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Introduction générale

L’homéostasie du tractus intestinal repose sur un équilibre entre le microbiote intestinal et le
systéme immunitaire associé a la muqueuse. En cas de déséquilibre, une dérégulation du systeme
immunitaire peut entrainer 1’apparition de pathologies telles que les allergies et les maladies
inflammatoires chroniques. Les probiotiques sont des microorganismes vivants, qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantités adéquates peuvent affecter positivement la santé de 1’hote. Leur utilisation,
initialement fondée sur des observations empiriques, est actuellement plus rationnelle, et confortée par
de nombreux travaux. Une clarification des mécanismes par lesquels ces bactéries ou leurs métabolites
pourraient renforcer 1’homéostasie intestinale, permettrait une sélection plus efficace de souches
actives ainsi que la détermination des protocoles optimaux d’administration. Les genres Lactobacillus
et Bifidobacterium, qualifiés de « bactéries bénéfiques » et résidents du tractus intestinal, ont été
majoritairement étudiés et utilisés. De nombreuses études montrent que ces microorganismes
probiotiques sont capables d’interagir avec le systéme immunitaire intestinal conduisant a une réponse
immune régulatrice. Ainsi, une administration orale de ces deux genres bactériens permet de prévenir
ou diminuer les symptomes résultant d’un dysfonctionnement du microbiote intestinal. Le concept de
probiotique a été étendu a I'utilisation d’autres souches, absentes de la flore endogéne du tractus

intestinal.

Parmi elles, les bactéries du genre Bacillus, capables de résister sous forme de spores aux
conditions extrémes de pH lors du passage dans 1’estomac, possedent des activités antimicrobiennes
vis-a-vis de pathogenes, et des propriétés immunomodulatrices. Ces derniéres nécessitent I’interaction
entre la bactérie, plus exactement les entités moléculaires de la surface bactérienne et les cellules
intestinales. Toutefois, 1’ingestion de spores de Bacillus probiotique ne conduit pas a 1’implantation
définitive de la souche au sein du microbiote. En effet, les probiotiques du genre Bacillus sont
considérés comme des résidents transitoires de la flore intestinale et leur développement potentiel au

sein de cet environnement dépend des conditions, principalement nutritionnelles, qui y regnent.

Une premiére partie des travaux menés au cours de la thése a consisté a associer un
oligosaccharide prébiotique de type isomaltooligosaccharide (IMOS) & une souche probiotique
Bacillus subtilis. Le principal objectif de cette association est de favoriser le développement et
I’accroissement du temps de séjour de la souche dans le tractus intestinal, en augmentant la
disponibilité du substrat carboné. Le substrat IMOS a fait ’objet d’une sélection parmi plusieurs
prébiotiques. Il a été sélectionné pour sa capacité a étre facilement métabolisé par les bactéries du

genre Bacillus, mais également pour sa production simple et peu colteuse industriellement. L’effet in



vitro des IMOS, sur le développement et la résistance a la bile de la souche probiotique, a été étudié
afin de mettre en évidence le potentiel de cette association synbiotique. La seconde partie de la these
s’est intéressée a I’interaction entre bactéries probiotiques et cellules de 1’hdte. L’objectif était de
comparer la structure des acides lipotéichoiques (LTAS), polyméres amphiphiles extraits de la paroi de
trois souches probiotiques du genre Bacillus, dans 1’objectif d’établir une corrélation entre les
différences structurales observées et les activités biologiques respectives associées a ces molécules.
L’implication des résidus D-alanine des LTAs dans I’activité biologique de ces molécules, a été
étudiée par la mise en ceuvre d’une modification chimique spécifique. Ces travaux s’inscrivent plus
largement dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans 1’interaction bactérie

probiotique-hote, un préalable nécessaire a I’optimisation de 1’utilisation de tels microorganismes.

Le manuscrit de la thése se subdivise en trois parties. La premiére d’entre elles sera consacrée a
une étude bibliographique. Elle décrit dans un premier temps le microbiote intestinal, son
développement et ses fonctions, en incluant les pathologies qui lui sont associées. Cette premiére
section permettra de comprendre 1’origine et le fonctionnement des concepts introduits par la suite,
gue sont les notions de probiotiques, prébiotiques et synbiotiques. Elle sera conclue par la présentation
des objectifs du travail de thése. La seconde partie du manuscrit sera consacrée a la description du
matériel et des méthodes mis en ceuvre pour mener a bien ce projet. La derniére partie exposera les
résultats obtenus au cours de cette thése. Les résultats, concernant 1’étude de 1’association d’un
substrat prébiotique a une souche probiotique du genre Bacillus, seront d’abord abordés. Les résultats
relatifs a 1’étude de la relation structure-activité des acides lipotéichoiques de trois Bacilli probiotiques
seront présentés dans un deuxieme temps. Enfin, des perspectives d’étude seront proposées pour

chacune des deux parties avant de conclure sur I’ensemble du travail de thése.
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LE MICROBIOTE INTESTINAL

La compréhension des effets et des mécanismes d’action des probiotiques et des prébiotiques

sur la santé nécessite de connaitre la structure et le fonctionnement de 1’écosystéme intestinal.

1. Généralités

Le corps humain héberge plus de cellules procaryotes que de cellules eucaryotes. On estime le
nombre de ces cellules procaryotes & environ 10 contre 10" cellules eucaryotes. Ces
microorganismes sont retrouvés sur la peau, les cheveux, dans la bouche, mais I’intestin est ’unique
organe ou est mis en place une symbiose active entre cellules eucaryotes et procaryotes. L’intestin un
environnement idéal pour la microflore intestinale, appelée aujourd’hui « microbiote intestinal ». En
effet, il apporte une protection aux fluctuations environnementales pour les microorganismes
résidents, et il est traversé par un flux constant de nutriments issus de notre alimentation. Cet
écosystéeme bactérien, 1’un des plus peuplés de la planéte, est séparé de I’intérieur de 1’organisme, par
un simple épithélium. Il inclut plus de 1000 espéces bactériennes, partageant un génome collectif

d’environ 5 millions de génes (Turnbaugh et al. 2007; Bringiotti et al. 20