactobacillus collinoides IOEB 9527 DNA as template.

Approximately 100 ng of genomic DNA were amplified with
2.5U of Taq polymerase (Qiagen, Courtaboeuf, France) in a 20 uL
reaction mixture using a thermal cycler (Minicycler™ M] Research).
Conditions were a preincubation step at 95 °C (30 s) and then 40
cycles of 95°C (30s), 57°C (30s), and 72 °C (30s) followed by
a final step of elongation, 72 °C (10 min). Ten microliters of each
amplification mixture were loaded on a 1% (w/v) agarose gel
stained with ethidium bromide (Sigma—Aldrich, St Quentin Fal-
lavier, France). Electrophoresis was done at 150V for 1 h.
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2.5.2. Sequencing

DNA fragments were extracted from agarose gels using S.N.A.P™
Gel Purification Kit (Invitrogen, Fischer Scientific, Illkirch, France) and
reamplified before being sequenced. The amplified fragments were
sequenced by Beckman Coulter Genomics (Grenoble, France). The
primers described for PCR amplification were used for sequencing.

The sequences obtained were aligned in a sequence alignment
editor, ‘Bioedit’ to look for any introduced errors while sequencing,
if any. Finally, homology search was carried out using BLAST N
version 2.2.6 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.6. Hydrogen peroxide production

Each strain of lactobacilli was tested for its ability to produce
H3»0, according to the method initially described by Eschenbach
and modified by Kang et al. [13,33]. Briefly, each strain was plated
onto MRS agar supplemented with 0.25 mgmL~! of TMB (3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine) (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France)
and 0.01 mgmL ' of peroxidase (Sigma Aldrich, St Quentin Fal-
lavier, France), and was incubated anaerobically for 48 h. Subse-
quently, each strain was exposed to the ambient air. Colonies
showing a blue colour were considered H0 producers.

3. Results
3.1. Antimicrobial assay

The antibacterial activities of 66 salivary strains of lactobacilli
against cariogenic (S. mutans, A. viscosus) and periodontopatho-
genic (P. gingivalis, E. nucleatum) bacteria were evaluated (Table 2).

The results of the agar overlay technique showed that all the
tested lactobacilli strains had an antibacterial activity against
A. viscosus and S. mutans over the 48 h time period.

Fifty-two strains inhibited slightly the growth of P. gingivalis,
and only two had no activity on F. nucleatum.

The inhibitory zones for S. mutans ranged from 9 mm to 30 mm,
for A. viscosus ranged from 18 mm to >40 mm, for E nucleatum
ranged from 15 mm to >40 mm and for P. gingivalis ranged from
7 mm to 18 mm.

No inactivation of antibacterial activity was observed after
treatment with proteinase K.

Among all the tested lactobacilli strains, six harbored an inter-
esting antibacterial activity (Table 3). They showed an antibacterial
activity against the 4 putative pathogenic species with the highest
diameter of inhibition. They were identified as Lactobacillus plan-
tarum (BMS2), Lactobacillus brevis (22A, 31A, 57A1), L. rhamnosus
(34A) and Lactobacillus paracasei (CJS1).

Table 2
Antimicrobial activity of oral lactobacilli expressed as inhibitory zone values (mm).

3.2. Gassericin A gene

No amplicon for any strain was present on the agarose gels.
The positive control (L. gasseri LA39) showed a 384-bp amplicon
corresponding to the gassericin A gene (data not shown).

3.3. Glycerol dehydratase gene

Among the 66 tested strains only one showed a 275-bp ampli-
con corresponding to the glycerol dehydratase gene (Fig. 1). This
strain (GVS2) did not belong to the most active strains.

GVS2 has been identified, by partial sequencing of the 16S-rDNA
fragment, as L. gasseri.

The nucleotide sequences of the 275-bp amplicon obtained from
sequencing were aligned with each other and corrected using
BioEdit software. After correction and the removing of the areas too
much uncertain, we obtained a sequence of 225-bp which could be
compared to sequences available in GenBank using BLASTN soft-
ware. This comparison showed that our sequence had 81% identity
with the partial sequence of the region encoding the C subunit of
glycerol dehydratase of Lactobacillus hilgardii. Our sequence has
been annotated and deposited in Genbank under accession number
JX505431.

3.4. Hydrogen peroxide production

Among the tested strains, only 7 (10.6%) were H,02 producers.

They were identified as L. gasseri (101A), L. paracasei (A24),
L. brevis (21C, 22A), L. plantarum (BMS1), and L. acidophilus (B21,
21D).

Among these H,0, producers, L. gasseri (101A) showed a weak
antibacterial activity against S. mutans, A. viscosus and E. nucleatum,
and no effect against P. gingivalis.

The two strains of L. acidophilus (B21 and 21D) showed a low
efficiency against S. mutans but inhibited the growth of A. viscosus.
However, they presented different effects against the anaerobes;
B21 was not active at all and 21D was able to inhibit strongly
FE. nucleatum and more weakly P. gingivalis.

The two L. brevis strains (21C and 22A) and L. plantarum (BMS1)
inhibited all the tested strains.

Only one of the L. brevis strains (22A) belonged to the group of
the six most active strains as regards to antibacterial activity.

4. Discussion

Dental caries and periodontitis are two common human infec-
tious diseases. Recently, there has been increasing interest in

Lactobacilli Inhibition of target bacteria: zone values (mm) mean +SD
Fermentation type/ species  S. mutans A. viscosus F. nucleatum P. gingivalis

P— P+ P— P+ P P+ P— P+
Obligately homofermentative
L. acidophilus 16+ 529 148 £5.12 314+ 838 31.6+ 853 28.8+17.52 282+17.78 38+ 531 4+ 566
L. gasseri 14.75 + 457 1525+ 3.95 31.25+ 10.18 30.75 + 10.75 27.75+ 14.15 27.50 + 1443 2545 25+5
Facultatively heterofermentative
L casei 23 24 40 40 23 22 13 13
L. paracasei 2044 + 528 2094 + 5.06 3522 4 6.58 36.38 + 5.64 3544+ 1084 355+ 10.86 954534 95+ 536
L plantarum 2333+ 4.16 24.66 + 1.53 38334 1.53 37+ 2.65 40+ 0 40+ 0 1333+ 231 12.66 + 2.08
L rhamnosus 2290+ 242 2281+ 261 36.77 + 5.58 36.86 + 5.01 3854+ 471 38.59 + 4.56 1140+ 294 1136+ 2.98
Obligately heterofermentative
L brevis 2231+ 3.77 22.77+ 352 37.08 + 4.96 37.23+ 436 37+6.24 36.77 + 5.99 8.92 + 530 869+ 5.17

P—, experiment without proteinase K; and P+, experiment with proteinase K on the spots.

dx.doi.org/10.1016/j.anaerobe.2012.11.007

Please cite this article in press as: Samot ], Badet C, Antibacterial activity of probiotic candidates for oral health, Anaerobe (2012), http://

118



4 J. Samot, C. Badet / Anaerobe xxx (2012) 1-5

Table 3
Synthesis of the different characteristics of lactobacilli for probiotic interest.

Name of the strain Inhibition diameter (mm)

H,0; production Glycerol dehydratase gene

Sm Av Fn Pg

P- P+ P- P+ P- P+ P- P+
22A (L. brevis) 21 22 40 40 40 40 13 12 Yes No
31A (L. brevis) 28 28 40 40 40 40 14 14 No No
34A (L. rhamnosus) 26 26 40 40 40 40 17 17 No No
57A1 (L. brevis) 30 31 40 40 40 40 12 11 No No
BMS2 (L. plantarum) 28 26 40 40 40 40 16 15 No No
CJS1 (L. paracasei) 29 28 40 40 40 40 11 11 No No

Sm, Streptococcus mutans; Av, Actinomyces viscosus; Fn, Fusobacterium nucleatum; Pg, Porphyromonas gingivalis; P—, experiment without proteinase K; and P+, experiment

with proteinase K on the spots.

a probiotic approach for the management of these oral infections.
Before carrying out in vivo studies, numerous in vitro experiments
are needed to define a probiotic candidate [34].

In a previous article, we have already reported the adherence
properties of salivary lactobacilli [ 18], so this work aimed to study
the antimicrobial activity of these selected strains against putative
pathogenic oral species.

Like other studies that have shown the inhibitory effects of well
known probiotic lactobacilli against some oral pathogens
[10,35,36], our results allow us to highlight some autochtonous
lactobacilli exhibiting the same properties.

Our lactobacilli inhibited all oral pathogens tested at varying
degrees. The strongest inhibitory effects were seen in strains of
L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus and L. brevis which are in
agreement with the results of various studies [16,17,19,37,38].

However, these positive results disagree with those of Testa
et al. who found no antagonistic interaction between oral lacto-
bacilli and the anaerobes Prevotella intermedia and F. nucleatum
[39]. Indeed, only 1.5% of our oral lactobacilli strains were unable to
inhibit F. nucleatum, and 75.75% showed a strong antibacterial
activity against this species.

This difference in results may be explained in part by the use of
different methods and secondly by the difference in sample of
strains tested by Testa et al. Thus, we agree with Van Essche who
concluded that results of antagonism assays obtained by different
techniques are incomparable [40].

Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of the Glycerol dehydratase gene of a salivary
L. gasseri. Lane 1: molecular mass marker; Lane 2: 275-bp amplicon DNA sequence
from salivary L. gasseri; Lane 3: 275-bp amplicon DNA sequence from template
L. collinoides IOEB 9527; and Lane 4: negative control.

In an attempt to generate experimental data related to the
antibacterial activity of our oral lactobacilli, we initiated some
preliminary characterization of the mechanism involved in this
property.

Even if no studies have definitively demonstrated its impact on
the ability of a strain to compete within the oral cavity, bacteriocin
production is an important criterion in the selection of a probiotic
strain because it is believed to provide an advantage for survival in
the ecological niche and to prevent the growth of pathogens. As
a previous study has shown that our most adherent strains were
L. gasseri [18], we wanted to investigate the presence of a bacte-
riocin already described in these strains, gassericin A. Especially
since, Koll-Klais showed that L. gasseri were prevalent in healthy
individuals [17]. So, in a first time we looked for the gassericin A
gene, even if in our experiment, antibacterial activity was not lost
after a proteinase K treatment. Indeed, it is well known that the
production of bacteriocin is strongly dependant of culture condi-
tions [41-43|. None of our tested strains exhibited this gene. This is
not surprising because it has been shown that the genes encoding
bacteriocins could be carried by plasmids and it has already been
proven for gassericin A gene [44,45].

Other molecules are involved in the antibacterial action of lac-
tobacilli. Various studies have characterized reuterin as a broad-
spectrum antimicrobial compound, effective against both gram-
positive and -negative strains, as well as several fungi and
protozoa [46,47]. L. reuteri are not the only Lactobacillus species
capable to produce reuterin, as a L. coryniformis cheese isolate [24]
was also found to be a producer. As the research of reuterin goes
through the identification of the glycerol dehydratase [25], in
a second time we looked for the Glycerol Dehydratase (GD) gene.
Among all our 66 strains, we found only one strain exhibiting this
gene. Surprisingly, this strain did not belong to our six most effective
bacteria. This may be due to the presence of a non functional gene.

To further elucidate the compounds responsible for the anti-
microbial activity, our strains were also screened for production of
hydrogen peroxide. Indeed, the inhibition of the growth of one
bacterial species by the H,0, generated by another species is a well-
recognized mechanism of bacterial antagonism [20,21].

The present study corroborates other studies, which showed
that some lactic acid bacteria can produce Hy0; [33].

However, among our most active strains concerning the anti-
bacterial effect only one produced H,0; (L. brevis), which confirms
some studies claiming that the production of hydrogen peroxide is
not the main mechanism of inhibition of lactobacilli [48].

This study demonstrated the ability of certain lactobacilli to
inhibit oral pathogens; however it is important to keep in mind that
lactobacilli may be involved in carious lesions. L. acidophilus,
L. casei, L. fermentum and L. rhamnosus are the most involved strains
[49]. This is why the use of lactobacilli as probiotics should be done
after verifying the absence of deleterious effects on the tooth.
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5. Conclusion

Even if the nature of their antimicrobial activity remains unclear,
our in vitro experimentation of antibacterial properties of autoch-
thonous oral lactobacilli showed, in addition with previous results,
that some of the tested strains could be considered as suitable
probiotics.

However, before proposing a suitable product for the main-
tenance of oral health, other tests seem necessary. The evaluation
of the inhibitory activity could be extended to other pathogens
such as growing species difficult Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans, P. intermedia which have a well known role in
periodontal disease.

Research should be undertaken on their ability to stimulate the
immune system in cell culture and/or animal models.

Finally, care must be taken regarding the use of probiotics
especially in immunocompromised people that is why a step is
essential to study their relative safety before attempting clinical
trials.
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