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INTRODUCTION

De la naissance a la mort, I’é&re Humain vit continuellement avec une flore
microbienne extrémement dense et variée qu'il abrite, pour I’ essentiel, dans la cavité de sont
tube digestif (Robin et Rouchy, 2001). Parmi les composants de cette flore on trouve les
bactéries lactiques, ces bactéries qui furent découvertes par Pasteur en 1865, lors d'une
contamination de jus de betteraves dans une distillerie du Nord de la France (M atamor os,
2008).

Les bactéries lactiques sont présentes depuis toujours dans |’ alimentation Humaine et
ont souvent montré un effet bénéfique sur la santé et en particulier sur I’ équilibre de laflore
intestinale (Gournier-Chateau et al., 1994). Ces derniers temps un intérét considérable s est
développé autour de I'utilisation des bactéries lactiques ayant des effets probiotiques et
pharmaceutiques a traves le monde (Wunwissa et al.,2003) En Algérie, un intérét particulier
a été donneé aux bactéries lactiques locales, dont assez de travaux sur ces bactéries des laits
crus, ont été publiés ( Guessas et Kihal,2004 ; Badis et al.,2005 ; Idoui,2008 ).

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques représentatifs du microbiote intestinal
bénéfigue de I’'Homme et par conséquent sont les microorganismes les plus en vue en tant que
probiotiques (Midassirou et al., 2012). Les probiotiques sont définis comme « des
microorganismes vivants qui lorsgu'ils sont ingérés en quantités adéquates, conférent des
effets bénéfiques pour I'hdte » (FAO/OM S, 2001).

Les bactéries au cours de leur passage dans le tractus gastro-intestinal, se heurtent
aux problémes de stress causes par |e suc gastrique puis le suc biliaire suivi par la compétition
avec les germes pathogénes et autochtones. Cependant, pour qu’un probiotique exerce sont
effet convenablement, il doit répondre aux critéres suivants: de sécurité ( non pathogene
,sensibilité au antibiotiques ) ; fonctionnels ( résistance a I’ acidité et ala bile, production de
substances antibactériennes, adhésion aux cellules épithéliales) et technologiques ( stabilité
au cours de la production et conservation des propriétés probiotiques apres production)
(Midassirou et al.,2012).

Le présent travail se focalisera sur I’évaluation de quelques aptitudes probiotiques
des lactobacilles préalablement isolés et conservés au frais des produits laitiers locaux
(beurre et L’ ben).

Ce manuscrit se compose de 3 parties dont la premiére est consacrée a une synthese
bibliographique sur les bactéries lactiques et les probiotiques, la deuxieme est prédestinée

pour présenter le matériel et les méhodes mises en ceuvre pour réaiser ce travail, la

Y
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derniere partie comportera les différents résultats obtenus au cours de ce travail ainsi que leur
discussion.
Finalement, une conclusion générale qui permet de récapituler les principaux axes de

cette étude ainsi que les perspectives envisagees, afin de poursuivre et d’améliorer cette
thématique de recherche au futur.
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1. Généralitéssur lesbactérieslactiques:

Les bactéries lactiques occupent une place importante dans I’ alimentation, elles sont
responsables de la fermentation de produits alimentaires, qu'ils soient d’ origine laitiere,

carnée ou vegétale (Garry et Le Guern, 1999).

Les différentes actions enzymatiques (protéolyse, réduction des nitrites, activité
péroxydasique, dégradation des lipides) exercées par les bactéries lactiques, permettent
I’ apparition de flaveur, texture et couleur intéressante pour le consommateur. De plus un
développement rapide de la flore lactique permet d assurer une maitrise de la contamination
par des organismes indésirables (Garry et Le Guern,1999).

Le groupe des bactéries lactiques a été définit par Orla-Jensen (1919), la
caractéristique qui fait I'unité de ce groupe bactérien est sa capacité a fermenter les glucides
en produisant de I'acide lactique (Axelsson, 2004). En dehors de ce point commun, les
nombreux genres et espeéces qui constituent ce groupe présentent une grande diversité de
caractéristiques morphologiques et physiologiques. Cela se traduit par I'existence au sein des
espéces de nombreuses souches possédant des propriétés technologiques et probiotiques
différentes. (Desmazeaud, 1998).

Ce sont des cellules hétérotrophes dont les caractéristiques sont les suivantes. bacilles
ou coques Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négative, oxydase
négative, généralement nitrate réductase négative, ce sont des bactéries anaérobies
facultatives. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et
al., 1994 ; Hogg, 2005).

1.1. Habitat des bactérieslactiques:

Les bactéries lactiques(BAL) sont trés fréquentes dans la nature, on les trouves
généralement dans des aliments riches en sucres simples .Elles sont isolés fréguemment des
produits laitiers, viandes et les végétaux (Leveau et Bouix, 1993 ; Hassan et Frank,
2001).Comme €lles se trouvent sur la peau, dans le systéme digestif et dans la muqueuse
vaginae (Nielsen et al .,2008).
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1.2 . Taxonomie desbactérieslactiques:

Depuis la description du Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis), la
taxonomie des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles

espéces a augmente énormément au cours de ces dernieres années (Pot, 2008).

Orla-Jensen (1919), a propose une classification fondée sur les caracteres morphol ogiques
biochimiques et physiologiques (température de croissance, mode de fermentation du glucose

et laforme de I’ acide lactique produit).

Selon Sneath et al. (1986), les bactéries lactiques sont regroupées suivant une taxonomie

basée sur les caractéres :

e morphologiques (laforme, le diamétre cellulaire, lamobilité, 1a sporulation).

e physiologiques et biochimiques (la quantité de I’ acide lactique produit, température
de croissance, la tolérance a I’ oxygene, production de gaz et d’arome, la capacité de
résisté aux selshiliaires et a différentes valeurs de pH)

e immunologiques: lasérologie a été utilisée pour la classification et I’ identification des
streptocoques, comme le cas des streptocoques lactiques qui sont rangés dans le
groupe sérologique N.

Selon Carr et al. (2002) et Axelsson, (2004), quatorze genres bactériens figurent dans la
catégorie des bactéries lactiques : Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera , Leuconostoc , Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus,

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, et Weissella.

2. Legenre Lactobacillus:

Les lactobacilles sonts présent naturellement dans de nombreux biotopes: eau, sol,
surface des plantes, lait et dérivés, viande, fruits, les eaux d'égouts. Chez I'Homme et de
nombreuses especes animales, ils sont commensaux ou symbiotiques et sont rarement
pathogenes. Ce sont des cellules alongeées, régulieres en forme de bétonnets ou coccobacilles
isolés ou en chainettes de taille variable (figure01), asporogénes, immobiles ou mobiles
gréce a des flagelles péritriches, anaérobies facultatifs. Leurs exigences nutritionnelles
complexes (les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les

glucides (Dellaglio et al., 1994). ), et leur température de croissance varie d une espece a

Y
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une autre allant de 2 a53°C avec un optimum de 30 a40°C et un pH optimal de croissance
de5,5a6,2. Leurs GC% se situent entre 36 et 47%(collins et al.,1989).

Ce genre fait partie de la famille des lactobacilliaceae, ordre des Lactobacillales,
classe des Baccilli, phylum des Firmicutes. Cette famille regroupe trois genres différents :
Lactobacillus, Paralactobacillus et pediococcus. (Axelsson, 2004 ; Felis et Dellaglio, 2007).

Figure 01 : Aspect morphologique de Lactobacillus acidophilus (A), Lb helviticus (B) et
Lb casei (C) observées au microscope éectronique (Gx1250) (Kandler et Weiss, 1986, In :
Mami,2013)

2.1 Lestypesfermentaires des L actobacilles:

Leur mode de fermentation est ala base de la subdivision en trois groupes (tableau I).

-Groupe |:( Thermobacterium) formé de lactobacilles homofermentaires stricts qui ne
fermentent que les hexoses par la voie dEmbden-Meyerhof en produisant presgque
exclusivement du lactate (Valcheva et al., 2006).

-Groupe | I:(Streptobacterium) renferme les lactobacilles homo-hétérofermentaires facultatifs
gui fermentent les hexoses mais aussi les pentoses en lactate et acétate par la voie d'Embden-
Meyerhof (Stileset al., 1997).

-Groupe I11:(Betabacterium) forme de lactobacilles hétérofermentaires stricts qui fermentent
les hexoses en lactate, acétate (ou éhanol) et CO,. Les pentoses aussi sont fermentés en
lactate et en acétate. Ces Lactobacillus ont un faible pouvoir acidifiant et produisent des

substances aromatiques (Oheix, 2003).
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Tableau | : classification des Lactobacilles (Kandler et Weiss, 1986, In : Mami,2013)

(E.M.P: voie d Embden-Meyrhof ; Lb : Lactobacillus)

2.2 Intéréts technologiques des lactobacilles :

Les lactobacilles sont utilisés dans plusieurs domaines dont la manufacture des
produits laitiers (Tableau 1), comme culture starters, ils participent aussi dans la fabrication
du pain, les ensilages, et sont aussi proposés comme bioconservateurs dans les produits non
fermentés car ils possedent un pouvoir inhibiteur vis-a-vis des micro-organisme d atération
(Dortu et Thonart,2009) en plus de cela les Lactobacilles augmentent la valeur nutritive de

I’aliment auquel elles sont gjoutées (Slover et Danziger,2008).

Dans les yaourts, Lb .bulgaricus forment des peptides utilisés en suite par les

Streptococcus therophilus . L'arome du yaourt est d a |’ acétaldéhyde formé a partir de la




Chapitrel : Syntheése bibliographique

thréonine par I'addolase de Lb.bulgaricus .Divers lactobacilles (Lb.casel ,Lb.plantarum
,Lb.brevis ,Lb.buchneri...)interviennent pendant I’affinage des fromages .Lb.helveticus ,
Lb.lactis et Lb.bulgaricus agissent avec Streptococcus thermophilus dans les fromages a
pate cuite.(Leyral et Vierling, 2007)

A propos du Kéfir, les Lactobacillus kéfir, Lb.kefiranofaciens et les autres

Lactobacillus mésophiles ont démontrés leur contribution a la fabrication du produit.

Le rble des lactobacilles est également important dans |a fermentation des fruits et
légumes ( raisins , choucroutes , cornichons ) (Edwards et al.,2000; Rodas et al .,2005 ;
Figueiredo et al .,2008)

Tableau I1: Principales espéces et sous espéeces de lactobacilles utilisées en industrie laitiere
(Kandler et Weiss, 1986, In : Mami,2013)

3. Lesprobiotiques:

3.1 Historique des probiotiques

Le terme probiotique est composé de racine grecque pro et bios qui signifient pour la
vie. Par opposition au terme « antibiotique », signifiant contre la vie, plus spécifiquement
contre la croissance et le développement de bactéries pathogenes. La consommation de

bactéries probiotiques procure des effets positifs sur la santé (Millette, 2007).

Les premier travaux sur les probiotiques datent de 1905.Un scientifique russe homme,

Elie Metchnikoff, avait observé que les paysans bulgares qui consommaient une grande
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guantité de lait fermenté, la forme ancestrale du yaourt, vivaient plus longtemps et en
meilleure santé. En faisant des recherches sur leur alimentation, il découvrit une bactérie
unique dans le lait fermenté bulgare qui produisait I'acide lactique (Ait-Belgnaoui et al.,
2005).

Le terme probiotique a été propose pour la premiére fois par Parker en 1974.11 désigne les
microorganismes et les substances qui contribuent au maintien de I'équilibre de la flore
intestinale, cette définition trop vaste englobe les cultures microbiennes mais aussi les
métabolites produits par les microorganismes et par conséquent les préparations
d’ antibiotiques (Vasiljevic et Shah, 2008)

C'est pour quoi en 1989, Fuller redéfinit les probiotiques comme étant des préparations
microbiennes vivantes utilisées comme additif alimentaire et qui ont une action bénéfique sur
I’ hdte en améliorant la digestion et I” hygiene intestinale (Gour nier-Chateau et al., 1994)

La FAO et ’'OMS (2001), ont établi des lignes directrices pour I’ utilisation du terme «
probiotiques » dans les aliments et formulent la définition suivante : « les probiotiques sont
des microorganismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent

une action bénéfique sur la santé de I’ hdte qui lesingére».

3.2 Propriétéset criteres de sélection des souches probiotiques::

L’ effet probiotique est liée ala souche microbienne, toute fois les souche ayants un
statut GRAS (Generally Regarded As Safe) sont les plus favorisés, ainsi que , le critéere de
viabilité ou de survie demeure essentiel dans la sélection des probiotiques qui doivent
arriver vivants a leur site d’action ,a savoir I’intestin, ce qui implique la capacités de ces
derniers arésister aux différents mécanismes de défense de I’ héte ( labarriere intestinae, le
pH acide , les sels biliaires , les enzymes pancréatiques ...etc) (Percival, 1997 ; Lamour eux,
2000 ; Millette et al., 2008).Le débat sur I'innocuité des probiotique reste encore ouvert ,car
ils pourraient étre des opportunistes notamment chez les patients immunodéprimés ( Cannon
et al.,2005).
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3.2.1. Larésstanceal’acidité gastrique:

La survie des bactéries dans le tube digestif dépend de leur capacité a tolérer les pH bas,
cependant, quelques auteurs propose gue les souches probiotiques doivent résister aun pH

de 2,5 dans un milieu de culture pendant quatre heures (Ammor et Mayo, 2007).
3.2.2. Larésistance aux selsbiliaires:

Latolérance aux sels biliaires est un facteur important pour la survie des probiotiques,,
car apres leur échappement aux conditions acides de I’ estomac, |es probiotiques doivent faire
face al’ action détergente des sels biliaires libérés dans le duodénum apres ingestion des repas
gras (Ammor et Mayo, 2007 ; Gu et al., 2008).

3.2.3. L’adhésion aux cellules épithéliales:

Lacapacité d adhésion ala couche intestinale est une condition pour la colonisation du
tractus digestif, cette adhérence constitue |e premier mécanisme de défense contre I'invasion
des bactéries pathogenes (Palomares et al., 2007 ; Reyes-Gavilan et al., 2011).

3.2.4. Laproduction de substances antimicrobiennes :

Les bactéries |actiques synthétisent des molécules a action bactéricide/bactériostatique
comme les acides organiques (acide lactique, acide acétique, acide formique) le peroxyde
d hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle et les bactériocines. Ces mécanismes
antimicrobiens ont été exploités pour améliorer la conservation des aliments (Titiek et al .,
1996 ; Labioui et al., 2005). Le genre Lactobacillus est connu pour son pouvoir
antimicrobien a large spectre qui est due notamment a la production de ces substances

inhibitrices des bactéries tel que les bactériocines (Nissen- Meyer et al ., 1997).

Différentes définitions ont été attribuées au bactériocines au cours du temps,
cependant la définition qui reste la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer (1988)
qui définie les bactériocines comme étant des molécules de nature protéique synthétisées par
voie ribosomique douées d’'une activité antimicrobienne envers des especes microbiennes
phylogénétiquement proches de I’ espece productrice (Dortu et thonart, 2009). Il faut noter
donc que dans certains cas les bactériocines synthétisé par les lactobacilles agissent méme sur
des espéces trés doignées y compris les Gram® (Bendjeddou, 2013).
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3.2.5. Résistance aux antibiotiques::

Les travaux de Temmerman et al. (2003), ont montré que 68.4% des probiotiques
isolés ont une résistance a un antibiotique ou plus. Des souches de Lactobacillus ont été
trouvées résistantes a la kanamycine, a la tétracycline, a |’ érythromycine et au
chloramphénicol.

Il est possible que le plasmide codant pour la résistance aux antibiotiques soit transféré
a d’autres espéeces et genre, ¢’ est pour cette raison qu’il faut choisir des souches mangquantes
du potentiel de transfert de résistance (Denohue, 2004).

3.2.6. Critérestechnologiques:
Selon Saarela et al. (2000), ces criteres sont :
- Bonnes propriétés sensorielles ;
- Résistance aux phages ;
- Viahilité durant |e traitement technologique ;
-Stabilité dans le produit et durant le stockage
3.3. Leseffetsprobiotiques::
Bien que les probiotiques représentent seulement une faible proportion de la masse
microbienne du systéme gastro-intestinal de I’ hote, ils semblent y jouer des réles biologiques

déterminants par des mécanismes qui doivent étre lucideés :

e Prévention de la colonisation et croissance des microorganismes pathogénes par les

meécanismes illustrés danslafigure 02

M écanismel :

Compétition spécifique

M écanisme 2:
d’adhésion — .
Compétition non l M écanisme 3 :
soécifiaue \ / Production de substances

antimicrobiennes

=\

M écanisme 4 :

M écanisme5:
Stimulation des Compétition au niveau
mecanismesde de!’ utilisation des
défense  immunitaire nutriments
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Figure 02 : Mécanismes d action des probiotiques contre les microorganismes pathogénes
(Kaur et al., 2002).

lIs établissent des interactions avec la barriere intestinale physique (interactions
avec le mucus, action trophique sur la muqueuse, modulation de la perméabilité
paracellulaire) et fonctionnelle (immunomodulation) locale et systémique
(FAO/WHO ,2002) ;
les probiotiques sont considérés comme des agents protecteurs vis-a-Vvis des risques
d’ apparitions de pathol ogies digestives (Gour nier-Chateau et al., 1994) ;

Parmi les effets les mieux documentés figurent I’ effet antidiarrhéique dans le cadre
d’ une antibiothérapie (Gill, 2003 ), ou encore I’amélioration des troubles intestinaux
associés al’intolérance au lactose (Pettoello et al., 1989) ;

Des études expérimentales et cliniques montrent une efficacité des traitements
probiotiques dans le cadre des colites expérimentales (Matsumoto et al ., 2001) et
des maladies inflammatoires chroniques de I’ intestin (Gossum,2007) ;

Réduction de I'absorption du cholestérol en utilisant le cholestérol comme
nutriment par le macrobiote intestinal ainsi par la déconjugaison des Sels biliaires
qui seront plus facilement excrétablent dansles selles, ce qui induit I’ épuisement
des stocks de cholestérol de I'organisme (Gour nier-Chateau et al.,1994) ;
Diminution de I'incidence du cancer du cblon (Gournier-Chateau et al.,1994)

La bioconservation des aliments: beaucoup de travaux ont eu pour objectif de
trouver des applications agroaimentaires potentielles des lactobacilles douées
d’ activité antimicrobienne. On peut cité dans le domaine des produits laitiers, dans
une étude menée par Bogovic et al.(2007), il a éé démontré que Lb. gassri K7
productrice de bactériocines inhibe la croissance de Clostridium tyrobutyricum et la

formation de I’ acide butyrique dans le fromage( Bogovic et al .,2007) .
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L’ objectif de ce travail consiste en, |’évaluation des aptitudes probiotiques des
lactobacilles isolés du beurre et du L’ben, qui a été réaisé au niveau du Laboratoire de
Microbiologie générale (1) de I’Université de Bejaia. durant la période s étalant du mois de

Janvier jusgu’au mois de Mai 2016.

1. Provenance des bactéries lactiques: I’isolement des souches a ét¢é effectué I’ année
passé a partir de deux produits laitiers locaux de fabrication artisanale a savoir le beurre et

L’ ben, et la conservation a été réalisé a une température de 4°C.

2. Provenance des souches pathogenes : Les souches pathogénes utilisées durant ce
travail ont deux origines différentes, une origine alimentaire (produits laitiers locaux) et une

origine clinique ( Tableau I11)

Tableau I11 : Origine et chargeinitiale des souches pathogenes.
Chargeinitiale
Souche Origine appliquée pour les
différentstests
Acenitobacter baumanii Clinique 10’
SARM 103911 Clinique 10’
Pseudomonas aeruginosa | Clinique 10’
Clinique (souche de 10’
Saureus ATCC29213 référence)
Clinique (souche de 10°
E.coli ATCC25922 référence)

Klebsiella sp Clinique 10°
Ec.feacalis /533 Clinique 10’
Saureus 9Br Alimentaire 10’
Saureus 16Lb Alimentaire 10’
Salmonella Typhi Alimentaire 10°

E.coli Alimentaire 10°
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3. Matérid utilisé:
3.1.Matériel biologique:

> bactéries|actiques, isolées préalablement du beurre et du L’ ben.

> bactéries pathogéenes d’ origine alimentaire et clinique.

» Un segment d'intestin gréle et du célon d’un mouton récupéré au marché prés de
I"université, afin de réaliser le test d’adhésion des bactéries lactiques aux cellules
épithéliales.

3.2. Milieux deculture:

Bouillon MRS (Man-Rogosa et Sharpe) (Institut Pasteur d’Algérie): utilisé pour la

revivification, les repiquages ainsi que la croissance des bactéries lactiques.

Bouillon BHIB (Institut Pasteur d’Algérie) : bouillon cceur-cervelle ou ( Braint Heart

Infusion), utiliser pour le repiquage des pathogenes.

Gélose MRS (Institut Pasteur d’Algérie) : est utilisée pour la culture et dénombrement des

lactobacilles, dans |es différents tests.

Gélose MH (Muller Hinton) (Institut Pasteur d’Algérie): utilisé dans I'étude et

I’ évaluation de I’ activité antibactérienne des souches lactiques.

Géose M 17 (Institut Pasteur d’Algérie) : utilise comme une gélose de support dans le test

des puits.
3.3. Produits chimiques et réactifs:

Colorant : Bleu de Méthylene, violet de gentiane, fuchsine, cristal violet. De la marque

(Biochem chemopharma)

Autre produit : |’eau oxygenés H,O, (Biochem chemopharma) eau physiologique, Huile a
emersions(Biochem  chemopharma), éhanol (SIGMA-ALORICH), HCI (Biochem
chemopharma), NaOH ( chem-LAB).

Tampon : tampon phosphate salin (PBS)

&
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Appareillage : Agitateur(VELP), autoclave (Sihavx éectronique ), bain marie(GFL),
balance(RADWAG), four Pasteur (memmet), pH métre(BOECO), étuve (Incucell),
microscope optique (ZEISS), frigo (Condor), centrifugeuse(SIGMA).

Outils dela microbiologie: Anse de platine, bec benzene, boite pétri, écouvillon, épindorfs,

falcons, pipette Pasteur, |lame et lamelle, microscope optique, tubes a .
4. Méthodes et protocoles utilisés :

4.1. Revivification et purification des souches

Pour la revivification des souches de lactobacilles, des repiquages successifs sont réalisés
dans des tubes de 5ml et 9ml de Bouillon MRS, puis incubé a 30°C/ 24 h a 48h, ces tubes

nous ont servie par la suite pour le repiquage de ces bactéries sur gélose MRS.

Pour la purification des souches, une succession d’ ensemencements en stries sur

gélose MRS ont été effectués ce qui a permis d obtenir des colonies uniformes.
4.2. Examen macr oscopique et microscopique :

Apres observation macroscopique qui a permis de décrire |’ aspect des colonies sur
gélose MRS, une coloration de Gram a servie dans |’observation microscopique au
grossissement (Gx100) pour classer les bactéries selon leurs Gram, leur morphologie

cellulaire et leur mode d’ association (annexe 1 1).
4.3. Test delacatalase:

Lacatalaseest une enzyme qui catalyse ladismutation du peroxyde dhydrogéneen eau

et dioxygene :

2 H,O, — O, + 2 H0.

Pour confirmer que les Lactobacilles sont catalase(-) une colonie de la culture
bactérienne qui n’a pas dépassé 48h est mise en contact avec de I’ eau oxygénée sur une lame.
Une effervescence (di a un dégagement de dioxygene) signe la présence d'une catalase
(Larpent et al.,1997)

=
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5. Standardisation desinocula :

Afin de tester quelques aptitudes probiotiques des souches de lactobacilles, il est
indispensable de connaitre la charge de départ pour cela une standardisation des souches est
effectué comme suite: L’inoculum des souches de lactobacilles sont revivifiés par
ensemencement en stries sur gélose MRS. Aprés incubation a 30°C pendant 24h, deux a trois
colonies bien isolées de chaque souche sont repiquées a chaque fois dans 10 ml du bouillon
MRS, puis incubées a 30°C pendant 18 h. Au terme de I'incubation, des dilutions décimales
sont réalisées dans |’ eau physiologique stérile (10 jusqu'a 10°), 1 ml des dilutions (107, 10®
et 10°) sont ensemencé en masse dans une gélose MRS. Un dénombrement est effectué aprés
incubation a 30°C pendant 48 h (figure 03)

6. Etude du potentiel probiotique:

Parmi les bactéries les plus fréguemment utiliseées comme probiotiques on trouve les
lactobacilles. Ces bactéries étant administrées par voie orale, il est obligatoire qu elles
franchissent les différentes conditions du transite digestif (I’acidité, sels biliaires et suc
gastrique) et répondre a un certain nombre de propriétés (capacité d adhésion, activité
antagoniste, sensibilité vis-avis des antibiotiques...) pour étre caifier de probiotique
(Midassirou et al.,2012)

Dans ce travail, 12 souches ont éé sélectionnées en se basant sur le test de I"activité
antibactérienne réalisé auparavant, ces souches ont fait I’ objet de différents tests qui résument
a peut prés le parcoure que peut suivre un microorganisme probiotique durant son passage
dans le tractus digestif.
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1ml dela culture bactérienne de 24h/30°C

Ensemencement en stries~ 9Ml de MRS
Semes Incubation &30°C/24h

Gélose MRS
Prélevement de 2 a 3 colonies

A

|M RS 10ml
Incubation a30°C/24h

Préparation des dilutions

Ensemencement en masse (1m|)

Incubation a 30°C/48h { m

Figure03 : Schéma explicatif des différentes étapes de la standardisation des souches lactiques
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6.1. Resistance aux selsbiliaires:

Parmi les contraintes que doit surmonter un probiotique, ¢’ est la résistance a la bile
(Chafai, 2006). Pour tester cette caractéristique chez les 12 souches de lactobacilles le

protocole décrit par Hyronimus et al.(2000) est réalisé avec certaines modifications.

1ml de chaque souche de lactobacilles a été centrifugé a 8000r pm pendant 10min et les culots
obtenus ont est inoculé dans 9ml de MRS additionné de 0,3% de sels biliaires, puis incubés a
30°C/ 24h.

Pour déterminer le nombre de bactéries viables aprés 24h d’incubation, une série de dilutions
décimale jusqu'a 10 a été effectué, puis 1Iml des dilutions 10%et 10™ sont ensemencé en
masse sur gélose MRS. Apres 48h d’incubation a 30°C le taux de survie est calculé selon la
formule suivante (Ustunol et Gandhi, 2001) :

UFCaT24h
)x 0

o
Taux de survie% ( UFC A TOh

6.2. Evaluation delaréponse au stimulus stomaco-duodénal

Pour éprouver | attitude des lactobacilles au stimulus stomaco-duodénal , la technique

décrite par Vizoso Pinto et al. (2006) est appliqué avec une |égere modification ;

5ml de MRS apH 3 a été inoculé par 500p! des cultures bactériennes fraiches (10*° UFC/m).
Apres une heure d'incubation a 30°C, on additionne 2ml de sels biliaires reconstitué a raison
de 10% et 8,5ml d’une sécrétion duodénale artificielle (NaHCO3 6,49/l , KCI 0,239g/l , NaCl
1,28g/1).

Suite a cette préparation, une série de dilutions décimales est réalisée jusqu'a 10~°at =0h &fin
de déterminé la charge initide et jusqu’a 10° aprés 3h d'incubation. Le tout est incubé a

30°C/48h et le taux de survie est déterminé selon laformule suivante:

UFCaT3h
UFCaTOh

Taux de survie% = ( )xlOO
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6.3. Adhésion in vitro au tissu épithédial

Cette étude est réalisée dans le but d' essayer d’ évaluer la capacité des lactobacilles de
s adhérés aux cellules épithdliales, pour cela on a appliqué la méthode décrite par Lin et al.,
(2007) qui est subdivisésen 3 étapes :

6.3.1 Préparation du tissu épithélial :

un segment du colon ainsi gu’ une partie de I’intestin gréle sont mis dans du tampon
phosphate salin stérile (PBS pH 7) pendant 30 minutes a 4°C avant d’ étre laver, puis un
lavage 10 fois avec ce tampon est réalisé, par la suiteils sont tenu une deuxiéme fois au repos
a4°C dansle PBS pendant 3h.

Les segments sont ouverts et les cellules sont récupérées en grattant la surface tapissant
I'intestin gréle et le clon a I'aide d'une lame stérile dans 9ml du PBS .La suspension
cellulaire est examiné sous microscope pour évité les contaminants ainsi pour |’ estimation de
la concentration cellulaire qui doit étre de 5x10° cellules/ml approximativement. Pour cela une

série de dilutions décimal es est effectuée jusqu’ & 10
6.3.2. Préparation des souches bactériennes:

Apres centrifugation des cultures fraiches (8000rpm/10min), le culot est récupéré dans

2ml de PBS suivie de deux dilutions pour avoir approximativement 10° cellule/ml.
6.3.3. Réalisation du test :

1ml de chaque culture est mélangé avec 1 ml de la dilution 10 de la suspension des
cellules épithéliales (colon et intestin gréle). Aprés incubation a 30°C pendant 40min, un
frottis ainsi qu’ une coloration au cristal violet 0,5% pendant 5 min est réalisée pour observer

I'adhésion au microscope optique.
7. Etude del’ activité antimicrobienne :

Afin d’'évaluer I’ activité antimicrobienne des souches éudiées, deux tests différents
sont réalisés asavoir : test de spots et test de puits, pour cela nous avons confronté 12 souches

de lactobacilles avec des souches pathogenes préal ablement citées dans le tableau (1V).




Chapitrell Matériel et méhodes

7.1.Test de spots:

Selon Fleming et al.(1975) et Allende et al .(2007), le principe de cette méthode,
consiste en un contact direct entre les souches de bactéries lactiques déposé sous forme de
spots d’une quantité de 5ul( 10" UFC/mI environ) sur gélose MRS et incubé & 30°C/24h,
versus chague souche pathogene inoculé sur milieu Muller- Hinton (MH), conformément ala
méthode de double couches apres diffusion de la substance inhibitrice, au terme de
I’incubation a 37°C/24h s on obtiens une zone claire autour du spot, son diameétre est mesuré

pour évaluer le potentiel inhibiteur de la souche.
7.2 Test de puits:

Décrite par Barfoot et Klaenhammer,(1983), cette méthode permet de metttre en
contact le surnageant de la souche lactique avec la souche pathogéne.

Une culture fraiche de 18h est centrifugé (8000rpnv10min) par une centrifugeuse réfrigérée et
le surnageant est conserve.

Dans une boite Pétri contenant du MH et ensemencé par la souche pathogéne (10° & 10’
UFC/ml), des puits sont réalisé al’ aide d’ un emporte piece et sellé par la méme gélose (MH)
ces derniers seront remplient de 100ul de surnagent de la souche lactique et incubé a 4°C
pendant 2h pour permettre une meilleur diffusion de la substance active puis incubé a
37°C/24h.

L’ apparition d’une zone claire au tour des puits et ayant un diamétre supérieur a 2mm est
considéré comme un résultat positif (Figure 04).

Cette expérience est réalisée en deux étapes, la premiére étape étant réalisée avec un
surnagent natif, et la deuxiéme avec un surnageant neutralisé avec du NaOH stérile a 1N afin

d'éiminer I'effet antimicrobien lié au pH acide des acides organiques.
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a b

Surnageant de la culture
bactérienne

Colonies avec zones d’inhibition

La surcouche de gélose avec k
la souche indicati

N

Gélose MRS contenant

les bactéries lactiques Zone d'inhibition aprés Gélose de support
24h d’incubation a37°C

Figure04 : Méthodes utilisés pour le test de I’ activité antibactérienne.

(a)méthode de la double couche (b) méthode de diffusion en puits.

8. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques:

La sensibilité des souches lactiques vis-a-vis des antibiotiques a été déterminée selon
la méthode de I’ antibiogramme par diffusion sur gélose MRS.

Des boites Pétri de gélose MRS préalablement coulées et solidifiées est ensemencé avec des
cultures fraiches (18h) de lactobacilles a I’ aide des écouvillons, de fagon a réaliser des stries
serrés, puis les disgues d antibiotiques(Tableau V) sont déposés a la surface al’aide d’une
pince stérile et I’ensemble est incubé a 30°C pendant 24h. Au terme de I'incubation, les

résistances et sensibilités sont notées en mesurant les diamétres des zones d’ inhibition.
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Tableau IV : liste d antibiotiques utilisés

Matériel et méthodes

Abréviation Nom Charge (ug)
OX oxacilline 5
FOX Cefoxitine 30
SPI Spiramycine 100
CE Cephotaxime 10
Sxt Trimetoprime- 25
sulfamethoxazole
Cp Cephalixine 30
Néo Néomycine 30
Do Doxycycline- 30
hydrochloride
Gm Gentamicine 10
Kan Kanamycine 30
Va Vancomycine 30
PEf Pefloxacine 5

&
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1 Revivification et purification des souches:

1.1. Aspect macr oscopique des lactobacilles en milieu liquide et solide :

Apres 24h d'incubation, le bouillon MRS apparait dense et troublé. La croissance

bactérienne et facilement détectable, en remuant le tube |égérement. (Figure 05).

Figure 05 : Aspect dela culturedelactobacilles danslebouillon MRS (T : témoin ; E :

echantillon)

Sur gélose MRS, le totale de 12 souches de Lactobacillus apparaissent sous forme de
colonies lisses, plus ou moins blanchétres, crémeuses a bord arrondi, bombées, et elle
dégage aussi une odeur agréable, semblable a celle des laits fermentés qui est due a la
production de |’ acide lactique (Figur e 06).

Figure 06 : Aspect macr oscopique des colonies de Lactobacillus sur gélose MRS
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Reésultats et discussion

1.2 Aspect microscopiques des lactobacilles:

La coloration de Gram des isolats qui ont fait |’ objet d’ une observation microscopique

a rapporté une forme de bacilles ou bétonnet et parfois coccobacilles d’ une couleur violette

et dont le mode d’ association varie d une espece a une autre (Tableau V).

1.3. Test dela catalase:

L’ exploration des résultats de ce test a montré que la totalité des 12 souches de

lactobacilles sont a catalase négative (Tableau V).

Il faut noter que ces tests ont été réalisés dans le but de confirmer et épargner toute

contamination possible.

Tableau V: Caractéristiques des souches de lactobacilles éudiées

Souches Forme et mode d’ association Gram | Catalase
L actobacille 3Br Bacilleisolés positif | Négative
Lactobacille 6Lb Bacilleisolés positif | Négative
L actobacille 7Br Bacilletrés allongéisolé positif | Négative
Lactobacille 8Lb1 Bacille positif | Négative
L actobacille 9Br Coccobacille positif | Négative
L actobacille 10Lb Bacille positif | Négative
Lactobacille12Lb Bacille en chainette positif | Négative
L actobacille 13Br Coccobacille = alongé positif | Négative
L actobacille 15Br Coccobacille (petit bacille) positif | Négative
Lactobacille 16Lb1 | Bacille positif | Négative
Lactobacille 16Lb2 | Bacille positif | Négative

L .plantarum Bacille positif | Négative
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1.4 Standardisation desinocula:

Les résultats de la standardisation ont révélé que 2 a 3 colonies des différentes
souches de | actobacilles, prélevées sur gélose MRS (24h/30°C) donnent en moyenne 3,6 x10™
UFC/ml.

2. Evaluation du potentiel probiotique::

2.1. Tolérance aux selsbhiliaire:

Les résultats du comportement des différentes souches soumises a 0,3% des sels

biliaires sont illustrés dans la Figure (07).

M Taux de viabilité

0,001
0,0008
0,0006
0,0004

0,0002

5E-19

A
20,0002 X2

souche bactérienne

Figure 07: Taux de survie des lactobacilles dansle bouillon MRS a 0,3% de selsbiliaires

Cette étude arévélé que 7 souches ont une tolérance a labile avec des proportions
différentes, et 5 souches n’ont pas pu résister a ce stresse (3Br,7Br , 8Lb ,13Br et
Lb.plantarum) dont on a marqué aucune viabilité, cependant, on ne peut pas confirmer que
ces souches ne sont pas résistantes alabile car le temps d’incubation été trés prolongé
(24h).En effet, ¢’ est possible qu’ elles éaient résistantes au bout de 4h.

On remarque que la souche la plus résistante a ce stress est 6Lb avec un taux de
viabilité de 1,48x10? suivie par 16Lb1l avec un taux de 2,52x10° et 16Lb2 d'un taux
6,68x10™.
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En présence de sels biliaire, le taux de survie a diminué pour atteindre les valeurs de
2,18x10*; 9,35x10°; 2,86x10° et 2,73x10™ pour les souches 9Br,15Br,12Lb et 10 Lb

respectivement.

On constate que les souches testées présentent une sensibilité variable vis-avis des
sels biliaires et que cette diminution de taux de survie remarquable chez certaines souches, est

peut étre liée aladurée d’ exposition.

La concentration physiologique de la bile humaine est comprise entre 0,3% et 0,5%
(Song et al., 2015). Par conséquent, la résistance aux sels hiliaire est une caractéristique
importante qui permet aux lactobacilles de survivre, grandir et rester actifs dans l'intestin
gréle (Hyronimus et al., 2000). Les lactobacilles sont capables de métaboliser leurs acides
biliaire ce qui les proteges contre la bile, I'un des mécanisme de cette résistance; est la
déconjugaison des acides hiliaires pas les enzymes hydrolase des sels biliaires (BSH), ce qui a
pour effet de diminuer la solubilité de labile a pH bas et de réduire ses activités détergentes
(Hamon et al.,2011) .

Midassirou et al. (2012) ainsi que Song et al. (2015) ont montrés une tol érance et
une croissance de certaines souches de Lactobacillus spp testés sur MRS additionné de 0,3 %
de sels biliaires. En contre partie, Burns et al. (2008) ont montré que la plus part des souches
de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et Lb. delbrueckii ssp. lactis sont sensibles aux sels
biliaires, pareil pour Zago et al. (2011) ont révélé une moyenne de survie de 40% chez des

lactobacillesisolés apartir de lait et du fromage.

Tout cela nous a permis de déduire que la résistance aux sels hiliaires reste un effet

de souche.

2.2 Réponse au stimulus stomaco-duodénal :

Comme les deux contraintes (estomac et intestin gréle) pourrait interagir et affecter
ainsi laviabilité des souches probiotiques, il est important d’ évaluer tout les composants (sels
biliaires, pH acide, suc gastrique) dans un seul systeme, plutot que de teste |’ effet de chague
composant dans des expériences séparées. Dans cette étude nous avons testé 6 souches de

lactobacilles sélectionnés a |’ égard de ces 3 composants.

Les résultats représentés dans la figure (08), montrent que seulement 4 souches de
lactobacilles testés présentent une |égére résistance vis-a-vis du suc gastrique artificiel apH 3
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avec une moyenne de taux de survie de 1,86x107%, et les souches 10Lb et 15Br ont une trés
faible survie de L’ ordre de 1,54x10™

Les souches 9Br, et 16L.b2 ont montré une tolérance de I’ ordre de 4,54x107 et 1,83x10
respectivement, par contre les souches 6Lb et 16L. b1 présentent une tolérance moyenne dont
on remarque un taux de survie de 6,81x1073et 4,2x10° respectivement.

Taux de viabilité(%o)
0,05

0,045

0,04

0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005
0

0,0454

10Lb
15Br

o 16Lb1
Souches bactériennes 16Lb2

Figure 08: Effet de stimulus stomaco-duodénal sur les lactobacilles

Ces résultats sont en accord avec ceux rapporté par Fernandez et al ( 2002), de méme

pour |'étude de Zago et al (2011) sur des souches de lactobacilles qui ont montré une bonne
adaptation au suc gastrique simulé apH 2,5.

Vizoso et al (2006) de leurs part, ont rapporté durant une étude effectue sur trente cing

souches de Lactobacillus sp, que seulement sept souche ont toléré le stimulus stomaco-
duodénal avec une survie qui varie entre 11% et 93%.

2.3. Adhésion aux cellules épithéliales

Pour rédiser ce test, nous avons utilisé des cellules épithélidles d origine animale
(cellules épithéliales d'un mouton), le choix de cet animal éé en se basant sur le faite qu'il

soit un mammifere et que la composition de sa paroi digestive se rapproche de celle de | étre
humain.

V-
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Les résultats de cette étude sont représentés dans les figures 09 et 10. Le test est
considéré comme positif s le nombre de bactéries adhérées est supérieur & 15(Lin et
al.,2007).

A B

Figure 09 : Adhésion deslactobacilles aux cellules épithéliales obser vées au micr oscope
optique (10X100)
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Figure 10: Taux d’adhésion des lactobacilles aux cellules épithéliales

Selon les résultats obtenus, on remarque que les taux d'adhésion sur les cellules
épithéliale du colon sont relativement élevés comparés aux taux observés sur les cellules

27
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épithéliales de I'intestin gréle dont 10 sur 12 souches testées ont adhéré au colon et
seulement 7 sur 12 ont adhéré a I'intestin gréle avec quelques exceptions citant comme
exemple les souches 7Br,9Br ainsi que 16Lb; qui favorisent |’adhésion al’intestin gréle par

rapport au colon .

Un plus grand nombre de bactéries adhérentes aux cellules du cdlon a été observe
chez la souche 16Lb; et aux cellules de I'intestin gréle chez la souche 7Br avec 41 et 36

bactéries respectivement.

On remarque que la souche Lb.plantarum na pas atteint le seuil d adhésion aux
cellules épithéliales, alors que plusieurs travaux ont démontré sa forte adhésion aux cellules
épithéliales de lignée humaine (Tuomola et Salminen,1998). Cela nous induit a supposé que
cette souche testée dans ce travail a peut étre perdus cette caractéristique apres conservation

pendant plusieurs mois a 4°C.

L’ adhésion de ces souches aux cellules épithéiale in vitro nous permet de constater

gue ces souches de lactobacilles, peuvent adhérer aux cellules épithdliales intestinales

humaine in vivo mais cette adhésion varie d’'une espece a une autre comme il a été rapporté

par plusieurs auteurs (Coconnier et al., 1992 ; Fernandez et al.,2002).

Pour jouer leur réle damélioration de I'hygiéne intestinale, il est intéressant que les
souches probiotiques puissent adhérer aux cellules de la paroi intestinale, d'une part pour
faciliter la colonisation du tube digestif par le probiotique, et d'autre part pour obtenir un effet
"barriere” optimal contre l'invasion de la mugueuse intestinale par des bactéries pathogénes
(Huang et Adamst, 2003 ;Normande et al.,2006 ;Song et al.,2015).

2.4. Activité antibactérienne:

Une des caractéristiques intéressantes des bactéries lactiques est leur capacité de
ralentir et d’inhiber I’ activité et la croissance des bactéries pathogénes par |a production de
facteurs inhibiteurs (Dib et al., 2011). Les résultats de I’ effet inhibiteur des 12 souches de
lactobacille, contre 8 souches pathogenes confrontées durant un test direct (test de spots), sont

illustrésdanslesfigure 11 et 12.
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Figure 11: Résultats du test de spots
A : al’égard de Saphyl ococcus aureus
B : al’égard de E.coli, C: al’ égard de Enterococcus faecalis

D’ apres les résultats enregistrés, toutes les souches de lactobacilles testées ont une
activité inhibitrice sur les différentes souches pathogeénes, quelque soit leur Gram, négatif ou
positif, avec des diamétres de zones d'inhibition remarquables alant de 8 a 45mm, a
I’ exception de la souche 6Lb qui est sans action sur le SARM et 7Br sur Saureus 9B par

contre on remarqgue une faible activité sur Acénitobacter baumanii.

La croissance de E.faecalis a été inhibé avec une zone d'inhibition de 45mm, par la
souche 15Br et la plus réduite (25mm) par la souche 13Br, comparée aux diamétres des zones
obtenu par Midassirou et al.(2012) qui ne dépassent pas 5mm durant une étude effectuée sur
des lactobacilles d origine animale ,ce qui indique que ces souches sont capable de synthétiser
des substance antibactériennes envers les diff érents pathogénes.

Annuk et al.,(2002) et Fernandez et al. (2002), dans leurs études, démontrent
clarement que plusieurs espéces de lactobacilles, sont largement efficaces concernant

I"inhibition des microorgani smes pathogéenes.
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Saureus E.coli ATCC25922 Ec. Feacalisv533 Klebsiella sp Saureus 9B SARM103911 E.coli Acénitobacter
ATCC29213 baumanii

Figure 12 : résultats detest des spots
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2.4.1. Effet des surnageants natifs::

Les résultats exposés dans le tableau(V1) illustrent la réaction des différentes souches

pathogénes envers les surnageants natifs des | actobacilles.

D’ apres les résultats obtenus, on remarque que I’ activité antibactérienne des surnageants
natifs n’étaient pas semblables envers les souches pathogenes, en effet, les diamétres des

zones d'inhibition étaient compris entres 2 et 14 mm.

Il parait que les surnageants des 12 souches de lactobacilles, n’arrivent pas a inhiber la
croissance de Selmonella sp, alors qu’ils présentent une modeste activité vis-a-vis des autres
souches testées, et une activité moyennement bonne envers Pseudomonas aeruginosa avec
des diametres de 9,5, 10, 11 et 12mm par les souches 10Lb, 12 Lb et 16Lb2 ,8Lb, 16 Lbl
respectivement et Saureus ATCC29213 avec des diametres de 8 a 13mm par la mgjorité des
souches a |’ exception de la souche 10Lb et 16 Lb1 qui n’avaient aucun effet sur cette souche.
En ce qui concerne E. coli elle a été éliminée par 9Br avec un diamétre de 14mm qui est le
plus grand diamétre marqué durant ce test et se suit par 7Br et 15Br avec 13mm de diamétre.
Cette inhibition peut étre due a la production d’ un ou plusieurs métabolites qui peuvent étre
des acides organiques, du péroxyde d’ hydrogéne, ou encore des substances antibactériennes

de nature protéique, comme €lle peut étre due al’ effet du pH acide.

Lafigure 14 montre I’ activité inhibitrice des surnageants sur Pseudomonas aeruginosa et
Saureus ATCC29213.

Figure 13 : Activitéinhibitrice des surnageants natifsal’ égard de Pseudomonas

aeruginosa( a gauche) et S.aureus ATCC29213 (au milieu et a droite)

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par d’ autres auteurs qui ont montré que
les bactéries a effet probiotique sont capables d empécher la croissance des bactéries
pathogenesin vivo et invitro (Lin et al., 2007 ; Balcazar et Luna-Rojas, 2007)

kN




Chapitre 11 Résultats et discussion

Midassirou et al. (2012) ont rapporté que I’ effet inhibiteur des souches de lactobacilles été
lié a la production d'acide lactique, et probablement aux bactériocines agissant dans les

conditions acides.

Selon les résultats, on remarque que les diametres des zones d’ inhibition des surnageants
ont diminué en comparaison avec les diamétres obtenus durant le test direct (test de spots),

celaest peut éredid a:

e Ladifférence detemps d’incubation des souches lactiques entre letest direct et le test
de puits qui est de |’ ordre de 6h environ.

e Ladilution delasubstance inhibitrice dans |e surnagent.

e Lasynthése de bactériocines chez certaines souches de lactobacilles est favorisée sur
milieu solide que sur milieu liquide.

¢ laconcentration des substances inhibitrice durant la présence et I’ absence de la
bactérie, en présence de la bactérie, les substances antimicrobiennes sont secrétées

d’ une maniere continue.
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Tableau VI : Résultats de I’ activité inhibitrice des surnageants natifs.

Aceénitobactére | Klebsiella | Pseudomonas | Ecoli E.coli | SARM103911 | Saureus Saureusl6Lb | Saureus | Salmonella

bomanii sp aeruginosa ATCC25922 9Br ATCC
3Br 5 0 6 0 12 0 11 0 11 0
6Lb 4 11 8 4 8 7 2 0 12 0
7Br 3 8 0 0 13 10 12 0 10 0
8Lb 0 9 11 2 12 8 0 2 12 0
9Br 5 12 9 2 14 0 0 0 9 0
10Lb 10 0 9,5 4 10 10 6 2 0 0
12Lb 6 8 10 0 8 0 8 2 10 0
13Br 4 13 0 0 10 0 0 0 8 0
15Br 0 0 0 3 13 11 0 0 13 0
16Lb1 0 10 12 0 0 0 0 0 0 0
16Lb2 2 8 10 0 0 0 0 0 11 0
Lb.plantarum | 4 6 0 0 0 0 9 0 10 0
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2.4.2.Effet des surnageants neutralisés:

Apres I'dimination de |'effet de I'acidité par I'gout de NaOH 1N stérile jusgu'a
obtention d'un pH de 6,8 environ, les surnagents neutres, ont fait I’objet de ce test et les

résultats obtenus sont résumeés dans le tableau (VI11).

Les résultats de la présente étude sur |’ activité inhibitrice des surnageant neutres, a
révélé un spectre d’inhibition étroit, dirigé notamment vis-a-vis des microorganismes cibles:
Saphylococcus aureus et Escherichia coli. Ces résultats se rapproche notamment de ceux
obtenus par Allouche et al. (2010).

Ces résultats montrent également une perte d’ activité inhibitrice des surnageant vis-a
vis de Pseudomonas aeruginosa , Klebsiella sp ( al’ exception des souches 9Br,10Lb et 15Br)

, SARM et Acenitobacter baumanii pour lamajorité des souches de lactobacilles.

Ces résultats nous permettent de supposer que I’ inhibiteur majeur de ces souches serait
I’acide lactique. Bhatia et al. (1989) de leur part ont montré que I’ acide lactique produit par
Lactobacillus acidophilus est responsable de I’ inhibition des bactéries pathogénes dans le tube

digestif lors de leur étude réaliséein vivo.

L’ apparition d'une inhibition de quelques souches pathogénes, aprés la neutralisation,
confirme I’ existence d’ autres substances antibactériennes autre que |’ acide lactique, telles que
le peroxyde d hydrogéne, diacétyl et les bactériocines. Dans le méme contexte, Allouche et
al. (2010), ont rapporté que les bactériocines produites par Lactobacillus casei dével oppent
une activité positive vis-a-vis de staphylococcus aureus et qu'il est également possible que la
souche Lactobacillus acidophilus exerce uniquement une activité inhibitrice vis-a-vis des

bactéries taxonomiquement proches de la souche productrice.

Durant ce test on a remarqué I’inhibition de Salmonella sp, E.coli ATCC25922 et
Saureus 9Br par la mgjorité des souches, aors que les surnageants natifs n’ont pas pu les
éliminer. En effet, la neutralisation du surnageant n’entraine pas de diminution du diametre
d’inhibition, comme on peut le remarquer chez la souche Klebsiella sp, |a neutralisation des
surnagents des souches 9Br, 10Lb et 15Br, tende & augmenter I'inhibition de cette

souche.Cependant ce phénomeéne a été expliqué par L abioui et al. (2005 ) en rapportant que
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Tableau VII: Résultats de |’ activité inhibitrice des surnageants neutralisés .

Acénitobactére | Klebsiella | Pseudomonas Ecoli Ecoli | SARM | Saureus Saureusl6Lb | SaureusATCC Salmonella
bomanii P aerugenosa ATCC2 10391 9Br 29213
50222 1

3Br 0 0 0 5 2 0 0 0 4 6
6Lb 0 0 0 7 4 0 0 8 2 2
7Br 0 0 0 6 8 0 2 7 0 1
8Lb 0 0 0 0 0 0 1 3 2 0
9R 0 18 0 0 0 0 2 0 0 0
10Lb 0 10 0 6 7 0 2 9 4 0
12Lb 0 0 0 7 10 0 2 8 2 1
13Br 0 0 0 6 2 0 2 4 4 2
15Br 0 6 0 8 0 0 2 9 0 8
16L b1 0 0 0 0 0 0 0 6 4 0
16L b2 0 0 0 7 7 0 2 8 0 9
Lb. plantarum | O 0 0 9 9 0 0 9 4 7

&
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L’ éimination de I'effet de I’acide lactique et du peroxyde d’hydrogene favoriserait plutét

| activité des substances antibactériennes.

2.5. Résistance aux antibiotiques:

Durant ce test, 12 souches de lactobacilles ont éé confronté contre 12 antibiotiques

différents.

Les résultats de ce test sont présentés dans letableau (VI11) et figure 09.

Tableau VIII : diametre de zones d’inhibition(mm) des antibiotiques vis a vis des

lactobacilles

OX5 FOX 3 | SPI CE10 | SXT2 | CP30 | Néo DO30 | GM | KAN | VA3 | PEF
0 5 0
3Br 16 0 30 12 18 0 0 34 0 0 0 17
6Lb 0 0 16 13 IND 0 0 19 IND [IND |O 0
7Br 0 0 26 14 30 16 10 23 16 0 0 11
8Lb, 0 0 21 12 27 9 8 22 12 0 0 10
9Br 0 0 21 16 14 19 9 26 13 0 0 9
10Lb 0 0 21 0 IND 0 0 26 IND [IND |O 0
12Lb 14 0 26 12 0 0 0 40 8 0 0 21
13Br 0 0 23 0 26 13 0 27 12 0 0 8
15Br 0 0 20 9 22 11 0 23 11 IND | O 0
16Lbl 0 0 8 16 24 16 8 25 11 0 0 8
16Lb2 0 0 23 17 15 16 0 31 0 0 0 13
16Lb3 | O 0 22 0 IND 15 9 26 IND [IND |O 11

(IND : indéterminé)
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Figureld: Exempledu résultat de I’ antibiogramme des souches lactiques

D’apres les résultats du test, les souches étudiées étaient presque toutes sensibles aux
antibiotiques suivants: Spiramycine, Trimetoprime-sulfamethoxazole (sauf 12Lb et
16Lb3),Cephotaxime ( a I’exception de 16Lb3,10Lb et 13Br) ,Doxycycline —hydrochloride
30, Gentamicine ( sauf 3Br et 16Lb2) ,Pefloxacine (sauf 10Lb, 15Br et 6Lb ), avec des
diamétres de zones d’inhibition alant de 8 jusqu'a 40mm , par contre elles éaient résistantes
au moins a4 sur 12 antibiotiques testé qui sont les suivant : laVancomycine, la Kanamycine,
Cefoxitine et I’oxacyline (a I’exception de 12Lb et 3Br).Pour les autres antibiotiques les

résultats étaient variables entre les souches .

Il faut noter que cette résistance et sensibilité trouvées dans cette étude, peuvent étre
liées a la concentration de chague antibiotique d'ou la nécessité de tester plusieurs
concentrations pour confirmer les résultats.

Les bactéries lactiques utilisé largement comme probiotiques ont le potentiel de servir
d’ héte de génes de résistance aux antibiotiques ce qui augmente le risque de transmettre ces
genes au bactéries pathogénes de I’'Homme, en revanche peut conduire a des conséquence
néfaste sur la santé Humaine et qui est la principale menace des bactéries lactiques (Mathur
et singh, 2005) .

Mikelsaar et al .(2004) , ont rapporté que des souches de Lactobacillus étudiées ont
présenté une résistance a 100% a la Vancomycine et a la Cefoxitine, ce qui soutien nos
résultats, de méme pour Mathur et Singh (2005) qui ont signalé gu’ une étude faite sur des
espéces de lactobacilles isolé d'un yaourt Tlrque a prouvé gu’ elles éaient résistantes a la
Vancomycine, tetracycline, la péniciline G ains que la Kanamycine avec des proportion de
(65%,26%,23% et 79%) respectivement.
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Pour Gureimond et al.(2013) cette résistance a la vancomycine est due a la non liaison de

cette derniére sur le peptidoglycane des Lactobacilles .

Il ya peut d' éudes effectuées sur la susceptibilité de certains antibiotiques qu’ on a utilisé
dans cette étude, cependant nos résultats pourraient aidés dans |’ enrichissement des profiles

de sensibilités aux antibiotiques des lactobacilles.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En raison du fait que plusieurs especes de lactobacilles sont des hétes normaux de

I’organisme humain, et au regard d'une longue histoire dutilisation dans I|'industrie
alimentaire, ces bactéries d origine laitiéres nous montrent apres chague étude effectuée des
particularités surprenantes les unes que les autres. Dans ce contexte, certaines especes de
lactobacilles semblaient étre les plus aptes a compl éter les fonctions d'une souche probiotique

par rapport a une autre.

L'objet principal de cette éude était donc d évaluer quelgques aptitudes probiotiques
des souches de lactobacilles isolées dans des produits laitiers locaux de fabrication artisanae

Algérienne (Beurre, L’ ben) et conservées a4°C.

Cette recherche s est intéressée principalement a I’ étude de la résistance, des souches
de lactobacilles, aux conditions gastriques et intestinales simulées, a leur adhésion aux
cellules épithélides de la ligné animale et leur activité antibactériennes contre des
microorganismes pathogenes. L’ aspect sécuritaire des souches probiotiques a été également

étudié vialeur résistance aux antibiotiques.

D’ apres les résultats de I’ éude des aptitudes probiotiques in vitro, nous avons pu
déduire que, méme au sein d'une méme espece, il existe des variations entre les souches,
cependant, la magjorité des tests effectués ont rapporté des résultats plus au moins
intéressants. Les souches lactiques ont montré une résistance modérée vis-a-vis des conditions
hostiles telles que les sels biliaires a 0,3% dont on a remarqué une certaine résistance méme
aprés 24h d’ exposition notamment |a souche 6Lb qui a atteint un taux de survie de 1,48x1072
de méme pour la sécrétion duodénae dont on a margué une légere tolérance de la mgjorité
des souches soumises a cette contrainte. Par ailleurs, I’ é&ude de leurs activités antibactériennes
amontré un profil d inhibition intéressant contre les bactéries pathogénes testées notamment a
I’égard d'Ec.faecalis, comme elles ont montré une bonne capacité de s adhérer au tissu
épithéliale al’exception de L.plantarum et une modeste résistance aux antibiotiques.

Pour conclure, notre travail apermis d’ ouvrir de nouvelles perspectives. Donc pour compl éter
cette thématique de recherche sur laflore lactique du beurre et du L’ ben, nous proposons :
e FEtude del’adhésion aux cellules épithéiaes d’ origine humaines
e La purification des substances antimicrobiennes synthétisées par ces souches afin de
confirmer leur nature et leurs modes d’ action ;
e Laconfirmation deleurs profils de résistance aux antibiotiques.

e L’é&ude des mécanismes d' action de ces différentes souches.

£
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Annexel: composition des milieux de culture et tampon

[.1) Bouillon MRS (Man- Rogosa et Sharp) pH 6, 5 (Guiraud ,2003)

(] 100 1 TR PRRORRRRRRD 21 0 ¢ |
Phosphate dipotaSSiQUE. .. .......ovvee it e e ve e e e e e e eenes 20
PaYw < = (=X 0 (X 0o (10 o APPSR+ (¢
Citrat@ triamONIQUE. .. . ... ceeee e et e et e et e e e e e ieee e eenne.. 20
Sulfate e MagNESIUM. .. ... e e e e e e e e e 0,029
Sulfate deMaNQaANESE. ... ... et ce et e e e e e e e e e e e eaan. 0,090
€U ISt e
NB : Pour lagélose en gjoute 15¢g d’ agar
Autoclavage a120°c/20min

[.2) Le milieu BHIB (Bouillon ceeur-cervelle ou Braient Heart Infusion) pH7, 6+0,2:
Extrait de caeur-cervelle. ... ..o e e 17,50
Peptone pancréatique de galaling ........c.oviiveie i e e 20g
Chlorure de SOdiUM... ... e e et e e e e e e e ee e ee DO
Phosphate diSSOdIQUE. .. ...t e neen. 2900
GlUCOSE. ...t e e 20

Autoclavage a120°c/20 min, pour 1L d’eau distillé en gjoute 37g de poudre BHI



1.3) Gélose MH (Muller Hinton) pH 73+0,1:

Infusion de viande de boeUf...............ooooiii e 30g
HydrolySat 08 CaSBINE. .. ... vue e e e e e e e e e e e et aee e 17,59
AMICON. .. e 15
= 179
€A IStill€. ... e
Autoclavage a120°c/20min

|.4) Tampon phosphate PBS:

Autoclavage a120°c/20min

|.5) Sécrétion duodénale synthétique (pH 7)

EaU diStillER OSD ... 1000ml

Autoclavage a120°c/20min



Annexe 2: Coloration de Gram:

Appeler aussi la coloration double, sont principe s intitule comme suit :

1. Préparation d’un frottis (Fixation de la culture bactérien sur lalame par chaleur).

2. Lalame est ensuite recouverte du violet de gentiane pendant 1 min.

3. Ajouter du lugol pendant 30 min .

4. décolorer avec une solution alcool 96° et rincer avec |’ eau distillée.

5. gjouter lafuchsine et laisser agir 20 a 30 secondes .laver a |’ eaw.

6 .Lalame apres avoir été rincée et séchée, puis observée au microscope optique

généralement a L’ objectif x100, Avec |’ huile aimmersion.

7. Les bactéries a Gram(+) sont apparaissent en violet et les bactéries a Gram( —) en rose.

Annexe 3 : Données des résultats

Tableau | : Résultats dela standardisation

Souches 3Br2c 6Lb 2c 7Br

bactériennes

8Lbl

9Br

10Lb

Nombrede 1,34x10° | 2x10™ 1,29x10™
cellulesen
UFC/ml

1,5x10%

1,04x10™

1,39x10™

Souches 12L b2c 13Br 15Br 3c

bactériennes

16L b1

16L b2

L .plantarum 3c

Nombrede 1,05x10" | 4,98x10"° | 1,07x10%™
cellulesen
UFC/ml

1,55x10™

1,23x10™

0,9x10™




Tableau Il ; Résultatsdetest derésistance au sdl biliairea 0, 3%

Souches bactériennes UFC/mi UFC /ml Taux deviabilité
t=0h t= 24h
3Br IND 0 0
6Lb 2x10" 2,96x10° 0,0148
7Br 1,29x10™ 3x10° 0,00000232
8Lb IND 0 0
9Br 1,04x10" 2,27x10" 0,000218
10L b 1,39x10™ 3,81x10" 0,0000274
12Lb 1,056x10" 3x10° 0,0000286
13Br 4,98x10" 1,36x10° 0,00000273
15Br 1,07x10™ 1x10" 0,0000935
16L b1 1,55x10" 3,9x10° 0,00252
16Lb 1,23x10" 8,22x10" 0,000668
L .plantarum IND 0 0
Tableau |1 : résultatsde test derésistance au stimulus stomaco- duodénal et aux sels
biliairesaun pH=3
Nombrede UFC /ml UFC /ml Taux desurvie
Célulesen at=0h at=3h
UFC
LAB
6Lb 1,08x10™ 7,364x10° 0,00681
9Br 1,04x10™ 4,727x10° 0,0454
10Lb 1,39x10™ 1x10° 0,0000119
15Br 1,07x10™ 3,181x10° 0,000297
16L b1 1,43x10™ 6x10° 0,0042
16L b2 2,34x10™ 4,272x10° 0,0183




Tableau |V : Résultatsdetest d’adhésion :

Souche Nombre BAL NombredeBAL adherea
Bactérienne | adhéreau colon | I'intestin gréle
3Br 25 17

6Lb 25 8

7Br 16 36

8Lb1l 14 9

9Br 8 21

10Lb 16 16

12Lb 21 9

13Br 15 7

15Br 17 18

16Lr1 11 20

16L b2 41 17
L.plantarum |7 5




Tableau V : Résultats detest de spots.

LAB 3Br | 6Lb | 7Br | 8Lb1 | 9Br | 10Lb | 12Lb | 13Br | 15Br | 16L | 16Lb | 16Lb
bl 2 3

Souche
pathogeén

S.aureus 27 30 18 28 38 30 40 0 34 30 29 27
ATCC29213

E.coli 30 30 35 39 |41,33]| 28 22 225 | 32 26 25 | 35,66
ATCC25922

E .faecalis 30 30 35 40 | 3833 | 40 34 25 45 37 31 43
V533

KPC 25 | 36,66 | 25 29 30 25 30 35 33 30 25 28
Klebsiella sp

S.aureus 9B 22 23 0 29 35 21 38 25 16 30 35 29

SARM103911 | 22 0 22 17 30 34 30 20 22 34 35 12

E.coli 40 35 35 33 36 22 39 29 27 28 2966 29

Acénitobacter 8 4 0 0 4 6 0 0 0 0 10 0

baumanii




Résumé .

Au cours de ce travail 12 souches de Lactobacilles préalablement isolées du beurre et
du L’ben et conservées a 4°C ont fait |’ objet d’une éude sur quelques aptitudes probiotiques
(tolérance vis-a-vis des sels biliaires, résistance aux conditions stomaco-duodénal et au pH3,
adhésions aux cellules épithéliales, activité antibactérienne et la réaction envers les

antibiotiques).

Les résultats obtenus semblent plus au moins intéressants, les souches soumissent a
0,3% de sels hiliaires avait une légere résistance a ce stresse a I’exception de la souche
L.plantarum, 3Br,7Br, 8Lb et 13Br dont on a marqué une mortalité, de méme, une
croissance été constatée en présence du stimulus stomaco-duodénal. La plus part des souches
étudiées ont montrés une bonne adhésion aux cellules épithéliales delaligné animale et une
bonne activité inhibitrice contre les pathogeénes testés en particulier a1’ égard de Ec. Feacalis,
E.coli et Saureus. A la fin I'aspect sécuritaire des souches a rapporté une sensibilité
acceptable envers les antibiotiques testés, sans négliger les résistances repérées notamment

vis-avis de la Cefoxitine, Gentamicine et Vancomycine.

Mots clés: Lactobacilles, probiotiques, résistance, adhésion et inhibition.

Abstract:

Along the present study, 12 strains of lactobacilli previousy isolated from buttermilk
and preserved at 4°C have been subject of a study on few probiotics skills ( tolerance towards
bile salt, resistance to stomaco duodena conditions at pH3, epithelial cells adhesion,
antibacterial activity and response to antibiotics). The results obtained seem more or less
interesting, strains soumissent to 0.3% bile salts was a dight resistance to the stress except the
strain L.plantarum, 3Br, 7BR, 8LB and 13Br which was labeled a mortality, similarly, a
growth was observedin the presence of peptic stomaco stimulus. Most strains studied have
shown a good adhesion to epithelia cells of animal line and a good inhibitory activity against
the tested pathogens, especially towards Ec. feacalis, E.coli and Saureus. In the end, the
safety aspect of the strains has reported an acceptable sensitivity towards the tested
antibiotics, without neglecting the resistance marked notably towards the Cefoxitin,

Vancomycin and Gentamicine.

Keywords: Lactobacillus, probiotics, resistance, adhesion, inhibition.






