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Introduction

Introduction

La pasteurisation, la fermentation, et la réfrigération ne constituent pas une garantie
suffisante pour lutter contre la contamination microbienne. L'emploi excessif ou non controlé
des additifs chimiques peut engendrer des risques sanitaires pour le consommateur.
Récemment, les travaux scientifiqgues sont axés sur |’exploitation des interactions
microbiennes pour réduire d’'une fagon considérable la présence des microorganismes
indésirables. Dans cet ordre d'idée, les bactéries lactiques ont un effet protecteur des aliments
dd a la production de composeés organiques (Desmazeaud et Cogan, 1996 ; Cocolin et al.,
2007).

Les infections alimentaires sont a la base de plus de 9000 morts chaque année dans le
monde malgré I’évolution des moyens technologiques modernes de transformation des
aliments. Les chercheurs et les industriels de |’ agroalimentaire sont de plus en plus contraints
a réduire I'emploi des traitements physiques (hautes pressions, rayons ionisants,
pasteurisation, stérilisation, congélation, réfrigération,...), chimiques (nitrites, sulfites), en
utilisant des bactéries comme un outil de prévention (Ren et al., 2018).

Les bactéries lactiques sont connues pour leur capacité a produire lors de leur
croissance des composeés actifs a savoir les acides organiques qui acidifient le milieu, des
dérivés du métabolisme de I’ oxygene (H20>) et des substances naturelles de nature protéque
douées d' une activité antagoniste a |’ encontre d’ un grand nombre de germe d’ altération, leur
permettant de se développer préférentiellement dans divers écosystémes (Jack et al., 1995;
Klaenhammer,1998; Matilla-Sandholm et al.,1999).

Parmi ces substances synthétisées, des peptides dénommeés bactériocines, sont produits
puis excrétés a |’ extérieur des cellules productrices. |ls présentent une activité bactéricide ou
bactériostatique. Leur spectre d’ activité peut étre plus ou moins large, quelquefois limité aux
espéces proches phylogénétiquement des bactéries productrices (Allouche et al., 2010).

De plus en plus de recherches ont démontré les effets bénéfiques des lactobacilles
probiotiques sur la santé humaine, ce qui a contribué a la popularité croissante de ces
microorganismes au cours des derniéres décennies. Les voies gastro-intestinales et urinaires
abritent ces bactéries, qui jouent un role essentiel dans la flore microbienne de I’Homme et de
I’animal. Les probiotiques Lactobacillus, c'est-adire Lactiplantibacillus plantarum,
Lacticaseibacillus casel, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactobacillus crispatus...sont
hautement reconnus pour leurs remarguables qualités probiotiques (Shah et al., 2024).



Introduction

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques représentatives du microbiote intestinal
bénéfiques de I’'Homme et par consequent sont des microorganismes les plus en vue en tant
gue probiotiques (Midassirou et al., 2012). Les probiotiques sont définis comme « des
microorganismes vivants qui lorsgu’ils sont administrés en quantités adéquates, conféerent des
effets bénéfiques pour la santé de |’ héte » (FAO/OM S, 2001)

L’ objectif de notre travail est d’ éudier :
= L’activité antibactérienne de trois souches de lactobacilles d’ origine alimentaire
vis-avis de six souches pathogenes (E. coli, 2 souches de S. aureus, Ent. faecalis,
K. pneumoniae et P. aeruginosa) tout en analysant certaines de leurs propriétés
probiotiques
Pour ce faire, le document est structuré comme suit : Une partie bibliographique relative aux
bactéries lactiques et lactobacilles, leurs activités antibactériennes et certaines de leurs
propriétés probiotiques. Une partie pratique ou nous avons exposé la méthodologie et les
résultats obtenus étayés par une discussion. En dernier lieu, nous rapportons les conclusions

auxquelles nous a conduit cette étude et quel ques perspectives.
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|. Bactérieslactiques et lactobacilles
|.1. Bactérieslactiques
1.1.1. Définition

Les bactéries lactiques sont des microorganismes, de forme cocci ou batonnets a Gram
positif. Elles sont hétérotrophes et chimioorganotrophe. Généralement immobiles, non
sporulées, catalase négative et oxydase négative. Ces bactéries sont anaérobies facultatives,
microaérophiles (Tailliez, 2001), capables de tolérer des environnements a faibles pH
(Mokoena, 2017).

Elles forment un groupe diversifié de microorganismes qui produisent principalement
de I’ acide lactique comme métabolite. Ces bactéries colonisent de nombreux aliments, et sont
souvent utilisées comme ferments dans les produits alimentaires fermentés. Elles générent
également divers métabolites aux propriétés antimicrobiennes tels que les acides organiques,
le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, la reutérine, le diacétyl et les bactériocines
(Dortu et Thonart, 2009).

|.1.2. Habitat

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans les nature et susceptibles d' étre
retrouveées dans tous types d habitat en raison de leur bonne capacité d'adaptation (Axelsson,
2004)
Elles se trouvent dans les matiéres végétales, les produits laitiers, les boissons fermentées, les

cérédes, lesjus et dans les cavités des humains et des animaux (Papadimitriou et al., 2016).

1.1.3. Intérét desbactérieslactiques

A. Dansledomainetechnologique
Les bactéries lactiques ont été traditionnellement utilisées dans la conservation de

nombreux aliments et jouent un réle important dans la fabrication des fromages et de produits
fermentés. Ces bactéries présentent des propriétés inhibitrices envers la flore d atération et la
flore pathogene, grace a la production de métabolites (acides organiques, peroxyde
d hydrogene) et a la production de bactériocines ou a leur compétition écologique vis-avis
des nutriments (O’ Sullivan et al., 2002 ; Dortu et al., 2009).

B. Dansledomainethérapeutique
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Des études ont montré gue les effets bénéfiques des bactéries lactiques pour la santé
des consommateurs sont reconnus depuis longtemps. Elles possedent un réle important dans
la prévention des maladies gastro-intestinales, les diarrhées et les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin. Ces microorganismes possedent des activités anti tumorales qui
pourraient étre dues soit a I'inactivation ou I'inhibition des composés carcinogenes dans le
tractus gastro intestinal, soit a laréduction de I’ activité enzymatique des bactéries intestinales
(Savadogo et Traore, 2011).

|.2. Lactobacilles
1.2.1. Définition

Les Lactobacilles sont des bactéries de forme bacilles longs et fins aux coccobacilles
en passant par la forme béatonnet court ou légérement flexueux (figure 1), souvent groupés en
chaine, non sporulés et généralement immobiles (Siegumfeldt et al., 2000 ; Singh et al.,
2009). lls sont de catalase négative, certains ont une pseudocatalase, dépourvus de
cytochrome. Généralement, nitrate réductase négative, gélatinase négative et ils sont

microagrophiles ou anaérobies (Prescott et al., 2003).

Figurel : Aspect morphologique de Lactobacillus plantarum(A), Lb. brevis(B) observés au
microscope éectronique (Arasu et al., 2015 ; Atefe Ghafurian et al., 2022).

|.2.2. Taxonomie

Selon Zheng et al. (2020), le genre Lactobacillus a éé profondément révise a la suite
d’ analyses phylogénomiques. Cette réorganisation a conduit a une redéfinition du genre
Lactobacillus et a la création de 23 nouveaux genres. Avec la conservation du genre révisé
(Lactobacillus) et I'inclusion du genre Paralactobacillus, la nouvelle classification comprend
désormais 25 genres. Le genre Lactobacillus appartient désormais au régne Bacteria, au
phylum Firmicutes, a la classe Bacilli, a I'ordre Lactobacillales et a la famille

Lactobacillaceae, issue de lafusion avec |’ ancienne famille Leuconostocaceae.
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[.2.3. Classification

En 2020, une nouvelle classification du genre, anciennement connu sous le nom de
Lactobacillus, a éé proposee sur la base des différences biochimiques, phylogénétiques et
taxonomiques entre les groupes/espéces formant e genre. Un groupe de scientifiques propose
des définitions pour 23 nouveaux genres (Zheng et al., 2020).

En mars 2020, le genre Lactobacillus contenait 261 espéces différentes. Ce groupe
d'espéces est extrémement diversifié en termes de caractéristiques génotypiques,
phénotypiques et écologiques, ce qui a été I’un des arguments décisifs pour la proposition de
25 nouveaux genres. La taxonomie moderne est basée sur des approches phylogénétiques, et
les développements de la science biomoléculaire ont justifié la création de nouvelles
organisations taxonomiques pour ces bactéries lactiques (Zheng et al., 2020). Le tableau |
représente lareclassification de quel ques exemples d’ espéces du genre Lactobacillus.

Tableau |. Reclassification de quelques exemples d especes du genre Lactobacillus
selon lanouvelle taxonomie de 2020 (Zheng et al., 2020).

Ancien nom Nouveau nom

Lactobacillus casel Lacticaselbacillus casel
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum
Lactobacillus salivarius Ligilactobacillus salivarius

[.2.4. Conditions de croissance

La température optimale pour la croissance de la plupart des Lactobacilles est de 30 a
40°C. Certaines souches de Lactobacillus dites « thermophiles » restent viables a 55°C
(Adams et Moss, 2000 ; Tailliez, 2004). lls poussent mieux dans des conditions acides,
lorsgue le pH est d’environ 4,5 a 6,4, mais leur croissance cesse a un pH d’environ 3,5 (De
Vos et al., 2009). Ils sont généralement aéro-tolérants ou anaérobies facultatifs, acidophiles.
Ils ont des besoins nutritionnels complexes en termes d'acides aminés, de peptides, de
vitamines, de sels, d'acides gras ou d’ esters d’ acides (Salvetti et al., 2012).

[.2.5. Habitat
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Les lactobacilles ont un habitat vaste et ils sont présents dans de nombreux biotopes :
humains, animaux, plantes, eau, sol, lait et produits laitiers, produits carnés, biére, vin, fruits
et jus de fruits, ... (Stiles et Holzapfel, 1997). Les lactobacilles sont ubiquistes, ce qui leur
permet de se développer préférentidlement dans différents écosystemes. Ils sont souvent
associés a des aliments riches en sucres simples. Les bactéries colonisent divers
environnements naturels, tels que les surfaces végétales et les mugueuses des mammiferes
(tableau I1) (Badiset al., 2005).

Tableau I : Habitats de Lactobacillus (Badis et al., 2005).

Habitat /Produit Espéces

Matériel végétal en décomposition Lb.plantarum, Lb. casel, Lb.
(Cornichons, choucroute) Acidophilus

Laiterie (Fromage, yaourt, ...) Lb. delbrukii, Lb. lactis

Tractus gastro-intestinal desanimaux  Lb.  salivrus, Lb. gasseri, Lb.
rhamnosus, Lb. casei, Lb .plantarum

Vagin des mammiferes Lb. vaginalis

|.2.6. Caractéres deslactobacilles
a. Caractéresbiochimiques
Selon la classification d'Orla-Jensen, les lactobacilles sont classés en trois catégories
distinctes en fonction de leur type de fermentation (Guiraud et Rosec, 2004):
> Groupe | « Thermobacterium » : Comprend les especes homofermentaires
obligatoires, c'est-a dire ceux qui produisent uniquement de |'acide lactique a partir du
glucose et ne peuvent pas fermenter les pentoses ou le gluconate. Ce groupe regroupe
essentiellement des espéces que I'on retrouve chez I'Homme et chez I'animal, qui
contribuent a maintenir I'équilibre de la microflore de I'organisme. La majorité d'entre
elles sont thermophiles dont Lb. delbrueckii, Lb. Helveticus et Lb. acidophilus
(Guiraud et Rosec, 2004).
Groupe |l « Streptobacterium » : ce sont des espéces hétérofermentaires facultatives, ce
qui signifie qu'elles ont la capacité d'employer la voie hétérofermentaire a partir du
glucose, sous certaines circonstances comme une concentration restreinte de glucose,
incluant I'espece Lb. casei, qui est aussi le lactobacille prédominant présent dans le lait
(Guiraud et Rosec, 2004).
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» Groupe |l « Betabacterium » : 1l sagit d'un groupe qui regroupe des especes plutét
variées, principaement mésophiles, telles que Lb. brevis, Lb. kefir et Lb.
sanfransisco, dont certaines font partie de la flore des levains de panification
(Federighi et al., 2005; Devoset al., 2009).

1.2.7. Exigences nutritionnelles des lactobacilles

Les lactobacilles présentent diverses exigences nutritionnelles, qui peuvent étre
catégorisees selon De Man et al. (1960) et De Vos et al. (2009) en:
a) Exigences en vitamines : Toutes les especes de lactobacilles ont un besoin important en
vitamines telles que la niacine (B3) et la cobalamine (B12). Une carence en vitamine B12
peut affecter la synthese de I’ADN, provoquant des modifications morphologiques,
notamment un alongement des cellules. Par exemple, chez Lb. helveticus ssp jugurti, un

déficit en cobalamine (B12) ou en acide folique peut entrainer ce type d’ éongation cellulaire.

b) Exigences en cations et en bases azotés: Les ions Mg?*", Mn?" et Fe*" jouent un role
indispensable dans la croissance des lactobacilles. Le magnésium et le manganése, en
particulier, participent al'activation de nombreuses réactions enzymatiques et contribuent a la
stabilité des acides nucléiques, des ribosomes ainsi que de lamembrane cellulaire.
1.2.8. Role deslactobacilles et leurs utilisations dans différents domaines

Grace a leurs effets bénéfiques, les lactobacilles sont utilisés dans plusieurs secteurs
d’ activités, notamment dans le domaine de |’ agriculture, le domaine alimentaire et le domaine
de santé.

» Domainedel’agriculture

Les lactobacilles sont employés comme agents biologiques pour conserver le fourrage
gréce a une fermentation acidifiante. L’ emploi de lactobacilles dans le processus d’ ensilage et
la protéolyse contribue a une meilleure qualité nutritionnelle du fourrage (Khuntia et
Chaudhary, 2012).

» Domaine alimentaire

Plusieurs espéeces de lactobacilles sont employées dans le domaine alimentaire,
principalement les produits laitiers, dans lesquels elles sont utilisées comme un starter ou non
(Al-Tawaha et Meng, 2018). Ils participent aux processus de fermentation principal ement
par la production d acide lactique a partir des sources de carbone, ce qui entraine une
acidification rapide de la matiére premiere alimentaire, un critere essentiel pour la
conservation des produits. Certains Lactobacilles sont utilisés dans la production de yaourts,
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de fromages, de choucroute, de cornichons, de levain, de vin et d autres produits fermentés
(Bauer et al., 2010 ; Siragusa et al., 2013).

De plus, I’ activité protéol ytique des lactobacilles provoque la dégradation des liaisons
peptidiques dans les proténes, générant des peptides et des acides aminés libres qui jouent un
réle essentiel dans la détermination du godt des aliments, |’ optimisation de la digestibilité des
produits laitiers, ainsi que le changement de la texture et de I’humidité de certains produits
comme les fromages (Garcia-Cano et al., 2019). Certaines especes de lactobacilles ont la
faculté, lors de leurs processus métaboliques, de produire des exopolysaccharides (EPS) qui
sont ensuite disséminés dans leur milieu de culture. Ces EPS pourraient étre déterminants
pour optimiser la texture, la rhéologie et le golt des produits laitiers fermentés tels que le

yaourt et le fromage (Al-tawaha et Meng, 2018).

» Domainedelasanté (utilisation comme probiotiques)

Il existe plusieurs especes de lactobacilles qui jouent le réle de probiotiques qui sont
principalement : Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. bulgaricus, Lb. casei, Lb. paracasai, Lb
helveticus, Lb plantarum, Lb. reuteri et Lb. rhamnosus (Al-Tawaha et Meng, 2018). En effet,
toute souche bactérienne identifiée comme probiotique devrait résister a des conditions
extrémement diverses: I'exposition aux enzymes digestives des cavités buccales et
gastriques, au pH acide de I’ estomac, a la faible concentration d’ Oz dans les intestins et & une
température qui n'est pas toujours optimale. Récemment, les lactobacilles jouent un réle
important dans la santé et sont considérés comme une alternative aux antibiotiques pour traiter
certaines infections bactériennes causees principalement par des bactéries résistantes ou a
multi-résistance (Yan et Goldman, 2020) (tableau I11).
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Tableau |11 : Effets bénéfiques des lactobacilles selon les domaines de la santé
humaine (Aljohani et al., 2024 ; Shah et al., 2024)
Domainedesanté Effetsbénéfiques Espécesimpliquées
Santé digestive Réduction de la douleur Lb. plantarum, Lb. acidophilus,
abdominale, diarrhée, Lb. rhamnosus
constipation
Santé Renforcement de Lb.reuteri, Lb.paracasel,
immunitaire I"immunité, modulation des = Lb.plantarum
cytokines (IL-10, TNF-a)
I nflammation Diminution de la CRP Lb.plantarum, Lb. paracasel
systémique inflammation chronique
Santé Réduction du cholestérol Lb. plantarum, Lb. paracasei
métabolique LDL, régulation de la
glycémie
Santé mentale Diminution du  stress, Lb.rhamnosus, Lb.helveticus,
(axe intestin- anxiété, amélioration de Lb.reuteri
cerveau) I” humeur
Santé buccale et Réduction de la profondeur Lb. plantarum
parodontale des poches, amélioration de

lasanté gingivale
Santé cutanée et Prévention des infections Lb. crispatus, Lb. gasseri
urogénitale (ex. vaginose bactérienne)

Il. Activité antibactérienne

Les chercheurs et les industriels de I’ agroalimentaire sont de plus en plus contraints a
réduire I’emploi des traitements physiques (hautes pressions, rayons ionisants, pasteurisation,
stérilisation, congélation, réfrigération,), chimiques (nitrites, sulfites), en utilisant des
bactéries comme un outil de prévention (Ren et al., 2018).

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis plusieurs siecles comme des agents
protecteurs, qui se caractérisent par la synthese des métabolites antimicrobiens. Gréce a ces
propriétés, les bactéries lactiques ont des roles différents dans la conservation des aliments, la
prévention d empoisonnement, |’augmentation de la valeur nutritive et I’amélioration de la
gualité organoleptique des aiments et dans la santé. Certaines bactéries lactiques sont
largement utilistes comme probiotiques tels que : Lactobacillus, Bifidobacterium et
Sreptococcus (Ajao et al., 2021). Par conséquent 1'un des genres les plus importants et les
plus étudiés des bactéries lactiques est le genre Lactobacillus. L’ activité antimicrobienne des
lactobacilles est principalement attribuée a la production d'acides lactique, acétique,
formique, caproique, propionique, butyrique et valérique (Corsetti et al., 1998). Les
lactobacilles produisent également d autres substances inhibitrices telles que H20>
(Rodr1’gues et al., 1997 ; 1to et al., 2003), COy, diacétyle (Ouwehand et al., 1998 ; Ammor
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et al.,2006), et les bactériocines, des composés thermostables a faible poids moléculaire
(Cleveland et al., 2001 ; Plockova et al., 2001).

[1.1. Acides organiques
L'acide lactique et I'acide acétique, qui sont produits lors de la fermentation lactique,
possedent une activité contre les micro-organismes pathogenes intestinaux associés a la
diarrhée (Servin, 2004). lls manifestent leur action antibactérienne contre les germes
pathogéenes de deux fagons:
> Un effet direct, dans lequel les acides organiques traversent passivement la membrane
bactérienne sous leur état non dissocié. Ils acidifient ensuite le cytoplasme une fois
dissociés et inhibent I'activité enzymatique des cellules d'agents pathogenes sensibles
aux acides;, cette baisse du pH peut donc influencer la viabilité des bactéries
pathogeénes (Aiba et al., 1998 ; Alakomi et al., 2000)
» Un effet secondaire di a la résistance des lactobacilles a I'acidité dans un
environnement acide rend ces bactéries plus compétitives par rapport aux autres
(Servin, 2004 ; Tegjero-Sarinenaet al., 2012).

I1.2. Peroxyded’hydrogéene

L'effet antimicrobien du peroxyde d'hydrogene (H202) peut étre attribué a la
génération de radicaux libres tels que le radical superoxyde (Oz¢) et le radical hydroxyle
(OHe), qui ont la capacité de nuire a I'ADN bactérien. L’effet inhibiteur du peroxyde
d'’hydrogene pourrait sexpliquer par des réactions d'oxydation des groupes sulfhydriles,
entrainant une atération de la structure des protéines et par conségquent la défaillance
fonctionnelle des enzymes. En outre, cela peut provoquer la peroxydation des lipides de la
membrane, ce qui augmente la perméabilité de la membrane du microorganisme vise
(Suskovié et al., 2010 ; Nair et al., 2017).

I1.3. Dioxyde de carbone

Le CO. peut avoir une action antimicrobienne en instaurant un environnement sans
oxygene, qui bloque les décarboxylations enzymatiques, et la concentration accrue de CO»
dans I'environnement peut entrainer un désequilibre au niveau de la perméabilité. Cependant,
le dioxyde de carbone peut également favoriser la prolifération de certaines bactéries a une
concentration faible (Singh, 2018).

|1.4. Diacétyle
10
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Le diacétyle (C4HesO2), issu du métabolisme du citrate, est a l'origine de la saveur «
beurre » des produits laitiers. 11 empéche également la prolifération bactérienne en perturbant
possiblement les processus réegissant |'utilisation de I'arginine. Sa présence dans la nourriture
est souvent insuffisante pour lui permettre de jouer un réle significatif dans I'activité

antimicrobienne (Heita, 2014).

I1.5. Bactériocines

Les bactériocines sont des peptides ribosomiques synthétisés par certaines bactéries
gui exercent un effet antimicrobien, soit en tuant les bactéries cibles, soit en inhibant leur
développement. On sintéresse particulierement aux bactériocines produites par les bactéries
lactiques, réputées pour leur contribution & la conservation efficace des aliments (Lagha et
al., 2017).

C'est en 1925 qu'Andre Gratia aidentifié la premiére bactériocine, notant que croissance
de certaines souches d'E. coli était freinée par un compose antibactérien gqu'il a nommé
Colicin V. Klaenhammer (1988) offre I'une des définitions les plus répandues, décrivant les
bactériocines comme des protéines ou complexes protéiques dotés d'une action
antibactérienne contre des espéces similaires a la souche productrice. Selon Dortu et
Thonart (2009), toutes les bactériocines sécrétées par les bactéries lactiques sont efficaces
contre les bactéries a Gram positif. Cependant, elles n'ont aucune action sur les bactéries a
Gram négatif. Cela est d( a la barriére formée par la membrane externe de ces derniéres qui
entrave |'accés des bactériocines a leur zone daction sur la membrane interne. Les
lactobacilles sont bien connus pour leur capacité a produire diverses bactériocines, parmi
lesquelles on retrouve |'acidocine B (Lb. acidophilus M46), la lactacine F (Lb. johnsonii),
ains que les lactacines S1 et S2 (Lb. salivarius BGHO1). D'autres exemples incluent la
gasséricine A (Lb. gasseri LA39), la brévicine 27 (Lb. brevis SB27), la plantaricine ASM1
(Lb. plantarum A1) et la plante 80 (Lb. casei B80) (Rammelsberg et al., 1990 ; Todorov,
2005).

[1.5.1.Mécanisme d’ action des bactériocines

Le mécanisme d'action des bactériocines est largement éudié. 1l est admis qu'il se
décompose en trois étapes :
> Fixation du peptide sur la membrane de la cellule cible. C'est durant cette étape que le
peptide adopte sa conformation tridimensionnelle permettant I'expression de son
activité.

11
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» L'insertion de la bactériocine dans la membrane cytoplasmique : plusieurs peptides
antibactériens sont recrutés pour former un pore.

» La formation du pore: ce dernier conduit a des fuites de composés intracellulaires
vitaux. Leur perte entraine donc des effets néfastes pour la cellule, alant d'un simple
ralentissement de la vitesse de croissance bactérienne a la mort cellulaire (Champak,
2005).

[11. Probiotiques
[11.1. Définitions

Le terme « probiotique » a bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le
temps en fonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques.
Probiotique est une expression de I’ ére moderne, qui désigne « pour lavie » et sert a désigner
I” associ ation bactérienne avec des effets bénéfiques sur la santé humaine et animale (Kerry et
al., 2018). Ce sont des micro-organismes vivants non pathogenes qui présentent divers
avantages pour la santé de I’héte (Singh et Rao, 2021). Cependant, la définition la plus
largement acceptée du terme est celle de la consultation mixte d'experts (FAO/OM S, 2001)
qui redéfinit les probiotiques comme « des microorganismes vivants qui, lorsquils sont
administrés en quantités adéquates (dans le cadre de I'alimentation), conférent un bénéfice

pour la santé de I'h6te ».

[11.2. Différentes espéeces de Lactobacillus en tant que probiotique

Au cours des derniéres décennies, les probiotiques ont suscité un intérét considérable
dans la prévention et la gestion de différents problémes de santé, et un nombre croissant de
données a mis en évidence de maniére significative les mécanismes et les effets dans ces
conditions pathologiques. Kerry et al., 2018 ont indiqué que les probiotiques Lactobacillus
actuels sont Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus paracasei, Lb. acidophilus,
Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lb. crispatus, Ligilactobacillus
gasseri, Limosilactobacillus reuteri, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus (Shah et al.,
2024).

[11.3. Propriétéset criteres de sélection des souches probiotiques
Une souche au potentielle probiotique devrait avoir plusieurs propriétés souhaitables
pour exercer ses effets bénéfiques. 1l été rapporté que les critéres de base pour les souches de

microorganismes a utiliser comme probiotiques sont les suivants :
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Tableau IV : Principaux criteres de sélection des probiotiques (Pineiro et Stanton, 2007 ;
Harzallah et Belhadj, 2010).

Criteresde sécurité

X/
o

X/
L X4

X/
o

X/
L X4

X/
o

Souche d’ origine humaine ou animale.

Non pathogénicité et non toxicité de la souche.
Reconnaissance (GRAYS).

Absence de genes de virulence.

Aucune possibilité de transmission de génes de
résistance aux antibiotiques.

Critéresfonctionnes

X/
L X4

X/
o

X/
L X4

X/
o

X/
L X4

X/
o

Résistance al’ acidité gastrique et aux sels biliaires.
Capacité d adhésion al’ épithélium intestinal.

Production de substances antimicrobienne.

Antagonisme vis-aVis des pathogenes.

Stimulation du systeme immunitaire.

Production de vitamines, d’enzymes ou de métabolites
bénéfiques.

Criterestechnologique

X/
o

X/
L X4

X/
o

X/
L X4
X/

o

Souches génétiquement stables.

Bonnes propriétés sensorielles.

Résistances aux phages.

Production a grande échelle.

Viabilité souhaitée pendant le traitement et le stockage.
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Matériels et méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Microbiologie 1 (bloc 9) de la
faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de 1’université Abderrahmane Mira de Bejaia,
durant la période allant du 14 avril 2025 au 24 juin 2025.

I. Origine des souches

Dans ce travail, trois souches de Lactobacilles (S1, S2 et S3), isolées a partir de
produits laitiers locaux sont utilisées. Ces souches appartiennent a la collection du Laboratoire
de recherche de Microbiologie Appliquée (LMA, Université de Bejaia). Ces souches ont fait
I’objet d’une étude de quelques propriétés probiotiques ainsi que leur activité antibactérienne

a I’égard de bactéries pathogénes. Le tableau V présente les souches utilisées.

Tableau V : Les souches utilisées dans cette étude.

Souche Milieu de Origine
repiquage
Lactobacillus sp Sl MRS Produits laitiers
Lactobacillus sp S2 MRS Produits laitiers
Lactobacillus sp S3 MRS Produits laitiers
Staphylococcus aureus 1 ATCC25923  S.al BN, /
Chapman
Staphylococcus aureus 2 S.a2 BN, Prélévement

Chapman pathologique

Escherichia coli ATCC25922 E.c BN, EMB Prélévement

pathologique
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 K.p BN, EMB /
Enterococcus faecalis E.f BN, BEA

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Pa BN, GN /

I1. Revivification et vérification de la pureté des souches

Les souches lactiques S1, S2 et S3 ont été conservées dans du boillon MRS a 4°C.
Leur revivification consiste a les repiquer dans 9 ml de bouillon MRS puis les incuber a
37°C/24h.
Apres incubation, un ensemencement a été réalisé en strie sur la gélose MRS. Les boites sont
ensuite incubées a 37°C/48h.

14
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Les souches pathogenes ont éte revivifiées dans du bouillon nutritif (BN) puis repiquées sur la
gélose nutritive (GN) et incubées a 37°C/24h. Aprés croissance, des tests sont réalisés pour
vérifier la pureté de toutes les souches. Il s’agit des tests suivants :

» Observation macroscopique de 1’aspect des colonies.

» Examen microscopique par coloration de Gram.

» Test de la catalase.

I11. Standardisation des inocula des souches

Apreés la revivification des souches, deux colonies de chaque souche S1, S2 et S3 ont été
prélevées a partir des boites et ensuite ensemencées dans des tubes contenant 9ml de bouillon
MRS. Ces tubes ont ensuite été incubés a 37°C/18h. Apres cette durée d’incubation, une
turbidité a été observée dans les tubes, indiquant une croissance bactérienne. Les tubes ont été
homogénéisés par vortex, puis des dilutions décimales ont été réalisées jusqu’a 108 A partir
des dilutions 107 et 10°®, un volume de 1ml de chaque dilution a été ensemencé en masse dans
la gélose MRS. Les boites sont incubées a 37°C/48h.
Concernant les souches pathogénes, une colonie a été prélevée (a partir d’une boite de Petri
contenant la gélose correspondante) et mise dans 9 ml de BN puis incube a 37°C/18h. Au
terme de I’incubation, 1 ml de la culture bactérienne a subi une série de dilution décimale,
puis ensemencé en masse dans les géloses correspondantes. Les boites sont incubées a
37°C/24-48h.

IV. Etude de quelques propriétés probiotiques des Lactobacilles
IV.1. Test de la résistance a I’acidité gastrique

Trois souches de Lactobacilles (S1, S2 et S3) ont été cultivées dans le bouillon MRS et
incubées a 37°C/18h. Apreés incubation, les cultures ont été centrifugées a 3000 rpm pendant
15 minutes. Les culots bactériens ont été récupérés et remis en suspension dans 9ml d’eau
physiologique stérile afin d’obtenir des suspensions bactériennes homogeénes.
1ml de chaque suspension bactrienne obtenues ont éte immédiatement utilisés pour effectuer
des dilutions décimales successives allant jusqu’a 10°®. Le dénombrement a été réalisé a partir
des dilutions 107 et 10® de chaque souche (S1, S2 et S3) par ensemencement en masse sur
gélose MRS. Les boites sont ensuite incubées a 37°C/48h.
En parallele, 1ml de chaque suspension S1, S2 et S3 a éte inoculé dans des tubes contenant du
bouillon MRS acidifié aux pH suivants : 2,5 ,3 et 3,5. Ces tubes ont été incubés a 37°C/2h.
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Aprés les 2 heures d’incubation, des dilutions décimales successives (jusqu’a 10®) ont été
réalisées pour chaque souche aux différents pH. Les dilutions appropriées ont été
ensemencées en masse dans de la gélose MRS. L’incubation a été effectuées a 37°C/48h
(Bentahar et al., 2024) le test a été répété deux fois.

Le taux de survie a été exprimé selon la formule suivante :

[ Taux de survie (%)= logUFC 1,/ log UFC+g, x 100 ]

IV.2. Test de la résistance aux sels biliaires

Trois souches de Lactobacilles (S1, S2 et S3) ont été cultivés dans un bouillon MRS et
incubés a 37°C/18h. Apres incubation, les cultures ont été centrifugées a 3000 rpm pendant 15
minutes. Les culots bactériens obtenus ont été ressuspendus dans 9ml d’eau physiologique
stérile afin d’obtenir des suspensions bactériennes homogenes.

1ml de chaque suspension bactrienne obtenue a été immédiatement utilisé pour effectuer
des dilutions décimales successives allant jusqu’a 10, Le dénombrement a été réalisé & partir
des dilutions 107 et 10°® de chaque souche (S1, S2 et S3) par ensemencement en masse dans
la gélose MRS. Les boites sont ensuite incubées a 37°C/48h.

En parallele, 1ml de chague suspension S1, S2 et S3 a été inoculé dans des tubes
contenant du bouillon MRS supplémenté en sels biliaires aux différentes concentrations :
0,1%, 0,3% et 0,5%. Ces tubes ont été incubés a 37°C/3h.

Aprés les 3 heures d’incubation, des dilutions décimales successives (jusqu’a 107) ont été
réalisées pour chaque souche aux différentes concentrations de sels biliaires. Les dilutions
appropriées ont été ensemencées en masse dans la gélose MRS. L’incubation a été effectuées
a 37°C/48h.

Le dénombrement des colonies a permis de déterminer la viabilité des souches apres
exposition aux différentes concentrations de sels biliaires (Bentahar et al., 2024). Le test a
été répété deux fois.

Le taux de survie a été exprimé selon la formule suivante :

[ Taux de survie (%)= logUFC 131/ log UFCrqn x 100 ]
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IV.3. Test d’hydrophobicité

L’hydrophobicité est déterminée selon la méthode décrite par Martiz et al. (2023).
Les trois souches lactiques (S1, S2 et S3) sont cultivées dans le bouillon MRS puis incubées a
37°C/18h. Aprés incubation, le culot des cultures sont récuperés par centrifugation a 4000
rpm/15 min suivi de deux lavages successifs avec du tampon PBS stérile. La densité optique
initiale de la suspension a été ajustée a 0,6 a 600 nm. Par la suite, 1ml du xyléne a été ajouté a
1ml de la suspension bactérienne, le mélange des deux phases a été agité par vortex pendant 2
minutes. Aprés 1 heure d’incubation, la phase aqueuse a été récupérée a 1’aide d’une seringue
stérile et la mesure de la densité optique finale (DO finale) a été effectuée a 600nm, le test a
été répété deux fois.

Le pourcentage d’hydrophobicité (H%) a été calculé selon la formule suivante :

% hydrophobicité= (DO initiale-DO finale/ DO initiale) x 100

IV.4. Test d’auto-agrégation

L’auto-agrégation des cellules bactériennes est déterminé selon la méthode décrite par
Ramos et al. (2013). Trois souches (S1, S2 et S3) ont été cultivées dans du bouillon MRS
pendant 18h, puis centrifugées a 4000 rpm/15min. Les culots bactériens obtenus ont été lavés
deux fois avec du PBS, puis ressuspendus dans le méme tampon pour obtenir une suspension
standardisée (DO 600 nm a 0,5). 4ml de chaque suspension bactérienne ont été agités par
vortex pendant 10s. Aprés incubation a 37°C pendant 1h, 2h et 24h, la DO du surnageant est
mesurée a 600nm et le pourcentage d’auto-agrégation est exprimé selon la formule suivante.

Le test a été répété deux fois.

[ % Auto-agrégation: (Aon-At /Agn) X100 ]

A0 : représente 1’absorbance a t=0.
At : représente 1’absorbance a t=1h, 2h et 24h.,
IV.S5. Test d’activité antioxydante
L’effet des souches S1, S2 et S3 sur ’activité de piégeage de DPPH est déterminé
selon la méthode de Kim et al. (2021). Les trois souches (S1, S2 et S3) ont été cultivées en

milieu MRS a 37°C/18h, puis centrifugées a 4000 rpm /15min. Le culot bactérien obtenu a été
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lavé deux fois avec du PBS, suivi d’une autre centrifugation a 4000 rpm/10 min puis le culot a
¢été remis en suspension dans le méme tampon (PBS) jusqu’a une DO 600 de 1,0.

1ml de la suspension bactérienne a été mélangé avec 1ml de la solution DPPH, le mélange a
¢té laissé pendant 30 min a température ambiante, a I’abri de la lumiére, puis centrifugé.
L’absorbance des surnageants a €té mesurée a 517nm pour évaluer la capacité antioxydante
des souches testées. Le test a été répété deux fois.

L’activité de piégeage de DPPH est donnée par cette formule.

1V.6. Test d’activité acidifiante

IV.6.Activité acidifiante des souches lactiques

L’activité acidifiante des souches de lactobacille a été évaluée selon la méthode décrite
par Guiraud (2003). Deux colonies des souches (S1, S2 et S3) ont été inoculées dans 9ml du
lait écrémé stérile, puis incubés a 37°C/18h.
Aprés incubations, le pH a été mesuré a différents temps : TOh, T3h, T6h et T24h, a 1’aide
d’un pH-metre étalonné (HANNA). En parall¢le, ’acidité titrable a été déterminée a TOh,
T3h, T6h et T24h selon la méthode de Dornic, qui consiste en un titrage par la soude (NaOH a
0,1N) en présence de phénolphtaléine a 1%.

L’acidité est exprimée en degrés Dornic °D selon la formule suivante :

[ Acidité (°D)=V NaonX10 ]

Ou 1 °D correspond a 0,1 g d’acide lactique par litre de lait, le test a été répété deux fois.
V. Etude de P’activité antibactérienne des souches de lactobacilles
V.1. Préparation des cultures fraiches
Aprés l’obtention des colonies des souches test et cibles sur leur milieux

correspondants, 2 colonies de chaque souche lactique et une colonie de chague souche
pathogéne ont été transférées dans 9 ml de bouillon MRS et BN respectivement. Les tubes ont
été incubés a 37°C/18h.
V.2. Méthode directe (test des spots)

Aprés avoir coulé les boites de Pétri avec de la gélose MRS, des volumes de 5ul des

suspensions bactériennes des souches de lactobacilles (S1, S2, et S3) sont déposés en spots
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sur la surface de la gélose. Les spots ont été laissés pour sécher prés du bec benzene pendant
30 minutes, puis les boites sont incubées a 37°C/24h. Apres incubation, la gélose MRS
contenant les spots est recouverte d’une couche de 10 ml d’une gélose Mueller-Hinton (MH)
en surfusion ensemencée avec 1 ml d’une culture fraiche des souches pathogénes (10’
UFC/ml) (S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis, K. pneumoniae, E. coli), puis les boites sont

incubées a 37°C pendant 24 h (Alegria et al., 2010). Le test a éte répété trois fois.

V.3. Méthode indirecte (test des puits)

Le test des puits est réalisé dans le but de détecter 1’activité antibactérienne de trois
souches de Lactobacilles a I’égard de 5 souches pathogenes (E. coli, 2 souches de S. aureus,
E. faecalis, K. pneumoniae et P. aeruginosa).

Ce test consiste a mettre en contact le surnageant de culture des souches de Lactobacilles avec
la souche cible. Le test est réalisé avec des cultures bactériennes de 18 h suivant la méthode
de double couche décrite par Ennahar et al. (1998). Pour se faire, une couche de gélose MH
est coulée dans des boites de Pétri stériles. Aprés solidification, 10 ml de gélose Mueller
Hinton en surfusion, préalablement inoculée avec la souche cible (10” UFC/mI) sont ajoutés.
Apreés solidification, des puits de 6 mm de diametre sont creusés a I’aide d’un embout stérile
dans la gélose. Ces puits sont sellés puis remplis de 100 ul de surnageant de culture natif des
trois souches de Lactobacilles obtenu aprés centrifugation a 8000 g/15 min a 4°C. Les boites
ainsi préparées sont entreposées au réfrigérateur a une température de 4°C pendant 2 heures
pour permettre la diffusion des substances antibactériennes présentes dans le surnageant, puis
incubées a 37°C/24 h. L’activité antibactérienne se manifeste par D’apparition de zones
d’inhibition autour des puits. Les diamétres des zones d’inhibition apparues sont mesurés en

millimétres. Le test est refait plusieurs fois pour une confirmation des résultats obtenus.
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|. Vérification dela pureté des souches
I.1. Aspect macroscopique
|.1.1. Souches de L actobacilles

La revivification des souches de Lactobacilles (S1, S2 et S3) a été réalisée sur le
bouillon MRS. Apres 24h d'incubation |’ observation macroscopique a indiqué la présence
d’un trouble homogéne avec un dépét cellulaire sous forme une pastille blanche au fond du
tube désignant la viabilité et la croissance des souches. Cependant, sur la gélose MRS et apres
48h d'incubation, |a croissance apparait sous forme de petites colonies crémeuses a jaunatres

(figure 2).

Figure 2 : Aspect macroscopiqgue de trois souches de Lactobacilles sur bouillon et gélose
MRS.

|.1.2. Souches pathogenes

La croissance des souches de S. aureus 1 et 2, E. cali, P. aeruginosa, E. faecalis et K.
pneumoniae se manifeste par la présence de trouble dans les tubes de bouillon nutritif
ensemences, ce qui indique une croissance bactérienne. Cependant, sur milieu solide apres
24h d'incubation, chaque souche a présenté une croissance sous forme de colonies distinctes,

caractéristiques selon leur morphologie, couleur et aspect de surface (figure 3, tableau V1)

Figure 3 : Aspect macroscopique de souches pathogenes sur BN.
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TableauVI : Aspect macroscopique de souches pathogenes sur les gél oses ensemenceées.

[llustrations

Souches

Milieu repiqué

Aspects des colonies

S aureusl

Gé ose Chapman

Colonies rondes
bombées avec une

couleur jaune lisse.

S aureus?2

Gélose Chapman

Colonies rondes
bombées avec une

couleur jaune lisse.

Ent. faecalis

Gélose BEA

Colonies petites

brunes.

E. coli

Gélose EMB

Coloniesrondes
bombées, de couleur
noir au centre avec
un éclat métallique

vert.

P. aeruginosa

GN

Colonies plates et
irréguliéres, incolore

averdétre.

K. pneumoniae

GN

Colonies larges
mucoides avec une

couleur rose pée.
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|.2. Aspect microscopique

Apres coloration de Gram, |’ observation microscopique a révélé gue les souches de
lactobacilles (S1, S2 et S3) sont de forme bacille Gram positif, de couleur violette, disposés
en chainettes. Les résultats de la coloration de Gram des souches pathogénes sont résumes
dans le tableau suivant :

Tableau VII : Résultats de la coloration de Gram et aspect microscopique des souches

pathogenes.
‘ Souche Gram Forme et couleur

S. aureus1 Gram positif Coques groupés en amas de
couleur violette.

S. aureus 2 Gram positif Coques groupés en amas de
couleur violette.

E. faecalis Gram positif Coques en chainettes de
couleur violette.

E. cali Gram negatif Petits bacilles isol és, roses.

P. aeruginosa Gram négatif Bacilles droits, isolés ou en
paires, rose.

K. pneumoniae Gram négatif Bacilles courts, encapsul és et

isolés, de couleur rose.

|.3.Test dela catalase

La confirmation de la pureté des souches utilisées est complétée par la recherche de la
catalase, qui permet de distinguer les bactéries catalase positives des catalase négatives, en
observant la présence ou |'absence de hulles d'oxygene suite a I'gout de peroxyde
d’ hydrogene.

Les souches de Lactobacillus (S1, S2 et S3) ont donné un résultat catalase négative,
caractérisé par |’ absence de bulles. En revanche, les souches pathogénes comme S. aureus, E.
coli, P. aeruginosa et K. pneumoniae ont montré une réaction catalase positive, avec

apparition d’ une effervescence. E. faecalis a présenté un résultat négatif.
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|.4.Production de gaz

Un des criteres d'identification des souches du genre Lactobacillus est I’ é&ude du type
fermentaire. Apres incubation, une accumulation de gaz dans la cloche de Durham a éé
observée dans les trois tubes (figured), indiquant une production de gaz.

Ces résultats révélent que les souches S1, S2 et S3 sont hétérofermentaires, capables
de produire du CO; en plus de I’ acide lactique.

Figure 4: Résultat du test de production du gaz des trois souches de lactobacilles.

I1. Standardisation del’inoculum

Le but de la standardisation de I'inoculum bactérien, est d’ obtenir le méme nombre de
cellules bactériennes dans 1ml de culture tout au long de I’ expérience. Aprés déenombrement
effectué pour les souches de Lactobacilles et les souches pathogenes, les résultats obtenus
sont présentés dans le tableau suivant.
Tableau VIII : Résultats de la standardisation des inocula | actiques et pathogenes.

Nombre de coloniesprises  Concentration cellulaire

(UFC/ml)
S1 2 colonies 54.10°
S2 2 colonies 54.108
S3 2 colonies 54.108
S. aureusl 1 colonie 108
S. aureus2 1 colonie 108
E. faecalis 1 colonie 107
E. coli 1 colonie 108
P. aeruginosa 1 colonie 108
K. pneumoniae 1 colonie 108
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[11. Effet antibactérien des L actobacilles
I11.1. Test des spots

L’ activité antibactérienne des trois souches de lactobacilles vis-a-vis de six souches
pathogénes apparait sous forme de zones claires autour de chagque spot et qui différent par leur
diamétre. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 5,6 et le Tableau |1X, X dans

annexell.

Figureb : Exemples de résultats du test des spots.

A/ Effet inhibiteur de la souche (S3) sur S. aureus 2.
B/ Effet inhibiteur de la souche (S2) sur S. aureus 1.
C/ Effet inhibiteur de S1, S2 et S3 sur K. pneumoniae
D/ Effet inhibiteur de de S1, S2 et S3 sur E. coli.
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Figure 6: Moyennes des diamétres des zones d' inhibition (en millimétres) résultants
du test des spots.
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D’ apres les résultats obtenus, toutes les souches de lactobacilles (S1, S2 et S3) ont
présenté une activité antagoniste contre les souches pathogenes, leur spectre d’ activité sont
trés variés, dont ;

La souche S1 a présenté une activité antibactérienne vis-avis de S aureus 2, E. cali,
K. pneumoniae et Ent. faecalis par la formation de zones d’inhibition mesurables a des
diameétres de 3,33 mm, 10,33 mm, 5,33 mm et 6 mm respectivement. En revanche, aucune
inhibition n'a été observée contre S. aureus 1 et P. aeruginosa, indiquant une absence d’ effet
antagoniste de S1 sur ces deux souches pathogenes.

Les souches S2 et S3 ont montré une bonne activité antibactérienne contre cing
souches pathogénes S. aureusl, S aureus 2, E. coli, K. pneumoniae, Ent. faecalis. Cette
activité s est manifesté par |’ apparition de zones d’inhibition autour des spots a des diamétres
de 16,66 mm, 6,66 mm, 6 mm, 3,66 mm et 3,66 mm pour S2 et 14 mm, 4,33 mm, 8,66 mm,
566 mm et 6 mm pour S3 respectivement, ce qui traduit leur pouvoir antibactérien.
Cependant, aucune inhibition n’est observée contre P. aeruginosa. Ce résultat indique que
cette souche pathogene est résistante al’ action de S2 et S3.

Les souches présentant une zone claire d extension latérale supérieure a 0,5 mm sont
considérées comme productrices de substances antibactériennes (Fleming et al., 1975).
L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est supérieure a Imm (Schillinger et Lucke, 1989).

Les résultats obtenus par Hamed et Elattar (2013), ont montré des valeurs comprises
entre 31 a 38 mm en éudiant I effet antibactériens de souches de Lb. plantarum isolées a
partir de lait de chamelle vis-a&vis d' E. coli. Ces résultats sont supérieurs aux notre, ou les
diametres obtenus se situent entre 6 et 10,33mm.

Nos résultats pour la S. aureus 1 sont supérieurs a celles rapportées par Savadogo et
al. (2004), qui ont obtenus des zones d’'inhibition de 9 mm a 10 mm contre S. aureus.
Cependant nos résultats pour la souche S. aureus?2 sont inférieurs a celle rapportées par
Savadogo et al. (2004).

L'inhibition des souches de S. aureus par les souches de Lb. plantarum a dé§ja é&é
décrite par Mami et al. (2008), qui ont rapporté que les souches de Lb. plantarum isolées du
lait de chévre cru inhibaient les souches de S aureus.

Les résultats rapportés par Bouadjaib (2013) et Madi (2010) dans leurs travaux ont
révélé gue les souches de bactéries lactiques isol ées a partir de produits laitiers ont montré une
activité antibactérienne al’ égard de S. aureus et E. coli.

Selon les travaux de Shim et al. (2016), les zones d’ inhibition des bactéries lactiques
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vis-avis d Ent. Faecalis varient entre 11,5 mm et 15,5 mm. Ces résultats sont supérieurs aux
notres ou les diamétres obtenus se situent entre 3,6 mm et 6 mm.
L’ activité inhibitrice des lactobacilles peut avoir deux origines:
e La premiere est la production de I'acide lactique et/ou acétique ; en effet les
lactobacilles sont connus pour avoir une grande résistance au pH acide contrairement

aux autres genres de bactéries lactiques (Wong et Chen, 1988 ; Podolak et al., 1996,

Wilson et al., 2005).

e Ladeuxiéme provient de la production de substances organiques et probablement des
bactériocines (Oyetayo et al., 2003 ; Avila et al., 2005 ; Cocolin et al., 2007).

Généralement, les espéces du genre Lactobacillus sont catalase-négative et certaines
souches peuvent accumuler du peroxyde dhydrogene (Condon, 1987). Le peroxyde
d"hydrogene est toxique et capable d’inhiber de nombreux germes pathogenes qui ne peuvent
pas le dégrader (Otero et Nader-Macias, 2006 ; Pridmore et al., 2008).

D’ aprés Federighi (2005), le diacétyl produit du métabolisme du citrate par plusieurs
lactobacilles est capable d’inhiber des bactéries a Gram négatif.

D’aprés nos résultats les meilleures zones d’inhibition ont été observées pour la
souche S1 a I'égard d'E. coli (10,33mm), pour la souche S2 a I’égard de S. aureus 1
(16,66 mm), et pour la souche S3 al’égard de S. aureus 1 (14mm). Donc I’ effet inhibiteur
pour chaque souche de lactobacilles a été différent d’ une souche cible al’ autre.

L’ apparition de zones d'inhibition autour de certaines souches testées suggere une
activité antibactérienne. Cependant, la nature exacte de cette inhibition n'a pas éé
déterminée dans notre étude. Elle pourrait étre liée a la production de composés
antimicrobiens, tels que des acides organiques (ex. acide lactique, acide acétique), ou des
bactériocines ou une compétition nutritionnelle. Ainsi, plusieurs facteurs peuvent étre a
I’origine de cette activité, et des analyses complémentaires seraient nécessaires pour en

identifier précisément la cause.

[11.2. Test des puits

Letest réalisé sur trois souches de lactobacilles (S1, S2 et S3) n’ a pas montré de zones
d'inhibition, méme aprés trois répétitions et neutralisation du pH des surnageants (pH des
surnageants natif 5,5). Cette absence d'effet inhibiteur peut sexpliquer par plusieurs facteurs.
Il est possible que les souches utilisées ne produisent pas de substances antimicrobiennes

telles que les acides organiques, les bactériocines ou le peroxyde d'hydrogene, ou qu'elles en
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produisent en quantité insuffisante pour exercer un effet visible. La neutralisation du
surnageant, réalisée pour exclure l'influence du pH, pourrait également réduire, voire éiminer
I'activité de certains composés antimicrobiens n'agissant qu'en conditions acides. D'autres
facteurs liés aux conditions expé&imentales, tels que le type de milieu utilisg, le temps
d'incubation ou la concentration cellulaire, ainsi que la dilution des substances produites
peuvent également influencer la détection de I'activité antibactérienne. Enfin, il est possible
gue les bactéries cibles utilisées pour le test soient naturellement résistantes aux composés
produits par les souches testées. Ainsi, I'absence de zones dinhibition ne signifie pas
nécessairement que les souches ne sont pas intéressantes, mais quaucune activité
antibactérienne n'a été détectée dans | es conditions precises de cette expérience.

D’autres recherches ont cependant observé que certaines souches de Lactobacillus
possédaient un potentiel antibactérien notable, avec des résultats tels que des zones
d'inhibition observées contre des pathogenes comme E. coli et S. aureus tels que Allouche et
al., (2010) et Mami (2013).

V. Etude de quelques propriétés probiotiques

IV.1. Effet del’acidité gastrique

Les bactéries probiotiques doivent survivre au passage par I'estomac (Marteau et
Shanahan. 2003). Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau XI annexe |l et la

figure?7

Figure7 : Taux de survie de trois souches de lactobacilles a différents pH.

L’analyse de I’ histogramme montre que toutes les souches étudiées présentent une

bonne résistance &I’ acidité. A pH 2, qui correspond & une acidité trés élevée, la viabilité reste
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élevée avec 82,03 % pour S1, 95,11 % pour S2 et 79,32 % pour S3. Lorsque le pH est
Iégérement moins acide (pH 3), une augmentation de la viabilité est observée : 84,99 % pour
S1, 97,67 % pour S2 et 82,14 % pour S3. Enfin, & pH 3,5, condition moins agressive, les
souches ont montré leur meilleure tolérance avec des taux de 93,36 % pour S1, 101,64 % pour
S2, et 88,06 % pour S3. La souche S2 se distingue nettement par sa forte capacité
d’ adaptation dans toutes les conditions acides testées, avec une viabilité supérieure a 95 % a
tous les pH, ce qui témoigne de son potentiel en tant que souche probiotique. Les souches S1
et S3 conservent également une bonne tolérance, mais |égerement inférieure a celle de S2,
notamment a pH 2. Ces résultats confirment gque les trois souches sont capables de survivre
dans des conditions acides, critére clé pour leur utilisation comme probiotiques.

Selon Mishra et Prasad (2005), les bactéries probiotiques doivent rester viables au
moment du passage au transit gastro-intestinal, et alors persister dans I'intestin afin de fournir
des effets bénéfiques pour I'hdte. Selon ces auteurs, avant d'employer une souche probiotique
il faut tester sa capacité de tolérer les conditions de I'appareil gastro-intestinal supérieur.

De méme, Millette et al. (2008) ont aussi rapporté que les bactéries lactiques doivent

survivre al'environnement acide de I'estomac afin d'atteindre I'intestin.

IV.2. Effet desselsbiliaires:

Comme les probiotiques sont généralement administrés par voie orae, leur capacité a
survivre aux conditions difficiles du tractus gastro-intestinal est essentielle. Par conséquent,
leur résistance a la présence de sels biliaires dans I’ intestin gréle est un critére important pour
la sélection des souches probiotique (Olgnik et al., 2005). Les résultats obtenus lors de cette

étude sont présentés dans le Tableau XI1 annexel | et lafigure 8.
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Figure 8: Taux de survie de trois souches de lactobacilles a différentes concentrations
desselshiliaires.

A (0,1%), toutes les souches ont montré une forte viabilité, avec une valeur maximale
de 94,94% pour la souches.

A (0,3%), la viahilité des trois souches est maintenue, bien qu’ une légere baisse soit
observeée, ce qui traduit une bonne résistance a une concentration modérée en sels biliaires.

A (0,5%) en sdls hiliaires, une différence notable entre les trois souches est observée ;
la S2 maintient un taux de survie élevé de 87,06%, tandis que les souches S1 et S3 présentent
une baisse plus marquée de viahilité, atteignant respectivement environ 67,34% et 74,42 %.

A la concentration de (0,1%) de sels biliaires, les trois souches éudiées ont montré
une bonne tolérance, avec des taux de survie de 90,24%, 86,42% et 94,94% respectivement.
Ces résultats sont comparables a ceux rapportés avec Bentahar et al. (2024), ou les taux de
survie variaient entre 89% et 97% pour différentes souches de Lactobacillus.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux rapportes par Anandharaj et al. (2015),
biliaires a (0,3) % avec 81,26%. Cependant les résultats rapportés par Park et Lim (2015),
sont |égérement supérieurs aux notres, avec des taux de survie alant jusgu’ a 96 a 97,4% pour
Lb. plantarum.

Song et al. (2015) et Adour et al. (2016) ont démontré la tolérance et |a croissance de
certaines souches de Lactobacillus spp testées sur du MRS supplémenté avec (0,3 %) de sels
biliaires. Cependant, Burns et al. (2008) ont montré que la plupart des souches de Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus et de Lb. delbrueckii ssp. lactis étaient sensibles aux sels biliaires.
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Les résultats obtenus par Bentahar et al. (2024), sont inférieurs aux nétres, avec un
taux de survie inférieur a 20% des souches de Levilactobacillus brevis (DCO01-A),
Lactiplantibacillus plantarum (DC04) et Levilactobacillus brevis (DC06).

La résistance aux sels biliaires est I’une des caractéristiques les plus importantes qui
permet aux lactobacilles de maintenir leur viabilité et d’ exercer leurs activités dans I’intestin
gréle (Hyronimus et al., 2000).

La capacité des bactéries lactiques a survivre en présence de sels biliaires est
considérée comme I'un des critéres essentiels pour la sélection des probiotiques, car elle
refléte leur aptitude a survivre et a se développer dans|’intestin gréle Mulaw et al. (2019).

On peut conclure que les souches étudiées ont montré une bonne tolérance aux sels

biliaires, ce qui pourrait refléter leur capacité d’ adaptation.

IV.3. Résultats du test d’ auto-agr égation des souches de lactobacilles

Le test d auto-agrégation permet d’'évaluer la capacité des cellules bactériennes a
S agréger entre elles au cours du temps. Cette propriété est considérée comme un critére
important dans la sélection de souches probiotiques. Dans cette étude, trois souches ont été
testées apres 1h, 2h et 24h d’incubation. Les pourcentages d' auto-agrégation obtenus ont été
représentés sous forme d histogramme (figure 9 et tableau XIII annexe I1). Afin de

visualiser I’ évolution de ce phénomene chez chague souche.

Figure 9 : Evolution du taux d auto-agrégation (%) des trois souches testées.
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L es résultats obtenus ont montré une augmentation progressive du pourcentage d’ auto-
agrégation au cours du temps pour I’ ensemble des souches testées. La souche S1 a présenté
une faible agrégation initiale a 1h (8 %), suivie d’une légere augmentation a 2h (10 %) et a
atteint un taux élevé de 83 % a 24h, traduisant une bonne capacité d’agrégation apres
incubation prolongée. La souche S2 a montré une évolution similaire avec 8 % a 1h, 12,9% a
2h et 77,6 % a 24h, indiquant également une bonne aptitude a s’agréger, bien que légérement
inférieure a celle des autres souches. Enfin, la souche S3 s est distinguée par les meilleurs
résultats, affichant dés 1h un taux de 10 %, qui a augmenté a 13 % a 2h et atteint 85 % a 24h.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Nivoliez et al. (2015), qui ont montré
gue le pourcentage d'auto-agrégation de Lb. rhamnosus Lcr35 était de (16%-31%) et (12%-
21%), respectivement, apres 3 et 5 h d'incubation a 37°C. Cependant, les résultats de Liu et
al. (2021) sont supérieurs aux notres, atteignant 75,98% pour Lb. brevis et 86,12% pour Lb.
plantarum apres 6 h d'incubation a 37°C.

Selon Khalil et al. (2018), la capacité d'auto-agrégation des bactéries lactiques est
classée comme bonne s le pourcentage est supérieur a 40% et mauvaise sil est inférieur a
10%. Selon les résultats de Lin et al. (2007), la capacité des souches probiotiques a sauto-
agréger augmente apres 20 a 24 heures d'incubation a 37 °C. Donc les souches étudiées sont
classées parmi celles ayant une bonne capacité d’ auto-agrégation.

Selon Luang-In et al. (2021), une capacité d'agrégation éevée peut étre classee
comme un bon indicateur dadhésion, qui permet la formation de liaisons entre les bactéries
probiotiques, empéchant la colonisation d'agents pathogéenes dans le tractus gastro-intestinal
de I'hGte.

IV.4. Résultats du test d’hydrophobicité
L’ hydrophobicité de la surface cellulaire des bactéries a été déterminée par |’ affinité
de ces dernieres au xylene. Les pourcentages d’ hydrophobicité des souches lactiques étudiées

sont présentés dans la figure 10 et tableau X1V annexel |
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Figure 10 : Pourcentages d’ hydrophobicité des souches lactiques étudi ées.

Les résultats obtenus montrent des valeurs élevées d’ hydrophobicité pour I’ensemble
des souches testées, allant de 60,4 % a 69,5 %. La souche S1 a présenté la valeur la plus
élevée, avec 69,5 %, indiquant une forte affinité pour les composés hydrophobes. La souche
S3 arrive en seconde position avec 65,6 %, un résultat également trés satisfaisant, montrant
gu’ elle possede aussi une bonne capacité d'interation avec les cellules de I'héte. Enfin, la
souche S2 présente une hydrophobicité légerement inférieure (60,4 %), mais qui reste dans
une plage jugée intéressante sur le plan fonctionnel.

L es résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Anwar et al. (2013) ades
pourcentages de 61,23% et 65,35% pour les souches Lb. pentosus et Lb. rhamnosus
respectivement. D’ autre part les résultats obtenus par Handa et Sharma (2016) et Ahmed et
al. (2021) sont moins importants que les ndtres, ou le pourcentage d’ hydrophobicité au xylene
était de 50,8% avec Lb. plantarum et 54% avec Lactiplantibacillus plantarum NPL1258
respectivement.

Les taux d’hydrophobicité au xyléne observés (60,4 % a 69,5 %) sont comparables a
ceux rapportés par Bentahar et al. (2024), qui ont obtenu des valeurs comprises entre 61,13
% et 76,52 % pour des souches de Levilactobacillus brevis et Lactiplantibacillus plantarum.
Cette proximité des résultats confirme la similarité des propriétés d’ adhésion entre les
différentes souches de lactobacilles étudiées.

Les bactéries sont hydrophobes si leur affinité pour le xylene est éevée (A%>40)
(Anwar et al., 2013) et considérées comme hydrophiles si elle est faible (A%<20) (Bellifa,
2014). D’ aprés (Ekmekci et al., 2009), I’ hydrophobicité de Lactobacillus sp est classée en
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trois groupes : hydrophobicité faible (0-35%), hydrophobicité modéré (36-70%),
hydrophobicité forte (71-100%).

Selon I'étude de Zeng et al. (2020), l'auto-agrégation forte présente une surface
hydrophobe, tandis que I'auto-agrégation faible est due a une surface hydrophile. Les résultats
obtenus permettent de conclure que les surfaces des souches S1, S2 et S3 sont hydrophobes.

L'hydrophobicité des surfaces bactériennes est une caractéristique importante pour le
maintien des bactéries dans le tractus gastro-intestinal. Cette caractéristique est 1'un des
paramétres permettant ['adhésion des bactéries probiotiques a la muqueuse (Celik et
Celebioglu, 2021). Selon Luang-In et al. (2021), I'nydrophobicité de la surface cellulaire est
liée al'adhérence microbienne aux hydrocarbures.

Selon Nakpheng et al. (2012), les lactobacilles possédant une surface cellulaire
hydrophile, fortement chargée négativement, présentent une faible capacité d adhésion,
contrairement a ceux ayant une surface hydrophobe et une charge négative plus faible, qui
montrent une forte adhérence. On en déduit que | hydrophobicité élevée observée chez les
souches (S1, S2 et S3) refléte une aptitude marquée a I’adhésion cellulaire, un critére
déterminant dans I’ évaluation de leur effet probiotique.

IV.5. Activité antioxydante

L’ activité antioxydante des souches lactobacilles isolées a éé évaluée par la méthode
de piégeage du radica DPPH. Le pourcentage d'inhibition refléte |a capacité de la souche a
neutraliser les radicaux libres. Les résultats obtenus pour les trois souches (S1, S2 et S3) sont

représentés dans I’ histogramme ci-dessous Figure 11 et tableau XV annexell.
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Figure 11 : Histogramme représentent |’ activité antioxydante des trois souches
étudiées (S1, S2 et S3).

Les résultats obtenus montrent que les trois souches testées présentent une activité
antioxydante significative. Les souches S1 et S2 ont montré un pourcentage d'inhibition
identique de 42,82 %, tandis que la souche S3 a affiché une valeur |égerement supérieure de
45,56 %. Cette capacité a piéger le radica DPPH indique que les souches sont capables de
produire ou de libérer des substances antioxydantes dans le milieu.

Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par Arasu et al. (2016) qui ont rapporté
un pourcentage de seulement 48,63 % pour la souche Lb. brevis P68 isolée a partir de
concombres marinés. Cependant, les résultats obtenus par Bentahar et al. (2024), avec des
valeurs allant de 56,6% a 68,56% qui sont supérieure aux notres.

IV.6. Activité acidifiante

L activité acidifiante est un critére technologique important pour les souches de
lactobacilles. Elle permet d'évaluer |a capacité des souches a produire des acides organiques,
principalement de I'acide lactique. Cette acidification progressive entraine une diminution du
pH et une augmentation de |'acidité titrable, mesurée ici par la méthode de Dornic. Cette
activité a été suivie au cours du temps (TO, 3 h, 6 h et 24 h) pour trois souches lactiques (S1,
S2 et S3) cultivées dans du lait écrémé. Les résultats ont été représentés sous forme d’'un
graphe (figure 12 et tableau XVI annexe I1), mettant en évidence I’ évolution du pH et de

I’ acidité Dornic pour chague souche.
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Figure 12: Variation du pH en fonction du temps des souches (S1, S2 et S3).

L’évolution du pH au cours du temps montre une |égére diminution chez les trois
souches lactiques. Pour la souche S1, le pH est passe de 6,68 a TO a 6,60 apres 24 heures
d’incubation. La souche S2 a présenté une baisse modérée, alant de 6,67 a 6,62, tandis que
pour la souche S3, le pH a diminué de 6,68 a 6,61. Ces variations restent tres faibles,
indiquant une activité acidifiante limitée.

Selon Lairini et al. (2014), les bactéries lactiques provoquent une diminution du pH
du lait de 6,5 a4,2 aprés 24 heures de fermentation.

Dans notre étude, les souches testées ont montré une faible activité acidifiante, avec
une diminution du pH comprise entre 6,66 et 6,60 apres 24 h dincubation dans du lait écréme.
En comparaison, |'éude de Kolosta et al. (2014) a montré une forte acidification du lait
stérile par Lb. plantarum 1812, avec une diminution du pH de 6,59 a 5,25 pendant la méme
période.

Hassaine et al. (2008). Ont également mentionné que la diminution du pH au cours du
processus de fermentation joue un réle essentiel dans les industries alimentaires. En effet, elle
favorise la coagulation du lait, conférant au produit une saveur et un arbme particuliers, tout
en agissant comme un inhibiteur de la prolifération des bactéries pathogenes.

L’ évolution de |’ acidité Dornic est présentée sur lafigure 13, tableau XVI annexell.
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Figure 13 : Variation du I’ acidité Dornic en fonction du temps des souches (S1, S2 et
S3).

En ce qui concerne I’ acidité titrable, exprimée en degrés Dornic, une augmentation
progressive a été observée pour les trois souches au cours de I’ incubation. La souche S1 est
passée de 24°D a 30°D, la souche S2 de 24°D a 29,5°D, et la souche S3 de 22°D a 29°D,
apres 24 heures. Cette évolution traduit une certaine production d'acides organiques.
Toutefois, I’augmentation reste modérée par rapport aux vaeurs généralement rapportées
pour des souches a fort pouvoir acidifiant. Ces résultats suggerent que les souches étudiées
possedent une activité acidifiante relativement faible, ce qui pourrait limiter leur intérét
technologique dans les fermentations rapides, bien qu’ elles puissent conserver un potentiel
probiotique intéressant dans d’ autres contextes.

Selon Boulouf (2016), les lactobacilles possédent un pouvoir acidifiant important avec
un degré d acidité, qui varie de 40°D a67°D apres 24h d’incubation a 37°C. Toutes les
espéces du genre Lactobacillus testées, présentent une production progressive en acide
lactique, cette derniére est accompagnée d’ un abai ssement du pH du milieu.

Une étude de Maghnia (2011), a montré un pouvoir acidifiant important des souches
de lactobacilles a59°D et un pH de 3,99, aprés une incubation a 37°C pendant 24 h.

D’ apres les études rapportées dans la littérature, nos souches ne présentent pas un pouvoir
acidifiant important. L’augmentation de I’ acidité titrable reste modérée, avec des vaeurs
allant de 21 a 30 °D selon la souche, ce qui reste inférieur aux seuils généralement observés

chez les souches fortement acidifiantes.
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Conclusion

Dans le cadre de ce travail, I'objectif a été d’'évaluer I’ activité antibactérienne et
guelques propriétés probiotiques des souches de lactobacille (S1, S2 et S3) d'origine

aimentaires.

L’ évaluation de I’ activité antibactérienne a révélé que certaines souches présentaient
un effet inhibiteur notable contre plusieurs souches pathogenes, ce qui a été mis en évidence
par le test des spots. En revanche, le test des puits n’a montré aucune zone d inhibition,
malgré plusieurs répétitions, ce qui suggére que les substances antimicrobiennes

potentiellement produites ne sont pas diffusibles ou stables dans |es conditions de ce test.

Concernant les propriétés probiotiques, les souches ont montré une bonne tolérance a
I'acidité gastrique et aux sels biliaires, ce qui est un critere fondamental pour la survie dansle
tractus gastro-intestinal. De plus, elles ont affiché une capacité d' auto-agrégation satisfaisante
apres 24 heures, ainsi gqu’un degré d hydrophobicité éevé (entre 60 et 69 %), suggérant une
aptitude a adhérer aux cellules intestinales. Cependant, I’ activité antioxydante mesurée par le
test DPPH s est avérée modérée, et |’ activité acidifiante de nos souches était faible, indiquant

une faible production d acide lactique au cours de la fermentation.

En conclusion, bien que nos souches présentent une activité acidifiante limitée et une
activité antioxydante modérée, elles possedent néanmoins des propriétés intéressantes en
termes d'activité antibactérienne, de tolérance aux conditions gastro-intestinales et de
potentiel d'adhésion. Cela justifie des recherches plus approfondies, notamment par des
analyses moléculaires, afin de mieux caractériser leur potentiel probiotique et leur securité
d étulisation.

Les résultats de notre étude permettant d’ ouvrir de nouvelles perspectives, pour compl éter

cetravail, nous proposons :

e Procéder a une identification moléculaire (par sequencage de I’ ARN 16S) des souches
lactiques utilisées, afin de déterminer avec précision leurs espéces et confirmer leur

appartenance au genre Lactobacillus.
e Rédiser une extraction et caractérisation des substances antimicrobiennes (acides

organiques, bactériocines, peroxyde d hydrogene...) pour expliquer |’ absence d’ effet
dans le test des puits et mieux comprendre leurs mécanismes d’ action.
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Conclusion

Etudier la possibilité d’ améiorer I’ activité acidifiante et antioxydante des souches par
I’ optimisation des conditions de culture ou en les combinant avec d’ autres souches

plus performantes.

Tester I'incorporation des souches dans des matrices aimentaires (yaourts, jus
fermentés, etc.) pour évaluer leur stabilité, efficacité et potentiel comme probiotiques
dans I’industrie agroalimentaire.

Evaluer I'innocuité (sécurité d utilisation) des souches avant toute application

industrielle ou thérapeutique.

Répéter le test des puits en améiorant la méthode, par exemple en utilisant le

surnageant concentré.
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Annexe |

Composition desmilieux de culture

Tableau | : Bouillon et gélose MRS (pH 6,5)

Composition Quantité (g/l)

Dextrose 20
Proténe de pentose 10
Extrait de beeuf 10
Extrait de levure 5
Acétate de sodium 5
Citrate d ammonium 2
Dipotassium phosphate 2
Tween 80 1
Sulfate de magnésium 0,1
Sulfate de manganese 0,05
Eau digtillée 1L

Tableau Il : Bouillon gélose nutritive (pH7, 4) (TM MEDIA)

Composition Quantité (g/l)
Agar 15
Peptone S
Chlorure de sodium 5
Extrait de beeuf 15
Extrait le levure 15
Eau distillée 1L

Tableau I11: Mueler-Hinton (pH 7,3) (Alliance BIO EXPERTISE)

Composition Quantité (g/l)
Peptone 17,5
Extrait sec d'infusion de beeuf 2
Amidon 15
Agar 17
Eau distillée 1L
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Tableau 1V: Glose EMB (7,2) (TM MEDIA)

Composition Quantité (g/l)
Agar 13,5

Peptone 10
Lactose 5
Saccharose 5
Phosphate dipotassique 2
Eosine Y 0,4
Bleu de méthylene 0,065
Eau digtillée 1L
Tableau V : Gélose Chapman (pH7,4) (TM MEDIA)

Composition Quantité (g/l)

D-mannitol 10
Chlorure de sodium 75
Digestat peptique de tissu animal 5
Digestat pancréatique de caséine 5
Extrait de beeuf 1
Rouge de Phénol 0,025
Agar 15
Eau distillée 1L

Composition des solutions
Tableau VI : Eau physiologique
Composition Quantité (g/l)

Chlorure de sodium (NaCl) 9
Eau digtillée 1
Tableau VII : Solution PBS (pH 7,4)

Composition Quantité (g/l)

Chlorure de sodium 8
Chlorure de potassium (KCl) 0,20
Phosphate disodique 1,44
Phosphate 0,24
Eau distillée 1L

Annexell : Résultats

Tableau | X : Résultats des diameétres des ZI (mm) obtenues par le test des spots al’ égard de

S.aureusl, S.aureus? et E. coli

S.aureusl

S.aureus?2

E. coli
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Essais 1 2 |3 Moyenne | 1 2 |3 | Moyenne | 1 2 |3 Moyenne
S1 O |0 |0 |0 10 |0 |O |3,33 15 |0 |16 | 10,33
S2 17 |0 |33 | 16,66 20 |0 |0 |6,66 18 |0 |0 |6

S3 0O |0 |42 |14 14 |0 |0 |4.33 16 |0 |10 | 8,66

Tableau X : Résultats des diamétres des ZI (mm) obtenues par le test des spots al’ égard de
K.pneumoniae, E.faecalis, P.aeruginosa

K.pneumoniae E.faecalis P.aeruginosa
Essais 1 2 |3 Moyenne | 1 2 |3 |Moyenne |1 |2 |3 | Moyenne
S1 16 |10 |0 |5,33 12 |0 |0 |4 0O |0 |0 |O
S2 0O |0 |11 | 3,66 11 |0 |0 | 3,66 0O |0 |0 |O
S3 17 |0 |0 |5,66 O |0 |17 |6 0O |0 |0 |O

Tableau XI : Moyennes de taux de survie de trois souches de | actobacilles a différents pH

Souche pH2, 5 pH3 pH3, 5

S

Essas |Essa | Essa | Moyenn | Essa | Essai | Moyenn | Essai | Essai | Moyenn
1 2 e 1 2 e 1 2 e

S1 77 87,06 | 82,03 77 92,93 | 84,96 95 91 93,36

S2 91 99,23 | 95,11 105 90,,35 | 97,67 116 87 101,64

S3 64 94,64 | 79,32 73 91,29 | 82,14 99 97,12 | 98,06

Tableau X1 : Moyenne de taux de survie de trois souches de lactobacilles a différentes
concentrations des sels biliaires

Souche 0,1% 0,3% 0,5%
S
Essas | Essail | Essai | Moyenn | Essa | Essai | Moyenn | Essa | Essai | Moyenn
2 e 1 2 e 1 2 e

S1 84,72 | 95,77 | 90,24 78,81 | 93,33 | 86,07 68,96 | 65,72 | 67,34
2 76,26 | 96,58 | 86,42 69,59 | 94,54 | 82,06 76,26 | 97,87 | 87,06
S3 101,6 | 88,20 | 94,94 79,92 | 96,22 | 88,07 49,95 | 98,89 | 74,42

9
Tableau X111 : Moyennes de % d’ auto-agrégation des trois souches de lactobacilles
Souches 1h 2h 24h
Essais |1 2 Moyenne | 1 2 Moyenne | 1 2 3 Moyenne
S1 7,71 | 849 |81 9,39 | 11,59 | 104 76 |86 |89 |838
S2 6,21 | 10,20 | 8,2 9,24 | 16,66 | 12,9 57 |87 |88 | 77,6
S3 11,64 | 868 | 10 12,17 | 14,23 | 13,2 73 |92 |91 |85,6
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Tableau X1V: Moyennes de % d’ hydrophobicité des trois souches de lactobacilles

Souches Xyléne

Essais 1 2 Moyenne

Sl 69,5 69,5 69,5

S2 59,01 61,82 60,41

S3 67,88 63,40 65,64

Tableau XV : Résultats du test activité antioxydante

Sl 42,82%

S2 42,82

S3 45,56

Tableau XVI : Résultats du test activité acidifiante

pH

Souch Oh 3h 6h 24h

es

Essais | 1 2 Moyen | 1 2 Moyen | 1 2 Moyen | 1 2 Moyen

ne ne ne ne

S1 6,6 | 6,7 | 6,68 6,6 | 6,6 | 6,64 65 | 6,6 | 663 6,5 | 6,6 | 6,60
3 3 0 8 9 7 7 4

S2 6,6 | 6,7 | 6,67 6,6 | 6,6 | 6,65 6,6 66 | 663 6,5 | 6,6 | 662
4 1 2 8 0 7 8 6

S3 6,6 | 6,7 | 6,68 6,6 | 6,6 | 6,65 6,6 |66 | 6,63 6,5 [ 6,6 | 6,61
3 3 1 9 0 7 8 |4

Acidité Dornic

Souches Oh 3h 6h 24h

Essas |1 |2 |Moyenne|1l |2 |Moyenne|1l |2 |Moyenne|1l |2 | Moyenne

Sl 2121 |21 27|25 | 26 29 |28 | 28,5 32 (30|31

S2 21 (21| 21 2326|245 26 | 28 | 27 28 | 31 | 29,5

S3 24 |20 | 22 26 |23 |245 27 |25 | 26 30 |28 | 29




Résumé
Ce travall a porté sur I'évauation de I'activité antibactérienne e de certaines propriétés

probiotiques de souches de lactobacille d' origine alimentaire.

Les tests réalises ont permis de mettre en évidence des capacités variables sdon les
souches. Le test des spots a montré une inhibition Claire vis-avis de certaines bactéries
pathogenes, alors que le test des puits n’'a révéé aucune zone d'inhibition. Les souches ont
présenté une activité antioxydante modérée, ains qu'une résistance acceptable a I'acidité
gastrique et aux sels biliaires, critéres importants pour la survie dans le tractus digestif. L’ activité
acidifiante a été jugée faible, ce gi pourrait limiter leur utilisation technologique dans certains
produits fermentés. Par ailleurs, les résultats des tests d hydrophobicité et d' auto-agrégation
suggerent un potentiel d'adhésion cdlulaire variable. Globdement, les résultats obtenus
permettant de considérer certains souches comme des candidats intéressantes pour un usage

probiotiques, en dépit de quelques limites observes.

Mots clés lactobacilles, activités antibacérienne, propriétés probiotiques, souches

pathogenes, résistance.

Abstract:
This study focused on evauating the antibacteriad activity and certain probiotic
properties of lactobacilli of food origin.

Various tests reveaed variable capabilities among the strains. The spot test showed clear
inhibition against some pathogenic bacteria, while the well diffuson test showed no visible
inhibition zones. The strains exhibited moderate antioxidant activity and acceptable resi stance to
gastric acidity and hile salts, which are essentid traits for survival in the gastrointestina tract.
The acidifying activity was relatively weak, possbly limiting their technologica use in
fermented products. Additionally, hydrophobicity and auto-aggregation tests indicated variable
adhesion potentid. Overall, some strains appear to be promising probiotic candidates, despite
certain limitations.

Keywords: Lactobacilli, antibacterid activity, probiotic properties, pathogenic strains, resistance.



