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« L’art de la reussite consiste a savoir
s entourer des meilleurs »

John Fitzgerald Kennedy
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Avant-propos

Compte-tenu du caractére pluridisciplinaire de ce travail de these, des choix délibérés ont été
faits pour aborder de maniére plus ou moins approfondie les différents contextes thématiques et
méthodologiques. Ainsi, une attention particuliere a été mise sur les bactéries lactiques en général, et
celles du genre Lactobacillus de maniére privilégiée, justifiant la présentation détaillée de ce groupe

dans la synthése bibliographique, ayant fait par ailleurs I’objet d’un article de revue.

A noter que pour faciliter la lecture du manuscrit et les correspondances avec les articles cités,
I’'ancienne nomenclature des lactobacilles a été conservée, bien que la transition ait eu lieu au

printemps 2020 (Zheng et al., 2020).

Au cours de cette étude, nous avons évalué in vitro les capacités de chélation du plomb, du
cadmium et de I'aluminium d’une collection de 225 souches bactériennes d’origines trés diverses, afin

d’appréhender le pouvoir chélateur des bactéries intestinales dans sa globalité dans le Chapitre 1.

L’évaluation des capacités de bioremédiation in vivo a été dans un premier temps été
envisagée dans un modele simple. Le recours a l'utilisation du ver nématode Caenorhabditis elegans
comme modele d’évaluation a ainsi été exploré et sera succinctement présenté, bien que les résultats
n’aient pas permis de conclure en I’état sur la relevance de ce modele. L'évaluation des capacités de
fixation du plomb en situation d’exposition aiglie a également été réalisée dans un modele murin. Ces

approches in vivo constituent le Chapitre 2.

Par ailleurs, de facon quelque peu fortuite, durant le criblage in vitro de notre collection, un
effet particulier du Tween 80 sur le potentiel chélateur des bactéries du genre Propionibacterium vis-
a-vis du plomb a été mis en évidence. Une partie exploratoire de cet effet est développée dans le

dernier chapitre de cette these, Chapitre 3.

Pour chacun de ces trois chapitres de développements expérimentaux, des compléments de
contexte ont été introduits sous forme de préambules avant les descriptions méthodologiques et les
résultats respectifs et conclusions associées, avant de restituer une discussion générale et des

perspectives intégrées.
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Synthese bibliographique




|.  Les éléments-traces métalliques: un probleme de santé

publique

La notion d’élément-trace métallique (ETM) a été récemment proposée pour remplacer le terme de
« métaux lourds » qui était mal défini, et surtout généralement mal employé (Pourret, 2018). En effet,
il regroupait des métaux réellement lourds, c’est-a-dire de masse volumique supérieure a 5 000 kg/m?3,

et d’autres métalloides de masse volumique moindre (Tableau 1).

Tableau 1 Liste des éléments-traces métalliques, leur abréviation et leur masse volumique a 20 °C.

Elément-trace Abréviation Masse Elément-trace Abréviation Masse
meétallique volumique meétallique volumique

Aluminium
Arsenic
Bore
Cadmium
Cuivre
Chrome
Cobalt

Fer

Fluor

420°C
2700 g/L
5720 g/L
2460 g/L
8640 g/L
8920 g/L
7140 g/L
8890 g/L
7870 g/L
1580 g/L

lode

Manganése

Mercure
Molybdéne
Nickel
Plomb
Sélénium
Silicium

Zinc

4940 g/L
7440 g/L
13550 g/L
10280 g/L
8910 g/L
11340 g/L
4820 g/L
2330 g/L
7140 g/L

Certains ETM sont indispensables a faibles doses, comme le fer ou le zinc, qui sont essentiels a la bonne
conformation ou activation des protéines : on parle d’oligo-éléments. Mais au-dela d’un certain seuil,
ils peuvent devenir toxiques, cette toxicité étant essentiellement dépendante de la forme chimique du
métal, appelée spéciation, ainsi que de facteurs environnementaux (par exemple le pH du milieu)
(Babich et al., 1980). D’autres, n’ayant aucune fonction connue pour I'organisme, sont toujours
toxiques, méme a tres faible dose, de facon directe ou indirecte, en perturbant les réponses
physiologiques des organes vitaux ainsi que I'équilibre des métaux essentiels. Ainsi, le plomb (Pb), le
cadmium (Cd), le mercure (Hg) et I'arsenic (As) comptent parmiles métaux les plus préoccupants selon
les agences nationales et européennes (ANSES, EAT2, 2011 ; EFSA, 2012a, b; Santé Publique France,
2017). L'aluminium, contaminant métallique fréqguemment retrouvé dans |’alimentation, semble
également étre délétére (Pineton de Chambrun et al.,, 2012). Ces contaminants entrent dans

I'organisme par deux voies principales : l'inhalation et l'ingestion. Il existe diverses sources



d’expositions aux contaminants métalliques, comme |'environnement domestique, I'environnement
professionnel, I'alimentation etc... (Figure 1) Les ETM, massivement rejetés dans I’environnement via
les activités anthropiques, sont persistants. Pour certains, ils restent rémanents dans I'environnement
bien que métabolisés. Par exemple, le mercure s’accumule tout au long de la chaine alimentaire, et se
retrouve ainsi parfois en trés forte concentration dans les aliments et sous sa forme la plus toxique, le

méthyl-mercure.

Environnement Environnement Exposition
professionnel domestique alimentaire

Figure 1 Les différentes sources d’exposition aux ETM. Il existe principalement 3 types d’expositions :
professionnelle (pollution par les fumées, peintures etc...), domestique (cigarette, ustensiles de cuisine,
maquillage etc...), et alimentaire (principalement les poissons et produits de la mer, céréales). Images
libres de droit.

Des populations a risques ont pu étre identifiées comme les enfants et les femmes enceintes qui sont
particulierement vulnérables face aux intoxications. Par ailleurs, les travailleurs exposés doivent
également étre particulierement surveillés. Pour cela, il existe des doses et des seuils reconnus,
différents pour chaque métal, permettant d’évaluer le niveau de I'exposition et les mesures a prendre
en conséquence. Dans le cadre d’une surveillance professionnelle, ils peuvent étre inscrits dans le code
du travail. Réglementairement, en France, la VLB (ou Valeur Limite Biologique) correspond a la « limite
de concentration dans le milieu biologique approprié de I'agent concerné, de ses métabolites ou d’un
indicateur d’effet ». A I’heure actuelle, seul le plomb est concerné par cette VLB (Institut National de
Recherche et de Sécurité, 2020). Cette réglementation repose également sur les VLB fixée par I’ANSES

(Agence Nationale de Sécurité sanitaire de I’Alimentation), qui s’appuie sur des données soit



scientifiques de cause a effet d’exposition a I'agent chimique, soit sur des doses supposées attendues
lors d’une exposition de 8 heures par jour pendant 5 jours (ANSES, 2019). Des entités internationales

et européennes, comme le RAC (Committee for Risk Assessment), ont un réle similaire.

D’autres valeurs sont quant a elle fixées pour la population générale. On distingue alors deux types de
valeurs : des valeurs d’imprégnation de la population générale et des valeurs dites préoccupantes pour
la santé humaine. Dans le premier cas, I’ANSES définit par exemple la VBR (Valeur Biologique de
Référence). Elle est calculée sur la base d’étude des concentrations retrouvées dans la population
générale francaise, comprenant des travailleurs mais non exposés a I’'agent chimique. Mais d’autres
seuils, notamment définis par la Commission Nationale de Biosurveillance allemande, sont définis
comme étant des doses nécessitant une action correctrice : ce sont les HBM (Human Biomonitoring
values). La HBM-I représente le seuil au-dela duquel des contrdles fréquents doivent étre effectués,
mais les données scientifiques actuelles ne permettent pas d’affirmer un réel impact sur la santé. La
HBM-II représente le seuil critique au-dela duquel des mesures sont prises pour réduire I'exposition a
I'agent chimique considéré, car il majore les risques de dommages pour la santé dans la population
générale. La DHT (Dose Hebdomadaire Tolérable) représente quant a elle la quantité de métal pouvant
étre ingérée par semaine tout au long d’une vie sans qu’aucun dommage sur la santé ne puisse étre

observé.

1. Le plomb

Le plomb est I'un des trois contaminants les plus toxiques et les plus fréquents dans notre
environnement, avec le mercure et le cadmium. L'OMS le classe ainsi parmi les dix produits chimiques
les plus préoccupants pour la santé publique et appelle les Etats Membres a protéger les travailleurs,

les enfants et femmes enceintes de I'exposition a ce métal.

a. Les différentes sources d’expositions au plomb

Exposition professionnelle au plomb

Il existe de nombreux sites d’extractions de plomb, dont les plus grands gisements se trouvent au
Canada et aux Etats-Unis, ou encore en Suede et en Pologne. La France a, quant a elle, fermé son
dernier site d’exploitation en 1991 dans le Gard. Le plomb possede la particularité d’étre
particulierement malléable, épousant la forme du support sur lequel il est déposé. De plus, en se

recouvrant d’un film protecteur lui donnant sa teinte grisée, il est I'un des métaux les plus résistants a
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la corrosion (INRS, 2020). Le plomb est ainsi utilisé dans de nombreuses activités anthropiques. Dans
les minerais, il est trés souvent associé au zinc qui est alors récupéré dans les procédés de métallurgie.
Il est également souvent associé a I'argent. Ainsi, on considéere que I'exploitation d’une tonne de plomb
peut engendrer I'extraction de 2 tonnes de zinc et de 3 kg d’argent. Il entre dans la fabrication et le
recyclage des batteries électriques, notamment automobiles, dont I'utilisation est en pleine expansion
ces dernieres années. Il entre dans la composition des alliages de soudure, notamment pour les
soudures a I’étain (63 % d’étain mélangé a 37 % de plomb), et était également autrefois utilisé pour la
fabrication des vitraux et peintures, avant son interdiction d’utilisation en 1948 pour les travaux de
peinture en batiment. Son large emploi dans le milieu professionnel induit ainsi une source

d’exposition importante pour de nombreux travailleurs (INRS, 2020).

Exposition domestique au plomb

Outre les expositions professionnelles, le plomb est un métal auquel nous sommes tous exposés dans
notre vie quotidienne. Il a certes fait I'objet d’une interdiction d’utilisation dans les peintures en 1948
pour les travaux du batiment, mais ce n’est qu’en 1993 que la loi a totalement interdit la
commercialisation de peintures plombées. L'ingestion et I'inhalation de particules de peintures lors de
travaux de rénovation est un risque d’exposition non négligeable. De plus, des cas de saturnisme sont
rapportés chez des enfants vivant dans des logements insalubres ol les peintures abimées s’écaillent,
mettant a nu la/les couche(s) d’origine souvent plombée. Cette présence de plomb dans les peintures
est une réelle problématique de santé publique, car au-dela des peintures destinées aux logements et
infrastructures, du plomb est également parfois retrouvé dans les peintures utilisées pour les jouets.
En 2007, le groupe international Mattel a rappelé plus de 20 millions de jouets en raison d’une
concentration trop élevée en plomb dans les peintures de ses jouets (Le Monde, 2007 ; Le Journal de
I’Environnement, 2007). Afin de prévenir ces intoxications au plomb via les peintures de tous types,
I’'OMS a décidé de mettre en place I'Alliance mondiale pour I’élimination des peintures au plomb,
conjointement avec les Nations-Unies (OMS et UNEP, 2012). Dans leurs textes, ces organisations visent
les peintures au plomb au sens large, les décrivant comme « les vernis, les lagques, les teintures, les
émauyx, les enduits vitrifiés, les appréts et les revétements, quelle que soit I'utilisation a laquelle ils

sont destinés ».

Selon I'EFSA, I'exposition des enfants est supérieure a celle des adultes (1,03-1,32 ug/kg p.c./j contre
0,5 pg/kg p.c./j) (EFSA, 2012b), ce qui est préoccupant car les enfants sont davantage sujets a des

formes graves de saturnisme. Leur propension a porter a la bouche tous ce qui se trouve a leur portée
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augmente encore leur risque d’exposition comparé a un adulte, car ils augmentent ainsi leur exposition

a des particules de peintures ou de la terre/poussiére contaminée par exemple.
Exposition d’origine alimentaire

L'alimentation est une source importante d’exposition chronique au plomb, notamment a cause de la
contamination des aliments cultivés sur des sols contaminés. Une étude menée en France a montré
que les aliments contenant les taux de plomb les plus élevés étaient les crustacés, les mollusques et le
chocolat (ANSES, EAT2 2011). Une étude plus large menée en Europe a montré que les céréales et les

produits laitiers sont les principales sources d’exposition au plomb (EFSA, 2012b) (Figure 2).

La consommation de gibier peut également étre une source d’exposition soit directement, en ingérant
par mégarde des billes de plomb lors des repas, soit parce que le gibier a lui-méme ingéré ces billes de
plomb tombés sur le sol. L’utilisation de cartouches contenant du plomb a ainsi été incriminée dans
les cas d’intoxications des populations de chasseurs. Depuis 2005, en France, ce type de cartouches
est interdit pour une utilisation en zone humide, et devrait donc représenter une contamination de
moins en moins fréquente dans les années a venir (Ministere de I'Ecologie et du Développement
Durable Frangais, 2006). La contamination des sols peut également provenir de sa présence naturelle,
qui a tendance a étre plus importante dans les sols érodés, mais aussi a la contamination de I'air par
les particules émises par les carburants qui finissent par se déposer sur les surfaces. Cette derniére
source a tendance a baisser ces derniéres années grace a la commercialisation d’une essence de
substitution dans les années 1990, et a l'interdiction de I'utilisation de I'essence plombée pour les
véhicules de loisir depuis 2000 (Sénat Francais, consulté en Février 2021) (Figure 3), méme si
I'utilisation de carburant plombé pour I'aviation est encore autorisée dans 3 pays au monde (Algérie,
Yémen, Iraqg). Une autre voie d’exposition dans I’environnement domestique passe par l'ingestion
d’eau du robinet contaminée. Méme si les gouvernements, notamment francais, tentent de réduire
au maximum |’exposition de leurs concitoyens, elle persiste. En effet, en 2013, la limite reglementaire
de la teneur en plomb dans I’eau courante est passée de 25 pg/L a 10 ug/L (Ministére des Solidarités
et de la Santé, 2019). Les canalisations publiques font I'objet de rénovations, permettant ainsi de
réduire le nombre d’installations en plomb, mais les canalisations domestiques un peu vétustes
peuvent constituer une source de contamination. Le plomb étant également utilisé dans la fabrication
des verres et contenant de boissons en cristal, le métal peut ainsi contaminer les alcools forts ou les
boissons acides. Afin de développer les ardmes du vin, rouge notamment, il est d’usage de le laisser
décanter dans des carafes, parfois en cristal. Or, une étude menée en 1991 montre que la
concentration en plomb du vin peut augmenter fortement au cours du temps selon le contenant en

cristal utilisé (Graziano et Blum, 1991) (Figure 4).
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Figure 2 Contribution relative de 20 catégories d’aliments a I’exposition au plomb en Europe (European

Food Safety Authority, 2012)
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Autres sources d’exposition

Dans certains cas, des intoxications au plomb sont retrouvées lors de I'utilisation de maquillages
comme les khoéls, qui utilisent la galene comme pigment noir depuis I'Egypte ancienne et qui sont
encore aujourd’hui parfois fortement contaminés par le plomb (De Caluwé, 2009 ; Filella et al., 2020).

De Caluwé montrent en 2009, sur la base d’une étude réalisée en 2000 a Bruxelles, que certains khols

(commerciaux ou artisanaux) peuvent contenir jusqu’a 78,6 % de Pb.
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Figure 4 Moyenne des concentrations en Pb dans le vin conservé dans des carafes en cristal de
différentes origines. Cristal sans Pb (®), cristal irlandais contenant 32 % de Pb (0O), cristal francais

contenant 24 % de Pb (A) et cristal yougoslave (concentration inconnue en Pb) (A). (Graziano et
Blum, 1991)

Le tabac représente également une source d’exposition importante pour les fumeurs. Fresquez et al.
(2013) ont montré qu’une cigarette contient entre 0,6 et 1,16 pg de plomb par gramme de tabac. Le
plomb se retrouve dans les cigarettes car les feuilles de tabac, ayant poussé sur des sols contaminés,

en contiennent elles-mémes (King et Hajjar, 1990).



b. Toxicocinétique

Le plomb entre dans I'organisme via deux grandes voies d’exposition : I'ingestion et I'inhalation.
L’absorption du plomb se fait majoritairement par la voie digestive. L'ingestion du plomb peut se faire
par l'alimentation et I’eau de boisson, mais peut aussi étre due au passage de particules de plomb
initialement inhalées dans la voie digestive via la clairance mucociliaire bronchique. Le plomb inhalé
peut ainsi étre soit absorbé par les alvéoles pulmonaires, soit étre redirigé vers le systéeme digestif
(INRS, Fiches Biotox) si les particules ont un diameétre supérieur a5 um. Une fois dans I’appareil digestif
il est absorbé au niveau intestinal, avec une grande variabilité selon I’dge. En effet, chez un adulte en
bonne santé, 3 a 15 % de la quantité totale de plomb ingérée est absorbée. Elle peut atteindre 50 %
chez les enfants, dont I'absorption intestinale du plomb est 4 a 5 fois plus élevée que celle d’un adulte
(Ziegler et al, 1978 ; Mushak, 1991). Le plomb se distribue ensuite dans les organes via la circulation
sanguine, et s'accumule au fil du temps. Il se retrouve ainsi dans le cerveau, les reins, le foie, et
principalement les os ou 80 a 95 % du plomb absorbé se fixe (Alfven et al., 2002). L’élimination du
plomb est tres longue. En effet, sa demi-vie est d’'une centaine de jours dans le sang, et jusque 20 a 25
ans dans les os. La majorité du plomb absorbé et non stocké dans I'organisme est filtré au niveau du
rein pour étre éliminé dans les urines (Anses, 2013).

Lors de certains événements de la vie, comme lors d’une grossesse ou d’une fracture, ou de certaines
maladies comme I'ostéoporose, il peut y avoir un relargage massif de ce métal dans I'organisme : le
taux plasmatique du plomb ne reflete donc pas forcément I'exposition a I'instant donné. Certains
régimes (riches en graisses notamment), ou certaines carences (en calcium ou vitamine D) peuvent
augmenter I'absorption intestinale du plomb et donc I’exposition a ce contaminant (Ros et Mwanri,

2003 ; Yildiz et al., 2018).

c.Effets toxiques observés

La toxicité du plomb est essentiellement chronique. Chez I'adulte, elle peut conduire a des anémies,
notamment chez les travailleurs exposés, a cause de son entrée en compétition avec le fer pour les
systemes de transport (Fowler et al., 1980). Le plomb agit entre autres sur la synthése de I’'héme, et
donc de I’hémoglobine, en inhibant des enzymes essentielles a ce mécanisme (INRS, 2020). De plus, il
agirait également sur la membrane des globules rouges, les rendant plus fragiles, ce qui peut conduire
dans certains cas a une hémolyse (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2012). Des
convulsions peuvent étre observées dans les cas les plus graves. D’autres symptomes, généralement
peu alarmants, sont également décrits: céphalées, vomissements, douleurs abdominales voire

coliques (requalifiées de saturnines une fois I'étiologie identifiée), fatigue...
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Chez I'enfant, la toxicité est particulierement délétére et peut altérer le développement cérébral,
entrainant ainsi une baisse du quotient intellectuel. Ainsi, Lanphear et al. ont montré sur la base d’'une
méta-analyse de 7 études que la plombémie, inférieure a 100 ug/L, pouvait étre significativement
corrélée a des baisses du Ql chez des enfants de 5 a 10 ans (Lanphear et al., 2005). Ainsi, I'Institute for
Health Metrics and Evaluation (IHME) a estimé que 12,4 % des cas de déficience du développement
intellectuel idiopathique pouvaient étre imputés a une exposition chronique au plomb. Une étude de
2009 menée sur des enfants afro-américains a montré une diminution de 5 a 25 points de Ql selon le
niveau d’exposition, méme a une faible dose de 5 pg/dL de sang (Min et al., 2009).

Selon ’'OMS, la DHT pour le plomb est fixée a 25 pg/kg de poids corporel pour un adulte, soit environ
3,6 ug/kg p.c./j. Malgré tout, en 2011, un nouveau rapport prenant en compte les études citées
précédemment, notant des diminutions de quotient intellectuel significatives chez les enfants, ainsi
gu’une hausse de la pression artérielle chez les adultes, pose la question de la DHT en vigueur (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, 2011). De nos jours, on considére ainsi qu’il n’existe
pas de plombémie (concentration sanguine en plomb) qui ne soit pas dangereuse pour la santé, des
études récentes prouvant qu’une plombémie méme <100 pg/L est susceptible d’altérer de nombreux
systemes biologiques (Bellinger, 2008 ; Liu et al., 2013 ; Anses, 2013), sans pour autant que I'individu
ne présente de symptdmes particuliers. Chez la femme enceinte, une exposition avérée mais avec des
plombémies faibles (< 100 pg/L) est corrélée a des faibles poids a la naissance, et un risque de fausse

couche accru (NTP, 2012).

La toxicité aiglie du plomb peut avoir de lourdes conséquences. Elle survient généralement suite a une
ingestion massive de plomb. Dans les heures qui suivent, des troubles digestifs apparaissent
généralement, de facon plus ou moins prononcée (douleurs, vomissements, diarrhées). Des atteintes
rénales peuvent également avoir lieu. Dans les cas d’intoxications trés séveéres, il peut y avoir une
atteinte du systeme nerveux central, parfois irréversible, pouvant entrainer le coma ou la mort

(Ministére des Solidarités et de la Santé, 2002).

Les femmes enceintes et allaitantes, ainsi que le foetus, sont particulierement a risque d’intoxications
au plomb. En effet d’une part, au cours de la grossesse, le développement du squelette foetal nécessite
une augmentation de I'absorption intestinale du calcium, et un remodelage du tissu osseux (Debiais,
2020). Cette mobilisation osseuse induit un relargage de plomb dans le sang (Gulson et al., 1997 ;
Téllez-Rojo et al., 2004), qui peut étre une cause d’intoxication aiglie de la mere (Riess et Halm, 2007).
D’autre part, cette augmentation du taux de plomb circulant chez la mére est dangereuse pour le
feetus : cela induit une exposition prénatale de I’'enfant, le plomb passant la barriere placentaire a

partir de la 128™® semaine de grossesse (Al-Saleh et al., 2010). Le probléme est également retrouvé lors
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de la lactation, qui demande également une remobilisation du calcium osseux de la mere pour le lait.
Le lait peut contenir une concentration en plomb jusqu’a 50 % de la plombémie de la mére (INRS). Les
enfants ayant une absorption intestinale plus forte que les adultes, le lait maternel contaminé en
plomb est donc un réel risque d’exposition chez le nourrisson.

Par manque de preuves évidentes, le CIRC a classé le plomb en tant que carcinogéne probable pour
I’'humain (Groupe 2A) en 2006, et toxique pour la reproduction (Groupe 1A) ce qui lui vaut d’étre classé

comme CMR.

2. Le cadmium

Le cadmium est un métal naturellement présent dans I’environnement. Son utilisation fréquente dans
I'industrie, et son relargage dans I’environnement par divers procédés en font un ETM omniprésent et
pourtant particulierement toxique. Il est ainsi classé au 7°™ rang mondial des dangers chimiques
environnementaux de I’Agency for Toxic Substances and Disease Registry du gouvernement américain

(ATSDR, 2012).
a. Les différentes sources d’exposition au cadmium
Exposition professionnelle

Le cadmium est un métal malléable comme le plomb, dans une moindre mesure. Au contact de l'air, il
se ternit mais est peu corrodé méme par I’eau de mer. Ainsi, le Cd est beaucoup utilisé dans les alliages
ou dans le procédé dit de cadmiage, qui consiste en un dép6t en fine couche de Cd sur I’acier, visant a
protéger le protéger de la corrosion (INRS, 2019). Tous ces avantages en font un métal trés utilisé dans
I'industrie, méme si son utilisation est de plus en plus réglementée depuis son classement en CMR

(CIRC, 1993).

Le cadmium est un métal tres réactif, donc rarement retrouvé seul mais souvent en combinaison avec
des minerais comme le zinc, le cuivre ou encore le plomb (INERIS, 2011). Les minerais de zinc
contiendraient environ 0,3 % de cadmium (Nordic Council of Minister, 2003). Lors des procédés de
métallurgie du zinc par exemple, il est facilement récupérable par filtration des gaz car tres volatil. Il
entre également dans la composition de certaines batteries électriques, couplé au nickel, et peut étre
recouvré lors du recyclage de ces derniéeres. En France, il existe de grosses usines spécialisées dans ce
type de recyclage, notamment Veolia dans son usine de Dieuze dans la Moselle, ou la Société Nouvelle
d’Affinage des Métaux qui posséde deux usines en France dans I’Aveyron et I'lsere. Ainsi, la SNAM a

permis de recycler 360 tonnes de Cd en 2016 dans les procédés de réhabilitation des batteries. En
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revanche, les seules productions en France de ce métal proviennent du recyclage car la derniére

exploitation miniere fut fermée en 1993.

Exposition environnementale

Le cadmium est un métal ubiquitaire de la croGte terrestre (0,1 a 0,5 ppm). Il est naturellement libéré
dans I’environnement par I'érosion de la roche, mais également lors d’éruptions volcaniques. La
contamination de I’'environnement peut également se faire par le biais des activités anthropiques
citées précédemment, qui peuvent induire la libération de flux de déchets. De plus, certains engrais
phosphatés sont également composés de cadmium (Bakshi et al., 2018). Il se retrouve alors dans les
sols et nappes phréatiques, et se concentre ensuite dans les végétaux (légumes et céréales) ayant
poussé sur des sols acides, ou sa biodisponibilité est augmentée, et dans les crustacés qui filtrent I'eau
dans laquelle ils se développent (EFSA, 2012a). Ainsi, les expositions environnementales et

alimentaires sont intimement imbriquées.

Exposition domestique

Dix pour cent des expositions domestiques sont réparties entre I'apport de cadmium par I’air ambiant
(Vahter et al., 1991) et I’eau (Olsson et al., 2002). La valeur limite de concentration en Cd des eaux de
consommation est fixée a 5 ug/L (Conseil des Communautés Européennes, 1980). Quatre-vingt-dix
pourcents de I'exposition dans I’environnement domestique est alimentaire pour la population des
non-fumeurs, et semble a la hausse. En effet, une premiere étude générale de la contamination de
I"alimentation par des xénobiotiques (Total Diet Study) réalisée en 2000-2004 (Leblanc et al., 2005) sur
des paniers alimentaires de régimes variés a étudié la contamination des repas aprés leur
préparation (incluant la cuisson des pates avec I'eau du robinet par exemple). Une étude similaire
réalisée en 2007-2009 (Arnich et al., 2012) a mis en évidence que la contamination en Cd de certains
aliments a augmenté entre les deux études, et ce jusqu’a un facteur 80 pour certains aliments (80 pour
le chocolat, 30 pour les sandwichs, snacks, patisseries, et 20 pour les biscuits). De par la contamination
des végétaux en Cd, les végétariens deviennent une population grandissante a risque identifiée pour
ce métal. Les apports alimentaires en Cd varient également en fonction de I'age, en lien avec des

changements de comportements alimentaires au cours du temps (Figure 5) (EFSA, 2012a).

Pour les fumeurs, la fumée de cigarette est la principale source d’exposition en comptant pour 75 %
de I'apport quotidien. Le tabac contient ainsi du Cd a hauteur de 1,0 a 1,7 ug/g de tabac, soit environ

0,5 a 1 pg/cigarette (Fresquez et al., 2013). Ainsi, les fumeurs ont un taux de Cd 4 a 5 fois plus élevé
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dans le sang, et 2 a 3 fois plus élevé dans les reins que les non-fumeurs (Satarug et Moore, 2004). La
masse totale de Cd retrouvée dans I'organisme aprés 50 ans d’exposition est en moyenne de 5 a 30

mg pour un non-fumeur, et augmente de 30 a 40 mg chez les fumeurs (INRS, 2019).

On retrouve également le cadmium dans les peintures et la fabrication de colorants (jaune et rouge),
utilisés pour les matieres plastiques, comme par exemple les gilets de sauvetage ou les casques de
chantier. Dans les années 1990, son utilisation dans la fabrication de colorants a progressivement
diminué car il a été reconnu comme métal toxique. Plus largement, son utilisation est réglementée par
des directives européennes depuis 2006, visant a limiter les quantités de Cd utilisées aux seules
utilisations ou il ne peut pas étre remplacé. Ainsi, I'utilisation de Cd pour les pigments est réduite a 9

% de la consommation mondiale de Cd ; le reste concernant son utilisation dans la métallurgie.
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Figure 5 Contribution de 20 catégories d’aliments a I'exposition au Cd en Europe, en fonction des
tranches d’age (trés agés, agés, adultes, adolescents, enfants, bambins, Bébés, et moyenne des ages)
(European Food Safety Authority, 2012)



b. Toxicocinétique

A I'image du plomb, le cadmium fait partie des rares métaux a ne pas avoir de fonction connue pour
I’organisme. Comme pour tous les autres contaminants, il y entre principalement via I'ingestion et/ou
I'inhalation. L'absorption digestive du Cd est de I'ordre de 5 a 10 %, alors qu’elle est d’environ 50 %
par voie pulmonaire (INRS, 2019). Une fois dans la circulation systémique, il se lie aux
métallothionéines, a I'albumine ou encore aux érythrocytes. En raison des propriétés similaires des
métaux, les régimes carencés, notamment en zinc, cuivre, fer ou calcium, augmentent le taux

d’absorption du cadmium, et des métaux toxiques en général.

Le cadmium se distribue principalement et transitoirement dans le foie ou il se lie a des protéines,
elles-mémes transportées au niveau rénal. Le rein est I'organe ou il s"Taccumule majoritairement (30 a

50 % du cadmium total dans lI‘'organisme), exercant une néphrotoxicité méme a faible dose.

La demi-vie d’élimination du cadmium est longue, d’'une centaine de jours au niveau sanguin, a
plusieurs années dans le rein et le foie (10 a 20 ans et 4 a 19 ans respectivement). Seulement 0,001 %
du Cd absorbé est excrété chaque jour dans les urines. Il est en fait réabsorbé au niveau du glomérule
rénal (INRS). Ainsi, la forte absorption combinée a la faible excrétion dans les urines, font de ce métal

un élément toxique tres cumulatif (Satarug et Moore, 2004).

Lors de la grossesse, la concentration en Cd retrouvée dans le cordon ombilical est environ deux fois
plus faible que la concentration sanguine de la mere (Santé Publique France, 2017). Pour autant, il a
été prouvé que cette exposition prénatale a des effets sur le poids a la naissance, diminue les apports
de nutriments aux foetus, créant entre autres des retards de développement feetal (Kippler et al.,
2012 ; Geng et Wang, 2019), avec des effets différents selon le sexe de I'enfant (Geng et Wang, 2019 ;
Young et Cai, 2020). Cette exposition prénatale pourrait avoir des effets a long terme sur la vie adulte.
Young et Cai exposent un résumé d’une étude chez le rat (Hudson et al., 2019) qui montre un effet de
I’exposition in utero des ratons et des divers effets a la naissance et a I’age adulte (2020) (Figure 6).
Lors de I'allaitement, le cadmium peut également étre transmis de la mere a I'enfant en faible quantité.
Cing a dix pourcents de la quantité de Cd sanguin de la mére est retrouvé dans le lait maternel (Truska

et al., 1989).
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Figure 6 Résumé par Young et Cai (2020) des résultats de I'étude de Hudson et al. (2019). Les auteurs
reprennent les phénotypes observés dans I'étude de 2019, ainsi que les mécanismes hypothétiques
avancés par Hudson et al.

c. Effets toxiques observés

Dans le cas d’une intoxication aiglie au Cd par ingestion, |'effet émétique de celui-ci permet parfois au
métal toxique d’étre rapidement évacué de I'organisme. Les symptomes peu graves ressemblent a
ceux d’une intoxication aiglie au plomb: vomissements, diarrhées, douleurs musculaires. Dans
certains cas, une insuffisance rénale peut également survenir (INRS, 2019). En revanche, la toxicité
aiglie par inhalation conduit au déces dans 15 a 20 % des cas (INERIS, 2011), précédé de manifestations

pulmonaires (toux, douleurs thoraciques) a I’origine d’'un cedéme pulmonaire mortel (INRS, 2019).

La toxicité du Cd est également chronique. De par sa faible élimination, il est un toxique
particulierement cumulatif : les manifestations cliniques peuvent donc se développer bien aprés la fin
de I'exposition. Des lésions rénales sont observées dés 50 pg de Cd par g de tissu, une concentration
qui peut étre atteinte apres 50 ans d’une consommation de 0,001ppm/jour (Buchet et al., 1990). En
raison de sa ressemblance avec le Ca, il est réabsorbé a sa place au niveau rénal, induisant une fuite
calcique dans les urines et une accumulation subséquente du Cd dans les os (Alfven et al., 2002). Il y
provoque alors des fragilités osseuses et des déformations : une des maladies connues imputable a

une intoxication au Cd est la maladie Itai-Itai.



Plusieurs composés inorganiques du Cd induisent des cancers chez I'animal. Ces données,
accompagnées par I'observation que I’exposition professionnelle au Cd augmente les risques de cancer
du poumon et prostatique, lui a valu d’étre classé comme CMR par le CIRC, dans la catégorie 1 des

cancérigénes (1993 ; INRS, 2019).

Ainsi, la DHT pour le Cd définie par I'EFSA en 2009 est de 2,5 pg/kg poids corporel/semaine (EFSA,
2012a), qui était de 7ug/kg p.c./semaine jusqu’alors (WHO, 1989). La plupart des adultes en Europe
sont exposés a des taux fleuretant avec la DHT de 2,04 ug/kg p.c./semaine (EFSA, 2012a), quantité

augmentée a 4.85 pg/kg p.c./semaine en moyenne chez les bambins.

3. L'aluminium

Découvert en 1807, I'aluminium est le métal le plus abondant de la crolte terrestre, et globalement le
3éme glément le plus abondant aprés 'oxygéne et le silicium : il représente environ 8 % de la masse
totale de la surface solide de la Terre. Métal ubiquitaire, ayant des propriétés chimiques tres
intéressantes pour de nombreuses industries, il est devenu incontournable et tres répandu dans notre
environnement. La forte exposition a laquelle est soumise une partie non négligeable de la population

mondiale en fait un métal préoccupant pour la santé humaine.

a. Sources d’exposition a I'aluminium

Exposition professionnelle

Comme le plomb et le cadmium, I’aluminium est un élément particulierement réactif, on le trouve ainsi
rarement seul mais plutot associé a d’autres éléments (INRS, 2014). Sa concentration dans les sols peut
ainsi varier trés largement, allant de 7 a 100 g/kg ou plus (EFSA, 2008). A I'image des deux métaux
précédents, il s’auto-oxyde a I'air et se pare d’une couche de quelques nanometres qui le protege de
la corrosion. Tres léger et résistant, il est devenu indispensable dans de nombreuses industries. Il est
par exemple utilisé pour la fabrication des transports de tous types (aériens, terrestres ou marins),
permettant de fabriquer des véhicules de plus en plus légers mais résistants (Liddicoat et al., 2010),
permettant ainsi de réduire la consommation de carburant tout en augmentant la charge utile. Son
utilisation dans la construction du batiment est également en plein essor, utilisé dans la construction
des portes/fenétres, portails, profilés de verriére, balustrade etc... Les expositions professionnelles

sont donc trés variées.
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Exposition domestique

Les principales sources d’exposition sont I'alimentation, et dans de moindres mesures I'utilisation de
médicaments ou de cosmétiques, ou I'eau de boisson (EFSA, 2008). Les ustensiles de cuisine ainsi que
les additifs alimentaires représentent une source de contamination tres importante : I'aluminium est
omniprésent dans nos cuisines. En Chine, la plupart des habitants dépassent la DHT conseillée pour
I’Al qui est de 1 mg/kg p.c. (EFSA, 2011 ; Vignal et al., 2016). (Tableau 2). Dans la 2¢™® TDS (Total Diet
Study), concernant la contamination des aliments par I'aluminium, il est a noter qu’en France les
expositions des adultes et des enfants connaissent une hausse de 50 % et 40 % respectivement (Arnich
etal., 2012), comparativementala 1¢ TDS (Leblanc et al., 2005). Les principaux aliments contributeurs
a cette exposition sont les produits céréaliers, les boissons chaudes et les [égumes chez les adultes, et
les produits céréaliers, les légumes et les produits laitiers chez les enfants (Vignal et al., 2016) (Figure
7). En 2010, Burell et Exley concluent également a une forte exposition des enfants via la
consommation de laits infantiles en poudre, y compris des laits certifiés biologiques (Burell et Exley,
2010). Leur conclusion est que tous les laits contiennent de I'aluminium a des concentrations
comprises entre 0,4 et 0,63 mg/L, ce qui est deux a trois fois plus élevé que la limite autorisée dans
I’eau du robinet. Cette contamination est probablement due a la combinaison entre I'aluminium
contenu dans |'eau utilisée pour solubiliser les poudres de lait, et de la contamination de la poudre en
elle-méme. Quoi qu’il en soit, ces concentrations semblent alarmantes si on considere que ces laits
sont destinés a des nourrissons.

Méme si I'alimentation représente la plus grosse partie de I’exposition alimentaire, la contamination
de I'eau peut également étre problématique. Certaines villes rapportent jusqu’a 1 mg/L d’aluminium
dans leur eau courante, fait principalement d( a 'utilisation de I'aluminium comme agent floculant et
clarifiant, afin d’éliminer toute matiéres organique ou particules de I'eau (Igbowke et al., 2019). La
quantité d’Al dans I’eau de boisson a consommation humaine est limitée a 0,2 mg/L (ANSM, 2011),
mais elle est considérée comme une source mineure d’exposition (EFSA, 2008) comparativement a
I"alimentation.

L'utilisation de déodorants contenant de I’aluminium est un sujet a controverse ces dernieres années.
Méme si elle a montré une forte baisse ces dernieres années, elle reste une source potentielle
d’exposition domestique a I’Al. Certains médicaments comme des antiacides utilisés contre les maux
d’estomac peuvent également contenir jusqu’a 600 mg d’hydroxyde d’aluminium (ATSDR, 2012)
puisqu’aucune réglementation n’existe sur la quantité maximale autorisée d’Al dans ce type de
médicaments (ANSM, 2011). L’aluminium est également utilisé comme excipient des vaccins dans

lesquels on le retrouve en quantité infime sous différentes formes (CDC, 2020).
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Tableau 2 Taux moyens d’exposition a I’aluminium dans le monde pour différents pays (D’apres Vignal

etal., 2016).

Exposition des adultes
(mg/kg p.c./ semaine)

France
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Royaume-Uni
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Etats-Unis
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Japon

Chine

Adults

Meats and Non-alcoholic b 2
meats 29
4%
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3% 1 A
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cakes

4%
Fish, crustaceans and
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4%
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4%
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products
9%

Milk and dairy products
7%

Pastries and cakes
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(mg/kg p.c./ semaine)
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Compotes and Hot beverages
4%

and frozen desserts . .
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14%

Fruits
3%

Figure 7 Contribution de différents groupes d’aliments a I’exposition a I'aluminium chez les adultes et

chez les enfants (Vignal et al., 2016).



b. Toxicocinétique

L'absorption intestinale de I'aluminium est faible (0,1 a 1 %) (INRS), I'absorption pulmonaire est
légerement plus élevée, 1 a 2 %, mais concerne principalement les expositions professionnelles. Une
fois dans la circulation sanguine, il se lie préférentiellement a la transferrine et est transporté jusque
dans les os, ol 50 % de la quantité absorbée est stockée (INRS). La concentration en Al dans les os peut
ainsi varier de 5 a 10 mg/kg (EFSA, 2008). Il peut aussi étre stocké dans la rate et le foie qui sont des
organes riches en récepteurs a transferrine. La voie d’élimination du métal dépend essentiellement
de sa voie d’entrée : s’il est entré dans I'organisme par inhalation, son élimination est principalement
urinaire. En revanche, s’il est entré par voie digestive, de par la faible absorption, il est principalement

éliminé dans les féeces.

Chez un humain en bonne santé, on retrouve généralement 30 a 50 mg/kg d’aluminium (ATSDR, 2008),

et la concentration sanguine est d’environ 1 a 3 pg/L (EFSA, 2008).

c. Effets toxiques observés

La DHT pour l'aluminium est fixée a 1 mg/kg p.c. Une grande partie de la population mondiale

dépasserait ce seuil, avec des apports allant de 1,6 a 13 mg/j pour un adulte de 60 kg (EFSA, 2008).

Tres peu de cas d’intoxications aiglies a I'aluminium sont rapportées. Les seuls cas connus sont dus a
un accident de déversage accidentel de 20 tonnes de sulfate d’aluminium dans un réseau d’eau en
Angleterre (InVS, 2003). Les habitants ont présenté des éruptions cutanées et des troubles intestinaux.
Cependant, ces données ne permettent pas de mettre clairement en cause I'aluminium dans ces

manifestations cliniques mineures (InVS, 2003).

La toxicité chronique de I’Al se manifeste essentiellement au niveau du systéme nerveux central et
des tissus osseux, méme si de nombreux autres systemes biologiques sont affectés (Kawahara et Kato-
Negishi, 2011 ; Igbokwe et al., 2019). La premiere observation de toxicité chez 'humain date de 1976
chez des patients dialysés qui présentaient des troubles neurologiques. Une décalcification fut
également observée (Alfrey et al., 1976), ainsi qu’une accumulation d’Al dans le cerveau. En plus
d’utiliser des systemes de dialyse fortement concentrés en Al, I'atteinte rénale des patients ne leur ne
permettait pas d’éliminer suffisamment le métal. Aujourd’hui, ces troubles neurologiques, renommés
« démence des dialysés », sont clairement imputables a I’aluminium des dialysats (InVS, 2003). Depuis,
I'utilisation de I'eau pour les dilutions d’hémodialyse de ces systemes est inscrite a la pharmacopée,
européenne notamment, qui limite la teneur en Al a 10 pg/L (InVS, 2003). En 1994, Harrington et ses

collaborateurs observent une accumulation d’aluminium dans les cerveaux de ces patients (Harrington
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et al., 1994), avec des modifications des protéines Tau observées dans la substance grise, similaires a
ce que I'on retrouve chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Ces observations sont
corrélées a celles d’Edwardson et al. (1992) montrant des dép6ts béta-amyloides plus importants chez
les patients dialysés. Ces études suggerent que ce métal pourrait aussi étre impliqué dans la maladie
d’Alzheimer. Rondeau et al. (1999) ont suivi pendant huit ans I’état de santé d’environ 4 000
personnes, tout en surveillant le taux d’Al dans I’eau du robinet. Ils ont mis en évidence que, dans les
communes ol le taux d’Al dans I'eau dépassait 100 pg/L, les risques de développer la maladie
d’Alzheimer étaient multiplié par 2. Une méta-analyse récente, basée sur 8 cohortes de 1996 a 2013
sur différents continents, trouve une association entre I’exposition a I'aluminium et un risque accru de
développer la pathologie (Wang et al., 2016). Ainsi, sur la base de plusieurs études a la fois in vitro et
in vivo, Kawahara et Kato-Negishi montrent que I'aluminium pourrait intervenir a de nombreux
moments dans la survenue de la maladie (Kawahara et Kato-Negishi, 2011) (Figure 8). A ce jour
cependant, aucune étude n’a pu établir une relation de cause a effet solide entre I’'exposition a ce
contaminant et le développement de maladie d’Alzheimer, méme si cette hypothese a également été
avancée pour la maladie de Parkinson et d’autres pathologies neurologiques. L’'étiologie exacte de ces
maladies restant encore floue et multiple, il est particulierement difficile d’établir des liens de causalité

avec des facteurs environnementaux, mais cette hypothese reste toujours en débat et d’actualité.

Tres récemment, une équipe de recherche a montré que des cellules épithéliales qui avaient été en
contact avec de I'aluminium étaient capables d’induire des tumeurs chez I’animal, alors que les cellules
n’ayant pas été exposées n’en induisaient pas (Mandriota et al., 2016). Dans une autre étude parue en
2003, les auteurs montrent une relation entre la survenue plus tardive du cancer du sein chez des
femmes n’ayant jamais utilisé d’anti-transpirants a base d’aluminium (67 ans contre 59 ans chez des
femmes utilisant des anti-transpirants a base de sels d’aluminium) (McGrath, 2003). Ces deux études,
parmi d’autres, semblent incriminer I'aluminium dans le développement du cancer du sein qui serait
plus précoce pour les sujets utilisant des déodorants contenants de I’Al. A contrario, Allam montre
dans son étude qu’aucune association entre aluminium et cancer du sein ne peut étre établie (Allam,
2016), voire méme qu’il y aurait un effet protecteur de I’Al contre ce type de cancer. L’auteur souligne
également que seulement 2 études cas-témoins ont été menées, ce qui est trés peu pour tirer de
réelles conclusions sur une possible association, positive ou négative. De plus, I'absorption par voie
cutanée est tres mal connue, et ne permet pas de connaitre le réel devenir de I'aluminium déposé sur

les aisselles (ANSM, 2011).

Perspectives de recherche En plus de s’accumuler dans le cerveau et les os, lors de l'ingestion
d’aliments contaminés, I'un des premiers organes a faire face a ce métal est I'intestin. Une étude a

ainsi montré qu’une fois au contact de la muqueuse intestinale, I'aluminium peut induire un stress
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oxydant et une inflammation de la muqueuse intestinale, et augmenterait la perméabilité intestinale

(Pineton de Chambrun et al., 2014 ; Esquerre et al., 2018). A I'heure actuelle, aucunes autres études

sur la toxicité de I’Al au niveau intestinal n’a été publiée.
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Il.  Les bactéries lactiques (BL) et autres bactéries du microbiote

1. Le microbiote intestinal

Le systeme digestif est composé de différentes sections et organes qui se succédent, ayant chacun des
particularités physicochimiques propres. Il commence au niveau de la bouche pour se terminer a
I'anus. Parmi les organes qui le composent, on retrouve notamment les intestins, eux-mémes divisés
en sous-parties dont I'une des parties terminales, le célon, posséde la plus forte densité bactérienne

(Walter et Ley, 2011) (Figure 9).
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Figure 9 Représentation des différents microbiotes retrouvés dans I’organisme, focus sur le microbiote
du systéme digestif. Pixscience pour I'[NSERM (https://www.inserm.fr/information-en-sante/dossiers-
information/microbiote-intestinal-flore-intestinale)

Dans l'intestin, on distingue ainsi le milieu intestinal, ou liquide intestinal, fortement réduit et
anaérobie, du mucus intestinal. Ainsi, les genres bactériens les plus représentés et surtout les mieux
adaptés aux conditions retrouvées dans le tractus digestif sont anaérobies stricts. Au-dela d'avoir
parfois perdu les mécanismes enzymatiques leur permettant de faire la respiration, certaines especes
ont également perdu leurs capacités a synthétiser des composés qu'elles doivent obligatoirement
trouver dans leur environnement. Souvent, ces composés sont produits par d'autres especes

bactériennes, ou sont amenées par I'alimentation, ce qui créé un trio héte-aliments-microbiote. Les



bénéfices sont mutuels, car ce microbiote contribue a la digestion des aliments pour permettre une

bonne assimilation par I'h6te des nutriments qu'ils contiennent.

L'étude du microbiote dominant a longtemps été limitée par les conditions de culture des bactéries.
Jusque dans les années 1970, la culture en anaérobiose n'était pas connue (Hungate, 1969; Freter,
1974), seulement 30 % des especes dominantes composant le microbiote étaient cultivables (Finegold
et al., 1983). Méme a I'heure actuelle, il est difficile d'avoir accés en culture a I'ensemble des espéeces
qui constituent le microbiote intestinal (Tableau 3). Des recherches de métagénomique récentes
permettent de détecter des dizaines de milliers de génomes potentiels (Nielsen et al., 2014 ; Almeida
et al., 2019). Les principales limites sont les difficultés a reproduire a I'identique les niches écologiques
retrouvées naturellement, et particulierement les interdépendances, parfois presque absolues, entre
certaines especes. Le microbiote sous-dominant est le mieux connu car essentiellement composé
d'espéces anaérobies facultatives, donc plus facilement cultivables. Il s'agit parfois de souches dites
transitoires, apportées par |'alimentation ou provenant des parties hautes du tube digestif. Méme si
lorsque I'on ne considére que les phyla bactériens, la composition du microbiote reste globalement
similaire d'un individu a I'autre, chaque hote possede une signature de microbiome qui lui est propre.
En d'autres mots, il existe une certaine stabilité des groupes phylogénétiques, avec des variabilités
marquées interindividuelles au niveau des espéces retrouvées chez chaque individu (Zoetendal et al.,
1998; Eckburg et al., 2005).

Tableau 3 Genres bactériens majoritaires présents dans le microbiote intestinal. Les bactéries sont
classées en fonction du phylum auquel elles appartiennent, et selon leur caractere Gram + ou Gram -

Phylums Actinobacteria Bacteroidetes Proteobacteria

Clostridium, Bifidobacterium Bacteroides Entérobactérales | Akkermansia
Staphylococcus | Propionibacterium | Parabacteroides (Escherichia,

Lactobacillus Micrococcus Prevotella Klebsiella)
Pediococcus Collinsella Helicobacter
Espéces Enterococcus Eggerthella
majoritaires Streptococcus

Leuconostoc

Faecalibacterium

Carnobacterium

Weissella

Il est bien connu aujourd'hui que le microbiote s'implante a la naissance, mais évolue au cours de la
vie. Le feetus in utero étant stérile, le mode d'accouchement est donc déterminant pour la mise en

place du microbiote de I'enfant. Méme si les facteurs déterminant l'implantation d'une souche plutot



gu'une autre sont encore inconnus, on sait maintenant que le mode d'accouchement par voie basse
permet une colonisation plus rapide de l'intestin par des souches d'origine fécale et vaginale de la mére
(Campeotto et al., 2007). Les premiéres bactéries a s'implanter sont les bactéries aérobies-anaérobies
facultatives, de types entérobactéries, entérocoques et staphylocoques : elles utilisent I'oxygene
disponible, et rendent l'intestin anaérobie, terrain propice au développement et I'implantation des
genres bactériens qui deviendront alors prédominants pour le reste de la vie comme les Bacteroides,
Clostridium et Bifidobacterium. Le microbiote représente un équilibre qui peut étre influencé par de
nombreux facteurs comme le mode d'alimentation, I'antibiothérapie ou encore |'dge (puberté,

grossesse, vieillissement...) (Konkel, 2013).

De nos jours, I'utilité du microbiote intestinal est de mieux en mieux comprise (Figure 10). Les diverses
bactéries qui le composent jouent un role dans la fonctionnalité directe du tube digestif, participant
ainsi, par exemple, a la digestion de certains substrats, la synthése de vitamines ou encore la motricité
et la fonction de barriere de I'intestin (Figure 10). Certaines de ces espéces sont connues pour étre
pathogeénes, c’est le cas des Escherichia coli responsables de diarrhées notamment. D’autres souches
d’E. coli sont commensales, et participent activement a la protection contre les pathogénes, par
occupation de niche écologique et production de bactériocine par exemple. Outre les bactériocines
produites par les Lactobacillus, |a colicine, découverte en 1925, est produite par E. coli (Cascales et al.,
2007). Elle permet aux E. coli commensales de s’assurer une place dans les niches écologiques de
I'intestin. Parmi les E. coli bénéfiques, on compte I'Escherichia coli Nissle (EcN), isolée en 1917 et
aujourd’hui utilisée comme probiotique. Elle posseéde des activités immunomodulatrices, en
maintenant I’'homéostasie intestinale (Cross et al., 2004). EcN renforce également la fonction de
barriere physique de l'intestin, en augmentant significativement la production des protéines de
jonction serrées zonula occludens Z0-1 et ZO-2 comparée a la souche d’E. coli K12 (Ukena et al., 2007).
Elle possede également une capsule K5, retrouvée chez seulement 1 % des E. coli, lui permettant
d’adhérer aux cellules et de coloniser I'intestin (Herias et al., 2007). Elle est donc ainsi capable d’entrer

en compétition avec les pathogeénes, mémes adhérents.

Le microbiote a également un réle « d’éducation » du systéme immunitaire. Macpherson et Harris
démontrent en 2004 que le systeme immunitaire de souris axéniques comporte de nombreuses
anomalies comparées a celui de souris classiques (Macpherson et Harris, 2004). Ils retrouvent une
hypoplasie des Plaques de Peyer, I'absence de certaines populations de lymphocytes T ou encore une
baisse de sécrétion des IgA. La réversibilité de ces anomalies par la cohabitation de ces souris
axéniques avec une souris SPF (specific-pathogen-free) - contenant un microbiote simple - démontre

bien I'implication du microbiote intestinal dans I’éducation du systeme immunitaire.
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LE ROLE DU MICROBIOTE INTESTINAL
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Figure 10 Les différents réles du microbiote. Site de Biocodex Microbiota Institute
(https://www.biocodexmicrobiotainstitute.com/intestinal).

2. Les Bactéries lactiques (BL)

a. Présentation des BL

Les BL sont des bactéries a Gram positif, caractérisées par la formation d’acide lactique suite a la
fermentation des carbohydrates. Elles sont capables de s’adapter a de nombreuses niches écologiques,
et donc de modifier leur métabolisme en conséquence. Il existe ainsi de nombreux genres bactériens
regroupés dans les BL. En 2013, 192 especes de LAB étaient répertoriées. Parmi les plus connues, on
retrouve les Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, et Weissella (Figure 11). Ce groupe de bactéries est bien souvent a tort réduit aux
bactéries du genre Lactobacillus, dont on compte aujourd’hui plus de 240 especes identifiées. Elles
sont toutes trés différentes en termes de morphologie, de conditions optimales de culture, de
métabolisme, de tolérance a la fois aux différents pH et a la concentration en sels, mais également en

termes de protéines sécrétées et de parois (Lebeer et al., 2010 ; Pessione, 2012 ; Ganzle, 2015).

Les Lactobacillus sont couramment utilisées pour la fabrication des aliments fermentés. Ils servent par
exemple a la fabrication du pain ou la farine de blé et les pates a pain sont naturellement riches en

lactobacilles. La fermentation secondaire du vin, normalement assurée par une BL Oenococcus oeni,



Figure 11 Photographies d’especes de LAB (A) Colorisation et représentation 3D d’Enterococcus, basée
sur une image de microscopie électronique a balayage (MEB). Crédit photo : Dan Higgins/ CDC. (B)
Colorisation et représentation 3D de Streptococcus agalactiae, basée sur une image de MEB. Crédit
photo Alissa Eckert/ CDC. (C) Colorisation de Lactobacillus rhamnosus basée sur une image de MEB.
Crédit photo : Steve Gschmeissner/ FineArtAmerica. (D) Image de MEB de Weissella confusa. Jin et al,
2019. (E) Image de MEB de Carnobacterium inhibens, la barre représente 1 um (Nicholson et al., 2016).




peut, dans certains cas, étre réalisée par Lactobacillus plantarum. Les fromages sont également des
aliments fermentés tres riches en lactobacilles. Les LAB sont utiles aux propriétés organoleptiques du
vin, en intervenant a I'étape d’affinage des fromages également, ou pour la fabrication des yaourts
grace a une espéce en particulier, Lactobacillus delbrueckii spp Bulgaricus. Certains types d’aliments

fermentés, comme le kimchi coréen ou la choucroute, requiérent la présence de Lactobacillus.

Les bactéries du genre Enterococcus, dont on comptabilise une cinquantaine d’espéces a I’heure
actuelle, sont retrouvées dans de nombreux environnements. Elles sont présentes a la fois dans le sol
et le microbiote intestinal animal et humain, agissant ainsi comme des bactéries commensales ou
pathogénes selon I'environnement dans lequel elles se trouvent (Lebreton et al., 2013). Elles sont
également retrouvées dans I'environnement hospitalier, ou elles représentent un danger de par leur
résistance naturelle aux antibiotiques, en particulier de la famille des glycopeptides. Enterococcus
faecalis est parmi les seules BL a posséder une catalase. A |'exception de Streptococcus et
Enterococcus, trés peu de cas d’infections dues aux BL ont été rapportées (Goldstein et al., 2015 ;

Kamboj et al., 2015).

b. Omniprésence des BL

Les BL sont retrouvées dans divers écosystemes, notamment dans I'environnement. Elles sont, par
exemple, présentes dans le sol ou I'eau. Yanagida et al. (2007) ont identifié ces bactéries dans I'eau de
lacs Japonais, avec une variation saisonnée en termes de charge bactérienne. On les retrouve
également dans le sol, en particulier au niveau de la rhizosphere d’arbres et champignons, et certaines
ont méme démontré des capacités antimicrobiennes (Fhoula et al., 2013). Tres récemment, le concept
de phytomicrobiome a été évoqué. Les BL sont notamment utilisées en agriculture comme fertilisants,
agents de controle du développement des phytopathogenes (bactéries et champignons
essentiellement), régulateurs de stress abiotiques, potentialiseurs de la croissance des plantes... Elles
sont également présentes, en plus faible proportion, a la surface des fruits et légumes. Plus rarement,
on retrouve des especes endophytes, agissant comme des micro-organismes symbiotiques de la plante
(Filaninno et al., 2018). Ces endophytes, notamment du blé, se retrouvent dans la farine et les produits
de boulangerie lors du processus de meulage du grain. Ainsi, la grande diversité de BL retrouvée dans
les levains pourrait provenir d’'une part des endophytes présents dans la plante utilisée, et d’autre part
de I'environnement boulanger a savoir le personnel, les insectes ou encore les animaux nuisibles
(Minervini et al., 2015). Apres multiplication ou inoculation d’aliments avec des BL, leur concentration
peut atteindre jusqu’a 8 ou 9 log par gramme, ce qui permet notamment le contréle du

développement de certains pathogénes dans les aliments comme les Listeria monocytogenes.
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Leur large utilisation dans I'alimentation et leur présence généralement bénéfique dans le microbiote
intestinal leur vaut pour certaines d’étre classées GRAS (Generally Recognized As Safe). Elles sont
naturellement présentes dans |'alimentation, et plus particulierement dans les produits fermentés en
général, de par leur présence dans les matiéres premiéres de ces aliments (Lortal et al., 2014 ;
McAuliffe, 2018). La concentration en BL dans les produits fermentés varie beaucoup, de 4 a plus de 9
log selon le produit, sa fermentation et son écosystéme microbien, ceci plus particulierement dans les
fromages. En entrant dans 'organisme par I'alimentation, elles sont ainsi retrouvées au niveau du
tractus digestif. Les BL ne représentent que 6 % du microbiote de I'intestin gréle humain (0,5 % au
mieux dans le colon), tandis que chez les rongeurs elles représentent 20 % a 60 % de la flore totale
(Heeney et al., 2018). Le cas des lignées de souris de laboratoire est un peu particulier, car leur
abondance passe d’indétectable a presque 100 % de la flore totale selon la lignée considérée (Friswell
et al., 2010 ; Nguyen et al., 2015), le régime auquel elles sont soumises (Trompette et al., 2014), ou
encore les éventuelles modifications du rythme circadien (Voigt et al., 2014). Chez les souris sauvages,
le microbiome est composé en moyenne de 30 % de Lactobacillales, avec des changements marqués
entre les saisons (60 % en été contre 20 % en automne) qui s’expliquent probablement par des

changements d’alimentation (Maurice et al. 2015).

En 2016, une étude a démontré la présence de 60 especes de Lactobacillus dans les féces humaines,
dont deux majoritairement retrouvées que sont L. rhamosus et L. acidophilus (Rossi et al., 2016). ||
reste pourtant difficile de donner une proportion chiffrée générale car il y a une forte variation inter-
individuelle (Booijink et al., 2010). Par exemple, les entérocoques, majoritairement représentés par E.
faecium et E. faecalis dans le microbiote intestinal, sont globalement 10 a 100 fois plus présents que
les Lactobacillus. En plus des BL « résidentes », on retrouve des bactéries transitoires, incapables de
s'implanter chez I'h6te, aussi appelés « pseudocommensales » ou « transiontes » (Rook, 2013). Elles
sont notamment apportées par I'alimentation ou via des compléments alimentaires (probiotiques par
exemple). Ainsi, leur concentration dans le tube digestif varie fortement en fonction du régime
alimentaire et des zones géographiques (PIé et al., 2015). Pour autant, si ces bactéries sont ingérées
régulierement et en assez grande quantité, elles peuvent avoir un effet sur la santé, bénéfique comme

délétere.

Le mode d’accouchement influence beaucoup I'abondance des BL chez les enfants de moins de 2 ans,
avec une faible abondance associée a la césarienne et au contraire une forte densité associée a
I’accouchement par voie basse. Cette différence marquée s’atténue apres 2 ans de vie (Dominguez-
Bello et al., 2010). Alors que ces bactéries sont normalement prédominantes au moment de la
colonisation de I'intestin par le microbiote a la naissance, elles deviennent petit a petit subdominantes

a I'enfance, et plus tard a I’'age adulte. La contamination de I’enfant par des BL au moment de

40



I"accouchement par voie basse s’explique par le fait que les Lactobacillus représentent la flore vaginale
majoritaire chez une femme en bonne santé, atteignant les 70 a 90% des bactéries résidentes. On note
que la colonisation vaginale par les BL chez d’autres mammiféres, primates y compris, est trés faible
(de I'ordre de 1 %) (Miller et al., 2016). Méme si la flore est en général dominée par la présence de
lactobacilles, la présence d’autres genres comme des pédiocoques ou des Weissella, Streptococcus ou
encore Leuconostoc a été rapportée. Ces concentrations sont, a nouveau, comme pour le microbiote
intestinal, trés variables d’'une femme a l'autre. L'appartenance ethnique et le moment du cycle
(enceinte ou ménopausée par exemple) sont également des critéres qui influencent fortement le
microbiote vaginal (Borges et al., 2014). Une déficience en Lactobacillus dans le microbiote vaginal
n’est pas forcément péjorative pour la bonne santé de la femme, mais ces espéces permettent de
lutter contre les éventuels pathogénes par le biais de leurs propriétés anti-infectieuses. Les
Lactobacillus, a I'issu de I'utilisation du glycogéne, produisent du lactate qui permet le maintien d’'un
pH acide au niveau vaginal. La majorité d’entre elles (95 % environ) produisent également du peroxyde
d’hydrogéne, proportion qui diminue a 6-20 % dans le cas d’une vaginose (Vanechoutte, 2017a). Les
propriétés anti-inflammatoires des Lactobacillus en général pourraient également permettre de

réduire l'infectivité du VIH (Gosmann et al., 2017).

Les BL peuvent aussi étre retrouvées au niveau du microbiote pulmonaire. Les études sur les
communautés microbiennes des poumons sont trés récentes, et peu de données sont encore
disponibles sur ce sujet, mais plusieurs observations montrent que la présence des BL influencerait
|’écosystéme microbien des poumons. Dans le cas de I'asthme, la présence d’Enterococcus faecalis est
corrélée a une plus forte sévérité de la maladie chez ’'Homme, et son absence améliore les symptomes
de I'asthme chez le modele souris (Remot et al., 2010). Au contraire, |'administration nasale de
Lactobacillus rhamnosus GG modifie le microbiote du poumon et confere une protection contre le
virus de la grippe (Harata et al., 2010). Ces connaissances ouvrent de nouveaux champs thérapeutiques

potentiels pour lutter contre les infections et/ou les maladies respiratoires.

c.Propriétés intéressantes des BL

Propriétés anti-inflammatoires Les BL possedent des propriétés anti-inflammatoires qui ont été trés
étudiées, principalement chez le rongeur (Hevia et al., 2015 ; Papadimitriou et al., 2015). Des études
montrent un réel bénéfice a I'apport exogéne de BL, que ce soit par I'alimentation ou par 'apport de
compléments alimentaires comme des probiotiques par exemple. En parallele, une baisse du taux de
lactobacilles chez les patients atteints de maladies infectieuses chroniques de l'intestin (MICI) a été

démontré. Au-dela de la quantité brute de BL présentes, il est important de regarder les espéces
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présentes/absentes avant de conclure a un quelconque bénéfice ou effet délétere, car des études
montrent que leur taux peut a la fois varier a la hausse ou a la baisse selon la pathologie considérée
(Forbes et al., 2016 ; Heeney et al., 2018). Les mécanismes mis en jeu, et surtout les protéines
retrouvées chez certaines bactéries, leur permettent parfois d’améliorer les symptdmes de la maladie.
Notamment, dans le cas des colites, I'amélioration de la clinique a été attribuée a la présence d’un
exopolysaccharide en particulier chez L. plantarum (Gorska et al., 2014), un pili pour L. rhamnosus
(Lebeer et al., 2012), ou encore une protéines S-layer pour L. acidophilus (Konstantinov et al., 2008).
L'effet de L. salivarius est, cette fois, dépendant de son peptidoglycane (Macho Fernandez et al., 2011).
La production d’H,0; par L. crispatus et L. rhamnosus permet une baisse de I'inflammation également
(Voltan et al., 2008 ; Lin et al., 2009). Les Lactobacillus ne sont pas les seules BL a présenter des effets
bénéfiques vis-a-vis de l'inflammation. Des pédiocoques et oenocoques (Foligné et al., 2010),
carnobactéries (Rahman et al., 2014), et entérocoques (Wang et al., 2014) ont pu montrer des
propriétés anti-inflammatoires. Méme si les effets ne sont pas majeurs en termes d’amélioration de
I'inflammation et de la santé humaine en générale, de nombreuses espéces d’entérocoques sont
commercialisées en tant que probiotiques. lls sont utilisés a la fois en santé humaine et animale, et
peuvent étre combinés a d’autres espéces de BL et/ou des bifides. L’effet anti-inflammatoire de
certaines BL ne peut malheureusement pas étre généralisé. Dans ce potentiel effet, il faut également
prendre en compte le microbiote de I’hote : cet effet pourra étre accentué comme atténué selon le

microenvironnement du systéme digestif, propre a chaque individu.

Propriétés métaboliques En plus de ces propriétés anti-inflammatoires, les BL possedent des
propriétés métaboliques intéressantes pour I'hote. Cette flore microbienne intestinale joue en effet
de nombreux roles métaboliques chez I’'h6te, que ce soit chez la drosophile (Leulier et Royet, 2009),
chez les poissons (Egerton et al., 2018), ou encore chez les rongeurs et chez I’homme (Ley et al., 2006 ;
Gérard, 2016). Les métabolites produits peuvent avoir un impact sur la faim et la satiété, en modulant
les médiateurs intestinaux comme le GLP1, la leptine ou la ghréline. Ainsi, une modification du
microbiote intestinal peut conduire a une obésité chronique ou des désordres métaboliques (diabete
de type 2, syndrome métabolique par exemple) (Carding et al., 2015). L'utilisation de souris
gnotobiotiques, qui sont des souris axéniques chez qui on implante une souche bactérienne donnée,
a permis de montrer que le pouvoir glycolytique de Streptococcus thermophilus était augmenté chez
la souris (Rul et al., 2011). Ces souris axéniques ont également permis de montrer que lorsqu’on leur
implante un microbiote de souris obese, leur poids total est fortement augmenté par rapport a des
souris axéniques ayant recu le microbiote d’une souris « mince » (Turnbaugh et al., 2006). En paralléle,
il a été montré que des souris ou des humains obeses recevant respectivement des microbiotes de

souris et d’humains minces amélioraient leurs symptomes dans le cadre du syndrome métabolique
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(Vrieze et al., 2012 ; Kulecka et al., 2016 ; Ji et al., 2018). Certaines Lactobacillus sont également
associées au gain de poids, ou au contraire a la protection contre |'obésité (Drissi et al., 2014). Des
études du microbiote de patients obéses ou anorexiques ont montré que la quantité de Lactobacillus
était, respectivement, plus haute ou plus faible comparée a des témoins ayant un IMC normal (Ley et
al., 2007 ; Armougom et al., 2009). Au contraire, des proportions plus élevées de lactobacilles ont été
associées au diabéte de type 2 (Larsen et al., 2010 ; Karlsson et al., 2013). La cachexie, a savoir la perte
de la masse musculaire et adipeuse fréquente dans de nombreuses maladies comme certains cancers,
peut étre améliorée par L. reuteri (Bindels et al., 2016). Drissi et al. (2014) ont montré, par des
approches de génomique comparative, que les especes de Lactobacillus associées a la perte de poids
possedent des genes d’activité antimicrobienne, notamment des bactériocines, contrairement aux
especes associées a I'obésité, qui possedent des enzymes liées au métabolisme des lipides. Chez des
souris nourries avec un régime high fat diet (HFD), I'ingestion de BL diminue le gain de poids, et
améliore le profil métabolique (glycémie sanguine, taux d’insuline et de leptine), mais aussi le stress
oxydatif et I'inflammation hépatique (Alard et al., 2016 ; Park et al., 2017). Ces études montrent un
intérét récent pour de nouveaux traitements destinés a lutter contre I'obésité et les désordres
métaboliques par le biais des probiotiques. Cet effet bénéfique est retrouvé chez des modeles de
souris et de rats présentant un diabete induit par la streptozotocine (souris nourries avec un High Fat
Diet) (Tabuchi et al., 2013 ; Pei et al., 2014), ainsi que chez des rats nourris avec un régime riche en
fructose (Hsieh et al., 2013). Ces expériences ont principalement été réalisées avec les souches de L.
rhamnosus, L. plantarum, L. gasseri, L. casei, L. mali, L. fermentum et L. reuteri seules ou en
combinaison. Méme si de nombreuses souches connues comme probiotiques donnent de bons
résultats en termes d’amélioration/protection vis-a-vis de I'obésité, aucune conclusion ne peut en étre
tirée pour les autres souches. Par exemple, L. salivarius, connue pour ses propriétés anti-
inflammatoires chez la souris, et commercialisée en tant que probiotique, ne permet pas d'éviter
I’obésité due au régime riche, ni I'apparition d’une insulino-résistance, contrairement a L. rhamnosus
(Alard et al., 2016). Des essais cliniques viennent appuyer ces observations. Des souches de L.
acidophilus et B. bifidum réduisent le taux de cholestérol et la glycémie chez des patients agés apres
consommation de ces souches une fois par jour pendant un mois (Moroti et al., 2012). Chez des
patients diabétiques, aprés une consommation journaliere d’un aliment probiotique contenant L.
acidophilus et B. lactis pendant 6 semaines, une réduction du stress oxydatif ainsi que de la glycémie
a pu étre observée (Ejtahed et al., 2012). L'une des hypotheses expliquant cette protection contre
I'obésité serait que les probiotiques, plus particulierement les BL, diminueraient I'absorption et la
conversion des aliments en énergie, et donc le stockage en graisse, réduisant par |la méme I'obésité,
I'inflammation et les cas de diabéetes chez les souris et les humains (Kerry et al., 2018). A I’heure

actuelle, aucun mécanisme n’a pu étre démontré, mais ces constatations ouvrent un large champ des

43



possibles quant a de nouveaux traitements probiotiques potentiels pour lutter contre I'obésité, et plus

largement contre les désordres métaboliques.

Propriétés antimicrobiennes Les BL possedent également des propriétés antimicrobiennes. Elles sont
capables de produire, en plus de l'acide lactique et de I'H,0; (qui possédent une activité
antibactérienne, antifongique et antivirale), des bactériocines. Les bactériocines sont des protéines ou
peptides spécifiguement synthétisées par certaines bactéries, et qui possédent des activités
bactériostatiques ou bactéricides (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Cotter et al., 2005). Ces molécules jouent
un réle particulierement important dans la compétition trophique, puisque la bactérie productrice est
protégée contre ses propres bactériocines. Il existe, a I'heure actuelle, 3 grandes classes de

bactériocines (Alvarez-Sieiro et al., 2016) :

e Classe | : RiPPS (Ribosomally synthetised and Post-translationally modified Peptides) qui sont
des bactériocines de moins de 10 kDa, modifiées de fagon post-traductionnelle
e C(Classe Il : bactériocines de moins de 10 kDa, non-modifiées

e C(Classe lll : bactériocines de plus de 10 kDa

Les bactériocines ont 3 applications majeures : elles sont utilisées comme conservateurs naturels,
agents de sélection des probiotiques et antibiotiques. La plupart des bactériocines ne sont pas utilisées
directement dans I'alimentation, méme si deux d’entre elles (nisine et pédiocine) sont autorisées
comme conservateurs alimentaires. Souvent, ce sont directement des souches bactériennes
produisant ces molécules qui sont utilisées, et ceci principalement dans les plats préparés, afin de
lutter contre la présence de Listeria monocytogenes (Alvarez-Sieiro et al., 2016). Au-dela de leur
utilisation dans I'alimentation et les préparations alimentaires prétes a I’emploi, les BL productrices de
bactériocines représentent des probiotiques intéressants chez ’homme et I'animal. Une preuve de
concept a été établie chez la souris, en utilisant la souche de L. salivarius UCC118, productrice de
bactériocine, afin de protéger les animaux contre une infection a L. monocytogenes (Corr et al., 2007).
Une stratégie novatrice pour réduire I'apparition de résistance ou pour potentialiser les effets des

antimicrobiens serait de combiner les bactériocines a d’autres antimicrobiens (Mathur et al., 2017).

Autres propriétés Les BL pourraient non seulement étre utilisées pour traiter des maladies du systéme
digestif, mais également pour bien d’autres pathologies que se déclarent a plus long terme, comme
certains cancers, atteintes neurologiques ou psychologiques. Certaines souches de lactobacilles
peuvent ainsi étre utilisées pour améliorer les symptémes de I’hyperalgésie viscérale ou de douleur
abdominale, en ciblant spécifiquement les signaux nociceptifs. Ces souches ont également été
proposées pour le traitement du syndrome de l'intestin irritable (Ringel-Kulka et al., 2014 ; Perez-

Burgos et al., 2015). Dans le cas des cancers, certaines études montrent une corrélation inverse entre
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la concentration fécale en entérocoques et le développement d’adénomes sur le colon (Kawano et al.,
2018), alors que d’autres suggerent un role délétere d’E. faecalis dans le développement du cancer
colorectal (Huycke et al., 2002). E. hirae est, au contraire, utilisé comme booster de chimiothérapie

(Daillere et al., 2016).

L'imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle a été utilisée pour visualiser et mesurer
I’activation de l'activité cérébrale induite par les BL (Bagga et al., 2018). Les BL ont également été
utilisées comme probiotiques dans les cas de fatigue chronique, dépression ou anxiété (Slykerman et
al., 2017). Toutes ces études récentes amenent de nouvelles perspectives d’utilisations de ces
bactéries, mais surtout de nouveaux questionnements quant a leurs potentielles interactions avec le

cerveau et le systéme nerveux central.

Les BL sont donc des micro-organismes multifacettes, qui existent sur Terre depuis des millions
d’années et qui partagent la vie des animaux et des humains depuis des dizaines de centaines
d’années. Elles sont utilisées pour la fabrication de produits fermentés depuis des décennies, et

développées comme probiotiques depuis des années (Figure 12).
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Figure 12 Représentation schématique de 'occurrence et des applications en santé des bactéries
lactiques. George et al., 2018.
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3. Les Propionibactéries

Les Propionibactéries sont des bacilles Gram +, de formes pléiotropes, non sporulantes, et non motiles
(Figure 13). Elles sont caractérisées par la production d’acide propionique, et une structure
chromosomique riche en GC. Elles sont généralement anaérobies facultatives, ou aérotolérantes. Le
genre Propionibacterium était autrefois composé de bactéries saprophytes d’origine laitiére, comme
P. freudenreichii, et de bactéries commensales isolées de la peau. Ces derniéres ont été reclassées dans
le genre Cutibacterium ; on y retrouvait notamment P. acnes renommée et reclassée en 2016 comme

Cutibacterium acnes (Scholz et Killian, 2016).

Sous le genre Propionibacterium, on ne retrouve aujourd’hui que les bactéries d’origine laitiére. Elles
sont utilisées dans I'affinage des fromages a pate cuite comme le gruyéere, I'emmental ou le comté
(Dherbecourt et al., 2010 ; Langsrud et al., 1973). Lors de la fermentation, elles produisent de I'acétate,
du propionate et du CO,, gaz a 'origine des trous dans les fromages. L'acétate et le propionate sont,
qguant a eux, a I’origine de saveurs de noisette. La quantité de P. freudenreichii dans un emmental peut
atteindre 10° bactéries par gramme. Pour autant, méme si elles sont retrouvées en forte quantité dans
les féces lors de la consommation d’aliments contenant ces bactéries, leur concentration redevient
normale quelques semaines apres I'arrét de cette consommation. Elles sont donc bien transitoires :
elles ne sont pas capables de s’implanter dans le microbiote de I'h6te. De plus, elles possédent trés
peu de résistances aux antibiotiques, et pas de facteurs de virulence connus pour la plupart des
especes (Meile et al., 2008). Ainsi, grace a plusieurs de ces caracteres, I'espece P. freudenreichii a regu
en 2002 le statut de « Generally Recognised As Safe » ou GRAS (Mogensen et al., 2002). Outre leur
utilisation comme « starter » de fromage, les Propionibacterium possédent des activités probiotiques
désormais bien documentées de mécanismes variés (Rabah et al., 2016). Sur le plan intestinal, elles
peuvent avoir un effet direct sur la composition du microbiote, en favorisant le développement des
bifidobactéries (Bouglé et al., 1999). Elles produisent en effet des composés dits bifidogénes, le DHNA
etle ACNQ (Isawa et al., 2002 ; Kaneko, 1999), mais aussi le propionate qui est maintenant utilisé dans
les milieux sélectifs des bifidobactéries (Kaneko et al., 1994 ; Hartemink and Rombouts, 1999). Le
DHNA, outre ses activités bifidogenes, a montré un effet positif sur les scores histologiques et la survie
de souris chez qui les auteurs avaient induit une colite au DSS (Okada et al., 2006), en modulant le
microbiote et en supprimant l'infiltration lymphocytaire. Ces bactéries sont également capables
d’induire la production d’IL-10 dans des cellules mononucléées sanguines humaines (PBMC),
permettant de réguler I'inflammation au niveau intestinal (Kekkonen et al., 2008). L'induction de
certaines interleukines anti-inflammatoires a été clairement reliée a une protéine de surface SlpB
présente chez P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (Deutsch et al., 2017). Tout comme les E. coli et les BL,

les Propionibacterium produisent des bactériocines (Holo et al., 2002) leur permettant d’entrer en
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compétition avec certains pathogeénes. Cette compétition passe également par I'adhésion aux cellules
intestinales. La capacité de P. freudenreichii a inhiber la fixation de Salmonella enteritidis, S.
typhimurium et S. heidelberg a ainsi été démontrée par Nair et al. (2017) et est plus largement
attribuée aux BL. En effet, L. rhamnosus, L. lactis et P. freudenreichii sont capables de réduire I'adhésion
d’un pathogene Staphylococcus aureus de 44 %, 41 % et 39 %, respectivement (Vesterlund et al., 2006).
Dans certaines conditions, P. freudenreichii subsp. shermanii JS diminue également la viabilité de S.

aureus. Elles sont également en capacité de s’agréger avec les pathogénes (Collado et al., 2007).

Figure 13 Image de MEB de Propionibacterium freudeinreichii. Crédit photo: Nicolas Barrois,
Plateforme BiCell, Institut Pasteur Lille. Grossissement x 8 000.

P. freudenreichii est capable d’induire I'apoptose dans des cellules endommagées par un carcinogene,
le DMH (1,2-dimethylhydrazine) (Lan et al., 2008). Par la production d’acides gras a chaine courte,
certaines Propionibactéries sont capables de tuer des cellules cancéreuses Hela, HT29 et Caco2 en
perméabilisant les membranes des mitochondries (Jan et al., 2002). Les propionibactéries sont
également impliquées dans la réduction des risques de cancer en liant des composés carcinogénes,

telles que I’aflatoxine B1 ou encore les métaux lourds comme le plomb et le cadmium (Haltunnen et



al., 2008a). L’'ensemble des propriétés des propionibactéries et leur innocuité justifient pleinement
leur utilisation comme probiotique, dont certaines souches sont commercialisées depuis plusieurs

années.

IIl.  La dépollution des ETM

Les méthodes utilisées pour dépolluer les ETM seront différentes en fonction de plusieurs critéres,
comme le prix, le polluant et la nature de ce qu’il faut décontaminer. Certaines méthodes sont basées
sur des principes physiques (excavation, lessivage, traitement électrocinétique etc...), alors que la

bioremédiation met en jeu des organismes vivants pour dégrader les polluants.

1. L’assainissement des sols et matieres inorganiques

Une des premiéres stratégies utilisées pour lutter contre la pollution des sols est I’excavation des sols
pollués, qui consiste a récupérer la partie du sol contaminée, et de la déplacer pour la décontaminer.
Cette technique permet principalement d’éviter la contamination des sols environnants et
éventuellement des nappes phréatiques situées a proximité. Un traitement thermique peut étre
utilisé, en chauffant les sols a 400-600°C afin de volatiliser les métaux. Les gaz passent alors a travers
un filtre afin de récupérer les métaux d’un coté, et les sols décontaminés de I'autre (Haemers et
Simonnot, 2018). Ces sols sont ensuite assez facilement valorisables sous la forme de terre de
remblayage. Cette technique, bien que trés coliteuse, est efficace car elle permet de traiter des sols

fortement pollués en faisant chuter la plupart des concentrations en ETM a moins de 100 ppb.

Une autre technique est I'extraction des ETM par méthode électrocinétique. Il s’agit alors d’insérer
des électrodes (anodes et cathodes) dans les sols contaminés, et d’y appliquer un courant afin de
mobiliser les contaminants chargés (Pazos et al., 2010). Ces contaminants se dirigent alors vers
|’électrode de charge opposée, et s’y concentrent. Cette terre alors fortement chargée en métaux
pourra ensuite étre excavée pour étre traitée par d’autres méthodes. L’avantage de ce procédé est de

réduire la quantité de terre a traiter par des méthodes ultérieures.

Le traitement par lavage, ou lessivage, est une technique supplémentaire visant a réduire la quantité
de polluants dans un sol donné. Il s’agit alors d’extraire ces contaminants en inondant le sol et en
récupérant et traitant I'eau de lavage (Lallemand-Barres et al., 1993) (Figure 14). L’agent de lessivage

peut soit étre de I'eau, soit un agent chimique. L'avantage de cette technique est qu’elle peut étre
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appliquée directement sur les sols, sans avoir besoin d’excaver la terre. Le gros inconvénient est que

souvent, les agents utilisés sont acides : I'acidification de la terre peut en altérer les propriétés.

D’autres procédés utilisant des barrieres étanches ou non (méthode de confinement ou

d’immobilisation physique), placées aux extrémités des sites contaminés, peuvent également étre
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Figure 14 Schéma d'un systeme de lessivage. L'eau entraine les polluants et est ensuite
recyclée/traitée (Lallemand-Barres et al., 1993).

2. La bioremédiation

La phytoremédiation est également une technique utilisable pour la décontamination des sols, des
eaux ou méme de |'air ambiant. L’avantage de cette technique, entre autre, est qu’elle ne nécessite
aucune excavation de la terre. La phytoremédiation englobe I'utilisation de plantes, d’algues (qualifiée
de phycoremédiation) ou de champignons (mycoremédiation). Pour les plantes, il s’agit de les cultiver
directement sur les sites pollués, en utilisant leur capacité a fixer ou dégrader les polluants selon leur
nature. Selon le polluant concerné, la plante peut utiliser différents mécanismes : la phytoextraction,
la phytostabilisation, la phytotransformation/phytodégradation, la rhizofiltration, ou la
phytovolatilisation. Certaines plantes sont qualifiées d’hyper-accumulatrices car elles accumulent de
fortes quantités de polluants, dont les métaux. Ainsi, Crotalaria juncea (chanvre) et Avena strigosa
(avoine) ont montré des capacités de fixation de fortes concentrations en cadmium (> 100 mg Cd/kg
poids sec) (Uraguchi et al., 2006). Les HAP, contaminants également trés préoccupants des sols,
peuvent aussi étre dégradés par les micro-organismes de la rhizosphére des plantes (Alkorta et
Garbisu, 2001). Le principal désavantage de cette technique est la durée de traitement, et

généralement la nécessité d’incinérer les plantes a la suite du procédé.



Les algues sont trés connues pour leur résistance aux polluants, et aux métaux notamment (Chekroun
et Baghour, 2013). L'utilisation des plantes et des algues sont des techniques complémentaires, car la
premiere permet de traiter les sols, alors que la seconde permet de traiter I'eau. De nombreuses
espéces ont été identifiées pour accumuler les métaux, parfois méme plusieurs métaux pour une seule
et méme espéce (Chekroun et Baghour, 2013). L’avantage supérieur des algues par rapport aux plantes
est leur petite taille, qui leur permet de représenter un ratio de surface/volume considérable et la
facilité de les manipuler génétiquement. En effet, certaines enzymes sont connues pour étre
responsables de I'accumulation de ces métaux, et la facilité de créer des OGM qui expriment voir
surexpriment ces enzymes est un atout majeur. C'est notamment le cas des métallothionéines et

phytochélatines.

3. Utilisation des bactéries pour la bioremédiation in vivo

La bioremédiation in vivo concerne de nombreuses molécules nocives ou polluantes, comme les
pesticides, toxines ou encore les ETM. La bioremédiation est utilisée depuis des années pour la
dépollution de I’'environnement car c’est I'une des techniques les moins coliteuses, les plus simples
d’application et surtout la plus respectueuse de I’environnement. En revanche, I'application de cette

technique au vivant (in vivo) n’en est qu’a ses prémices.

a.La bioremédiation des xénobiotiques

Des espéces de Lactobacillus et de Leuconostoc, isolées du kimchi, un plat fermenté traditionnel
coréen, possedent des génes codant des hydrolases d’organophosphores, et sont capables de
dégrader des insecticides tels que le chlorpyrifos-éthyl et le parathion éthyl (Islam et al., 2010). Ainsi,
les Lactobacillus présentes dans le microbiote des insectes ont été associées a la résistance aux
pesticides de chlorpyrifos-éthyl et au fipronil (Xia et al., 2013). D’autres études, plus récentes, menées
chez la drosophile, montrent que l'utilisation de L. rhamnosus réduit |'absorption et donc la toxicité
des pesticides organophosphorés et néocotinoides (Trinder et al., 2016 ; Daisley et al., 2018). Ces
études sont encourageantes au regard du probleme de surmortalité des abeilles en lien avec
I'utilisation de ces pesticides. En effet, I'utilisation de probiotiques dans la nourriture des abeilles
pourrait constituer une piste de lutte contre ce probléme environnemental particulierement

préoccupant.

Les BL peuvent également moduler la toxicité de certaines mycotoxines comme les aflatoxines (B1, F1

et M1), la patuline, I'ochratoxine A ou encore le déoxinivalénol dans I'alimentation en les chélatant
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(Fuchs et al., 2008 ; Ahlberg et al., 2015). Certains Pédiocoques possedent des capacités de
dégradation et d’absorption des mycotoxines (Martinez et al., 2017). Les Propionibacterium possedent
des capacités de fixation de divers composés comme [’aflatoxine B1 qui est un contaminant tres
fréquent de I'alimentation (EI-Nezami et al., 1998), et qui a des propriétés tératogenes, génotoxiques
et cancérogenes. Les BL ont déja été utilisées dans des études chez le rat (Hernandez-Mendoza et al.,
2011 ; Nikbakht Nasrabadi et al., 2013) et la souris (Jebali et al., 2015) pour diminuer la biodisponibilité
des aflatoxines. Une étude pilote, réalisée par El-Nezami et al. en 2000 montre des résultats
encourageants, puisqu’une réduction de la concentration fécale en aflatoxine B1 chez des volontaires
ayant regus un mélange de Lactobacillus et Propionibacterium a été mise en évidence. Il a également
pu étre démontré que certaines BL, par le biais de leurs acides téichoiques, sont capables de fixer
I’acrylamide, a la fois in vitro (Serrano-Nino et al., 2014) et dans un modéle de digestion, consistant a
recréer un systeme digestif artificiel a I'aide de réacteurs mimant les différents compartiments
intestinaux (Rivas-Jimenez et al., 2016). Ces composés étant toxiques et carcinogénes, cette capacité
des BL a réduire la biodisponibilité, et donc la toxicité, de ces molécules ouvre a nouveau de nouvelles

perspectives de recherche.

b. La bioremédiation des ETM par les bactéries
i.  Mécanismes impliqués

Au-dela des applications concernant les xénobiotiques, la bioremédiation commence plus
particulierement a étre étudiée pour limiter la toxicité des ETM. Ces ETM sont plus difficilement
décontaminables car déja sous forme atomique, et donc non dégradables contrairement a d’autres
polluants tels que les pesticides par exemple. Certaines formes d’ETM, comme le méthyl-mercure,
peuvent étre transformées pour étre moins toxiques mais I’élément mercure ne pourra jamais étre
totalement éliminé. La transformation n’est que I'un des nombreux mécanismes qui peuvent étre
utilisés par les bactéries pour détoxifier les ETM (Das et al., 2008 ; Gupta et Joia, 2016) (Figure 15). On
peut ainsi différencier des mécanismes actifs, nécessitant que les bactéries aient conservé leurs
capacités métaboliques (bioaccumulation, détoxification par des enzymes, relargage de structures

réactives), des mécanismes passifs (biosorption généralement).

La biosorption, aussi appelée adsorption, fait intervenir les groupements chargés a la surface des
bactéries qui interagissent avec les ETM pour les séquestrer a la membrane. Ce mécanisme est donc
particulierement dépendant de nombreux facteurs comme (1) la concentration initiale en métal, (2) la

concentration et le type de biomasse bactérienne, (3) le pH, et (4) le temps de contact. Le pH est I'un
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des facteurs majeurs dans ce processus, car il peut modifier a la fois I’électronégativité des parois
bactériennes mais aussi la biodisponibilité du métal en lui-méme, et éventuellement apporter des ions
H* qui pourraient entrer en compétition avec les ions métalliques pour I'interaction avec la paroi

bactérienne (Das et al., 2008 ; Topcu et Bulat, 2010 ; Kinoshita et al., 2013).

Dépendant du Non-dépendant du
métabolisme métabolisme .
& W Absorptionala
l ‘V l l ‘ membrane

Figure 15 Les différents mécanismes de bioremédiation classés en fonction de leur dépendance ou
non au métabolisme du micro-organisme. Modifié d’apres Gupta et Joia, 2016.

Aussi, le caractere Gram positif et Gram négatif des bactéries influence la biosorption. En effet, les
bactéries de type Gram positif ont une paroi trés différente des Gram négatif (Figure 16). Elles
posseédent des glycoprotéines de types protéoglycanes en proportion bien plus importante, qui
représentent donc des sites d’interactions potentiels trés nombreux avec les ions métalliques. Pour
autant, les LPS présents chez les Gram négatif, et possédant des groupements carboxyles ou esthers,
représentent des points d’ancrage possibles également, mais en moindre quantité en comparaison a
I"abondance de peptidoglycane chez les Gram positif (Beveridge and Murray, 1980 ; Monachese et al.,
2012). La biosorption fait donc intervenir différents mécanismes en elle-méme, comme de I’échange
d’ion ou de la précipitation. Daisley et al. (2018) montrent ainsi la précipitation de grain de plomb a la
surface de Lactobacillus rhamnosus GR-1 (Figure A et B). Dans plusieurs études, la fixation du Pb, mais
aussi du Cd, ne nécessite pas d’ATP car des bactéries inactivées sont aussi performantes que des
bactéries vivantes (Topcu et Bulat, 2010 ; Zhai et al., 2013 ; Daisley et al., 2018). Kumar et al. ont
photographié des Lactobacillus en présence et en absence de cadmium, et ont montré que du Cd est

visible a la surface de la bactérie lorsqu’elle est mise en contact du métal (2017) (Figure 17).

Il a été montré que les mécanismes passifs peuvent étre complétés par des mécanismes (plus) actifs,
d’internalisation des ETM a l'intérieur de la cellule. Les transporteurs de métaux essentiels sont
généralement impliqués dans ce transport vers la partie intra-cellulaire, probablement a cause de la

tres forte similarité de ces métaux essentiels avec les métaux toxiques. Daisley et al. montrent que L.
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Figure 16 Schéma des parois bactériennes. En haut, paroi des Gram positif composée d’'une membrane
cytoplasmique et d’une épaisse couche de peptidoglycane. En bas, paroi des Gram négatif composée
d’'une membrane cytoplasmique surmontée d’'un périplasme contenant une fine couche de
peptidoglycane, puis d’'une membrane externe. Des protéines particulieres sont enchassées dans les
différentes membranes. Schémas personnels.



rhamnosus GR-1 est capable d’internaliser le Cd dans son cytoplasme par des coupes ultra-fines
analysées en MET (Daisley et al., 2018) (Figure 18).Les mécanismes actifs peuvent aussi faire intervenir
le relargage de structures réactives dans le milieu. Les EPS (Extracellular Polymeric Substances),
structures saccharidiques relarguées dans le milieu par les bactéries, sont trés réactives vis-a-vis des
ions métalliques chargés positivement car fortement chargées négativement grace a leurs

groupements phosphate, succinate, ou encore pyruvate (Gerbino et al., 2011 ; Lin et al., 2019b).

ii. La bioremédiation des ETM

De nombreuses études in vitro ont été réalisées sur des souches bactériennes tres diverses afin de
trouver des bactéries chélatrices d’ETM. Kinoshita et al. (2013) se sont penchés sur les capacités de
fixation de différents métaux (Cd(ll), Pb(ll), As(IIl) et Hg(l1)) par des BL. lls sont parvenus a détecter une
protéine probablement impliquée dans la biosorption du mercure, mais dont la fonction reste
inconnue. Pour autant, cette protéine contient un domaine riche en cystéine, domaine également
retrouvé dans les métallothionéines responsables du maintien de I’homéostasie ionique des cellules
et connues pour améliorer la captation du Cd chez E. coli (Kim et al., 2011). L'intérét de se pencher sur
des BL, qui sont des constituants importants du microbiote intestinal, est supporté par I'étude de
Breton et al. (2013) qui témoigne de I'importance du microbiote intestinal dans I'accumulation du
cadmium et du plomb. Pour cela, les auteurs ont utilisé des souris axéniques, dépourvues de
microbiote, et démontrent que ces souris accumulent davantage de métaux dans le sang et les organes
gue des souris normales : le microbiote intestinal joue donc un réle particulierement important dans

la diffusion des ETM a travers la barriére intestinale.

La fixation du plomb et du cadmium peut étre tres rapide. Haltunen et al. (2007) ont testé la fixation
de 10 ppm de Cd et de 50 ppm de Pb par différentes bactéries, et ont montré que respectivement
61,8-87,8 % et 30,2-92,6 % de métal était capté par les bactéries en seulement 5 minutes, avec peu de
différences lors d’une plus longue incubation pour la plupart des souches (Haltunen et al., 2007). Au-
dela de nombreuses études in vitro, des études in vivo montrent que cette capacité de fixation des
ETM peut étre utilisée pour limiter leur biodisponibilité et leur toxicité subséquente. Quand des
cellules Caco-2 sont exposées a du Cd aprés avoir été en contact avec la souche de L. rhamnosus GR-
1, leur survie est améliorée comparativement a celles n’ayant pas été mises en contact de bactéries
(Daisley et al., 2018). De méme, en présence de cette souche, le passage apico-basal du Cd et du Pb
est réduit comparativement aux cellules seules. Zhai et al. évaluent, quant a eux, I'effet protecteur
d’une souche de L. plantarum (CCFM8610) sur la toxicité aigiie et chronique du Cd chez des souris (Zhai

et al., 2013 et 2014). lls montrent ainsi une augmentation de la concentration en Cd dans les feces et
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Figure 17 Précipitation du Cd au niveau de la membrane de L. plantarum. Image de microscopie
électronique a transmission de (A) L. plantarum seule et (B) L. plantarum en contact de Cd. Le Cd
précipite a la surface des bactéries (fleches). D’aprés Kumar et al., 2017.

Figure 18 Séquestration du Pb et du Cd par L. rhamnosus. (A et B) Image de MEB de L. rhamnosus apres
incubation en présence de 0,1mM de Pb. Les grains de Pb apparaissent en surbrillance excité par des
rayons X. (C) Image de MET de L. rhamosus aprés incubation en présence de 0,1 mM de Cd. Les fleches
jaunes représentent des précipités de Cd dans le colloide des bactéries. D’apres Daisley et al., 2018.



une réduction de cette concentration dans les reins et le foie des souris ayant regu la souche, vivante
ou inactivée (Zhai et al.,2013). Cependant, seule la souche administrée vivante permet d’améliorer les
scores histologiques hépatiques, avec une réduction de la nécrose hépatocytaire par exemple. Lors de
leur étude sur la toxicité chronique du Cd, une plus forte excrétion du Cd dans les féces est retrouvée,
ainsi gu’une diminution de la concentration dans les organes quand les souris recoivent le métal par
voie orale (Zhai et al., 2014). En revanche, le fait d’injecter le métal directement en intra-péritonéal
annule tous les effets bénéfiques que pourrait avoir L. plantarum. De plus, les auteurs observent chez
les souris exposées au Cd seul une altération de I’'homéostasie des autres métaux (Ca, Zn, Fe et Mg),
qui est restaurée par I'administration de la souche bactérienne. Dans cette étude, ils observent
également une élévation de la quantité de métallothionéines présentes dans le foie avec
I'administration seule de la bactérie. Cela suggere que, seule, la bactérie pourrait avoir des effets de
protection contre la toxicité du Cd, qui passe notamment par I'induction d’un stress oxydatif. Les
auteurs proposent ainsi un schéma résumant par quels moyens L. plantarum GR-1 pourrait agir contre
la toxicité du Cd (Figure 19). Des effets similaires ont été retrouvés pour L. plantarum CCFM639 avec

I"aluminium in vitro (Yu et al., 2016), mais également in vivo chez le poisson tilapia (Yu et al., 2017b).

Cette souche particulierement intéressante a beaucoup été étudiée, et a méme été utilisée pour une
étude pilote chez I’humain. Dans cette étude réalisée sur une population de Tanzanie, 12 enfants et
21 femmes enceintes ont regu un yaourt probiotique, contre 12 et 22 individus dans les groupes
controbles respectifs recevant du lait classique (Bisanz et al., 2014). Il est a noter que les sujets de I'étude
n’ont pas modifié leur alimentation, consistant principalement de poissons et crustacés contaminés :
I’exposition aux ETM est donc poursuivie tout au long I’étude. Les auteurs retrouvent une élévation
des concentrations en mercure et en arsenic dans le sang des groupes contréles (lait classique), mais
pas dans les groupes recevant le probiotique. Cela montre bien que les bactéries ne permettent pas
de diminuer la quantité de métal déja présente dans 'organisme en augmentant I'excrétion par
exemple, mais permettent bien de de lutter contre I'accumulation des métaux sur le long terme. Les

bactéries limitent I'absorption des contaminants amenés quotidiennement par les aliments.
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Figure 19 Schéma hypothétique des effets protecteur de la souche L. plantarum CCFM8610 contre la
toxicité du Cd. Elle agirait via deux types de voies pour réduire in fine le stress oxydatif et les dommages
causés aux tissus. D’apres Zhai et al., 2014.



Objectifs de la these

Les études de bioremédiation in vitro ou in vivo chez I'animal ouvrent un champ encore peu exploré
de la lutte contre la toxicité des ETM in vivo, le but ultime étant de limiter I’'absorption des ETM par
I'organisme, en agissant directement au niveau de l'intestin. L’objectif de cette thése est d’explorer,
de fagon générale, les potentiels chélateurs de souches d’origines alimentaire et intestinale vis-a-vis
de 3 contaminants métalliques (i.e. Pb, Cd et Al), afin de détecter des candidats potentiels pour le
développement de nouvelles stratégies de lutte in vivo contre la toxicité de ces métaux. Il s’agira a
la fois de sélectionner des souches a potentiels chélateurs distincts in vitro et d’éprouver leur

efficacité dans des modeles in vivo simples (C. elegans) ou plus intégrés (souris)

Au cours de cette étude, nous avons évalué les capacités de chélation du Pb(ll), du Cd(ll) et de I"Al(lII)
d’une collection de 225 souches bactériennes d’origines trés diverses. Parmi ces souches, on retrouve
93 BL et 91 Entérobactéries, représentant des phylums majeurs du microbiote intestinal. La plupart
des BL font partie des collections ATCC et DSM, et sont particulierement bien caractérisées
génétiqguement car précédemment utilisées dans une étude de génomique comparative (Sun et al.,
2015). Pour compléter ce panel, 21 Propionibacterium, 4 Cutibacterium, 11 Bifidobacterium, ainsi que
4 Staphylococcus ont été ajoutées. Si la plupart des souches utilisées ont des caracteres plut6t
bénéfiques pour I'hOte, certaines ont des caractéres plus pathogenes (S. aureus, E. coli
AIEC/NRGS857c/LF82, Serratia spp) et nous permettent également d’appréhender le pouvoir chélateur

des bactéries intestinales dans sa globalité.

Le cheminement généralement employé dans la littérature est la sélection d’'une ou plusieurs souches
fortement résistante(s) a un métal, I'évaluation des capacités de fixation du contaminant en question
in vitro puis in vivo chez la souris. Nous avons suivi un cheminement similaire, bien que dans notre
travail, toutes les souches ont subi le criblage in vitro, et seule une petite sélection de souches a forts

et a faibles potentiels chélateurs ont pu étre évaluées in vivo.

Le recours a I'utilisation du nématode Caenorabditis elegans comme modele d’évaluation a également

été exploré et sera succinctement présenté.

Par ailleurs, de facon quelque peu fortuite, durant ce criblage in vitro de notre collection bactérienne,
un effet particulier du Tween 80 sur le potentiel chélateur des bactéries de type Propionibacterium vis-
a-vis du plomb a été mis en évidence. Une partie exploratoire de cet effet est développée dans le

dernier chapitre de cette these.
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Chapitre 1 : Criblage in vitro de
bactéries alimentaires et intestinales

pour |la bioremédiation des ETM




Matériel et méthodes
|.  Souches et cultures bactériennes

Bactéries lactiques : Les souches de bactéries lactiques forment une collection de souches DSM et
ATCC bien documentée, et utilisée dans une étude de génomique comparative de 2014 (Sun et al.,
2014) (Tableau 4). Elles sont cultivées dans du milieu de De Man, Rogosa, and Sharp (MRS) (Becton,
Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France) dans des conditions aérobies, a leur température de
culture optimale (30°C ou 37°C). Pour les expériences d’ajout de Tween 80, les bactéries sont cultivées
dans du milieu MRS sans Tween (Sigma-Aldrich Chemical, St Quentin Fallavier, France), auquel peut
étre ajouté du Tween 80 a la concentration souhaitée.

Propionibacterium : Les souches de Propionibacterium ont été obtenues par le biais du Centre
International de Ressources Microbiennes — Bactéries d’Intérét Alimentaire (CIRM-BIA ; STLO, INRAe,
Rennes, France). Ces derniéres ont été précédemment caractérisées dans une étude comparative pour
leur potentiels immunomodulateurs (Foligné et al., 2013). Elles sont cultivées dans du milieu Yeast
Extract Lactate (YEL) (Malik et al., 1968), contenant ou non du Tween 80 (0,1 %), dans des conditions
micro-aérophiles a 30°C.

Entérobactéries : Les souches d’E. coli proviennent de la collection ECOR, qui répertorie des souches
de références d’'une grande variété d’hétes et de régions géographiques (Ochman and Selander, 1984).
Elle nous a été fournie par le Dr Laurent Debarbieux (Institut Pasteur Paris). D’autres souches d’E. coli
ont été décrites par Rahmouni et al. (2018) et caractérisées, pour certaines, comme étant des
pathovars adhérents et invasifs (AIEC).

Les souches de Serratia marcescens (Db10, JUb9, SM25, SM38, SM45) nous ont été fournies par le Dr
Elizabeth Pradel (Pradel et al., 2007).

Les souches d’Hafnia alvei (Gb01, E215, 920 et Grignon) ont été décrites par Adouard et al. (2015) a
I’occasion d’une collaboration antérieure avec I'INRAe (UMR GMPA).

Les souches d’Enterobacter, Klebsiella et certaines Hafnia alvei proviennent de prélevements
intestinaux ou fécaux d’origine humaine, et font partie de la collection interne a la Faculté de
Pharmacie de Lille (FPL, Université de Lille). Ces souches ont été sélectionnées et isolées grace a des
milieux sélectifs, et I'espece ensuite confirmée par spectrométrie de masse (Ultraflex 11l MALDI-
TOF/TOF, Bremen, Allemagne). Elles sont toutes cultivées dans le milieu Luria Bertani-Miller (LB-Miller)
(Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France) a 37°C en condition statique.

Autres souches : Quelques souches de Bifidobacterium, ainsi que les Cutibacterium acnes font partie

de la collection FPL : elles ont une origine alimentaire, ou ont été ré-isolées de probiotiques
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Tableau 4 Nom, température optimale de culture, année d’isolement et prélevement d’isolement des
LAB utilisées dans ma thése. Bibliotheque de souches issues de I’étude de Sun et al., 2014

Souche

T°opt de culture

Année d’isolement

Prélévement d’origine

L. reuteriDSM 20016
L. murinus DSM 20452
L. salivarius DSM 20555
L. gallinarum DSM 10532
L. intestinalis DSM 6629
L. vini DSM 20605
L. plantarum DSM 13273
L. mucosae DMS 13345
L. equicursoris DSM 19284
L. amylotrophicusDSM 20534
L. concavus DSM 17758
L. compostiDSM 18527
L. harbinensis DSM 16991
L. manihotivorans DSM 13343
L. paracaseiDSM 5622
L. casei DSM 20011
L. brantae DSM 23927
L. thailandensis DSM 22698
L. pantheris DSM 15945
L. selangorensis DSM 13344
L. animalis DSM 20602
L. apodemi DSM 16634
W. confusa DSM 20196
L. senioris DSM 24302
P. claussenii DSM 14800
P. ethanolidurans DSM 22301
L. nasuensis DSM 26653
Le. mesenteroides DSM 20343

L. farciminis DSM 20184

37

37

37

37

37

37

37

37

37

30

37

30

37

30

30

30

37

37

37

30

37

37

30

37

30

37

30

30

30

1982

1982

1953

1992

1974

2006

1919

2000

2010

2006

2005

2007

2006

1998

1989

1916

2012

2007

2002

2000

1983

2006

1969

2012

2002

2006

2012

1990

1970

Intestin d'adulte
Intestin de rat
Salive
Cuisse de poulet
Intestin de rat
Mot de raisin
Fermentation d'un repas a base de Jojoba
Intestin gréle de cochon
Cheval de course pur-sang sain
Fermentation de restes de porc

Murs d'une cave de distillerie de spiritueux

Matiére de compostage de résidus de sochu (eau
de vie japonaise)

Légumes traditionnels chinois fermentés
Fermentation d'amidon de manioc
non indiqué
Fromage
Feces d'oie canadienne
Fermentation de feuilles de thé (miang)
Feces de jaguar
Chili bo
Plague dentaire de babouin
Fecés de souris des bois japonaise sauvages

Canne a sucre

Fecés d'une femme japonaise saine agée de 100
ans

Bigre gitée
Murs d'une cave de distillerie de spiritueux
Ensilage de sorgho du Soudan
Olives fermentées

Saucisson




Souche

T°opt de culture

Année d’isolement

Préléevement d’origine

L. alimentarius DSM 20249
L. paralimentarius DSM 13238
L. kimchiensis DSM 24716
L. floricola DSM 23037
L. delbrueckii DSM 20081
L. bifermentans DSM 20003
L. aquaticus DSM 21051
L. nagelii DSM 13675
L. similis DSM 23365
L. acidophilus DSM 20079
C. maltaromaticum LMA28
C. maltaromaticum ATCC35586
C. maltaromaticum WN1359
C. maltaromaticumV4a1l
L. amylophilus DSM 20533
L. hokkaidonensis DSM 26202
F. fructosus DSM 20349
L. panis DSM 6035
L. florum DSM 22689
L. senmaizukei DSM 21775
L. fuchuensus DSM 14340

L. rennini DSM 20253

30

30

27

30

30

30

37

30

37

37

30

30

30

30

30

27

30

37

30

30

20

30

1970

1999

2013

2011

1919

1943

2009

2000

2010

1900

1974

1974

2014

1984

1981

2013

1956

1996

2010

2008

2002

2006

Poisson mariné
Levain
Kimchi (repas traditionnel coréen)
Fleur de Caltha palustris (Populage des marais)
Yaourt bulgare
Fromage gonflé
Surface d'un étang d'eau douce

Vin partiellement fermenté

Mélasse de canne fermenté dans des usines
d'alcool

Humain
Viande en sachet sous vide
Truite arc-en-ciel malade

Permafrost sibérien
Beeuf haché sous vide
Fermentation de viande de porc
Ensilage de fléole des prés
Fleurs
Levain
Pivoine arbustive
Senmaizuke (concombre japonais)
Boeuf sous vide

Présure (isolé de I'estomac de ruminants)




commerciaux (Bb12 et Morinaga). Les Bifidobactéries sont cultivées dans du MRS supplémenté avec
0,1 % (v/v) de L-cystéine, en condition anaérobie grace aux générateurs d’anaérobiose GENbaganaer
(Biomérieux, France) a 37°C. Les cutibactéries sont également cultivées en anaérobiose, a 37°C dans

du milieux YEL.

Il.  Solutions de métaux et produits chimiques

La plupart des produits chimiques utilisés au cours de cette thése proviennent de chez Sigma-Aldrich
(St Quentin Fallavier, France) : PbCl, (n® CAS : 7758-95-4), CdCl, (n° CAS : 654054-55-7), AICl5 (n°CAS :
7446-70-0), FUdR (ou fluxoridine ; n® CAS : 50-91-9). Les sels de métaux sont mis en suspension dans
de I'eau milliQ afin d’obtenir des solutions meres. Leur concentration est ensuite vérifiée par
spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (Thermo ICAP Q, Thermo Fisher Scientific;
Illkirch, France). Du Tween 80 (VMR Chemicals, Solon, USA) est ajouté au milieu de culture ou de fagon

extemporanée lorsque nécessaire.

IIl.  Evaluation des concentrations minimales inhibitrices

(CMI)

Préparation des milieux solides contenant les métaux : Des dilutions sériées d’une solution-mére de
plomb et de cadmium a une concentration de 500 ppm sont réalisées. Un mL de chacune des dilutions
est ajouté a 19 mL de milieu MRS, ensuite coulé en boite de Pétri, permettant d’obtenir une gamme
de concentration des métaux dans les géloses. La gamme de concentration pour le plomb s’étend de

0,001 a 100 ppm. Elle s’étend de 0,0005 a 55 ppm pour le cadmium.

Ensemencement des géloses contenant les métaux : Les cultures bactériennes sont calibrées a environ
10° UFC/mL, et ensemencées sur les boites de Pétri a I'aide d’un inoculateur a tétes multiples, ou
appareil de Steers (Mast Laboratory™, Angleterre) (Figure 20A) qui permet le dép6t de 36 souches
simultanément. Apres 24 a 48h d’incubation a 30°C ou 37°C, la présence ou I’absence de colonies a la
surface de la boite est observée (Figure 20B). La CMI est caractérisée comme étant la plus faible

concentration en métal permettant I'inhibition de croissance des souches bactériennes.
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Figure 20 lllustration de la méthode du Steers. (A) Appareil de Steers. (B) Exemple de boites de MRS
contenant du plomb, ainsi que les témoins d’inoculation (avant/aprés manipulation) aprés 48 h
d’incubation. (C) Exemple de boites de MRS contenant du cadmium, ainsi que les témoins d’inoculation
(avant/aprés manipulation) aprés 48 h d’incubation. On observe des spots disparaitre avec
|"augmentation de concentration en Cd.

IV. Courbes de croissance en présence des métaux

La courbe de croissance permet d’évaluer I'effet d’'un composé, ici les sels de métaux en suspension,
sur la croissance bactérienne. Elle permet d’apporter des données complémentaires a la CMI quant

aux effets des métaux en concentrations sub-inhibitrices.

Préparation des cultures bactériennes : Des précultures sont réalisées en cultivant les souches
bactériennes en milieu MRS pendant 24h. Ces précultures sont diluées afin de calibrer la densité
bactérienne a environ 10° UFC/mL dans les tubes de culture, contenant ou non du métal. Le nombre
de bactéries de I'inoculum de départ est évalué par I'étalement de cette culture sur boite MRS, et

comptage des bactéries apres 24h de culture a 30°C ou 37°C.



Préparation du milieu contenant les métaux : Les solutions meres de plomb et de cadmium sont
diluées dans le milieu MRS afin d’obtenir des concentrations finales de 25 ppm et 50 ppm pour le
plomb ; et 2,5 ppm, 5 ppm, 25 ppm et 50 ppm pour le cadmium. Les concentrations en métaux a
ajouter au milieu de culture sont calculées de sorte que le métal, en suspension dans de I'eau mQ,
n’excéde pas 20 % du volume final afin de ne pas trop diluer le milieu de culture. Un témoin ou est
ajouté de I'eau mQ a hauteur de 20 % permet d’attester du fait que I'eau, et la dilution du milieu, n’ont

aucun effet secondaire sur la croissance bactérienne.

Courbes de croissance : Le suivi de la croissance bactérienne est réalisé par ensemencement d’un
échantillon de culture a des temps donnés, jusque 24h a 30h. Pour cela, 100 pL de culture sont prélevés
a chaque temps, puis dilués en série dans de la solution de Ringer (Merck™, Allemagne) en fonction
du développement bactérien, évalué a I'ceil. Afin d’obtenir un nombre de colonies par boite compris

entre 15 et 300, 100 uL des trois derniéres dilutions sont ensemencées sur boite MRS.

A chaque temps, 100 plL sont prélevés a partir de 10mL de culture de départ, dilués avec 900 pL de
solution de Ringer: on obtient alors un seuil de détection minimum d’environ 1 log UFC/mL. On
considere alors que, si aucune colonie n’est détectée sur les boites apres 48h de culture, on se trouve

en-dessous de ce seuil. (Figure 21)

Remarque : Le suivi de la croissance est classiquement réalisé au laboratoire par prélevements aux
temps TO, T2, T4, T6, T8 et T24. Les premieres courbes de croissance ont donc été faites sur ce méme
protocole, établi pour des souches d’Escherichia coli ou de Staphylococcus aureus. Les bactéries
lactiques ayant une phase de latence plus prononcée, nous avons donc réévalué les temps de

prélevements a TO, T4, T8, T24, T26, T28 et T30.

V. Evaluation des capacités de captation des métaux in vitro

Calibration de la densité bactérienne : Toutes les souches ont été cultivées afin d’atteindre leur phase

stationnaire de croissance.

Les cultures bactériennes sont centrifugées a 1 700 xg pendant 10 minutes. Les culots sont ensuite
lavés avec de la solution de Ringer pH 7 (Merck™, Allemagne). Les culots sont resuspendus dans la
solution de Ringer, et les densités optiques calibrées sur un spectrophotométre afin d’obtenir une

biomasse bactérienne de densité optique DOgoonm = 2,5. (Figure 22)

Mise en contact des bactéries et du métal : Une quantité donnée de solution de métal est ajoutée aux

suspensions bactériennes en fonction de la concentration de la solution-mere, afin d’obtenir une
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concentration finale en métal de 25 ppm de Pb, d’Al, ou de 25 ppm et 1 ppm de Cd dans volume final
de 8 mL d’échantillon. Les échantillons sont mis en agitation rotative douce (12 rpm) a température
ambiante ou 37°C. lls sont ensuite centrifugés 10 min a 1 700 xg, 20 °C. Les surnageants sont éliminés,
et les culots bactériens subissent deux lavages successifs avec du Ringer pH 7. Le dernier surnageant
est éliminé, et les culots conservés semi-secs a 4°C jusqu’au dosage des métaux par ICP-MS. Les
témoins sont constitués de 8 mL de suspension bactérienne uniquement, et subissent les mémes

lavages que les échantillons contenant du métal.

Culture en présence ou non de métaux (24h a 30h)

L Vi

ThO T2h T4h Teh T8h T24h T26h T28h T30h

| Préléevement de 100uL )

|

Dilutions sériées de chaque échantillon

!

Etalement de 100pL sur boite MRS

-
!

Dénombrement apres 24h a 48 h de culture

Figure 21 Protocole expérimental de la détermination des courbes de croissance. Des prélévements
des cultures en présence/absence des métaux est effectuée a des temps donnés, dilués puis
ensemencés sur boite de Pétri contenant du milieu MRS.

Minéralisation,
Dilution,
Dosage de
I'échantillon

Cultures
bactériennes

Chélation de
la souche (%)

Calibration de la DO Incubation avec le métal

Figure 22 Schéma expérimental pour I’évaluation des capacités de chélation des métaux in vitro. Les
cultures bactériennes sont stoppées par centrifugation, lavées par de la solution de Ringer, puis la DO
est calibrée a 2,5. Les bactéries sont ensuite incubées en présence du métal pendant 1 h, puis les culots
lavés avant d’étre minéralisés pour dosage par ICP-MS. La quantité de métal retrouvée est comparée
a la quantité mise en contact au départ.



VI. Dosage par ICP-MS

Minéralisation et dosage : Les culots bactériens sont minéralisés par I'ajout de 500 pL d’acide nitrique
69 % (VWR Chemicals, France), puis chauffés 15 min a 98°C. Les échantillons obtenus sont dilués (eau
milliQ, acide nitrique, butanol, triton) pour analyse des métaux par ICP-MS (Thermo ICAP Q, Thermo
Fisher Scientific ; llikirch, France). La quantité de métal restant dans les culots lavés est mesurée pour
chacune des souches bactériennes, et convertie en ratio rapporté a la quantité de métal initialement

présente dans le milieu.

Contréles : Les échantillons sont accompagnés de contréles internes (contrdle urinaires ClinCheck
Control pour les éléments traces), permettant de s’assurer du bon fonctionnement des dosages tout
au long de la manipulation. Les limites basses de quantification sont de 0,2 pg/L, 0,05 pg/L, et 2 pg/L
pour le plomb, le cadmium et I'aluminium respectivement.

Pour certaines souches, les surnageants ainsi que les liquides de lavage suivant la mise en contact des
bactéries et des métaux ont été récupérés et dosés séparément. Les surnageants ont été dilués au
demi dans de I’'HNOs 69 %, chauffés 15 min a 98°C, puis dilués de la méme fagon que les échantillons

bactériens afin d’étre dosés par la méme méthode d’ICP-MS.

VII.  Statistiques

Les statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPah Prism 8. Un t-test a été utilisé pour la
comparaison des chélations du Pb par différentes souches d’Hafnia (Figure 28). Un test 2-Way ANOVA
a comparaisons multiples a servi pour les données de mélanges de métaux. Les données des mélanges

ont toujours été comparées au métal seul, qui sert de contréle (Figure 33 a 35).

Résultats expérimentaux

. Evaluation de l'impact des métaux sur la viabilité des

bactéries

1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des métaux

Sur la base d’une étude de la bibliographie et des stratégies généralement employées, et dans le but

d’un premier screening, les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des métaux vis-a-vis de



certaines souches sont déterminées. A des fins d’automatisation et d’optimisation du temps, un
inoculateur a tétes multiples, ou appareil de Steers, est utilisé. Grace a cette méthode, 36 souches
peuvent étre inoculées simultanément sur une boite de Pétri unique. Des concentrations croissantes
en Pb et en Cd sont diluées et homogénéisées dans le milieu gélosé (ici du MRS). Des boites ne
contenant pas de métal sont également ensemencées en début et fin de manipulation afin de s’assurer
du bon déroulement de l'inoculation tout au long de I'expérience. Les suspensions bactériennes
utilisées sont calibrées a environ 10° UFC/mL. Une fois ensemencées, les boites de Pétri sont mises en
incubation a 30°C ou 37°C pendant 48h. La lecture des boites consiste a noter la présence ou I’absence
de culture bactérienne au niveau du dépot apres incubation : la plus faible concentration de métal

capable d’inhiber la croissance bactérienne correspond a la CMI (Figure 20).

Le Pb est testé sur une gamme de dilution allant de 0,001 ppm a 100 ppm en diluant la concentration
en métal par deux entre chaque boite de Pétri. Le Cd est testé sur une gamme de concentration de

0,0005 a 55 ppm. Aucun test n’a été réalisé sur I'aluminium.

La plupart des bactéries lactiques (85 souches) ont été évaluées dans ce contexte. Elles se sont toutes
avérées résistantes a la concentration de 100 ppm de plomb lors les 3 réplicas. Leur CMI vis-a-vis du
cadmium sont, en revanche, tres différentes d’'une souche a l'autre (Tableau 5). Méme si les CMI du
Cd sont hétérogenes, elles restent néanmoins toutes supérieures a la concentration de métal que nous

utilisons dans le screening de chélation dans la suite de cette étude ; il en est de méme pour le Pb.

2. Evaluation de l'effet des métaux sur la croissance des bactéries en

milieu liquide

Pour accompagner ces résultats, et approfondir la compréhension de |'effet potentiel des métaux sur
le métabolisme et la croissance des bactéries, nous avons procédé a des courbes de croissance en
milieu liquide. Un effet bactériostatique d’'un composé donné peut étre défini comme inhibant la
croissance des bactéries, sans pour autant les tuer. Au contraire, un effet bactéricide est décrit comme
tuant les bactéries : on considere un produit comme bactéricide s’il est capable d’induire une baisse
significative de la quantité bactérienne, c’est-a-dire 5 log environ. Différentes concentrations de Pb(ll)

et de Cd(ll) sont testées sur des bactéries lactiques en culture dans du MRS.

Le plomb, que ce soit a la concentration de 25 ppm ou de 50 ppm, n’affecte absolument pas la
croissance des souches testées, ici L. paracasei DSM 5622, L. koreensis DSM 27983, L. acidophilus
NCFM, L. rennini DSM 20253 et L. rhamnosus NCC 3003 (GG) (Figure 23 et Figure 24). On observe donc

que le plomb n’a aucun effet sur la croissance méme a la plus forte concentration testée, ici 50 ppm.
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Cela semble corréler avec les CMI puisque les souches sont toutes résistantes a la concentration de

100 ppm.

Tableau 5 Quelques BL associées a leur CMI du Cd (ppm). Les CMI ont été déterminées par la méthode
du Steers. Les CMI sont déterminées par une moyenne de 3 expériences par la méthode du Steers.

Souche CMIdu Cd (ppm) Souche CMI du Cd (ppm) Souche CMI du Cd (ppm)
Le. mesenteroides DSM 20343 6,9 L. diolivorans DSM 14421 26,67 L. intestinalis DSM 6629 47
L. delbrueckii DSM 20081 6,9 L. brevis DSM 20054 26,67 L. harbinensis DSM 16991 a7
L. concavus DSM 17758 9,75 L. nasuensis DSM 26653 s L. pantheris DSM 15945 a7
L. mucosae DMS 13345 11 L. plantarum DSM 13273 27,67 L. nantensis DSM 16982 47,67
L. ingluviei DSM 15946 ilil L. casei DSM 20011 27,67 L. aquaticus DSM 21051 48,5
P. inopinatus DSM 20285 11 L. thailandensis DSM 22698 28,67 L. alimentarius DSM 20249 49,5
C. maltaromaticum V41 14 L. hordei DSM 19519 28,67 L. farciminis DSM 20184 52,5
L. panis DSM 6035 14 C. maltaromaticum DSM 20342 29 L. diolivorans DSM 14421 52,5
L. acidophilus NCFM 14 L. senmaizukei DSM 21775 29 W. halotolerans DSM 20190 53,33
L. composti DSM 18527 16,5 L. capillatus DSM 19910 29,5 L. gallinarum DSM 10532 >55
L. selangorensis DSM 13344 16,5 L. kimchiensis DSM 24716 30,5 L. equicursoris DSM 19284 >55
P. acidilactici DSM 19927 17,33 L. nodensis DSM 19682 31,33 L. brantae DSM 23927 > 55
P. ethanolidurans DSM 22301 17,67 L. sharpae DSM 20505 31,33 W. confusa DSM 20196 >55
W. viridiscens DSM 20410 18 L. fermentum DSM 20055 315 L. hominis DSM 23910 >55
L. versmoldensis DSM 14857 18,33 L. perolens DSM 12744 31,5 L. koreensisDSM 27983 >55
L. pentosus DSM 20314 18,33 L. paralimentarius DSM 13238 32,33 L. acidophilus DSM 20079 >55
L. rennini DSM 20253 19 L. animalis DSM 20602 33 C. maltaromaticum LMA28 >3
L. paracasei NCC 2461 19 L. sakei DSM 20017 33 C. maltaromaticum ATCC35586 > 55
L. bifermentans DSM 20003 19,25 L. reuteri DSM 20016 33,33 F. fructosus DSM 20349 =3
L. hammesii DSM 16381 20,33 L. murinus DSM 20452 33,5 L. salivarius Ls-33 > 55
L. senioris DSM 24302 20,75 L. satsumensis DSM 16230 34,5 L. rhamnosus Lr-32 >55
L. amylotrophicusDSM 20534 22 L. paracasei DSM 20258 35,75 L. rhamnosus NCC 3003 (GG) >55
L. cacaonum DSM 21116 22 L. namurensisDSM 18117 36 L. rhamnosus ATCC 9595 >55
L. similis DSM 23365 22 L. paracasei DSM 5622 37,67 L. plantarum Lp-115 >55
L. manihotivorans DSM 13343 23 L. rapi DSM 19907 39 L. casei BL23 >55
L. amylophilus DSM 20533 23,5 P. claussenii DSM 14800 41,67 L. johnsonii NCC 533 >55
L. vini DSM 20605 25 L. parabuchneri DSM 15352 42,5 Lc. lactis MG1363 >55
P. parvulus DSM 20332 25 L. florum DSM 22689 44,5
L. nagelii DSM 13675 25 L demi DSM 16634 45,33
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Figure 23 Effet du plomb sur la croissance de (A) L. paracasei DSM 5622 et (B) L. koreensis DSM 27983.
Les concentrations de 25 et 50 ppm de Pb ont été testées.
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Figure 24 Effet du Pb et de fortes concentrations de Cd sur la croissance de (A) L. acidophilus NCFM,
(B) L. rhamnosus NCC 3003 (GG), et (C) L. rennini DSM 20253. Les concentrations de 25 et 50 ppm de

Pb et de Cd ont été testées.



Le Cd a quant a lui des effets tres différents en fonction de la concentration et de I'espéce bactérienne
considérée. L. acidophilus ne semble pas du tout affecté par la présence de Cd, méme a la plus forte
concentration de 50 ppm (Figure 24A). L. rhamnosus NCC 3003 (GG) croit de la méme fagon que la
condition témoin en présence de 25 ppm de Cd (Figure 24B). En revanche, la concentration de 50 ppm
de Cd a un effet bactériostatique. Au contraire, L. rennini est affecté par la présence de Cd a 25 ppm
et 50 ppm : un effet bactériostatique est observé pour les deux concentrations (Figure 24C). La
concentration de 50 ppm a un effet bactériostatique sur la croissance de L. mesenteroides DSM 20343
également (Figure 25A). De maniére étonnante, la concentration de 25 ppm de Cd semble avoir le
méme effet jusqu’a 8h de contact : la croissance reprend apres ce temps, pour atteindre la méme
guantité bactérienne que le témoin apres 30h de culture. On note que les faibles concentrations en Cd
(2,5 ppm et 5 ppm) n"ont aucun effet délétere sur la croissance de la bactérie. Un effet de reprise de
croissance est également observable pour L. salivarius Ls-33 (Figure 25B). Méme les tres faibles
concentrations sont ici bactériostatiques, et une reprise de la croissance est observée aprés 8h de
culture. Ce retard est plus ou moins prononcé en fonction de la concentration bactérienne. Apres 30h
de culture, seule la concentration de 2,5 ppm permet une croissance aussi forte que celle du témoin.
Au contraire, les concentrations de 5 ppm et 25 ppm ont un log de différence avec le témoin. Une
reprise de croissance est également observée apres 24h de culture pour la concentration de 50 ppm,
induisant une différence de 3 log avec le témoin apres 30h de culture (Figure 25B). Aucun effet sur la
croissance n’est observé avec la concentration de 2,5 ppm de Cd pour L. thailandensis DSM 22698,
avec un trés léger effet bactériostatique pour la concentration de 5 ppm (Figure 25C). En revanche, les
concentrations de 25 ppm et 50 ppm ont un effet bactéricide sur cette souche. Aprées 24h de culture,
une différence de, respectivement, 2 log et 3 log avec le témoin est observée. L'effet bactéricide est
encore plus prononcé aprés 30h de culture ou la concentration de 25 ppm de Cd induit une différence
de 6 log avec le témoin. La concentration de 50 ppm a un effet tel que la quantité de bactérie se trouve

en dessous du seuil de détection de 1 Log (UFC/mL) (Figure 25C).

Le cadmium a donc des effets tres différents selon la souche et la concentration évaluées. Alors que L.
acidophilus NCFM semble étre la bactérie la moins affectée par la présence de Cd lors de I’évaluation
en courbe de croissance (Figure 24), elle se révele étre I’'une des souches les plus sensibles au test du
Steers (Tableau 5). L. rennini DSM 20253 semble au contraire avoir une croissance inhibée par la
présence d’au moins 25 ppm de Cd dans le milieu (Figure 24C), alors que le Cd a une CMI de 19 ppm
pour cette derniere (Tableau 5) : méme au-dela de la CMI, le Cd n’a qu’un effet bactériostatique sur
des bactéries en croissance. L. mesenteroides DSM 20343 semble avoir un comportement similaire :
les concentrations inférieures a la CMI (i.e. 19 ppm) n’ont aucun effet, alors que les concentrations

supérieures a 25 ppm de Cd sont bactériostatiques pour la bactérie. L. salivarius Ls-33, et dans une
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moindre mesure L. rhamnosus NCC3003 (GG), sont impactées par des concentrations en Cd inférieures
a leurs CMII. En revanche, alors gu’elles possedent la méme CMI (< 55 ppm), elles ne se comportent
pas du tout de la méme fagon en présence du métal (Figure 24B et Figure 25B). La seule souche pour
laguelle un effet bactéricide est observé est L. thailandensis DSM 22698 (Figure 25C). Elle semble
beaucoup plus sensible au métal : alors que la CMI du Cd est de 28,67 ppm (Tableau 5), la concentration
de 5 ppm ralentit déja fortement la croissance de la bactérie, au point qu’on observe une différence
de 3 log aprés 30 heures de culture avec le témoin. La concentration de 25 ppm a également un léger
effet bactéricide, alors que I’'on se trouve en-dessous de la CMI. Ainsi, aucune généralité ne peut étre
tirée de ce travail, ce qui montre bien la complexité de la résistance aux métaux des bactéries. Il semble
donc compliqué de se baser uniquement sur ce critére pour éliminer des bactéries du screening de

chélation des métaux subséquent.

A Le. mesenteroides DSM 20343 B L. salivarius Ls-33

Log(UFC/mL)
Log(UFC/mL)

oh 2 ah 6h 8h 24h 30h oh 2h 4h 6h 8h 24h
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C L. thailandensis DSM 22698

J— —r —d—Témoin
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Figure 25 Effet du Cd sur la croissance de (A) Le. mesenteroides DSM 20343, (B) L. salivarius LS-33, et
(C) L. thailandensis DSM 22698. Les concentrations de 2,5, 5, 25 et 50 ppm de Cd ont été testées.



Il.  Evaluation des capacités de captation des métaux

Méme si la stratégie couramment employée dans la littérature est de se baser sur la résistance aux
métaux pour trier les souches, et déterminer un hypothétique meilleur potentiel de chélation, nous
avons décidé de prendre le contre-pied en étudiant plus de 200 souches bactériennes d’origines tres
diverses. En effet, la viabilité ne semble pas étre un facteur essentiel et nous pensons que les
propriétés de surface des bactéries n’ont pas forcément de liens avec les génes de résistance aux
métaux lourds, et les mécanismes associés multiples. Notre objectif est avant tout d’observer et
d’étudier la diversité de chélation qui pourrait exister au sein d’'une méme espéce, entre des espéces
différentes et méme entre des phyla bactériens différents. Le souchier de cette étude est ainsi
constitué de 99 BL, 11 bifidobactéries, 21 propionibactéries, 4 cutibactéries, ainsi que de 90

entérobactéries.

1. Capacités de chélation du Pb par les BL

Parmi les 99 bactéries lactiques évaluées dans cette étude, des capacités de chélation de 25 ppm de
Pb(ll) assez variables ont pu étre observées (Figure 26). Méme si plus des deux tiers des souches sont
capable de capter entre 50 % et 90 % du métal, une grande diversité existe au sein méme des bactéries
du genre Lactobacillus. Celles-ci représentent 76 souches du portoir de I'étude, couvrant 65 espéces
différentes. On observe ainsi des chélations allant de 6 % + 2,5 a 92 % * 8,5. Des résultats étonnants
sont obtenus lorsque I’'on regarde les chélations de plusieurs mémes espéces. En effet, des différences
marquées de chélation du Pb(ll) peuvent étre observées chez les L. acidophilus, L. casei, L. paracasei
et L. rhamnosus testées ici (Figure 27A). Au contraire, les deux L. fermentum que nous possédons dans
le souchier montrent des chélations trés bonnes toutes les deux, au contraire des deux L. plantarum
qui sont de pauvres chélatrices de Pb(ll) (Figure 27B). Ces variations prononcées de chélation intra-
espece se vérifient également chez les autres genres de BL Carnobacterium, Weissella, Pediococcus,
ainsi qu’au sein des BL en général, comme on peut le voir en observant les résultats dans leur globalité
(Figure 27 C). Ces différences ne sont pas dues aux différences de formes des bactéries (i.e. bacille vs.
coque). Une grande diversité existe chez les bacilles, mais aussi chez les coques. Les trois entérocoques
et les quatre pédiocoques testés ici montrent de bonnes capacités de chélation du Pb(ll) (> 50 %) alors
que Lactococcus lactis et quatre souches distinctes de Staphylococcus aureus sont de mauvais

chélateurs (< 30 % pour la plupart) (Figure 27D).
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Figure 26 Evaluation de la capacité de chélation de 25 ppm de Pb par (A) des Firmicutes, (B) des
Actinobactéries, et (C) des Entérobactérales. Les capacités de chélation sont définies comme un
pourcentage de la quantité initiale de métal en solution, réalisées en triplicats. Ces capacités sont
qualifiées de faible (0-25 %), basse (26-50 %), moyenne (56-75 %) et forte (76-100 %).
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Figure 27 Capacités de fixation du Pb(ll) par différentes souches. (A) Sélection de 5 paires de souches
de méme espéce mais présentant des capacités chélatrices différentes. (B) Deux paires de souches de
méme espéce avec des capacités similaires de chélation. (C) Quatre groupes de souches du méme
genre bactérien avec des capacités chélatrices différentes. (D) Quatre groupes de cocci avec des
capacités de chélations différentes. Les capacités de chélation sont définies comme un pourcentage

de la quantité initiale de métal en solution, réalisées en triplicats. Les différentes lettres indiquent des
différences significatives (p < 0,05).

2. Des différences de chélation du Pb trés marquées au sein des

Actinobactéries

Au sein des Actinobacteria, les bifidobactéries montrent des capacités de chélation du Pb(ll) tres
diverses, de 6,6 % a 90 % selon la souche observée (Figure 26). Ces différences marquées sont a
nouveau visibles méme au sein d’'une méme espéce. Par exemple certaines Bifidobacterium longum
peuvent avoir des capacités de chélation qui varient d’un facteur 10 d’une souche a l'autre (i.e. 6,75 %

+0,9vs.654%+7,2;p<0,001). Les souches du genre Propionibacterium freudenreichii sont toutes,



de base, de trés mauvaises chélatrices de plomb (moyenne des chélations a 10,25 % + 4,4). Au
contraire, les Cutibacterium acnes (autrefois nommées Propionibacterium acnes) possédent des

capacités de chélation comprises entre 41 et 56,8 %.

3. Les Entérobactérales ont des capacités de biosorption moyennes du

Pb

Dans cette étude, 90 souches de bactéries appartenant a la classe des Gammaproteobacteria et a
'ordre des Enterobacterales ont été étudiées, dont 68 souches d’E. coli de la collection ECOR,
agrémenté de 4 autres souches d’E. coli ayant des propriétés probiotiques (E. coli Nissle 1917), a
caractéristiques de pathobiontes comme des souches adhérentes et invasives (LF82 et NRG857C) ou
sans caractéristiques particuliéres (K12). D’autres genres bactériens commensaux ont également été
ajoutés au souchier : cing Hafnia alvei d’origine laitiere ou intestinale, deux Klebsiella spp, deux
Enterobacter spp., et cinq Serratia marcescens d’origine clinique. Dans I’ensemble, les
Enterobacterales ont des capacités de chélation du Pb(Il) moyennes et assez uniformes (54,14 % + 6,7
en moyenne) (Figure 26). En effet, environ 90 % des souches de bacilles a Gram négatif ont un pouvoir
chélateur compris entre 45 % et 65 %. Seulement deux E. coli et une seule Hafnia alvei dépassent ces
capacités, atteignant plus de 75 % de chélation de 25 ppm de Pb en solution. Il est a noter que cette
souche d’Hafnia alvei est |la seule qui a été isolée d’un échantillon clinique, les 4 autres souches ayant
une provenance alimentaire (Figure 28) ; on retrouve donc a nouveau cette différence de capacité de

chélation intra-espéce, qui semble ici basée sur I'origine de la souche.
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Figure 28 Evaluation des capacités de chélation du Pb par différentes souches d’Hafnia alvei. Les
capacités de chélation sont définies comme un pourcentage de la quantité initiale de métal en solution,
réalisées en triplicats. Les étoiles indiquent des différences significatives (t-test, p <0,05 et 0,01).
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Figure 29 Evaluation de la capacité de chélation de 25 ppm de Cd par (A) des Firmicutes, (B) des
Actinobactéries, et (C) des Entérobactérales. Les capacités de chélation sont définies comme un
pourcentage de la quantité initiale de métal en solution, réalisées en triplicats. Ces capacités sont
qualifiées de faible (0-10 %), basse (11-20 %), moyenne (21-30 %) et forte (> 30 %).



4. La capacité de chélation du Cd est phylum-, genre-, et souche-

spécifique

Dans un premier temps, le screening de chélation du Cd(ll) a été réalisé a la concentration de 25 ppm
(Figure 29). La grande majorité du portoir de souches a été testé, et seulement 3 souches montraient
des capacités de chélation comprises entre 10 % et 20 %. Afin d’essayer d’améliorer le screening, des
expériences de chélation a 37°C, toujours a la concentration de 25 ppm de Cd, ont été réalisées sur un
petit échantillon de souches (Figure 30A). Cette amélioration n’étant pas particulierement significative,

la température ambiante (22 °C + 2 °C) est restée le paramétre choisi pour I'ensemble de la these.

Dans une méme idée d’amélioration du process, les cultures bactériennes ont été arrétées a différents
temps : soit lorsque les bactéries sont en phase stationnaire (parameétre précédemment utilisé), ou
lors de leur phase exponentielle (Figure 30B). La chélation semblant étre un phénomeéne a la fois passif
et actif, la phase exponentielle des bactéries pourrait leur permettre d’avoir un meilleur pouvoir
chélateur en raison d’un métabolisme plus actif. Malheureusement, aucun changement significatif n’a
été observé. L'ancien parametre de la phase stationnaire est donc conservé pour le reste des

expériences.

Des temps de contacts différents ont aussi été réalisés (Figure 30 C-E). Le temps allongé est le moment
ou le Cd(ll) est ajouté aux bactéries calibrées a la DO 2,5. Celui normalement utilisé pour toutes les
expériences est d’une heure. Ainsi, ce temps a été rallongé a 2h, 3h et environ 15h. Malgré une hausse
des chélations pour certaines souches apres 2h de contact, on atteint tout au plus 4 % de chélation.
On voit que, a nouveau, méme apres 3h de contact, les chélations sont certes augmentées mais de
facon non significative. La chélation est fortement augmentée uniquement apres 15h de contact
environ (Figure 30 D et E). Un effet proportionnel du temps de contact sur la chélation est visible pour
L. floricola DSM 23037 (Figure 30E). Se pose alors la question de la légitimité physiologique d’un temps
aussi long. Ainsi, par souci de représentation de ce qui se passe dans l'intestin, et de pratique, le temps

de contact d’'une heure a été conservé.

Le dernier parametre potentiellement modifiable est la quantité de Cd(ll). En effet, méme si la quantité
de 25 ppm de Pb(ll) est représentative des concentrations auxquelles les humains sont exposés par la
voie digestive, cela est moins vrai pour le Cd(Il). Afin d’améliorer le screening et de se rapprocher de
conditions plus physiologiques, la concentration en Cd(ll) a été baissée a 1 ppm (Figure 31). Ce
parametre s’avere cette fois beaucoup plus discriminant. Parmi les 95 BL, 90 % chélatent moins de 20
% du Cd. En revanche, quelques souches s’averent intéressantes. Trois Pediococcus spp, une souche
de Carnobacterium divergens, ainsi qu’une souche de L. rhamnosus et Leuconostoc mesenteroides

montrent des capacités de chélation supérieures a 25 %, allant méme jusqu’a 50 % * 15,7 pour la
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souche de Pediococcus acidilactici DSM 19927. Parmi les Actinobacteria, les bifides possedent des
capacités de chélation variables, qui semblent étre dépendantes de la souche plutot que de I'espéce
considérée. En effet, les capacités des souches de Bifidobacterium breve varient de 6,2 % + 0,6 a 40,7
% + 6,7 (p < 0,01), et pour les souches de B. longum, elles varient de 3,6 % + 1,73 189 % + 5,8 (p <
0,01). Exceptée une, toutes les souches de P. freudenreichii sont de trés mauvaises chélatrices de Cd,
alors que les C. acnes sont de faibles ou moyennes chélatrices. Enfin, la plupart des 60 Entérobactérales
testées sont de faibles ou tres faibles chélatrices, exceptées 4 souches qui chélatent entre 21 % et 30
% de 1 ppm de Cd (ECOR 63, ECOR 66, E. coli LF82et E. coli Nissle, chélatant respectivement 24,2 % +
3,6,21,2% +5,6,20,5% +2,2et 25,2 % £ 3,5).
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Figure 30 Impact de la variation de différents parametres sur la chélation de 25 ppm de Cd (A) Effet de
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5. Lescapacités de chélation de I’Al sont aussi genre- et souche-spécifique

La capacité des bactéries a chélater I’Al(lll) d’'une solution d’AICI3 est trés dépendante de la souche
considérée. Les chélations des BL varient de 5 a 28 % de chélation, avec une moyenne de 14,8 % + 4,7
(Figure 32). Les bifidobactéries et les propionibactéries chélatent également peu I’aluminium
(moyennes a 8,9 + 2,8 et 9,4 % + 2,6 respectivement), les valeurs n’excédant que trés rarement 10 %
de chélation. Les souches de C. acnes sont en revanche plus efficaces, et montrent des capacités de
chélation plutét modérées avec une moyenne de 24,3 % + 4,7 (Figure 32). Au contraire, pour
I"aluminium, les souches d’Entérobactérales ont des capacités de chélation plutot bonnes, allant de 12
% a 30 % avec une moyenne de 20,4 % + 4,7 (Figure 32). Quatre souches d’E. coli montrent des
chélations comprises entre 25 % et 30 % (ECOR37, ECOR40, ECOR50, ECOR64). En revanche, les

souches de Serratia et d’Hafnia semblent moins chélatrices, avec une moyenne d’environ 15 %.

Ces faibles chélations apparentes pourraient étre dues au fait que la liaison entre I’Al et les bactéries
n’est pas aussi robuste que celles du Pb et du Cd. En effet, des dosages effectués pour les trois métaux
montrent que tres peu de Pb et de Cd sont retrouvés dans les surnageants de lavages, contrairement
a I’Al (Figure 33). Pour le Pb et le Cd, la majorité du métal qui n’est pas fixé par les bactéries (culot) se
retrouve dans le premier surnageant, qui correspond au liquide de contact avec les cellules. En
revanche, pour I'Al, des quantités non-négligeables sont retrouvées dans le surnageant de premier
lavage, et encore plus dans celui du second lavage (Figure 33). Les bactéries semblent donc désorber

I’Al au fur et a mesure des lavages, laissant penser que la liaison est labile.

6. Les capacités de chélation des métaux peuvent étre modulées en

présence des autres ETM

Etant donné que le Pb et le Cd sont fréquemment présents conjointement dans I'alimentation, I'eau
et de fagon plus générale dans I'environnement, ils induisent des co-expositions. L'aluminium étant
omniprésent, une exposition au Pb et/ou au Cd est forcément accompagnée d’une exposition a I’Al.
Les chélations de 41 BL et de 27 Entérobactérales ont donc été envisagées en présence de mélange de
2 métaux. Lorsque le Pb et le Cd sont associés (i.e. 25 ppm de Pb et 1 ppm de Cd), la chélation du Pb
est inchangée pour la plupart des souches testées ici (Figure 34). Elle est significativement diminuée
pour 6 BL (Figure 34 A et B), et 7 Entérobactérales (Figure 34 C). Elle est au contraire augmentée pour
6 BL (Figure 34 A et B). Al'inverse, la chélation du Cd est altérée pour seulement 4 BL et pour la majorité
des Entérobactérales (17 souches) (Figure 35). Lorsque I'on considére les BL, la chélation du Cd est

amplifiée en présence de Pb pour 5 souches (Figure 35 A et B) ; tandis qu’aucune Entérobactérale ne
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Figure 33 Résultats de dosages de Pb (A), de Cd (B) et d’Al (C) dans le culot final, le surnageant de
contact puis dans les deux résidus de lavages successifs pour quelques souches données.

montre de meilleure chélation du Cd en présence de Pb (Figure 35 C). En revanche, que ce soit la
chélation du Pb comme celle du Cd, ces derniéeres sont fortement affectées par la présence de 25 ppm
d’Al (Figure 34 et 35). La chélation du Pb s’effondre de facon significative en présence de I’Al pour
toutes les souches testées (Figure 34). Une tendance similaire est observée pour la chélation du Cd
chez les Entérobactérales : toutes les E. coli voient leur capacité chélatrice du Cd fortement diminuée
en présence d’Al, alors que les souches d’Enterobacter aerogenes et Klebsiella pneumoniae gardent
des chélations similaires (Figure 35 C). En revanche, la chélation du Cd en présence d’Al semble aussi
fortement diminuée pour les BL, mais de facon significative uniquement pour 18 souches. En retour,
la chélation de I’Al ne semble pas étre beaucoup impactée par la présence de Pb (Figure 36) : cette
chélation est significativement diminuée pour 2 BL et aucune Entérobactérales ; elle est augmentée
pour une seule BL (S. aureus FPL 08147). De fagon similaire, la chélation de I’Al en présence de Cd est
augmentée pour une seule souche d’Entérobactérale (E. coli NRG857C) (Figure 36C). Elle est diminuée

de facon significative pour 7 souches de BL (Figure 36C).
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Figure 34 Effet de mélanges de métaux sur la chélation de 25 ppm de Pb sur des souches de LAB (A et
B) et d’Entérobactérales (C). Le Pb ajouté aux bactéries seul, mélangé a 1 ppm de Cd, ou 25 ppm d’Al.
Les capacités de chélation sont définies comme un pourcentage de la quantité initiale de métal en
solution, réalisées en triplicats. L'analyse statistique a été réalisée avec le test 2-way ANOVA : * p <
0,05;§p<0,01;#p<0,001.
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Figure 35 Effet de mélanges de métaux sur la chélation de 1 ppm de Cd sur des souches de LAB (A et
B) et d’Entérobactérales (C). Le Cd ajouté aux bactéries seul, mélangé a 25 ppm de Pb, ou 25 ppm d’Al.
Les capacités de chélation sont définies comme un pourcentage de la quantité initiale de métal en
solution, réalisées en triplicats. L'analyse statistique a été réalisée avec le test 2-way ANOVA : * p <
0,05;8§p<0,01;#p<0,001.
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Figure 36 Effet de mélanges de métaux sur la chélation de 25 ppm d’Al sur des souches de LAB (A et B)
et d’Entérobactérales (C). L'Al ajouté aux bactéries seul, mélangé a 25 ppm de Pb, ou 1 ppm de Cd. Les
capacités de chélation sont définies comme un pourcentage de la quantité initiale de métal en
solution, réalisées en triplicats si possible. L'analyse statistique a été réalisée avec le test 2-way
ANOVA:*p<0,05;§p<0,01;#p<0,001.



Conclusion

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons évalué la capacité chélatrice de plus de 200 souches
bactériennes vis-a-vis du plomb, du cadmium et de I'aluminium. Des premiéres expériences définissant
les CMI des métaux sur une partie de la bibliotheéque nous permettent de montrer que malgré des CMI
tres différentes, toutes les souches résistent a la toxicité des métaux aux concentrations utilisées pour
les expériences de chélation (i.e. 25 ppm de Pb et 1 ppm de Cd). Méme si ces derniéres sont résistantes
aux métauy, ils peuvent avoir des effets différents sur la croissance. Des effets assez similaires sur la
croissance de L. plantarum et L. buchneri, ou encore Bacillus xiamenensis, sont décrits dans la
littérature, avec des méthodes un peu différentes de celles que nous avons utilisées (Kirillova et al.,
2017 ; Mohapatra et al., 2019). Ces effets, la plupart du temps bactériostatiques, n’ont aucun impact
dans nos expériences de chélation car la densité bactérienne est calibrée a DOgoonm 2,5 et ne change
pas au cours du temps. Les bactéries sont en effet mises en suspension dans du Ringer, milieu
osmotique nous permettant simplement de les maintenir intactes mais sans permettre leur
prolifération. Ces CMI ne sont d’ailleurs absolument pas corrélées aux chélations subséquentes
(Tableau 6). Pour des mémes CMI, les chélations des souches peuvent étre trés différentes, que ce soit
pour le Cd comme pour le Pb. Si on prend I'exemple de la CMI de 34,5 ppm, les chélations des souches
varientde 1,5 % a 23,6 %, qui est I'une des meilleures chélations obtenues pour ce métal. Ces résultats
sont similaires a d’autres observations décrites dans la littérature sur différentes souches de L.
plantarum (Muhammad et al., 2018), et démontrent que la stratégie de pré-sélection de souches sur
la base de leur résistance au métal n’est pas forcément adaptée. De plus, il a déja été prouvé que le
fait que les bactéries soient vivantes ou mortes n’a pas de réelle importance pour la chélation des
métaux. Utilisant le modéle de Langmuir qui permet de définir I'absorption d’un substrat donné par
une surface (ici respectivement les métaux et les bactéries), Ibrahim et al. (2006) montrent que des
souches de L. rhamnosus et de P. freudenreichii ont des Qmax presque identiques qu’elles soient
vivantes ou mortes (par chauffage). D’autres études ont également réalisé ce type d’expériences et
arrivent aux mémes conclusions (Haltunnen et al., 2008a ; Topcu et Bulat, 2010 ; Mohapatra et al.,
2019 ; Zhai et al., 2020). Malgré tout, Mohapatra et al. (2019) ont montré que |'absorption par les
cellules vivantes est |égerement meilleure que lorsqu’elles sont mortes, cela faisant intervenir a la fois
les mécanismes passifs d’adsorption a la membrane, et plus actifs d’internalisation du métal (Huang et
al., 2018). Jusqu’a maintenant, aucune étude n’a permis de mettre en évidence un composant
déterminant des bactéries dans les mécanismes de bioremédiation (Lin et al., 2019b). Les voies
utilisées sont tellement diverses, et font intervenir tellement d’éléments différents qu’il parait
compliqué d’en dégager un comme facteur clé. Kirillova et al. (2017) montrent d’ailleurs que la charge

nette de la paroi des bactéries peut
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Tableau 6 Sélection de 13 souches associées a leur chélation moyenne de 1 ppm de Cd et a leur CMI
moyenne. Les capacités de chélation sont définies comme un pourcentage de la quantité initiale de
métal en solution, réalisées en triplicats. Les CMI moyennes sont déterminées par une moyenne de 3
expériences par la méthode du Steers.

Souche Chélation moyenne du| CMI moyenne du Cd

Cd (%) (ppm)

L. mucosae DSM13345 5,86% 11 ppm

L. ingluviei DSM 15946 13,08% 11 ppm

P. inopinatus DSM20285 16,75% 11 ppm

L. hordei DSM19519 10,63% 29 ppm

L. senmaizukei DSM21775 3,54% 29 ppm
L. casei DSM20011 23,59% 34,5 ppm
L. paralimentarius DSM13238 1,57% 34,5 ppm
L. satsumensis DSM16230 11,39% 34,5 ppm
L. gallinarum DSM10532 5,66% >55ppm
W. confusa DSM20196 15,81% > 55 ppm
L. hominis DSM23910 13,83% > 55 ppm
L. acidophilus DSM20079 8,06% >55ppm
L. fructosus DSM20349 11,78% >55 ppm

largement varier d’'une souche a I'autre, et n’est pas forcément corrélée au potentiel de chélation de

ces souches.

Cette complexité nous empéche de définir clairement une hypothéese quant a un critere de sélection
de souches potentiellement fortement chélatrices. Nous avons donc choisi de ne pas faire de
compromis, et de tester la chélation de bactéries vivantes de différents genre bactériens afin
d’analyser la diversité qui existe au sein des espéces et des souches. Nous avons donc utilisé des
souches non-pathogenes d’origine intestinale ou alimentaire. La plupart de ces souches sont
considérés comme sans danger, et possédent le statut GRAS (« Generally Recognized as Safe ») délivré
par la FDA (« Food and Drug Administration »). Ce statut, et le caractere inoffensif en général, est un
élément essentiel dans la sélection des souches pour des applications futures in vivo. Contrairement a
la plupart des études sur la bioremédiation par des bactéries qui utilisent du métal en solution dans
de I’eau déminéralisée, nous avons choisi de travailler avec une solution de Ringer pour les expériences

de chélation et les lavages, ce qui permet de maintenir une certaine osmolarité.

Nos résultats confirment et étendent les observations qui ont déja pu étre faites quant a la grande
diversité fonctionnelle des Gram positif et Gram négatif. Les mécanismes de captation des métaux sont
en fait souche-spécifiques, et déja décrits pour certains dans la littérature (Kumar et al., 2018 ; Diep et
al., 2018 ; Lin et al., 2019b). On peut ainsi distinguer deux grands principes : la biosorption et la
bioaccumulation. La biosorption est un mécanisme passif, qui consiste en la fixation du métal sur la
paroi bactérienne, par le biais d’échange d’ion, de précipitation ou encore de chélation. Alors que la

bioaccumulation est un mécanisme qui fait généralement suite a la biosorption, et qui consiste en



I'internalisation des ions métalliques dans le cytoplasme, liés a des protéines ou stockés pour les
rendre moins réactifs et donc moins toxiques. Il est communément admis que les groupements
hydroxyl (du peptidoglycane principalement), carboxyl, phosphate (des protéines de surface) ainsi que
les protéines de la capsule sont des facteurs clé dans les mécanismes de biosorption. lls sont fortement
influencés par le pH du milieu, et leur spécificité et leur abondance a un effet important sur la captation
des ions métalliques (Lin et al., 2019a et b). Méme si ces mécanismes sont complexes, et parfois
indépendants des genes que portent et expriment les bactéries individuellement (i.e. les conditions de
culture, le milieu, la phase de croissance, concentration initiale en métal etc...), il pourrait étre
intéressant de réaliser une étude de génomique comparative chez les BL sur la base de nos résultats,

pour tenter d’identifier des génes qui seraient up- ou down-régulés.

Globalement, nos résultats montrent que les BL et les Bifidobacterium sont de bonnes chélatrices de
Pb, alors que les propionibactéries laitieres, dans I’état, ont de faibles capacités de captation. Les
bactéries Gram-négatives ont des capacités moyennes dans la majorité. Nous avons donc identifié de
tres bons candidats pour la chélation du Pb, dont certaines espéces comme L. sakei, L. fermentum, B.
bifidum, on encore Weissella spp. sont déja décrites dans d’autres articles comme donnant de bons
résultats (Halttunen et al., 2007 ; Teemu et al., 2008 ; Bhakta et al., 2012 ; Ojekunle et al., 2017). En
revanche, il semblerait que nous soyons les premiers a décrire les Carnobacterium spp. comme étant

trés chélatrices de Pb.

Quant a la captation du Cd, malgré de nombreuses tentatives d’amélioration des conditions de
captation, seulement 5 souches sur les 220 testées montrent de bons résultats (B. breve, L. sakei,
Carnobacterium divergens, et deux souches de Pediococcus), suggérant que les BL ne sont pas
particulierement indiquée dans la lutte contre la toxicité du Cd. Les quelques souches de L. rhamnosus
et L. plantarum testées ici sont des faibles chélatrices du Pb et du Cd, contrairement a ce qui est
retrouvé par Daisley et al. (2019) et Zhai et al. (2014). Cela montre bien a nouveau qu’aucune
extrapolation ne peut étre faite sur la base des résultats pour une souche bactérienne donnée a
I’'espéce, et encore moins au genre bactérien. Il est a noter que les 21 souches de Propionibacterium
ont des capacités de captation du Pb et du Cd trés similaires, alors qu’elles possédent des protéines de
surface ainsi que des profils d’expression d’exopolysaccharides tres différents et souche-spécifiques

(Foligné et al., 2013).

Tres peu d’études se sont intéressées jusqu’a lors aux capacités de captation de I’aluminium par les
bactéries. Yu et al. (2016) montrent que des souches de BL dont des L. plantarum, L. casei, ou encore
d’autres souches retrouvées dans notre bibliothéque, ont des capacités de chélation de I'Al

supérieures a 20 %, ce qui est légérement supérieur a ce que nous retrouvons. Il est quand méme a
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noter que les auteurs ont utilisé une concentration en Al de 5 ppm, contre 25 ppm dans notre cas. On
peut imaginer que les chélations de nos souches seraient meilleures dans les mémes conditions, et
pourraient atteindre des valeurs similaires. Il est intéressant de noter également que dans notre étude,
les Entérobactérales ainsi que les Actinobacteria montrent de meilleures capacités de chélation de I’Al

que les BL.

Nos expériences de mélange de métaux montrent que dans I’ensemble, les chélations du Pb et du Cd
ne sont pas affectées par la présence de I'autre métal, voir méme augmentées dans certains cas. Ce
constat est encourageant quant a |'utilisation de ces souches pour la chélation du Pb et/ou du Cd in
vivo, car on les retrouve souvent associés. |l serait intéressant de sélectionner une ou plusieurs souches
bactériennes montrant de bons résultats in vitro et de la confronter a des mélanges de métaux in vivo,
pour voir si cette propriété est conservée dans I'organisme. Il reste également a voir si des mélanges
de souches pourraient avoir un effet synergique quant a la chélation du Pb et du Cd, en sélectionnant
les plus performantes pour chaque métal par exemple. Ce qui pourrait étre intéressant dans le cadre
de mélanges avec I'aluminium, dont la présence semble géner la chélation des deux autres métaux.
Djurasevic et al. (2016) ont déja montré que I'administration d’un probiotique contenant plusieurs
souches chélatrices de Cd dans la nourriture de rats permet une diminution de la concentration en Cd
dans le sang, et une augmentation de son excrétion dans les féces. Cela prouve également que des
souches qui montrent de bonnes capacités de captation des métaux in vitro peuvent fonctionner in
vivo, a la fois chez la souris pour des empoisonnements aigiies et chroniques (Tian et al., 2012 ; Zhai et
al., 2013 ; Zhai et al., 2014 ; Lietal., 2017 ; Yu et al., 2017 ; Zhai et al., 2019), chez le rat (Djurasevic et
al., 2016) mais aussi chez I’humain (Bisanz et al., 2014). Le screening réalisé ici sert donc de base pour
sélectionner des souches intéressantes pour des études in vivo, qui permettront de prendre en compte
toute la physiologie intestinale, ainsi que la présence des autres éléments-traces métalliques, ions
essentiels et autres molécules. Il a déja été démontré que la présence d’'ETM modifie la diversité et
donc la fonction du microbiote (Breton et al., 2013 ; Assefa et Kéhler, 2020), et que les prébiotiques
peuvent interférer avec I’'équilibre des métaux (Zhai et al., 2019). Dans tous les cas, nous avons pu

identifier des souches chélatrices qui peuvent étre testées in vivo en modele animal.
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Chapitre 2 : Evaluation des capacités de
chélation in vivo de souches

prometteuses sélectionnées in vitro




Préambule

Caenorhabditis elegans : un modele de laboratoire d’intérét

Présentation : Caenorhabditis elegans est un nématode microscopique, dont la longueur maximale est
de 1mm (Figure 37). Il est bactérivore, et vit normalement sur le sol, plus particulierement dans des
habitats riches en bactéries, comme les fruits/plantes en décomposition (Félix et Braendle, 2010 ;
Schulenburg et Félix, 2017). Il est retrouvé sur tous les continents, et ne semble pas avoir
d’environnement de vie préférentiel, a I'exception peut-étre des milieux chauds et humides ol la
décomposition des végétaux est plus prononcée (Schulenburg et Félix, 2017). Contrairement a certains

autres nématodes, il n’est pas parasitaire et donc totalement inoffensif.

Physiologie : Son anatomie est tres similaire a ce qui est retrouvé chez certains organismes supérieurs.
On retrouve 300 cellules neuronales, ainsi qu’un systeme digestif trés ressemblant a celui de ’homme.
En effet, ce dernier est composé de 20 cellules intestinales polarisées, comportant des microvillosités
dans la lumiére intestinale formant une bordure en brosse comme les entérocytes humains (Figure
38). De plus, de nombreux mécanismes et voies de signalisations sont retrouvées identiques ou tres
similaires (Leung et al., 2008). C. elegans est un organisme simple, composé précisément de 959

cellules a I’age adulte pour les sujets hermaphrodites, et de 1031 chez les males.

Cycle de vie : La plupart des individus sont hermaphrodites, et peuvent s’auto-reproduire. Dans la
nature, seuls 0,1 % des vers sont des males (WormAtlas, https://www.wormatlas.org). Le cycle de vie
de C. elegans est trés bien décrit, et les effets des variations de température sur ce cycle trés bien
connus (Figure 39). Le cycle de vie du ver est constitué d’un stade embryonnaire qui dure environ 9h
a 22°C. Les ceufs éclosent pour donner lieu au premier stade larvaire L1. S’il y a de la nourriture en
guantité suffisante pour toute la population des vers, les L1 continuent leur développement vers le
stade L2. En cas d’absence totale de nourriture, les larves L1 s’arrétent de grandir. Au stade L2, si un
manque de nourriture se fait sentir ou s’il y a un choc thermique, les larves peuvent entrer dans le
stade dit « Dauer » qui est une forme de résistance du ver. Les larves « Dauer » peuvent survivre ainsi
pendant des mois, et reprendre le cours du cycle si I'origine du stress est stoppée. Dans le cas normal,
les larves L2 poursuivent leur développement pour donner des larves L3 puis L4. Les larves L4
deviennent alors des jeunes adultes qui se développent et deviennent adultes, unique stade ou la

production des ceufs est réalisée. Les vers adultes vivent ainsi environ 3 semaines a 20°C.

Utilisation en laboratoire : Les connaissances scientifiques disponibles sur ce ver sont considérables
et font de lui un modele animal tres bien caractérisé (Riddle, 1997). Son génome a été le premier
entierement séquencé en 1998 (C. elegans Sequencing Consortium, 1998), ce qui, en plus de sa

simplicité, a contribué a en faire un modeéle incontournable des laboratoires de génétique, et plus
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Figure 37 Schéma du ver Caenorhabditis elegans. Image obtenue sur le site de Wikimédia Commons :
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:C_elegans-anatomie-fr.svg
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Tableau 7 Comparaison des CL50 de plusieurs ETM chez C. elegans et de leurs DL50 chez le rat et la
souris. Williams et Dusenbery, 1988.

C. elegans LCs (mg/l) Mammalian LDs (mg/kg)
Average
of All
Metal With Bacteria Without Bacteria Rat Mouse Mammals

Be 50 (41-63) 55 (24-131) 7 7 15
Hg 100 (80-125) 20 (15-26) 0.7 7 15
Al 137 (122-153) 158  (124-202) 34 — 34
Cu 170 (89-325) 100 (79-127) 66 89 57
Zn 347  (286421) 198 (114-344) 172 168 145
Pb 421  (267-662) 225 (194-261) — — >315
Cd 566  (360-891) 275  (212-356) 54 37 43
Sr >4000 >4000 1237 1705 961
Rank Correlation, p value (with bacteria) <0.02 <0.05 <0.01
Rank Correlation, p value (no bacteria) ) <0.05 <0.05 <0.05

Yo}
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largement des laboratoires de recherche. Olson et al. (2000) concluent que les études animales chez
les rongeurs ne sont prédictives qu’a 43 % de la toxicité qui peut exister chez I’humain, et jusqu’a 71
% pour les études associant des espéces de rongeurs et non-rongeurs. Il y a donc un réel intérét a se
tourner vers des modeéles animaux autres que les souris et les rats, afin d’obtenir des prédictions plus
robustes de ce qu’il peut se passer chez I’lhumain. Le ver C. elegans, de par son cycle de vie trés court
et sa reproduction trés rapide, sa taille et sa simplicité d’entretien, constitue donc un modele tres
intéressant. Un adulte hermaphrodite peut produire jusqu’a 300 ceufs, ce qui permet d’obtenir un
grand nombre de vers en trés peu de temps et de place. En France, il ne nécessite pas I'obtention de
formation a la manipulation animale pour étre utilisé, car d’'un point de vue légal les invertébrés ne
sont pas concernés par I'encadrement sur I'expérimentation animale. Il représente donc un trés bon
compromis entre les expériences cellulaires, trop simplistes et qui n’integrent pas la complexité d'un
organisme entier, et les expérimentations animales sur les mammiféres, que I'on tente de réduire au

maximum par soucis d’éthique.

Etudes de toxicité des métaux chez C. elegans

C. elegans a été déja été utilisé pour des études sur la toxicité des ETM. En 1988, Williams et Dusenbery
évoquaient déja des préoccupations quant a [l'utilisation des modeles mammiféeres en
expérimentations animales, proposant C. elegans comme trés bon modele de screening de la toxicité
des métaux (Williams et Dusenbery, 1988). IlIs ont en effet montré que les DL50 chez les mammiféres
(ici rat et souris) sont corrélées aux CL50 observées chez le ver, excepté pour le Cd qui semble
beaucoup moins toxique chez ce dernier que dans les modeles mammiféres (Tableau 7). Les
concentrations |étales chez le ver sont beaucoup plus élevées que chez le rat ou la souris, mais la
toxicité relative des métaux les uns par rapport aux autres est conservée car cet invertébré est capable
de s’adapter et de résister a des environnements trés variés et difficiles. Bien des années plus tard,
Hunt et al. (2012) ont montré des données similaires avec des méthodes employées différentes (en
milieu gélosé contre un milieu liquide par exemple). Cette observation vaut également pour les
contaminants en général, et pas seulement pour les ETM. Cole et al. (2004) ont fait une étude similaire
avec 15 pesticides (Figure 40). Non seulement la corrélation entre les CE50 chez le ver et la DL50 chez
les rongeurs était souvent tres proche, mais les mécanismes d’action toxiques de 5 pesticides sur les 6
testés étaient également similaires. Ils ont ainsi montré que ces pesticides, qui inhibent les deux
enzymes cholinestérases chez les mammiferes, le font également chez C. elegans (Cole et al., 2004).
Hunt et al. ont également montré dans leur étude de 2012 que le cadmium, qui induit des désordres
et des pathologies intestinales chez les mammiferes, réduit le diametre intestinal du ver (Hunt et al.,

2012).
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Toxicity Comparison by Chemical
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Figure 40 Comparaison des CL50 chez C. elegans aux DL50 chez le rat et la souris pour 15 composés.
(Cole et al., 2004).
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Figure 41 Effet du Cd sur la longévité de C. elegans, évaluée en absence (control) ou en présence de
différentes concentrations de Cd. Adapté depuis Harada et al., 2007.



La mesure de sa durée de vie, qui peut étre raccourcie ou rallongée en présence des métaux, est I'un
des parametres les plus utilisés pour évaluer leur toxicité chez ce ver (Harada et al., 2007 ; Winter et
al., 2016 ; Moyson et al., 2018) (Figure 41). Grace a la simplicité du modele, une étude de synergie de
toxicité des métaux a pu étre réalisée en exposant les vers a un métal a la fois, puis a des mélanges de
cuivre, zinc et Cd (Moyson et al., 2018). Dans ce travail, les auteurs démontrent bien que le fait d’étre
exposé a plusieurs métaux augmente leur toxicité, ce qui mime trés bien ce qui arrive naturellement.

Wah Chu et Chow (2002) démontre la méme chose quelques années plus tot.

Une étude utilisant des chélateurs chimiques des métaux montre qu’il est possible de réduire la toxicité
du cadmium, du cuivre, du zinc et du nickel chez les vers (Harrington et al., 2012). Williams et
Dusenbery détectent déja en 1988 que la présence de bactéries sur les boites de Pétri, qui servent de
nourriture aux vers, diminue la toxicité du métal, suggérant que I'ajout de bactéries sur le milieu de
culture du ver permettrait de le protéger de cette toxicité (Williams et Dusenbery, 1988). Dans ce
travail, deux souches de vers C. elegans ont été utilisées : la souche sauvage N2 et la souche mutée
PX627. Cette derniére a pu étre générée par la technologie des ciseaux moléculaires CRISPR/Cas9 a
partir de la souche N2 (Kasimatis et al., 2018). Cette technique a permis aux auteurs d’ajouter un tag
de dégradation inductible a I'auxine au niveau du gene permettant la spermatogénése du ver spe-44,
permettant donc I'induction d’une stérilité des vers lorsque ces derniers sont exposés a |I’auxine durant
leurs stades de développement larvaire (L1 a L4 inclus). Cette exposition n’a aucune incidence sur la
survie et le développement des animaux (Zhang et al., 2015). L'utilisation de cette seconde souche a
pour avantage d’étre moins dangereuse pour la santé humaine. En effet, lors de I'utilisation des vers
N2, la stérilité de ces derniers est induite par I'exposition des vers a de la floxuridine ou FUdR, analogue
de la pyrimidine. Méme s’il a été démontré qu’a la concentration utilisée couramment (i.e. 25 uM), ce
composé n’affecte pas la physiologie du ver en général (Gandhi et al., 1980), il n’en reste pas moins
toxique pour I’humain. Des études plus récentes semblent également montrer que pour certains
mutants en particulier, ce composé augmenterait la survie des vers (Aitlhadj et Stiirzenbaum, 2010 ;

Van Raamsdonk et Hekimi, 2011) ce qui en fait une méthode a controverse.

Matériel et méthodes
. Expérimentation chez Caenorhabditis elegans

Souches utilisées : La souche de vers sauvages N2 a été obtenue par le biais d’une collaboration interne

au sein de 'unité INFINITE U1286 (Dr C. Fradin). La souche de vers PX627 provient du Caenorhabditis
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Genetics Center (CGC, USA), gracieusement donnée par Jonathan Ewbank, du CIML (Centre

d’Immunologie de Marseille-Luminy), Marseille.

Préparation milieux solides contenant les métaux : Des solutions de concentrations différentes de Pb,
Cd et d’Al sont ajoutées a du milieu NGM, ensuite coulées en boite de Pétri de diamétre 3,5 cm afin
d’obtenir des concentrations finales en métaux de 10, 25, 50 et 100 ppm dans la gélose. Ces boites

sont ensemencées avec la souche OP50 d’Escherichia coli qui servira de nourriture aux nématodes.

Culture des vers et synchronisation des populations : Les vers sont maintenus en culture a 18°C sur
des boites Nematode Growth Medium (NGM), contenant des bactéries Escherichia coli comme source
de nourriture (souche OP50). Un bleaching permet la synchronisation de la population avant toute
expérience. On procéde alors a un traitement avec une solution de bleaching contenant du NaOH 5M
et de la javel 5 %. Cette étape permet la lyse des vers gravides, et la récupération des ceufs des
nématodes, qui sont resuspendus dans un tampon M9 sans nourriture durant une nuit, afin de les

éclore et de synchroniser la population de vers au stade L1.

Evaluation de la survie des vers (Figure 42) : Pour la souche sauvage N2, les larves L1 sont ensuite
déposées sur boite NGM ensemencée d’OP50 jusqu’au stade jeune adulte. Pour la souche PX627, les
L1 sont déposés sur boite NGM contenant de l'auxine (acide indole 3-acétique 1mM) et ensemencée

d’OP50 jusqu’au stade jeune adulte.

Les jeunes adultes, préalablement synchronisés, sont déposés sur ces boites, a raison d’environ 20
nématodes par boite de Pétri. lls sont ensuite maintenus a 18°C tout le temps de I'expérience. La survie
des vers est évaluée quotidiennement en les touchant délicatement sous loupe binoculaire. Si aucune

réaction du ver n’est observée, il est considéré mort et évacué de la boite.

Les courbes de survies sont ensuite créées sur le logiciel GraphPad Prism (version 6.0, GraphPad

Software Inc, San Diego, CA, USA).

Evaluation de 'impact des métaux sur la physiologie des vers (Figure 42) : Les larves L1 de la souche
PX627 préalablement synchronisées sont mises en culture sur boite NGM-OP50 sans auxine. Les jeunes
adultes sont ensuite transférés sur de nouvelles boites NGM-OP50 contenant du Pb et du Cd a raison
de 10, 25, 50 et 100 ppm. La ponte des nématodes ainsi que I’éclosion et le développement des larves
sont évalués sur 15 jours. Les vers sont transférés tous les trois jours sur de nouvelles boites afin de ne
pas manquer de nourriture. Des photos au grossissement x 10 sont prises aprés 3 jours de survie afin

d’évaluer la taille et I'aspect des vers.
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Figure 42 Schéma expérimental d’évaluation de I'impact des métaux sur la longévité de C.elegans, soit
sur la souche sauvage N2 soit sur la souche OGM PX627.

Il.  Expérimentations chez la souris

Des souris femelles BALB/c dgées de 6 a 8 semaines sont utilisées pour cette thése (Janvier Labs, Le
Genest-saint-Isle, France). Les animaux sont répartis par groupes de 8 souris par cage, dans une piece
maintenue a 20°C £ 2°C avec un cycle journalier jour/nuit de 12h. Pour les alimenter, des croquettes
classiques sont utilisées. Un dosage des métaux contenus dans I'alimentation des souris permet de
s’assurer qu’elles ne contiennent pas de contaminants. Le protocole utilisé a été validé par le Comité
d’Ethique (n° agrément: APAFIS#27146-2020082418105439, avis en annexe). A leur arrivée, les

animaux passent a minima 7 jours a I'animalerie pour acclimatation.

Expérience HM1 : Les souris sont gavées 2 fois par jour avec 250 pL d’une suspension bactérienne
calibrée 3 10° UFC/mL durant 3 jours, et recoivent un biberon contenant 25 ppm de Pb au moment du
second gavage (J2 soir). La veille du sacrifice, apres le dernier gavage, les biberons contenant du Pb

sont remplacés par des biberons d’eau.

Expérience HM 2 : Les souris sont gavées 2 fois par jour avec 500 pL d’une suspension bactérienne

calibrée a 10° UFC/mL durant 6 jours, et recoivent un biberon contenant environ 70 ppm de Pb.

Le sang est récupéré dans des tubes héparinés avant le sacrifice, et les organes post-mortem. Les
organes sont ensuite minéralisés par I'ajout de 1 mL d’acide nitrique 69 % (VWR Chemicals, France),
puis chauffés 1 heure a 98°C. Les échantillons obtenus sont dilués (eau milliQ, acide nitrique, butanol,

triton) pour analyse des métaux par ICP-MS (Thermo ICAP Q, Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France).
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Figure 44 Schéma expérimental de I'expérimentation animale HM1.
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Figure 43 Schéma expérimental de I'expérimentation animale HM?2.

Résultats expérimentaux

l. Expérimentation chez Caenorhabditis elegans

1. Survie des vers N2 en présence de Pb et de Cd

Des premiéres expériences ont été réalisées sur la souche de vers sauvages N2. Aprés synchronisation
de la population de larves L1, les larves se développent jusqu’au stade fin-L4/jeune adulte sur une
boite de NGM ensemencée de la souche d’E. coli OP50 comme nourriture. Les jeunes adultes sont
ensuite transférés sur de nouvelles boites de NGM contenant du FUdR (empéchant leur reproduction)
et des concentrations données de métal (i.e. 10, 25, 50 et 100 ppm de Pb ou de Cd). lls sont incubés
durant toute I'expérience a une température de 18°C. La survie des vers est évaluée presque
guotidiennement, et la mortalité indexée dans le logiciel GraphPad afin de réaliser des courbes de
survie (Figure 45 A et B). En présence de plomb, la survie des vers est similaire a celle des vers sur les
boites témoins (Figure 45A). Seule la concentration de 100 ppm induit un shift de mortalité précoce
d’environ 6 jours (100 % de mortalité au J18 contre J24 respectivement). Aucun comportement

particulier des vers exposés au métal n’a été observé. En revanche, la présence de Cd induit une
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surmortalité chez les vers N2 (Figure 45B). La mortalité atteint 100 % a J19 pour une concentration de
10 ppm de Cd, J12 pour la concentration de 25 ppm, J8 pour la concentration de 50 ppm et J11 pour
la concentration de 100 ppm (Figure 45B). Une différence de mortalité est donc clairement observable
pour le Cd. Dés le J4 de survie, un comportement de fuite est observé : tous les vers sont retrouvés sur
les contours de la boite, essayant de fuir le Cd présent dans la boite de Pétri. Ce phénomeéne est

observé pour les concentrations de 25, 50 et 100 ppm de Cd.

2. Survie des vers PX627 en présence de Pb, Cd et Al

La survie en présence de métaux a également été évaluée sur la souche de ver PX627. Cette fois, les
larves L1 synchronisées sont déposées sur une boite NGM ensemencée d’E. coli OP50 contenant de
I"auxine afin de les rendre stériles. Quand les vers se sont développés jusqu’au stade jeune adulte, ils
sont transférés sur des boites NGM contenant simplement des concentrations de métal différentes
(i.e. 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, et 100 ppm de Pb, de Cd et d’Al). Les courbes de survie des vers exposés
au Pb sont similaires a celle des témoins (Figure 45C). Il est a noter que ces vers, de fagon naturelle,
survivent plus longtemps que les vers N2 alors que la température d’expérience est restée la méme,
c’est-a-dire 18 °C (33 jours contre 24 jours pour la souche N2). Les vers PX627 semblent connaitre une
mortalité encore plus marquée au contact du Cd que la souche N2. Alors que la concentration de 10
ppm induisait un shift de mortalité de 5 jours, on atteint 100 % de mortalité chez les PX627 apres 21
jours, soit 12 jours avant les témoins (Figure 45D). Cette mortalité est atteinte apres 19 jours pour la
concentration de 25 ppm de Cd. Les concentrations de 50 ppm et 100 ppm de Cd sont particulierement
nocives pour les vers PX627 car le taux de 100 % de mortalité est atteint a, respectivement, 4 et 1 jours
(Figure 45D). L'aluminium quant a lui ne semble pas affecter les nématodes : les courbes de survie des

vers en contact des 4 concentrations d’Al suivent sensiblement la courbe des témoins (Figure 45E).

Aucun comportement particulier, notamment de fuite, n’a été observé chez cette souche, sur aucune

des boites.
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Figure 45 Evaluation de I'impact des métaux sur la longévité des vers C. elegans. Impact du Pb (A) et
du Cd (B) sur la souche N2. Impact du Pb (C), du Cd (D) et de I’Al (E) sur la souche PX627.

3. Effet du Cd sur la physiologie du vers PX627

Le Cd est non seulement particulierement toxique pour les vers PX627, mais il agit aussi sur leur
physiologie. Des vers non-stérilisés, c’est-a-dire s’étant développés sur des boites NGM-OP50 sans
auxine jusqu’au stade jeune adulte, sont transférés sur des boites contenant des métaux ou non. De
la nourriture leur est fournie par le biais d’une culture d’OP50 sur la gélose comme pour les
expériences précédentes. Des photos réalisées a 3 jours de survie permettent d’évaluer I'aspect des
vers (Figure 46). Les vers exposés a 100 ppm de Pb semblent normaux : ils font la méme taille que les
témoins et semblent de la méme épaisseur (Figure 46B). Les vers exposés a 10 ppm de Cd sont déja de
plus petite taille, mais gardent une épaisseur raisonnable comparativement a leur taille (Figure 46C).
Les vers exposés aux concentrations supérieures (25 ppm, 50 ppm et 100 ppm de Cd) ont en revanche

un aspect tres différent : ils semblent chétifs, font la moitié de la taille des vers témoins et sont
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beaucoup plus fins (Figure 46D-E-F). Au-dela de I'aspect externe du ver, la reproduction semble
également affectée. Les vers exposés a 100 ppm de Pb se reproduisent trés peu comparés aux vers
témoins ol la quantité d’ceufs est indénombrable (Tableau 8). Méme si ces ceufs sont capables d’éclore
et de donner des larves, celles-ci ne se développent pas et finissent par mourir a un apparent stade L1
apres une dizaine de jours de survie. Au contraire, méme si les vers exposés a 10 ppm de Cd se
reproduisent trés peu, les quelques ceufs pondus se sont développés en larves qui ont grandi en jeunes
adultes (Tableau). Ces jeunes adultes semblaient en revanche stériles car aucun nouvel ceuf n’a été
pondu jusqu’a la fin de I’expérience. Les concentrations de 25 a 100 ppm semblent en revanche rendre

complétement stériles les nématodes : aucun ceuf n’a été pondu jusqu’a la mort des vers.

4. Conclusion

Le ver C. elegans ne semble pas étre le meilleur modele pour notre thématique. Méme s'il est tres
utilisé dans les études de toxicité pour la détermination des CL50, I'étude de I'effet des ETM sur sa
longévité, et donc de I'effet potentiellement protecteur de souches bactériennes contre cette toxicité
semble compliquée. En effet, les métaux étudiésiici, i.e. le Pb(ll), le Cd(ll) et 'Al(lll) ne sont pas toxiques
pour le ver aux concentrations que nous utilisons pour la chélation des métaux. Le Pb et I’Al, méme a
de fortes concentrations n’affectent pas significativement la longévité du vers. Le Cd a un réel effet
toxique a 10 et 25 ppm chez la souche PX627, avec un shift de survie 12 jours. Il aurait alors été
intéressant de remplacer la nourriture du ver (E. coli OP50) par des bactéries chélatrices de Cd. Le souci
étant qu’a ces concentrations, nous n’avons pas pu identifier de souches permettant de capter le Cd.
Pour rappel, seules 5 souches bactériennes chélataient plus de 31 % de 1 ppm de Cd, chélations qui

baissent a moins de 10 % de 25 ppm.

Pour autant, méme s’il n’est pas indiqué dans notre étude, il reste un modéle trés intéressant et peu

colteux qui mérite d’étre testé en supplément du modele rongeur communément utilisé.
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wie,

Figure 46 Photographies des vers C. elegans PX627 au grossissement x 10 a 3 jours de survie en absence
de métal (A), en présence de 100 ppm de Pb (B), 10 ppm de Cd (C), 25 ppm de Cd (D), 50 ppm de Cd

(E) et 100 ppm de Cd (F).

Tableau 8 Evaluation de I'effet des métaux sur la physiologie et la reproduction de la souche PX627.

Témoin
Aspect du ver Normal
Taille 1 mm
Reproduction Oui

Eclosion des ceufs (o]1]]

Développement (o]1]]
des larves

10 3 50 ppm de Pb 100 ppm de Pb 10 ppm de Cd

Tres petits et fins

Trés trés peu

25 a 100 ppm de Cd
Trés petits et fins

0,5 mm
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Il.  Expérimentation chez la souris Mus musculus

Le modeéle C. elegans n’étant pas approprié pour notre étude, nous avons donc décidé de passer chez
le modele rongeur pour évaluer la capacité in vivo de nos souches a limiter la toxicité des métaux en
réduisant leur biodisponibilité. Le screening des souches in vitro ayant montré les meilleurs résultats
avec le plomb, les premiéres expériences animales sont réalisées sur ce métal. Deux expériences ont

alors été conduites : HM1 et HM2 (Heavy metals 1 et 2) (Figure 42 et 43).

Lors d’HM1, les souris recoivent une suspension bactérienne d’environ 10° UFC/mL matin et soir,
accompagnée d’un biberon contenant 25 ppm de Pb pendant 3 jours. Des souris buvant de I'eau non
contaminée servent de témoin négatif d’exposition; au contraire, des souris buvant de l'eau
contaminée en Pb servent de témoin positif d’exposition. Deux souches sont ensuite sélectionnées sur
la base du screening comme étant d’excellentes chélatrices de plomb : L. fermentum FPL 19124 (91,61
%) et L. reuteri DSM 20016 (92,14 %). Deux autres souches sélectionnées comme étant de faibles
chélatrices sont également intégrées a I'expérience : L. composti (6,01 %) et L. selangorensis (6,31 %).
Apres sacrifice, la quantité de Pb est dosée dans les organes (rate, rein, foie), les feces et le sang. En
paralléle, la quantité de certains éléments essentiels (cuivre, zinc, sélénium, manganése, vanadium,
nickel) ainsi que d’autres contaminants métalliques (arsenic et cadmium) est dosée également. Une
différence significative (p < 0,001) est observée entre le poids des rates des animaux témoins et celles
des animaux recevant uniqguement du plomb dans leur biberon (Figure 47). Cette splénomégalie
pourrait étre due a une inflammation ou une hémolyse, elles-mémes pouvant étre provoquées par le

plomb (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2000).

*kk

150 _l

1004 ol L o o A

A

al

o

1
[ ]

Poids organe (mg)
[ ]
g,
[ ]
*
.
4,
3
n |

@ v . Bl

Figure 47 Poids des rates des souris témoins, recevant du Pb ou du Pb accompagné de gavages de L.
feermentum, L. reuteri, L. composti ou L. selangorensis

105



Ainsi, des augmentations de la plombémie (Figure 48 A), de la quantité de plomb dans le rein (Figure
48 B) et I’excrétion dans les feces (Figure 48 C) des souris exposées a 25 ppm de Pb comparativement
aux témoins sont observées. Les quantités de plomb observées dans la rate et le foie ne sont pas
différentes entre les différentes conditions (données non montrées). En revanche, ces taux ne sont pas
diminués en présence des bactéries. L. fermentum semble au contraire avoir un effet plus délétére,
avec une accumulation de plomb plus importante dans la circulation sanguine ainsi que dans le rein
(Figure 48). Cela s’accompagne également d’une plus forte excrétion du plomb dans les féces, ce qui
pourrait laisser penser que les souris aient bu plus d’eau contaminée comparativement aux autres
cages, expliquant une plus forte exposition et donc une plus forte accumulation dans I'organisme. Les
taux d’éléments essentiels ou autres contaminants ne sont pas non plus affectés, ni par la présence de
Pb, ni par la présence des bactéries. A titre d’exemple, les concentrations en cuivre, zinc, manganése
et sélénium sont affichées dans le manuscrit (Figure 49). Les différences de concentrations en Pb entre
les témoins positifs et négatifs ne sont pas significatives, ainsi aucune différence ne peut alors étre

observée avec I'administration des bactéries : les concentrations se retrouvent entre celles des
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Figure 48 Quantité de plomb dans le sang (A), dans le rein (B) et les feces (C) des souris HM1.
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Figure 49 Concentrations en cuivre (A), zinc (B), manganése (C) et sélénium (D) dans le sang des souris
HM1.

témoins, sans réelles significativités. Nous avons alors envisagé d’affiner I'expérience, en augmentant
les doses de plomb auxquelles sont exposées les souris a 70 ppm (expérience HM2). Afin de s’assurer
qgue les bactéries soient assez présentes pour capter le plomb, les gavages matin et soir ont été
maintenus mais avec 500 pL de suspension bactérienne, contre 250 pL pour I'expérience HM1. De
méme, le temps de I'expérience a été allongé a 6 jours au lieu de 3 jours précédemment. La souche L.
reuteri DSM 20016 fortement chélatrice a été remplacée par la souche L. nodensis DSM 19682 (90,40
%). Cette fois, une différence significative des plombémies (Figure 50A), des concentrations en plomb
dans le rein (Figure 50B) et dans les féces (Figure 50C) est observé pour toutes les conditions
comparativement aux souris témoins non-exposées. Aucune différence significative n’a en revanche
été observée entre ces différentes conditions et les souris témoins exposées a 70 ppm de Pb. Cela
suggere que les bactéries ne permettent pas de capter le plomb ingéré dans I’eau de biberon : le métal
passe la barriere intestinale, se retrouve dans la circulation sanguine (Figure 50A), puis s’accumule

dans les organes de la méme fagon que chez les souris ne recevant pas de bactéries (Figure 50B et C).
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Figure 50 Quantités de plomb dans le sang (A), dans le rein (B) et les féces (C) des souris HM2.
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Figure 51 Concentrations en cuivre (A), zinc (B), manganese (C) et sélénium (D) dans le sang des souris

HM2.
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Conclusion

Malgré un intérét certain dans le domaine de la biologie, le nématode C. elegans s’est révélé n’étre
pas adapté a notre étude. Le ver étant particulierement résistant aux conditions extrémes, et
notamment aux environnements défavorables, il a déja été décrit comme plus résistants aux métaux
lourds que les mammiféres (William et Dusenbery, 1988 ; Hunt et al., 2012). Les concentrations
utilisées dans notre étude in vitro, reflétant une exposition réelle de I’humain aux ETM, s’avérent donc
non-toxiques pour ce modeéle. Les concentrations toxiques sont trés éloignées, et les bactéries testées
ici incapables de capter de si fortes concentrations. C'est pourquoi, le modele Caenorhabditis elegans
a été abandonnéici. Il reste malgré tout d’un trés grand intérét pour d’autres études, notamment dans
le cadre des probiotiques, lorsqu’il s’agit de mieux comprendre les mécanismes par lesquels ils agissent

(Poupet et al., 2019).

Le modele animal souris a donc été envisagé. Une premiere expérience, réalisée avec une
contamination en Pb de 25 ppm dans I'eau de biberon des souris, n’a pas abouti a des résultats
réellement probants. En effet, le métal s’accumulait trop peu dans les organes et dans la circulation
sanguine pour induire une différence significative entre les témoins négatifs (eau du robinet) et positifs
(eau contaminée). Les résultats entre les différents groupes ayant regu les bactéries n’étaient donc
pas, a leur tour, significatifs. Afin de pallier ce probléme, nous avons décidé de multiplier a la fois la
dose de Pb dans I’eau, mais aussi la durée de I’expérience, passant ainsi a 70 ppm et 6 jours, majorant
d’un facteur 5 I'exposition aiglie. Cette fois, une différence significative est bien observée entre les
deux témoins. En revanche, I'apport quotidien de bactéries n’a pas permis de diminuer la plombémie
des souris, et par extension n’a pas permis de diminuer I'accumulation du toxique dans les organes. La
performance de chélation des souches évaluée in vitro ne permet pas ici d’étre prédictive d’'une
efficacité in vivo, les souches faiblement ou fortement chélatrices offrant des niveaux similaires
d’accumulation du métal dans les organes. Plusieurs études ont pourtant déja montré que des gavages
en bactéries permettaient de réduire I'effet toxique du plomb dans I'organisme (Tian et al., 2012 ; Li
et al., 2017 ; Zhai et al., 2020). Les traitements utilisés sont différents, a la fois en souche bactérienne
mais aussi en métal et en durée de I'expérience : les conditions adéquates n’ont peut-étre pas encore
été trouvées dans notre cas. Ces expériences nous ont malgré tout permis de nous assurer que |I'apport
journalier en bactéries ne perturbe pas I'équilibre des métaux essentiels. En effet, aucune différence

dans la quantité de cuivre, zinc, sélénium, manganese, vanadium et nickel n’a été observée.
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Chapitre 3 : Effet du Tween 80 sur la
capacitée de chélation des metaux par

les Propionibacteries
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Préambule

Les détergents

Historiquement, les premiers détergents utilisés sont les saponines, issues des plantes, et déja décrites
en Egypte antique. Les premiers détergents chimiques de synthése ont été créés pendant la Premiére
Guerre Mondiale, afin de remplacer le savon classique qui se faisait une denrée rare. Ces composés
chimiques possedent entre autres des propriétés tensioactives. Ce sont des molécules amphiphiles,
c’est-a-dire qu’elles possédent a la fois une partie hydrophile permettant de créer des liaisons avec
I'eau (téte polaire), et une partie hydrophobe attirant quant a elle les lipides (chaine carbonée). Ces
détergents sont généralement utilisés pour le nettoyage des surfaces, entrent dans la composition des
cosmétiques ou de I'alimentation comme agents mouillants, émulsifiants ou moussants. La structure
des tensio-actifs est tres proche de celle des lipides qui composent les membranes biologiques, la seule
différence étant que ces derniéres possedent deux chaines hydrophobes fixées a la téte hydrophile.
C’est grace a cette propriété que les détergents permettent de détacher les graisses présentes sur une
surface par exemple, car ils se glissent a I'interface eau-lipide et créent des micelles. Il existe différents
types de détergents, classés en fonction des propriétés de la téte polaire (Tableau 9), selon leur

solubilité dans I'eau ou leur parameétre HLB (Hydrophile-Lipophile Balance) (Linke, 2009).

Tableau 9 Exemples de détergents classés en fonction de leur typologie, et leur utilisation en
laboratoire.

Typologie Nom du détergent Exemple d’utilisation

SDS (dodécylsulfate de sodium) Tampon de biologie moléculaire, additif alimentaire (E487),
produits cosmétiques (effet moussant)
Anionigue
Docusate de sodium Additif alimentaire (E480), principe actif médicamenteux,
excipients médicamenteux

Chlorure de cétylpyridinium Antiseptique (bains de bouche, sprays bucaux...), contenu

Cationique dans certains pesticides

Chlorure de benzalkonium Conservateur dans les produits pharmaceutiques

CHAPS Tampon de biologie cellulaire et moléculaire

Zwitterionique - -
Bétaine de cocamidopropyle Principe actif de cosmétiques (shampoing, gel douche...)

Les polysorbates ou Tween Additifs alimentaires, tampon de biologie/biochimie

— Triton X-100 Tampon de biologie cellulaire et moléculaire
Non-ionique

NP-40 Tampon de biologie cellulaire et moléculaire, fabrication de
textile et les peintures

Beaucoup de ces détergents sont couramment utilisés dans les laboratoires de recherche pour leur
propriété de déstructuration des membranes. Le Triton X-100 et son dérivé le NP-40 sont notamment

utilisés dans les procédés de biologie cellulaire, la seule différence entre ces deux composés étant le
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nombre d’atomes de carbone composant la chaine aliphatique (hydrophobe) de la molécule. Certains
détergents trés courants en laboratoire sont également trés utilisés en tant qu’additifs alimentaires,

comme les polysorbates ou le SDS.

Le SDS est un détergent anionique (Figure 52). Il dénature les protéines en rompant les liaisons non-
covalentes entre et au sein des protéines. Comme il se lie a ces protéines dénaturées, il masque la
charge naturelle de la protéine en question, la rendant ainsi chargée négativement grace a sa téte

polaire formée d’un sulfate. Il est également utilisé comme additif alimentaire sous le numéro E487.

Na*

’\\‘ /t}

H(I/\/\/\/\/\/\U/ N

3

| |

Queue aliphatique Téte polaire

Figure 52 Structure du SDS. Adapté depuis World of Chemicals

https://www.worldofchemicals.com/chemicals/chemical-properties/sodium-lauryl-sulfate.html

Le désoxycholate de sodium, ou acide désoxycholique (Figure 53), est un sel biliaire, couramment
retrouvé dans l'intestin car produit par le microbiote intestinal lors du métabolisme de |’acide cholique
(lui-méme synthétisé par le foie). Il a pour but d’aider a I’'absorption des graisses par la muqueuse
intestinale. C’'est également un détergent anionique, mais qui est non-dénaturant. Depuis 2015, il est
utilisé sous forme injectable dans certains pays (comme les USA) pour I'élimination des graisses

adipeuses présentes au niveau du menton (ANSM, 2018).

Le CHAPS est un détergent dit zwitterionique car il posséde des a la fois une charge positive (NHs*) et

une charge négative (COO’) (Figure 53). Il est fréquemment utilisé pour I'immunoprécipitation des
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protéines car il a la propriété d’étre non-dénaturant. Il permet également de solubiliser des protéines

membranaires, habituellement tres difficile a isoler de par leur caractére tres hydrophobe.

Le Triton X-100 et le NP-40 sont des détergents non-ioniques trés proches, dont la seule différence
tient au nombre de carbone dans la queue hydrophobe (Figure 53). lls sont principalement utilisés
pour la lyse cellulaire car ils sont capables de lyser les membranes cytoplasmiques également, et donc
particulierement indiqués pour I'extraction d’ADN par exemple. Mais ils peuvent également servir a
éliminer d’autres détergents afin de reconformer les protéines précédemment solubilisées par des

détergents dénaturants (comme le SDS).

0]
n
n
CgHi7 CgHyg

Triton X-100 n=9-10

‘ Désoxycholate de sodium ‘

Figure 53 Structures chimiques de différents détergents couramment utilisés en laboratoire.

Les polysorbates, ou Tween : les polysorbates sont plus couramment désignés par « Tween », qui est
leur nom de commercialisation par I'entreprise Croda International plc. Il en existe une multitude, et
cing d’entre eux sont utilisés comme additifs alimentaires : le Tween 20 (E432), le Tween 40 (E434), le
Tween 60 (E435), le Tween 65 (E436) et le Tween 80 (E433) (Figure 54). La différence entre toutes ces
formules est la composition en acides de la queue hydrophobe, i.e. laurique pour le Tween 20, oléique
pour le Tween 80, et palmitique pour les Tween 40, 60 et 65. Le Tween 65 est en fait un dérivé du
Tween 60, et possede 3 chaines hydrophobes, ce qui le rend beaucoup moins facilement soluble dans
I’eau. Ces détergents sont trés utilisés comme agents de lavage dans les expériences de biologie
moléculaire, comme I'ELISA ou le Western Blot. Leur gros avantage étant qu’ils sont qualifiés de
détergents doux, et donc non dénaturants. Le Tween 80 et le Tween 20 sont parmi les plus utilisés en

laboratoire, mais aussi dans I'industrie agro-alimentaire. Le Tween 80 est depuis longtemps utilisé dans
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la fabrication des glaces comme émulsifiant, évitant ainsi aux protéines du lait de précipiter avec la
graisse, et rendant la glace plus crémeuse (Goff, 1997). Le CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) a publié en février 2020 un rapport montrant que le Tween 80 est présent comme excipient

dans pas moins de 17 vaccins présents sur le marché américain (CDC, 2020).

Acide laurique Acide palmitique

| | |
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W 0. OH
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Figure 54 Structure des différents types de polysorbates, ou Tween.

La place des détergents dans notre étude

Il est a noter que le Tween 80 est ajouté a certains milieux de culture bactériens. Cela permet entre
autres, de favoriser la croissance des bactéries par I'apport nécessaire d’acides gras (ester oléiques).
Un réle dans la facilitation de la dissociation des chaines a aussi été suggéré. Initialement, le Tween
permettait d’abaisser la tension superficielle du liquide afin de mieux répartir les bactéries pipetées

sans utiliser de baguettes de verre (Persoone, 1966).

De facon quelque peu fortuite et involontaire, deux compositions différentes du milieu YEL,
permettant de cultiver les Propionibacterium, ont été utilisées pour cette these : I'une sans Tween 80,
I'autre contenant 0,1 % de ce détergent. Un effet majeur de ce dernier sur la chélation du Pb par ces
bactéries a ainsi été détecté. S’en est suivi une série d’expériences pour tenter de décrypter par quel

biais le Tween 80 permet d’augmenter ainsi les capacités des bactéries a capter le plomb.
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Matériel et méthodes

. Evaluation de la capacité de captation du Pb par les bactéries

en présence de détergents

La méme méthode que pour I'évaluation classique de la capacité de captation des métaux est utilisée.
Pour rappel, les bactéries sont d’abord cultivées jusqu’a leur phase stationnaire de croissance. Du
Tween 80 est ajouté au milieu de culture YEL pour les Propionibacterium, ou LB pour les Escherichia
coli. Du MRS dépourvu de Tween 80 est utilisé pour la comparaison avec le MRS classique contenant
1 % de Tween 80. Aprés centrifugation et lavage, les bactéries sont toutes calibrées a une DOgoonm =
2,5 puis sont mises en contact du métal. Pour évaluer extemporanément |'effet des détergents, ils sont
alors ajoutés aux concentrations données. Ils sont ainsi mis en contact durant toute la durée de
I’exposition des bactéries aux métaux (1 h). Les culots bactériens sont ensuite lavés et les métaux sont

qguantifiés dans le dernier culot par ICP-MS selon la méthode décrite précédemment.

Il.  Expériences de « rasage » shaving

Le protocole de shaving des bactéries propioniques est réalisé par le laboratoire du Dr Jan, STLO —

Rennes.

La souche de Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA129 est cultivée en phase stationnaire dans
du milieu YEL avec ou sans Tween 80 0,1 %. Les bactéries sont ensuite centrifugées et lavées dans du
PBS pH 8,5 contenant 5 mM de dithiothéitol (DTT). De la trypsine (V511, Promega, Madison, USA) a
0,2 g/L est diluée dans le méme tampon, puis ajoutée a la suspension bactérienne. Cette étape de
shaving est réalisée durant 1 h a 37 °C dans un volume final de 0,5 mL, contenant 5.10° bactéries pour
4 pg de trypsine en agitation (180 rpm). Les bactéries sont ensuite séparées du surnageant contenant
les protéines digérées par centrifugation (8 000 xg, 10 min, 20 °C). Les bactéries dites « rasées », ayant
subi le protocole de shaving, sont mises en contact de 25 ppm de Pb, avec ou non présence de Tween
80 0,1 %. Les échantillons sont mis en agitation rotative douce (12 rpm) a température ambiante (22
°C = 2°C). lIs sont ensuite centrifugés 10 min a 1 700 xg, 20 °C. Les surnageants sont éliminés, et les
culots bactériens subissent deux lavages successifs avec de la solution de Ringer a pH 7. Le dernier
surnageant est éliminé, et les culots conservés semi-secs a 4°C jusqu’au dosage des métaux par ICP-
MS. La méthode de dosage subséquente est la méme que pour les expériences classiques de chélation

des métaux.
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IIl.  Expérimentation animale

Les expérimentations animales ont été réalisées lors de I'expérience HM2 (Chapitre 2), en parallele des
souches de Lactobacillus afin d’optimiser I'utilisation d’animaux et permettre de conserver les mémes

témoins négatifs (eau osmosée) et positifs (eau contaminée avec 70 ppm de Pb).

Résultats expérimentaux

. La capacité de captation du Pb des Propionibacterium est

décuplée en présence de Tween 80

Apres la découverte de I'effet particulier du Tween 80 pour la chélation du Pb chez quelques souches
de Propionibacterium, les 21 souches ont été cultivées en présence de 0,1 % de Tween 80. L’ajout de
ce détergent augmente considérablement la chélation des bactéries vis-a-vis du Pb (Figure 55). Dans
I’ensemble, les souches passent d’un pouvoir faiblement chélateur a de moyennes voire fortes
chélations pour 6 et 14 souches, respectivement ; seule une souche (P. freudenreichii CIRM-BIA125)

présente un pouvoir chélateur du Pb qui reste inférieure a 50 % en présence du détergent.

Les Propionibacterium, au méme titre que les Bifidobactéries, les Cutibacterium, font partie du groupe
des Actinobactéries. Pour cette raison, il était intéressant de regarder si cet effet positif du Tween 80
sur la chélation était vérifié chez d’autres genres bactériens de ce groupe. Quatre souches de
Cutibacterium ainsi que 10 souches de Bifidobacterium ont été cultivées respectivement dans du YEL
contenant 0,1 % de Tween 80, et dans du MRS cystéiné dépourvu de Tween (le MRS contenant
normalement 0,1 % de Tween 80). Trois souches de Cutibacterium sur 4 semblent sensibles a I'ajout
de Tween 80, passant de chélations basses a moyennes (Figure 55). Les Bifidobacterium ont également
de meilleures chélations du Pb en présence du détergent (Figure 55). Les Cutibacterium et les
Bifidobacterium étant déja, lorsque le détergent n’est pas présent, de meilleures chélatrices que les
Propionibacterium, la différence est donc moins marquée. Il est a noter qu’une souche de
Bifidobacterium (B. longum FPL 19312) a présenté des captations faibles du Pb, que ce soit en présence
ou en absence de Tween 80. Quelques souches ont été expérimentées en présence / absence de

Tween 80 pour la captation du Cd et de I’Al également, mais aucun changement n’a été observé
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Figure 55 Effet de 0,1 % de Tween 80 sur la captation de 25 ppm de Pb par des Actinobactéries. (A)

Captation du Pb sans Tween 80. (B) Captation du Pb avec 0,1 % de Tween 80 dans le milieu de culture.

(C) Captation du Pb avec 0,1 % de Tween 80 extemporanément. Les capacités de chélation sont

définies comme un pourcentage de la quantité initiale de métal en solution, réalisées en triplicats. Ces

capacités sont codées par des couleurs comme faible (0-25 %), basse (26-50 %), moyenne (56-75 %) et

forte (76-100 %).
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(données non montrées). De méme, afin de voir si cet effet était plus général, et était susceptible de
s’appliquer a d’autres genres bactériens d’autres groupes, nous avons testé quelques souches de BL
et d’Entérobactérales en présence / absence de Tween 80 (Figure 56). Les BL sont normalement
cultivées dans du MRS, qui contient déja du Tween 80 a 0,1 %. Elles ont donc été cultivées dans un
milieu dépourvu de ce détergent : les captations du Pb restent sensiblement les mémes, avec méme
une légére tendance a la hausse sans détergent mais qui n’est pas significative (Figure 56A). Du Tween
80 a également été ajouté au milieu LB qui permet de cultiver les E. coli et les Serratia spp. : a nouveau,
aucune différence marquée dans la captation du Pb n’était observable (Figure 56B). L’effet boost du
détergent semble donc se cantonner aux Actinobactéries, les Propionibacterium étant les plus

sensibles car les moins chélatrices de base.

Afin de savoir si I'effet du Tween 80 persiste a de plus fortes concentrations en Pb, P. freudenreichii
CIRM-BIA 129 (Figure 57A), P. freudenreichii CIRM-BIA 118 (Figure 57B) et P. freudenreichii CIRM-BIA
125 (Figure 57C) ont été éprouvées pour leur chélation de 12,5, 25 et 50 ppm de Pb(ll). Pour la
premiere, les chélations sont similaires et trés proches de 100 % méme a la plus forte concentration

de 50 ppm (Figure 57A). Une baisse de chélation est observée pour les deux autres souches quand elles
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Figure 56 Effet du Tween 80 sur la captation de 25 ppm de Pb par des LAB (A) et des Entérobactérales
(B). Le Tween 80 est présent ou absent dans le milieu de culture. Les capacités de chélation sont
définies comme un pourcentage de la quantité initiale de métal en solution.
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sont confrontées a 50 ppm de Pb(ll) (Figure 57B et C). De méme, pour tenter de voir les limites de
concentrations en Tween 80 qui permettent d’induire une réponse au niveau des bactéries, ces trois
mémes souches ont été mises en contact de différentes concentrations en Tween 80. Lorsque P.
freudenreichii CIRM-BIA 129 est cultivée avec deux fois moins ou deux fois plus de Tween 80, les
chélations restent sensiblement les mémes (Figure 57A). La chélation de cette souche étant proche de
100 % avec la concentration de 0,1 % de Tween, ce résultat était attendu pour la concentration de 0,2
%. En revanche, il est intéressant de voir que la diminution de la concentration en Tween 80 d’un
facteur 2 n’affecte pas sa capacité a induire la captation du Pb chez cette souche. Une concentration
de 0,005 % de Tween 80, soit 20 fois moins que la concentration « classique », a été testée sur les
souches P. freudenreichii CIRM-BIA 118 (Figure 57B) et P. freudenreichii CIRM-BIA 125 (Figure 57C).
Cette concentration en Tween diminue de moitié la chélation de P. freudenreichii CIRM-BIA 125 pour
toutes les concentrations de Pb comparativement aux concentrations de 0,05 et 0,1 % (Figure 57C). En
revanche, elle devient inefficace pour la souche P. freudenreichii CIRM-BIA 118, puisque cette derniéere
retrouve une chélation du Pb similaire au témoin (sans Tween) (Figure 57B). Cette concentration

semble donc trop faible pour avoir un réel effet sur les bactéries.

II.  L'effet du Tween 80 est valable extemporanément

Lors des premieres expériences, le Tween 80 était ajouté au milieu de culture : les bactéries étaient
donc trés longtemps en contact avec le détergent, et se multipliaient en sa présence. L’ajout de Tween
de fagon extemporanée a été testée sur les souches P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (Figure 58A) et P.
freudenreichii CIRM-BIA 134 (Figure 58B) en présence de 25 ppm de Pb. Le détergent est alors ajouté
en méme temps que le métal, au moment du contact des bactéries avec ce dernier. Différentes
concentrations en Tween 80 ont également été ajoutées au milieu ou a la solution de Ringer pendant
la mise en contact. De fagon globale, pour les 3 concentrations en Tween 80, le fait de I'ajouter
extemporanément ne change rien a I'effet observé : la captation du Pb en présence du Tween, qu’il
soit ajouté pendant la culture ou pendant toute la mise en contact semble avoir un effet similaire sur
la captation du Pb. Ce phénomene est vérifié également plus généralement chez les
Propionibacterium, Bifidobacterium et Cutibacterium (Figure 55) ol la concentration de 0,1 % de

Tween 80 a été testée pour toutes les souches de fagon extemporanée.
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Figure 57 Effet de différentes concentrations de Tween 80 dans le milieu sur la captation de différentes
concentrations en Pb. (A) P. freudenreichii CIRM-BIA129. (B) P. freudenreichii CIRM-BIA 118 et (C) P.
freudenreichii ICRM-BIA125. Les capacités de chélation sont définies comme un pourcentage de la
guantité initiale de métal en solution.
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Figure 58 Effet du moment de la mise en contact avec le Tween 80 sur la captation du Pb. (A) P.
freudenreichii CIRM-BIA129 et (B) P. freudenreichii CIRM-BIA134. Les capacités de chélation sont
définies comme un pourcentage de la quantité initiale de métal en solution.
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I1l.  L'effet du Tween 80 est rapide, durable et généralisable a

d’autres détergents

Pour plus de facilité, la souche P. freudenreichii CIRM-BIA129, qui est bien caractérisée par le

laboratoire du STLO de Rennes, a été choisie pour la suite de I'exploration de I'effet du Tween 80.

Dans les expériences précédentes, il a été démontré que la concentration de 0,05 % de Tween 80 était
suffisante pour induire une réponse au niveau des bactéries quant a la captation de 25 ppm de Pb(ll),
gue ce soit dans le milieu de culture comme lorsqu’ajouté extemporanément. Dans le dernier cas, le
Tween 80 était présent tout au long du contact des bactéries avec le plomb, soit durant I’heure entiére
d’incubation. Ce temps de contact a été raccourci a 5 minutes (Figure 59A). Pour cela, les bactéries ont
été mises en contact du Tween 80 pendant 5 min, puis centrifugées et le surnageant remplacé par de
la solution de Ringer contenant 25 ppm de Pb. Un effet intermédiaire est obtenu : avec une heure
d’incubation, la captation du Pb avoisine les 100 %, alors qu’elle est de 60 % environ avec un contact
de 5 minutes (Figure 59A). De la méme fagon, le Tween 80 a pu étre lavé. A ce moment-I3, les bactéries
ont été mises en contact du Tween 80 pendant 1h a 5 min, le surnageant retiré et 6 lavages successifs
avec 10 mL de solution de Ringer ont été effectués avant de mettre en contact les bactéries cette fois
avec 25 ppm de Pb (Figure 59A). Dans les deux cas, le fait de laver les bactéries diminue légerement la
captation subséquente du Pb, mais I'effet booster du Tween est toujours bien présent. Cet effet est

donc non seulement trés rapide, mais aussi trés robuste car il est peu altéré méme apreés 6 lavages.

Le Tween 80 étant un détergent non-ionique, d’autres détergents de ce type (Tween 20, Triton X-100,
NP40), anioniques (SDS), zwitterionique (CHAPS) ainsi que des sels biliaires (déoxycholate) ont été
testés, afin de voir si ce boost pouvait étre observé avec d’autres détergents / agents stressants (Figure
59B). Aprés 1h d’incubation, tous les détergents excepté le CHAPS induisent un effet potentialisateur
de la chélation du Pb par la souche P. freudenreichii CIRM-BIA129. A nouveau, un effet intermédiaire
est retrouvé pour tous les détergents avec seulement 5 minutes d’incubation, sauf pour le SDS qui a le
méme effet apres 5 minutes et 1 heure de contact avec les bactéries (Figure 59B). Il est a noter que,
comparativement au Tween 80, le Tween 20 a un effet beaucoup moins prononcé, alors que la seule
chose qui les différencie est la queue aliphatique qu’ils portent. Des dosages des surnageants
permettent de montrer qu’a nouveau, la fixation du Pb par les bactéries, méme induite par les
détergents, est robuste car la grande majorité du Pb non-chélaté se retrouve dans le premier

surnageant (Figure 59C).
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Figure 59 (A) Effet du temps de contact avec le Tween 80 et des lavages sur la captation du Pb par P.
freudenreichii CIRM-BIA129. (B) Effet de différents détergents / agents stressants sur la captation du
Pb par P. freudenreichii CIRM-BIA129. (C) Quantité de métal retrouvée dans le culot final, le surnageant
puis les deux lavages successifs du culot.
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IV. L'effet du Tween 80 modifie les propriétés de surface des

bactéries

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées quant a l'effet du Tween 80, et des détergents plus
généralement, sur la captation du Pb par les propionibactéries. Il pourrait avoir un effet de meilleure
solubilisation du métal, ce qui le rendrait plus accessible aux bactéries. Cette hypothese semble peu
probable étant donné qu’aucune précipitation de métal n’est observée aux concentrations utilisées
dans ce travail : le plomb semble bien soluble dans nos conditions physico-chimiques. Une autre
hypothése serait que le détergent agisse surles bactéries, en induisant par exemple des genes de stress
qui pourraient permettre I'expression de protéines particulieres permettant la chélation /
I'internalisation des métaux. A nouveau, I’hypothése semble incorrecte car le simple fait de mettre en
contact les bactéries durant 5 minutes avec le détergent suffit a induire une captation du plomb de 50
% environ comparativement a un temps de contact d’une heure. L'induction de genes, et I'expression
de protéines qui plus est, est un processus normalement plus lent. Une derniére hypothése serait que
le détergent ait un effet direct sur la membrane bactérienne. Des mesures du potentiel zéta des
bactéries montrent qu’en présence de Tween 80, elles acquiérent une électronégativité constante,
peu importe le pH environnant, contrairement aux bactéries cultivées dans du milieu classique qui
acquierent cette électronégativité au fur et a mesure que le pH augmente (Tableau 10). Cette
électronégativité peut venir de I'exposition du peptidoglycane : le Tween aurait un effet « nettoyant »
de la surface des bactéries, et pourrait alors démasquer des sites de fixation du plomb, ici en

I’occurrence.

Tableau 10 Mesures des potentiels Zéta des membranes de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 cultivée
dans du milieu YEL avec et sans Tween 80

Potentiels Zéta

pH5 pH 6

YEL

YEL+0,1%
Tween 80
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Figure 60 Effet du shaving sur la captation du Pb par P. freudenreichii CIRM-BIA129, en présence ou
absence de Tween 80, sur des bactéries cultivées avec / sans détergent.

Pour tenter de démontrer cette hypothese, plusieurs approches ont été utilisées. Tout d’abord, nous
avons procédé, en collaboration avec le Dr Jan au STLO de Rennes, a une expérience de shaving des
bactéries (Figure 60). Cette méthode a d’abord été élaborée pour identifier les protéines de surface,
candidates potentielles pour de nouveaux vaccins notamment (Olaya-Abril et al., 2014). Elle permet
ainsi, par le biais d’un rasage chimique de la paroi bactérienne, de supprimer / séparer les protéines
de surface tout en conservant les acides téichoiques et les lipotéichoiques mais aussi de conserver la
viabilité de la bactérie. Des P. freudenreichii CIRM-BIA129 ont donc été cultivées soit en milieu YEL sans
Tween 80 (YEL), soit en milieu YEL contenant 0,1 % de Tween 80 (YET). Ces deux culots bactériens ont
été rasés chimiquement par la méthode de shaving (YEL rasé et YET rasé) en suivant le protocole cité
dans l'article de Le Maréchal et al. (2015). Les bactéries de la condition YEL et YEL rasé ont ensuite été
mises en contact de Tween 80 extemporanément, durant tout le temps de contact avec 25 ppm de Pb.
On constate que le simple fait de raser les bactéries a un effet positif sur la captation du Pb, permettant
d’atteindre prés de 70 % de captation du Pb contre 25 % pour le témoin. Pour autant, les bactéries
restent sensibles a I'effet du Tween 80 puisque lorsqu’elles sont mises en contact de 0,1 % de Tween
80 et de 25 ppm de Pb, on atteint 100 % de chélation comme lors de I'ajout de Tween 80 seul (Figure
60). Les bactéries ayant été cultivées avec du Tween 80 (YET) et qui sont rasées par la suite atteignent,

elles aussi, presque 90 % de chélation du Pb. Le rasage des bactéries et I'exposition au Tween 80
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semble avoir un effet similaire, et cumulatif : dans les deux cas, on peut imaginer démasquer des sites

de fixation au plomb.
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Figure 61 Images de MEB de P. freudenreichii cultivée sans Tween 80 (A et C), ou cultivées avec 0,1 %
de Tween 80 et mises en contact de 25 ppm de Pb (B et D) a différents grossissements. Crédit photo :
Nicolas Barrois, Plateforme BiCel, Institut Pasteur de Lille.

Afin d’aller plus loin dans la compréhension de ce mécanisme, de la microscopie a force atomique
(AFM), électronique a balayage (MEB) et a transmission (MET) ont été envisagées en collaboration
avec la plateforme BiCel de I'Institut Pasteur de Lille. Des P. freudenreichii CIRM-BIA129 ont été
cultivées avec ou sans Tween 80 puis mises en contact de 25 ppm de Pb, puis analysées sur la
plateforme BiCel en microscopie électronique a balayage (Figure 61). Seules les images de bactéries
cultivées sans détergent (Figure 61A et C), ou avec détergent et mises en contact de 25 ppm de Pb
(Figure 61B et D) sont montrées. Aucune différence d’aspect entre toutes les conditions n’a pu étre
observée. Les bactéries semblent avoir le méme aspect, les mémes arrangements et aucuns grains de
Pb ne peuvent étre observés a la surface des bactéries par cette technique. Des images réalisées
en microscopie a force atomique (AFM) ne permettent pas non plus de distinguer les

Propionibacterium entre les différentes conditions (Figure 62 et 63). Des images en AFM de P.
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freudenreichii CIRM-BIA129 cultivée sans Tween 80 et n’ayant pas été mise en contact de Pb montrent
des bactéries ayant une surface lisse (Figure 62). Des bactéries qui, au contraire, ont été cultivées dans
du milieu YEL contenant 0,1 % de Tween 80 et mises en contact de Pb selon le protocole classique
possedent également une surface lisse (Figure 63). Les cultures ayant été divisée en deux, une partie
destinée a la microscopie, l'autre étant destinée a des dosages, nous savons que les bactéries

observées ici chélatent effectivement bien le plomb; le manque de différence d’aspect des

membranes n’est donc pas due a un soucis technique au moment de la chélation.

00 2 Deflection Emor 30um 00 2 Deflection Emor

1343mV 95mV

Figure 62 P. freudenreichii CIRM-BIA 129 cultivée dans du milieu YEL sans Tween 80 ni plomb, vu en
AFM a différente échelle, et en représentation 3D. Crédit photo : Vincent Dupres, Plateforme BiCel,
Institut Pasteur de Lille.
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Figure 63 P. freudenreichii CIRM-BIA 129 cultivée dans du milieu YEL contenant 0,1 % de Tween 80, et
mise en contact de 25 ppm de Pb, vue en AFM a différents grossissements et en représentation 3D.
Crédit photo : Vincent Dupres, Plateforme BiCel, Institut Pasteur de Lille.
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Figure 64 Observation de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 en MET. (A — B) Bactéries cultivées sans Tween
80, et sans Pb, a différents grossissements. (C — F) Bactéries cultivées en présence de 0,1 % de Tween
80 et mises en contact de 25 ppm de Pb, a différents grossissements. Crédit photo : Nicolas Barrois,
Plateforme BiCel, Institut Pasteur de Lille.

129



De la microscopie électronique a transmission a donc été envisagée (Figure 64), Haltunnen et al.
(2008b) ayant déja montré qu’il était possible de visualiser des grains de Pb a la surface de bactéries
par cette technique. A nouveau, des bactéries cultivées avec et sans Tween, et mises en contact de 25
ppm de Pb ont été analysées par la plateforme BiCel. On voit, cette fois, trés nettement apparaitre des
grains noirs a la surface de la majorité des bactéries lorsque ces derniéeres ont cultivé dans du milieu
YEL + 0,1 % Tween 80 puis soumises a 25 ppm de Pb (Figure 64C - F). Ces grains de précipitation de Pb
supposés sont visibles sur tres peu de bactéries lorsque ces derniéres ont été cultivées en absence de
Tween 80 (Figure 64 A et B). La technique de MET permet donc de visualiser ce qui était observé dans
les expériences de chélation : les Propionibacterium sont effectivement capables de capter plus de Pb
lorsque ces derniéres sont cultivées ou mises en présence de Tween 80, et cette captation semble se
passer au niveau de la membrane. Ce qu’il est également intéressant de noter est que cette
accumulation semble polarisée dans certains cas (Figure 64 D et E), formant de grosses accumulations

de Pb a un endroit de la membrane, alors qu’elle est plus dispersée dans d’autres cas (Figure D et F).

V. Evaluation de |'efficacité in vivo de la chélation du Pb par des

Propionibacterium

Forts de toutes ces observations, nous avons décidé de mettre en place des expériences animales afin
d’évaluer in vivo si I’effet du Tween 80 pouvait améliorer la chélation du Pb par les Propionibacterium.
Des souches de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 cultivée dans du milieu YEL et cultivées dans du milieu
YEL + 0,1 % de Tween 80 ont été ajoutées aux expériences HM1 et HM2 citées précédemment. Pour
les raisons énoncées dans le chapitre 2, les données de I'expérience HM1 ne sont pas probantes, et
donc non montrées ici. Ainsi, par souci de clarté du manuscrit, seuls les résultats concernant ces
souches lors de I'expérience HM2 sont présentés dans cette partie du travail (Figure 65 et 66). Pour
rappel, les données statistiques traduisent une significativité des données comparées aux données des
souris témoins buvant de I’eau non-contaminée (p < 0,05: *; p < 0,01: **; p < 0,001 : ***). La
plombémie (Figure 65 A) ainsi que la quantité de plomb dans le rein (Figure 65 B) et les feces (Figure
65C) sont significativement différentes du témoin pour les souris ayant regu la souche P. freudenreichii
cultivée dans du milieu contenant du Tween 80, mais ne le sont pas de celles du témoin positif de
souris buvant de I'eau contaminée en Pb. Cela signifie que I'apport de la bactérie aux souris n"'empéche
pas la diffusion du Pb dans la circulation, et donc son accumulation dans les organes. Pour les souris
ayant recu la souche de P. freudenreichii cultivée dans du milieu YEL classique, seule la concentration

en Pb dans les feces est significative par rapport aux souris témoins (Figure 65C). Pour autant, aucune
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significativité n’est observée comparativement aux souris témoins buvant de I’eau contaminée, ni dans
le sang, ni dans le rein, ni dans I'excrétion dans les feces. De nouveau, cela signifie que la souche ne
permet pas d’induire une diminution des quantités de plomb observées en comparaison des souris ne
recevant pas de bactéries mais buvant de I'eau contaminée. Des dosages des métaux essentiels
permettent de nouveau de s’assurer que I'apport de ces deux bactéries n’induit pas de changements

majeurs dans la balance des métaux essentiels (Figure 66).
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Figure 65 Quantités de plomb dans le sang (A), dans le rein (B) et les feces (C) des souris HM2.
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Conclusion

Dans cette derniere partie, nous avons cherché a comprendre I'effet du Tween 80 sur la captation du
Pb par les bactéries. Partis d’une observation quelque peu fortuite, tout un travail exploratoire a été
réalisé et mériterait d’étre poursuivi. Nous avons démontré que le Tween 80 a un effet bénéfique sur
la captation du Pb par les Propionibacterium, et plus largement, dans une moindre mesure, par
qguelgues Actinobactéries. Pour réellement comprendre si I’effet est spécifique au groupe et non pas a
guelques genres donnés, il peut étre envisagé d’étudier d’autres genres d’Actinobactéries. Cet effet a
pu non seulement étre observé lorsque les bactéries sont cultivées dans du milieu contenant ce
détergent, mais aussi lorsqu’elles sont au contact de ce dernier uniqguement au moment de capter le
plomb (extemporanément). L'effet est ainsi trés rapide, puisque seulement 5 minutes de contact
suffisent a induire environ 50 % de I'effet souhaité. Cela laisse penser que le Tween 80 agit de fagon
mécanique, probablement a la membrane directement, plutot que par induction de la transcription /
traduction de protéines ou de transporteurs spécifiques des métaux. Paul et al. (2012) ont montré que
des bactéries qui ont été tuées par autoclavage ont des capacités de captation des métaux plus
importantes que les bactéries vivantes. En 1997 déja, Puranik et Paknikar montraient que les
captations du Pb(ll) et du Zn(ll) sont également meilleures chez des Streptoverticillium cinnamoneum
mortes comparativement aux cellules vivantes. Ce traitement thermique pourrait induire une
destruction des membranes, exposant ainsi plus de sites de liaisons aux métaux. Quelques années plus
tard, Puranik et Paknikar (1999) ont suggéré que ce traitement thermique diminue au contraire la
captation du Pb(ll) et du Zn(ll) chez une souche de Citrobacter. Dans ce méme article, les auteurs ont
démontré qu’un traitement des bactéries avec 1 % de Triton X-100 double la captation du Cd(ll), mais
gu’il n’a aucun effet sur celles du Pb et du Zn. Nous savons que le Tween ne tue pas nos bactéries aux
concentrations utilisées puisqu’il peut étre ajouté dans le milieu de culture : il n’induit donc pas de
destruction de la membrane. Le traitement par des détergents pourrait donc « nettoyer » la surface
bactérienne, exposant ainsi tous les sites de fixation possibles aux ions métalliques. Ceci est cohérent
avec les observations que nous avons pu faire lors des expériences de rasage des bactéries. Le fait de
retirer entierement les protéines présentes a la surface des bactéries pourraient démasquer des sites
de liaisons aux ions métalliques. Nos expériences de microscopie électronique a transmission semblent
également aller dans ce sens : I'observation massive de précipités noirs, trés vraisemblablement des
grains de plomb a la surface des bactéries traitées avec du Tween confirmerait que le Pb est stocké au
niveau de la membrane des bactéries. Tout cela semble étre cohérent dans son ensemble : le Tween
modifie les propriétés de surface des Propionibacterium, la rendant plus électronégative et permettant
une liaison plus importante avec les ions de Pb qui sont chargés positivement, expliquant également

I’effet extrémement rapide observé. Méme si des pistes semblent nous emmener sur cette hypothese,
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il reste encore a démontrer précisément le mécanisme par lequel ce démasquage pourrait s'opérer, et
si réellement c’est bien le peptidoglycane ou les acides téichoiques / lipotéichoiques qui interviennent

alors dans la captation du Pb a la surface bactérienne.

Ces résultats encourageants nous ont poussé a aller plus loin et tenter d’éprouver les capacités des
bactéries a capter le Pb invivo, en les cultivant ou non en présence de Tween 80. L'effet sur la captation
du Pb in vitro étant majeur, nous nous attendions a une différence entre les deux « types » de souches
in vivo également. Tout en gardant en téte que les acides biliaires semblent également « activer » le
pouvoir chélateur des Propionibacterium, et pourraient donc permettre aux bactéries n’ayant pas été
cultivées en présence de Tween 80 de devenir aussi performantes pour la chélation du métal in vivo,
lors du passage dans le tractus gastro-intestinal. Comme pour les expériences in vivo réalisées avec
des souches classiques (Chapitre 2), les résultats obtenus montrent que les bactéries ne captent pas
assez de métal pour induire une réelle différence de plombémie et de quantité de plomb stockée dans
les organes. Les résultats entre les Propionibacterium sensibilisées au Tween 80 ou non donnent des
résultats qui sont similaires. Ce qui est encourageant en revanche est que, dans les deux types
d’expériences, la présence des Lactobacillus comme des Propionibacterium ne change pas les balances
des métaux essentiels, ce qui était une inquiétude légitime puisque ce sont des ions chargés

positivement également.
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Discussion générale et perspectives du

travail
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Dans ce travail, plusieurs champs disciplinaires ont pu étre mis a profit pour tenter de faire
avancer la question de la bioremédiation in vivo. Les ETM représentent en 2021 un probleme
déterminant de santé publique. A I'heure ol I’humanité tente de réduire I'exposition des humains (et
des animaux ...) aux divers polluants, il devient urgent de trouver des solutions pour lutter contre la
toxicité de ces contaminants. Rémanents et non-dégradables, ils s’accumulent dans la chaine
alimentaire sans qu’aucune solution ne soit assez efficace et peu co(iteuse pour étre mise en place a
grande échelle. La bioremédiation in vivo, autrement dit directement dans I’organisme de I'individu
exposé, est une solution qui semble attractive car elle permet de protéger I'un des derniers maillons
de la chaine de contamination. La bioremédiation des sols est I'une des techniques les plus utilisées
pour leurs deux raisons énoncées précédemment, mais le temps de traitement est souvent tres long.
Elle présente en revanche I'avantage, par rapport a la bioremédiation in vivo, de limiter le probléeme a
la source, puisqu’il est maintenant connu que la plupart des ETM retrouvés dans I’alimentation
trouvent leurs sources dans les matiéres premieres utilisées pour ces aliments qui ont été cultivées sur
des sols contaminés. La bioremédiation in vivo reste une option qui mérite plus d’attention et de
développement. C’est pourquoi dans ce travail nous avons recherché des micro-organismes

potentiellement intéressants dans la lutte in vivo contre la toxicité des ETM.

Basée en premier lieu sur une synthese de la bibliographie, notre méthode a tres vite évolué
vers un large criblage de plus de 200 souches bactériennes d’origines trés diverses dont on distingue
les origines alimentaire et intestinale. Cette collection nous a permis de mieux apprécier la réponse
aux métaux des bactéries dans leur globalité, qu’elles soient Gram + ou Gram -, et ainsi de mettre
clairement en évidence que la captation des métaux est une réponse trés « souche-spécifique ». Au
sein d’'une méme espéce, nous avons pu montrer que des différences de chélation trés marquées
peuvent étre observées, et qu’au contraire parfois des souches d’une méme espéce possédaient des
capacités de chélations tres similaires. Dans le cas des souches d’Hafnia alvei, nous avons également
pu remarquer que l'origine de la souche change significativement la chélation du plomb, la souche
d’origine intestinale étant deux fois plus chélatrice que les souches alimentaires. Il serait intéressant
d’intégrer d’autres souches intestinales a la collection afin de vérifier si cette différence s’applique
également. Malgré tout, aucune conclusion ne peut étre tirée quant au pouvoir chélateur d’'une souche
en se basant sur I'analyse d’une autre souche, méme de la méme espéce ; a I'image des propriétés
probiotiques que peuvent posséder les bactéries (Marteau, 2011). Ces différences sont probablement
dues a l'arsenal de protéines présentes a la surface de la bactérie (Beveridge and Murray, 1980 ;
Monachese et al., 2012), ou sécrétées dans I’environnement par les bactéries comme les EPS par
exemple (Gerbino et al., 2011 ; Lin et al., 2019). Les EPS, accompagnés de protéines, peuvent former

des biofilms autour des bactéries, leur permettant de se protéger et ainsi de mieux résister a leur
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environnement (Tremblay et al., 2014). Il serait donc intéressant de voir si des bactéries productrices
de biofilms sont capables d’accumuler des métaux dans ces derniers, les empéchant d’accéder aux
bactéries. En revanche, la résistance intrinseque des bactéries aux métaux ne semble pas étre un
critére discriminant quant a la chélation de ces derniers, de méme que la viabilité. En effet, nos
bactéries sont toutes résistantes aux concentrations que nous avons utilisé dans notre étude, alors
que des différences marquées sont observées dans les chélations. Les bactéries sont toutes trés
résistantes au plomb, et beaucoup s’averent en fait étre de bonnes chélatrices, tandis qu’elles résistent
également bien au cadmium, mais que peu sont capables de chélater le métal. De plus, certaines
bactéries ayant des résistances moyennes au cadmium s’avérent étre parmi les plus captatrices du
métal. Discriminer et sélectionner des souches sur la base de leur résistance semble donc étre un

critere trop restrictif, éliminant potentiellement de bonnes candidates.

Les mécanismes impliqués dans la captation des métaux sont tellement divers que cela explique
également de telles différences. Méme si le schéma classiquement admis est qu’une premiere étape
de biosorption a la membrane a lieu, puis qu’une internalisation est ensuite possible, ces deux étapes
sont fortement dépendantes de la bactérie, et aux génes qu’elle possede. La collection de LAB issues
d’une étude antérieure (Sun et al., 2004) est tres bien caractérisée génétiquement. Il serait maintenant
intéressant de réaliser une étude génomique afin de potentiellement identifier des génes en communs
parmi les souches fortement chélatrices de métaux. On pourrait imaginer de procéder a la mutation
expérimentale de ces genes pour tenter de diminuer la chélation des métaux, a I'image de ce qu’il se
fait classiquement dans l'identification de genes de facteurs de virulence ; et si les protéines pour
lesquelles ces génes codent sont connues, cela permettrait d’identifier des facteurs décisifs dans la
chélation des métaux. Il serait intéressant de regarder également les éventuels plasmides que
pourraient porter nos bactéries chélatrices. Une fois ces facteurs identifiés, il serait aisé de cribler des
souches pour leur expression de ces facteurs, peu importe leur origine, voire de les faire exprimer /
surexprimer par d’autres bactéries facilement manipulables génétiquement. Pour ces
expérimentations, les Escherichia coli pourraient étre des candidates intéressantes puisqu’elles sont
de bonnes chélatrices de plomb et de cadmium (Jia et al., 2020). Le seul inconvénient de ces souches
comparativement aux BL est qu’elles ne possedent pas, pour la plupart, de statut GRAS et imposent le

respect de la législation des OGMs.

L'objectif ultime de notre étude est d’identifier des bactéries chélatrices de métaux dans le but de
développer de nouveaux probiotiques permettant de lutter contre la toxicité des métaux directement
au niveau intestinal. L'interconnexion qui existe entre la dysbiose et les ETM dans différentes
pathologies et |'utilisation de probiotiques est extrémement complexe (Duan et al., 2020), et il faut

prendre en compte cette complexité dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
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Tableau 11 Comparaison d’études in vivo pour I’évaluation des capacités de LAB a chélater le plomb.

Souche de souris Apport du plomb Durée du traitement

Notre étude ®BalB/c 70 ppm PbCl, max 6 jours
par gavage

Tianetal., 2012 @ Kunming 1000 ppm PbAcdans 11 semaines
I'eau de boisson

Lietal., 2017 ®BalB/c 5000 ppm PbAc par 15 jours
gavage

Zhai et al., 2020 @’ C57BL/6 1830 ppm PbAcdans 8 semaines
I'eau de boisson

innovantes et personnalisées (Bhattacharya, 2020). C’est pourquoi il est important de passer par
I’expérimentation animale afin de mieux évaluer I'efficacité de nos candidats in vivo, mais aussi leur
innocuité pour I’h6te qui les recoit. L'apport de prébiotiques a déja été montré comme délétere pour
I’équilibre des métaux essentiels de I'organisme (Zhai et al., 2019). C’est pourquoi nous nous sommes
attachés a vérifier dans nos expériences animales que ces balances n’étaient pas affectées par I'apport
de nos bactéries. Dans notre étude, aucune des concentrations en métaux essentiels analysées
n’étaient différentes en présence de nos souches bactériennes, ce qui est rassurant pour la suite des
expériences. En revanche, I'apport de nos bactéries dans les conditions que nous avons utilisées n’a
pas permis de diminuer la quantité de plomb dans |’organisme des souris, que ce soit au niveau sanguin
comme au niveau des organes. Les bactéries utilisées, i.e. des Lactobacillus et des Propionibacterium,
sont pourtant connues pour étre résistantes a I’acidité gastrique, et sont supposées arriver vivantes au
niveau de l'intestin. Quand bien méme ces derniéres ne survivraient pas, des études montrent que des
bactéries mortes sont tout aussi capables de chélater les métaux que des cellules vivantes (Puranik et
Paknikar, 1997 ; Zhai et al., 2013). Trois études in vivo ont déja montré de bons résultats sur la
captation du plomb (Tableau 11). Les méthodes utilisées sont trés variées. Dans tous les cas, elles sont
réalisées sur une durée bien plus élevée que celle que nous avons employée. Une plus longue durée
de traitement et d’exposition serait intéressante a réaliser, permettant effectivement de mimer des
expositions chroniques. L'effet in vivo des bactéries n’est peut-étre pas aussi rapide qu’in vitro, et une
durée plus longue pourrait également permettre de mettre en évidence une efficacité sur le long
terme malgré tout. Une autre différence majeure est I'apport du plomb. Trois autres études utilisent
des concentrations en plomb bien supérieures a celles que nous avons utilisées. Elles ne refletent
malheureusement pas la contamination courante des humains. L'utilisation de telles doses peuvent
permettre de mettre en évidence des concepts, mais ne sont absolument pas représentatives d’une
réelle contamination chronique. De plus, les auteurs des trois articles utilisent de I'acétate de plomb,

tandis que nous utilisons du chlorure de plomb. Nous avons fait ce choix car I'acétate de plomb est
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pro-inflammatoire et est utilisé pour induire des colites chez les rongeurs (Randhawa et al., 2014). Nos
expérimentations animales nécessitent malgré tous des améliorations, et I'un des premiers
parameétres que nous pourrions changer est la durée de I'expérience. On peut également envisager de
réaliser ce type d’expérience avec du cadmium, en sélectionnant les souches les plus chélatrices pour
ce métal. Des études in vivo réalisées entres autres par les mémes équipes que pour le plomb ont
montré que cela fonctionnait également pour le cadmium (Zhai et al., 2013 ; Zhai et al., 2014 ; Ojekunle
et al., 2017). Bhattacharya a réalisé en 2020 une revue de la littérature des modeles pré-cliniques
étudiant les probiotiques comme moyen de lutter contre la toxicité du cadmium. Cette toxicité passant
par une augmentation de la perméabilité intestinale et l'induction d’'un stress oxydatif, les

Lactobacillus montrent de bons résultats en luttant contre ces deux effets.

Dans notre étude, les souches de type Entérobactérales sont également de bonnes chélatrices de
plomb, et surtout parmi les plus chélatrices de cadmium. Il conviendrait donc de les tester in vivo
également. Les souches de type Bifidobacterium n’ont pas encore été évaluées in vivo non plus. En
plus d’étre chélatrices de plomb et pour certaines de cadmium, elles possedent des effets anti-
inflammatoires qu’il serait intéressant de combiner. Par la suite, il pourrait également étre intéressant
de réaliser in vivo des cocktails de souches bactériennes. L'utilisation simultanée de souches
performantes pour la chélation d’'un métal pourrait démultiplier les effets bénéfiques. De méme, il
serait utile de réaliser des cocktails de métaux car nous sommes exposés a plusieurs contaminants de
facon simultanée. Nous avons d’ores et déja montré que la présence des autres métaux peut, ou pas,
avoir un impact sur la chélation des autres ETM. En choisissant des souches tres performantes pour
chaque métal, et dont les capacités de fixation des métaux ne sont par ailleurs pas influencées par la
présence des autres, nous pourrions réaliser des cocktails de souches pour lutter contre la toxicité des
ETM en général. Il pourrait aussi étre intéressant d’intégrer des bactéries dans des produits
alimentaires fermentés, tels que des yaourts ou des fromages a I'image de |'étude de 2014 par Bisanz
et al. Des modeles de digestion pourraient permettre de voir si ce type d’aliment fonctionne dans la
lutte contre les ETM, a la fois en présence du probiotique mais aussi en présence d’autres aliments qui
pourraient interférer avec le processus. Si l'utilisation de bactéries intégrées a des produits
alimentaires n’est pas réalisable ou peu efficace, il est toujours possible de les donner telles quelles
sous forme lyophilisées en gélules par exemple. A I'heure actuelle, une seule étude chez I’'humain a
permis de relier clairement I'administration d’un probiotique, sous la forme d’un yaourt, a une
diminution des concentrations sanguines en arsenic, mercure et dans une moindre mesure en plomb

(Bisanz et al., 2014).

La lutte contre la toxicité de I'aluminium s’avére en revanche plus complexe. Non seulement les

preuves de certains de ses effets toxiques, notamment a long terme, ne sont pas encore bien établies,
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mais nous avons en plus montré que sa fixation par les bactéries semble plus labile. Il reste encore a
déterminer pourquoi les bactéries ont tendance a davantage « relarguer » cet ion métallique
comparativement aux autres ions. Ce relargage pourrait expliquer les faibles taux de chélation

observés aprés 2 lavages.

Au cours de ce travail, une propriété intéressante du Tween 80, qui s’est avérée généralisable a
d’autres détergents, a pu étre découverte. En plus d’avoir un effet bénéfique sur la croissance des
bactéries (Persoone, 1966), ces agents permettent d’induire la chélation du plomb chez les
Propionibacterium. Initialement classées parmi les souches les moins chélatrices de Pb de notre
collection, et les moins performantes parmi les Actinobactéries testées, elles deviennent tres
fortement chélatrices en présence de détergent. La plus grosse progression est observée pour la
souche P. freudenreichii CIRM-BIA 129, passant en moyenne de 4,79 % a 92,32 %, soit un gain de 87,53
% en moyenne en présence de 0,1 % de Tween 80. Puranik et Paknikar (1999) ont identifié un effet
similaire du Triton X-100 a 1 % sur la captation du cadmium par une Entérobactérale, une souche de
Citrobacter. Des expériences réalisées sur des bactéries du genre Lactobacillus ainsi que des
Entérobactérales également (Escherichia et Serratia) ont permis de mettre en évidence que cette
capacité est spécifique des Propionibacterium dans notre cas. De méme, la captation du Cd et de I’Al
par les Propionibacterium ne semble pas améliorée en présence du Tween 80. Dans une moindre
mesure, un effet est également observé chez les Actinobactéries en général, puisque des souches de
Bifidobacterium et Cutibacterium sont également sensibles a la présence du Tween 80. Anciennement
classées dans les Propionibacterium, nous nous attendions a ce que les Cutibacterium montrent un
effet similaire a ces derniéres. Etant déja plus chélatrices sans détergent (47 % contre 10 % en moyenne
pour les Propionibacterium), |'effet est moins impressionnant mais reste notable, avec un gain de 25

% de pouvoir chélateur en moyenne en présence de 0,1 % de Tween 80.

Nos expériences ont également montré que I'effet du Tween, détecté a 0,1 %, est valable a 0,05 %.
Une concentration de 0,025 % semble fonctionner, mais nous considérons que la concentration de
0,05 % est la concentration minimale pour obtenir un effet certain ; la concentration de 0,1 % étant
une concentration optimale puisque supérieure a la concentration minimale et n’affectant absolument
pas la viabilité des bactéries. L'effet du Tween 80 est valable non seulement lors de la culture des
bactéries dans un milieu qui en contient, mais aussi lorsqu’il est ajouté extemporanément. Dans un
premier temps, il était ajouté tout au long du contact de la bactérie avec le métal, soit durant une
heure. Mais nous avons également montré qu’un contact de simplement 5 minutes permettait

d’induire un effet, certes a moitié de ce que I'on retrouve lors d’un contact d’une heure, mais cela
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semble indiquer que le Tween 80 a un effet mécanique sur les bactéries. L’hypothése qu'il stresse les
bactéries afin d’induire la transcription / traduction de génes de résistance aux stress est ainsi apparue

peu probable.

Afin de mieux comprendre I'impact du Tween 80 sur les Propionibacterium, nous nous sommes
concentrés sur une souche en particulier pour réaliser des expériences de compréhension du
mécanisme. P. freudenreichii CIRM-BIA 129 étant la souche qui possédent le plus fort taux de
progression, mais étant aussi I'une des mieux caractérisées, nous nous sommes concentrés sur cette
derniére. Des expériences de rasages et de mesures des potentiels zéta de la membrane de cette
derniére, réalisées en collaboration avec le STLO de Rennes, ont permis de montrer que le détergent
semble modifier les propriétés de la membrane de la bactérie. En effet, le simple fait de supprimer les
protéines de surface de la bactérie par le biais du rasage chimique permet de doubler la captation du
Pb. Ce qui semble corréler avec les mesures de potentiels zéta de la membrane, qui est fortement
électronégative pour les bactéries ayant été cultivées dans du YEL + 0,1 % Tween 80. Le Tween 80 étant
un détergent non-ionique, I’hypothése qu’il se dépose en une sorte de fine couche autour de la
membrane ne colle pas avec les observations. Nous avions réalisé des expériences ou une fois le
contact avec le Tween 80 réalisé, nous rincions les bactéries, ce qui n’affectait pas I'effet du détergent :
cela semble aller également dans le sens de démasquer un/des sites d’intérét au niveau de la paroi,
plutét que de « I'enduire » de quelque chose. Il permettrait donc plutét de « nettoyer » la surface et
ainsi d’exposer de plus nombreux sites de fixation au plomb. Dans I'espoir de pouvoir visualiser cet
effet sur la membrane, des images de microscopie ont été réalisées en collaboration avec I'Institut
Pasteur de Lille. La microscopie électronique a balayage ainsi que la microscopie a force atomique de
P. freudenreichii CIRM-BIA 129 ne montrent aucune différence apparente de la paroi des bactéries
ayant été en contact ou non du Tween 80 : leurs surfaces semblent lisses, leurs arrangements semblent
identiques. En revanche, la microscopie électronique a transmission nous permet de visualiser tres
nettement |'effet positif du Tween 80 sur la chélation du Pb : des grains noirs sur une grosse majorité
des bactéries apparaissent en présence du détergent. Halttunen et al. (2008) ont utilisé cette
technique également pour montrer la précipitation de grains de plomb a la surface de B. longum et L.

fermentum.

Afin de voir si cet effet positif du Tween 80 sur la chélation des métaux pouvait améliorer la fixation
du Pb par les bactéries in vivo, des expériences chez la souris ont été réalisées. Les souches de
Propionibacterium cultivées avec et sans Tween 80 ont été testées en méme temps que les souches
de Lactobacillus issues du criblage de la premiére partie de ce travail. Les conditions expérimentales
ne semblent pas optimales, méme pour visualiser cet effet bénéfique du Tween 80. Une fois qu’elles

seront mieux définies, il serait intéressant de tester a nouveau ces souches. Méme si I'effet in vivo
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n’est pas vérifié, le mécanisme par lequel certains détergents, et le Tween 80 en particulier améliorent
largement la chélation du Pb par les Propionibacterium reste a I’heure actuelle inédit. D’'un point de
vue plus conceptuel, cela ouvre le champ des possibles dans les propriétés chélatrices des bactéries
en général qui peuvent étre grandement amplifiées (voire diminuées) selon les conditions du
microenvironnement moléculaire ou d’éventuels prétraitements physico-chimiques qui restent a
définir. Ce travail est donc appelé a se poursuivre par de multiples aspects et il s’agit davantage de
faire des choix pour faire progresser les connaissances dans ce domaine et les perspectives de

valorisation en Santé humaine et environnementale.
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Lactic acid bacteria (LAB) are representative members of multiple ecosystems on
earth, displaying dynamic interactions within animal and plant kingdoms in respect
with other microbes. This highly heterogeneous phylogenetic group has coevolved
with plants, invertebrates, and vertebrates, establishing either mutualism, symbiosis,
commensalism, or even parasitism-like behavior with their hosts. Depending on their
location and environment conditions, LAB can be dominant or sometimes in minority
within ecosystems. Whatever their origins and relative abundance in specific anatomic
sites, LAB exhibit multifaceted ecological and functional properties. While some resident
LAB permanently inhabit distinct animal mucosal cavities, others are provided by food
and may transiently occupy the gastrointestinal tract. It is admitted that the overall
gut microbiome has a deep impact on health and diseases. Here, we examined
the presence and the physiological role of LAB in the healthy human and several
animal microbiome. Moreover, we also highlighted some dysbiotic states and related
consequences for health, considering both the resident and the so-called “transionts”
microorganisms. Whether LAB-related health effects act collectively or follow a strain-
specificity dogma is also addressed. Besides the highly suggested contribution of
LAB to interplay with immune, metabolic, and even brain-axis regulation, the possible
involvement of LAB in xenobiotic detoxification processes and metal equilibrium is
also tackled. Recent technological developments such as functional metagenomics,
metabolomics, high-content screening and design in vitro and in vivo experimental
models now open new horizons for LAB as markers applied for disease diagnosis,
susceptibility, and follow-up. Moreover, identification of general and more specific
molecular mechanisms based on antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, and
detoxifying properties of LAB currently extends their selection and promising use, either
as probiotics, in traditional and functional foods, for dedicated treatments and mostly
for maintenance of normobiosis and homeostasis.
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INTRODUCTION

A historical metabolic-based (and somewhat pleonasmic)
consensus definition of lactic acid bacteria (LAB) is a broad
group of bacteria characterized by the formation of lactic acid as a
sole or main (over 50%) end product of carbohydrate utilization.
However, LAB more strictly correspond to members of the order
Lactobacillales from a taxonomic point of view. The important
taxonomic and physiological diversity of LAB representatives
is, however, not convenient when addressing specific ecological
niches and roles and applications of LAB. Indeed, LAB
adapt to various conditions and change their metabolism
accordingly; they cover a varied range of genera including
species of lactobacilli, enterococci, lactococci, pediococdi,
streptococci, tetragenococci, vagococci, leuconostocs, oenococci,
carnobacteria, and weissella. The LAB thus constitutes a very
heterogeneous group and are often misleadingly circumscribed
to lactobacilli only. In contrast, other microbes used in the
making of fermented dairy products or claimed as probiotics
such as bifidobacteria, propionibacteria, and even brevibacteria,
belonging to the anaerobic actinomycetales, are falsely included
or assimilated within this group. This is partly due to their
overlapping habitat or common properties together with unclear
species identity.

Recent efforts have been undertaken to identify lactobacilli
and related species (Sun et al., 2015). From eighty identified
Lactobacillus species, 15 years ago (Satokari et al, 2003),
we now reach to more than 200, with continuous new
discoveries, e.g., Lactobacillus timonensis (Afouda et al., 2017)
or Lactobacillus metriopterae (Chiba et al., 2018) due to next-
generation sequencing (NGS), clustered regularly interspaced
short palindromic repeats (CRISPR)-based methods (Sun et al.,
2015), and culturomics (Lagier et al., 2015). This has justified
the proposal for a reclassification of the genus (Claesson
et al., 2008). According to the last taxonomic update of the
lactobacilli, a dozen clades have been recently organized (Salvetti
et al, 2012). The current knowledge on evolution of the
genus Lactobacillus, its environmental niches, and the degree
of host specificity was recently completed (Duar et al., 2017).
Ecological differentiation of the genus Carnobacterium was
recently established based on comparative genomic analysis
(Iskandar et al., 2017).

The genus Enterococcus encompasses more than 50 species
that can also be found in diverse environments, from the soil
to the intestine of animals and humans, including the hospital
environment, which provide concerns (Dubin and Pamer, 2014).
In addition, enterococci are present as spoilage microflora of
processed meats, but, on the other hand, they are important for
aroma development and ripening of traditional products such as
certain cheeses and sausages (Franz et al., 2003). Depending on
their origins and evolution (Lebreton et al., 2013), they may act
as both commensals and pathogens, and strains are consequently
of clinical importance, harboring virulence factors (Ali et al,
2017) as well as possibly being used as probiotics (Holzapfel et al.,
2018).

The various genera, species and even strains of LAB inhabit
and cope with specific environments in order to exert dedicated

or multiple specific functions according to their structural
determinants and/or metabolic pathways. With the exception
of enterococci as opportunistic pathogens and the case of
pathogenic streptococci, there are only a few reported cases
of bacteremia due to LAB (Goldstein et al, 2015; Kamboj
et al, 2015). The LAB are regarded as generally recognized
as safe (GRAS) because of their ubiquitous use in food
and their unique role in the healthy microflora of human
mucosal surfaces. To date, 50 LAB strains have obtained the
qualified presumption of safety (QPS) status by the European
Food Safety Agency (Ricci et al, 2017), again, comprising
mostly lactobacilli spp. (n = 37). However, enterococci have
been classified in risk group 2 in the European Directive
93/88.

The LAB greatly differ in morphology, optimal growth and
tolerance temperature, salt and pH tolerance, metabolism, and
surface and secreted molecule (Lebeer et al,, 2010; Pessione,
2012; Ginzle, 2015). They may secrete effector proteins, produce
exopolysaccharides (EPS) and generate biofilms, or adhere
on abiotic and/or biologic surfaces, depending upon genera,
species, or strain. Accordingly, the origins, quantities, the
diversity, and abundances of LAB strains in complex ecosystems
may greatly impact on the intended effect(s), product(s), and
functionality. As a striking example of broad effects, the presence
of psychrotrophic Lactobacillus spp. as the prevailing spoilage
organisms in packaged cold-stored meat or fish products is
unwanted (Andreevskaya et al., 2018). In contrast, dominance
of only a few Lactobacillus species inhabiting human vaginal
cavities is essential to maintain a low microbial diversity and
prevent further vaginosis (Borges et al, 2014; Vaneechoutte,
2017b). Consequently, LAB, in general, and lactobacilli, in
particular, cannot be considered as a whole, and have to
be stratified depending on their intrinsic characteristics and
potential applications. Hence, up to 25 species are defined as
fructophilic LAB that inhabit fructose-rich niches in nature,
e.g., flowers, fruits, and fermented foods. These LAB can also
be isolated from the gut of bees and flies (Endo, 2012),
and the latter have coevolved to determine microbe-host
mutualism (Matos and Leulier, 2014). A motile phenotype
has been characterized in nearly 15 distinct Lactobacillus
species, while motility genes have also been detected in other
closely related strains. This will both contribute to select
geographical ecological niches and, due to flagellin signalization,
to sustain the immune potential of such bacteria (Cousin et al.,
2015).

It has been recognized for a long time that LAB are
fascinating and useful bacteria (Tannock, 2004) and, now,
recent advances in technologies allow addressing the specific
mechanisms of the important bacteria-host interactions
in appropriate models. The uses of LAB as biotherapeutic
agents and probiotics are based on multiple molecules and
modes of action that are currently deciphered. Here, we
present a short overview dealing with the overall occurrence
of LAB in the environment and some of their contributions
to health, focusing on strain-dependent effects together
with consideration on individual hosts and experimental
models.
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LAB IN THE ENVIRONMENT AND RAW
AND FERMENTED FOODS

The LAB can be found nearly everywhere although their
total load and relative abundance in microbial ecosystems are
extremely diverse and depend on the specific environment.
The selective pressure exerted by these environments is a key
driver in the genomic diversity among LAB strains derived from
distinct habitats (McAuliffe, 2018). LAB have been identified in
Japanese lakes, with viable cell counts ranging from 1 to 3 log
per ml, with a clear seasonal variation (Yanagida et al., 2007).
LAB could also be isolated from soils following enrichment
protocols (Chen et al,, 2005). Although soils do not contain
large amounts of LAB, they are somewhat more abundant on
the plant-soil interface such as the rhizosphere of some trees
and comestible fungi. Some of the strains obtained from these
niches showed antimicrobial properties (Fhoula et al., 2013).
The abundance and diversity of LAB in soils greatly depend
on carbon-richness, which is, e.g., greater under fruit-trees
and in soils associated with anthropic activities or free-range
farming, and after the use of manure. Notably, many halo-
tolerant LAB, known to be able to survive and even grow
in dry environments, can be recovered from soils when soil
acidity may contribute too. It is interesting to note that LAB are
also used in agriculture, as biofertilizers, safe biocontrol agents
for bacterial and fungal phytopathogens, regulators of abiotic
plant stress, and biostimulant agents to ameliorate plant growth
(recently reviewed by Lamont et al., 2017). Understanding the
phytomicrobiome, including the role of LAB therein is an
emerging field with great potential to mitigate plant stress and
promote plant resistance and production.

The LAB only represent a subdominant part of raw vegetables
and fruits microorganisms (2 and 4 log cfu per g.), while the
microbial autochtonous population varies between 5 and 7 log
cfu per g. (Di Cagno et al, 2013); hetero-fermentative and
homo-fermentative species belonging to Leuconostoc, (mostly
L. plantarum), Weissella, Enterococcus, and Pediococcus genera
are those most frequently identified as epiphytes within the
microbiota, depending on the plant species. We also should
consider the low but relevant endophyte LAB representatives
when regarding adaptation of LAB to plant niches. Indeed, the
capacity to adapt to the intrinsic features of the raw plant matrices
and persist stably as endophytes throughout plant phenological
stages represent additional criteria for selecting robust LAB
candidates (Filannino et al., 2018). Some LAB found in bakery
sourdough are there partly due to contaminating flour and may
originate from milling, representing a part of the endophytic
microbial community of wheat at very low levels. Moreover, LAB
diversity in sourdoughs may also originate from external layers
of wheat plant organs (epiphytic) and the bakery environment
(the bakers, insects, and nuisance species animals) (Minervini
et al, 2015). The ability of LAB to produce organic acids
and other antimicrobial substances has made them essential
in the preservation of plant-based foods while they also are
the most important microbes promoting significant positive
changes in healthy aspects of plant foods. Their metabolism
throughout fermentation contributes to lowering some toxic

and antinutritional factors and promoting bioavailable bioactive
compounds (Di Cagno et al., 2013; Marco et al., 2017; Filannino
et al,, 2018). Following either spontaneous fermentation or after
intentional inoculation of food products with LAB as starters,
the final LAB load in plant products can reach 8 to 9 log per g.
Such a high concentration of LAB contributes to the biocontrol
of pathogens (Gram-negative bacteria, Listeria monocytogenes) in
food as well as to their possible use in probiotic/functional food.

The natural origin of LAB used in traditional fermented foods,
such as sauerkraut, pickles, cheese, sausage, fish, fish- and soy-
sauce, sourdough bread, and animal silage, is the corresponding
matrix (fruits, cereals, milk, and animal farm environment) or the
associated (wooden) material (Lortal et al., 2014). A plant-based
origin for dairy lactococci was nicely demonstrated using genome
evolution studies (McAuliffe, 2018). Starters and ferments have
then been isolated, selected, and domesticated over past centuries
to control the fermentation processes and standardize the taste
and quality of the final products. The final count of LAB in
fermented products is highly diverse and ranges from 4 to 5
log to over 9 log of bacteria, depending on product types,
fermentation dynamics, and the overall microbial ecology of the
products. Moreover, the abundance of other non-LAB, yeasts,
and molds in these complex ecosystems, especially in cheeses,
needs to be considered. The microbial diversity of fermented
food together with some functional properties, including the
contribution of some LAB therein, has been extensively reviewed
elsewhere (Tamang et al., 2016a,b; Linares et al., 2017; Marco
etal., 2017). The health benefits of fermented foods and the added
value of ingesting LAB in order to either prevent or treat some
specific diseases is now generally accepted and beyond discussion.
Regardless of their traditional or industrial origins, fermented
foods are active sources of LAB, among other microbes, that will
enter the digestive tract and possibly exert a positive influence
(and even a negative one) on the host.

OCCURRENCE OF LAB IN MUCOSAL
NICHES

The Human Vaginal Tract as a Unique
Example of LAB Dominance and
Functionality

Dominance of LAB in the vaginal niche is a characteristic of
healthy women, reaching from 70 to up to 90% of resident
bacteria, whereas LAB colonization of the genital tract of other
mammal species, including primates, is anecdotic and generally
below 1% of the relative abundance (Miller et al., 2016). This
is unique in humans where vaginal fluid generally contains 7
to 8 log of lactobacilli per mL, represented by a dozen or so
species most frequently found (Borges et al., 2014). However,
the normal vaginal flora is usually dominated by one or two
out of the major species of lactobacilli (Vaneechoutte, 2017b). In
addition, occurrence of other rare Lactobacillus species and other
LAB representatives such as Pediococcus acidilactici, Weissella
spp. (W. kimchi, W. viridescens), Streptococcus anginosus,
and Leuconostoc mesenteroides has also been reported. These
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observations greatly depend on ethnic groups, individuals, and
time, according to pregnancy or menopausal status (Borges
et al, 2014). Notably, not all Lactobacillus-deficient vaginal
microbiotas are adverse (Doyle et al., 2018). The main benefits
of lactobacilli in the vaginal sphere are essentially that they have
anti-infectious properties, and can prevent and target bacterial
vaginosis, vaginal candidiasis, and sexually transmitted virus and
bacterial pathogens. The normobiosis of the vaginal microbial
community is based on low pH maintenance (ranging from 3.5
to 4) due to lactate production following glycogen consumption,
which is unique in humans, and not necessarily in other animals.
Another key factor is hydrogen peroxide production. While 95%
of lactobacilli of vaginal origin from healthy women are H,O,-
producers, this proportion can drop to 6-20% in the context
of vaginosis. Moreover, dominance of L. iners, a non-H,O,
producer, has been associated with poor protection and even a
risk-factor in vaginal dysbiosis (Vaneechoutte, 2017a). However,
the specific role of L. iners, which is uncultivable in standard
LAB culture media and unable to produce D-lactate, is still on
debate (Petrova et al., 2017). Finally, bacteriocin production is
also involved in direct killing of microorganisms by lactobacilli
in the vagina although most vaginal LAB isolates do not exhibit
bactericidal activity (Spurbeck and Arvidson, 2011). Anyway, this
production is an optional issue in selecting appropriate strains
and sustaining the role of probiotics in maintaining vaginal
health (Borges et al., 2014). As a more indirect mechanism, a
recent study has demonstrated that the overall Lactobacillus-
associated anti-inflammatory properties in the vaginal mucosa
could contribute to lower HIV infectiveness (Gosmann et al.,
2017). Collectively, only few LAB species are adapted to dominate
the human vaginal cavity in order to preserve health.

Heterogeneity of LAB Abundance Within

the Gut Microbiota

Very recently, Heeney et al. (2018) raised the question of the
importance of Lactobacillus in the intestine of mammals by
reviewing the occurrence of LAB in the gastrointestinal tract
of distinct vertebrates. In contrast to rodents where LAB can
represent 20% to up to 60% of all bacteria, the estimated
proportion of LAB in the human proximal small intestine
is always subdominant (6%), while their relative abundance
in the colon is mostly below 0.5% or non-detectable. LAB
have also been detected in substantial amounts in the stomach
of humans although the actual numbers are subject to huge
variations depending on individuals and their health status,
the methodology used, and the type of samples. Depending
on genetic backgrounds, the gut microbiota of laboratory
mice is highly diverse and the proportion of LAB can range
from undetectable to near 100%, ranging from 4.7 to 10.6
log (Friswell et al, 2010; Nguyen et al, 2015). The gut
microbiome of wild wood mice comprises an average of 30%
of Lactobacillales, although it dramatically changes with the
seasons. Indeed, the proportion of Lactobacillus spp. ranges
from 60% in spring to 20% in the fall (Maurice et al,
2015). The abundance of LAB in the intestinal microbiota
of laboratory mice is highly influenced by the diet and can

range from 10% Lactobacillales on a normal fiber control
diet to 0.5% with low-fiber diet and 40% with a high-fiber
diet (Trompette et al., 2014). Similarly, LAB abundances also
vary according to circadian rhythm disturbances (Voigt et al.,
2014).

The mode of delivery (vaginal versus C-section) in humans
is important to allow, respectively, high or low levels of
Lactobacillales in babies. These differences persist during the
first 2 years of life and progressively disappear (Dominguez-
Bello et al., 2010). Indeed, lactobacilli and enterococci are first
colonizers and dominant bacteria, then become subdominant at
toddler and adult ages. A metagenomic study identified nearly
60 distinct species of lactobacilli in human fecal samples, not
exceeding 0.04% of all bacteria present, corresponding to near
8.5 log cell per g. from an average bacterial load of 12 log
(Rossi et al., 2016). Within this diversity, one or two major
species (L. rhamnosus and L. acidophilus) were estimated at
8 log. Of the six most represented species, those estimated
from 7.5 log were identified as L. rhamnosus, L. ruminis, L.
acidophilus, L. delbrueckii, L. casei, and L. plantarum, while
others were detected below 5 log cell per g., close to the
detection threshold. In this study, the abundance of enterococci
was similar to that of lactobacilli, but commensal streptococci
were two to five times more abundant. Turroni et al. (2014)
reported dominance of L. gasseri, L. casei, L. namurensis,
L. rogosae, and L. murinus in human fecal samples. Clearly,
proportions of LAB and even Lactobacillus species are highly
diverse and vary between individuals (Booijink et al., 2010).
This may explain difficulties at comparing microbiome data
from healthy controls and patients with distinct pathologies
aiming at uncovering a possible protective or even deleterious
general role of lactobacilli. Many studies investigating the role
of the human gut microbiota in distinct immune-mediated
inflammatory diseases have reported either increased, decreased,
or unchanged levels of lactobacilli (Forbes et al., 2016; Heeney
et al,, 2018). All in all, no consistent marker for any pathology
or a healthy state is simply defined by a specific proportion of
Lactobacillus, or even based on the follow-up of the Lactobacillus
load for an individual in time. Interestingly, gut remodeling due
to a restrictive surgery and leading to short bowel syndrome
was accompanied by enrichment of lactobacilli (Joly et al,
2010; Boccia et al., 2017), which may explain the D-lactate
acidosis in some subgroups of patients (Joly et al., 2010; Mayeur
et al., 2016; Boccia et al., 2017). The in lactobacilli-enriched
microbiota in patients suffering from short bowel syndrome
may also favor energy recovery occurring after resection (Gillard
et al., 2017). The abundance of enterococci in the human gut,
mostly E. faecium and E. faecalis, is estimated between 4 and
6 log bacteria per g. wet weight (Layton et al., 2010). It, thus,
represents nearly 1% of the relative abundance, which is 10-
100 times higher than that of lactobacilli. Although commensal
LAB are somewhat subdominant, they clearly play a role in
gut physiology with consequences on health and qualitative
(species and strain specificity) rather than quantitative aspects
(genera and family abundance) should be considered. The
interplay between LAB and non-LAB within the gut has not
been completely revealed yet. For instance, several authors have
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highlighted the possible indirect role of LAB in increasing the
butyrate content in the feces. This capability is attributed to an
initial cleavage of fibers in the large intestine to more fermentable
compounds, which are then further converted to butyrate
by butyrogenic non-LAB present. Moreover, exogenous LAB,
sourced after oral administration of fermented foods or dietary
supplements, may reach numbers similar to those of commensals
(0.1-1% of the total microbiota present in the gastrointestinal
tract, so 5-8 log per g.), depending on dietary habits and
geographic areas (Plé et al., 2015). Such transitory or “visiting”
living microorganisms, also named pseudocommensals (Rook,
2013) or transionts, cannot durably colonize the host. However,
provided these bacteria are regularly or even occasionally
ingested in sufficient amounts, they can act as symbionts or
pathobionts, modulate the gut microbiota, and exert various
health effects.

The Lung as an Emerging Example of
LAB Occurrence and Functionality?

The exploration of the microbiota in the lung is in its infancy
when compared with the microbiomes from the gut or the vaginal
cavity. Using 16S metagenomics, the microbiota of the respiratory
tract has been described since 2010; it is mainly made up by two
phila (Firmicutes and Bacteroidetes) in humans and four phila
(Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, and Actinobacteria)
in mice (Singh et al., 2017). The load of lung microbiota is
estimated to reach around 103-10* cultivable bacteria per gram
of lung homogenates in mice (Remot et al., 2017). In humans,
it has been estimated as a mean of 3 log bacterial genomes per
cm? surface in the upper lobe (Hilty et al, 2010). The lung
microbiota plays a key role in promoting tolerance (Gollwitzer
etal., 2014) and is a determinant of maintenance of homeostasis.
It remains difficult to define a healthy lung microbiota as
of yet, due to its high intervariability as a function of age,
diet, or environment, but LAB (Streptococcus, Lactobacillus, and
Enterococcus) are prominent members and seem to be actors of
respiratory symbiosis and health. As an example, the presence of
Enterococcus faecalis decreases with the severity of asthma in the
human lung microbiota (Turturice et al., 2017) and the decrease
of the bacteria improves the outcomes of asthma in a preclinical
mouse model (Remot et al., 2017). Nasal administration of
Lactobacillus rhamnosus GG protects against influenza virus
infection (Harata et al, 2010) and oral supplementation of
Lactobacillus spp also modifies the lung ecosystem. Overall, these
data indicate that LAB are major members of lung microbiota
and might be useful in future preventive strategies or new
therapeutics for respiratory health.

REGARDLESS OF THEIR ORIGIN, LAB
CAN EXHIBIT MULTIFACETED
FUNCTIONAL PROPERTIES

Immune Properties
Anti-inflammatory properties of LAB have been extensively
studied in rodents and to a lesser extent in humans

(Hevia et al., 2015; Papadimitriou et al., 2015). This is attested by
many studies sustaining the protective role of commensal LAB
and the benefits brought by exogenous LAB through nutritional
and/or probiotic interventions. The overall anti-inflammatory
value of LAB is also evidenced by the rarefaction of lactobacilli
in the gut of inflammatory bowel disease patients. Moreover,
the drop of lactobacilli observed in the fecal microbiota of
aging populations can be related to the low-grade inflammation
theory, ie., ‘inflamm-aging’ and frailty (van Tongeren et al,
2005; Franceschi et al, 2017). Recently, it was shown that
diet-induced exacerbation of experimental colitis is associated
with a reduction in Lactobacillus sp. and a lower production of
protective short-chain fatty acids, including butyrate (Miranda
et al., 2018). Nevertheless, whether the overall rate of LAB
or even a minimal threshold of lactobacilli may or may
not represent an indicator for health is not yet clear. The
prevalence and richness of Lactobacillales and lactobacilli may
either increase or decrease depending on immune disease
types and studies (Forbes et al,, 2016; Heeney et al.,, 2018),
and such changes can be linked to causal events or adaptive
processes to counteract the injury. Again, besides genus and
species, also strain-level attributes matter when considering
immunomodulatory properties of LAB (Sanders, 2007). This
has been well documented during the last decades, showing
anti-inflammatory probiotic properties of specific lactobacilli
based on multiple distinct mechanisms of reducing colitis
symptoms in mice (Sanders et al., 2018). For example (non-
exhaustive), a L. plantarum strain was shown to be beneficial
against inflammation because of a specific teichoic acid structure
(Grangette et al., 2005), while the anti-inflammatory effect
of a strain of L. salivarius was dependent on peptidoglycan
(Macho Fernandez et al., 2011). In contrast, the alleviation
of colitis was attributed to S-layer proteins of L. acidophilus
(Konstantinov et al., 2008), pili for a L. rhamnosus strain (Lebeer
et al., 2012), and EPS for another L. plantarum (Gorska et al.,
2014). In line with these observations, the structurally different
EPS from resident lactobacilli generate different immune
responses by dendritic cells while, upon gut inflammation,
specific bacterial molecular motifs are absent from lactobacilli
isolated from IBD (Gorska et al., 2016), providing tools for
further application based on strain selection (Oleksy and
Klewicka, 2018). The positive role of H,O, production to
lower inflammation has been reported for L. crispatus and
L. rhamnosus (Voltan et al., 2008; Lin et al., 2009). The colitis
alleviating property of L. bulgaricus was related to activation of
the aryl hydrocarbon receptor pathway in colon cells (Takamura
et al,, 2011), in line, the control of inflammation by an L. reuteri
intervention was associated to the production of histamine
followed by activation of a host epithelial cell receptor (Gao
et al.,, 2015). An L. casei strain inhibited the secretion of the pro-
inflammatory mediator IP-10 protein at the post-translational
level (Hoermannsperger et al., 2009); this inhibition is based
on the role of a specific secreted protein by the bacteria (von
Schillde et al., 2012). Specific bacterial DNA motifs may also
drive some of the immune-stimulatory effects in a toll-like
receptor 9-dependent manner (Iliev et al., 2008). Interestingly,
distinct immunological activities through TLR5-signaling
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caused by flagellins isolated from motile lactobacilli presume
a consequence of adaptation to commensalism (Kajikawa
et al, 2016). Pro-inflammatory LAB, ie., L. crispatus, were
inconsistently reported in murine models of colitis (Zhou
et al., 2012). Given that these observations are rare, one has to
keep in mind that such undesirable (and embarrassing) results
are difficult to publish and that they may be underestimated.
LAB other than lactobacilli can also exert immune effects and
strain-dependent impact on the release of pro-inflammatory
cytokines and colitis. Strain diversity in such anti-inflammatory
properties has been reported for food-derived pediococci and
oenococci (Foligné et al., 2010), carnobacteria (Rahman et al,
2014), and enterococci (Wang et al., 2014). Notably, several
strains of Enterococcus spp. are marketed as probiotics, for use
in many health purposes both in humans and pets, alone or in
combination with other LAB and/or bifidobacteria but most
of the Enterococcus species are believed to have no prominent
beneficial effect on inflammation as well as on the overall human
health.

No single and unique mechanism of anti-inflammatory effects
of LAB can be generalized. The overall combination of anti-
inflammatory and anti-oxidative properties with the occurrence
of some immune-stimulatory signals of a single LAB strain has to
be integrated by the host. Moreover, when interpreting the host’s
health, one also should consider the interplay of these specific
molecular players with those of other (non-)LAB strains from the
microbiota. Consequently, the anticipated effects of a promising
strain can either be boosted or diluted, depending on its microbial
microenvironment in the gut. In addition, the contribution of
the matrix should not be neglected (Burgain et al., 2014; Lee
et al., 2015). Together with a high variability in host immune
reactivity, it seems difficult to fully predict the performance
of individual LAB strains. It is essential to screen LAB strains
with valuable properties (Foligné et al., 2013; Papadimitriou
et al,, 2015), but integrative endpoints are necessary to fully
characterize the consequences of LAB for health; relevant anti-
inflammatory strain selection should thus be based on specific
mechanisms and how they may interplay within the microbiota
(Lebeer et al., 2018).

Metabolic Properties

Clear links have been established between gut microbiota,
metabolism, and the nutritional status of distinct animals,
including farm animals, whose growth performance was
empirically boosted either by antibiotics or probiotics for several
decades. The key role of gut microbes in the metabolic physiology
of the host, throughout evolution, has been demonstrated in
drosophila (Leulier and Royet, 2009) in fish (Egerton et al,
2018), in rodents and humans (Ley et al., 2006; Gérard, 2016).
Molecular mechanisms involved multiple signaling pathways
such as microbial production of short-chain fatty acids, the
control of epithelial integrity (and endotoxemia), and modulation
of chronic inflammation, which has been reviewed elsewhere
(Maruvada et al., 2017; Dao and Clément, 2018). Microbiota-
derived metabolites can also interplay with the regulation of
appetite and satiety. They act particularly on intestinal food
intake mediators likely GLP1, leptin, and ghrelin. In mammals,

disruption of the homeostasis of gut microbiota (dysbiosis),
resulting from an imbalance of bacterial strains, may induce
physio-pathological processes leading to chronic obesity or
metabolic disorders such as type 2 diabetes or metabolic
syndromes (Carding et al., 2015).

Gnotobiotic rodents have been used to study the health effects
on germ-free (axenic) animals of treatment with specific bacterial
strains. The glycolytic activity of Streptococcus thermophilus is
improved once inside the digestive tract of mono-associated
rats (Rul et al, 2011). Colonization of the gut of germ-free
mice by microbiota from obese mice significantly increases their
total body fat compared with colonization by microbiota from
lean mice (Turnbaugh et al,, 2006). In addition, inoculation
of both obese mice and humans with microbiota from lean
mice or humans, respectively, improves symptoms of metabolic
syndrome (Vrieze et al, 2012; Kulecka et al., 20165 Ji et al,
2018). Some Lactobacillus species are associated with weight gain,
while others are associated with protection against obesity (Drissi
etal., 2014). Compared to lean patients with a normal body mass
index, abundance of lactobacilli was higher in obese and lower
in anorexic individuals (Ley et al., 2005; Armougom et al., 2009).
In contrast, a recent study established a relationship between the
high oral Lactobacillus counts and protection to further weight
gain, while a lack or a low level of oral lactobacilli may increase
the risk of obesity (Rosing et al., 2017). Higher proportions
of lactobacilli were related with type 2-diabetes (Larsen et al.,
2010; Karlsson et al., 2013). Moreover, some lactobacilli were
also reported to limit undernutrition and to have growth-
promoting effects in mice (Schwarzer et al., 2016) while a strain
of L. reuteri could contribute to preventing cachexia (Bindels
et al., 2016). Data dealing with the occurrence of Lactobacillus
spp. in obesity and type 2-diabetes are thus inconsistent, which
is most probably related to their low and variable quantity in
the gut microbiota. Comparative genomic analyses have shown
that Lactobacillus species linked to weight-loss had specific
arsenals of genes associated with anti-microbial activities such
as bacteriocins (Drissi et al., 2014). In contrast, weight gain-
associated Lactobacillus spp. harbored enzymes involved in
lipid metabolism. Besides the species level, the importance of
properties at the strain level was revealed using interventions in
experimental rodent models.

Significant research efforts over the recent decades have been
devoted to the development of effective treatments for obesity
and metabolic disorders, using probiotics to mitigate dysbiosis
and its impact on metabolism. Several studies have shown that
ingestion of LAB by rodents reduced weight gain and improved
the metabolic profile (blood glucose level, insulin, leptin),
oxidative stress, and hepatic inflammation in various models such
as mice fed with a high fat diet (HFD) (Alard et al., 2016; Park
et al,, 2017); Lepr®®/®® mice (lacking the functional, full-length
Ob-Rb leptin receptor) (Yun et al., 2009), streptozotocin (STZ)-
induced diabetic mice fed an HFD (Pei et al., 2014), STZ-diabetic
rats (Tabuchi et al., 2003), and rats fed with a diet high in fructose
(Hsieh et al., 2013). These experiments mostly underlined the
role of L. rhamnosus, L. plantarum, L. gasseri, L. casei L. mali,
L. fermentum, and L. reuteri strains alone or in combination
with other strains. Again, not all Lactobacilli are able to control
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obesity and adiposity and some, i.e., an L. salivarius strain known
as a probiotic for anti-inflammatory properties in mice, could
not alleviate diet-induced obesity and insulin resistance, while
a strain of L. rhamnosus did (Alard et al., 2016). Similar results
have also been observed in clinical trials. For example, glycemia
and cholesterol levels were reduced in elderly subjects after a
month of daily consumption of a combination of L. acidophilus
and B. bifidum strains (Moroti et al., 2012), while a reduction
was observed of oxidative stress and glycemia levels in type-
2 diabetes patients after 6 weeks of daily consumption of a
probiotic dairy product containing L. acidophilus and B. lactis
(Ejtahed et al., 2012). The beneficial effects of various species
of Lactobacilli on obesity throughout clinical interventions have
not been demonstrated nor reviewed yet (Crovesy et al., 2017).
One possible explanation of metabolic disorders alleviation is
that probiotics, and especially LAB, could reduce the absorption
and conversion of food into useable energy and subsequent
fat storage, resulting in anti-obesity, anti-inflammatory, and
anti-diabetic effects in mice and humans (Kerry et al, 2018).
The current molecular hypothesis of anti-obesity mechanisms
involves the specific role of short-chain fatty acids and the host
cell receptors FFAR2 and FFAR3, the contribution of bile-salt
hydrolases from LAB, and further bile signature signaling of FXR
and TGR5 receptors as well as LAB metabolites as antagonists
of AhR (Lamas et al., 2016). However, no clear explanation is
achieved yet.

In addition, LAB strains that either lower pathogen or even
pathobiont numbers, those that strengthen the gut barrier and
reduce LPS-endotoxemia, and the anti-inflammatory strains are
also valuable candidates against obesity.

Lactic acid bacteria are also able to produce conjugated linoleic
acids, gamma-aminobutyric acid (GABA) and may contribute to
signal the neuroendocrine and vascular systems. More studies
are necessary to determine the best strains, optimal dose,
and treatment time to achieve beneficial outcomes for obesity,
type-2 diabetes, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and
decipher the corresponding mechanism(s). Collectively, those
data should shed light on selected probiotic strains as important
tools to prevent and treat patients with metabolic disorders and
cardiovascular diseases.

Antimicrobial Properties

Besides the widely known lactic acid and H,O,-mediated anti-
bacterial, anti-viral, and anti-fungal properties of LAB, specific
bacteriocin-based mechanisms can control bacterial growth in
distinct environments. Bacteriocins are ribosomally synthesized
peptides or proteins that exhibit bactericidal or bacteriostatic
activities (Leroy and De Vuyst, 2004; Cotter et al., 2005). The
classification of bacteriocins is a long-term matter of debate.
Lately, a large scientific consortium proposed a new classification
in which post-translationally modified bacteriocins of less than
10 kDa are considered as Ribosomally synthesized and Post-
translationally modified Peptides (RiPPs) (Arnison et al., 2013).
This new classification was slightly modified to embrace all
bacteriocins leading to three classes, where class I are RiPPs, class
II are unmodified bacteriocins (less than 10 kDa), and the class
III are large bacteriocins (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

Bacteriocins are found in almost every examined taxa.
Their likely ubiquitous nature suggests they play a major
role in shaping bacterial communities: they may serve as
anticompetitors preventing invasion of a bacterium into an
established community and could reciprocally allow a bacterium
to invade a community (Riley and Wertz, 2002). Intuitively, their
activity should lead to diversity reduction; however, experimental
and modeling data suggest that under certain circumstances,
bacteriocin production can promote diversity providing that
taxonomic diversity is mirrored by bacteriocin-encoding gene
diversity (Abrudan et al., 2012).

There are three major already established or future
applications of bacteriocins. They can be used as biopreservative
agents, as probiotic-promoting factors, and as antibiotics.
Although two bacteriocins, nisin and pediocin, are allowed
as food preservatives, bacteriocins are mainly indirectly used
through producer strains. These strains are included into ready-
to-eat food in order to produce bacteriocins in situ and are mainly
used to target Listeria monocytogenes (Alvarez-Sieiro et al., 2016).
Bacteriocin-producing LAB are also promising probiotic
candidates for humans and animals (Dobson et al., 2012).
Proof of concept was demonstrated by showing that bacteriocin
production by L. salivarius UCC118 allows protecting mice from
L. monocytogenes infection (Corr et al., 2007). Several studies
revealed that bacteriocin production results in changes in the gut
microbiota structures (Murphy et al., 2013; Umu et al., 2016)
leading to the idea of using bacteriocins as tools for targeted
manipulation of gut microbiota (Murphy et al., 2013).

Besides biopreservation and probiotic-promoting factors,
bacteriocins are considered as a means to fight against emerging
multidrug resistant pathogens (Cotter et al., 2013). A promising
strategy consists in combining the use of bacteriocin with other
antimicrobials to reduce the frequency of resistant variants
appearing and/or to increase the antimicrobial potency (Mathur
etal., 2017).

All these possible applications fuel active research, aiming at
identifying new bacteriocins. Despite the tremendous literature
describing new bacteriocins, new ones with interesting novel
structures and unique activity are still being discovered. The
challenge is now to design strategies that allow to avoid
already reported bacteriocins. The traditional approach,
isolating a strain exhibiting antagonistic activity followed by
purification of the active compound prior characterization,
is time-consuming, expensive, and tedious. Therefore, new
workflows were developed that include steps dedicated to
assess the novelty of bacteriocin candidates. One strategy
combines liquid chromatography/mass spectrometry with
principal component analyses of the antimicrobial spectrum
of each bacteriocin-producing LAB strain (Perez et al.,, 2014).
There are also in silico strategies based on genome mining
that allow identifying candidate genes specifying putative
bacteriocin proteins with novel structures (Collins et al,
2017).

Detoxifying Properties of LAB

The LAB, among other bacteria, have been suggested as tools
for detoxification of several xenobiotics and pollutants such as

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

November 2018 | Volume 9 | Article 2899


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles

George et al.

LAB Occurrence and Health Applications

Livestock

Environment

‘:‘WC’

Fermented foods

@%&

Host’s mucosal cavities

’7
Qi [
e
e o
Probiotics

"‘W ]
D
< Agmg

Functional foods Psychological

disorders

Intoxications

\\ Ilf

Allergies
’
@

<

Q
’t Infections n

Inflammation

Vaginosis

‘M‘"‘v

Metabolic diseases

FIGURE 1 | Schematic representation of the worldwide occurrence (left) and multiple health applications (right) of lactic acid bacteria.

pesticides, toxins, and heavy metals. Whereas bioremediation
is actively used in the environmental industry for many years,
in vivo applications of LAB to reduce contaminant bioavailability
are only in the early stages of development. Proof of concept has
already been established, however, using distinct animal models
and pilot clinical studies (Trinder et al., 2015; Wang Y.S. et al.,
2016). For example, specific Lactobacillus spp. and Leuconostoc
isolated from kimchi possessing an organophosphorus hydrolase
gene were able to degrade pesticides such as chlorpyrifos
and parathion (Islam et al., 2010). In this context, resistance
to insecticides (chlorpyrifos, fipronil) was associated with
the presence of Lactobacillales in the midgut of insects
(Xia et al, 2013). Recent data support the use of an
L. rhamnosus strain to reduce absorption and subsequent
toxicity of organophosphate pesticide and neonicotinoid to
Drosophila melanogaster (Trinder et al., 2016; Daisley et al.,
2017, 2018). These are encouraging results that might be
helpful in the fight against the current worldwide environmental
threat of bees dying from these toxic compounds. They
also suggest further examining the use of supplements for
human, livestock, or apiary foods with selected probiotic
microorganisms.

Lactic acid bacteria have also shown potential in mitigating
toxic effects of distinct mycotoxins such as aflatoxins (B1, F1
and M1), patulin, ochratoxin A, and deoxinivalenol in food and
feed (Fuchs et al., 2008; Ahlberg et al., 2015). Certain Pediococcus

spp. have mycotoxin adsorbing and degrading properties
(Martinez et al.,, 2017). Reducing aflatoxin bioavailability was
reported in rats (Hernandez-Mendoza et al., 2011; Nikbakht
Nasrabadi et al, 2013) and in mice (Jebali et al, 2015),
but yet no clinical data are available on the use of LAB
as detoxifying probiotics in humans. Other toxic substances
can be handled by LAB. Acrylamide-binding ability by LAB
was found to be both concentration- and strain-dependent,
in vitro (Serrano-Nino et al, 2014) as well as in a gastric
digestion stimulator (Rivas-Jimenez et al., 2016); the binding
was mostly based on teichoic acid properties of specific strains.
These results are promising for further actions and research
to reduce exposure and bioavailability of such carcinogenic
compounds.

Bioremediation of heavy metal (HM) and other hazardous
and toxic metals such as chromium (CrVI) and aluminum,
and, to a lesser extent, copper and cobalt, is challenging. The
bioremediation is based on specific capacities of microorganisms
to immobilize and/or inactivate pollutants by various passive
(biosorption, complexation) or active transport (internalization,
efflux/uptake ratio) mechanisms, including distinct bioprocesses
(oxido-reduction, demethylation, e.g., for CH3-mercury) to
lower HM bioavailability. Efforts have mostly focused on
LAB and related species, and these have shown that selected
lactobacilli (and bifidobacteria) can sequester lead (Pb) and
cadmium (Cd) divalent cations and mercury (Hg) salts
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(Ibrahim et al., 2006; Halttunen et al., 2007, 2008; Bhakta et al.,
2012). A key point is the huge variations in binding capacity
among LAB species and even strains (Kinoshita et al., 2013).
This variability is partly caused by the high diversity of ionisable
compounds on the surface of Gram-positive bacteria (Lebeer
et al., 2010). For example, EPS and teichoic acids comprise
negatively charged groups (hydroxyl, carboxyl, phosphate) as
potential ligands for divalent metal cations (such as Pb?™,
Cd?*, Hg?T). In contrast, peptidoglycan and a mosaic of
specific surface proteins (e.g., S-layer proteins) have positive
charges, which can explain affinity toward arsenate As(V)
(Schar-Zammaretti and Ubbink, 2003). Since the last decade,
bioremediation of HMs and tolerance of humans to HMs
through microbial processes using food-grade microorganisms
have been highlighted (Monachese et al., 2012; Kumar et al,,
2018). This concept can also be applied in vivo ‘inside the
digestive tract” Commensal intestinal microorganisms play a
positive role in the interactions with HMs, as demonstrated
by we and others (Nakamura et al, 1977; Breton et al,
2013). Provided that microbial species meet criteria for safe
dietary use, transitory microorganisms may do at least as
well or even better than the resident flora (Plé et al., 2015).
Various selected food microbes can thus prevent the absorption
of HMs by the body and remove them upon defecation.
Promising proof of concept of efficiency was demonstrated in
preclinical models of acute and chronic HM toxicity in mice
for cadmium (Zhai et al., 2013, 2014), chromium (Younan
et al., 2016), and aluminum (Yu et al., 2017). Likewise, a
first clinical pilot study showed reduced circulating levels
of toxic HMs in pregnant women and children living in a
contaminated area: by using a designed fermented milk with
a selected probiotic L. rhamnosus-supplemented yogurt the
bioaccumulation of mercury and arsenic could be reduced
(Bisanz et al., 2014). This work clearly illustrates the promising
concept of using probiotics in a nutritional strategy against
xenobiotics.

Other Attributes and Emerging
Properties of LAB

Opportunities to use LAB for health are quite unlimited as the
role of intestinal microbiota has now been clearly highlighted
in various diseases and pathologies, including those affecting
organs at distant sites, cancers, neurologic, and psychological
disorders. Some examples are abdominal hyperalgesia and pain
that can be controlled by specific strains of lactobacilli targeting
nociceptive signals and these strains have been proposed in
treatment of irritable bowel syndrome (Ringel-Kulka et al., 2014;
Perez-Burgos et al, 2015). Interestingly, in the 2014-clinical
study, an L. acidophilus strain was clinically effective, but failed
to attenuate pain in patients when co-administered with another
bacterial strain (Bifidobacterium lactis). The results suggest a
diversion effect and caution should be taken when using mixtures
of strains. In cancer, a higher enterococci count was correlated
with a lower risk of colorectal cancer development. Some reports
showed an inverse correlation of fecal enterococci with colon
adenomas (Kawano et al., 2018), while another study suggested

a deleterious role of E. faecalis in colorectal cancer development
(Huycke et al.,, 2002). Selected LAB, such as Enterococcus hirae,
can be also used to boost cancer chemotherapy (Daillere et al.,
2016), while appropriate strains may also play a role in immune
cell regulation and exhibit anti-oxidative and antigenotoxic
effects.

Other examples of innovative use of LAB as probiotics are
in modulating central nervous system functions (Wang H.
et al., 2016) and behavior symptoms such as chronic fatigue,
depression, and anxiety (Slykerman et al., 2017), although clinical
data are yet not fully convincing (Pirbaglou et al., 2016; Ng et al.,
2018). The results have led to the definition of ‘Psychobiotics’
as a novel class of psychotropic treatments employing bacteria
with neuroendocrine and behavioral properties (Sarkar et al.,
2016). Functional magnetic resonance imaging has been used
for the first time to measure brain activation triggered by
probiotic LAB (Bagga et al.,, 2018). A deeper understanding of
the relationships between the LAB (within the gut or ingested)
and the host, if they do really exist and what are the mechanisms,
is required to develop microbial-based therapeutic strategies
for brain disorders. Indeed, emerging applications are still
on examination, partly due to the lack of consistent studies,
appropriate study designs, and the selection of the proper
strain(s).

GENERAL CONCLUSION

The LAB are multifaceted microorganisms that have existed on
earth for several millions of years, with tens of thousands of
years of shared history with animals and humans. They have
been used for the production of fermented foods for centuries,
and more or less actively developed as probiotics for several
decades (Figure 1). LAB may strongly be part of the health
concept for livestock rearing and in food and feed production.
An outstanding effort has been made these last years, using
extended omics approaches, to build the knowledge and further
tools to elucidate the contribution of LAB in health and diseases.
We are now facing the daunting task of integrating of all this
information for general application as well as for individual use
(“my personalized LAB”). Indeed, separately, LAB can either
contribute to induce Thl or Th2 immune responses; they may
also induce specific or non-specific regulatory T cells, which
may or may not be required by the host. Similarly, LAB have
the potential to favor either weight loss or weight gain. LAB
abundance is sometimes diminished or increased depending
on diseases. The central role of LAB within the microbiota,
providing antimicrobials, also raises the question of the control
of ecological niches, which can be advantageous or not (Berstad
et al, 2016; Hegarty et al., 2016). Berstad argued that ‘we
should stop thinking of LAB as always being friendly.” Indeed,
few data exist on the long-term impact of LAB, considering
their possible capacity to destabilize the microbiota, and the
“paradox” to use them empirically in multiple pathologies
and combined (metabolic, immune, psychological) disorders.
Nevertheless, LAB are our obligate partners and we have to
cope with these microorganisms. Dissociating the common
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and specific interactions of LAB strains, -species and -genera
within the whole of the microbiota in which they partake is
still necessary to identify regulatory mechanisms, respectively,
involved in distinct organs, systems, and hosts. Definitely,
integrative system biology approaches are required to achieve
the ultimate goal of applying LAB for personalized medicine. It
comprises using omics technologies on the LAB as well as on
the host and including foodomics and nutrigenomics (Kussmann
and Van Bladeren, 2011; Bordoni and Capozzi, 2014), together
with appropriate basic and integrative models and tools (Fritz
et al., 2013; Daniel et al., 2015; Papadimitriou et al., 2015) to
appraise the overall functionality of LAB.
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Abstract: Toxic metals (such as lead, cadmium, and, to a lesser extent, aluminum) are detrimental to
health when ingested in food or water or when inhaled. By interacting with heavy metals, gut and
food-derived microbes can actively and/or passively modulate (by adsorption and/or sequestration)
the bioavailability of these toxins inside the gut. This “intestinal bioremediation” involves the
selection of safe microbes specifically able to immobilize metals. We used inductively coupled plasma
mass spectrometry to investigate the in vitro ability of 225 bacteria to remove the potentially harmful
trace elements lead, cadmium, and aluminum. Interspecies and intraspecies comparisons were
performed among the Firmicutes (mostly lactic acid bacteria, including Lactobacillus spp., with some
Lactococcus, Pediococcus, and Carnobacterium representatives), Actinobacteria, and Proteobacteria. The
removal of a mixture of lead and cadmium was also investigated. Although the objective of the study
was not to elucidate the mechanisms of heavy metal removal for each strain and each metal, we
nevertheless identified promising candidate bacteria as probiotics for the intestinal bioremediation of
Pb(II) and Cd(II).

Keywords: bioremediation; gut microbiota; lactic acid bacteria; Enterobacterales; lead; cadmium;
aluminum; probiotics; ICP-MS

1. Introduction

Hazardous toxic metals (such as lead (Pb), cadmium (Cd), and, to a lesser extent,
aluminum (Al)) are nonessential and nonbiodegradable elements that are detrimental for
health through (i) poisoning after acute environmental exposure, (ii) long-term, low-dose
contamination via the food chain, or (iii) inhalation. When considering the exposome in
humans and other animals, heavy metals and other toxins can enter the body by the oral
route after the inhalation or ingestion of contaminated drinking water, beverages, or food.
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After first interacting with the gastrointestinal tract and its ecosystem, the metals may
accumulate further within target tissues and also reach the circulation [1,2].

Lead (Pb) is a widespread heavy metal considered to be “probably carcinogenic” by
the US Environmental Protection Agency (EPA) and classified as a group 2A substance
by the International Agency for Research on Cancer (IARC). Chronic Pb exposure leads
to anemia, increased blood pressure, persistent vomiting, and neuropsychiatric disorders
(including encephalopathy, delirium, convulsions, and even coma in severe cases) [3,4]. It
is noteworthy that children are highly susceptible to Pb exposure, which may cause mental
retardation [5]. Recent studies have suggested that Pb exposure in childhood is a risk
factor for the development of neurodegenerative diseases in adulthood [6]. Pb accumulates
mostly in the liver, kidneys, and bones. Safe drinking water should contain less than
10 pg.L~! Pb—a threshold that is very often exceeded [7].

Cadmium (Cd) is classified as a group I carcinogenic compound by the IARC [8].
The metal is nephrotoxic and may induce various health disorders, such as damage to
bones (osteoporosis), kidney tubules, the brain, and the testis [9-11]. It has also been
suggested that Cd is involved in metabolic diseases and susceptibility to respiratory tract
infections [12,13]. A Cd intake of 23.2 ug/day (less than half the safe intake, according to
current guidelines) might increase the risk of chronic kidney disease, mortality from heart
disease, cancer at any site, and Alzheimer’s disease [14]. Moreover, epidemiological studies
of co-exposure to Cd and Pb have shown that each metal enhances the nephrotoxicity of the
other. Furthermore, Cd is also involved in the modulation of inflammatory responses [15],
including those in the gastrointestinal tract [16]. Perinatal and early-life exposure to Cd has
been linked to poor birth outcomes and adverse effects on the child’s neurodevelopmental
and metabolic functions [17].

Aluminum (Al) has no known physiological functions and accumulates in the liver,
kidneys, bones, testis, and (where it produces the most prominent toxic effects) the brain
and the nervous system [18,19]. It has also been suggested that Al is involved in neuro-
logical disorders, such as Alzheimer’s disease, autism spectrum disorders, and multiple
sclerosis [20]. With regard to the digestive tract, Al induces epithelial barrier dysfunction,
abdominal pain, and inflammation [21,22], and the metal’s involvement in inflammatory
bowel disease is strongly suspected [23-25]. Al adversely affects reproduction [25], and in
utero exposure has a negative impact even at low concentrations [26].

Furthermore, ingested metal xenobiotics may also contribute to dysbiosis by targeting
the host’s gut microbiota and the latter’s key functional roles in intestinal homeosta-
sis [16,27]. Hence, metal contaminants may indirectly alter the host’s health as a result of
subtle microbial changes within the gut [28,29]; these changes might damage the intestine’s
barrier functions and might contribute to a broad range of metabolic, neurological, and /or
chronic immune diseases. Indeed, microbes interact (by biotransformation or sequestration)
with metals in the gut, and thus can actively or passively, control bioaccessibility and the
further bioavailability of heavy metals [30]. In experiments on germ-free mice [2,31] or
involving broad-spectrum antibiotics [32], we and others have previously highlighted the
gut microbiota’s overarching role as a barrier to heavy metal dissemination. However, not
all bacteria have the same ability to limit the bioavailability of toxic metals. Whereas the
use of environmental bacteria as biosorbents for heavy metals has been widely employed to
remove metals from contaminated soils and wastewaters [33], “intestinal bioremediation”
requires the selection of safe microbes on the basis of their specific ability to immobilize
metals [34]. Given their ecological niches, food-grade bacteria and gut-sourced microor-
ganisms are thus the best candidates for alleviating metal toxicity [35]. In this context,
lactic acid bacteria (LAB) efficiently bind and/or internalize metals (especially Cd and Pb)
in vitro [36-40].

Although LAB-mediated metal removal is partly strain-dependent, few researchers
have explored species and strain diversity in this respect. Overall, only a few types of
LAB (lactobacilli, enterococci, and Weissella spp. [40-42]), dairy propionibacteria, and bi-
fidobacteria [38,43] have been analyzed in separate, heterogenous studies. Furthermore,
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non-LAB have rarely been screened for these properties: only a small number of pro-
teobacterial species (E. coli) and gut-isolated anaerobic bacteria (Akkermansia muciniphila,
Faecalibacterium prausnitzii, and Oscillibacter ruminantium single strain isolates) have been
studied [32,43]. Other genera with notable in vitro detoxification potential (such as Pseu-
domonas, Stenotrophomonas, or Bacillus) are not appropriate for targeting the intestinal
compartment. To date, only LAB such as Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lac-
tobacillus rhamnosus, and Lactobacillus delbrueckii strains have been selected in vitro and
then confirmed as being able to detoxify in vivo. Various selected food-sourced microbes
can prevent the absorption of heavy metals in the gut (and thus dissemination into the
tissues) and thus enable their excretion in the feces. The efficacy of this approach has been
demonstrated in preclinical studies of acute and chronic Pb [32,44,45], Cd [46,47], and
Al [48,49] toxicity in the mouse.

Among probiotic lactobacilli, cell-surface-associated compounds are responsible for
the strains’ functional specificity [50]. The mechanism by which metals bind to the bacterial
cell wall is thought to depend on the huge variety of surface molecules on individual
bacterial species and strains [51], including teichoic and lipoteichoic acids and peptido-
glycans. One can therefore hypothesize that the distinct biosorbent properties of other
Gram-positive and Gram-negative bacteria depend on binding sites such as S-layer proteins,
cell surface proteins, and polysaccharides.

Here, we assessed interspecies and interstrain variability in the ability to remove
potentially harmful Pb, Cd, and Al in vitro. The study’s primary objective was to com-
pare intrinsic aptitudes to cope with heavy metals among bacteria from the Firmicutes,
Actinobacteria, and Proteobacteria, rather than to elucidate the mechanisms of metal
biosorption or bioaccumulation per se (e.g., plotting adsorption isotherms). We studied
many LAB (n = 99), several bifidobacteria (n = 11), dairy propionibacteria (n = 21), and
cutibacteria (n = 4), together with other gut-friendly bacteria such as the Enterobacterales
(n = 90). The study’s secondary objective was to identify the best candidates for use in
preclinical assays and further veterinary and clinical applications.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals, Reagents and Instruments

Chemicals and reagents were purchased from Sigma-Aldrich Chemical (Saint-Quentin-
Fallavier, France), unless otherwise stated. Ultrapure water corresponds to PURELAB
Option-Q from Veolia Water (Antony, France). The Ultraflex III matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight (MALDI-TOF/TOF) instrument and
Flex Analysis software were from Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Germany). Metal
concentrations in diluted samples were determined using inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS; THERMO ICAP Qc, Thermo Scientific, Courtaboeuf Cedex, France).

2.2. Bacterial Strains Collections and Culture Conditions

We studied a set of 225 bacterial strains from various sources. Most of the LAB came
from the well-characterized DSM and ATCC collections previously used for comparative
genomics studies of lactobacilli and associated genera [52].

The Propionibacteria sample consisted of 21 Propionibacterium freudenreichii strains
from the Centre International de Ressources Microbiennes-Bactéries d’Intérét Alimen-
taire collection (CIRM-BIA; STLO, Institut National de Recherche pour 1’Agriculture,
I’Alimentation et I'Environnement, Rennes, France), previously characterized for their
immunomodulatory potential using comparative genomics [53].

Most of the Escherichia coli strains belonged to the Escherichia coli ECOR standard
reference collection [54]. The later includes isolates (A, B1, B2, D, and E phylogroups)
from a variety of hosts and geographic regions and were kindly provided by Dr. Laurent
Debarbieux (Institut Pasteur, Paris, France). Other E. coli-type strains and adherent invasive
E. coli pathovars (AIEC) have been described previously [55]. Strains of Serratia marcescens
(Db10, JUbY, SM25, SM38, and SM45) were kindly provided by Dr. Elizabeth Pradel
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(Institut Pasteur de Lille, Lille, France) [56]. Some cheese-derived Hafnia alvei strains (Gb01,
E215, 920 and Grignon) have been described elsewhere [57]. Lastly, a few bacterial strains
(nine Bifidobacterium species, four Cutibacterium acnes, two Enterobacter, two Hafnia alvei, and
five Klebsiella) were sourced from historical clinical gut or fecal samples of human origin,
from food, or as re-isolates from commercial probiotic products (Bb12 and Morinaga) held
in a collection at the Faculty of Pharmacy of Lille (FPL collection), University of Lille,
France. The strains were identified using selective media and then MALDI-TOF and were
denoted by internal FPL numbers.

Strains of Lactobacillus and associated genera (Fructobacillus, Leuconostoc, Lactococus,
Pediococcus, and Weissella) were cultured without shaking in de Man, Rogosa, and Sharpe
(MRS) medium, and Carnobacterium and Staphylococcus were cultured in BHI (brain heart
infusion) at 30 or 37 °C, depending on their optimal growth temperature. Bifidobacteria
were grown anaerobically using anaerobic generator packs (GENbaganaer, Biomérieux,
France) in MRS supplemented with 0.1% (w/v) L-cysteine hydrochloride. P. freudenreichii
strains were grown at 30 °C under microaerophilic conditions and without shaking in
yeast extract lactate medium [58]. Strains of Enterobacterales (Enterobacter, Escherichia,
Hafnia, Klebsiella, and Serratia) were grown in Luria—Bertani medium at 37 °C without
shaking. Depending on the bacterial strain, the stationary phase was achieved after 12 to
72 h of culture.

2.3. Metal Removal Assays

Eight mL of a stationary-phase bacterial culture was standardized at an optical density
at 600 nm of 2.5 and then washed twice in Ringer’s solution. The pellet was suspended
with 8 mL of the corresponding metal ion solution (in Ringer’s, pH 7.0) containing 25 ppm
(PbCl; or AICly) or 1 ppm CdCl, and then gently mixed using a rotary agitator (12 rpm)
at room temperature for 1 h. Samples were then centrifuged and washed twice before
quantification of the amount of metal using ICP-MS. The pellets were suspended in 500 nL
of 70% nitric acid and heated at 98 °C for 15 min. Lastly, the samples were diluted in
mQ water and assayed using ICP-MS. For each strain, the residual metal mass in the
pellet was expressed as a percentage of the initial amount in the incubation medium. All
assays were performed in triplicate, corresponding to three distinct bacterial cultures. The
bacteria—metal incubation time was set to one hour in order to mimic the food transit time
and thus the possible contact time in the gut.

We first checked that our methods were reliable and appropriate for screening distinct
bacterial strains for their ability to remove Pb, Cd, or Al It is known that many factors
influence the levels of metal binding by bacteria: the contact time, temperature, pH,
metal ion concentration, washing buffer, and inoculum size [36,59,60]. Thus, several key
parameters were defined to either mimic the gut environment or for reasons of convenience,
e.g., the incubation temperature. The binding assay was thus performed in physiological
saline solution (Ringer’s solution) at a neutral pH (7.1) and at room temperature (22 £ 2 °C),
using time-separated (triplicate) cultures to test the reproducibility. Pb and Al concentration
at 25 ppm were selected as being realistic for evaluating metal sequestration, whereas a
lower concentration of Cd (1 ppm) was required for discrimination between strains. In
fact, 25 ppm Cd did not discriminate between strains—most of which had very low Cd
binding capacity (removal < 5%) in an initial prescreen. Consequently, only the most
promising strains (removal > 5%) were assessed at 1 ppm. It is noteworthy that the selected
concentrations of Pb, Cd, and Al were similar to those reported previously [40,43,49,51].
We therefore ranked a strain’s removal capacity as “weak”, “low”, “moderate”, or “high”
(respectively, 0-25%, 26-50%, 51-75%, and 76-100% for Pb, and 0-10%, 11-20%, 21-30%,
and >30% for Cd and Al).

The screening assay was based on the percentage of metal bound strongly to the
pelleted bacteria. However, we also confirmed the stability and irreversibility of binding in
order to further discriminate between strains that bound both Pb and Cd. To this end, we
performed two serial wash cycles (resuspension of the pellet in a metal-free solution and
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then centrifugation). In fact, the residual quantities of metal in the second and last wash
samples were barely detectable or undetectable. This is illustrated by selected examples
of strains with different binding efficiencies (Figure S1A,B). However, the Al binding was
more labile and appeared to be partly reversible after rinsing, although the serial wash cycle
was quite reproducible (Figure S1C). Consequently, our assay somewhat overestimated Al
binding but enabled us to discriminate between strains; the assay result might reflect the
bacteria’s intrinsic ability to interact with the metal under physiological conditions, i.e., in
the gastrointestinal tract.

2.4. Statistical Analyses

All graphical and statistical analyses were performed with GraphPad Prism software
(version 6.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Experimental groups were
compared with their respective controls in a nonparametric, one-way analysis of variance
(the Mann—-Whitney U test) or a two-tailed Student’s t-test, as appropriate. Quantitative
variables were quoted as the mean =+ standard deviation (SD). Data with p values < 0.05
were considered to be significant.

3. Results
3.1. Lactic Acid Bacteria (LAB) Exhibit Variable Pb Removal Capacities

Among the 99 individual LAB strains tested for their capacity to remove Pb(Il) salts at
25 ppm, over two-thirds were able to immobilize between 50% and 90% of the metal in
solution (Figure 1A). When considering only the genus Lactobacillus (covering 65 distinct
species and 76 strains), the removal capacity of Pb ranged from 6% =+ 2.5 to 92% =+ 8.5. The
species-level patterns were inconsistent: marked interstrain differences could be observed
for given species, such as L. acidophilus, L. casei, L. paracasei and L. rhamnosus (Figure 2A).
The two L. fermentum strains were particularly effective for Pb removal, whereas the two L.
plantarum strains were unexpectedly poor (Figure 2B).

The Pb removal capacity also varied within other species of LAB. Carnobacterium
spp., Pediococcus spp., Leuconostoc, Fructobacillus, and Weissella spp. demonstrated high
Pb removal capacities (Figure 2C). This potential was not related to the bacteria’s shape
(i.e., bacilli vs. cocci); the three enterococci and four pediococci tested were quite good
Pb biosorbers (>50%), whereas Lactococcus lactis and four distinct strains of Staphylococcus
aureus were not (mostly <30%) (Figure 2D).
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Figure 1. The Pb(II) removal capacity of bacteria from distinct taxonomic phyla. Panel (A): Lactic

acid bacteria (LAB). Panel (B): Actinobacteria, comprising bifidobacteria, propionibacteria, and

cutibacteria. Panel (C): Proteobacteria, such as the Enterobacterales. Metal removal capacity is

defined as the mean + SD percentage of the initial quantity of metal in solution, in triplicate

experiments. Here, the Pb removal capacity is color-coded as weak (0 to 25%: pale green), low
(26 to 50: blue), moderate (51 to 75%: orange), or high (76 to 100%: red).
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Figure 2. The Pb(II) removal capacity of distinct strains of LAB. Panel (A): Five selected pairs of strains from the same
species but with distinct removal capacities. Panel (B): Two selected pairs of strains from the same species but with similar
removal capacities. Panel (C): Four selected groups of strains from the same genus but with distinct removal capacities.
Panel (D): Four selected strains from groups of cocci with distinct removal capacities. Metal removal capacity was defined
as the mean =+ SD percentage of the initial quantity of metal in solution, in triplicate experiments. Different letters indicate
significant (p < 0.05) between-strain differences.

3.2. Actinobacteria Strains Differ in Their Pb Biosorption Potential

Within the Actinobacteria, the bifidobacteria’s Pb removal capacities ranged from
weak (e.g., 6.6%) to high (e.g., 90%), depending on the strain (Figure 1B). Interstrain
differences were observed for all species; for example, some Bifidobacterium longum strains
had a removal capacity of up to 10-fold more than others (i.e., 6.75% £ 0.9 vs. 65.4% £ 7.2;
p < 0.001). Surprisingly, none of the Propionibacterium freudenreichii strains of dairy origin
were able to remove much Pb (mean: 10.25% = 4.4). In contrast, four Cutibacterium acnes
strains (previously referred to as Propionibacterium acnes) had removal capacities of 41%,
44%, 49%, and 56.8%, respectively.

3.3. Enterobacterales Have a Moderate Pb Biosorption Potential

We evaluated 90 strains belonging to the class of Gammaproteobacteria and to the
order of Enterobacterales, comprising 68 E. coli strains from the ECOR library, extended to
five other E. coli strains showing either probiotic properties (E. coli Nissle 1917), pathobiont
traits such adherent and invasive capacities, e.g., LF82 and NRG857C, or no particular
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criterion from a physiological point of view (E. coli K12). Furthermore, other genera were
considered, with five dairy isolates of Hafnia alvei, two Klebsiella spp., two Enterobacter
spp., and five Serratia marcescens strains from clinical collections, as commensal prototypes.
Overall, the Enterobacterales strains’ ability to remove Pb was moderate and uniform
(54.14 £ 6.7%). Indeed, nearly 90% of the strains of Gram-negative bacilli had Pb removal
capacities between 45% and 65%. Only two E. coli strains and a single Hafnia alvei strain
were able to immobilize more than 75% of the Pb in a 25 ppm solution.

3.4. Bacterium-Mediated Cd Removal Capacity Is Phylum-, Genus-, and Strain-Specific

As explained in the Methods section, the Cd concentration of 25 ppm was not appro-
priate for discriminating between bacterial strains with respect to Cd(Il) binding or for
mimicking real intoxication events. Hence, we tested the bacteria’s ability to remove Cd
from a 1 ppm solution. Among the 95 LAB strains tested, (90%) removed Cd weakly (<20%
binding; Figure 3A). Interestingly, a few strains (three Pediococcus spp., a Carnobacterium
divergens strain, and, to a lesser extent, a L. rhamnosus strain and a Leuconostoc mesenteroides
strain) had Cd binding capacities over 25% and even up to 50% =+ 15.7 for a Pediococcus
acidilactici isolate.

When considering the Actinobacteria, the bifidobacteria were characterized by variable
Cd removal that depended more on the strain than on the species. Indeed, the removal
capacity of Bifidobacterium breve strains ranged from 6.2% = 0.6 to 40.7% £ 6.7 (p < 0.01),
and that of B. longum strains ranged from 3.6% =+ 1.7 to 18.9% =+ 5.8 (p < 0.01). Most of
the Propionibacterium freudenreichii strains were consistently weak Cd biosorbers, whereas
C. acnes strains removed Cd poorly or moderately (Figure 3B). Lastly, near all the 60
Enterobacterales tested were weak or low Cd chelators, with the exception of four E. coli
strains with a moderate Cd removal potential (ECOR 64, ECOR 66, E. coli LE82, and E. coli
Nissle, with values of 24.2% =+ 3.6, 21.2% = 5.6, 20.5% =+ 2.2, and 25.2% = 3.5, respectively)
(Figure 3C).

3.5. Bacteria-Mediated Al Removal Capacity Is Also Genus- and Strain-Dependent

The bacteria’s ability to remove Al(III) in AlICl3 solution depended on the strain’s
origin and phylogenic diversity. The LAB’s ability to remove Al from a 25 ppm solu-
tion differed from one species to another; it ranged from 5% to 28%, with an average
of 14.8% =+ 4.7 (Figure 4A). Similarly, bifidobacteria and propionibacteria bound Al quite
weakly (mean: 8.9% £ 2.8 and 9.4% = 2.6, respectively), and the values rarely exceeded 10%.
Strains of Cutibacterium acnes were more effective, with moderate removal capacities (mean:
24.3% =+ 4.7) (Figure 4B). In contrast, representatives of Enterobacterales had removal ca-
pacities that ranged from 12% to 30%, with a mean value of 20.4 & 4.7% (Figure 4C). A few
E. coli strains removed Al strongly (i.e., 25% to 30% for ECOR37, ECOR40, ECORS50, and
ECORG64). The Hafnia and Serratia strains were less effective, with values below 15%.

3.6. The Ability of Bacteria to Remove Pb and Cd Is Not Greatly Affected When Both Metals Are Present

Given that co-exposure to Pb and Cd is commonly (due to their co-occurrence in
food, water, and the environment more generally), we also assayed removal capacities
when the two metals were present (i.e., a solution containing 25 ppm Pb and 1 ppm Cd)
for 16 arbitrarily selected Gram-positive bacteria (Figure 5A) and 16 arbitrarily selected
Gram-negative bacteria (Figure 5B). Interestingly, the bacteria’s removal capacity for one
metal was not greatly influenced by the presence of the other—except for few strains
showing a relative decrease of 20% to 40% vs. the metal alone.
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Figure 3. The Cd(II) removal capacity of bacteria from distinct taxonomic phyla. Panel (A): LAB.

Panel (B): Actinobacteria, comprising bifidobacteria, propionibacteria, and cutibacteria. Panel (C):
Proteobacteria, as Enterobacterales. Metal removal capacity was defined as the mean £ SD percentage
of the initial quantity of metal in solution, in triplicate experiments. Here, the Cd removal capacity is

color-coded as weak (0 to 10%: pale green), low (11 to 20%: blue), moderate (21 to 30%: orange), or
high (over 30%: red).
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Figure 4. AI(III) removal capacity of bacteria from distinct taxonomic phyla. Panel (A): LAB.
Panel (B) Actinobacteria, comprising bifidobacteria, propionibacteria, and cutibacteria. Panel (C):
Proteobacteria, such as the Enterobacterales. Metal removal capacity was defined as the mean &+ SD
percentage of the initial quantity of metal in solution, in triplicate experiments. Here, the Al removal
capacity is color-coded as weak (0 to 10%: pale green), low (11 to 20%: blue), moderate (21 to 30%:
orange), or high (over 30%: red).
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Figure 5. Pb removal capacities for 25 ppm Pb alone (black) or with 1 ppm Cd (hatched black) and
Cd removal capacities for 1 ppm Cd alone (in grey) or with 25 ppm Pb (hatched grey). Panel (A):
Lactic acid bacteria and other Gram positive bacteria. Panel (B): Enterobacterales. Metal removal
capacity was defined as the mean £ SD percentage of the initial quantity of metal in solution, in
triplicate experiments. * indicates a statistically significant (p < 0.05) difference between the metal
alone and the metal in a mixture.

4. Discussion

Here, we addressed the Pb, Cd, and Al removal capacity of more than 200 bacterial
strains; these were mostly LAB, associated genera, and representative gut enterobacteria.
It is noteworthy that all the tested bacteria were able to survive at the studied metal
concentrations (i.e., 25 ppm for Pb and Al and 1 ppm for Cd), as previously described
elsewhere for several LAB strains [40]. Indeed, all the tested strains survived exposure to Pb
concentrations of more than 1000 ppm. The strains’ respective Cd removal capacities were
not correlated with the (higher) minimal inhibitory concentration (MIC). When considering
strains with a MIC of 34.5 ppm (for example), the Cd removal capacity ranged from 1.5%
to 23.6% (Figure S2). This observation suggests that metal tolerance is not a guide to metal
removal, as has also been demonstrated for Pb with various L. plantarum strains [61]. Live
bacteria are not necessarily required for significant metal biosorption. Indeed, binding
isotherms in the Langmuir model showed that the maximum binding capacity (Qyax) was
high for both boiled (dead) and live forms of two probiotic strains (Lactobacillus rhamnosus
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and Propionibacterium freudenreichii) [36]. Other researchers have demonstrated that dead
and live bacteria have similar binding capacities for Pb and for Cd [32,36,41,42]. However,
live forms are slightly more effective for Pb removal as a result of cell-specific intracellular
metal accumulation [62,63].

Approaches based on the lactobacilli’s surface characteristics (such as hydrophobicity
and electrostatic properties) failed to identify relevant selection criteria for Pb and Cd
removal [64]. Indeed, we currently lack hypothesis-driven criteria for selecting strains
with a high detoxification capacity. In the present hypothesis-free study, we characterized
the removal metal capacity of live bacteria with regard to species and strain diversity. We
used gut-friendly (nonpathogenic) bacteria sourced from food for from intestinal ecological
niches. Most of these bacteria are “generally regarded as safe” by the US Food and Drug
Administration—the GRAS status and safety in general being an essential characteristic for
further in vivo applications. In contrast to many studies of metal removal from solutions
in deionized water, we used neutral, isotonic Ringer’s solution for the binding assays and
the washing cycles.

Our present results for metal removal confirm and extend the broad spectrum of func-
tional diversity observed among Gram-positive and Gram-negative bacteria. The mechanisms
of metal removal are strain-dependent and have been described elsewhere [52,65]; they in-
clude ion exchange, chelation, adsorption by physical forces, and intracellular sequestration.
The role of hydroxyl (from the peptidoglycan), carboxyl, and phosphate (surface protein)
groups is influenced by pH, specificity, and abundance; along with capsular polysaccha-
rides, these are assumed to be the key determinants of metal binding. Thus, a cell’s overall
removal capacity is a complex, multifactorial variable. Although many variables (e.g.,
culture conditions, media, and growth phase) are independent of the individual bacterial
genes, comparative genomic studies of LAB might help to identify specific genes that are
up- or downregulating factors involved in metal removal.

We found that LAB and bifidobacteria have generally moderate to high Pb removal ca-
pacities, whereas dairy propionibacteria consistently have weak capacities. Gram-negative
bacteria have almost low to moderate Pb removal capacities. We were able to identify
some good candidates for Pb removal among the lactobacilli and bifidobacteria, as pre-
viously described for Lactobacillus sakei, L actobacillus delbruckii, L actobacillus fermentum
and Bifodobacterium bifidum strains [44]. In line with the literature data, we found that
Weissella and Pediococcus spp. had high Pb removal capacities [40]. To the best of our
knowledge, the present study is the first to have described the high Pb removal capacity of
Carnobacterium spp.

With regard to Cd, five of the 220 strains (one B. breve strain, one L. sakei strain, one
Carnobacterium divergens strain and two Pediococcus strains) had a high removal capacity—
suggesting that some LAB not generally considered to be probiotics may have valuable
properties for Cd bioremediation purposes. In contrast to previous reports [44,47], the
few L. rhamnosus and L. plantarum strains in our study exhibited poor Pb and Cd removal
capacities. Again, it should be borne in mind that metal removal capacities are highly strain-
dependent and species-level generalizations cannot be made. Interestingly, all 20 strains
of Propionibacterium had similar but low removal capacities for both Pb and Cd, despite
the fact that they have very strain-specific surface protein and exopolysaccharide profiles
(related to various immunological properties) [65].

There are few published data on Al removal by bacteria. A literature study of L.
plantarum and L actobacillus reuteri strains [49] with a similar experimental design found a
higher removal capacity (25%) than we did. It is noteworthy that the Al removal capacity
was consistently higher in Enterobacteria than in LAB and Actinobacteria.

Interestingly, we found that the bacteria’s ability to remove Pb and Cd is not greatly
affected when the metals are mixed. This encourages us to select strains able to remove
both Pb and Cd to a large extent. It remains to be seen whether or not mixing strains has
synergistic effects on Pb and Cd removal [66].
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It is proven that bacterial strains with a high metal removal capacity in vitro can also
have this potential in in vivo models of acute and chronic poisoning in mice [32,44-47,49],
rats [66], and humans [67]. The initial screening described here must now be extended
in vivo in order to take account of the physiology of the gastrointestinal tract and the
presence of other essential metals, trace elements, and organic molecules. Heavy metal
influences the gut microbiota’s structure, diversity, and function [28] (including heavy metal
sequestration), and prebiotics can interfere with the equilibria of heavy metals too [68].
Thus, the bidirectional relationship of dysbiosis and heavy metals in various pathologies
and the use of probiotics are highly complex [27] and will have to be taken into account
when developing personalized medicine treatments [69]. Lastly, the strength of metal
binding under physiological conditions remains to be determined. Although the bacteria
can absorb heavy metals in preclinical models of acute and chronic exposures, possible
interactions with food matrices must be addressed. Interestingly, bacteria with good
heavy metal removal capacities can also be incorporated into fermented foods. In vitro
simulations of gastrointestinal digestion might provide this information and might help to
mimic the bioremediation process in the presence of various foods. Nonetheless, it might
be possible to use selected exogenous food-grade bacteria to lower heavy metal levels, just
as chemical chelators or food-derived fibers can be used to treat metal poisoning. This
approach might enable the development of specific probiotics or probiotic-fermented foods
for countering exposure to xenobiotics.

5. Conclusions

Taken as a whole, our present results reveal that bacteria are highly diverse in their abil-
ity to remove Pb, Cd, Al, or a mixture of Pb and Cd in vitro. By exploring the interspecies
and interstrain diversity of LAB, bifidobacteria, propionibacteria, and enterobacteria, we
found that bacterial metal removal is strain- and metal-dependent. These results open up
several perspectives for further research. Firstly, it may be possible to identify probiotic
candidates with a long history of safe use for the human or veterinary treatment of acute
heavy metal poisoning or chronic heavy metal contamination, in combination with conven-
tional chelation, antioxidant, and anti-inflammatory therapies. Secondly, our results may
help to understand the role of gut-resident microbes in modulating toxic metal levels.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/2076-2
607/9/2/456/s1. Figure S1: Selected examples of bacterial strains with distinct metal removal
capabilities, demonstrating the accuracy of the assays for Pb (A), Cd (B), and Al (C). Metals were
quantified in the binding supernatant, in the two washing buffers, and in the final bacterial pellet.
Figure S2: Selected examples of bacterial strains with equivalent MICs for Cd but different Cd
removal capacities, illustrating the lack of a relationship between metal resistance and metal binding.
MICs were determined in 24-hr liquid cultures. The Cd removal capacity is color-coded as weak (0 to
10%: pale green), low (11 to 20%: blue), and moderate (21 to 30%: orange).
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Résumé

Les éléments traces métalliques (ETM) comme le plomb, le cadmium, et dans une moindre mesure I'aluminium,
sont toxiques et représentent un probléme majeur de santé publique. Ils peuvent étre dangereux pour la santé
quelle que soit leur porte d’entrée dans I'organisme (i.e. ingestion via I'alimentation ou I'eau de boisson,
inhalation). De nombreuses bactéries sont capables d’interagir avec ces ETM, pour en réduire la biodisponibilité.
Les bactéries d’origine intestinale et/ou alimentaires sont des candidates particulierement intéressantes pour la
bioremédiation in vivo, étant pour la plupart inoffensives pour I’humain. Dans ce travail de these, nous avons
évalué les capacités de fixation de 225 souches bactériennes vis-a-vis du Pb(ll), Cd(ll), et al(lll), les dosages d'ETM
ayant été réalisés par ICP-MS (Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer). Des comparaisons intra- et
inter-especes ont été réalisés au sein du phylum des Firmicutes (principalement des bactéries lactiques, dont des
Lactobacillus, quelques Lactococcus, Pediococcus et Carnobacterium), des Actinobacteria et des Proteobacteria.
Des expériences de chélation sur des mélanges de plomb et de cadmium ont également été réalisées. Des bons
candidats ont ainsi d’abord été identifiés in vitro, puis évalués in vivo chez la souris. Au cours de ce travail, un
effet potentialisateur du pouvoir chélateur du Tween 80, étendu a d’autres détergents, a été mis en évidence
chez les bactéries alimentaires du genre Propionibacterium pour la chélation du plomb. Des expérimentations
complémentaires visant a mieux comprendre les mécanismes impliqués dans ce cas particulier ont été réalisées,
dont des variations des conditions de chélation ainsi que des approches par microscopie électronique et a force

atomique.

Mots-clés : bioremédiation, microbiote, bactéries lactiques, Entérobactérales, plomb, cadmium, aluminium,

probiotiques, ICP-MS

Abstract

Toxic metals such as lead, cadmium, and to a lesser extent, aluminium are detrimental to health and represents
a major public problem. They are health threatening whenever they are ingested by aliments or water or
inhaled). Some bacteria are able to reduce the bioavailability of toxic metals by interacting with them. Intestinal
and alimentary bacteria represent promising candidates for in vivo bioremediation approaches, some of these
bacteria already have the “generally recognized status” status. During this thesis, we used inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) to investigate the ability of 225 bacteria strains to remove Pb(Il), Cd(ll), and
Al(Il). Intra- and interspecies comparisons were performed among the Firmicutes (mostly lactic acid bacteria,
including Lactobacillus, some Lactococcus, Pediococcus and Carnobacterium), Actinobacteria, and
Proteobacteria. The capacity to remove of a mixture of lead and cadmium was also investigated. Best candidates
were first identified in vitro, and were challenged in vivo in a mouse model of heavy-metal exposition. A strong
boosting effect of Tween 80 on the removal of lead by Propionibacterium was observed and further extended to
other detergents. In line, we investigated this observation to better understand and visualize the underlying

mechanisms, using variations in the chelation conditions and distinct microscopy approaches.

Keywords : bioremediation, microbiota, lactic acid bacteria, Enterobacterales, lead, cadmium, aluminium,

probiotics, ICP-MS
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