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Résumé

La plupart des infections vaginales sont traitées par des antibiotiques, mais les récidives
fréquentes et les infections chroniques sont courantes en raison de I'effet néfaste sur les lactobacilles
indigénes. Les types d'antibiotiques utilisés pour traiter les infections génitales ne doivent pas tuer
les bactéries bénéfiques (lactobacilles) qui aident a préserver la santé vaginale et I'écosysteme
comme étant I'une des bactéries probiotiques.

L'objectif principal de cette étude était d'examiner Il'impact des antibiotiques sur les
lactobacilles vaginaux spécifiqguement les deux especes L.reuteri et L.salivarius afin d'éviter

I'utilisation excessive d'antibiotiques qui ont un effet néfaste sur eux.

Vingt-sept lactobacilles vaginaux isolés et identifiés dans une étude précédente ont été testés
pour leur sensibilité a neuf antibiotiques de différentes classes couramment utilisés pour traiter les

troubles vaginaux. La méthode de diffusion sur disque en gélose MRS a été effectuée.

Les résultats suggeérent que tous les vingt-sept lactobacilles vaginaux (88,89 % L.reuteri et
11,11 % L.salivarius) ont une sensibilité variable aux antibiotiques utilisés. Ils sont plus sensibles a
I'imipénem, modérément sensibles a la clindamycine, au chloramphénicol et a la rifampicine, et
moins sensibles a la ciprofloxacine, a la pénicilline et a la gentamicine. En revanche, tous sont

résistants a la vancomycine et a l'acide nalidixique.

Les données obtenues permettent de conclure que le traitement par la vancomycine et I'acide
nalidixique n'affecte pas le nombre de L.reuteri et L.salivarius dans le vagin. Cependant, un
traitement par clindamycine, chloramphénicol, rifampicine, ciprofloxacine, pénicilline et
gentamicine peut favoriser une diminution de ces deux especes de lactobacilles dans le vagin. En
fait, le traitement par I'imipénem doit étre évité car il a un effet destructeur sur tous les isolats de

L.reuteri.

Il convient de souligner gque la sensibilité variable de ces bactéries amicales doit étre prise en

compte lors du choix des schémas de traitement antibactérien.

Mots clés : Sensibilité aux antibiotiques, Lactobacilles vaginaux, L.reuteri, L.salivarius, Infections

vaginales.



Abstract

Most vaginal infections are treated by antibiotics but frequent recurrences and chronic
infections are common due to the adverse effect on the indigenous lactobacilli. The types of
antibiotics used to treat genital infections must not to kill the beneficial bacteria (lactobacilli) that

help in preservation of vaginal health and ecosystem as being one of probiotic bacteria.

The main goal of this study was to review the impact of antibiotics on vaginal lactobacilli
specifically the two species L.reuteri and L.salivarius in order to avoid the overuse of antibiotics

which have a detrimental effect on them.

Twenty-seven vaginal lactobacilli isolated and identified in previous study were tested for
their susceptibility to nine antibiotics from different class commonly used to treat vaginal disorders.
The disc diffusion method in MRS agar was performed.

The results suggest that all of the twenty-seven vaginal lactobacilli (88,89% L.reuteri and
11,11% L.salivarius) have variable sensitivity to antibiotics used. They are more sensitive to
imipenem, moderate sensitivity to clindamycin, chloramphenicol and rifampicin, and less sensitive
to ciprofloxacin, penicillin and gentamicin. On the other hand, all are resistant to vancomycin and

nalidixic acid.

Obtained data allow to conclude that therapy with vancomycin and nalidixic acid does not
affect the number of L.reuteri and L.salivarius in the vagina. However, treatment with clindamycin,
chloramphenicol, rifampicin, ciprofloxacin, penicillin and gentamicin can promote a decrease in
these two species of lactobacilli in the vagina. In fact, treatment with imipenem should be avoided

as it has a destructive effect on all L. reuteri isolates.

It should be emphasized that the varying susceptibility of these friendly bacteria should be

taken into account when choosing schemes antibacterial treatment.

Key words: Antibiotic susceptibility, Vaginal lactobacilli, L.reuteri, L.salivarius, Vaginal

infections.
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Introduction

L'appareil génital féminin est I'un des sites majeurs occupés par le microbiote,
communément dominé par les bacilles de Doderlein (espéce Lactobacillus) (Redondo-Lopez
et al.,1990). La présence de lactobacilles est un signe important d'un vagin sain qui inhibe la
croissance de micro-organismes pathogene. En général, les lactobacilles vaginaux offrent une
protection contre différentes maladies, y compris, la vaginose bactérienne, la candidose
vaginale et les infections urinaires récurrentes. Cette protection est assurée par la production
d'acide lactique, de peroxyde d'hydrogéne, des bactériocines et des biosurfactants (Dasari et
al., 2014). Les lactobacilles protégent aussi 1’écosystéme vaginal par I’exclusion compétitive,
la co-agrégation, l'immunomodulation et la signalisation qui peuvent conduire a une
régulation négative de la production de toxines dans les agents pathogenes (Kaewsrichan et
al., 2006 ; Reid et al., 2011 ; Borges et al., 2014).

Les lactobacilles vaginaux sont trés sensibles aux antibiotiques, en particulier aux
macrolides et aux tétracyclines souvent prescrits dans les infections gynécologiques, mais
aussi a la plupart des grandes familles de molécules. Ceci entraine directement le déséquilibre
de I’écosysteme vaginal des la mise en ceuvre de la moindre antibiothérapie. Seuls le
métronidazole et les quinolones semblent peu actifs sur cette flore de Doderlein (Bannatyne
et Smith, 1998 ; Hillier et al., 2000). Par leur action bactéricide, les antibiotiques administrés
par voie locale (vaginale) ou systémique entrainent une diminution, voire une éradication des
lactobacilles vaginaux. Cette situation est favorable a la prolifération de micro-organismes
opportunistes comme le Candida. Le risque de survenue d’une candidose vulvo-vaginale
apres une antibiothérapie est d’autant plus important que I’antibiothérapie est a large spectre
et que la durée du traitement est longue. On estime que le pourcentage des mycoses vaginales
qui font suite a une prise d’un antibiotique est autour de 28% a 33% (Pirotta et Garland,
2006 ; Sobel, 2007 ; Amouri et al., 2010).

L’objectif principal de ce travail consiste a évaluer I'impact des antibiotiques sur la
population des lactobacilles vaginaux chez la femme. Et comme il y a peu d’études sur ’effet
des antibiotiques sur les deux especes vaginales (L.reuteri et L.salivarius) dominés dans notre
région a I’ouest d’Algeérie, nous avons trouvé intéressant de cibler les antibiotiques affectant

ces deux derniéres especes.




Introduction

Ce travail est structuré en deux parties. La premiére partie est consacrée a une synthese
bibliographique mettant I’accent sur trois chapitres. Le premier chapitre c’est une généralité
sur les lactobacilles vaginaux et leur écosystéme. Le deuxiéme chapitre s’intéresse a
l'importance des lactobacilles dans 1’écosystéme vaginal. Enfin le troisieme chapitre montre
I'effet des antibiotiques couramment utilisés dans les infections gynécologiques sur ces

bactéries amicales.

La partie pratique est subdivisée en deux chapitres, le chapitre de matériel et
méthodes et le chapitre des résultats et discussion. Enfin le manuscrit est achevé par une
conclusion générale qui souligne les résultats marquant de ce travail et présente les

perspectives et les nouvelles orientations que devraient amener les travaux ultérieurs.




Partie
Bibliographique




Premier chapitre

Les lactobacilles et I’écosystéeme vaginal



Chapitre 1 Les lactobacilles et I'écosysteme vaginal

I/ Le tractus génital féminin
Le tractus génital féminin est composé d'une séquence de cavités. Les voies génitales

externes (vulve) ménent dans le vagin qui se connecte successivement a l'endocol, l'utérus
puis aux trompes de Fallope (ou utérines) (figure 1). L'exposition de I'appareil génital féminin
a I'environnement externe comporte le risque, causé par des infections, de compromettre les
fonctions reproductives (Witkin et al., 2007). Parmi les mécanismes de défense opérationnels
pour prévenir les infections dans cette zone, I'un des plus importants est sans aucun doute la

composition de la microflore qui colonise le vagin (Witkin et al.,2007).

1.1/ Le vagin

Le vagin est un conduit qui s'étend de la vulve au col de I'utérus (figure 1). Bien qu'il
s'agisse d'un organe interne, le vagin n'est pas stérile en raison de sa connexion avec
I'extérieur (Haya et al., 2014). C'est une cavité septique reliant une zone stérile, 1’utérus, a
une zone septique, la peau avec 1’anus en conséquence une flore microbienne normale
d’origines intestinale et cutanée peut donc s’y installer (Berrebi et Ayoubi, 1999 ; Bergogne-
Bérézin, 2007).

UTERUS
Myometre Cavité utérine Endometre

Trompe
de

Fallope

Pavillon de
la trompe “’ -
APPAREIL GENITAL HAUT : Follicule _§ .
STERILE ovarien ¥

Ligament

Ovaire

Col de
l'utérus

Vagin

APPAREIL GENITAL BAS :
FLORE COMMENSALE

Vulve

Figure 1: Coupe frontale de I’appareil génital féminin
https://microbiologiemedicale.fr/appareil-genital-feminin/




Chapitre 1 Les lactobacilles et I'écosysteme vaginal

Le vagin est constitué d'un épithélium stratifie en multicouches avec présence de
glycogene dans la couche superficielle (figure 2). La prolifération de cet épithélium et son
rétrécissement évoluent avec le cycle menstruel. Dans la lumiere vaginale se forme un fluide
composé de sels, de proteines, de glucides dont le glycogéne (4 a 15g/l), d'acide lactique (2 a
5¢g/l) et de l'urée. Le dép6t de glycogene dans les couches cellulaires est stimulé par des
quantités élevées d'oestrogenes durant la période post-pubertaire et pré-ménopausée (Marion,
2018)

Vaginal lumen

Lactobacillus

Mucus \
58
o 5 Glycogen
2=
-_—
m S
2 8 Langerhans cell
a5
s 3
=

Estrogen

Dendritic cell

Macrophage

T Lymfocyte

Figure 2 : I’épithélium vaginal (Stone, 2002).

11/ L>écosystéme vaginal

A la naissance, le vagin de la fillette est stérile. En raison de la teneur élevée en
glycogéne des cellules épithéliales vaginales néonatales, avec le glycogene dérivé de la mere
a la naissance, le vagin du nourrisson est colonisé par des lactobacilles migrant de la meére.
Cela est conforme au fait généralement reconnu que la flore bactérienne normale chez
I'nomme provient de la mere (Forsum et al., 2005). La microflore vaginale de la fillette
devient entrecoupée de contributions de staphylocoques a coagulase négative, de
streptocoques, de Escherichia coli et d'autres bactéries intestinales. Il reste cependant de
petites quantités de lactobacilles et l'cestrogéne produit a la ménarche entrainera un
épaississement de la muqueuse vaginale, une augmentation de la production de glycogéne
(Wilks et Tabaqchali, 1987) et peut-étre l'cestrogénisation et l'expression de nouveaux
récepteurs, une condition préalable a la propagation des lactobacilles, la microflore vaginale

dominante de la femelle adulte (Redondo-Lopez et al., 1990). Les bactéries isolées des

-



Chapitre 1

Les lactobacilles et I'écosysteme vaginal

sécrétions vaginales des femmes en &ge de procréer se situent autour de 107 ou 108 UFC / g de

fluide (Redondo-Lopez et al., 1990). Cette composition de microflore se poursuit jusqu'a la

ménopause, quand elle est remplacée par une flore mixte semblable a celle de la femelle

infantile, mais avec une partie considérable d'espéces de Mycoplasma et de petites quantités

de bactéries anaérobies (y compris Gardnerella vaginalis). Une hormonotheérapie substitutive,

lorsqu'elle est utilisée, fera en sorte que les lactobacilles continueront d'étre la microflore

dominante (Forsum et al., 2005). Bien que chez les femmes en bonne santé, le microbiote

vaginal posséde une diversité relativement faible, il convient de considérer que ses schémas

peuvent subir des modifications tout au long du cycle de vie de la femme et du cycle

menstruel (Chen et al., 2017) (tableau 1).

Tableau 1 : les micro-organismes prédominants tout au long du cycle de vie des femmes

Cycle de vie Microorganismes prédominants Références
de la femme
Bactéries anaérobies a Gram négatif, telles que
Bacteroides, Fusobacterium, Veillonella.
Bactéries anaérobies a Gram positif, telles que | (Dei et al., 2010 ; Ran
Enfance Actinomyces, Bifidobacterium, Peptococcus, | et Mladenovi, 2012)
Peptostreptococcus et Propionibacterium.
Bactéries aérobies, telles que Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
viridans et Enterococcus faecalis
Prépubeére Faible abondance de Lactobacillus, Gardnerella | (Ran et Mladenovi,
vaginalis et Prevotellabivia 2012)
Puberté Especes  prédominantes  sont  Lactobacillus (Yamamoto
crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners et al.,2009)
et Lactobacillus jensenii
Adulte Semblable a la puberté, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners et (Yamamoto
Lactobacillus jensenii et al.,2009)
Ménopause Especes prédominantes sont Lactobacillus crispatus, (Al- Baghdadi et

Lactobacillus  iners,  Gardnerella  vaginalis,
Prevotella et une moindre abondance de Candida,
Mobiluncus, Staphylococcus, Bifidobacterium et
Gemella

Ewies, 2009)

<




Chapitre 1 Les lactobacilles et I'écosysteme vaginal

Un écosystéme vaginal sain se caractérise par un épithélium vaginal intact et une
microflore dominée par les lactobacilles. Lactobacillus spp, représentent plus de 95% de
toutes les bactéries présentes (Spiegel et al., 1980 ; Eschenbach, 1993). La composition de
I'écosysteme vaginal n'est pas statique mais change au cours du temps et en réponse aux
influences endogenes et exogenes (Priestley et al.,, 1997; Schwebkeet al., 1999;
Eschenbach et al., 2000; Eschenbach et al., 2001). Les variables comprennent le stade du
cycle menstruel, la grossesse, I'utilisation d'agents contraceptifs, la fréquence des rapports
sexuels, les douches vaginales et I'utilisation d'antibiotiques ou d'autres médicaments ayant
des activités immunitaires ou endocriniennes. L'exposition a un milieu modifié entrainera une
fluctuation de I'environnement local et augmentera ou diminuera l'avantage sélectif de
microbes vaginaux spécifiques. Par exemple, la perte de lactobacilles dans le vagin a été
associee a l'utilisation d'antibiotiques pour les maladies non vaginales (Eschenbach et al.,
2000).

I11/ Les lactobacilles vaginaux

Les lactobacilles sont des micro-organismes nécessitant une croissance dans des
milieux riches. Sur milieu MRS, la plupart d'entre eux présentaient de petites colonies rondes
et de couleur blanche a creme (Dasari et al., 2014). Les cellules des lactobacilles sont a
coloration de Gram positive, non sporulées, peuvent se présenter sous forme de batonnets ou
de coccobacilles (Dasari et al., 2014). llIs sont strictement fermentaires, aérotolérants ou
anaérobies. Ils sont catalase négative, méme si une activité pseudocatalase peut étre présente
chez certaines especes (Hammes et Vlog, 1995 ; Felis et Dellaglio, 2007).

Les lactobacilles dans I'écosystéeme vaginal jouent un rdle protecteur en limitant la
croissance, la prolifération et la colonisation des agents pathogénes. Ces microbes bénéfiques
contribuent au contrdle des infections en produisant des composés antimicrobiens qui incluent
des acides organigques (O'Hanlon et al., 2013; Witkin et al., 2013), du peroxyde d'hydrogéne
(Eschenbach et al., 1989), des bactériocines et des biosurfactants (Kovachev, 2018). La
présence de souches de lactobacilles productrices de H20O, pendant la grossesse a été associée
a une réduction du risque de la vaginose bactérienne (VB) et des conséquences
gynécologiques indésirables (Wilks et al., 2004). En outre, les lactobacilles peuvent entrer en
compétition avec des agents pathogenes pour I'adhérence aux cellules epithéliales vaginales et
empécher leur colonisation (Boris et al., 1998).

-
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Le mecanisme d'exclusion compétitive pourrait étre di a la coagrégation des
lactobacilles avec les microorganismes pathogénes entravant ainsi l'adhérence et la
colonisation d'agents pathogenes sur I'épithélium vaginal (Younes et al., 2012). Un autre
mécanisme d'exclusion pourrait étre di a l'autoagrégation ou Lactobacillus peut former des
agrégats multicellulaires avec des bactéries de la méme espéce et leur adhérence aux cellules
épithéliales et aux surfaces de mucus crée une barriére pour les pathogénes (Zeng et al., 2019)
Ainsi, Lactobacillus joue un réle protecteur dans le microenvironnement vaginal, et la
réduction de leur abondance et de leur diversité conduit a une dysbiose. Cependant, il n'est
pas certain que les propriétés probiotiques des lactobacilles, habitant le tractus vaginal, varient
au cours de I'eubiose et de la dysbiose. Le microbiote vaginal est important pour préserver la

santé vaginale et défendre I'n6te contre la maladie (Pramanick et al., 2019).

La pathogénie de la vaginose bactérienne est pensé pour inclure I'élimination ou la
réduction de l'activité antibactérienne exprimée par les lactobacilles vaginaux indigéne
(Skarin et Sylwan, 1986 ; Redondo-Lopez et al., 1990). Les lactobacilles inhibent la
croissance in vitro des organismes associés a la vaginose bactérienne, y compris les espéces
de Gardnerella, Mobiluncus, Peptostreptococcus et Bacteroides. De méme, la vaginite a
Candida consécutive a une antibiothérapie systémique a été attribuée a la perte de la
population vaginale protectrice de lactobacilles (Skarin et Sylwan, 1986 ; Redondo-Lopez
et al., 1990)
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I/ Potentiel des molécules tensioactives (MTAS) issues de Lactobacillus

De nombreux mécanismes potentiels ont été proposés pour étre responsables des effets
probiotiques des lactobacilles (figure 3). Les lactobacilles inhibent potentiellement les agents
pathogénes de maniére directe en produisant divers composés tels que l'acide lactique, les
biosurfactants, le peroxyde d'hydrogéne, la bactériocine, I'nydrolase et les sels biliaires.
De plus, ils favorisent I'intégrité de I'épithélium en stimulant la sécrétion de mucus et régulent
les cellules immunitaires en inhibant les agents pathogénes bactériens et viraux (Spurbeck et
Arvidson, 2011; Dasari, 2019 ; Sanders et al., 2019).
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Figure 3: Mode d'action des especes vaginales de Lactobacillus (Dasari, 2019).

Les caractéristiques probiotiques des lactobacilles associées a l'interaction hote-
Lactobacillus seraient dues aux MTAs de Lactobacillus (Lebeer et al., 2008). Les MTAs de
Lactobacillus qui ont été signalées pour soutenir les actions probiotiques sont: le
peptidoglycane (PG), les polysaccharides bactériens, les biosurfactants (BS), et les acides
téchoiques (AT) (Lebeeret al., 2010; Hajfarajollah et al., 2018). Les principales MTAs
partagées par les lactobacilles comprennent l'acide lipotéichoique, les polysaccharides, les
protéines associées a la couche superficielle (PACS), les protéines de liaison aux mucines

(LMU) et les protéines de liaison a la fibronectine (Sanders et al., 2018).
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Ces MTAs de base régissent les interactions héte-microorganisme lors de lI'adhésion
des lactobacilles. En fait, il a été démontré que les MTAs médient les réponses physiologiques
de I'néte directement via une adhérence directe aux cellules épithéliales et aux récepteurs de
reconnaissance de formes (RRF) sur la couche muqueuse (Sanders et al., 2018). Comme les
MTAs de Lactobacillus pourraient jouer un réle important dans la régulation de l'interaction
hote-microorganisme dans le vagin, la recherche sur ces MTAs devrait se concentrer
davantage afin de produire de nouveaux traitements a base de MTAS, potentiellement comme

alternative aux options thérapeutiques actuellement disponibles (Chee et al., 2020).
» Le systéme immunitaire et le microbiote vaginal

Le vagin contient différentes cellules et récepteurs liés au systeme immunitaire qui
peuvent reconnaitre et réagir avec l'environnement microbien (Wira et al., 2005). La
surveillance des microbes dans le tractus génital féminin des microbes commensaux et
pathogenes est généralement réalisée par la reconnaissance d'échantillons microbiens par le
biais de récepteurs de reconnaissance de formes (RRF), tels que les récepteurs Toll-like
(RTL), le récepteur dectine-1 et le domaine d'oligomérisation de liaison aux nucléotides
(NOD) (figure 4). Ces récepteurs sont présents a la fois sur les cellules épithéliales
squameuses tapissant le vagin et les cellules cylindriques tapissant le tractus génital féminin
supérieur (Carvalho et al., 2012 ; Mitchell et al., 2014).

Des facteurs de défense variables de la réponse immunitaire innée, y compris la lectine de
liaison au mannose (MBL), I'immunoglobuline A (IgA), I'immunoglobuline G (IgG), les
peptides antimicrobiens vaginaux (AMP) et les défensines contribuent a I'élimination des
microbes infectieux par différents mécanismes d'action. La stimulation microbienne des RRF
initie des cascades de signalisation des cytokines/chimiokines, conduisant a la sécrétion
d'interleukine et de facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a), afin de recruter ou d'activer des
cellules spécialisées, notamment des macrophages, des lymphocytes T auxiliaires CD4+, des
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ et les lymphocytes B (Villa et al., 2020).
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Figure 4. L'appareil génital féminin est constamment exposé aux microbes (Villa et al.,
2020).

1.1/Peptidoglycan (PG)

Le peptidoglycane (PG) est un biopolymere qui comprend des brins de glycane reliés
par des chaines latérales de N-acétyl-glucosamine (GlcNac) et d'acide N-acétylmuramique
(MurNac) qui forment la surface cellulaire des bactéries Gram-positives telles que les
lactobacilles (Delcour et al.,1999 ; Duchéne et al., 2019). Le type de PG représenté dans la
figure 5, est le type de structure que I'on retrouve chez L. lactis et de nombreux lactobacilles.
Dans d'autres espéces de lactobacille, la nature du pont interpeptidique (représenté par D-
Asp/D-Asn sur la figure 5) peut varier, le troisieme acide diaminé (L-Lys) peut étre remplacé
par mDAP ou L-ornithine, et le D-Ala en position cing du peptide peut étre remplacé par le
D-lactate. Les modifications possibles de la structure du PG, telles que I'acétylation O (O-Ac),
la N-désacétylation (conduisant a GIcNH>) ou I'amidation (NH2), sont indiquées en rouge. Les
sites de clivage des différentes classes d'hydrolases PG sont indiqués par des fleches
(Chapot-Chartier et Kulakauskas, 2014).
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure du peptidoglycane (Chapot-Chartier
et Kulakauskas, 2014).

Généralement, la membrane cytoplasmique bilipidique de Lactobacillus (figure 6)
avec des protéines intégrées est recouverte d'une coquille de peptidoglycane multicouche
décorée de polysaccharides neutres, d'acides lipotéichoiques et d'acides téichoiques, entourée
d'une enveloppe externe de protéines de la couche S; par souci de clarté, les protéines
associees a la paroi cellulaire ne sont pas représentées (Delcour et al.,1999; Chapot-
Chartier et Kulakauskas, 2014).
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Figure 6: vue d'artiste de la paroi cellulaire d'une bactérie Gram-positive (Delcour et
al.,1999).

En général, un agent pathogéne des infections sexuellement transmissibles (IST) tel
que Neisseria gonorrhoeae est capable de supprimer la réponse immunitaire adaptative
induite par le Th-1 de I'n6te en inhibant la production d'interleukine-12 (IL-12) (Liu et al.,
2018). Compte tenu de cela, I'administration intravaginale d'IL-12 microencapsulée a pu
inverser I'immunosuppression chez la souris et favorise également I'élimination de I'infection
par la gonorrhée (Liu et al., 2018). Dans le méme temps, le PG de Lactobacillus démontre
une activité immunomodulatrice exceptionnelle dans I'amélioration des réponses immunitaires
innées de I'hdte. Par exemple, le PG de Lactobacillus casei a pu induire la production d'IL-12
par des macrophages péritonéaux de souris via les récepteurs toll-like 2 (TLR2) et le domaine
d'oligomérisation de liaison nucléotidique 2 (NOD2) (Shida et al., 2009).

En plus de cela, le PG de l'isolat vaginal L. crispatus a pu stimuler I'expression du
CD207 des cellules de Langerhans (cellules dendritiques présentatrices d'antigéne sur le
vagin) et a considérablement réduit I'expression des récepteurs pour l'entrée du VIH (Song et
al., 2018). L'équilibre du microbiote vaginal et du systeme immunitaire dans les cellules
épithéliales vaginales est crucial pour prévenir l'infection vaginale (Torcia, 2019). L'effet
potentiel du PG dans la modulation de I'hnoméostasie immunitaire pourrait contribuer
efficacement au maintien d'un écosysteme vaginal sain pour la santé et le bien-étre des

femmes.
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Outre I'activité immunomodulatrice signalée, le PG de L. brevis a également présenté
une forte activité antivirale contre le virus de I'herpés simplex génital-2 (HSV-2) l'activité
antivirale de PG L. brevis n'était pas affectée par le traitement a la chaleur et a la protéase, et
elle inhibait encore significativement la réplication de HSV-2 d'une maniére dépendante de la

concentration (Mastromarino et al., 2011).

I.2/Acide lipoteichoique (LTA)

Le PG de Lactobacillus est généralement décoré avec des acides téichoiques (TA) ou
des acides lipotéichoiques (LTA) (Bronet al., 2012). Les acides lipotéichoiques sont genérés
par la polymérisation du glycérol-phosphate et sont liés a la membrane cytoplasmique
(Tomita et al., 2010 ; Andre et al., 2011).

Les acides téichoiques de la paroi (WTA) et les LTA a structure de chaine poly
(glycérolphosphate) sont représentés dans la figure 7. Les WTA sont liées de maniere
covalente au PG par une liaison phosphodiester a I'hydroxyle C6 de MurNAc via une unité de
liaison qui consiste généralement en un disaccharide et une unité glycérol-phosphate. Les
LTA sont ancrés a la membrane cytoplasmique par un glycolipide (indiqué en gris), qui est un
diglucosyldiacylglycérol. Le R- indique les substituants (par exemple, D-Ala, Glc, Gal ou
GIcNAC) trouvés sur les chaines glycérol-phosphate (Chapot-Chartier et Kulakauskas,
2014).

<




Chapitre 2 Importance des lactobacilles dans I’écosystéme vaginal

Glycerol-phesphate PG 1
repeafing unit Linkage unit
R I |
I -
PIT oL og
| I
esrriogeiiyo
H H £| ol HHH 0
WTA n
R
I =
LT g
| I
T
HHH e} H H H o
LTA N Glycolipid
Glycerol-phosphate
repeating unit Membrane

Figure 7: Représentation schématique de la structure de I'acide téichoique de la paroi
(WTA) et de I'acide lipotéichoique (LTA) (Chapot-Chartier et Kulakauskas, 2014).

Avec d'autres MTAs, le ALT module les récepteurs de reconnaissance des formes de I'hote
(PPR) et plusieurs voies de signalisation de I'néte qui sont responsables de I’effet probiotique
et de l'anti-pathogene de Lactobacillus (Lebeer et al., 2010). L'éradication des biofilms
polymicrobiens dans le vagin humain est I'une des stratégies qui peuvent étre utilisées pour
empécher la virulence bactérienne et prévenir I'apparition de la VB (Hardy et al., 2017).
L’LTA de Lactobacillus plantarum a entravé la formation de biofilms de S. mutans sur des
disques d'hydroxyapatite via l'atténuation de la décomposition du saccharose (Ahn et al.,
2018). De plus, LTA de L.plantarum a inhibé de maniére significative la formation de biofilm
d'E. faecalis et préformé un biofilm sur des tranches de dentine humaine, suggérant que
I’LAT peut étre utilisé comme mesure préventive et thérapeutique pour l'infection a
E. faecalis (Jung et al ., 2019). Outre des propriétés anti-adhérence et anti-biofilm, I’LTA de
Lactobacillus posséde également une activité immunomodulatrice. Par exemple, les LTAs de
Lactobacillus johnsonii Lal et Lactobacillus acidophilus Lal0 ont amélioré la surstimulation
de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'[L-8 et l'interleukine-5
(ENA-78) dans les cellules épithéliales intestinales, en présence de lipopolysaccharides (LPS)

ou de bactéries Gram négatives (Vidal et al., 2002).
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Les patients atteints de VB et les maladies sexuellement transmissibles sont souvent
associés a une surstimulation des cytokines pro-inflammatoires et au recrutement des
neutrophiles a la surface de la muqueuse vaginale (Pericolini et al., 2018; Masson et al.,
2019). Ainsi, l'activité immunomodulatrice des LTA des lactobacilles pourrait atténuer la
surstimulation et I'inflammation vaginale causées par les agents pathogenes (Chee et al.,
2020).

I.3/Polysaccharides bactériens

Les bactéries forment des polymeres étroitement liés a la surface des cellules et les
liberent dans I'environnement sous forme d'exopolysaccharides (EPS) (muqueux non attachés)
(Hassan et al., 2001 ; Anukam et al., 2006). En exploitant les polysaccharides de surface
pour imiter la structure glycane de I'h6te, les bactéries pathogenes sont capables d'échapper au
systéme immunitaire de I'hdte pendant la colonisation (Poole et al., 2018). Généralement, les
EPS sécrétés par les bactéries sont cruciales pour I'adhésion et la reconnaissance cellulaire
lors de l'interaction héte-micro-organisme (Laifio et al., 2016). Les EPS sont des polymeéres
glucidiques biodégradables de poids moléculaire élevé et sont désignés en
homopolysaccharides ou hétéropolysaccharides en fonction de leurs constituants
monosaccharides (Badelet al., 2011; Salazar et al., 2016). Les EPS des bactéries lactiques
ont attiré une attention considérable au cours de la derniére décennie en raison de leur
capacité a inhiber les toxines bactériennes produites par Bacillus cereus (Ruas-Madiedo et
al., 2010). Collectivement, les deux facteurs concomitants qui affectent la production d'EPS
(souches de Lactobacillus et source de carbone) a entrainé des propriétés rhéologiques
distinctes de I'EPS qui peuvent influencer l'activité fonctionnelle de I'EPS. Les propriétés
physicochimiques uniques de I’EPS de Lactobacillus ont le potentiel de conférer des
avantages pour la santé humaine car il a été rapporté qu'il possede des propriétés anti-
athéroscléreuses, anticancéreuses, antioxydantes, antivirales, anti-levures propriétés
immunomodulatrices et prébiotiques (Patten et Laws, 2015; Allonsius et al., 2017).
La défensine-2 humaine est un peptide antimicrobien sécrété par les cellules épithéliales de
I'ndte qui aide a réguler I'inflammation et la fonction du microbiote dans le tractus vaginal
(Meade et O’Farrelly, 2019). En conséquence, I’EPS de Lactobacillus crispatus L1 a
fortement amélioré la capacité de la cellule épithéliale vaginale VK2 a produire la protéine
défensine-2 humaine (effet Candida) et a également réduit I'adhésion de C. albicans (48%)

par exclusion compétitive (Donnarumma et al., 2014).
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Il est perceptible que la commutation levure-hyphe est cruciale pour la pathogenese et
I'immunopathogenése de C. albicans (Sudbery, 2011). Une étude menée a rapporté que I'EPS
de L. rhamnosus GG inhibait de 40 % la formation d'hyphes chez C. albicans. La vaginose
bactérienne est caractérisée par la présence d'un biofilm polymicrobien sur I'épithélium
vaginal (Machado et al., 2016). L’EPS de Lactobacillus plantarum WLPLO04 réduisait
considérablement I'adhésion de cellulaire E. coli, P. aeruginosa, S. aureus et Salmonella
typhimurium a la lignée cellulaire HT-29 (Liu et al., 2017), qui en font un agent antibiofilm
potentiel qui mérite d'étre developpé pour une meilleure gestion de la VB. L'apparition de la
VB a été associee a la formation d'un stress oxydatif élevé (par exemple, niveau élevé de
production de malondialdéhyde (MDA) et faible activité de superoxyde dismutase (SOD)
et dégradation de la mucine dans le milieu vaginal (Chen et al., 2015; Hoang et al.,2020).
Ainsi, il est crucial qu'une capacité antioxydante élevée de I'épithélium vaginal puisse réduire
le stress oxydatif formé pendant I'infection par la VB et renforcer le systeme immunitaire
vaginal contre les agents pathogénes. L’EPS de Lactobacillus plantarum C88 a également
démontré des effets antioxydants elevés en réduisant le niveau de MDA et en augmentant
I'activité de la SOD de maniére dose-dépendante. (Zhang et al., 2013). En effet, il a été
démontré que la mucine prévient I'adhésion des agents pathogénes vaginaux et favorise
I'adhésion des bactéries lactiques sur les cellules épithéliales (Amabebe et Anumba, 2018).
Les propriétés prebiotiques de I'EPS ont été activement explorées. Généralement, les
prébiotiques peuvent étre extraits de sources naturelles pour servir de source d'énergie aux
cellules épithéliales et stimuler la croissance de bactéries bénéfiques dans l'intestin (Kerry et
al., 2018). Il a été suggéré que les polysaccharides des EPS probiotiques jouent un rdle dans
l'augmentation de I'abondance de la flore normale a la surface intestinale par le biais de la
diaphonie bactérienne (Rios-Covianet al., 2016). L'extrapolation peut étre faite qu'une
interaction similaire pourrait étre observée dans les bactéries bénéfiques dans le milieu
vaginal (Chee et al., 2020).

I.4/Biosurfactant (BS)

Les biosurfactants (BS), également appelés bio émulsifiants, sont des composés actifs
amphipathiques majoritairement synthétises par des micro-organismes (Rodrigues et al.,
2006). Ces molécules amphipathiques ont permis aux micro-organismes de réduire la tension

superficielle et interfaciale entre la solution aqueuse et I'émulsion (Franzetti et al., 2010).
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Les BS biologiques peuvent étre classés en surfactant de faible poids moléculaire (par
exemple, glycolipides et lipopeptides) et en surfactant de haut poids moléculaire (par
exemple, complexes de glycoprotéines, lipopolysaccharides et lipoprotéines) (Van Hamme et
al., 2006). Outre son réle important dans I'agriculture, I'alimentation animale, les industries
cosmétiques, alimentaires et pétroliéres, BS a récemment attiré I'attention de la communauté
scientifique en raison de son potentiel de bioremédiation (Naughton et al., 2019; Mujumdar
et al., 2019). Il a été rapporté que les biosurfactants présentent des caractéristiques anti-
adhérence et antimicrobiennes en modifiant la chimie de surface pour la fixation microbienne
(Spurbeck et Arvidson, 2011). En ce qui concerne le BS produit par Lactobacillus, il a été
récemment rapporté que le BS de L. acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus debrueckii
ATCC 9645 et Lactobacillus paracasei 11 réduisait considérablement la formation de biofilm
de l'agent pathogene vaginal C. albicans de 40 a 50 % (ltapary et al., 2019). Outre
I'inhibition du biofilm de C. albicans, le BS de L. jensenii P6A et L. gasseri P65 a également
présenté de puissantes activités antimicrobiennes et anti-biofilm contre plusieurs agents
pathogénes urogénitaux tels que E. coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
saprophyticus et Enterobacter aerogenes (Morais et al., 2017). De multiples études ont
également été réalisées pour identifier les effets de BS des lactobacilles contre d'autres agents
pathogenes vaginaux et uropathogénes. Selon Spurbeck et Arvidson (2012), BS de L.
gasseri 33323 a démontré une activité anti-adhésion contre l'agent pathogene sexuellement
transmissible Neisseria gonorrhoeae en bloquant la fibronectine, un composant de la matrice
extracellulaire sur les cellules épithéliales. Le biosurfactant de L. crispatus a également inhibé
de maniere significative la croissance de N. gonnorrhoeae (> 50 %) aprés incubation a deux
moments, c'est-a-dire 7 min et 60 min (Foschi et al., 2017). Récemment, le BS de L. crispatus
BC1 a également démontré une activité anti-adhésion in vitro significative contre C. albicans
par le biais d'un mécanisme d'exclusion sur la lignée cellulaire HeLa du cancer du col de
I'utérus humain et une activité immunomodulatrice in vivo en réduisant I'afflux de leucocytes
(c'est-a-dire en prévenant les dommages aux mugqueuses) causée par C. albicans chez la souris
(De Gregorio et al.,, 2020). Sur la base de ces découvertes, il est concevable que le
mécanisme d'action de BS de Lactobacillus implique une interruption de I'adhérence plutét

que la destruction des agents pathogénes envahisseurs (Chee et al., 2020).
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I/Introduction

L'une des avancées majeures du début du 20°™ siécle a certainement été la découverte
des antibiotiques (Stokes et Gillings, 2011). En commencant par la pénicilline découverte par
Alexander Fleming en 1928 (Van Hoek et al., 2011), les découvertes ultérieures de nouveaux
antibiotiques ont changeé la perspective dans le traitement des maladies infectieuses (Wenzel,
2004).

Les altérations de la composition microbienne de I'écosysteme vaginal sont liées a
plusieurs effets néfastes sur la santé tels que la vaginose bactérienne, la vaginite aérobie et la
vaginite a levures. Les antibiotiques sont généralement prescrits pour traiter la vaginose
bactérienne, alors que la vaginite aérobie nécessite fréquemment un traitement local combiné
avec un antibiotique (composant infectieux); stéroides (composant inflammatoire); et / ou des
oestrogénes (composant d'atrophie). Le traitement antimicrobien n'est généralement pas
totalement efficace en raison de bactéries résistantes aux antibiotiques ou en cas de réinfection
(Menard, 2011 ; Eade et al., 2012). La prise d'antibiotiques a large spectre peut également
éradiquer la flore vaginale normale, permettant une prolifération de levures principalement
I’espéce Candida albicans (Spinillo et al., 1999 ; Sobel, 2007).

11/Définition

Les antibiotiques ont été définis comme des composés naturels, semi-synthétiques ou
synthétiques qui peuvent soit inhiber la croissance bactérienne (bactériostatique) soit tuer les
bactéries (bactéricides). Selon leur activité, ils sont utilisés contre un large éventail de
bactéries pathogenes, y compris les souches Gram positives et Gram négatives (antibiotiques
a large spectre) ou contre un groupe spécifique de bactéries (antibiotiques a spectre étroit)
(Demain et Sanchez, 2009).

I11/Classification

De nos jours, différentes classes d'antibiotiques sont connues et peuvent étre classées

en fonction de leur mécanisme d'action (figure 8).
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En général, les antibiotiques interférent avec des processus cellulaires importants et
peuvent, par exemple, inhiber la synthese de la paroi cellulaire bactérienne (B-lactames et
glycopeptides), inhiber la synthese des protéines (aminoglycosides, macrolides, tétracycline et
chloramphénicol), interférer avec la synthése de I'ADN et I’ARN (quinolones ou rifampicine)
ou modifier le métabolisme énergétique de la cellule microbienne, c'est-a-dire la synthése des
folates (sulfonamides et triméthoprime) (Neu, 1992).

Comme mentionné auparavant, les lactobacilles étant principalement associés a la
résistance aux macrolides et aux tétracyclines. Les antibiotiques pertinents pour les tests de
sensibilité des lactobacilles, le mode d'action et les mécanismes de résistance de ces

médicaments sont résumés dans le tableau 2.

Nucleic acid synthesis Cell membrane
DNA synthesis RNA polymerase Cell wall
Polymyxins thesi
Metronidazole Rifampin FYRREIRS

Beta lactams
Vancomycin
Bacitracin

o

Protein synthes

DNA gyrase

Quinolones

Folate synthesis i ( 508 subunit
Trimethoprim THF A \ Macrolide
! K- ‘ Clindamycin
50S | | 508 ] Linezolid
Sulfonamides

DHF A

/ Chloramphenico

Protein synthesis
30S subunit

PABA

Aminoglycoside
Tetracycline

Figure 8 : mécanismes d'action des antibiotiques (Johnson, 2011).
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Tableau 2: Antibiotiques, leurs classes, modes d'action et mécanismes de résistance

(Guardabassi et Courvalin, 2006).

Antibiotique

Ampicilline

Vancomycine

Streptomycine,
Amikacine,
Gentamicine,
Kanamycine,
Neomycine,

Linezolide,

Oxyltetracycline

Erythromycine

Clindamycine

Dalfopristine
Quinupristine

Chloramphénicol

Triméthoprime
/sulfonamide

Classe

Bétalactames

Glycopeptides

Aminoglycosides

Oxazolidinones

Tetracyclines

Macrolides

Lincosamides

Streptogramines

Phénicols

Triméthoprime
/sulfonamide

Mode d’action

Inhiber I'étape de
transpeptidation dans
la synthése du
peptidoglycane en se
liant aux PLP

Se lie aux précurseurs
du peptidoglycane D-
Ala- D-Ala les rendant
inaccessibles aux PLP

Lier la sous-unité
ribosomique 30s

Lier la sous-unité
ribosomique 30s

Lier la sous-unité
ribosomique 30s

Lier la sous-unité

ribosomique 30s

Lier la sous-unité
ribosomique 50s

Lier la sous-unité
ribosomique 50s

Lier la sous-unité
ribosomique 50s

Inhiber la voie du
tétrahydrofolate

Mécanisme de
résistance

Majeure mutation des
bétalactamases dans
les PLP

Précurseurs de
peptidoglycane se
terminant par D-Ala-
D-lactate

Enzymes modifiant les
aminosides

Mutation de I’ARNr
23S

Efflux de protection
des ribosomes

Méthylation ou
mutation de I'ARNTr
23s ; efflux

Meéthylation ou
mutation de I'ARNr
23s ; efflux

Meéthylation ou
mutation de I'ARNTr
23s ; efflux

Chloramphénicol
acétyltransférases

Mutation dans les
enzymes cibles
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IVV/Utilisation des antibiotiques et émergence de la résistance aux
antibiotiques

Au fil des ans, I'utilisation étendue des antibiotiques, estimée a 100-200 x10° kg/an
dans le monde (Wise, 2002; Anderson et Hughes, 2010), a conduit & une augmentation
considérable de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries pathogénes (Nikaido, 2009).
En fait, de grandes quantités d'antibiotiques sont utilisées non seulement a des fins cliniques,

mais aussi dans la production animale en tant qu'agents thérapeutiques ainsi que promoteurs

de croissance, ce qui entraine une pression sélective pour I'émergence, I'enrichissement et la

propagation de bactéries pathogénes résistantes aux antibiotiques (Anderson et Hughes,
2012). Analogues au mécanisme d'actions, différents mécanismes permettent aux bactéries de
devenir résistantes aux antibiotiques (tableau 2, figure 9). Ces mécanismes incluent une
diminution de la perméabilité de la paroi cellulaire bactérienne, une modification enzymatique
des antibiotiques, une dégradation des antibiotiques, une modification de la cible, une
surproduction de I'enzyme cible ou la présence de pompes a efflux dans la cellule bactérienne
(Alekshun et Levy, 2007). Des preuves convaincantes du transfert de genes de résistance aux
antibiotiques entre les bactéries commensales Gram-positives et Gram-négatives et entre les
bactéries aerobies et anaérobies ont été rapportées (Courvalin, 1994; Salyer et al., 2004 ;
Ojo et al., 2006).
Overexpression of

transmembrane efflux pumps
Target mutations

Decreased entry
. (Loss of porins)
Antibiotic modifying ~ .
enzymes Ooe o ‘
® N
Ribosomal mutation or
modification
i @
Bypass pathway \ _ / \
"\ B °%e Altered target site
A ¥
PABA -~ 8 \i g

’ \ Enzymatic degradation

Overproduction of target

Figure 9 : les sites cibles et les mécanismes de défense utilisés par les bactéries pour prévenir
les effets nefastes causés par les antibiotiques (Hawkey,1998).
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V/Les infections gynécologiques les plus courantes

V.1/ La vaginose bactérienne

La vaginose bactérienne est une maladie tres répandue chez les femmes du monde
entier. Il se caractérise par un écoulement blanc-gris et homogéne (contenant des cellules
épithéliales exfoliées et, fixées a leurs surfaces, des bactéries polymorphes a Gram variable),
ainsi qu'un pH > 4,5 avec un processus non inflammatoire au niveau de 1'épithélium. Ce
trouble est associé a de graves changements dans la composition du microbiote vaginal, tels
que la diminution de Lactobacillus et la colonisation par des micro-organismes anaérobies,
principalement Gardnerella vaginalis, Prevotella.,spp, Atopobiumvaginae, Bacteroides,
Peptostreptococcus, Mycoplasma hominis, Sneathia, Leptotrichia, Mobiluncus.,spp (Donders
et al., 2017 ; Kaambo et al., 2018). Ces bactéries pathogénes peuvent étre retrouvéees en
faibles quantités dans la flore vaginale a I'état normal, en tant que commensales et en
I'absence d'infection (Marie, 2018). Dans ce trouble, un biofilm résistant aux antibiotiques se
forme généralement sur les cellules épithéliales vaginales (dénommées “clue cells”), ce qui

augmente la persistance et la récurrence de I'infection (Di Paola et al., 2017).
V.2/ La vaginite aérobie

Le trouble vaginal connu sous le nom de vaginite aérobie a été décrit en 2002 comme
un besoin de le différencier de la vaginose bactérienne (Donders et al., 2002 ; Donders,
2007). Dans la premiere condition, la microflore de Lactobacillus est perturbée, déclenchant
une augmentation du pH (entre 6 et 8) et un écoulement homogéne jaune ou jaune-vert est
présent. De plus, une augmentation du nombre de cellules intermédiaires et parabasales est
observée, indiquant une augmentation du renouvellement et de la desquamation des couches
superficielles de cellules épithéliales, qui induisent une inflammation épithéliale. Comme
mentionné précédemment, les especes de Lactobacillus remplissent une fonction
indispensable dans le microbiote vaginal en inhibant la croissance des pathogénes
urogénitaux. Par conséquent, la diminution ou I'absence de lactobacilles permet la
prolifération de micro-organismes aérobies, principalement des streptocoques du groupe B,

S.aureus et E.coli (Tempera et al., 2006).

-
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Selon celui rapporté par Donders et al. (2002) chez les patients atteints de vaginite aérobie,
S.aureus était I'organisme le plus répandu, suivi par E.coli. Fait intéressant, d'autres auteurs Di
Paola et al. (2017) ont rapporté que les streptocoques du groupe B et les entérobactéries sont

les espéces les plus fréquentes dans cette condition pathologique.

Ces légeres différences peuvent dépendre de différents facteurs, tels que I'age, la race ou les

partenaires sexuels (Leyva-Gomez, 2019).
V.3/La vaginite a levure

La vaginite a levures est caractérisée par un ecoulement blanc, des démangeaisons
locales et une irritation (Sobel, 2007). La majorité des cas sont causés par Candida albicans,
saprophyte exclusif des muqueuses digestives et espéce commensale de la flore vaginale qui
devient pathogéne au cours d'une prolifération importante favorisée par l'acidification du
milieu vaginal. Les autres especes pathogénes possible sont C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. parapsilosis (Anonyme 1, 2013). Elle est diagnostiquée par la détection
microscopique d'un nombre dense de cellules de levure sur un frottis vaginal, et par un
examen physique et la présence d'un écoulement de levure blanc, semblable au mucus. Il
convient de noter que les lactobacilles sont souvent trouvés chez les patients atteints de
vaginite a levures, par conséquent, I'induction de I'infection ne semble pas exiger que la levure

déplace ou tue les lactobacilles (Cribby et al., 2008).
VI/ Impact des antibiotiques sur le microbiote vaginal

Les lactobacilles sont généralement sensibles aux antibiotiques spécifiques, tel que la
pénicilline et lap-lactamase ciblant la paroi cellulaire, mais sont plus résistants aux
ceéphalosporines. De nombreuses espéces de Lactobacillus présentent un niveau élevé de
résistance a la vancomycine (Gueimonde et al., 2013). Le phénotype résistant a la
vancomycine de certains lactobacilles est peut-étre la résistance intrinseque la mieux
caractérisée. La vancomycine entre en contact avec les précurseurs du peptidoglycane du cété
de la paroi cellulaire de la membrane cytoplasmique et se lie a I'extrémité D-alanine/D-
alanine du pentapeptide, empéchant la polymérisation des precurseurs du peptidoglycane.
Dans plusieurs espéeces de Lactobacillus, le résidu terminal D-alanine est remplacé par le D-
lactate ou la D-sérine dans le muramylpentapeptide, empéchant la liaison a la vancomycine

(Delcouret al., 1999) et donc devenir résistant a I'antibiotique.
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De plus, la plupart des inhibiteurs de la synthése des acides nucléiques semblent avoir
un faible effet inhibiteur chez la majorité des espéces de Lactobacillus. D'autre part, les
lactobacilles sont généralement sensibles a de faibles concentrations de nombreux inhibiteurs
de la synthese des protéines, tels que le chloramphénicol, les macrolides, les lincosamides et
la tétracycline, mais leur résistance aux aminosides est souvent élevée. La résistance a d'autres

antibiotiques varie considérablement entre les lactobacilles (Gueimonde et al., 2013).

Le métronidazole et la clindamycine sont les antibiotiques les plus couramment prescrits pour
la dysbiose vaginale (Verstraelen et Verhelst, 2009 ; Bradshaw et Brotman, 2015). Ces
antibiotiques sont également prescrits pour la gestion syndromique du syndrome des pertes
vaginales et de la maladie inflammatoire pelvienne, dans I'intention de couvrir a la fois la
vaginose bactérienne (VB) et Trichomonas vaginalis (TV), ou aprés un diagnostic confirmé
en laboratoire de la VB et/ou de la TV (symptomatique). Le traitement de plusieurs jours de la
VB avec du métronidazole ou de la clindamycine est souvent efficace, avec des taux de
guérison directement apres le traitement compris entre 65 et 90 % (Paavonen et al., 2000 ;
Verstraelen et Verhelst, 2009 ; Workowski et Bolan, 2015). Le métronidazole et la
clindamycine peuvent tous deux étre administrés sous forme orale et vaginale, et la
biodisponibilité dans le vagin est excellente aprés administration orale (Freeman et al.,
1997). Les taux de guerison des formulations orales et vaginales de métronidazole et de

clindamycine ne différent pas significativement (Ferris, 1995; Paavonen et al., 2000).

La récurrence de la VB (symptomatique) apres traitement au métronidazole est élevée,
a des taux de plus de 50 % en un an (Bradshaw et al., 2006; Hay, 2009 ; Bradshaw et
Brotman, 2015). On pense que le récidive de la VB n'est pas due a la résistance aux
antibiotiques, car la résistance au métronidazole (contrairement & la resistance a la
clindamycine) n'a pas été couramment décrite dans les études de traitement de la VB basées
sur la culture (Beigi et al., 2004 ; Verstraelen et Verhelst, 2009; Hay, 2009).Cependant,
certaines études contredisent cela et rapportent une résistance au métronidazole chez les
femmes atteintes de VB récurrente, en particulier dans les isolats avec des concentrations
élevées de G. vaginalis(Edwards,1993; Knupp et al., 2016). L'efficacité d'un traitement oral
de sept jours au métronidazole pour la TV est élevée ; un traitement a dose unique est souvent

administré pour maximiser 1’adhésion, mais n'est pas aussi efficace (Kissinger et al., 2018).
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Le métronidazole est un médicament de la classe des nitroimidazoles qui est
métabolisé en radicaux nitroso par les espéces anaérobies et la TV, qui brisent 'ADN

microbien et provoquent la lyse cellulaire (Edwards, 1993 ; Hrdy, 2005).

Bien qu'il soit parfois supposé que le métronidazole supprime les lactobacilles, des
études basées sur la culture montrent que les lactobacilles ne sont pas sensibles au
métronidazole (Charteris et al., 1998; Goldstein et al., 2015). La clindamycine est
également couramment prescrite pour la VB (Verstraelen et Verhelst, 2009). Des études
basées sur la culture montrent que L. crispatus et L.jensenii sont (partiellement) sensibles a la
clindamycine, alors que d'autres lactobacilles tels que L. iners ne le sont pas (Danielsen et
Wind, 2003 ;Melkumyan et al., 2015 ). Le traitement a la clindamycine pourrait donc
théoriquement diminuer a la fois les anaérobies de VB et L. crispatus, provoguant la
prolifération des espéces non optimales de L. iners et augmentant le risque de récurrence de la
VB (par rapport a un microbiote vaginal dominé par L. crispatus).

La clindamycine a également été décrite comme étant un traitement efficace pour
certaines espéces de pathobiontes telles que S. agalactiae (Sobel, 1994 ; Reichman et Sobel,
2014), mais cela n'a pas été étudié en profondeur dans des essais contrdlés randomisés.
Aucune étude n'a évalué de maniere exhaustive I'impact sur le microbiote vaginal des
antibiotiques administrés pour les infections non gynéecologiques, mais la candidose
vulvovaginale (CVV) a souvent été décrite comme un effet secondaire de I'utilisation
(systémique) d'antibiotiques (Pirotta et al., 2004 ; Sobel, 2007).
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L’intégralité de ce travail a eté réalisée au laboratoire d'analyse médicale au service de
bactériologie chez Dr. CHAIBADRAA et ainsi qu’au niveau du laboratoire de microbiologie
N°01 de I’université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem. L'objectif principale de cette
étude est de tester la sensibilité des lactobacilles vaginaux vis-a-vis aux différentes classes
d’antibiotiques souvent prescrits dans le traitement des infections gynécologiques.

I/L’origine de la population des lactobacilles

Les vingt-sept lactobacilles vaginaux (88,89% L.reuteri et 11,11% L.salivarius)
étudié, ont été isolé a partir des femmes saines et en age de reproduction entre 18 et 45 ans. Le
prélevement des échantillons vaginaux a été effectué par une sage-femme de maniere
aseptique avec des écouvillons stériles, puis transportés directement au laboratoire d’analyse
médicale, service de bactériologie a I’EPH Ain Tedeles, W. Mostaganem. L’identification a
été faite par une étude phénotypique qui a été réalisée au laboratoire de recherche de
microbiologie et biologie végétale de 1'université de Mostaganem, et par une étude
génotypique réalisée au niveau de laboratoire de Microbiologie dans la faculté de médecine
vétérinaire a ’université de Mustafa Kamel, Antakya-Turquie (Bechelaghem, 2017). Ces

isolats sont conservés & -50°C dans un milieu MRS- glycérol a 30%.

I1/Réactivation des lactobacilles

Les 27 isolats de lactobacilles ont été réactivé on MRSB (annexe) pendant 48h a 37°C
en anaérobiose. Ces derniers ont été inoculés sur MRSA (annexe) et les boites ont été
incubées a en anaérobiose, a 37 ° C pendent 48 h.

I11/Tests de confirmation

I11.1/Recherche de la catalase

Certaines bactéries ont la faculté de dégrader le peroxyde d’hydrogéne (H202). En
présence d’une bactérie productrice de catalase, on observe a partir d’H202 une libération

d’oxygene gazeux selon la réaction : H:O2 — H20+1/2 O (Francois et al., 2011).

-
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Pour le faire, une goutte d'eau oxygénée a 10 volumes a été déposé sur une lame de
verre. Puis a 'aide de 1'effilure d'une pipette pasteur un fragment d’une colonie de lactobacille
a été prélevé pour le mettre en contact avec I'eau oxygenée. La présence d'une catalase se

traduit, en quelques secondes, par la formation de bulles d'oxygene.

I11.2/Coloration de Gram

C’est la coloration de référence en bactériologie. Elle est réalisée comme suit :

Tout d’abord, la réalisation de frottis de bonne qualité est une condition préalable a
toute coloration. Aprés la réalisation de bon frottis, on recouvre la lame de violet de gentiane
une minute puis on le rejette. Ensuite, on la recouvre de lugol : une minute et on le rejette.
Puis, on la décolore a I’alcool, la lame étant tenue inclinée. La durée de décoloration a 1’alcool
est variable selon 1’épaisseur du frottis. On stoppe la décoloration par un lavage a I’eau
courante. Enfin, on recouvre la lame de fuschine diluée, trente secondes a une minute. Rincer
a I’eau puis sécher entre deux feuilles de papier filtre, puis a la chaleur. En fin, examiner a
I’immersion. Les bactéries a coloration de Gram positive doivent apparaitre colorées en violet

et les bactéries a coloration de Gram négative en rose (Francois et al., 2011).

IVV/Re-Conservation des isolats

Les isolats qui ont montré une coloration de Gram positive et une absence de catalase
ont été cultivés dans des tubes de gélose MRS inclinés puis conservés a 4°C et a -80°C dans
un MRS- glycérol a 30%.

V/Etude de la sensibilité des lactobacilles aux antibiotiques

Le profil de résistance/sensibilité aux antibiotiques des isolats de lactobacilles a été
testé via la méthode de diffusion sur milieu MRS (Ocafa et al., 2006). Ce test a été effectué

deux fois pour la majorité des antibiotiques.

09 disques d’antibiotiques de différentes classes utilisés souvent dans le traitement des

infections génitales ont été choisi (tableau 3).

-
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Tableau 3 : Les antibiotiques testés sur les lactobacilles

Classe d’antibiotiques Les antibiotiques testés
Les B lactamines Penicilline (P) (10 UI)
Glycopeptides Vancomycine(VA)(30ug)
Aminoglycosides Gentamycine(CN)(120 pg)
Lincosamides Clindamycine(DA)(2119)
Phénicoles Chloramphénicol (C) (30ug)
Quinolones Acide Nalidixique (AN) (30ug)
ciprofloxacine (Cip) (5ug)
Carbapéneme Imipenem (IPM) (10ug)
Autre Rifampicine(RA) (5uQ)

V.1/Préparation de I’'inoculum :

A partir d’une culture pure sur milieu MRS, quelques colonies bien isolées ont été pris
a I’aide d’une pipette Pasteur et inoculées dans 5ml de MRSB pour les activer 18h & 37°C en
anaérobiose. La concentration de cet inoculum de 108 UFC/mI correspond & 0,5 Mc Farland a
été ajustée a ’aide d’un spectrophotométre type JENWAY 6715 UV/Vix, réglé a 650 nm pour
une densité optique 0,1. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est

dilué, ou bien de MRSB s’il est trop concentré (Rahal, 2005).
V.2/L’Ensemencement

Une suspension de lactobacille équivalente a 0,5 McFarland, a été ensemencée dans
des boites contenant le milieu MRS par un coton tige stérile puis laissées séchées avant de
déposer les disques d’ATB. Ces derniers doivent presser a I’aide d’une pince bactériologique
stérile pour s’assurer de son application. Une fois appliquée, le disque ne doit pas étre déplacé
(Rahal, 2005). L’incubation a été faite a 37° C pendant 48 h en anaérobiose. La lecture des
résultats a été faite par la mesure des zones d’inhibition de la croissance des lactobacilles

testés.
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I/Réactivation des lactobacilles

Les 27 isolats de lactobacilles reéactivés sur milieu MRSA sont des colonies de petite

taille (figurel0) et de couleur blanchatre a beige (Dasari et al., 2014).

4 ,,:"
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Figure 10: I’aspect macroscopique des colonies de lactobacilles sur milieu MRSA.

11/ Tests de confirmation
I11.1/Coloration de Gram

L'observation microscopique des cellules aprés une coloration de Gram, a confirmé que
tous les isolats sont des bacilles ou des coccobacilles a coloration de Gram positive (figure

11) (Dasari et al.,2014)
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Figure 11 : observation des cellules de Lactobacillus sous microscope. Grossissement : 100x

11.2/Recherche de la catalase

Les 27 isolats sont catalase négative ce qui confirme que sont tous du genre Lactobacillus
(Paul et al., 2009).

I11/Etude de la sensibilité des lactobacilles aux antibiotiques

L'effet des 9 antibiotiques sur les 27 lactobacilles a été étudié sur gélose MRS. Selon les
données présentées dans le tableau 4, figure 12, 13, 14 et 15, nous avons constaté une
différence remarquable dans la sensibilité des deux espéces de Lactobacillus (L.reuteri et
L.salivaruis) aux antibiotiques testés. Les deux especes sont sensibles aux antibiotiques (P,
RA, CN, C, CIP , Det IPM « testé seulement sur L.reuteri due a sa manque » ). Les plus
grandes zones d’inhibition remarquées par I’antibiotique IPM arrivés jusqu’au 54 mm de
diamétre sur L.reuteri (L1 et L21), ce qui montre que cette derniere espéce est trop sensible a
cet antibiotique. Les deux especes (L.reuteri et L.salivaruis) sont sensibles aussi a DA, C et
RA avec des zones d’inhibition entre (30-46mm) et peu sensible a P, CIP et CN avec des

zones entre (15mm-30mm). Tandis que ces deux espéces sont résistantes aux VA et AN.
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Tableau 4 : les zones d’inhibition (en mm) des 9 ATB testés sur les 27 isolats.
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Figure 12: Effet des antibiotiques testés sur L.reuteri (L3) par méthode de diffusion sur
milieu MRS

Figure 13: Effet des antibiotiques testés sur L.reuteri (L22) par méthode de diffusion sur
milieu MRS
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Figure 14: Effet des antibiotiques testés sur L.salivarius (L25) par méthode de diffusion sur
milieu MRS

Figure 15: Effet des antibiotiques testés sur L.salivarius (L31) par méthode de

diffusion sur milieu MRS
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Testore et al. (2002) ont rapporté que cinquante isolats de lactobacilles prélevés de 30
échantillons de col de l'utérus des femmes en bonne santé ont été testées pour sensibilité a 41
antibiotiques, il a été constaté que tous les isolats se sont avérés étre sensible a lI'imipenéme
donc, nos résultats sont en accord avec ces résultats.

Dans une étude réalisée par Egervarn (2009), les membres de L. reuteri testés (n=56)
étaient sensibles aux gentamicines et intrinsequement résistants a la vancomycine. Les mémes
résultats sont obtenus dans notre étude.

La résistance et la sensibilité aux antibiotiques varient selon le type et la souche de

lactobacilles. Ceci a été confirmeé dans une étude réalisée par Melkumyan et al. (2015).
La différence remarquée dans la sensibilité aux antibiotiques entre les espéces de lactobacilles
a été approuvé dans plusieurs études. Cette différence souligne I'importance du typage des
lactobacilles pour évaluer le bon choix d'une antibiothérapie. Le regroupement des
antibiotiques selon la résistance bactérienne in vitro permet de définir quel médicament est
utilisé pour traiter les infections chez les femmes en age de procréer, est le moins destructeur
pour la microflore vaginale normale et, par conséquent, le meilleur choix pour préserver
I'environnement vaginal. Tous les médicaments étaient actifs contre les lactobacilles et il est
seulement possible d'indiquer ceux qui sont moins actifs ou ceux qui doivent étre évités parce
qu'ils sont trop actifs (par exemple, I'imipénem) (Testore et al., 2009).

De plus, méme au sein des classes d'antibiotiques, il est possible de choisir entre des
médicaments moins ou plus actifs. Dans notre contexte, en ce qui concerne la classe des
quinolones, par exemple, acide nalidixique (100 % des isolats résistants) n’a aucun effet
destructif donc il est mieux utilisé chez les femmes a la place de ciprofloxacine (100 % des
isolats sensibles).

Il a été démontré que la clindamycine et le métronidazole sont des traitements
efficaces pour la VB, mais leur efficacité peut étre limitée par des effets négatifs sur la
croissance de la microflore vaginale normale (Simoes et al., 2001). La clindamycine a suscité
des inquiétudes particulieres car elle a un spectre d'activité in vitro qui couvre les lactobacilles
(Bayer et al., 1978). Cependant, des études portant a la fois sur la clindamycine et le
métronidazole suggerent que des concentrations élevées de ces médicaments, telles que celles
obtenues avec un traitement intravaginal pour la VB, peuvent inhiber la croissance des

especes de Lactobacillus (Aroutcheva et al., 2001 ; Simoes et al., 2001).

-
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Il a été rapporté que des souches développent une résistance intrinseque aux
antibiotiques pourraient étre utiles et pouvant étre administrées avec des antibiotiques pour
restaurer son habitat aprés un traitement antibiotique (Cebeci et Guirakan, 2003 ;
Gueimonde et al., 2013). Ainsi, il a été observé que le microbiote pouvait se régénérer en un
temps plus court (Cebeci et Gurakan, 2003).

Bechelaghem (2017), a également isolé 23 isolats de Lactobacillus du vagin de
femmes en bonne santé et étudié les effets des antibiotiques sur les 9 isolats sélectionnés de
Lactobacillus et trouvé tous les isolats résistants au metronidazole qui est les plus
couramment utilisés pour le traitement de la vaginose bactérienne. Ces résultats suggérent que
des souches sélectionnées pourraient étre utilisées pour la restauration du microbiote vaginal
avec le traitement antimicrobien de la vaginose bactérienne ces isolats aussi résistants a
I'acide nalidixique, vancomycine et kanamycine qui aide a la sélection des probiotiques

proposés doit étre pris par les patients pendant le traitement antimicrobien.

Préserver I'écosysteme humain normal, méme lorsqu'un traitement antibiotique est
nécessaire, reste un objectif pour le microbiologiste et le clinicien, et une meilleure
connaissance de la microflore normale et de sa sensibilité aux antibiotiques est nécessaire
(Testore et al., 2009).
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Conclusion

Le présent travail a ét¢é menu dans le cadre de valider in vitro I’impact des
antibiotiques sur la population des lactobacilles vaginaux chez la femme spécifiqguement les
deux espéces (L.reuteri et L.salivarius) dominées dans notre région a 1’ouest d’Algérie. Pour
cela, nous avons tout d’abord procédé a la réactivation des 27 isolats de lactobacilles
conservés a -50°C dans le milieu MRS. Ces isolats ont été déja isolé a partir des femmes
saines et en age de reproduction puis identifié phénotypiquement et génotypiquement dans
une étude précédente. Ensuite, nous avons réalisé des tests de confirmation (coloration de
Gram et recherche de la catalase). Afin de tester I’effet des neuf antibiotiques sur les 27
isolats de Lactobacillus nous avons effectué une méthode de diffusion sur disques en gélose
MRS.

D’apres les résultats et apres les tests de confirmation réalisé nous avons confirmé que
tous nos isolats (24 L.reuteri et 03 L.salivarius) sont a coloration de Gram positive et catalase
négative. L'effet des 9 antibiotiques sur ces deux espéces étudiées sur gélose MRS montre une
sensibilité variable vis-a-vis ces antibiotiques. Les deux espéces sont sensibles aux
antibiotiques (P,RA,CN, C, CIP, DA et IPM « testé seulement sur L.reteuri ») et résistants aux
VA et AN.

Presque tous les antibiotiques utilisés étaient actifs contre les lactobacilles. Les plus
grandes zones d’inhibition remarquées par I’antibiotique IPM arrivés jusqu’au 54 mm de
diametre sur L.reuteri (L1 et L21), ce qui montre que cet ATB est trop actif donc dois étre

évité parce que son utilisation va éradiquer le microbiote vaginal.

Concernant les antibiotiques DA, C et RA ont aussi un effet remarquable avec des
zones d’inhibition entre (30-46mm) par contre P, CIP et CN sont peu actif avec des zones
entre (15mm-30mm) ces derniers peuvent favoriser une diminution du nombre de

lactobacilles dans le vagin.

De plus, méme au sein des classes d'antibiotiques, il est possible de choisir entre des
médicaments moins ou plus actifs. Dans notre contexte, en ce qui concerne la classe des
quinolones, par exemple, acide nalidixique (100 % des isolats résistants) n’a aucun effet
destructif donc il est mieux utilisé chez les femmes a la place de ciprofloxacine (100 % des

isolats sensibles).

-



Conclusion

Selon les données obtenues dans cette étude on peut conclure que la thérapie par
vancomycine et acide nalidixique n'affecte pas les isolats de L.reteuri et L.salivarius dans le

vagin.

En perspective, nos travaux méritent d’€tre consolidés par 1’utilisation de différentes
classes d’antibiotiques, dans chaque classe plusieurs types d’antibiotiques méme ceux
prescrits pour traiter d’autres infections autre que gynécologiques afin de choisir les moins

actifs au sein d'une méme classe.

La sensibilité variable des especes de lactobacilles vaginaux (dans notre cas L.reuteri
et L.salivarius) doit étre prise en compte lors du choix des schémas de traitement
antibactérien. Cependant ce choix aide a préserver la santé de 1’écosysteme vaginale en

respectant les lactobacilles comme étant I'une des bactéries probiotiques.
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Annexe

Composition du milieu liquide et solide utilisés

MRS Bouillon (MRSB) (g/1)

PEPLONE U CASEINE ...ocvvicvieiieeie ettt et re et e e e 10g
EXrait de VIANGE ....ocveieiiieiecee et 89
EXIAIt A& IEVUIE ..o 49
GIUCOSE .ottt ettt r et e et et eeene e 209
Hydrogénophosphate dipotasSiQUE...........ccueiverieeieieerie e seesie e ie e 29
TWEEN B0 oot 1g
Hydrogénocitrate di-ammONiUM ..........ccooiiiiiiniiniee s 29
ACEtate de SOAIUM .....o.iiiiiiiiieee s 59
Sulfate de MAGNESIUM..........coiiieiieie e sre e 0.2¢9
Sulfate de MANQANESE.......ccviiieieeie et nre e ereas 0.04g
EAU AISEHIER. ... 1000ml

pH =6,5+0,1

MRS Agar (MRSA) (g/l)

PEPLONE U CASEINE ....c.veeveeie ettt ae e re e ene e 10g
EXErait de VIANGE. ......coiiieieiicee s 89
EXErAIt 08 JEVUIE ..o 49
GIUCOSE ...ttt et et e et et e e e s beestaennenraeee e 209
Hydrogénophosphate dipotasSiQUE ..........cccverveiieieerieiiesieese e 29
TWEEN 80 ... 19
Hydrogénocitrate di-ammONIUM.........cccooiiririninirerees e 29
ACELAtE dE SOTIUM ..o 5¢
Sulfate de MAGNESIUM..........coiiiiiieie et sre e 0,29
Sulfate de MANGANESE ......cviveeieeieee e 0,04¢
AN .. 20g
BEAU ISTHIBE. ..ot 1000 mi

pH =6,520,1



