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 Annexe I : composition des milieux de culture  

 

1. Milieu solide (Gélose MRS) 

Gélose MRS pH=6.2 

Extrait de levure …………………………………………5g/L 

Extrait de viande …………………………………………10g/L 

Peptone …………………………………………………..10g/L 

Acétate de sodium ……………………………………….5g/L 

Citrate de sodium …………………………………………2g/L 

Glucose ……………………………………………………20g/L 

KH2PO …………………………………………………….2g/L 

MgSO4……………………………………………………..0,2g/L 

MnSO4 …………………………………………………0,05g/L 

Agar ………………………………………………………15g/L 

Tween80…………………………………………………1ml/L 

Eau distillée ……………………………………………...1000 ml  

Autoclaver à 120°C pendant 20 minutes 

 

2. Milieu liquide (Bouillon MRS) 

Bouillon MRS pH=6.2 

Peptone …………………………………………………...10g/L 

Extrait de viande …………………………………………8g/L 

Extrait de levure ………………………………………… 4g/L 

Glucose ………………………………………………….. 20g /L 

Acétate de sodium trihydraté ……………………………. 5g/L 

Citrate d’ammonium ………………………………………2g/L 

Tween 80…………………………………………………..1ml/L 

Hydrogénophosphate de potassium ………………………. 2g/L 

Sulfate de magnésium heptahydraté …………………….. 0,2g/L 

Sulfate de manganèse tétrahydraté ……………………...0,05g/L 

Eau distillée ……………………………………………..1000 ml  

 

Autoclaver à 120°C pendant 20 minutes 
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Eau physiologique 

Nacl………………………………………………………………………………………..9g 

Eau physiologique………………………………………………………………………1L 

 

Annexe III : les colorants  

 

Cristal violet  

Violet de gentiane…………………………………………….1g 

Ethanol à 96% ……………………………………………...10ml 

Eau distillé…………………………………………………..90ml 

Les 3 composants sont mélangés ensemble après agitation et 

filtration en aura le colorant  

 

 

Annexe III : les solutions  

 

Solution de PBS (pH 7.3) 

Na2HPO4 …………………………………………………….7mM 

NaH2PO4 …….. ……………………………………………...3mM 

NaCl………………………………………………………..130mM 

Eau distillé ……………………………………………………...1l 

                                           

Autoclaver à 120°C pendant 20 minutes 

 

Solution de PBS-citrate (pH 7.3) 

Na2HPO4 …………………………………………………….7mM 

NaH2PO4 …….. ……………………………………………...3mM 

NaCl………………………………………………………..130mM 

Citrate………………………………………………………2.34mM 

Eau distillé ……………………………………………………...1l  

Autoclaver à 120°C pendant 20 minutes 
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Annexe IV : coloration de Gram 

 

Coloration de Gram 

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :  

1- Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre ; 

2- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d‘eau, strier et 

sécher par passage rapide sur la flamme d‘un bec benzène ; 

3- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes ; 

4- Ajouté du lugol pendant 30 secondes ; 

5- Décoloré avec l’alcool 95% ; 

6- Laver à l‘eau distillée pendant 5 secondes 

7- Ajouter la fuschine et laisser pendant 15 à 30 secondes ; 

8- Laver à l‘eau;  

9- Après séchage  déposer une goutte d‘huile à immersion sur le frottis et observer 

au microscope à au grossissement (× 100).  

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues 

violettes en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent 

distinctement rosâtres. 

 

 

Annexe V : 

Tableau I : résultats d’absorption des souches Lactobacillus sur la microplaque en 

polystyrène : 

Les souches  A630 avant 

incubation 

A630 après lecture 

microplaque 

Adhésion 

Lactobacillus 16 Lb  0,426 

 

0,415 Forte 

Lactobacillus 12Lb  0.425 

 

0,115 Faible 

Lactobacillus 7Br 0,436 0,137 Faible 

Lactobacillus 9B 0,430 0,149 Modérée 
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Lactobacillus 

Plantarum  

0,531 0,319 Forte 

Lactobacillus 8Lb1 0,445 0 ,464 Forte 

 

Tableau II : Résultats de la DO et le pourcentage d’hydrophobicité des souches 

Lactobacillus. 

Les souches DO initial =450 DO final=450 % 

Lactobacillus 16 Lb  0,520 0,375 27,88 

Lactobacillus 12Lb  0,541 0,436 19,40 

Lactobacillus 7Br 0,637 0,311 51,17 

Lactobacillus 9B 1,277 1,082 15,27 

Lactobacillus Plantarum  0,162 0,151 06,79 

Lactobacillus 8Lb1 0,943 0,411 56,41 

 

Annexe VI  

Tableau I: Identification de la souche Lactobacillus 8Lb1. par API50CH 

 24h 48h 

0 TEMOIN - - 

1 Glycerol - - 

2 Erythritol - - 

3 D-Arabinose - - 

4 L-Arabinose + + 

5 D-Ribose +/- + 

6 D-Xylose + + 

7 L-Xylose - - 

8 D-Adonitol - - 

9Methyl-βD-

Xylopyranoside 

- - 

10 D-Galactose - +/- 

11 D-Glucose + + 
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12 D-Fructose + + 

13 D-Mannose + + 

14 L-Sorbose - + 

15 L-Rhamnose - - 

16 Dulcitol - - 

17 Inositol - - 

18 D-Mannitol - - 

19 D-Sorbitol - +/- 

20Méthyl-αD-

Mannopyranoside 

- - 

21Méthyl-αD-

Glucopyranoside 

- - 

22 N-Acetyl-Glucosamine - - 

23 Amygdaline - - 

24 Arbutine - - 

25 Esculine citrate de fer + + 

26 Salicine - +/- 

27 D-Celiobiose - + 

28 D-Maltose - + 

29 D-lactose - +/- 

30 D-Melibiose - - 

31 D-Sacharose + + 

32 D-Trehalose - - 

33 Inuline - - 

34 D-Mélézitose - - 

35 D-Raffinose - - 

36 Amidon - - 

37 Glycogène - - 

38 Xylitol - - 

39 Gentiobiose - +/- 

40 D-Turanose - - 

41 D-Lyxose - - 

42 D-Tagatose - - 
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43 D-Fucose - - 

44 L-Fucose - - 

45 D-Arabitol - - 

46 L-Arabitol - - 

47 Potassium Gluconate - - 

48 Potassium 2-   

Cétogluconate 

- - 

49 Potassium 5-

Cétogluconate 

- - 

 

 



                                                                                                                                                                           

Résumé  

Lactobacillus sont des bactéries à Gram positive, appartient au groupe des bactéries 

lactiques. Une propriété importante de ces microorganisme est leur capacité d’adhérés aux 

différentes surfaces.  

Dans ce travail, 6 souches de Lactobacillus ont été testé il s’agit de : Lactobacillus 

12Lb,  Lactobacillus 8Lb1,  Lactobacillus 16 Lb,  Lactobacillus 7Br,  Lactobacillus 9B,  

Lactobacillus plantarum. Parmi celle-ci, 3 souches démontrant une forte adhésion au 

microplaque en polystyrène et aux cellules épithéliale. Le test d’hydrophobicité a permis 

de révélé leur potentiel le plus élevés qui est d 56,41%  pour  Lb. plantarum et de 51,17% 

pour  Lactobacillus 8Lb1, et chez Lactobacillus 16Lb avec 27,88%.   

L’ensemble des résultats de la présente étude, nous a permis de montré la capacité 

d’adhésion de certain souches Lactobacillus aux surface abiotique (polystyrène) et biotique 

(cellules épithéliales) et leurs propriétés d’hydrophobicité. 

Mots clés : bactéries lactique, Lactobacillus, adhésion, hydrophobicité.  

 

Abstract  

Lactobacillus are Gram-positive bacteria, belongs to the group of lactic bacteria. 

An important property of these microorganisms is their ability to adhere to the different 

surfaces. 

In this work, 6 Lactobacillus were tested: Lactobacillus 12Lb, Lactobacillus 8Lb1, 

Lactobacillus 16 Lb, Lactobacillus 7Br, Lactobacillus 9B, Lactobacillus plantarum. 

Among these, 3 strains demonstrating imported adhesion to the polystyrene microplate and 

the epithelial cells, the hydrophobicity test revealed their highest potential, which is 

56,41% for Lb. Plantarum and 51,17% for Lactobacillus 8Lb1, and Lactobacillus 16Lb 

with 27,88%. 

The results of this study allowed us to show the adhesion of certain Lactobacillus 

strains to the abiotic (polystyrene) and biotic (epithelial cells) surfaces and their 

hydrophobicity properties. 

 

Key words: lactic bacteria, Lactobacillus, adhesion, hydrophobicity. 
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Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogène de microorganismes produisant 

de l’acide lactique, comme produit principal du métabolisme. Elle colonisent de nombreux 

produits alimentaires comme les produits laitiers, et font partie de la flore intestinale et 

vaginale humaine ou animale (Stiles et al., 1997 ;  Klaenhammer et al., 2005). Elles 

regroupent plusieurs genres bactériens parmi eux les Lactobacillus. 

 

Le genre Lactobacillus est le plus important de groupe des bactéries lactique, qui 

comprend au moins 145 espèces reconnues, qui présentent une diversité phylogénétique, 

phénotypique et écologique extrême (Corrieu et Luquet, 2008 ; Barinov et al., 2011). 

Une propriété importante de ces microorganismes est leurs capacités d’adhérées aux 

surfaces solides, qui a été étudiée par différentes méthodes tel que la microplaque en 

polystyrène. Ce qui est déterminé par les propriétés physico-chimiques (hydrophobicité) de 

ces bactéries et leur interaction avec ces surfaces solides (Virginia et al., 2005).   

 

Les Lactobacillus sont capables d’adhérer aux cellules épithéliales du tractus 

intestinale (Vesterlund et al., 2005; Gueimonde et al., 2006 ; Kučan et al., 2012). Les 

protéines présentés en surface de ces bactéries sont parmi les acteurs majoritaires de 

l’adhésion, qui peuvent adhérer aux surfaces biotiques (cellules intestinales) (Archibald et 

al., 1993 ;  Buck et al., 2005).  

 

Une corrélation à été trouvé entre l’adhérence des Lactobacillus au polystyrène et 

l’hydrophobicité de la surface cellulaire (Rosenberg, 1981).    

 

Le présent travail a pour objectif d’étudié la capacité des souches Lactobacillus 

d’adhérer à la microplaque en polystyrène, et aux cellules épithéliales. Une API50 est 

utilisé pour indiqué le profile de fermentation des sucres pour la souche la plus importante, 

qui exprime un degré élevé d’adhésion. 

 

Pour bien aborder le thème, ce manuscrit est scindé en trois parties. La première 

sera consacrée a une synthèse bibliographique qui porte sur les connaissances actuelles des 

bactéries lactiques et Lactobacillus, et leurs propriétés d’adhésions. La seconde partie 

présente le matériel et les méthodes mis en œuvre dans le cadre de réalisation des tests 

d’adhésion, sur surface biotique et abiotique, et identification de la souche la plus active 
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via une galerie API50 CH. Les résultats obtenus au cours de cette étude seront ensuite 

exposés et discutés dans la troisième partie.  

Enfin, nous présentons les principales conclusion de ce travail et les ouvertures vers 

de nouvelle voies de recherche.  

 



 

 

 

 

Synthèse 

bibliographique 
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1. les bactéries lactiques 

       1.1. Généralités et caractéristique 

       Les bactéries lactiques sont de très anciens microorganismes (Drider et Prevost, 

2009). Ce groupe a été défini pour la première fois par Orla-Jensen (1919). Il réunit 

plusieurs genres caractérisés par leurs capacités à fermenter les glucides en produisant de 

l’acide lactique (Novel, 1993). 

        Ces bactéries sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes 

(Dellaglio et al., 1994). Ce sont des microorganismes à Gram positifs, non sporulants, 

immobiles, anaérobies mais aérotolérants et ne possédant pas de catalase, de nitrate 

réductase, et de cytochrome oxydase. Elles ne liquéfient pas la gélatine et ne produisent 

pas d'indole, ni d'hydrogène sulfureux. Ce sont des cocci ou des bâtonnets, de forme 

variante d’un long et mince bâtonnet parfois courbé à court coccobacille souvent 

coryneforme ou sphérique, exigeant en facteurs de croissance, acides aminées, bases 

nucléiques, acides gras, peptides, sels, vitamines (Larpent, 1989; Schleifer, 2009).   

        Toutes les bactéries lactiques possèdent un métabolisme fermentaire, leur permettant 

en utilisant des sucres fermentescibles, de produire principalement de l’acide lactique mais 

aussi d’autres acides organiques (acide acétique, acide formique) (Dellaglio et al., 1973; 

Raynaud, 2006). Sur la base des caractéristiques de fermentation, ces microorganismes 

sont capable de fermenter les glucides en produisant de l’acide lactique sous les deux 

formes lévogyre et dextrogyre. Cette fermentation peut être homolactique (70 à 90% 

d’acide lactique) ou hétérolactique (50% d’acide lactique, l’acide acétique, l’éthanol et le 

CO2) ( Leveau et Bouix, 1993). 

        Les bactéries lactiques regroupent plusieurs genres bactériens : Lactobacillus, 

Bifidobacterium, Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, 

Carnobacterium, Oenococcus, Weissella, Aerococcus, Tetragenococcus, Vagococcus 

(Carine et Tonart, 2009). 

        Elles sont ubiquistes, se trouvent dans différentes niches écologiques (lait, les produits 

laitiers, viande, le poisson, les végétaux…), mais d’autres sont aussi membres de la flore 

normale de la bouche, les muqueuses humaines et animales, dans le tractus digestif, et le 
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vagin des mammifères (Drouault et Corthier, 2001; Salminen, 2004; Carina Audisio et 

al., 2010).  

        Ces microorganismes sont depuis des siècles associés à l’alimentation. Ils sont tolérés 

par l’Homme et les animaux (Ström et al., 2005). Ces bactéries sont  considérées comme 

GRAS (Generally Recognized As Safe), excepté certaines espèces d’entérocoques et 

certains ont obtenu le statut QPS ( Quality Presumption of Safety) (Streit, 2008).  

       1.2. Taxonomie et classification  

        Depuis la description du bacterium lactis (actuellement lactococcus lactis), la 

taxonomie des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles 

espèces a augmenté énormément au cours de ces dernières années. Les réorganisations 

effectuées ont contribué à fusionner des espèces en une seule, ou identifier une espèce 

comme un nouveau genre (Pot, 2008). 

        Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des Firmucutes, à la classe des bacilli 

et à l’ordre des Lactobacillales (De vos et al., 2009). Cet ordre comporte 33 genres répartis 

entre six famille qui sont : Lactobacilliaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaccae, 

Enterococcaceae, Enterococcaceae, Leuconostococcae et Streptococcaceae classées en se 

basant sur les analyses phylogénétiques des séquences de l’ARNr 16S (Ludwig et al., 

2009). 

2. Lactobacillus  

        Le genre Lactobacillus regroupent de nombreuses espèces bactériennes, comprend 

actuellement, au moins 145 espèces reconnues qui présentent une diversité phylogénétique, 

phénotypique et écologique extrême (Corrieu et Luquet, 2008 ; Barinov et al., 2011).  

        Les Lactobacillus sont des bactéries  à Gram positif,  en forme bacille long et fin au 

coccobacille en passant par la forme bâtonnet court ou légèrement flexueux, souvent 

groupés en chaîne, non sporulés et généralement immobiles ( Siegumfeldt et al., 2000 et 

Singh et al., 2009 ). Ils sont de catalase négative, certains ont une pseudocatalase, 

dépourvus de cytochrome. Généralement, nitrate réductase négative, gélatinase négative et 

ils sont microaérophiles ou anaérobies (Prescott et al., 2003). 

 

 



 Partie II  Synthèse bibliographique 

 

 

5 

       2.1. Caractères culturaux et exigences nutritionnelles  

        La plupart des Lactobacillus se développent à un optimum de température situé entre 

30 et 40°C. Certaines souches de lactobacilles dites « thermophiles » restent viables à 55°C 

(Adams et Moss, 2000; Tailliez, 2004). Ils se développent au mieux dans des conditions 

acides, quand le pH avoisine les 4,5 à 6,4, mais leur croissance s’arrêté lorsque le pH 

avoisine 3,5 (De Vos et al., 2009). 

        Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles très complexes en acides aminés, 

en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 

1990 ; Leclerc et al., 1994). Ces bactéries sont classées selon De Man et al. (1960) ; De 

Vos et al. (2009) comme suit : 

 

2.1.1. Exigences en vitamines 

        Toutes les espèces ont un besoin absolu en vitamines telles que la pantothenate (B5), 

en niacine (B3) et en cobalamine (B12). Les déficiences en vitamine B12 peuvent induire 

une diminution de la synthèse de l’ADN et entrainer des changements morphologiques et 

les cellules deviennent filamenteuses. Une telle élongation cellulaire a été observée avec 

Lb. helviticus sp jugurti lors de déficiences en cobalamine (B12), ou en acide folique. 

 

2.1.2. Exigences en bases azotées 

        Dans les milieux synthétiques, les lactobacilles, exigent la présence d’adenine, de 

cytosine, de désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et d’uracile. Ces exigences sont 

variables selon les espèces. 

 

2.1.3. Exigences en cations 

         Les ions Mg2+ et Mn2+ ou Fe2+ sont nécessaires pour la croissance des lactobacilles. Il 

a été démontré que le manganèse et le magnésium interviennent comme activateurs d’un 

grand nombre de réactions enzymatiques, et comme stabilisateurs de la structure des acides 

nucléiques, de l’intégrité des ribosomes et de la membrane cellulaire des lactobacilles. 

 

       2.2. Habitat  

        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, bière, vin, 

fruits et jus de fruits …etc) (Stiles et Holzapfel, 1997). 
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        Les lactobacilles constituent, entre autres, une part importante du microbiote Humain 

et animal. Chez l’Homme sain, ils se retrouvent tout au long du système digestif : de la 

bouche au côlon. Les espèces les plus rencontrées sont : Lb. salivarius, Lb. plantarum,  

Lb.brevis, le groupe Lb. casei, Lb. gasseri, Lb. reuteri, Lb. fermentum, Lb. vaginalis et Lb. 

ruminis (Reuter, 2001; Eckburg et al., 2005 ; Walter, 2008; Ozgun et Vural, 2011). 

 

       2.3. Taxonomie et classification des lactobacilles  

        Le genre Lactobacillus à été subdivisé selon leur type fermentaire en trois groupes 

selon la classification d’Orla-Jensen (1919) : 

Groupe I : Thermobacterium 

        Ce groupe rassemble les espèces homofermentaires obligatoires. Ces bactéries se 

développent à 45°C. Il est constitué d’espèces thermophiles qui participent à la 

fermentation des produits laitiers comme : Lb. delbrukii, et Lb. helviticus, et celles qui sont 

présentes chez l’Homme et les animaux qui participent à l’équilibre de la microflore de 

l’organisme tel que :  Lb.acidophilus et Lb. gasseri. 

Groupe II : Streptobacterium 

        Ce groupe comprend les espèces hétérofermentaire facultatif. Ces espèces 

métabolisent les hexoses en acide lactique par la voie homofermentaire d’Embden-

Meyerhoff-Parnas, et dégradent les pentoses par voie hétérofermentaires en acides 

lactique. Elles ne produisent pas de CO2 lors de la fermentation du glucose, mais elles en 

produisent lors de la fermentation du gluconate. Ce groupe constitué des espèces 

mésophiles intervenant dans la fermentation des produits carnés et céréaliers comme : Lb. 

curvatus, Lb.casei, Lb. plantarum, Lb.sakei. 

Groupe III : Betabacterium 

        Ce sont des Lactobacillus hétérofermentaires obligatoires. C’est un groupe qui 

rassemble des espèces relativement hétérogènes, surtout mésophiles comme : Lb. 

fermentum, Lb. brevis, Lb. sanfransisco qui font partie de la flore des levains de 

panification et Lb. kéfir isolé du grain de kéfir. 

        L’hétérogénéité est reflétée par le type de pourcentage moléculaire GC% de l’ADN 

des espèces inclues dans ce genre. La série varie de 32-55% (Schleifer et Ludwig, 1995 

;Axelsson, 2004 ; Hammes et Hertel, 2006). Le tableau I montre les caractéristiques  
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qui distingue entre les trois groupes, et quelques espèces les plus connues de chaque 

groupe. 

Tableau I: Répartition du genre Lactobacillus (Axelsson, 2004). 

Caractéristiques  Groupe I : 

homofermentaires 

obligatoires 

(Thermobacterium) 

 

Groupe II : 

hétérofermentaire 

facultatif 

(Streptobacterium) 

 

Groupe III : 

hétérofermentaires 

obligatoires 

(Betabacterium) 

Fermentation du 

pentose 

- + - 

CO2 à partir du 

glucose 

- - + 

CO2 à partir du 

gluconate 

- +a +a 

FDP aldolase 

présente 

+ + - 

Phosphokétolase 

présente 

- +b + 

Exemple 

d’espèces 

Lb. acidophilus Lb.casei Lb. brevis 

 Lb. delbrückii     Lb. curvatus Lb. buchneri 

 Lb. helveticus   Lb. plantarum Lb.fermentum 

 Lb. salivarus Lb.sakei Lb. reuteri 

a pendant la fermentation. 

b inductible par les pentoses. 

 

3. Identification  

        L’identification d’espèces de lactobacilles peut être difficile à réaliser par les 

méthodes biochimiques en raison du très grand nombre d’espèces existantes. Elle repose 

essentiellement sur des tests de fermentation des sucres. La galerie API 50 CH avec 

l’utilisation du milieu pour les lactobacilles, est la méthode biochimique la plus utilisée et 

probablement la plus fiable (Roissart et Luquet, 1994 ; Ozgun et Vural, 2011). 
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4. Adhésion des Lactobacilles 

        L’adhésion est une action qui se caractérise par l’ensemble des phénomènes 

physicochimiques et biologiques, permettant à une bactérie de s’unir à une surface de 

façon durable (Quirynen et Bollen, 1995). Elle dépend de :  

    - L’environnement (température, pH) ; 

    - L’aspect et la rugosité de la surface ;  

    - Le caractère hydrophile ou hydrophobe des bactéries ; 

    - Les charges de surface et même la force ionique du milieu ; 

    - La présence de structures spécifiques à la surface des bactéries. 

       4.1. Rappels sur la structure de la paroi des lactobacilles 

        L’enveloppe des cellules bactériennes à Gram positif  tels que les lactobacilles, est 

constituée d’une membrane cytoplasmique recouverte d’une couche épaisse de 

peptidoglycane (PG) de 30 nm d’épaisseur environ, bien que cette dernière puisse varier en 

fonction des conditions de croissance. Les PG sont entourés d’une couche secondaire de 

polymères tels que les polysaccharides (Rogers, 1984) (figure 1).  

        Le réseau de PG est constitué de chaînes d’unités répétitives de disaccharides d’acides 

N-acétylglucosamine et N-acétylmuramique. Ces chaînes polysaccharidiques sont 

réticulées par de courts ponts pentapeptidiques (L-alanine, D-glutamate, L-lysine, D-

alanine, D-alanine). Toutefois, la composition de cette partie peptidique peut varier entre 

les espèces bactériennes. Notamment chez certaines souches de Lactobacillus tels Lb. 

plantarum et Lb. casei, le résidu D-alanine terminal peut être substitué par un résidu D-

lactate (Ferain et al., 1996 ; Handwerger et al., 1994).  

 

 Figure 1 : Représentation  schématique de la paroi des bactéries à Gram positif  

(Delcour et al., 1999). 
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          Il existe des protéines associées à la surface de ces bactéries, de manière non-

covalente (couche S) (Bath et al., 2005 ; Sleytr et al., 1993), une autre famille de 

protéines liées de manière covalente à la paroi est constituée par les lipoprotéines(Navarre 

et Schneewind, 1999). 

       4.2. Facteurs d’adhésion  

            4.2.1. Facteurs physico-chimique  

        L’hydrophobie d’une bactérie est due en grande partie à la nature des composés 

présents à sa surface et utiles pour l’adhésion (Rosenberg et Doyle, 1990). Il ya des 

travaux consacrés à l’étude de l’adhésion, sur des cellules intestinales de la lignée Caco-2, 

de lactobacilles ainsi que  la souche de Lb. plantarum 423 possédant une l’hydrophobie de 

plus de 50%, adhérent toutes de manière significative aux cellules Caco-2. Tous ces 

constats récents sont corroborés par les études antérieures de Savage (1992), et Schillinger 

et al. (2005). L’ensemble de ces auteurs conclut sur l’impossibilité d’établir une relation 

directe entre une propriété donnée de la surface bactérienne, et la capacité des 

microorganismes à s’adsorber sur des cibles du tractus gastro-intestinal tels que le mucus 

ou une lignée de cellules épithéliales. 

         La paroi bactérienne des lactobacilles présente une charge électrique globale 

relativement négative à pH physiologique, et plus on tend vers les pH acides plus on se 

rapproche du point Isoélectrique de la bactérie, valeur de pH à laquelle sa mobilité 

électrophorétique est nulle. Une charge nette faiblement négative semble favoriser 

l'adhésion sur plusieurs surfaces cibles (Giaouris et al., 2009). Cependant, très peu de 

travaux ont été rapportés dans la littérature, concernant la relation entre la charge électrique 

globale de surface et la capacité d’adhésion des lactobacilles. 

        L’adhésion des bactéries lactiques probiotiques aux cellules intestinales tel que 

lactobacilles mettent en place un mode d’attachement plus stable et plus spécifique, dû à la 

présence au niveau de leur paroi, d’entités moléculaires présentant une affinité pour 

certains des constituants de la cible. Parmi les structures moléculaires de la surface de la 

paroi, impliquées dans l’adhésion, existent des protéines, des acides lipotéichoïques, des 

lipides (Nousiainen et Setälä, 1998) ou des appendices externes (lectines), et (ou) des 

polymères  extracellulaires tels que les polysaccharides (Busscher et Weerkamp, 1987). 
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            4.2.2. Structures protéiques  

 Protéines sortase-dépendantes 

        Les facteurs de surface de la famille des protéines sortase-dépendantes (PSD) 

comportent un peptide signal N-terminal pour le transport à travers la membrane plasmique 

et un motif d’ancrage C-terminal reconnu spécifiquement par les sortases, clivé et lié de 

façon covalente au peptidoglycane de la paroi bactérienne. Plusieurs PSD sont a ce jour 

apparues comme des déterminant de la capacité de diverses souches de lactobacilles. Parmi 

celles-ci la protéine de type lectine, spécifique du mannose, de Lb. plantarum WCFS1 

(Pretzer et al., 2005). Ainsi la protéine Mub de Lb. acidophilus NCFM, ont été identifiées 

comme adhésines du mucus (Buck et al., 2005). 

 Couche S 

        Les protéines de la couche S ou "S-layer proteins" (SLP) forment une catégorie 

spéciale de protéines associées à la paroi de manière non-covalente. Elles sont constituées 

d’une sous unité protéique unique d’une masse moléculaire allant de 40 à 200 kDa, qui 

s’associent entre elles pour former des feuillets en structure bidimensionnelle, et 

paracristalline (Sleytr et al., 1993). Les "S-layers proteins" s’organisent à la surface des 

cellules bactériennes de façon à former une couche qui peut avoir une fonction de 

protection pour le microorganisme. Les protéines de la couche S se lient de manière non 

covalente à la paroi bactérienne, et peuvent être ainsi dissociées par des agents altérant les 

liaisons hydrogène, ainsi que par des agents chaotropiques comme le chlorure de lithium, 

et le chlorure de guadinine (Pum et Sleytr, 1999 ; Sleytr et Beveridge, 1999).  

        Chez certaines bactéries probiotiques, les protéines de la couche S présentent un ou 

plusieurs domaines N-terminaux (appelés "S layer domains" ou SL), responsables de 

l’adhésion a d’autres constituants de la paroi, tels que les acides 

teichoiques/lipotéichoïques, ou les polysaccharides (Mesnage et al., 2000). Il arrive 

qu’aucun domaine SL ne soit détecté au niveau de la protéine de la couche S, dans ce cas, 

des régions N- ou C- terminales de la séquence joueraient le rôle de domaine de fixation à 

la paroi (Ävall-Jääskeläinen et Palva, 2005). 

       Les protéines de la couche S sont fréquemment rencontrées chez les lactobacilles du 

groupe Lb. acidophilus, Lb. crispatus, Lb. amylovorus et Lb. gallinarum, mais elles sont 

absentes chez Lb. gasseri et Lb. johnsonii (Masuda et Kawata, 1983). Les séquences des 
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gènes codant pour ces protéines chez les souches Lb. brevis (Vidgrén et al., 1992), Lb. 

acidophilus (Boot et al., 1993, 1995), Lb. crispatus (Ventura et al., 2000) et Lb. helveticus 

(Callegari et al., 1998 ; Ventura et al., 2000) sont connues et sont déposées dans les bases 

de données. 

 Pili 

Les pili sont des structures filiformes, composées de centaines de copies d’une sous- 

unité protéique structurale. Des adhésines peuvent être associées à cette sous-unité 

protéique majeure, ou à des composés fimbriaux mineurs, et ainsi se retrouver sur 

l’extrémité des pili, ou sur toute leur longueur, comme rapporté chez Lb. rhamnosus GG 

pour des adhésines du mucus humain (Kankainen et al., 2009). 

            4.2.3. Les acides téichoïques et les EPS 

        Ces molécules ont aussi été impliquées dans l’adhésion de certaines souches, à travers 

notamment la formation de biofilms. Il était souligné l’importance des gènes dltA et dltD, 

qui participent à la D-alanylation des acides téichoïques, dans la tolérance au stress acide 

de Lb. reuteri 100-23 et Lb. rhamnosus GG. En fait, les analyses phénotypiques des 

mutants correspondants ont également fait état d’une diminution de la formation de biofilm 

dans le tractus digestif murin pour Lb. reuteri 100-23 (Walter et al., 2007), et d’une 

augmentation de cette formation de biofilm sur du polystyrène chez Lb. rhamnosus GG 

(Perea Vélez et al., 2007). Cette pléiotropie laisse suggérer une contribution non 

spécifique des acides téichoïques, à la capacité d’adhésion de ces souches, notamment à 

travers leur caractère hydrophobe fonction de leur degré de substitution par la D-alanine 

(Delcour et al., 1999). 

        Les EPS, quant à eux, semblent jouer un rôle singulier dans la formation de biofilms. 

En participant à des interactions intercellulaires, ils peuvent faciliter la formation de 

microcolonies, sachant que cette dernière dépend également d’autres facteurs intrinsèques 

et extrinsèques (Branda et al., 2005). Chez Lb. plantarum WCFS1, un régulateur de 

réponse lamA associé à un SRDC contrôlant la production d’EPS, s’est révélé capital pour 

la formation de biofilm (Sturme et al., 2005). De plus, deux analyses mutationnelles ont 

confirmé le lien étroit entre la capacité de la souche Lb. rhamnosus GG à synthétiser des 

EPS, et son aptitude à former ces biofilms (Lebeer, 2007; Lebeer, 2009).  

        Cette faculté peut représenter un avantage compétitif pour la colonisation de l’hôte. A 

l’inverse, les EPS qui peuvent également avoir un effet négatif sur les propriétés 
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d’adhésion des cellules, en masquant les andésines de surface et limitant leur activité, 

comme suggéré par une étude menée chez Lb. johnsonii NCC533 où l’inactivation d’un 

ensemble de gènes intervenant dans la biosynthèse d’EPS à amélioré la persistance de la 

souche in vivo (Denou et al., 2008). 
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1. Objectif du travail  

        L’objectif de ce travail, est porté  sur l’étude de la capacité de certaines bactéries 

lactiques du genre Lactobacillus d’adhérer à la microplaque en polystyrène, et sur les 

cellules épithéliales. 

        Cette étude a été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie générale 

(bloc09) de l’université de Bejaia, sous la direction et l’orientation du Mme Benachour. K. 

durant la période allant du mois février au moi mai 2017. 

2. Origine des souches  

        Les six souches utilisés dans cette étude font partie de collection des souches du 

Laboratoire de microbiologie de l’Université de Bejaia, elles ont été isolé et identifier par 

Mme Benachour puis conservé sur bouillon MRS (pronadisa, spain) à 4°C. Les noms et 

l’origine de ces souches sont présentés dans le tableau II. 

Tableau II : Présentation des souches testées et leurs origines  

Abréviation Souches Origines 

S1 Lactobacillus 12Lb                     Lben (Aokas) 

S2 Lactobacillus 8Lb1 Lben (Aokas) 

S3 Lactobacillus 16 Lb  Lben (Bejaia) 

S4 Lactobacillus 7Br                         Beurre (Aokas) 

S5 Lactobacillus 9B                           Beurre (Aokas) 

S6 Lactobacillus Plantarum  Beurre (Bejaia) 

 

3. Revivification et vérification de la pureté des bactéries  

 

3.1. Revivification des bactéries   

        La revivification a été réalisé par un transfère d’un ml des cultures, qui ont été 

conservé sur boillon MRS à 4°C, dans des tubes de 9ml du boillon MRS (pronadisa, spain) 

à pH 6.2 avec une incubation à 30°C pendant 24h. 

Cette opération est répétée au minimum 2 fois, afin d’avoir des cultures fraiche. 
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3.2. Vérification de la pureté de souches utilisées  

        Apres avoir effectués des repiquages successifs sur boillon MRS, la pureté est vérifiée 

par ensemencement en stries sur gélose MRS (pronadisa, spain), l’incubation est faite à 

30°C pendant 48h, jusqu'à l’obtention des colonies bien distinctes. 

Apres l’incubation, la pureté  est vérifié par observation macroscopique et microscopique. 

3.2.1. Caractérisation macroscopique  

        Se fait par observation direct de l’aspect, la taille, la forme et même la couleur des 

colonies de chaque souche de Lactobacillus sur la gélose MRS. 

3.2.2. Caractérisation microscopique  

        L’examen microscopique a été effectué après coloration de Gram des colonies, sur 

une culture jeune de 48h à 30°C. Ce test permet d’observer la morphologie des cellules,  

leur mode de regroupement et le type de Gram. 

3.2.3. Réalisation du test de catalase  

        Une goutte d’eau oxygénée à 10% (THERALAB) a été déposé sur une colonie bien 

isolée, développée pendant 48h. 

        Le résultat est immédiat ; se manifeste par une effervescence qui indique un 

dégagement gazeux (O2) si la catalase est présente (Guirand, 1998 ; Prescott et al., 2003). 

4. Préparation de l’inoculum standard des souches de Lactobacillus  

  Afin de pouvoir étudier l’adhésion de ces souches choisies, une standardisation des 

inocula est indispensable:  

Les souches de Lactobacillus sont ensemencées en strie sur gélose MRS. Après une 

incubation de 48h à 30°C, 2 à 4 colonies bien isolées sont repiquées dans 9ml de bouillon 

MRS, puis incubé à 30°C pendant 24h. 

  Des dilutions décimales sont réalisés dans des tubes de 9ml de l’eau physiologique 

(10-1…10-8), et 1ml de chaque dilution, est ensemencé en masse dans une gélose MRS  

Un dénombrement est effectué après incubation à 30°C pendant 48h  (Figure 2) 
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Formule de dénombrements:   
∑C 

(n 1(0.1)+n2) d
  ufc/ml 

∑C : Somme des colonies comptées sur les deux boites retenues 

n 1 : Nombre des boites de la première dilution  

n 2 : Nombre des boites de la deuxième dilution  

d : la première dilution 
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        1ml  

   

3 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 2 : Standardisation de l’inoculum des souches de Lactobacillus dans un milieu 

MRS   
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5. Tests d’adhésion 

5.1.  Adhésion à la microplaque en polystyrène  

        L’adhésion aux surfaces est un paramètre important permettant aux bactéries 

d’adhérer. La méthode utilisée est celle décrite par Mahdhi et al. (2010 a, b).  

        Après culture des souches dans le bouillon MRS pendant 24h à 37°C, la densité 

optique des cultures est ajustée de 0,3 à 630 nm. Elles ont été diluées à 1/100 dans le 

bouillon MRS, et 200µl de chaque suspension, sont utilisés pour inoculer les puits d’une 

microplaque en polystyrène de 96 puits (ABGENE). Ces derniers sont incubées à 37°C 

pendant 24h (figure 3). Par la suite, la microplaque rincées trois fois par une solution de 

PBS stérile pour éliminer les cellules non adhérentes. Elle est ensuite séchée en position 

renversée, l’éthanol à 95℅ est additionné pour fixé les cellules adhérées, ensuite colorées 

par 100µl d’une solution de cristal violet à 1% pendant 5min. Le surplus du cristal violet 

est rejeté, puis les puits sont lavés vigoureusement avec l’eau distillée stérile. Après 

séchage, les puits sont  lavés avec 300µl de l’eau distillée stérile (figure 3). 

        La mesure de la densité optique des puits est réalisée par une lecteur microplaque 

(BioTek, ELx800) à 630nm. 

Chaque souche a été testée trois fois et le bouillon MRS à servi comme témoin. 
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Figure 3: Protocole d’adhésion à la  microplaque en polystyrène (Mahdhi et al., 2010). 
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5.2. Adhésion aux cellules épithéliales  

        Ce test consiste à étudier la capacité des souches Lactobacillus d’adhérer aux cellules 

épithéliales. La méthode utilisée est celle décrite par Lin et al.(2007). Avant de mettre en 

œuvre le test d’adhésion, un segment du côlon d’un bovin a été ouvert et laver avec du 

tampon phosphate salin stérile (PBS pH 7,2) puis maintenu dans ce tampon à 4°C pendant 

30min, et ensuite laver 10 fois avec du PBS stérile puis laisser au repos à 4°C pendant 3h.  

        Les cellules intestinales sont raclées avec une lame en verre stérile, ensuite des 

dilutions décimales sont réalisées jusqu’à 10-4. Cette suspension cellulaire a été examinée 

par microscope pour s’assurer de l’absence d’une contamination bactérienne. Les 

suspensions bactériennes de 24h on été centrifugées à 6000 rpm/10min à froid (4°C), 

ensuite le culot de chaque souche est récupéré dans 2ml de PBS. 

        Le test d’adhésion est réalisé, en mélangeant 1ml de la suspension bactérienne avec 

1ml de la dilution 10-4  de la suspension des cellules épithéliales, qui était déjà préparée, 

ces dernières sont incubées à 37°C pendant 40min. Après incubation, un frotti est préparé 

et une coloration au cristal violet 0.5% est réalisé pendant 5min. puis, les lames sont 

observées au microscope optique au Grossissement x40. 

le test est considéré positif si le nombre de bactéries adhérées est supérieur à 15 (Lin et al., 

2007). 

6. Test d’hydrophobicité  

L'hydrophobicité est déterminée selon la méthode décrite par Iyer et al. (2010). Après 

culture des souches dans le bouillon MRS pendant 24h à 30°C, le culot bactérienne est 

récupéré par centrifugation à froid (4°C), à 6000rpm/5min, ensuite lavé deux fois avec 

PBS-citrate (pH 5), puis resuspendre dans 1,2ml de ce tampon de manière à ajusté 

approximativement la densité optique initiale de la suspension de 1,0 à 450nm (DOinitiale).  

Alors 0,6ml du xylène est ajouté doucement à 3ml de la suspension bactérienne, puis 

incubé à 37°C pendant 10min. Après incubation, ce mélange a été agité en utilisant un 

vortex, pendant 2min. Après 15min de repos à température ambiante, la phase aqueuse est 

récupérée à l’aide d’une micropipette, et on procède à la mesure de la densité optique 

finale (DOfinale).  
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 La différence de la densité optique est considérée comme une mesure de l'hydrophobicité 

de la surface cellulaire (H%) (Iyer et al., 2010), qui est calculé a partir de : 

                 % Hydrophobicité = DO initiale- DO finale /DO initiale x100  

7. Identification  

         L’étude du profil fermentaire des sucres des souches des bactéries lactiques a été 

réalisée par galerie API 50 CH (Biomerieux, France). (Mcleod et al., 2008). La galerie 

API 50 CHL est un système standardisé associant 50 tests biochimiques permettant 

l’identification des lactobacilles. La galerie est constituée de 50 micro tubes permettant la 

fermentation des hydrates de carbones et dérivés.  

        Le milieu API 50 CH est inoculé par la souche Lactobacillus 8Lb1 qui présente une 

forte capacité d’adhésion à la microplaque en polystyrène et même aux cellules 

épithéliales, avec une hydrophobicité élevée. Le culot est lavé deux fois avec l’eau 

physiologique, après il est récupéré dans un bouillon MRS sans glucose. Avant 

l’inoculation de la galerie, la préparation de cette dernier est obligatoire, elle se présente 

comme suite : 

 Préparation une boite d’incubation (fond et couvercle) 

 Insertion le nom de la souche sur la languette latérale de la boite  

 Repartir environ 10ml d’eau distillée stérile dans les alvéoles du fond pour créer 

une atmosphère humide 

 sortir les bandes de leur emballage, séparer les bandes et les déposer dans le fond 

de la boite    

        La suspension bactérienne est repartie dans les 50 tubes à l’aide d’une micropipette, 

une couche d’huile de paraffine stérile est remplie pour chaque cupule. Les résultats sont 

rapportés après une incubation à 37°C pendant  24h et 48h. Ils sont exprimés en tant que 

négatifs (sucre non fermentescible) ou positif (sucre fermentescible). 

La figure 4 présente le protocole d’identification par la galerie API50 CH. 
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Figure 4 : Protocole d’identification de la souche de Lactobacillus 8Lb1 sur la galerie 

API50 CH (Mcleod et al., 2008). 
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1. Revivification des souches utilisées  

Les résultats obtenus de la revivification des six bactéries de Lactobacillus dans le 

bouillon MRS montrent l’apparition de trouble au fond des tubes (figure 5). 

  

Figure 5: Culture des souches Lactobacillus sur bouillon MRS.  

T : témoin  

2. Vérification de la pureté des souches  

2.1. Observation macroscopique  

L’observation macroscopique des colonies des bactéries obtenues sur gélose MRS, 

montre un aspect rond de couleur blanchâtre, bombée (figure 6). 

Les résultats obtenus nous ont permis de révéler les mêmes caractéristiques des 

colonies de Lactobacillus obtenues par Carr et al. (2002) ; Badis et al. (2005). 

 

Figure 6 : Aspect macroscopique pour souches Lactobacillus sur gélose MRS. 

 

 

T 
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2.2. Observation microscopique 

L’observation microscopique a démontré que ces souches sont des bacilles (moyennes 

ou longues) ou bien coccobacilles en chainettes parfois isolées, avec un Gram positif pour 

toutes les souches (tableau III et figure 7). 

Tableau III : Résultats de coloration de Gram, aspect microscopiques des souches.  

Les souches Gram Forme Mode d’association 

S1 + Bacille longues, forme 

V 

Seules ou en 

chainette  

S2 + Petit bacille Isolées ou petites 

chainette  

S3 + Petit  bacille, forme V Isolées ou petites 

chainette  

S4 + Coccobacille  En chainette  

S5 + longue bacille  En chainette  

S6 + longue bacille  Seule ou en chainette  

 

                  

Lactobacillus 12Lb                          Lactobacillus 8Lb1                    Lactobacillus 16 Lb  
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Lactobacillus 7Br                          Lactobacillus 9B                     Lactobacillus Plantarum  

Figure 7: Morphologie des souches Lactobacillus (G × 100). 

2.3. Test de catalase  

Ce test à révélé que, l’ensemble des bactéries étaient négatives car on n’a pas obtenus 

de l’effervescence, après le dépôt de l’eau oxygéné sur les colonies cibles. 

3. Standardisation de l’inoculum  

Les résultats de dénombrement des six souches de Lactobacillus sont rassemblés dans 

le tableau IV. 

Tableau IV : Résultats de dénombrement des souches de Lactobacillus. 

Souches Nombre des 

colonies 

Inoculum standard (UFC/ml) 

S1 3 2,5 × 109 

S2 2 1,7 × 109 

S3 2 2,5 × 109 

S4 3 19,8 × 109 

S5 4 11,9 × 109 

S6 2 8 × 109 

 

La concentration moyenne des souches étudiés est de 7,7 × 109. 
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4. Adhésion à la microplaque en polystyrène 

L’adhésion des souches de Lactobacillus choisi au polystyrène a été examinée, les 

valeurs de l’absorbance à 630nm (A630) avant l’incubation sont présentées dans le tableau 

I (annexe V). 

Dans cette méthode, la détection de l’adhésion des souches  Lactobacillus a été réalisée 

en utilisant la microplaque en polystyrène de 96 puits, et une incubation à 37°C pendant 

24h. Du bouillon MRS a été utilisé en tant que témoin négatif.  

La figure 8 montre l’adhésion des bactéries après coloration au cristal violet.   

                                    

Figure 8 : Adhésion des six souches de Lactobacillus sur la microplaque en polystyrène de 

96 puits.  

Selon Mathur et al. (2006) l’adhésion des bactéries à la valeur de l’A630 sont 

classées comme suite : non-adhérentes (A≤ 0,07 comme négatif), faiblement adhérentes 

(0,14 ≥ 𝐴 > 0,07), moyennement adhérentes (0,28 ≥ 𝐴 > 0,14), fortement adhérentes 

(A> 0,28). 

La mesure de l’absorbance (A) à 630nm des souches utilisées dans cette étude, a 

donné des valeurs comprises entre 0,11 et 0,46 (figure 9). 
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Figure 9 : Capacité d’adhésion des souches Lactobacillus sur la microplaque en polystyrène.  
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Les résultats montrent que la souche S2 (A=0,464), présente une forte capacité 

d’adhésion, par rapport à S3 (A=0,415) et S6 (A=0,319). Contrairement à S5 (A=0,149) 

qui indiqué une adhésion modérée. Par contre l’adhésion faible est révélé chez : S4 (A= 

0,137) et S1 (A=0,115).    

Les résultats montrent que les souches ont une capacité d’adhésion, avec des 

valeurs variantes entre 0,11 et 0,46 à une densité optique de 630nm (Figure 9). Ceci est en 

accord avec les résultats obtenus par Kubota et al. (2008), qui rapporte la capacité des 

bactéries lactiques, appartenant à Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis et 

Lactobacillus fructivorans, d’adhérés sur microplaque en polystyrène. 

        Bharathi et al. (2011), ont démontré que la plupart des bactéries lactiques de genre 

Lactobacillus, dont Lb. plantarum  présente une forte capacité d’adhérer sur les 

microplaques en polystyrènes contrairement Lb. brevis et Lb. salivarius qui ont montré une 

adhésion modérés. 

        Cependant, la capacité d’adhésion des bactéries sur la surface de plastique en 

polystyrène est déterminé par un ensemble de propriétés physico-chimiques, tel que 

l’hydrophobicité et la charge externe, ainsi que les SLP fortement associées à la surface 

d’une bactérie Gram positif  comme Lactobacillus, pourrait conférer une grand 

hydrophobicité (Van der Mei et al., 2003). 

        La composition de la surface bactérienne joue un rôle important d’adhérence. Une 

étude de Harty et Knox (1991), sur la capacité d’adhésion de quarante souches, de 20 

espèces différentes de Lactobacillus, dont Lb. plantarum, Lb. salivarius, Lb. rhamnosus, a 

révélé par une corrélation entre l’hydrophobicité de la surface cellulaire de ces souches et 

leur affinité pour le polystyrène.  

        Certains auteurs rapportent que les souches de Lactobacillus ne pouvait pas être 

expliquée en fonction de l’hydrophobicité de la surface cellulaire, puisque les bactéries 

sont adhéré en plus grand nombre à des hydrophobes au polystyrène que le verre 

hydrophile (virginia et al., 2005). 
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5. Adhésion aux cellules épithéliales 

        Dans cette étude nous avons utilisé des cellules épithéliales d’origine animale (une 

partie de colon du bovin). La capacité d’adhésion des souches à été déterminée par un 

nombre des bactéries adhérée supérieurs à 15 (Lin et al., 2007).   

Tableau V : Adhésion des souches Lactobacillus aux cellules épithéliales de colon d’un                                                                                                                                                 

bovin  

Les souches Nombre  des bactéries 

adhérées 

Test Lecture 

S1 10 − Absence d’adhésion  

S2 17 + Adhésion  

S3 16 + Adhésion 

S4 9 − Absence d’adhésion 

S5 13 − Absence d’adhésion 

S6 18            + Adhésion 

 

        Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau V. Il apparait que les trois souches 

S6,  et  S2 ainsi que  S3, présente une adhésion (test(+)), par contre les souches  S5 et S1 et 

S4 ne présente aucune capacité d’adhésion. 

        L’adhésion aux cellules épithéliales pour les souches Lactobacillus a été réalisé par de 

nombreuse études in vitro, qui permet de confirmer ces observation (Valeur et al., 2004). 

Cependant Pinto et al. (2006) ont constaté que les souches de Lactobacillus à propriétés 

probiotiques ,  ont plusieurs mécanismes qui sont un critère important qui leur permettent 

d’adhérer aux cellules épithéliales intestinales. Cette propriété est la résultante d’une 

interaction entre des protéines de surface présentes chez les Lactobacillus (Lectin-like 

proteins) et les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale (Saito, 2004). 

        Plusieurs études rapportent, que plusieurs protéines sont liées à la capacité d’adhésion 

élevée chez les deux souches Lactobacillus plantarum et Lactobacillus casei 

respectivement (Hamon et al., 2011). 

        les protéines, présentes en surface des bactéries à Gram positif, peuvent exercer leur 

capacité d’adhérer au surface biotiques (tissus de l’hôte) (Archibald et al., 1993). L’étude 
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de Buck et al. (2005), a démontré que les protéines de la couche S chez Lb. acidophilus 

peuvent contribuer à l’adhésion aux cellules épithéliales intestinales. 

        Parmi les six souches étudiés, Lactobacillus plantarum présente une forte capacité 

d’adhésion par rapport aux autres. Ceci est en accord avec les résultats obtenus par Kučan 

et al. (2012), qui ont montré que la souche S1 de Lb. plantarum est capable d’adhérer aux 

cellules épithéliales intestinales de souris in vitro.           

6. Test d’hydrophobicité  

Cette méthode permet d’évaluer l’hydrophobicité d’une surface des souches pures vis-

à-vis du xylène. L’hydrophobicité des cellules bactériennes est mesurée à l’issue d’une 

phase aqueuse. 

  La répartition des cellules entre la phase aqueuse et le xylène, résulte de l’interaction 

hydrophobe entre les microorganismes et les hydrocarbures (Anwar et al., 2013) (Figure 

10). 

                                

Figure 10 : Répartition des cellules entre la phase aqueuse et le xylène avant incubation 

(A), après incubation à 37°C pendant 10min (B). 

       Les résultats obtenus de l’adhérence des souches pures de Lactobacillus au xylène 

indiquent l’hydrophobicité de leur surface. Les pourcentages de ce test sont présentés dans 

la figure 11. 

Les bactéries sont hydrophobe si le pourcentage d’affinité au xylène est élevé (A%>40) 

(Anwar et al., 2013). 

A B 
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Figure 11 : Pourcentages d’hydrophobicité des souches du genre Lactobacillus  

Ces résultats montrent un caractère d’hydrophobicité moyenne. La valeur la plus élevée 

(56,41%) est enregistrée avec la souche S6, et d’une valeur 51,17% chez S2. Par contre S3 

a été moyennement hydrophobe avec 27,88%, et la plus faible sont celles du S1 (19,40%) , 

S5 ( 15,27%) et  S4 (06,79%).        

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Guglielmotti et al. (2007), qui ont 

trouvé une hydrophobicité varie entre 5% et 63% pour des espèces de Lactobacillus. La 

surface des souches des bactéries lactiques, Lb. plantarum, Lb. sakei, Lb. casei et Lb. 

paracasei présente un caractère très hydrophobe (Pelletier et al., 1997). 

        D’après Ross et Jonsson, (2002) ; Guglielmotti et al. (2007), L’hydrophobicité de la 

paroi cellulaire est une propriété physico-chimique qui facilite le premier contact entre les 

microorganismes et les cellules hôtes. Ainsi, elle semble être un facteur aidant à 

l’adhérence, mais elle ne contribue pas à une bonne adhésion.   

        L’hydrophobicité des bactéries présente un caractère hydrophobe qui est dû à la 

présence de substances protéiques à la surface cellulaire. Ainsi que, le caractère 

hydrophobe est lié à la présence de polysaccharides (Pelletier et al., 1997).   

7. Identification  

 L’identification de la souche Lactobacillus 8Lb1 se fait par la galerie API 50. La 

figure 9, présente les résultats du profil de fermentation des sucres de la souche 

Lactobacillus 8Lb1, après 24h et 48h d’incubation à 37°C. 
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Figure 12: Photos d’une souche Lactobacillus 8Lb1 identifier par API50CH, après 24h et 

48h d’incubation  

Les résultats obtenus on se référents aux  tableaux associé à cette galerie ont révélé que la 

souche Lactobacillus 8Lb1, elle appartient probablement au genre Lb. delbruckii. 

Après 24h d’incubation  Après 48h d’incubation  
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Lactobacillus nous montrent à chaque étude effectuée des particularités très 

surprenantes les unes que les autres. Leur diversité  et leur hétérogénéité nous permet 

d’étudier leur capacité d’adhésion à différents surfaces biotiques et abiotiques.  

D’après les résultats obtenus sur les 6 souches de Lactobacillus testées, ont 

démontré un degré d’adhésion à la microplaque en polystyrène dans la gamme de 0,11 à 

0,46. Une forte d’adhésion a été observé chez les souches S2, S3  et S6. Ces derniers ont 

révélés une corrélation positive d’adhésion aux cellules épithéliales (intestins du bovin). 

L’hydrophobicité des essais varie de 06,79% à 56,41%, la valeur la plus élevée est 

enregistrée avec la souche S6. 

Dans les résultats, on voit nettement qu’il ya une adhésion de certaines souches du 

Lactobacillus aux différentes surfaces, et leur degré d’adhésion varie d’une souche à 

l’autre. 

La caractérisation de ces souches a permit d’améliorer nos connaissances sur 

l’adhésion de Lactobacillus. D’autres travaux in vitro et in vivo, ainsi que des études 

cliniques seront nécessaires pour évaluer cet impact. 

Devant l’importance du rôle que jouent ces bactéries dans l’adhésion, on ne peut 

que recommander l’intensification des recherches pour préciser, amélioré et développer 

leur utilisation en tant que probiotique dans domaine alimentaire, et même dans d’autre 

domaine non alimentaire.           
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