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TTILESATION DE SOUCHES ACETOGENES HYDROGENOTROPHES
POUR LA PREVENTION OU LE TRAITEMENT DE TROUBLES
DIGESTIFS

L’invention concemne Tutilisation de souches baciériennes acétogénes
hydrogénotrophes non pathogdnes pour la préparation d’une composition destinde
an traiiement on 3 da prévention des troubles gastro-infestmaux 23sociés aux
productions de gaz digestifs etfou & moeduler équilibre microbien de 1 écosystéme
digestif chex un mammitére.

La prévalence des troubles digestifs fonctionnels ou  colopathies
fonutionnelles dans la population occidemale est tris élovie puisque I'on estime
qu'ils touchert environ 25% 2 30% de la population adulte. De plus, ces troubles
digestifi représentent une des causes majenres de consultation en gastro-entérologic
(enviton 50% des consultations). Les symptimes de ces froubles intestinaux sont
divers comme Ia modification du transit jntestinal, le météorisme, les douleurs
abdominales, le hallonnement. L'origine de ces toubles fonctionnels reste pour le
moment wal définie mais I'on estime que les gaz produits lors de la digestion dans
Ic ¢dlon jouent un rilc impartant dans [a genése de certaing sympiémes comme
'excés de flatulences, la distension abdominale {(ballonnement) et les doulewrs
asgocides. Clortaing fraitements oni é¢ proposés comme le charbon actif, la
simethicone, la smectite, des antispasmodiques winsi que certaing compléments
alimentaires & hase de ferments (Saocharomyces cerevisive, Bifidobacterium,
Lactohacillus), de plantes ou de fibres (oligofructose, fenounil, algues, avaine,
agrumes...) ou de structure minérale (Octalite...). Cos traitements présentent
toutefuis une faible efficacité sur les sympifmes lids & Ja formation des gar au
nivean du cdlon, et n'agisgent pas de maniére sélective. La présente invention sa
propose de remédier wux juconvénients de I'amt sntérienr, tant sur le plan du
traitement que sur le plan de la prévention de Pinconfort digestit associé aux
produciions de gaz colique.

Pour ce faire, Dinvention sappuic A4 12 fois sur Jes carecténistiques
phystologques des bactédes acétogénes hydragénoirophes, 4 savoir leur capacité &

réduire e volume total des gaz fermentaires digestifs (Ha ot COp) f sur leur

JP 2004-501095 A 2004.1.15
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diversité nutritionnelle qui leur confére un avantage écologique importani dans
1*éeosystéme digestif par rapport aux autres microorganismes hydrogénotrophes.

Chez Iomme, les glucides alimentaires qui ¢chappent & la digestion et
T'absosption dans lintestin gréle arvivent dans le cilon oft ils sont fermentés par une
mivroflore complexe. Cette dégradation anaérobie de Ja matiére organigue produit
des métabolites terminaix sous forme d'acides pras volatiles avant des propidétés
métaboliques (acétate, propionate) ov trophiques (butyrate) ainsi que des gaz (Hs,
O, et, chez certains individus, CHy).

Parmi ces gaz fennentaires, Hz jove un réle imporiant dans le maintien et
1 ‘efficacité de la dégradation de [a matiére organique dans le cdlon humain. Une
parite de Hy est dninde par les vaies respivatoires ef rectales, mais ta plus grande
fraction de ce gaz est réutilisée i sty par la flore intestinate. Cette dernitre, appeléc
flore hydrogénotrophe, est composée de bactéries acétegénes, de bacifries
sulfato-réducirices et d'archeza méthanogénes.

On trouve les bactéries sulfato-réductrices dans la microfiore digestive de
tous les individus (Poclart et al. {1992) FEMS Microbiol, Lett, 98 p225). Elles
sypthetisent HzS qui est un produit potentiellement toxique pour les ceflules
eucaryotes, et qui serait mmpliqué dans certaines maladies du sysieme digestif, en
parficulier les colites ulcéreuses (Roediger et al. (1993), Gastroenterology, 104,
p302).

Les archwa méthanogines produisent du CHL, qui est un gaz non toxigue.
Cette production de méthane n’est observee que chez une fraction de la population
humnaine (environ 21% des indiens adultes, 93% de la population rTurale
d'adolescents d'Afrique nofre ot 40% de la population cccidentale) ef son
£limination se fait par voie respiratoire el dans les Hatulences {Sega! et al. (198S)
Gut 29 p6OR; Pochart et al (1992) FEMS Microbjol. Lett. 98 p225). Ces individus,
appelés méthana-exeréteurs, hébergent une population d'archara méthanogénes trés
importante (>10%g dlextrait técal see) (Dorand et al (1996) in: Malkki Y and
Cummings TH {edsCfficial Publications of the European Commumities, p58). Chez
ces sujets, la méthanogénése est la principale voie d'Elimination de Ha.

Les individus non méthans-sxerdtenrs réutitisent Hy par des mécanismes
aliemaiifs, parmi lesquels l'acltogénése réductrice. Cetic voie comstitne un

processus métaboljque majear dutilisation de Hs chez les non méthanc-excréteurs.

JP 2004-501095 A 2004.1.15
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Des émudes ont en etfet montré gqoue la microflore fécale des sujets non
méthana-excréteurs métabolise principalemnesnt Hy et CO; co acétate, alors que celle
des sujets méthanc-excréteurs wtilisent Hz et CO; pour former du méthane (Lajoie et
al. (1988) Appl Environ. Microbiol. 54 p2733 ; Bemaller et al. {1996) FEMS
Microbiol, Ecol. 19 pl3). En parailéle, Doré ot al. (1995 FEMS Microbinl. Feol. 17
p279% ont montyé l'existence d'une corrélation négative catre le nombro d’archea
méthanogénes et velui des bactéries acétogénes dans le colen bumain, Les mdividus
non méthano-sxcréteurs hébergent done peu oo pas d'archiea méthanogenes dans le
cilon, ce gui permetirait une expression maximale de leur sctivitd acélogéne (Lajole
et al. (1988) Appl. Environ. Microbiol. 54 p2733; Bemalier et al. (1996) FEMS
Mictebiol. Ecol. 19 pi93).

La flore acétogine hydrogénotrophe se caractérise par unc grande diversité
taxononique. Flle est composée d'espices bactériennes appartenait en particulier
aug, genres Closiridium, Ruminocoscns et Streptococews (Bemalier ¢f al. (1996)
Cur. Microbiol. 32 p84) ams1 que de cerfaines eéspéces du genre Ewbacteriuni
(Schink (1994) in: Drake HL (ed) Acetogenesis. New-york: Chapman and Halfl
P97

Par « hactéries acétogines hydrogénotrophes » on enlend les espéoes
bactériennes utilisant la voie réductrice de synthése de l'acélate {ou voie de
Wood-Ljunpdahl) pour produire ce métabolite logs de leur croissance antotrophe 4
partir de HofCO; winst que lors de leur croissance hétérotrophe, 4 pattie d'un substrat
organique. Ces bacténies acélogénes hydrogénoirophes présentent en effei une
grande capacité nutriticnnelle ef sont capables, outre d'utiliser Hz/COs, de fermenter
ust nombre important d'wses ot de composés organigues (Bemalier et al (1996),
Cuorr. Micrabiol, 33 ptd).

Les souches bactériennes acétopénes hydrogénotrophes selon 'invention
produisent des acides gras a chalne courte {AGCC), en particulier de Facétate, a
partir des gaz Hy et CO,; Cette production ¢'AGCC présente un avantage
physiologique pour 1"héte, comme la prévention {protection) ou lc traitcment de
pathologies diverses (voir ci-dessous).

La présence simulianée de compasds organiques ot de Ho/CO; dans le milien
de culture (conditions équivalentes & cclies rencontrées dans le odlon humain ) peut

se traduire par une utilisation simultanée dos doux substrats par la souche acttogene
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hydropénotrophe (Breznak and Blun: (1991}, Arch. Microbiol., 156 pl05). Cs
phenoméne appelé mixotrophie, permei & la bactérie d'zvoir vn rendement
énergétique plus éleve et done de croitre plus rapidement.

Cette aptitude 4 consonmmer Hy/CO; associce 4 1a capaciié d'uiilisatien d'un
grand nombre de substrats organiques ainsi quc la capacité 4 croitre par
mixotrophie, confére donc un avantage écologique importent anx bacidries
acétogdnes par rapport aux populations de méthanogines qu n’ufiisent qu’vn
nombre restreint de swbstrats (Hz, formate), ef sulfatoréductiices dépendantes de la
présence de sulfate pour leur métabolisme de Hp.

1 a éé montré que Vutilisation de certaines préparations prabiotiques,
contenant des bactéries telles que des bactéries propioniques, lactobacilles, et/on
bitidobactéries, penmet de modifier Ja flere colique de certains patieats {Bovgle of
al. (1999) Scand. J. Gasioenterol. 34 pl4d ; Ventun et al. (1999) Aliment.
Pharmacol. Ther. 13 p1103)

T'otilisation des bactéries acélopdoes en tant que probiciiques comme
definis par Fuller (1989, 1. Appl. Bact,, 66 p365), dans des préparations qui peuvent
&tre utilisées en tant qu'alicaments ou en tant que suppléments alimentaires, s'avére
done étre une woic dintérét particuliérement novatdice, car leur capacité a
métabaliser IL/C0 permettrait d'optimiser Jes termentations coliques en diminuant
fe volume total des gaz fermeniaires et en produisant de Pacétate, source d’énerpie
métabolisable par Ihite. La réduction des guz digestifs serait ainsi un moyen
efficave de prévention et/ou de traitement des troubles digesiifs liés 4 l'accumulation
de ces gaz.

La preésente invention & done poar objet Metilisation de svuches acétopenes
hydrogérotrophes pon pathogénes pour régaler les susdits désordres digestifs et/on
moduler 1*éyuilibre de la flore microbienne chez un mammitére.

Les mummiferes selon la présente invention sont de préférence les
mammiféres monogastriques, par apposition aux mammiféres polygastriques
<omum les raminants. On entend en particulier les [lins et vanins, en particulier les
mammiféres domestiques {chats ct chicns), amnsi que ’homme.

Par « non pathogéne », on cntend unc cspéce microbienne pour laquelle
aucune pathologie de Théte associse A sa présence n'a pu &re mise en évidence
{souche GRAS = Generally Recognized As Safe).
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Une ielle ntjlisation pout étre envisagée de différentes fagons. e présente
invention concérne une ntilisation prophylactique ou thérapeutique, afin de prévenir
et/pu traiter ceriains troubles de 1"apparei! digestif. Ceite prévention etfou lraitement
prevt 8" effectuer par IMintermédiaire d'une régulation des gaz produits dans le colon,
gréce A lo modulation. de la flore microbienne. Une utilisation de ce type peut &re
envisagéc sous la direction d’un médecin ou d*un professionnel de santé. Dans ce
cas, le dosage, la durée du iraitement, ainsi qu'une association éventuelle de la
souche acétogéne hydrogénotrophe non pathogine avec diavtres principes actifs
efficaces pour la préventian et/ou le traiiement des troubles digestifs visés, sont
décidés par le professionnel de santé. Une telle wiilisation pent également nécessiter
uz suivi de la soucke acéiogéne hydrogénotrophe non pathogéoe par un procédé
dranalyse selon I'invention, tsl que défini plus loin.

La présente invention concemns également une utilisation thérspeutique et/ou
prophylactique dang laquells I'utilisateur décide lui-méme de I’administration de Ia
souche acétogéne hydrogénotrophe non pathogéne. Le bui recherché est alors de
diminuer inconfort de 1'utilisateur, qui désire par exemple améliorer sa qualité de
vie.

En effet, les troubles digestifs visés par la présenic invention sffectent la
qualité de vie des patients qui en sont atteints. Le degré dinconfort dipestif
engendré etfou la capaciié de chacun & supporter ces iroubles cxpliquent gue Ies
parsennes attemtes copsultent ou non un médecin.

Bo particulier, Pinvention conceme Tutilisation de sonches acétogénes
hydrogénotrophes pour la préparation d'une compogition pour les applications
suivantes :

(1) 1z prévention ctfou Ie traitement des troubles fonctionnels digestifs,

(2} 2 modulation de Péquilibre de la flore microbienne colique e favorisant
avantageuscment  Peciivité de la flore bhacténenne acétogine, en
partieulics au détriment des flores bactériennes méthanogénes ot
sulfato-réductrices.

Ce dernier point a pour intérét ¢

(1) de dimvinmer la formation du gaz Cly,
(2) de diminuer la production de HaS, produit toxique, fropliqoé dans
Tinitiation et’ou le développement de pathologies digestives,
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(%) de favoriser la production de métabolites salns pour Ihite.

En particulier, on utilise une souche du genre Ruminecoccus, Closiridiom ou
Streplococcus, de fagon préfétée Ruminococens hydrogenotrophicus.

Ainsi, la présentc invention concerne utilisation d’au moins une souche
bactéricnne acétogeéne hydrogénotrophe non pathogéne pour la préparation dhune
composition destinée & la prévention ct/ou au traitement des troubles gastro-
intestinaus. en réduisant Jo formation de gar potenticilement toxiques offon & la
modulation de I"équilibre microbien de 1'écosystéme digestif chez un mammifére.
De telles compositions, alimentaires ou phanmaceutiques, sont également objets de
la présente invention, '

Ladite réduction et/ou ladite modulation s”effectne par la diminution du taux
d*hydrogéne gamewy {Hy) eliou de dioxyde do cathone gazeux (C0;) produit Jors
des fermentations digestives.

Laditz réduction etfon modulation peut dpalement  seffectuer par
Paugmentation de Paefivité de Ja Mlore colique acdiogene an détiment de la flore
miéthanogéne etiou sul fato-réductrice.

Les troubjes gastro-intestinanx, que J'etilisation d'one conposition contenant
au moins vne souche hactérienne acétogine ]Jydrngénotfophe se propose de réduire,
sont compris davs le gronpe des colopathies fonctionnelles, ef en particulier les
flatulences excessives, le méiéonsme, les ballonnements, les douleurs abdominales,
criléres majeurs caraclérisant Je syndrome de lintostin jritable, La compesition
confenant av moing une souche bactérienne scétogéne hydrogénotrophe peut
également étre utilisée dans les cas de colites wleérenses, de maladics
inflamznatoires iptestinales ou de la maladie de Crolm afin de réduire le vohane des
paz celiques, Tacteor agimavant les symptomes de ces patlwlogies,

Dans un mode de réalisation préféré de l'invention, ladite composition est
wne composition alimentaire susceptible d’8tre utilisée dans 1’élaboration de
nouveaux alimenis ou ingrédients alimentaires tels que définis dans le roglement CE
N"258/97, e notanunent daus la fabrcation J'atiments fonctionasls. Un aliment
peut étre considiré comme fonctionnel st 'on démentre de fagon satisfaisante qu'il
exerce un effet bénéfique sur une ou plusiewrs fonctions cibls dans I'organisme, an
dela des effets nutritionnels babitnels, en améliorant 1°étatde santé er de bien étre

cl/ou en réduisant Je fsque d’une maledie (Diplock of 2l Scieniific corcepis of
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fonctional foods in Turope: consensus document, British Joumal of Nuirition,
1999, 81, 51-827).

Ladite composition peut en particulier constituer un probiotigue conditionné
par cxemple sous forme de capsule ou de gélule,

Qn peut ainsi utiliser une composition alimentaire selon imvention gui
contient une souche acétogéne hydrogénotiope non pathouéne, « qui apportc un
bien-étre & I"utilisateur par la réduction de Pinconfort digestif.

Dans un autre mode de réalisution prétéré de 1'invention, ladite composition
est une composition pharmacentique, associée en outre d@ un support
pharmaceutiquement acceptable, qui peut comprendre des exeipients. Son mode
d’administration s"eftectue de préférence par voie orale ou directement in sify, en
particulier par coloscopie, ou par voie rectale par [“intermédiaire de suppositoires.

Dans un amre mode de réalisation de Yinvenlion, s composition
pharmaceutique comprend en outre au meins un avire agent achl contre su moins
une des patholopgies visées,

I.a composition pharmaceutique ou abimentaire selon 1'invention peut étre
achoinistrée par voie orale, sous [orme de gélules, de capsules, de comprimes, de
poudres, de prenules ou de solutions ou suspensions orales. On pent mélanger la au
maons une souche bactérienne avec des excipients classiques tels que la gélatine,
I"amidon, le Jactose, le stéarate de mapnésium, le tale, fa vomme arabigue et
analegmies. 11 peut également éxe avantagoux d utiliser des excipients moins
classiques, qui permettent &’augmenter lu capacité de la au moins une souche
bactérienme wtilisée & &tre active dans le cadlon. Par exemple, on peut ajouter du
ceflobiose, du maltose, du mapnose, de Ja salicine, de Téhalose, de Pamyzdaling, dc
’arabinose, du mélobiose, du rhamnose et/ou du xylose. Cette liste n’est pas
exhanstive et les substrais sont choisis et adaptés cn fonction de la souche
vonsidérée. Ces substrats peuvent favoriser la croissance hétéotrophe et'ou
mixotrophe de la an mains une souche acétogéne présents dans Ja composition.

Ainsi, du fagon préferée, la composition comprend au moins un additif qui
favorise 1”activité de la au naoins une souche dans Penvironnement digestif.

Dans un mode de réalisation. particulier de invention, la an moinz une
souche bactérienne acétogéne hydrogénotrophe non pathogéne présente dans la

composition pharmaceutigue et/ou alimentiire cst admyinistrée sous une forms lui
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permeltant d*éfre active dans le colon. En particulier, il est nécessaire que la au
moins upe souche bactéricnne acétogine hydrogénotrophe non pathopine soit
vivanle, ou vieble dans le tractns digestif. et en paicolier le cilon On peut
épalement, apres production de la au woins une souche bactérienne acétogéne
hydrogénotrophe non pathogéne ¢t en fonction des procédés de production,
maintenic celle-ci dans des conditions de conditivnnement anaérobie, afin de Iui
permetire de rester viable.

Dans un mode de réalisation préfére, la au moins une souche bactériennc
acétogéne hydrogénoirophe non pathogéne est conditionnée dans un enviroonement
anpérobie, c’est b dire que celle-ci esi conditionnée dans une atinnsphére excmpt
doxypéne.

Dans nn autre mode de réalisation préférée de 'invention, 1a zu moins une
snuche bactérienne ascéfogéne hydrogénotrophe mon pathopéne présente duns la
compaosition est une souche avtologue dudit mammilée, cest 4 dire quslle peat
&irg isolée dans apparei] digestif, en particulicr dans les f2ces d’autrss mammiféres
appartenant au méme genre.

Drune manidre préténée, of en particulier Jorsque le mommifire est ’homme,
la an mwoins une souche bactérenne acétogéne hydregénotrophe non pathogéne
appartient au genre Ruminococcus, de maniére encore plus préférée 4 1’espéce
Ruminncoccus Rydrogenotraphicus. On powt également utiliser d’autres bactéries
acflogénes hydrogénotrophes, en particulier des bactéries du gente Strepiococeus
ou Clostridinm, en particlier Clostridium coccoides.

L'invention concerne également un procédé de suivi spécifique de lz souche
bactérienne acétogdne hydrogénotrophe non pathogéne dans le fractus digestit d’un
rmarminifere, aprés son wtilisation telle que définic ci-dossus, comprenant les étapes
sopvantes |

2. on géfinit vne séquence nucléotidique spécifigue (sonde} de la
souche acétogéne hydropénotrophe nen pathogine que Pom
désire détecter ;

b. on effectue la détection et/ou quantification. de ladite souche par
hybridation de la sonde avec de acide nucidique total extrait de

Ta flore fecale ou avec les bactéries fecales fixées sur nne lame.
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Afln de metire en ccuvre un tel procédé de suivi, on peut développer des
tronsses de diagnestic, qui sout également abjets de Ta présente invention. De telles
trousses contiennent en particulier un « éalon » afin de pouvoir évaluer la quantité
de bactéries dans Jes feces.

L’homme du méticr sait définir une séquence spéciliyue, yul ne §hybride
pas avee PADM d'avires bactéries. De méme, ['homme du métier choisiza
Ihybridation sur membrane on ’hybridation in sizu en fonction des moyens dont 1
dispose, et de Ja préeision recherchée.

De préfizence, acide nucléique détecté est PADIN bactérien total, mais peut
Sgalement ére un mélange d"ADN ou *ARN, ou I’ ARN bactérion seul.

Cn peut également éudier Ja présence de Ja am moins wne souche
hactérienne acétogéne hydrogénotrophe non pathogéne, par d’autres méthades. Une
détection des acides nucléiques {ADN ectfou ARN) de la au moins une souche
bactérienne  acdtogene hydrogénowophe non pathopéne dons Jes fRoes du
maminifére, en paticulier par PCR, RT-PCR ou par hybridation avec des sondes
spécifigues {Southemn ou Northern) permieitra de détecter la présence de ladite
souche, et éventucllement expression de certaing pénes. Une séquence spécilique
avantagense peut étre choisie dans la séquenee du géne codant pour 'ARNr 168, en
particulier une zone qui n'est pas présente sur les autres espéces de la flore colique.

L'invention couvie également un pracédé de production d*unc souche
bactérienne acétogine hydrogéncirophe non pathogéne pour son uiilisation telle que
définic ci-dessus, caractérisé en ce qu’il comprend es étapes suivantes :

a. on effectue Ja eroissance de la souche sur un milieu adapté, en
condition d’anaérobiose stricts, en présence d'un  substrat
carboné et/on de Hy/C O, comme source d°énergic ;

b. on récupire los celiules backiriennes |

c. on conditionne les cellules bactériennes spivant la forme
galénique choisie.

La craissance de la souche aura Tien de préférence dans un milicu AC21
moditié (déerit dans I'exemple 1), 4 37 °C, dans un fermenteur. Le subsirat carhoné

peut éire le glucose.
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Une méthode préférée de récuptration dos cellules bactériermes est la
centrifugation, par cxemple entre 16000g ¢t 15000p, avantagensement 12000g,
perudant 15 a 20 minutes. Lhomme du métier saat aptimiser ces paramétres.

On peut avantageusement laver les bactéries entre Tes Ctapes b et ¢, en
particulier dans on fampon phosphate acaérobie, en resuspendant les cellules,
agitant ot une nouvelle dape de contrifugation.

Le cvlot bactérien lavé cu men est conditionné en fonction de la forme
palénigue choisie. Une méthode avantageuse est la Iyophilisation.

Les exeniples qui suivent permettent d'Hiustrer Pinvention, mais ne doivent
pag pour autant &re considérés comme limitatifs.

DESCRIPTION DES FIGURES

Yigure 1: Ipfluence dwn irajtement de 14 jours avec Ruminovcoceus
hydrogencirephicus sur les quantités dhydrogéne excréte par des rats o flore
humaine en siteation nuotritionnelle normale.

Figure 2: Influence d'un traifement de 14 jours avec Ruminococcus
Fydrogenotrophicus sur les quaniités dhydrogéne excrélé par des rats 2 flore

humaine aprés administration de lactwluse

EXEMPLES

Excmplc 1 : Isolement des micro-orpanismes

On utilise des échantillons fécaux humaing provenant de volontaires sains,
non  méthano-cxeréteurs.  Les  individus  sont  considévés  comme  non
méthane-creréteuss lorsque lewr tava de méthane cxpir® n'excéde pas plus de 1 ppm
celui de l'air ambiant qui est de 1,8 ppm (Bond et al. {1970) Gastroenterology 58 p
1035), et que le nombre de méthanopines contenu dans leurs cxiraits técaux est
inférieur & 10%g d'exirait fécal (Bemalier ct al. {(996) Arch Microbiol. 166 pl76).
Te taux ¢de meéthane ot déterminé & l'aide dun chromatographe équipg d'un
détecteur 3 fonisation de flammea. Les échantillons fécaux fraichement prélevés sont
conservés a 4°C sous anagrobiose stricte pendant 10 heures au maximum.

L'enrichissement, I'isolement et la culture des micro-organismes sont
cffectués sur un milieu scmi-syathétique, le milieu AC-21 madifié {Breznak ct al.
(1988} Arch. Microbiol. 150 p282) sous anaérobiose siricte (Huongatc (I969) in:
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Norris JR and Gibbons DW (eds) Methods in microbiclogy Vol. 3B, New-york:

Academic Press p117). La composition par Hixe <u milisu sermi-synthétique est la

suivante:

FHPO, 02z
NILLCY 025¢
K<l 035g
CaCly, 2830 0l5g
MgCly.6H:0 06
Nop5(l AN
Extrait de levure LR
Tryptone 2g
Solution d'olige-éléments 1ml
Sotution Tungstate-Sélénium &0 ml
Sohytion de vitamines 5l
Sofution de Resazurine (194, wiv) 1ml
NaHCO; (1) 36ml
Solutien réductrice Cystéine/Sulfure (1,25%01,25%, wiv) 20 ml

1.2 solution d"oligo-éléments est préparée d’aprés Widdel et al. (1983, Arch,
Microbiol., 134,p286), ef 1a selution de vitmmines cst préparée d'apris Greening et
Leedle (1989, Arch, Microbiol, 151, p399%. La sotution de Tumpstate-S&lénimm
posséde la compesition svivante: 0,1 mM NagW0, ct 0,1 mM MNaySeC,, dans
NaQH 20 mM.

Le milieu senii-synthétique est sobdifié par 'ajout d'un agent gélhifiant (Agar
4 2%). Aprés inoculation, le gaz Ju méilien de culture est remplacé par HCO, o
N2HCO5 en fonction du test envisagé,

Le milieu de dilution est un milieu snaérobie purement minéral (Doré ct al.
(1995) FEMS Microbiol. Lett. 130 p7). A partiv dun échantillon fcal, ime
suspension mére est réalisée (diluée au dixiéme, w/v). Une séne de dilutions
décisnales est effectuée A partir de la suspension mére. Les dilntions ainsi réalisées
sont inocuiées dans lc milien semi-synibétigue liquids contenant HxCO; (60 40,
wiv, 202kPa) comme scule source d'énergie {Doré et al. (1993) FEMS Microbiol.
Lett. 130 p7 ; Bemalier ot al. (1996) FEMS Microbiol. Ecol. 19 pl93 ; Bernalier ef
al. (1996) Curr. Mictobiol. 33 p94). Aprés incubation & 37 “C pendant 20 jours, les
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enrichissements soni obtenus & partiy des tubes de dilution les plus élevées et
présentant une croissance bachirionne, une consemmation de paz, et une production
steechiométrique d'acétate Jes plus élevées (Bernalier et al. (1996) Curr. Microhiol.
33 p54). La diminvtion de la pression de gaz dans Ies cultutes est déterminds par
meswe ditece de la pression partielle avec wn manométe de type Capshuelic
(Dwyer, Instrurpents, Michigan City, Mich., USA). Aprés trois fransferts des
cultures enrichies, des colonies bactériennes sont isoldes par la méthods des
Roli-tubes {Hungate (1265) in: Nenjs JR and Gibbons DW (eds) Methods in
microbiology Vol, 3B, New-york: Academic Press pl]7) contenant un milieu
homalogue gelosé et Hz/COp comme source d'énergie. Aprés 20 jours & incubation
4 35°C, les colonies sont transférées dans des niilieux liquides. La purification des
culfzres est obfenue aprés 3 4 5 tramsferts successifs co Roll-tubes, au teine
desquels la pureté des culiures est déterminée par microscopie & contraste de phase,
aprés colosation de Gram,

L'ADN total des souches acétogenes hydrogénotrophes isoldes est extrait par
la méthode de Lawson et 2l { 1989, FEMS Microbiol. Lett 65 p41). Le géne codant
pour 'ARN ribosomal [68 est ensuite atoplifi¢ par PCR & Taide des primers
universeds AR et pH. Les produits de PR sont purifiés puis séquencés 3 l'aide d'un
kit de séquence « Dye-Dideoxy Terminator cycle Sequence » et d'un séquenceur
avtomatique Applied Biosystem modéle 373A. ILa recherche d'homologie de
séquence ARN IGE eatre les Souches amcélogénes isolées ot les autres espéces est
effectde price ou propmmme FASTA, Jes bases de donndes de aéguences dtant
celles de 'EMBL et du RDP, et en wiilisant les paramétres de base sugpérés. Les
alignements de ségquence sont vérifies manvellement

Par cette méthode, ime bactéris du genre Ruminococcus a pu étre isolée et
identifiéc 4 Despéce Ruminvcoccus hydrogenotrophivus, Cette boctéric a été
déposée 4 Ja Deutsche Sammlung ven Mikroorganismen (Mascheroder Weg 1b,
38124 Braungeheig, Allemagne) sous Je numéro D3V 10507, ot épalement sous Je
numéro DSM 14294 1o 10 mai 2001 (Trsité de Budapest).

Exemple 2 : Etudc des caracteres généraux
1- Le type membranaire des bactéries est déterming par coloration Gram (méthode

conventiopnelle) et par le test KOH daprés Buck (1982 App. Environ
Microbiol. 44 p992).

RECTIFIED SKEET [RULE 1)
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2- ! activité catalase est mesuréc en mélangeant | ml de suspension bactérienne
avee guelques gouttes de Hp0p {30%6). La production de bulles de paz se
dégageant de fagon plus ou moins intense indique la présence d'une catalase.

e
¥

L activité cytochroms oxydase est étudide eo plagant e colonie bactérienne
sur un disque de papier filtre saturé avec du diméthyl-p-phényléne diamine, Une
coloration rouge powrpre survenant immddiatement sor le disque ndique que le
test cst positif.

4 Les caractéristiques morphologiques des cultures sont étediées par microscopie
A contraste de phase et par mictoscopie électronique aprés coloration népative 3
l'uranyl-acétatc 2%. Les cellules sont pré-fixées dans do glutaraldéhyde 2% (15
h & 4°C) puis fixdes avee le 0504 2% (4°C, pendant 15 b au maximum). Les
cellules sont ensuite incluses daps de I'EFPON-812 et Jes blocs sont trés
finement coupds. Ces coupes sont contrastées avec l'vranyl-acdlate, trempées
dms le sel d'scélale et vbservées a Toaide dhn microscope élechronique &
transmiission {Philips 400).

5- 1e type respiratoire des bactéries est étudié par détermination de Ia croissance
en présence gu en absepce de Oy,

6 Lleffet des variations de plT sur la croissance bactérienne est étudié o modifiant
le rativ COy/NsHCO; du milieu semi-synthétique (Costilow (1981} Aumerican
Society for Microbivlogy, Washington DC pe6). Les mesures de Ia croissance
bactéricnne (DO600) sont réalisées aprés 24 ou 48 h d'incubafion a 37°C. la
recherche de lz température optimale de croissance est effectuée sur milien
semi-synthétique contenant du glucose ef la croissance est observée & des
températures variant de 20 4 45°C. Chaque experience est réalisée en triple. La
oroissance bactérienne est suivie a I'aide d'un spestrophotomeétre, Spectronic
24D (Bicblock Scientific, Ikirch, France).

On a trouvé que Rwminococcus hvdrogenctrophicus DSM 10507 est un
coccobacille & Gram positif, non sporulé ef anaérobie stricte. La coloration négative
révile l'absence de flagelles. Les cellules bactéricnnes sont isolécs ou en paire. La
souche ne posséde pas de catalase ni de cytechrome oxydase. La température ci ke
pH de croissance optimale sont respectiventent de 35-37°C et 6,6. Les colonies sont
translncides, de coulenr blanche a légérement brune avee des bords réguliers,

circulaires et de diamdire variant enire 1 et 2 mm.
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Exemple 3 : Test de croissance, détermination des activités acétogénes

L'aptitude de différentes souches bactériennes b métubolizer H/COs et 4
forner de l'acétaic est Gtudiée. Les souches do Ruminococcus hydrogenotrophivus
DSM 10507, ainsi que celles taxonomiquement praches Ruminococcus produciis
DSM 3507, Ruminococcus productus DSM 2950, Rwminococcus hansenii DSM
20583, el Closiridium coceoidey DSM 935 (numéros DM correspondant sux
numeres des organismes déposés i la Deutsche Sammlung von Mikroorganismeny
sont incubées sur le milieu AC-21 modifié en présence de Ha/COQy (60: 40, viv, 202
kPa) comme source d'énergie. Des culiures témoin sont incabées sous No/CO; (60
40, vfv, 150 kFa). Trois cultures [1 témoin et 2 essals) sont effectuées pour chague
souche backériconme. La eroissance amtotrophe est déterminde par incubstion pendant
96 h en présence de Ha/CO; (60: 40, viv, 202 kPz). La production d'scctate cst
mesurée par an test cazymatique {Bochringer Manniicim, Meylan, France), aprés 6
jours dincubation & 37°C.

La consommmiation de Ha/CO; est mesurée

1) par déternination du volume gazenx consommé

2) par analyse chromatopraphique (CPGY de Ja composition de Ja.

phase gazense.

La croissance hétérotrophe des souches acélogines (DOgo} st étudice par
incubation des bactéries pendant 20 h avee du ghacose (2 g/ ou du trectose (2 g/1)
comme seule source d'énergie.

La fermentation du glucose est étudiée par Fincubation des cellules & 37°C
pendant 290 h sur le milien semi-synibetique contenant 2 gl de glucose et une
amosphére composée & 100% de CO. A la fin de Iincubation, les acides gras
volatiles du surnagesnt sont dosés par chromatographie, nprés conversion en dérivés
tertiaives du butyldiméthyl {Richardson ef al. (1989) Lett, Appl. Microbiel. 9 pS).

On observe que le temps de doublement de R hydrogenotrophicus & 31°C
sur milieu AC-21 medifié cn présence de Hy/COyz (60 40, vy, 202 kPa) comme
substrat est de 26,4 h. Les temps de doublement de X. Avdragerotrophicus 4 37°C
avec le glucose ou le fructose comme source d'énergie sont d'environ 2 ou 3 h.

COm observe que ta souche bactérienne éudige est acétogéne  elle présente
une croissance autotrophe en présence de H2/CO; ef produit de Pacétate comme

métabolite majour (Tsbleau I} Parmi les cspéces taxonomiquement proches,
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Vactivité acétogéne (ie. consommation de Hy/CO- et production d’acéfate) est
retrouvée chez (. coccoides ot beavcoup plus faiblement chez 8. Aansenil et R
Jroducins.

R hydrogenotrophicus DM 10507 cossemme enviton 120mM de Hy apeés
86 heures de colture 4 37°C (L,25mM de H; consomnmé par heure). La production
totale d’acétate est alors égale & 30mM (stechiométric : 4 Hy consommes pour |

acétate formé).

Tahleau [ : Caractéristiques fermientaires dos souches culéivécs en préscnce

de H2/CO o de glicose comme seule source 4”énergie

Propriétés £ C R. R R.
hydrogeniraphicus  eoccoides producius  productus  hansenii
TSN 10507 DSM 935 DSME507  DSM 2950 DSM 20853

Utilisation ++ + - + -
de Hy/CO,

PF de

H/CO,

Acétate + + - + +-
Propicnate - - - - -

Butyrate - - - - -

Lactate - - - - -

Suecinate - - - - -

Ethanol - - - - -

PF du

Glucpse

Acitate ++ + ++ 4+ ++
Propicnate - - - - -
Rutyrate - - - - -
Laciate + - - -

Succinate - ++ - -

Etbanal + - + + -

JP 2004-501095 A 2004.1.15
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Symboles : FF, produits de feomentation ; ++, metabolite majoritaire ; +
métabolite non majortitaire ; -H-, métabolite produit en faible quaniits ; -, métabolite

non produit

Bxemple 4 : Estimation de Ia capacité acétegene hydragénotraphe de R,
hydragenotraphicus par mesure de Dincorporation de PCO, dans Vacétate
{méthode RMN}

L'incorpuration de 'CO; dans Factiate est mesurée par RMN, 4 partir de
suspensions cellulaires de B Apdrogenotraphicus incubées en présence de Ha. Les
bactéries sout cultivées en fiole de | 1 contenant 250 ml de milien AC2] tel que
deécrit dans Pexernple 1 et Ha/COy comme seule sowrce d'énergle. Aprés croissance
a 37°C, les ceilules bacténenmes sont récupérées par centrifugation (12 000g
pendant 20 minutes) cf resuspendues dans un tampon phosphate contenant 20 mi
de NaH"*CO; (Lederc et al (1997}, Anwerche, 3, p307). Les suspensions sont
incubées pendant 20 heures & 27°C, sous unc atmosphéte compoesée do 100% do Ny
(témoin) ou de Hy/MN» (80420, V/V), i 101 atm. En fin d'incubation, les suspensions
sont & novveal centrifugées 4 12 000g pendant 20 minutes &f les surnageants sont
récupérés. La production fotale d'acétate est mesurée par methode smzymatique (kit
Boehringer-Mannheim}. Les métabolites marqués au C sont analysés par RMN
{Bernatier ct al, {1996}, FEMS Microbiol. Eeol., 19, p193).

Lorsquc la bactérie ext incubée on présence de Hy, le seul métabolite détecté
par RMN du "*C cst Tacétate. Le 3¢ agétate est marqué de fagon équivalente sur
ser proupements méthyle et carboxyle. L'acétate dovblement marqué représente
72% de l'acétate marqué total. Ceel confirne gue la synthése d'acétate A partic de Hy
ef COp pm R, Avdrogenctrophicns s'effectue selon la voie réductrice de

Tacéiogénése.

Exemple 5 : Détermination des capacités nutritionnelles des hactéries
acétogénes

Le métabolisme d’avires substrats organiques par les bactéries acdiogénes
est évalué epy utilisant on milicn AC-2) wodifié captenant 5 ou 10 mM de substrat,
dans vae atmosphiére compesée de COz & 100%. Le test est considéré comme positif

quand la bactére maintient sa croissance apres trois transforts sucecssifs sur un
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milica contenant le méme snbsirat, et 5i la DO, de la culture est au moins égale au
doubie de celle observée avee wn mifien socmi-synthétique basal (cxenipt de substrat
organique), aprés 24 h d'incubation & 37°C.

Omn observe que de nombreux substrats organiques permettent le croissance

hétérotrophes does bactéries considérées (Tableau ).

Tableaw I1: Croissance de R Apdrogenctrophicus et des espices

taxonomiquement proches en présence de divers substrats organiques

Substrat R. C EA R R
hydrogenotrophicus  coccoides  productus  productys . hangenli
DSM 10307 DM 015 DSM3507  DSM 2930  DSM 20853
Amidon .7 S T
Amygdaline - 4 + + k-
Arabinose - + + + .
Cellobiose -+ - + + -
Fructose + + + -
Galactose + + + + b
Inuline - - - . +
Lactose + + + -+ +
Maltose H- RS + +
Mannitel - + + + -
Mannose + ‘F + + -
Melibiose +- + + +
Raffinose + + + +
Rhemnose - + - - -
Salicine + + + + -
Sorbitol - + + + -
Saccharesc - + + + -
Trehalose + + + + +
Kyloge - -+ + + _

Symboles: -, pas de coissance visible ; +/-, faible crotssance ; -+, bonne

CIOISSAnCE.
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Par aillenrs, la croissance de différentes souches acétogénes
hydrogénotrophes isolées de scllcs humaines, en présence de divers composés
sromatigues comme l& vanillate, le catféate ou le syringcate, est estimee par mesure
de lz densité optique 4 600 nm & Vaide d'un spectrophotométre Spectronic 20D
{V'efict de l'addition de Fl dans ls phasc gazeuse de cos coltures est égaloment
¢tudié). La quantits de substrat dégradé est déterminée par HPLC ainsi que Ia nature
des métabolites formés.

La capacité 4 métaboliser les différents substrats aromatiques testés dépend
de la souche acétogine hydiogénotrophe considérée. Les espéoes de Closiridium
sent capables de croftre et de dégrader 20% 4 30% du cafféate et du syringeate,
cette dégradation alteignant 100% lorsque H; est additionnd 2 la culture. Une des
souches de Clossridium ne dégrade lo vanillate qu'en présence de Hp dans l1a phase
gazeuse. Cette souche déméthyle le vanillate en protocatéchuate lors d'une promiére
étape, puis, grice i Hy, décarhoxyle cc composé oo catéchel, La souche de R
hydrogenolrophicus pe présente quone fuable sctivité 3 égard du vamllate, ce
métabolisime n'apparaissant pas influencé par la présence de Ha.

La capacité de R, hpdrogenotraphicus & utiliser 2 substrats organiques nen
digestibles par Jes engyimes de Phite, les fructo-oligosaechatdes (FOS) et le
Iactulosc cst également déterminée sclon le protocole déerit dans cct exempic
[mesure Ja croissance bactéricnne (densité optique 3 800 nm) observée en présence
de 2pfi de ‘chacon des substrats indigestibles, ¢ maintien de celleci aprés 3
Iransterts successifs sur le méme substrat]. R Apdrogenoiraphicis s’avire incapzble

de métaboliser ces 2 substrats.

Exemple 6 : Caractére mixotrophe de Ia souche acétogine
bydrogénotrophe, Rarunococcas hydrogenotrophicus.

Afin de déterminer si K Aydrogerotrophicus est capable de croffre par
mixotrophie (uiilisation simultanée ’un substral organique et d'un substrat
inorganique), la sonche cst cultivée on présence de deux sources d'énergie, 'une
organigue, le glucose, et 1'antre inorganigue, Hx/CO,. Le milieu de culture {milien
AC2I modifié comme décrit dans Fexemple 1) contient 14 mM de glucose et la
phase geseuse esl remplacée, aprés ensemencement, par un mélange de Hz/CO:

{60/40 4 156 kPa). Les cultures sont noculées avec 9,3 ml d'une précultuce de A.
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hvdregenotrophicns obtemue soit avec le glucose soit ave ty/CO, commie seule
source d'énergie. Au cours de l'incubation 3 37°C, la consommatiop d¢ gaz par la
sonrche est suivie 4 'side de capteurs de pression fixds aox bouchons des cultures
(Leclerc ¢t 2l. {1997), Anaerobe 3 p307). La croissence bactérienne est estimée par
mesure do Ja densité optique des eultures & 600 nm & I'aide dn spectrophotométre
Specironic 20D. Des prélévements de sumagesnts de cultures sont effectuss toutes
les 2 heures afin d'estimer la consommation de glucose (dosage du glucose restant
par méthode enzymalique Boghringer) ef la production de nétabelites formentaires
par dosage chromatographique (cornme déerit dans 'exemple 3).

R. hydrogenonuphicus s'avire capoble de co-utiliser les denx subsirats
testés. Une scule phase exponenticllc de croissance de la bacléne est observée en
présence des deux substrats. Lors de cette phuse exponentielle, une consommation
simullanée du glhicase et de HofCO. est cbservés, Ceci rémoigne du earactére
mixotrophe de & hydrogenotrophicus & I'égard de ces 2 sabsirats (Leclerc et
Bemalier, soumis pour publication). En fin de phase exponenticlle, le glucese est
totalement consommé par [a bactérie, celle-ci maintient alors son métabolisme en
phase siationnaire dc croissance, par l'wiilisation de Ho/CO; restant.

La capacité de R hypdrogenotrophicus 4 co-métaboliser un éduleorant, le
froctose, et HoACCOs, est dgalement étudide. La souche cst cultivée sur le milien
AC21, comme décrit dans Iexemple |, en présence de ces deox sources dénergie.
Différentes concentrations en fructose sont testées (2, §, 0.5 et 0.25 g/), la phase
gazeuse restant composée de Hy/CO: (60440, viv, 201 kPa). Le protocole
expérimental uiilisé ensuite est le meéme que celn decrit plus haut.

R. hydrogenoirophicuy s’avére capable de co-métaboliscr le fructose
et 1LHC0,, Ja croissance de la buctérie Stant caractérisée par une seule phase
exponentielle de croissance en présence des deux substrals. Ceite croissance
mixoirophe est abservée quelle que soit la concentration en fectose présente dans
le milieu de culture et guelle que soit Porigine de I'ineculum bactérien (préculture
réalisée sur fiuetoss ou Hy/COQ, ov finctose + 11:/C0,). En phase stationnaire de
croissance, Iz bactérie ﬁlétabulisc Ho/CO; uniquement, la totalité du fructose ayaot

B¢ consomme.
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Exemple 7: Effct de la lyophilisation des cultures de Rumirococcny
hvdrogenotrophicns sur I'expression de Pactivité hydrogenotrophe

Afm de déterminer si la conservation de R, Aydrogenoirophicus sous forme
Iyophilisée peut altérer sa capacité 4 utiliser HyCOyg, différentes conditions de
culiure, de conservations des lyophilisats, et de re-suspensions de la bactérie sont
testées.

Des cultures de R Avdrogenofrophicus  sont réalisées en fiole de 1]
contenant 250 ml de milieu AC21 comme décrit dans 1'exemple 1, aves du fiuctose
(2 1), HofCOg (60440, wiv, 100 kP'a} ou lcs 2 substrats comme source d’énergie.
Ces cultures sont incubées 4 37°C pendant 24h, 48h ou 72h sclon Jefs) substrat(s)
ulilisé(s). Des cnlots bactériens sont ensuits obtenus par centrifugation (15 300 x g,
30 min, 4°C) des cultures et sont repris dens 10 m! de tampon anaérobie. Les
suspensions ainsi cbtenues sont sliquotées par 2 ol puis centrifugées S min a 14
000 % g - Les culots bactériens sont alors congelés & -80°C avant d°8ge lyophilisés
pendant | nuit. Les fyophilisais sont conservés a 4°C. sous atmosphére aérobie ou
anaérobie (100% de COz). Aprés 15 & 20 jours de conssrvation, les lyophilisats de
R. Bpdrogenotrophices soot repsis dans 5 m! de tampon de difotion anaérobis. Ces
suspensions bactériennes sont alors ensemencées dans un miliew AC2Z1 contenant
Ho/CO, (80740, viv, 200 kPa} comme seule source d’énergie soit directement soit
aprés ensichissement pendant 48h & 37°C, dans wn milieu de cullure complexe
coplenant diverses sovrces de carbones. Aprés 72h d*incubalion a 37°C en présence
de Ha/COs. la consomnmation de Ha et la quantité dacétate produite sont
détenmindes powr chaque culture.

La lyophilisation de R, hydrogercirophicus ne semble pas affecter son
potentiel hydrogénotrophe. Yo effet, quel que soit le substrat utilisé powr pré-
cultiver In souche (fructose, Hy/C40; on ies 2 substrats simulanément), Pactivité
hydrogénotrophe de R fydrogenofrophicus est restituée lors de fa mise ep eulture
des lyophilisats. De méme, le modc de conservation aérobic ou anaérobic du
Iyophalisat influence peu I’expression du potentiel hydrogénotrophe de fa bactérie.
Toutefois, une activité hydrogénotrophe maxjmalc est observéc lorsyue R.
Fydragenomaphicus est pré-cultivée on présence de fructose et que le lyophilisat est
conservée sous atmosphére anaérobie. Do méme, la ulture préalable des bactéries

Ivophilisées sor un milieu riche en substrats organigues avgmente sensiblement
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I"expression de keur potentiel hydrogénotrophe, quel que soit le substrat utilisé pour
pre-cultiver [a souche et le mede de conservation du lyophilisat. Cet effet s’explique
vrajgemblablement par Faugmentation de la densité bactérienne engendrée par
I’enrichissement des coltures lyophilisées sur milieu complexe.

L'ensemble des résultais oblepus démontremt que la souche de A
kydregenotraphicus peut ftre cultivée cn présence de substrat orgamique puis
conservée 4 4°C sous forme lyophilisée en atmosphére adrobie ou anaérobie, sans
qua cela n'affects sensiblement Uexpression ultédoure de som potentisl
hydrogénoirophe.

Ezemple 8 : Transfert inter-espices de I, i vifro, entre bactéries
fidrolytiques productrices de H; ot 8. Aydrogenoirophicus.

La capacite de K. inefrogenoirophicns & viiliser 'H; produit par des espéces
bactériennes fibrolytigues est étudiée in witro, dans des cocultures associant la
souche acétogéne & une bactérie cellulalytique. Les deux cspices ectlulolytiques
Sfudides ont && isolées au laboratoire 4 partir de selles Iumaines. Les coenlfures
gont réalisées sur un milicn semi-synthétique, mis au point au Jaboratoire, contcnant
une bandeleite de celiulose de papier filtre Whatman n®l conmme seule source de
aurbone ot d*énergie. Chacime des espéoes cellulolytiques est ensemencée i raison
de 0,5 ml d’inoculum par tube de culture. Aprés 48h d’incubation 2 37°C, 0.3 ml
dinocutum de R. Avdrogenotrophicus est additionné & chacune de ocg cultures de
bactéries celllolytignes. Des  moncouliures  témoing  de  chague  espioe
ceilufolytique sont effectuées paralléiement.

Une cinétique est réalisée par incubation des cultures 4 37°C pendant 12
Jjours, Aprés incubation, la quantité de H; dans la phase gazeuse est analysée par
clwomatograpbie, la quantiié de cellulose depradée est estimée par mesure de la
matiére séehe restante ct les produits finauy, de fermentation de la cellulose sont
détermings par chromatographie en phase gazcuse cl/ou par voies enzymatiques (kit
Roche).

L'sddition de R hyrogenotrophicus 2 I'une ou Davire des especes
cellulolytiques productrices de Iy se traduit par une forte dirminution de ce gaz dans

les ca-cultures alers qu'il s’accummule dans |2 phase gazeuse des monocultures.
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R. hydrogenotrophicus est donc capable de ré-utiliser efficacement I"H;
produit iz wiro par une espeee fibrolytique lors de la fermentation de la celfutose.
Ce transfert de Hy cntve R hydrogenoirophicus ot les espiocs ccllulobytiques
n’enfraine gue peu on pas de modification de 1'activité cellulolytique des espéces
fibrolytiques étudi€es. En revanche, la cellulose est majoritairement fermentée en
acétale dans les cocultures alors qu'elle est plutdt de type acide-mixte dans les

mono-cultures (productions: $’acétate, de suicinate ou & éthanol e de lactate),

Exemple 9. Capacité de la souche acétogéne hydrogénetrophe

R kydrogenotrophi & réduire le volume des gaz coliques in vive,

chez le rat & flere hwmaioe.

Afin de déterminer si R Apdrogenofrophicus est capable de réduire le
volume des gax dans le oblon en présence d'une flors digestive complexe, R
hydrogenotrophicus est adminisiré par voie orale 4 des rats & flore humaine et
1*évolution du volume de gaz colique est suivie en mesurant I'hydrogéne excréte par
les voies respiratoire et rectale,

Leffet de R Rydrogerotrophicss est &ludié en sitoation nufrittormelle
normale et aprés adnmvistration d'un substrat fermentescible (Jactulose) provaguant
une augmentation brutale u volume de gaz dans Je cdlon.

Les apimaux utilisés sunt des tats Fischer 344 méles, dgés de 3 mols en
déhut d'expérience. Nés sans germe, ils sont inoculés per os avec lml d'wne
suspension centésimale de matieres fécales humaines frafches provenant dun
donneur aduite, non méthanogéne ef ayant un régime alimentaire de type occidental.
Lrinoculation a licu 2 semaines avant le début de l'expérience. Les rats soni
hébergés dans des isolafeurs et recoivent une alimentation semi-synihétique "de
type humsin” {protéines et lipides d'origines animale et vépétale; plucides simples et
complexes crus et cuits), stérilisée par iradiation y & 45 kGy. Aliment et eau de

boisson sont disitibués ad {ibitam.

a} Situaiion nutritionelle nonnale

L’expérience est réalisée aves 16 rats 3 flore humaine divisés en 2 groupes
de B, un groupe témoin ot un groupe fraité. Les rats du groupe traité regoiveont
chaque matin pendant 28 jours, par intubation gastrigue, wne dose de 10° & 108
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bactéries sous formie de I mi d'une culture de R Aydrogenprophicus  caltivée
pendant 18h sur milien AC21 (comme déerit dans Pexemple 1) glucosé (2 g/1). Le
groupe témoin recoil dans les miémes conditions | ml de milieu AC21 glucosé
atérile.

Aprés 1, 14 et 28 jours de traitement, les rats des 2 proupes soot places
pendant 12 dans des chambres respiratoires individnelles permettant la mesure de
Jhydrogéne excrété par voies respiratoire et rectale {voir la descripiion des
chambres respiratoires ci-aprés). Des échantillons d'air somt prélevés en double
dans les chambres respiratoires enfre Oh of 12h, La concentration en hydrogéne est
immédiatement déterminée par chromatographie cn phase gazeuse, Les résoltats des
groupes tmoin et traité sont compatés & l'aide d'une ANOVA pour mesures
répétdes.

Quelle gue soit sa durde du iraitement, Padministration de R
Fydrogenctrophicns diminve significativerzent {0 quantité maximale dhydrogine
excrétée (-50% i -80%) et Ju vilesse d'excrétion {-60% & -80%4) par rapport au
groupe témoin (P<(,01). Le traitemnent s avére avssi efficave aprés 1, 14 ou 28 jours
{Ggure 1).

La flore acétogéne hydrogénotrophe est dénombrée (Dore et al, 1995) dans
les féces des rats des deux groupes, & différents temps an cours de Vexpérience.
Dans le sroups témoin ne recevani pas R Aydrogenofraphicus, le nivean de la
population acdiogéne st stable au cours du femps et comparable & celni du donneur
soit environ log 6.8 acéiogénes par g de féces.

Le trailement avec R frydregenofrophicus entraine unc augmeniation du
niveau de la flore acétogéne qui atteint alors log 7.5 /g de fécos dég 24h de
Iraiternent . Ce nivesu se meintient jusqu'a la fin de Uexpérience. L augmentation
de la flore acétogéne chez les fais wraités coincide donc avec la diminnton des
quantités de Hy excrétéd par ces antmans.

En fin d’expérience, los rats sont cuthanasiés et autopsiés. Lladministraiion
de R. Aydrogenatyophicus n'a pas d'effet significatif ni suc Je poids corporet, ni sur
le poids du foie, des reins 2t du caccum, i sur e pH caecal (P=0,05), De méme
Taspect macrogcopique du foie et des reins des rats traités avee R

hydrogenairophicus est normal et identique  celui des rats témoins.
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b} Apres admipisttation de lactulose

Cette expérience est réalisée selon e méme protocole que précedemment.
Le lactulose {4-O-p-D-galactopyranosyl-D-froctose), dont la fermentation dans le
cilon entraime une augmentation brutule du volume de paz, est administré par
intubation gastrigque, & raison de 500 myg par rat, juste uvant leur passage en chambre
tespiratoire. L'effet de K. fwdrogerncrrophicus mw cefte augmentation est examiné
aprés 1 et 14 jours de fraitoment avee la souche acctogéne.

Dens ccs conditions de productions excessives de paz eoligues,
Tadmmistration de K. Aydrogenafrephicus diminne significativenient la guantité
maximale dhydrogéne excrétée (-40% a -50%) et la vitesse d'excrétion (-40% a -
50%) par vappart av groupe fmoin (P<4,05), Le traitement §'avére oussi efficace
aptes 1 ou 14 jours (figure 2).

Dans Jes 2 expédences, les mis raitds avec R Ipdrogenctrephicuy nlomt
manifesté aucune ancmalic do comportement ot I'aspact ef la consistance des f&ces

ftaient identigues 4 veux des rats témoins.

Les chamnbres respiratoires uiilisées sont des enceintes autonomes étanches
en polyvinyle rigide transparent, d'un volume de 30 litres, permettant d'héberger une
eage contenant un animal de petite taille. Clles sont munias dune double porte de
lranstert étanche (OPTE) permettant de les connecter sux isolateurs d'expérience.

Afin de préserver le statut bactérien des animaux, sles sont stérilisées avant
conncxion. Aprés frangfert de l'animal de l'igolatcur dang la chambre respiratoire,
celle-ch eat détachée de Visclateur et connectée A un circuit fermé dans leguel T'air
est poussé 4 1'zide d'une pompe péristaltique a travers des filtres anti-bactéricns cf
des systémes d'élimination du CQ; (absorbewr contenant une solution de potasse A
40%) et de la vapeur d'zau {absorbeur contenant des cristaux de silicagel). La teneur
en O de J'air est tmesurde par une sonde ot maintenne vonstante & 21% 4 Taide d'une
¢lectrode ampérométrigue, d'un régulatevr et d'une électrovanoe.

Ce dispositif permet I'eccumnalation des gaz spéeifiques des fermentations
coliques (hydrogéne ef, le cas &chéant, méthane), excrétés par voies respiratoire et
zectale.
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Revendications
1. Utitisation d’au noins une seuche bactérisnne acétogéne hydrogénoirephe non
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pathogéne pour la préparation d’une composition destinée au tiaitement ou 3 la
prévention des troubles gastro-intestinaux et/ou A moduler I'équilibre microbien

de Idcosystéme digestif chez un mammifere.

. Utifisation selon a revendication 1, caractérisde en ce que les woubles pastro-

intestipaux, sont compris dans lc groupe comprenant iy des calopathics
fonctionnelles, caractérisées par les flatulences exeessives, o méléorisme, les
hallonnernents, ou les douleurs abdominales, le syndrome de Iintestin imitable,
et b) leg colites ulcéreuses, les maladies inflammatoires intestinales, la maladic
dec Crohn

. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caractérisée en ce gue la au moins vne

sonche bactérienne acétogéne hydrogénotrophe non pathopéne est une seuche

autclogue dudit mammifere.

. Utilisation selon I'une quelcongue des revendications 1 a 3, caractérisée en ce

que la an moins une souche bactériennc acftogine hydropénotrophe nun
pathogéne est visble dans le tractus digesdf

Utilisation selon I"une quelconguce des revendications 1 & 4, caractérisée en e
que la aw moins une souche bactérienne acéiogéne hydrogénotrophe nen
pathogéne appartient an genre Ruminococcuy, Closiridium, ou Stweprococcns.
Utilisation selon la revepdication 5, ecaractériste en ce que la au mains une
souchc bactéricnnce acétogéne hydrogénotrophe non pathogéne appertient 3

Tespéce Ruminococcus hydrogenotrophicus.

. Utilisation selon 1*une queleongque des revendications 1 & 6, caractérisée en ve

que Je mammifére est "homme.

. Utilisation selon Fune quelcongue des revendications 1 & 7, caractérisée en cc

que la au meins uoe souche bactérienne acétogene hydrogéaotrophes non
pathugdne est administrée sovs une forme lui penmettant d’8tre active dans e

colon

. Uiilisation selon Iune quelconque des revendicalions 1 & 8, caractérisée en ce

ladite composition contenant la an moins une souche bactérienme acétagéne

Lyydrogénotrophe non pathogéne est adininisirés par voie orale ou rectale.
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I9. Utilisation selon T'une quelcongue des revendications 1 4 9, caractérisée en ce
que la an meins une souche bactéricnne acétogéne hydrogénotrophe non
pathogene est conditiormée dans un epvitannement anaérobie.

11, Uiilisatton sefon N'une quelcongue des revendications 1 4 10, caractérisée en ce
gue Ja composition comprend au meins un additit favonsant ) activiié de Ja au
moins une souche daps envirommement digestif.

12. Utilisation selon I"une quelconque des revendications 1 & 11, caractérisée en ce
gque da composition comprend en outre au moing nn autte agent actif contre au
moins unc des paihologies visdes.

13. Utilisation sclon Pune queleonque des revendications | & 12, earactérisée en ce
que la composition comprend en oalte un support phanmaceutiguement
acceptnbie.

14. Composition pharmacentiyue ou slirnentaire, caractérisée en ce qoielle contient
au moins une souche bactérienne ucétogéne hydrogénotrophe non pathogéne.

15. Composition selon la revendication 14, curactérisée en ce que la au moins une
souche bactérienne acétogéne hydrogénotrophe non pathogéne appartient au
genre Ruminncoccus, Clostridium ou Streptoceceus.

14. Composition selon la revendication 15, caractérisée en ce que [ au moins une
souche bactérienne acétogéne hydrogénotropbe non pathogéne apparlient 4
V’cspéce Ruminococous Idrogenvirophicus.

17. Composition selon I'une quelconque des revendications 14 & 16, caractérisée en
ce quelle comprend au moins un additif fevorisant Vactivité de la au moins une
souche dans I'environnement digestf.

18.Procédé  de suivi spéciiquc  d’wne souche bactéricnne  acétogtne
bydragénotrophe ron pathogéne utilisée selon la revendication 1 dans le tractus
digestif d’on mamifére, cormnprenant les étapes suivantes :

a. on définit yne séquence mueléotidique spécifique (sonde) de la
souche acétopéne hydrogénotrephe nem pathogéne que l'on
désire détecter ;

b. on cffectue la détection et’on quantificaiion de ladite souche par
iybridation de la sonde aves I"acide nucléique total extvait de la

flare fécale ou avec les bactéries fécales fixéeas sur une lame.
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12. Procédé de production d'une souche bactérienne acétogéne bydropénotrophe
non pathogene pour wme utilisation selon la revendication 1, caractérisé cn ce
qu'il comprend les €lapes suivantes

a. on cffectue Ja croissance do la souche sur un milicu adapté, cn
5 condition d’anaérobiose stricte, en présence 'un  substrat
carboné et/on de Hy/€O0; comme source d’énergie ;
b onréeupre les cellules bactétiennes ;
c. on condiiorne les cellules bactérienncs soivant la fonme
galénique choisie,
10
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