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Résumé

Les bactéries majoritairement utilisées comme potentiels probiotiques appartiennent au

groupe des bactéries lactiques. Afin de remplir cette fonction, ces bactéries doivent

répondre à un certain nombre de critère de sélection : technologiques, sécuritaire et

fonctionnelles. Dans ce travail, dix souches de bactéries lactiques d’origine locale (six

souches de Lactobacillus sp. et quatre souches d’Enterococcus sp.) ont été purifiées et

examinées pour leurs aptitudes probiotiques afin d’évaluer leurs intérêt sanitaire et

nutritionnelle. D’après les résultats, les souches ont montré une résistance remarquable vis-

à-vis les conditions hostiles : l’acidité, les sels biliaires, 0.4% de phénol. Elles ont montré

une bonne production d’acide, une bonne hydrophobicité et une capacité de s’adhérer au

tissu épithélial. Les tests d’auto-agrégation, de coagrégation, d’activité β-galactosidase,

d’activité antibactérienne et de coexistence ont été aussi révélées intéressants. Une

résistance modérée aux antibiotiques et une absence du caractère hémolytique ont été

enregistrées.

Ces résultats renforce leur choix en tant que probiotiques « surs » pour une éventuelle

utilisation dans plusieurs domaines de la vie.

Mots clés : Bactéries lactiques, probiotique, locale, résistance, conditions hostiles.



Abstract

The most used bacteria as probiotic potentials belong to the group of lactic acid bacteria.

To fulfill this function, these bacteria must meet a number of selection criteria:

technological, safe and functional. In this work ten strains of lactic acid bacteria of local

origin (six strains of Lactobacillus sp. And four strains of Enterococcus sp.) Were purified

and examined for their probiotic abilities in order to assess their health and nutritional

value. According to the results, the strains showed remarkable resistance to hostile

conditions: acidity, bile salts, 0.4% phenol. They showed good acid production, good

hydrophobicity and ability to adhere to epithelial tissue. The tests of self-aggregation,

coaggregation, β-galactosidase activity, antibacterial activity and coexistence were also

found to be advantageous. Moderate resistance to antibiotics and absence of hemolytic trait

were recorded.

These results reinforce their choice as "safe" probiotics for a possible use in several life

areas.

Keywords: lactic bacteria, probiotic, local, resistance, hostile conditions.



الملخص

البكتیریا التي تستخدم أساسا في الإمكانیة البروبیوتیكیة تنتمي إلى مجموعة البكتیریا اللبنیة.

الأمنیة و : التكنولوجیة،إلى عدد معین من معاییر الانتقاء، یجب على هذه البكتیریا الاستجابة لتحقیق هذه المهمة
.الوظیفیة

Lactobacillusعشر سلالات من البكتیریا اللبنیة ذات المنشأ المحلي(ست سلالات من جنس في هذا العمل، sp..
Enteroccocusوأربعة سلالات من جنس  sp( ، و هذا لتقییم أهمیتها البروبیوتیكیةتم تنقیتها واختبار قدراتها

الصحیة و الغذائیة.

%0.4خلال النتائج، أظهرت السلالات مقاومة ملحوظة إزاء الظروف العدائیة: الحموضة، الأملاح الصفراویة،من
.معتبرة ضف إلى ذلك القدرة على الالتصاق بالأنسجة الطلائیةhydrophobicitéمن الفینول. إنتاج جید للحمض، 

النشاط ضد المكروبات والتعایش مثیرة للاهتمام كتوزیداز،غالاβ، النشاط coaggregationإختبارات التجمیع الذاتي، 
مقاومة معتدلة للمضادات الحیویة وغیاب الطابع الانحلالي للكریات الحمراء.أیضا، كما سجلت

كبروبیوتیك "آمنة" وإمكانیة استخدامها في العدید من مجالات الحیاة.اهذه النتائج تعزز اختیاره

ریا  اللبنیة، بروبیوتیك، المحلیة، مقاومة وظروف معادیة.: البكتیالكلمات المفتاحیة
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Introduction



Introduction

1

L’utilisation des probiotiques a connu une énorme évolution dans les pays

technologiquement avancés, l’exploitation de ce genre est par contre très limitée dans

certains autres pays comme l’Algérie, cette limitation concerne la diversité des produits

présents sur le marché, mais également le nombre des souches introduites dans ces

produits, cela est liée aux contraintes posées par le secteur économique qui néglige la

recherche scientifique (Leghouchi et al., 2007 ; UNICEF/OMS, 2009 )

En raison des problèmes liés à l’utilisation des antibiotiques dont le principal est

l’antibiorésistance des bactéries, la législation est de plus en plus restrictive quant à leur

utilisation comme facteurs de croissance. Il devient nécessaire la recherche des

nouvelles solutions alternatives à l’utilisation des antibiotiques comme facteurs de

croissance. Parmi ces solutions, l’utilisation des probiotiques. Ces derniers sont des

micro-organismes (bactéries, levures…) qui ont un effet bénéfique (en quantité

suffisante) sur la santé en inhibant le développement d’autres micro-organismes

indésirables ou pathogènes. Ils ont un rôle important dans l'amélioration de la digestion

et le maintien de l'équilibre de la flore intestinale et de l'équilibre acido-basique au niveau

du côlon (Nagpal et al., 2012 ; Tulumoglu et al., 2013 ; Manhar et al., 2016 ).

Depuis quelques dizaines d’années, l’utilisation des bactéries probiotiques en

alimentation humaine et animale a eu une bonne réputation. Parmi les probiotiques les

plus connus, les bactéries lactiques qui colonisent de nombreux produits alimentaires

comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et appartenant à la

flore intestinale normale et vaginale humaine ou animale, ont toujours montré un effet

bénéfique sur la santé et en particulier sur l’équilibre de la flore intestinale. En effet,

l’ingestion des bactéries lactiques, a été pratiquée depuis 1907, pour réduire les

troubles intestinaux et améliorer la digestion. Cette utilisation est due aux effets

nutritionnels et thérapeutiques de ces bactéries car elles enrichissent le milieu où elles

se trouvent en vitamines, acides aminés, composés organiques, enzymes et bactériocines

responsables de l'inhibition des bactéries pathogènes. Elles sont également impliquées

dans un grand nombre de fermentations spontanées de produits alimentaires ce qui a

conduit à la reconnaissance de leur statut GRAS (Generally Recognized As Safe) (El-

Ghaish et al., 2011 ; Toscano et al., 2015 ; Galat et al., 2016).
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Pour une éventuelle utilisation comme probiotique et pour qu’un organisme soit

considéré comme étant potentiellement probiotique il doit d’abord avoir plusieurs

critères qui le confèrent une bonne stabilité aux conditions de survie dans le tractus

gastro intestinal, c’est pourquoi de nombreuses études visent à sélectionner des

souches capables de produire l’acide lactique, de tolérer l’acidité gastrique, les sels

biliaires, d’adhérer temporairement aux cellules épithéliales et de produire des substances

antagonistes (Oelschlaeger, 2010 ; Todorov et al., 2011 ; Vijaya et al., 2015).

En Algérie, nous disposons d’un potentiel énorme en matière de bactéries lactiques

autochtones, mais nous constatons peu de données relatives à leur potentiel probiotique

subsistent. Ainsi, nous nous sommes intéressés à prendre en charge ce volet scientifique

afin de contribuer à l’apport de renseignement pratique à ce sujet.

Alors, à travers cette étude, nous avons essayé d’évaluer les aptitudes probiotiques de

quelques souches de bactéries lactiques locales. C’est pour cela nous avons opté pour le

plan suivant :

 Une synthèse bibliographique mettant l’accent d’une part, sur les bactéries

lactiques,   leurs principales caractéristiques et application industrielles et d’autres

part sur les probiotiques : plus précisément les critères de sélection des souches

probiotiques.

 Une deuxième partie expérimentale présente la démarche optée. Elle regroupe les

différentes méthodes et techniques mises en œuvre dans le cadre de l’évaluation des

aptitudes probiotiques de quelques souches de bactéries lactiques.

 Une troisième partie regroupe les principaux résultats obtenus et leurs discussions.

 Une conclusion générale récapitulant les principaux résultats de cette étude avec

une présentation des principales perspectives envisagées pour la poursuite de cette

thématique d’étude.
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I.1. Généralités

Le terme de bactéries lactiques est intimement associé aux  bactéries impliquées dans

la fermentation des aliments pour l’homme et l’animal (Limsowtin et al., 2004 ;

Gemechu, 2015). Elles sont utilisées traditionnellement dans la fermentation des végétaux,

des produits laitiers, carnés et de panification (Dhamale et al., 2015). Décrites pour la

première fois par Orla-Jensen au début du XXème siècle (Quinto et al., 2014).

Comme leur nom l’indique, les bactéries lactiques sont connues par leur capacité à

fermenter des sucres pour produire de l’acide lactique (Mozzi et al., 2010). Elles jouent un

rôle fondamental dans la conservation des aliments en raison d’une part, de leur pouvoir

acidifiant (acide lactique) qui inhibe la croissance de la plupart des germes non lactiques

et d’autre part, grâce à leur capacité de produire d’autres substances antimicrobiennes

comme les bactériocines (Cizeikiene et al., 2013 ; Adeniyi et al., 2015).

D’après Pilet et al. (2005), Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogène,

constitué de cocci et de bacilles. Ce sont des bactéries à Gram positive, asporulantes,

aéro-anaérobie facultatives ou micro-aérophiles, immobiles et capables de croître à des

températures comprises entre 10°C et 45°C (Badis et al., 2005 ; Zhang et Cai, 2014).

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et chimio-

organotrophes. Elles ont de nombreuses exigences nutritionnelles (acides aminés,

peptides, sels, acides gras et glucides) (Gevers, 2002 ; Hogg, 2005 ; Arena et al., 2015).

Elles sont toutes considérées comme « GRAS » (Generally Recognized As Safe),

excepté certaines espèces d’entérocoques et certaines ont obtenu le statut QPS (Quality

Presumption of Safety) (Streit, 2008).

I.2. Ecologie et nutrition des bactéries lactiques

Malgré leurs capacités métaboliques réduites et leurs besoins nutritionnels complexes, les

bactéries lactiques ont bien survécu dans des environnements spécifiques, en raison de

leurs spécialisations en fermentation des sucres (El-Ghaish, 2011).

Les bactéries lactiques colonisent les habitats riches en nutriments. Elles sont présentes

en tant que flore technologique dans les produits laitiers (yaourts, fromages), les produits

végétaux (choucroutes, pickles, olives fermentés), les levains de panification et les

boissons alcoolisées (vins, bières blanches) (Navarro et al., 2000).

Ainsi que certains genres colonisent la bouche, les régions gastro-intestinales et uro-
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génitales des humains et des animaux (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Turhan et Öner,

2014).

Les principaux habitats des groupes des bactéries lactiques sont donnés dans le tableau 01.

Tableau 01 : Habitats des bactéries lactiques (Jerome et al., 2004).

Habitat Groupe prédominant Activité ou produit

Matériel végétal en

décomposition

Streptococcus sp.

Lactobaccillus plantarum

Cornichon, ensilage et

Choucroute

Laiterie

Streptococcus lactis,

Lactobaccillus casei,

L. acidophilus,

L. delbruckii,

L. lactis

Leuconostoc mesenteroide

Fromages, yaourts

Tractus gastro-intestinal

des animaux (Oral,

Intestinal)

Streptococcus salivarius Flore normale

Streptococcus mutans,

Lactobacillus salivarius
Caries dentaires

Streptococcus faecalis
Intestin; quelques pathogènes
du tractus urinaire

Vagin des mammifères
Streptococcus sp.

Lactobacillus sp.

Flore normale

En général, les bactéries lactiques ont des besoins complexes en facteurs de croissance

tels que la vitamine B, les acides aminés, les peptides, et les bases puriques et

pyrimidiques. Les milieux de culture sont complexes et dits "riches". Seul

l’abaissement du pH sera souvent utilisé comme agent de sélection. Elles tolèrent en

effet des pH acides (pH=5 et parfois moins) (Sachindra et al., 2005 ; Nielsen et al.,

2008).

I.3. Taxonomie des bactéries lactiques

La première classification des bactéries lactiques a été établie en 1919  par Orla-Jensen.

Elle est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés

morphologiques, biochimiques et physiologiques. Les marqueurs chimio taxonomiques,
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comme la composition des acides gras et les constituants de la membrane cellulaire, ont

été également utilisés pour la classification (Krieg, 2001 ; Chen et al., 2003).

La taxonomie des bactéries lactiques est en évolution permanente, la classification

phénotypique est largement basée sur la morphologie, le mode de fermentation du

glucose, la croissance à différentes températures, la capacité de croissance à de

hautes concentrations de sel, la tolérance aux pH acides (Kunene et al., 2000 ; Ghazi et

al., 2006).

La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des critères phylogénétiques par

l’utilisation des méthodes moléculaires. Certaines caractéristiques phénotypiques sont

utilisées pour identifier les espèces à l'intérieur des genres comme la capacité à : fermenter

les glucides, tolérer les différentes concentrations en bile, produire des polysaccharides

extracellulaires, exiger des facteurs de croissance, produire de l’acétoïne et synthétiser

certaines enzymes (Ho et al., 2007 ; Ercolini et al., 2009). La composition en G+C de

l’ADN, la composition en acides gras, la mobilité électrophorétique du lactate

déshydrogénase sont également d'autres critères qui peuvent être étudiés pour

l'identification des espèces lactiques (Pot, 2008 ; Bailiang et al., 2015).

La classification s’appuie sur des données moléculaires comme la comparaison des

séquences codant pour les ARN16S. D’après Ludwig et al. (2008), le phylum Firmicutes

comprend trois classes : Bacilli, Clostridia et Erysipelotrichi. Appartenant à la classe

Bacilli, les bactéries lactiques sont divisées en trois familles :

 Famille des Lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus et

Pediococcus.

 Famille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et Weissella.

 Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et

Lactovum.

Les révisions taxonomiques des bactéries lactiques montrent que ces dernières peuvent

comprendre environ une quarantaine de genres. Les révisions récentes de la taxonomie

des bactéries lactiques sont présentées dans le Bergey’s manual (2009).
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Figure 01: Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques des genres

associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Klein, 2003).

I.4. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques

I.4.1. Lactobacillus

La famille des Lactobacillaceaes comprend le plus grand nombre d'espèces GRAS, et

de nombreuses souches sont parmi les bactéries les plus importantes de la microbiologie

alimentaire et de la nutrition humaine en raison  de leur contribution à la production

d'aliments fermentés ou leur utilisation comme probiotiques (Giovanna et Sandra, 2015).

Il s’agit des bacilles longs et fins souvent groupés en chaînes, immobiles, asporulés,

catalase négative, se développent à un optimum de température situé entre 30 et 40°C.

Elles ont des exigences nutritionnelles très complexes en acides aminés, en vitamines, en

acides gras, en nucléotides, en glucides et minéraux) (Guiraud et al., 2003). Le genre

Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette classification est
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encore utilisée dans l’industrie alimentaire (Tamime, 2002 ; Salvetti, 2012) :

Groupe I «Thermobacterium» : comprend les lactobacilles homofermentaires

thermophiles qui se développent à 45°C mais pas à 15°C. Les espèces les plus fréquentes

dans l’alimentation (lait, yaourt…) sont L. helveticus, L. delbrueckii, L. acidophilus.

Groupe II « Streptobacterium» : regroupe les lactobacilles homofermentaires

mésophiles et peuvent être occasionnellement hétérofermentaire en fonction du substrat.

Les espèces les plus fréquentes dans l’alimentation sont L. casei, L. curvatus, L. sakeet,

L. Plantarum.

Groupe III « Betabacterium» : ce sont des lactobacilles hétérofermentaire. Il

comporte les espèces L. fermentum, L. brevis et L. sanfransisco.

Les lactobacilles sont très utilisés dans l’industrie agroalimentaire (en laiterie…) . Leur

rôle est également important dans la fermentation des fruits et légumes (raisins,

cornichons,…) (Figueiredo et al., 2008 ; Siezen et al., 2008 ;  Lysianes ,2012 ).

I.4.2. Enterococcus

Les Enterococcus sont des micro-organismes mésophiles. Ils se développent dans une

gamme des températures allant  de 10  à 45°C, avec une température optimale de

35°C. Certaines espèces peuvent survivre à 60°C. Ce sont des coques homofermentaires.

Ils poussent dans des conditions hostiles de 6.5% de NaCl, de lait renfermant 0.1 % de

bleu de méthylène, de concentration sels biliaires de 0.4 % et dans une gamme de pH

comprise entre 4.4 et 9.6 (LeBlanc, 2006 ; Galvez et al., 2012 ; Henning et al., 2015).

Les entérocoques produisent des  bactériocines considérées comme des agents de

contrôle biologique dans les aliments, en conservant leurs propriétés organoleptiques et

nutritionnelles. Ils apportent des bénéfices pour la santé (effets positifs sur la flore

intestinale, ils peuvent aussi avoir des propriétés probiotiques (Moreno et al., 2006; Dio

et al., 2014). D’ailleurs, des préparations d’E. Faecium et d’E. faecalis sont été utilisées

en tant que probiotiques. Certaines résistent aux antibiotiques et transfèrent de telles

propriétés au moyen d’éléments génétiques mobiles (Guerra et al., 2007 ; Ruiz-Moyano

et al., 2008).

Les espèces rencontrées dans l’alimentation sont essentiellement E. faecalis et les

espèces proches, généralement différenciées par la fermentation de l’arabinose et le

sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C (Marteau et al.,  2004 ; Spear et al., 2014).
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I.4.3. Streptococcus

Ce sont des coques en paire ou en chaîne, Gram positif, catalase négative, non sporulés,

immobiles et anaérobies facultatifs. Le genre Streptococcus est toujours large et la

classification est très mouvementée. Ce genre est généralement divisé en trois groupes :

pyogène, oral (tel que Streptococcus salivariu et Streptococcus bovis) et les autres

streptocoques. Streptococcus thermophilus différencie par son habitat (lait et produits

laitiers) et son caractère non pathogène. La résistance à la température, la capacité de

croitre à 52°C permet de distinguer les S. thermophilus de la plupart des autres

streptocoques (Huys et al., 2006 ; Desar et al., 2008 ; Zhang et al., 2013).

I.4.4. Lactococcus

Les Lactocoques ont la forme de coques à Gram positives et s’associent entre elles en

paire ou en chaines de longueur variable. Leur métabolisme est généralement

homofermentaires avec, la production de l’acide lactique L(+), seul Lactococcus lactis

ssp. ; lactis biovar et diacetylactis produisent le diacétyle. Elles se distinguent par leur

température de croissance minimale inférieure ou égale à 10°C et optimale voisine de

30°C. Quelques espèces produisent des exopolysaccharides (EPS) et des bactériocines

(Bachmann et al., 2012).

Les espèces du genre Lactococcus sont généralement présentes dans divers aliments

fermentés, l'environnement de produits laitiers et dans les sources végétales et

animales, mais généralement pas dans les matières fécales ou dans le sol (Teuber et Geis,

2006).

I.4.5. Pediococcus et Tetragenococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires. Ils sont mésophiles, le plus souvent

incapable d’utiliser le lactose, et leur développement nécessite la présence de divers

facteurs de croissance (Guiraud et Rosec, 2004 ; Makhloufi, 2011).

Certaines espèces se distinguent par leur capacité à se développer à des teneurs en sels

très élevées, comme Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et

Tetragenococcus muriaticus qui tolère jusqu’à 18% de NaCl. Les pediocoques sont parfois

utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries et les Tetragenococcus ont un rôle

crucial dans la fabrication des produits alimentaires à concentration élevée en sel comme

les sauces de soja (Tosukhowong et al., 2005 ; Gourbeyre et al., 2011 ).
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I.4.6. Leuconostoc

Ils ressemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui

possèdent un caractère hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique, de

CO2 et d’éthanol. Les caractéristiques telles que la formation de dextrine, la capacité à

croître à différents pH (5-7) et température (20-40°C). Le développement des

Leuconostoc entraîne l’apparition d’une viscosité dans le milieu grâce à la production des

EPS. L’assimilation  de citrate et/ou malate permettent la différenciation entre les genres

Leuconostoc et Weissella (Tanigawa et Watanabe, 2011 ; Tanasupawat et al., 2015).

Les Leuconostoc principalement Leuconostoc mesenteroides ssp. ; cremoris et Ln. lactis

sont utilisés en association avec les lactocoques dans l’industrie laitière pour produire en

plus de l’acide lactique et le CO2, des substances aromatiques telles que le diacétyle et

l’acétoïne à partir des citrates du lait (Hassan et Frank, 2001; Ogier et al., 2008).

I.4.7. Bifidobacterium

Les Bifidobacterium sont des bacilles présents dans la flore intestinale des nouveau-nés.

Elles sont phylogéniquement proches des actinomycètes et les autres bactéries lactiques

sont proches des clostridies. Les souches des Bifidobacterium peuvent survivre dans

le transit intestinal et persister transitoirement dans le côlon. Les bifidobactéries ont

besoin d'un pH neutre et d’un environnement anaérobie pour survivre et être viable au

nombre requis pour fournir des avantages thérapeutiques (Bifidobacterium bifidum)

(Settachaimongkon et al., 2014).

Le tableau 02 récapitule les principaux genres des bactéries lactiques ainsi que leurs

caractéristiques.

Tableau 02 : Principaux genres de bactéries lactiques (Yang, 2000).

Genre Morphologie Type fermentaire Forme d’acide
lactique

Streptococcus
Coques en

chaines
Homofermentaire L-

Leuconostoc Coques en chaines Hétérofermentaire D-

Pediococcus
Coques en

tétrades
Homofermentaire DL-

Lactobacillus Bacilles Homo- ou hétérofermentaire D, L, DL
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I.5. Physiologie et principales voies fermentaires chez les bactéries lactiques

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas

exception à la règle. Parce qu’elles ne possèdent pas un système respiratoire, elles

doivent obtenir leur énergie par phosphorylation au niveau du substrat (Atlan et al.,

2008 ; Lahtinem et al., 2012).

Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent être des

monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,

arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccarides (lactose,

saccharose, tréhalose). Selon les genres, les bactéries lactiques utilisent l’une des deux

voies majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaire (Embden-

Meyerhof-Parnas) et hétérofermentaire (Wu MH et al., 2010).

I.5.1. Voie homofermentaire ou EMP

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espèces de Lactocoques,

Pediocoques, ainsi que certains Lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions

optimales de croissance à la production de deux molécules de lactate et deux molécules

d’ATP par molécule de glucose consommée (Wee et al., 2006 ; Maśla nka et al.,

2015).

Toutes les bactéries lactiques à l’exception des genres : Leuconstoc, Oenococcus, Weissella

et certaines espèces du genre Lactobacillus, entravent la voie de la glycolyse pour dégrader

les hexoses (ex : glucose). La fructose 1,6-bisphosphate aldolase (FBA), est une enzyme

clé présente chez toutes les espèces homofermentaires (Mozzi et al., 2010).

I.5.2. Voie hétérofermentaire ou voie des pentoses phosphates

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de l’acide lactique,

de l’acétate, de l’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaire. Les groupes principaux

de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les leuconostoc et certains

lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus d’une FBA et le système de

transport PTS (Savilahti et al., 2008 ; Al Kassa et al., 2014).

Le métabolisme hétérofermentaire est deux fois moins énergétique que le métabolisme

homofermentaire puisqu’une mole de glucose conduit à la production d’une mole de

lactate, d’éthanol, de CO2 et d’un seul ATP (Raynaud, 2006).
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Figure 02 : Principales voies du métabolisme du glucose par les bactéries lactiques (Modifié à

partir de Makhloufi, 2012). [P : phosphate ; ADP: adénosine 5’ diphosphate ; ATP:

adénosine 5’ triphosphate ; NAD+: nicotinamide adénine dinucléotide ; NADH: nicotinamide

adénine dinucléotide ; (1) : lactate déshydrogénase ; (2) : alcool déshydrogénase].
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I.6. Intérêts et applications industrielles des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont utilisées dans plusieurs secteurs d’activités, notamment dans le

domaine de l’agriculture, de la santé et de l’industrie agroalimentaire. Elles présentent des

activités métaboliques assez diversifiées. Cette diversité est responsable de leur large

gamme d’applications à l’échelle industrielle (Streit et al, 2007).

I.6.1. Domaine alimentaire

I.6.1.1. Rôle sur la structure, la texture et les caractéristiques organoleptiques

En industrie agro-alimentaire, les bactéries lactiques sont utilisées pour aider à la fois à

la fabrication et à la conservation des produits à partir de certaines matières premières

telles que le lait, la viande, les végétaux et les céréales. En égard à leur pouvoir acidifiant,

leur capacité à améliorer la texture des aliments, les bactéries lactiques sont de loin des

agents d’amélioration de la qualité organoleptique des aliments (Kaktcham et al., 2012).

Parmi ces applications, l’industrie laitière est, sans doute, le plus grand consommateur de

ferments lactiques commerciaux, pour la production de laits fermentés, fromages, crèmes

et beurres (Hugenholtz et al., 2002 ; Streit et al., 2007).

I.6.1.2. Rôle dans la conservation

La technologie de biopréservation utilisant des bactéries lactiques inhibitrices constitue

un outil supplémentaire au service des industriels qui peut contribuer à l’amélioration

de la qualité et de la sécurité microbiologique. Elle constitue une alternative pour la

conservation des produits réfrigérés qui ont une durée de conservation de plusieurs jours

à plusieurs semaines (Lee et al., 2006 ; Boudjemaa, 2008 ; Pilet et al., 2009 ).

Parmi les nouvelles stratégies de conservation, notons l'application des nouvelles

techniques physiques dites de pasteurisation ou de stérilisation a froid (hautes pressions,

et champs électriques) en combinaison avec les bactériocines (Deegan et al., 2006).

I.6.2. Domaine de santé

L’intérêt des bactéries lactiques en matière de santé humaine a été initialement proposé

au début du XXème siècle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus

sp. pouvaient réduire la putréfaction intestinale en modifiant sa flore. L’extraordinaire

diversité de structures des EPS en fait une classe de molécules dont les applications

directes ou indirectes dans le domaine médical sont en plein essor (Langella et al.,

2001 ; Calvez et al., 2009 ; Benasla, 2012 ; Tulini FL et al., 2013 ).
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I.7. Les bactéries lactiques comme probiotique

Les bactéries lactiques utilisées dans l’alimentation sont consommées quotidiennement et

en grande quantité par des populations très importantes. Dans les yaourts, par exemple,

deux espèces de bactéries lactiques (Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus

thermophilus) sont présentes à 108–109 germes par gramme. En plus de leur intérêt dans la

fabrication et la préservation des produits alimentaires, certaines souches de bactéries

lactiques ont été décrites comme ayant des effets bénéfiques sur la santé humaine dans le

cadre des probiotiques (Picard et al., 2005 ; Merrifield et al., 2014).

Des travaux de plus en plus nombreux montrent ou suggèrent en effet les effets bénéfiques

de ces bactéries. Un certain nombre d’études cliniques chez l’homme ou sur des modèles

animaux ont notamment confirmé l’effet bénéfique des laits fermentés et des yaourts dans

le cas d’intolérance au lactose, de diarrhées virales ou de diarrhées associées à la prise

d’antibiotiques. Les mécanismes par lesquels les bactéries lactiques exercent leurs effets

bénéfiques sont multiples et seront présentés ultérieurement (Shukla et al., 2014).



Chapitre II
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II.1. Historique et généralités

II.1.1. Historique

Le terme probiotique a bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le temps en

fonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques. La notion de

probiotique a été développée principalement grâce aux travaux de Metchnikoff, ayant

suggéré que l’ingestion de bactéries lactiques vivantes accroît la longévité en réduisant

dans le tube digestif la population de bactéries putréfiantes ou produisant des toxines. Une

des premières définitions des probiotiques comme « facteurs promoteurs de croissance

produits par des microorganismes » a été proposé par Lilly et Stillwell en 1965. Depuis ce

temps, la définition du terme probiotique a été modifiée à plusieurs reprises (Lamoureux,

2000 ; Ait-Belgnaoui et al., 2005). En 1989, Roy Fuller a mis l’accent sur la demande de

viabilité des probiotiques et introduisit l’idée qu’ils avaient un effet bénéfique sur l’hôte

(Guarner et al., 2008).

II.1.2. Définition

Le terme « probiotiques » est dérivé de deux mots grecs « pros » et « bio » qui signifient

littéralement « pour la vie » contrairement au terme antibiotiques signifiant « contre la

vie » (O’May et Macfarlane, 2005 ; Seiladie et al., 2011).

La FAO et l’OMS (2002), ont établi récemment des lignes directrices pour l’utilisation du

terme probiotique 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 l’hôte qui les ingère».

Les probiotiques ont été définis de plusieurs manières, selon la compréhension des

mécanismes de leur action sur la santé et le bien-être de l'homme (tableau 03).
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Tableau 03 : Les définitions les plus couramment des probiotiques.

Définitions Références

Les probiotiques sont des micro-organismes qui en

quantité suffisante (au moins 106_107 UFC / g) exercent

un effet positif sur la santé.

(Boylston et al., 2004 ; Kingsley et

al., 2007).

Sont des biopréparations qui contiennent des cellules

vivantes ou des métabolites de micro-organismes

autochtones stabilisés.

(Jamaly et al., 2011)

Sont des substances produites par les protozoaires pour

stimuler la croissance des organismes.

(De Vrese et Schrezenmeir, 2008)

II.1.3. Démarches générales pour la sélection des probiotiques

Les probiotiques présentent des propriétés qui sont variables selon l’espèce ou la souche

microbienne. Le choix des probiotiques dépend de ces propriétés et du type d’utilisation.

Pour qu’un produit soit reconnu comme étant probiotique, une évaluation basée sur

plusieurs critères (tableau 04) doit être effectuée suivant les recommandations de la

FAO/OMS sans oublier d’évaluer l’efficacité des souches sélectionnées chez l’homme

avec des essais cliniques contrôlés (FAO/WHO, 2002 ; Amara et al., 2015).

La sélection de souches probiotiques peut donc être divisée en quatre catégories distinctes :

Bénéfice santé, innocuité, production industrielle et résistance aux stress du tractus gastro-

intestinal car dans de nombreux cas, les avantages pour la santé ne sont obtenus que

lorsqu’une souche probiotique atteigne le site cible dans une zone métaboliquement active

en nombre suffisant. Par exemple pour la livraison orale, les microorganismes probiotiques

doivent survivre aux différents facteurs physico-chimiques, Enzymatiques et microbiens à

travers le transit gastro-intestinal (l'acide gastrique et les sels biliaires duodénaux) (Cook et

al., 2012 ; Kumar et al., 2012).
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Tableau 04 : Principaux critères utilisés pour la sélection des souches probiotiques

(FAO/OMS, 2002 ; Nousiainen et al., 2004).

Le but cherché

Critères de

sécurité

-Historique de non pathogénicité (GRAS) ou (QSP).

-Souche d’origine humaine ou alimentaire.

-Souche caractérisée par des méthodes phénotypiques et génotypiques.

-Souche déposée dans une collection de cultures internationales.

-Aucune possibilité de transmission de gènes de résistance aux

antibiotiques.

-Pas de déshydroxylation des sels biliaires.

Critères

fonctionnels

-Tolérance à l’acidité gastrique pour une survie pendant le passage par

l’estomac et le duodénum.

-Tolérance à la bile pour la survie pendant le passage par l’intestin

grêle.

-Production d’acide (à partir de glucose et lactose) et production de

barrière acide efficaces dans l’intestin.

-Antagonisme vis-à-vis des pathogènes et production de substances

antimicrobiennes (bactériocines) pour l’inhibition du développement

des germes pathogènes.

-Adhésion à diverses lignées de cellules intestinales et/ou au mucus afin

d’assurer la colonisation efficace et la réduction des sites d’adhésion

des pathogènes à la surface.

-Stimulation du système immunitaire.

Critères

technologiques

-Stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini.

-Conservation des propriétés probiotiques après production.

-Résistance à la chaleur (survie pendant le processus de transformation).

-Bonnes propriétés technologiques, croissance sur une large échelle et

résistance aux bactériophages.

II.1.4. Principaux micro-organismes au potentiel probiotique

Les bactéries probiotiques sont des membres de la flore normale de l’intestin, connues pour

ne pas présenter des risques toxiques ou infectieux (GRAS) et sont relativement faciles à

inclure dans des produits laitiers (Izquierdo, 2009 ; Patel et al., 2014).
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Le tableau 05 rapporte quelques souches probiotiques pour lesquelles des effets bénéfiques

sur la santé sont bien documentés.

Tableau 05 : Exemples de micro-organismes ayant un intérêt probiotique.

Micro-organismes Références

Bifidobacterium

B.lactis (Chervaux et al., 2011).

B.infantis

(Bron et al., 2011 ; Khaksar et al., 2012 ;

Mirnejad et al., 2013 ; Mookiah et al.,

2014).

B.longum

B.breve

Lactobacillus

L.acidophilus

L.plantarum

L.bulgaricus

L.paracasei

L.brevis (Duskova et  Karpiskova, 2013).

L.reuteri (Coccorullo et al., 2010).

L.rhamnosus (Prajapati et al., 2012).

Bactéries

lactiques ou

pseudo lactiques

Enterococcus faecium (Mountzouris et al., 2010 ; Franz et al.,

2011).E.fecalis

Lactococcus lactis (Todorov et al., 2007 ; Gao et al., 2011).

Leuconostoc mesenteroides (Nakamura et al., 2012).

Pediococcus acidilactici (Barreau et al., 2012).

Streptococcus thermophilus (Bibiloni et al., 2005 ; Chapman et al.,

2006 ; Nagpal et al., 2007).

Weissella confus (Nam et al., 2002 ; Lee et al., 2012).

Autres

microorganismes

Escherichia coli (Schultz, 2008 ; Kruis et al., 2012).

Saccharomyces boulardii ( Morrow et al., 2012 ; Rahman et al.,

2013).

Kluyveromyces lactis (Kourelis et al., 2010).

Comme le montre le tableau 05, il n’existe pas que des produits probiotiques d’origine

bactérienne. En effet, Saccharomyces boulardii est une levure non pathogène qui a

beaucoup été étudiée et connue pour ses effets probiotiques. Elle est naturellement
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résistante à l’acidité gastrique, n’adhère pas aux cellules épithéliales et ne colonise pas

l’intestin. Son activité clinique est essentiellement dirigée contre les diarrhées associées à

la prise d’antibiotiques et les infections intestinales causées par Clostridium difficile

(Czerucka et al., 2007; Wu et al., 2008 ; McFarland, 2010).

D’autre part, la souche Escherichia coli Nissle 1917 a montré des propriétés probiotiques

dans différentes études. Cette souche aux propriétés antiinflammatoires a montré des effets

préventifs dans le cadre d’inflammations intestinales aigües ou chroniques chez la souri

(Schultz et al., 2004 ; Goel et al., 2009).

II.2. Réglementation : médicaments et aliments

Les conditions de mise sur le marché des probiotiques sont définies en fonction de leur

application médicamenteuse ou alimentaire. En majorité, les probiotiques sont des aliments

fonctionnels ou sont utilisés sous forme de compléments alimentaires. Ces «aliments santé

» se situent à la frontière entre le médicament et l’aliment traditionnel et sont régis par la

législation alimentaire (Granato et al., 2010).

II.2.1. Aliments probiotiques

Les probiotiques utilisés comme compléments alimentaires, de même que les aliments

fonctionnels, sont considérés comme des denrées alimentaires et sont régis par la

législation y attenant. Ils se différencient des aliments diététiques qui sont destinés à une

alimentation particulière et doivent faire l'objet d'une formulation ou d'un procédé de

fabrication spécifique pour se différencier de l'aliment courant et des médicaments, en

particulier pour ce qui est des allégations (figure 03) (FAO/WHO, 2001 ; Ninane et al.,

2009).

Les compléments alimentaires sont des denrées alimentaires dont le but est de compléter le

régime alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de nutriments ou

d’autres substances ayant, seuls ou combinés, un effet nutritionnel ou physiologique. Ils

sont commercialisés sous forme de doses (gélules, pastilles, comprimés, sachets de poudre

ou ampoule) (Ashwell, 2002).

Cependant les aliments fonctionnels sont considérés comme des aliments courants destinés

à être consommés dans le cadre d’une alimentation équilibrée et variée. Leur particularité

réside dans le fait qu’ils contiennent des composés biologiquement actifs qui exercent un

effet bénéfique sur une ou plusieurs fonctions cibles de l’organisme (Boudouhi et al.,

2005) .
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Identification de la souche probiotique

Reconnaissance phénotypique et identification génétique

Évaluation de l’innocuité de la souche ou du produit la contenant

(Études mécaniques, effet physiologique : étude in vitro et /ou in vivo chez l’animal)

Caractérisation fonctionnelle

(Test in vitro et études in vivo chez l’animal)

Validation de l’effet santé de la souche probiotique ou du produit la contenant

(1er étude clinique randomisée en double aveugle, contre placebo)

Confirmation des résultats sur produit

(2e étude clinique randomisée en double aveugle, contre placebo)

Aliment probiotique

Figure 03 : Démarche scientifique de l’évolution d’un effet probiotique

(Francois et Georges, 2005).

II.2.2. Médicaments probiotiques

Par définition, un médicament est : « toute substance ou composition présentée possédant

des propriétés curatives ou préventives à l'égard des maladies humaines ou animales, ainsi

que tout produit pouvant être administré à l'homme ou à l'animal en vue d'établir un

diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions organiques »

(FAO/WHO, 2001).
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II.3. Pharmacologie des probiotiques

II.3.1. Principes actifs

Les principes actifs des probiotiques ne sont pas les mêmes pour tous les effets. Certains

sont bien établis, notamment des enzymes qui peuvent être actives dans l’intestin (Ex : la

lactase des bactéries lactiques). D’autres sont reconnus par le système immunitaire ; ils

incluent des peptides formylés, des lipopolysaccharides, des peptidoglycanes composants

de la paroi cellulaire et des nucléotides. Certains principes actifs peuvent être

naturellement présents dans des probiotiques et d’autres peuvent y être introduits par des

techniques de génie génétique (Vandenplas, 2012).

II.3.2. Principaux modes d’action

Les probiotiques peuvent être considérés comme un moyen pour véhiculer les principes

actifs (enzymes, composants de paroi, peptides ou nucléotides immunomodulateurs,

protéines antibactériennes…) jusqu’à leur cibles d’action dans le tractus digestif

(figure 04) (Angmo et al., 2016).

- Les probiotiques capables de renforcer la barrière épithéliale via l'amélioration des

interactions intercellulaires, ceci a été notamment montré au niveau intestinal

(Ewaschuk et al., 2008 ; Ng et al., 2009).

- Les acides organiques produits notamment lors de la fermentation (essentiellement

l'acide lactique et l'acide acétique) perméabilisent la paroi bactérienne permettant le

passage d'autres molécules antibactériennes (Servin, 2004 ; Makras et  De Vuyst,

2006 ; Natarajan et Parani, 2014).

- Il a été montré que l’ingestion de certaines souches de Lactobacilles ou de

Bifidobactéries pouvait modifier de manière reproductible certaines activités

enzymatiques bactériennes fécales, telles que la β-glucuroidase, l’azoréductase ou

la nitroréductase (Shanahan, 2012).

- La sécrétion d’antimicrobiens (peroxyde d’hydrogène, acides organiques,

bactériocines, antibiotiques), limitent l’adhésion d’autres bactéries aux cellules

épithéliales (Ouwehand et al., 2002 ; Ingrassia et al., 2005).
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- Les exopolysaccharides de surface des Lactobacilles ont montré des capacités à

moduler la production de cytokines par les macrophages murins (Ciszek-Lenda et

al., 2011 ; Kang et al., 2011 ; Liu et al., 2011).

- Certains probiotiques sont en mesure de faire pencher la balance lymphocytes T

helper (LTh) en faveur des lymphocytes Th1 (au détriment des Th2), ce qui aurait

un effet positif sur la diminution des réponses allergiques médiées par les Th2

(Ezendam et Van Loveren, 2006).

Figure 04 : Les différents mécanismes d’action des probiotiques

(Burgain et al., 2012)

II.3.3. Posologie des probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes ingérés vivants. Généralement, il s’agit de

bactéries ou de levures présents soit dans des aliments, notamment les produits laitiers

fermentés, soit dans des médicaments ou des compléments alimentaires. Dans ce dernier

cas, la forme lyophilisée est la plus courante (Ruggiero, 2014).
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Un défi important dans le domaine des probiotiques est de comprendre comment certains

facteurs peuvent influencer la physiologie du probiotique. D’un autre point de vue, c’est la

physiologie des probiotiques qui influence la fonctionnalité et la stabilité du produit

lorsqu’il est consommé (Kayodé et al., 2012). Un autre critère dont il faut tenir compte est

la dose de bactéries à ajouter dans le produit pour observer l’effet santé recherché. En effet,

les doses nécessaires varient selon la souche et le produit. Les doses requises pour obtenir

des effets bénéfiques sont couramment rapportées pour être de l'ordre de 109-1010

UFC/jour. Cependant, les doses efficaces sont parfois moins importantes. Il suffit dans

certains cas d’administrer seulement 108 UFC/jour pour observer un effet bénéfique des

produits probiotiques (Granato et al., 2010).

Etablir un dosage général pour tous les probiotiques n’est pas possible, il faudrait plutôt

s’appuyer sur des études menées chez l’homme et ayant déterminé la dose appropriée pour

observer un effet bénéfique pour la santé. Ce paramètre doit aussi être compatible avec une

prise quotidienne par le consommateur (Klein et al., 2010).

II.3.4. Interaction bactéries /hôte

Le microbiote intestinal, se définit comme l’ensemble des microorganismes présents dans

l’écosystème digestif et assurant des relations symbiotiques avec l’hôte, leur diversité

qualitative et quantitative crée un équilibre qui peut être considéré comme unique pour

chaque individu, presque au même titre qu’une empreinte digitale (Sommer et al., 2013).

Le tractus gastro-intestinal humain est un environnement riche au sein duquel 100 mille

milliards de microbes (1014) cohabitent et constituent la flore intestinale endogène normale

(Ley et al., 2006).

Cependant la stabilité de cet écosystème est toute relative puisque le microbiote est soumis

à des multiples facteurs pouvant le modifier et le déréguler (régime alimentaire riche en

graisses, consommation chronique d’alcool, tabagisme, prise d’antibiotiques ou les anti-

inflammatoires non stéroïdiens). Ce dérèglement, définit par le terme de dysbiose, n’est

autre qu’un déséquilibre entre les bactéries commensales et les bactéries pathogènes du

microbiote. La dysbiose s’avère être le dénominateur commun à plusieurs pathologies :

l’obésité, les hépatopathies alcooliques et non alcooliques et enfin les maladies

inflammatoires chroniques de l’intestin. (Schwiertz et al., 2003).

L’idée d’administrer des microorganismes exogènes afin de moduler la flore endogène

dans un sens favorable ou simplement d’utiliser leurs propriétés métaboliques est la base

du concept de probiotique. Le plus souvent les microorganismes utilisés comme
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probiotiques proviennent d’isolats humains constitués d’espèces que l’on retrouve parmi la

flore résidente, et l’accent est ainsi mis sur le rétablissement de l’équilibre écologique de la

flore intestinale. (Vries et al., 2006).

La figure 05 montre un gradient ascendant en nombre de bactéries le long du tractus

digestif. La plus grande diversité bactérienne est retrouvée au niveau du côlon, où

cohabitent des bacteroïdes, des lactobacilles, des bifidobactéries, des entérobactéries et

beaucoup d’autres bactéries. Au cours de leur passage dans le tractus digestif, les bactéries

probiotiques font face à différents stress, tels que le péristaltisme, l’acidité, le mucus, les

sucs pancréatiques, et les sels biliaires (Coudeyras et Forestier, 2010).

Figure 05 : Répartition bactérienne dans le tractus digestif, genres bactériens retrouvés et

stress rencontrés par les bactéries (Coudeyras et Forestier, 2010).

Estomac

Stress rencontré : mucus, acidité,
enzymes gastriques
Concentration bactérienne : 104

bactéries/g
Genres bactériens présents :
Streptococcus, Prevotella

Stress rencontré : mucus, sucs
pancréatiques, péristaltisme, bile,
faible oxygénation
Concentration bactérienne : 105

à 107 bactéries/g
Genres bactériens présents :
streptococcus, bacteroides,
prevotella

Jéjunum

Iléon

Stress rencontré : mucus,
anaérobiose, péristaltisme
Concentration bactérienne : 108

bactéries/g
Genres bactériens présents :
Clostriduim, Bacteroides,
Eubacterium, Lactobacillus,
Bifidobacteruim

Œsophage

Stress rencontré : péristaltisme
Concentration bactérienne : 102 à
104 bactéries/g
Genres bactériens présents :
Streptococcus, Prevotella

Duodénum

Côlon

Stress rencontré : péristaltisme,
mucus, sucs pancréatiques, sels
biliaires
Concentration bactérienne : 104

bactéries/g
Genres bactériens présents :
Streptococcus, Prevotella,
Clostridium, Bacteroides

Stress rencontré : mucus,
anaérobiose, métabolites
bactériens
Concentration bactérienne : 104

à 1012 bactéries/g
Genres bactériens présents :
Bacteroides, Prevotella,
Lactobacillus, Bifidobacteruim,
Faecalibacterium, Clostridium
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II.3.5. Applications thérapeutiques et groupes cibles humains

Dans le but d'améliorer la santé humaine, l'apport d'une souche probiotique par des sujets

sains a principalement des objectifs préventifs. Pourtant, il faut souligner que l'introduction

d'une souche étrangère - même si elle est un probiotique - doit être abordée avec soin et

doit être effectuée après un processus d'évaluation bien établi. En particulier,

l'environnement intestinal des sous-populations humaines sensibles, tels que les

nourrissons et les petits enfants, subit un fort degré de développement ou de transition

(Twetman et Stecksen-Blicks, 2008). Des études réalisées ont montré des effets

bénéfiques pour tous les gents quelque soit leurs âges, comme les nourrisson, les  nouveau-

nés, les enfants et les personnes âgées (Kumar et al., 2013).

Les probiotiques ont été mis au point pour améliorer  la désfonctionnement  du corps

humain. Alors que le tractus gastro-intestinal est l'objectif le plus important pour la

majorité des probiotiques, ya aussi d'autres sites corporels, tels que la bouche, l'appareil

urogénital et la peau (Kumar et al., 2013 ; Szajewska et al., 2014).

II.3.5.1. Amélioration de la digestion du lactose

Plusieurs études ont montré que la β-galactosidase des bactéries lactiques participait à la

digestion du lactose dans l’intestin. En principe, le remplacement du lait par du

yaourt conduit à une meilleure absorption et une meilleure tolérance chez les sujets

présentant une intolérance au lactose (Stamatova et Meurman, 2009 ; Makino et al.,

2010).

II.3.5.2. Réduction du taux de cholestérol sanguin

Il a été observé que la flore intestinale aurait une influence sur les niveaux de

cholestérol sanguin. Des tests in vitro ont montré une réduction du taux de cholestérol

dans un milieu de culture avec certains Lactobacillus. Plusieurs hypothèses ont été émises

pour expliquer ce fait, comme l’assimilation du cholestérol par les bactéries ou l’hydrolyse

des sels biliaires conjugués (Lye et al., 2010 ; Wang et al., 2012 ;  Kumar et al., 2013).

II.3.5.3. Diminution des allergies alimentaires

L’allergie alimentaire du nourrisson se traduit souvent par de l’eczéma atopique. Les

traitements curatif et préventif de cette pathologie par des bactéries lactiques ont été

évalués lors d’une étude clinique sur 27 enfants nourris au sein et souffrant d’eczéma

atopique (Gallelli et al., 2013 ; Otani et al., 2013).
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Plusieurs mécanismes touchant à l’immunité ou à l’état de la muqueuse ont été

suggérés pour expliquer l’effet protecteur des bactéries lactiques. Celles-ci pourraient,

en diminuant la perméabilité intestinale très augmentée en période de réactivité

allergique, participer à la diminution du passage des protéines alimentaires (Chanez et al.,

2007).

II.3.5.4. Réduction du risque de diarrhée

Plusieurs types de diarrhées sont dus à des infections microbiennes. Des effets

protecteurs de souches probiotiques contre certaines infections intestinales ont été

observés sur des modèles animaux. Les mécanismes potentiellement impliqués incluent

la production d’acide lactique, de peroxyde d’hydrogène, d’autres substances

antimicrobiennes telles que les bactériocines, la compétition pour des nutriments ou des

récepteurs d’adhésion, des actions anti-toxines et la stimulation du système immunitaire

(Phavichitr et Puwdee, 2013 ; Hegar et al., 2014 ; Vandenplas, 2014).

II.3.5.5. Traitement des maladies inflammatoires de l’intestin

De nombreux travaux ont montré que certains microorganismes de la flore endogène

pouvaient jouer un rôle nocif pro-inflammatoire au cours des maladies inflammatoires

du tube digestif. Des travaux ont ainsi suggéré des effets positifs des souches Escherichia

coli et du mélange de probiotiques VSL#3 dans la prévention des rechutes dans les cas

de colites, de la pochite ou encore de la maladie de Crohn par une modulation de la flore

intestinale et une stimulation du son système immunitaire (Korterink et al., 2014 ; Peres

et al., 2014).

II.3.5.6. Prévention du cancer du côlon et autres cancers

La flore intestinale et le système immunitaire jouent un rôle dans la cancérogenèse

colique, ces deux paramètres pouvant être eux-mêmes modulés par des probiotiques.

Plusieurs études ont montré que certains probiotiques pouvaient diminuer l’activité

d’enzymes, la concentration de mutagènes ou d’acides biliaires secondaires dans les

selles, qui pourraient être impliqués dans la cancérogenèse colique (Kumar et al., 2013).

Les probiotiques pourraient empêcher la croissance d’autres souches qui transforment les

procancérogènes en cancérogènes, réduisant ainsi la quantité de cancérogènes dans

l’intestin (Ishikawa et al., 2005 ; Piquepaille, 2013).
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II.3.6. Évaluation du risque sanitaire des probiotiques sur l’homme

Il a été considéré que ces bactéries bienfaisantes étaient sans danger pour l’homme.

Cependant, depuis 2001, on connaît aux probiotiques, quatre effets secondaires

(Stamatova et Meurman, 2009).

II.3.6.1. Infections

Le risque d’infections par les probiotiques est quasiment nul. Cependant, le risque de leur

passage dans le sang par translocation existe. Trois mécanismes sont incriminés :

- L’augmentation de la perméabilité intestinale, ou la création de nombreuses lésions

sur la muqueuse intestinale ;

- L’augmentation de la croissance bactérienne ;

- L’immunodéficience (Lo Vecchio et Cohen MB, 2014).

II.3.6.2. Activités métaboliques délétères

Les microorganismes présents en excès peuvent induire des diarrhées et des lésions

intestinales via les voies de déconjugaison et de déshydroxylation des sels biliaires. Il a été

montré que les patients porteurs d’une iléostomie consommant des probiotiques

augmentaient la transformation des acides biliaires primaires conjugués en acides biliaires

secondaires libres (Marteau et Shanahan, 2003 ; Bouchefra, 2012).

II.3.6.3. Immunomodulation excessive

L’administration parentérale de composants de parois bactériennes tels que les

peptidoglycanes peut induire de la fièvre, des arthrites et des maladies auto-immunes

(Marteau et Seksik, 2005 ; Kuitunen, 2013).

II.3.6.4. Transfert de gènes

Particulièrement des gènes de résistance aux antibiotiques, peuvent être transférés entre

microorganismes. La probabilité de transfert de gènes dépend de la nature du matériel

génétique à transférer (plasmides, transposons…), de la nature des souches donneuses et

receveuses, de leurs concentrations respectives et de la pression de sélection dans le milieu

(tout particulièrement la présence d’antibiotiques) favorisant la pousse des transconjugants

(Aires et al., 2007 ; Van Reenen et Dicks, 2011).

II.4. Utilisation des bactéries probiotiques dans les produits laitiers

Les produits laitiers probiotiques appartiennent à la catégorie des produits alimentaires

fonctionnels qui ont montrés une croissance impressionnante au cours de la dernière

décennie. Ainsi, le nombre des produits disponibles et la connaissance du consommateur
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du concept probiotique a évolué, et en conséquence, la recherche sur ces produits a

également augmenté. Plus de 600 produits alimentaires probiotiques sont commercialisés

par l’industrie laitière depuis 2006 comprenant : les crèmes glacées, les fromages, les laits

en poudre,  les desserts glacés et les mayonnaises (Menrad, 2003 ; Sveje, 2007).

Concernant les desserts  et les crèmes glacées de nombreux travaux ont récemment été

menés sur la survie des probiotiques dans ce types de produits. Elle est parfois améliorée

par encapsulation des probiotiques et parfois des prébiotiques sont associés à l’utilisation

des probiotiques, on parle alors de symbiotique. Ces produits sont souvent des yoghourts

glacés et des desserts lactés (Akalin et Erisir, 2008 ; Woraharn et al., 2010).

II.5. Utilisation potentielles dans d’autres secteurs de l’alimentation humaine

Outre leur utilisation dans le secteur laitier, les probiotiques concernent aussi d’autres

secteurs de l’alimentation humaine. Les secteurs concernés par ces applications sont :

- Les boissons : il s’agit de jus de fruits, considérés comme un véhicule approprié

pour les bactéries probiotiques car exposés peu longtemps aux conditions acides de

l’estomac (temps de séjour court). Une eau minérale a même été décrite comme

contenant une souche de bifidobactérie ;

- Les produits de boulangerie (biscuits) ;

- Snacks sous formes de chips ;

- Produits pour le charcutier, de la mer ou à base d’œufs ;

- Céréales pour le petit-déjeuner ;

- Assaisonnement, du type sauce à salade ;

- Matière grasse (margarines ou de beurres) (Francois et Georges, 2005 ; Castex et

Panes, 2012).

II.6. Procédés de fabrication et de commercialisation

La viabilité et l’activité du probiotique doivent être maintenues pendant toutes les

opérations de transformation, de manipulation et de stockage et être vérifiées à la fin de la

durée de conservation de ce produit (figure 06) (Soccol et al., 2010).
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Figure 06 : Schéma de fabrication des probiotiques (Castex et Panes, 2012).
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II. Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé au laboratoire de biologie du Centre Universitaire Abdelhafid

BOUSSOUF-Mila, durant la période Février-Mai de l’année 2017. Il a pour objectif

d’étudier les aptitudes probiotiques d’un souchier de bactéries lactiques d’origine locale.

II.1. Matériel

Pour la réalisation des différentes parties expérimentales, nous nous sommes servis du

matériel suivant :

II.1.1. Matériel biologique

II.1.1.1. Les souches bactériennes

Les dix souches de bactéries lactiques ont été utilisées pour la réalisation de cette

étude. Ces souches ont été identifiées par les techniques de microbiologie classique

(tableau 06).

Tableau 06 : Espèces de bactéries lactiques utilisées et leurs origines.

Souches Origine Code

Enterococcus

Enterococcus sp. C1 Beurre de chèvre E1

Enterococcus sp. C2 Beurre de chèvre E2

Enterococcus sp. C4 Beurre de chèvre E4

Enterococcus sp. C6 Beurre de chèvre E6

Lactobacillus

Lactobacillus sp. B1 Klila L1

Lactobacillus sp. B2 Klila L2

Lactobacillus sp. B4 Klila L4

Lactobacillus sp. B5 Klila L5

Lactobacillus sp. B7 Klila L7

Lactobacillus sp. B8 Klila L8

II.1.1.2. Les souches indicatrices

Il s’agit de cinq souches indicatrices représentées par les espèces suivantes :

- Escherichia coli ATCC 25922;

- Klebsiella oxytoca ATCC 8724;

- Listeria innocua Clip 74915;
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- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;

- Staphylococcus aureus ATCC 29213;

Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire de recherche de l’université de

Boumerdes.

II.1.1.3. Le segment iléal

Après le sacrifice d'un poulet de chair, la partie iléale a été isolée afin d'étudier la capacité

des bactéries lactiques à adhérer in vitro aux cellules épithéliales.

II.1.1.4. Les sels biliaires

Les sels biliaires (Institut Pasteur d'Alger) ont été utilisés pour étudier le pouvoir des

bactéries lactiques à résister à cet inhibiteur dans un milieu liquide.

II.1.1.5. Le sang humain

Dont le but est d’enrichir le milieu de culture Columbia. Une quantité du sang a été

additionnée au milieu en surfusion. Le sang additionné est issu des donneurs volontaires

sains et le prélèvement a été effectué par ponction veineuse dans un laboratoire d’analyses

médicales.

II.1.1.6. Disques d'antibiotiques

Pour étudier le comportement des bactéries lactiques vis-à-vis des antibiotiques, dix

disques (fourni par le CHU Benbadis Constantine) ont été utilisés pour réaliser un

antibiogramme sur milieu solide. Il s’agit de : rifampicine (RD 30μg), amikacine (AK

30μg), céfotaxime (CTX 30μg), ciprofloxacine (CIP 5μg), acide nalidixique (OA 30μg),

lincomycine (L 2μg), céfazoline (CZ 30μg), gentamicine (CN 15μg), oxacilline (OX 1 et

5μg).

II.1.1.7. Le lait écrémé

Le lait écrémé en poudre a été fourni par l’unité GROUZ, Ouad El Athmania, Mila. Il a été

utilisé pour tester la production d’acide par les bactéries lactiques.

II.1.2. Milieux de culture

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale, il s’agit

des milieux suivants :

- Les géloses : MRS (de Man, Rogosa, Sharp), Columbia au sang 5%, Mueller-Hinton.

- Les bouillons : MRS, MRS au phénol 0.4%, M17 (bouillon de Terzaghi), M17 au

lactose 0.5%, bouillon nutritif (annexe 01).
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II.1.3. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés au cours de cette étude sont les suivants :

 Les colorants : Violet de Gentiane, fuschine, cristal violet, phénolphtaléine à 1%

(annexe 02).

 Les acides et bases : HCl (1M), HCl 37%, soude Dornic (NaOH 1/9N).

 Alcool et autres : éthanol (95°,75°), lugol, eau oxygénée, chloroforme, SDS à1%,

NaCl, lactose, phénol, toluène, disques d’oxydase, disques ONPG, eau

physiologique stérile.

II.1.4. Tampons

La réalisation de cette étude nécessite la présence des tampons suivants :

 PBS (pH 7.2 ; 6.5 ; 3 et 2) (annexe 01) ;

 PBS au 0.5% des sels biliaires (pH 8).

II.1.5. Appareillage et autres

L’appareillage utilisé au cours de cette étude est le suivant :

 Agitateur électrique (Stuart) ;

 Autoclave (Pbibrand) ;

 Bain marie (Memmert) ;

 Bain marie agitateur (Memmert) ;

 Balance (Kern 572) ;

 Balance analytique (Kern) ;

 Cellules de Mallassez ;

 Centrifugeuse électrique (Sigma) ;

 Congélateur (Thermo scientific) ;

 Etuve (Memmert) ;

 Hotte à flux laminaire horizontale (Asem) ;

 Micropipettes (Socorex) ;

 Micro-onde (LG) ;

 Microscope optique (Optika B-192) ;

 pH mètre à affichage numérique (Hanna) ;

 Plaque chauffante agitatrice (Stuart) ;

 Réfrigérateur (Liebherr) ;

 Spectrophotomètre UV-VIS (Shimadzu, UV1800) ;

 Vortex (Topmix).
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II.2.  Méthodes

II.2.1. Méthodologie générale

La partie expérimentale vise à l’étude des aptitudes probiotique de dix souches lactique

quatre du genre Enterococcus et six Lactobacillus. Notre expérimentation se résume dans

les étapes montrées dans la figure 07 :

Figure 07 : Méthodologie d’étude des aptitudes probiotiques des bactéries lactiques.
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II.2.2. Revivification et purification des souches bactériennes

Dont le but est de revivifier les souches lactiques utilisées, ces dernières ont été cultivées

sur bouillon MRS et incubées à 37°C pendant 24 à 48h. Le développement des bactéries

se traduit par un trouble et une pastille blanche au fond de tube.

La purification consiste à réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS,

préalablement coulée et solidifiée. L’ensemencement a été effectué par la méthode des

stries, l'incubation a été faite à 37°C pendant 24h jusqu’à l’obtention des colonies

homogènes de même forme, même taille et même couleur (Idoui et al., 2009).

II.2.3. Confirmation de la pureté des souches

La pureté des souches a été vérifiée en réalisant une coloration de Gram et une recherche

de la catalase et de l’oxydase (Tabak et Bensoltane, 2011).

II.2.3.1. Critères morphologiques

II.2.3.1.1. Examen macroscopique

La morphologie des colonies et leur dimension sont étudiées à partir des cultures obtenues

sur la gélose MRS. Elle consiste à étudier la forme, l’aspect, le contour, la surface, la

couleur des colonies sur le milieu MRS.

II.2.3.1.2. Examen microscopique

L’étude microscopique des souches lactiques a été réalisée après une coloration de Gram.

Elle a été effectuée sur un frottis bactérien, préparé à partir des colonies suspectes en

cultures pures.

Cette étude permet la distribution de deux groupes majeurs des bactéries : à Gram+ et à

Gram- et aussi entre les coques et les bâtonnets ainsi que le mode de regroupement.

- Coloration de Gram

La coloration de Gram a été effectuée après l’examen macroscopique des colonies sur

gélose MRS, et dans le but d’écarter tout ce qui ne peut pas être une bactérie lactique, les

isolats ont été soumis à la coloration de Gram en suivant la méthode décrite par Camille

Delarras, (2014) (annexe 03).

II.2.3.2. Critères biochimiques

L’étude des caractères biochimiques des souches a été basée essentiellement sur :
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II.2.3.2.1. La production d’oxydase

Le cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines respiratoires

bactériennes (les bactéries possédant une chaîne respiratoire complète). (Guy et al., 2007).

La mise en évidence de cette enzyme consiste à imbiber par une goutte d’eau distillée

stérile le disque d’oxydase « Ox » (contenant le diméthyl paraphénylène diamine). Puis y

étaler une partie de la colonie de la souche à analyser.

La présence d’une oxydase se traduit par l’apparition d’une couleur violette foncée après

30 à 60 secondes due à l’oxydation du réactif en produisant l’indophénol après 10 min

(avec virage vers le noir) dans ce cas la bactérie est dite oxydase+, et lorsque la couleur de

disque reste inchangée, la bactérie est dite oxydase-. Les colonies sont prélevées à l'aide

d'une pipette Pasteur.

II.2.3.2.2. La production de catalase

Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase_) des entérobactéries

(catalase+). La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies

strictes et anaérobies facultatives. Elle leur permet de vivre en présence de l’oxygène. Elle

décompose l’eau oxygénée (H2O2) formée, en eau et en oxygène qui se dégage selon la

réaction suivante (Guy et al., 2006):

La recherche de la catalase consiste à déposer sur une lame stérile une goutte de l’eau

oxygénée, puis déposer et étaler sur cette dernière une colonie de la souche à analyser,

l’effervescence (dégagement des bulles d’air) indique la présence d’une catalase.

Les étapes de la revivification et la purification des souches lactiques sont résumées dans la

figure 08 :

2H2O2 O2 + 2H2O
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Figure 08 : Etapes de la revivification et la purification des bactéries lactiques.
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La mesure de l’activité acidifiante est déterminée par modification  des deux  méthodes de

Champagne et Moineau (2003) et Guiraud (2003) qui consistent à suivre d’une part

l’évolution du pH des différentes cultures en fonction du temps et d’autre part à doser

simultanément l’acidité totale par la soude Dornic.

Pour mettre en évidence la production d’acide par les bactéries lactiques, des tubes stériles

avec bouchon à vis (10 à 20 ml) sont préparés puis remplis du lait écrémé à 10%

(annexe 01).

Après stérilisation et refroidissement à la température d’ensemencement, chaque tube est

ensemencé par une culture lactique (V/100V) puis incubé à 37°C à un intervalle du temps

de 2h, 4h, 6h et 24h. Après incubation, 10ml du lait sont prélevés puis titrés par la soude

Dornic (N/9) en présence de 5 gouttes de phénolphtaléine (Figure 09), jusqu’au virage de

la couleur au rose pâle persistant au moins 10 secondes. L’acidité est déterminée par la

formule suivante:

Acidité (°D) = V NaOH x  10

Où :

VNaOH : Volume de NaOH utilisé pour titrer l’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.

1D° = 0.1g/l d’acide lactique produit.

La mesure de pH a été faite directement par le pH- mètre, en plongeant l’électrode dans un

bécher contenant 20ml de l’échantillon. Le pH a été déterminé à chaque fois qu’on procède

au dosage de l’acide lactique (Hariri et al., 2009).

Figure 09: Mesure de la production d’acide.
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II.2.4.2. Résistance des bactéries lactiques aux conditions hostiles gastro-intestinales

L’objectif de cette partie de l’étude est d’évaluer le comportement de quelques souches de

bactéries lactiques étudiées envers les conditions rencontrées au cours du passage à travers

le tractus gastro-intestinal (Pitino et al., 2011).

II.2.4.2.1. Tolérance à l’acidité

L'aptitude des souches lactiques à résister à l'acidité gastrique, a été déterminée selon la

technique décrite par Anthoule et al. (2003) et Guo et al. (2010) :

Des cultures bactériennes jeunes de 18h ont été préparées dans le bouillon MRS. Le culot

bactérien issu de la centrifugation (à 3000g / 15min) des suspensions bactériennes de 18 h

préparées dans le bouillon MRS a été récupéré puis lavé deux fois dans le tampon PBS.

1 ml de chaque  suspension obtenue est additionné à 9ml de la solution PBS et le pH est

ajusté à 2 ; 3 et 7.2 (contrôle). Les suspensions sont agitées par un vortex pendant 10s puis

incubées à 37°C pendant 3h.

Un comptage des  cellules vivantes a été effectué dans deux temps différents (à 0h et 3h).

La technique utilisée est celle de micro-dilution en utilisant la cellule de Malassez.

L’expérience est indépendamment répétée pour chaque souche deux fois.

Le taux de survie est calculé par l’équation suivante :

II.2.4.2.2. Tolérance aux sels biliaires

Six (6) souches de bactéries lactiques  qui sont : E2; E6; L1; L4; L7;L8 ont été choisies

pour réaliser ce test.

La tolérance aux sels biliaires est un facteur important pour évaluer l’aptitude probiotique

des bactéries lactiques. Dans le but d’étudier la résistance des souches des bactéries

lactiques aux sels biliaires, nous avons procédé à la méthode décrite par Leite et al. (2015)

et Bouridane et al. (2016) :

Comme le montre la figure 10, des cultures bactériennes jeunes de 18h ont été préparées

dans le bouillon MRS. Le culot bactérien a été récupéré par centrifugation à 5000g / 10min

suivie de deux lavages successifs dans le PBS (pH 7.2) puis suspendu dans le tampon PBS

(0.5% en SB, pH 8) pour avoir une suspension de 108UFC/ml et incubation à 37°C.

Taux de survie (%) = logUFC à T 3h / logUFC à T0h x 100
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Le comptage à 0h et 4h des cellules a été effectué par la technique de micro-dilution en

utilisant la cellule de Malassez. L’expérience est indépendamment répétée deux fois pour

chaque souche. Le taux de survie est calculé par l’équation suivante :

Figure 10 : Détermination de l’effet des sels biliaires sur la viabilité des souches.
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E2 ;  E6 ;  L1 ; L4 ;  L7 ;  L8

0h 4h

Dénombrement
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Incubation à 37°C

Taux de survie (%) = logUFC à T 4h / logUFC à T0h x 100
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II.2.4.2.3. La résistance à 0.4% de phénol

La résistance des souches lactiques au phénol à 0,4% a été déterminée selon la méthode de

Pinto et al. (2006)

Des suspensions bactériennes jeunes de 18h ont été préparées dans le bouillon MRS puis

centrifugées à 5000g /10min. le culot a été récupéré puis lavé deux fois dans le PBS

(pH=7.2) et suspendu dans le bouillon MRS additionné ou non du phénol à 4%.

Nous avons procédé à un comptage des cellules vivantes à 0h et 24h après incubation à

37°C, par la méthode de micro-dilution en utilisant la cellule de Malassez. L’expérience est

indépendamment répétée pour chaque souche deux fois (figure 11).

Le taux de survie est calculé par l’équation suivante :

Figure 11: La méthode de micro-dillution et utilisation de la cellule de Malassez .

II.2.4.3. Tests de sécurité

II.2.4.3.1. Test d’hémolyse

L’activité hémolytique a été évaluée par la méthode décrite par Argyri et al. (2013) :

Des suspensions bactériennes jeunes de 18h ont été préparées dans le bouillon MRS, puis

ensemencées sur des boites de Pétri contenant la gélose Columbia à 5% du sang humain

(préalablement coulée et solidifiée) par stries serrées. Après incubation pendant une période de

24-48h à 37°C, le type d’hémolyse a été examiné.

L’apparition d’une zone claire autours des colonies indique la présence d’une activité

Taux de survie (%) = logUFC à T 24h / logUFC à T0h x 100
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hémolytique de type β. Une activité hémolytique de type α est caractérisée par des zones

vertes entourant les colonies, c’est le signe d’une activité hémolytique incomplète. Si le

milieu n’est pas modifié donc c’est une souche  hémolytique.

II.2.4.3.2. La résistance aux antibiotiques

Pour réaliser ce test, la méthode de l'antibiogramme en milieu solide a été appliquée. Chaque

inoculum bactérien a été standardisé dont la DO600varie entre 0.08 et 0.1 puis ensemencée

par étalement à l’aide d’écouvillon en surface de la gélose MRS, déjà coulée et solidifiée.

Les boites ont été laissées sécher à la température de laboratoire.

Chaque deux boîtes de la même souche reçoivent dix disques d'antibiotiques (cinque

disques par boite) à savoir : les inhibiteurs d la synthèse de la paroi : oxacilline (OX 1 et

OX 5μg), céfazoline (CZ 30μg), céfotaxime (CTX 30μg) ; les inhibiteurs de la réplication

d’ADN : acide nalidixique (OA 30μg), ciprofloxacine (CIP 5μg) ; les inhibiteurs de la

transcription : rifampicine (RD 30μg) ; les inhibiteurs de la traduction : amikacine (AK

30μg), lincomycine (L 2μg) ; gentamicine (CN 15μg) .

Après incubation à 37°C pendant 24h, les zones d’inhibitions autour des disques des

antibiotiques ont été mesurées et les résultats ont été exprimés comme suit : sensible [le

diamètre est supérieur à 15mm (S)], intermédiaire [le diamètre égale 15 mm (I)] et

résistante [le diamétre est inferieur à 15mm (R)] (Leroy et al., 2007 ; Balamurugan et al.,

2016 ).

II.2.4.4. Tests des propriétés fonctionnelles et physiologiques

II.2.4.4.1. L’activité β-galactosidase

L’activité β-galactosidase est déterminée par le protocole expérimental décrit par Iyer et

al. (2010) et Wang et al. (2010) :

Ce test est basé sur l’utilisation des disques ONPG (Ortho-nitrophényl-β-D-

galactopyranoside) permettant d’identifier le taux de la fermentation du lactose (si actif ou

en retard).

Des cultures bactériennes  jeunes de 18h ont été préparées dans le bouillon M17 (+0.5%

lactose), le culot bactérien a été récupéré par centrifugation à 3000g / 15min suivie de deux

lavages successifs avec du PBS (pH 7.2). Dans un tube, 1ml de chloroforme et 1 ml de SDS

(0.1%) sont ajoutés au 2 ml de la suspension bactérienne et mélangés par le vortex pendant
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10s suivie d’une incubation à 37°C dans un bain Marie pendant 1 min. Par la suite un

disque ONPG est mis dans le tube et le mélange est incubé pendant 24h  à 37°C.

L’apparition d’une couleur jaune entre 1h jusqu’à 6h est un indicateur positif qui indique

une production rapide de la β-galactosidase alors que l’apparition de la couleur jaune  après

6h signifie une production lente de la β-galactosidase. Dans ce test Escherichia coli utilisée

comme un témoin positif.

II.2.4.4.2. Adhésion in vitro au tissu épithélial

La capacité d’adhésion à la couche intestinale est un critère de sélection recommandé pour

le choix des souches probiotiques. Ce test consiste à étudier la capacité des souches

bactériennes à effet probiotique de s'adhérer à l'épithélium intestinal. Pour se faire, la

méthode décrite par Lin et al. (2007) qui comporte trois étapes, a été suivie :

 Préparation des  cellules épithéliales :

Avant de mettre en œuvre le test d'adhésion, un segment de l'iléum d'un poulet de chair a été

ouvert et lavé avec du tampon phosphate salin stérile (PBS) (pH7.2), puis tenu dans le PBS

à 4°C pendant 30min pour être lavé. Par la suite, les tissus ont été repris puis lavés 3 fois

avec du PBS stérile. Les cellules ont été récupérées en grattant la surface tapissant l’intestin

par une lame stérile. Des dilutions décimales ont été réalisées jusqu’à 10-4, cette suspension

cellulaire a été examinée par microscope pour assurer qu'elle n'était pas contaminée et que la

concentration des cellules épithéliales est approximativement égale à 5x104cellules/ml.

 Préparation des souches :

Des cultures bactériennes jeunes de 18h  ont été préparées dans le bouillon MRS. Puis elles

ont été centrifugées à 5000 g/ 10min et le culot de chaque souche a été récupéré dans 2ml

du PBS (108cellules /ml = DO600 = 0.2).

 Réalisation du test :

1ml de chaque culture est mélangé avec 1ml de la dilution 10-4 de la suspension des

cellules épithéliales déjà préparée. Après incubation avec agitation 20 tr/min à 37°C

pendant 30 min, une préparation de frottis et une coloration au cristal violet 0.5% pendant

5 min a été réalisée pour observer l’adhésion au microscope optique. Le test est considéré

positif si le nombre de bactéries adhérées est supérieur à 15. Au moins 10 cellules

épithéliales sont examinées.
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Figure 12: Quelques étapes du test d’adhésion.

II.2.4.4.3. Test d’hydrophobicité

L’hydrophobicité bactérienne est considérée comme l’un des facteurs les plus importants

qui influence l’adhésion des cellules à divers supports. Elle est déterminée selon la

méthode décrite par Handa et Sharma (2016) :

Des cultures jeunes de 18h ont été préparées dans le bouillon MRS. Le culot bactérien a été

récupéré par centrifugation à 5000g / 10min suivie de deux lavages successifs avec du PBS

(pH 7.2) puis resuspendu dans le même tampon pour avoir 108UFC /ml (DO600=0.2). La

densité optique initiale(DOinitiale) de la suspension a été mesurée à 600nm.

Ensuite, 1ml du toluène a été ajouté doucement à 5ml de la suspension bactérienne. Ce

mélange a été agité en utilisant un vortex pendant 1 min puis incubé 1h à 37°C. Après 1h,

la phase aqueuse est récupérée à l'aide d'une pipette Pasteur stérile et la densité optique

finale (DOfinale)  est mesurée à 600nm (figure 13).

La différence de la densité optique est considérée comme une mesure de l'hydrophobicité de

la surface cellulaire (H%) calculé par l'équation suivante:

%Hydrophobicité = DOinitiale - DOfinale /DOinitiale x100
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Figure 13 : Détermination de taux d’hydrophobicité des souches lactiques.

II.2.4.5. Mise en évidence des activités d’agrégation

II.2.4.5.1. Autoagrégation

Pour mettre en évidence le phénomène d’autoagrégation des bactéries lactiques nous avons

suivi le protocole expérimental décrit par Idoui et al. (2016) et Kouidhi et al. (2016) :

Des suspensions bactériennes jeunes de 18h préparées dans le bouillon MRS sont

centrifugées à 5000g / 10 min et le culot obtenu est lavé deux fois dans le tampon PBS

(pH=7.2) puis suspendu dans le même tampon pour avoir une suspension de 108UFC /ml.

4ml de la suspension bactérienne ont été mélangés à l’aide d’un vortex pendant 10s suivie

d’une incubation à une température de 37°C pendant 5h. Au cours de l’incubation, 0.1ml

de la suspension est transférée chaque heure à un autre tube contenant 3.9 ml de PBS et la

densité optique a été mesurée à 600nm.

Le pourcentage d’autoagrégation est exprimé selon l’expression suivante :

% Autoagrégation= [(DOi   DOf) / DOi] × 100

Cultures jeunes
(18h)

Centrifugation (5000g /10min) +

Lavage au PBS (pH=7,2)

Mesure de la DOinitiale

T0h

Toluène +Agitation (1min) +

Incubation (1h à 37°C)

Mesure de la DOfinale

T1h
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Où :

DOi : l’absorbance à t=0h.

DOf : l’absorbance à t=5h.

II.2.4.5.2. Coagrégation

Dans le but d’étudier le phénomène de coagrégation des souches lactiques avec la souche

Escherichia coli, nous avons suivi les mêmes étapes du test d’autoagrégation pour la

préparation des suspensions bactériennes (108UFC /ml dans le tampon PBS (pH=7.2).

À partir de ces suspensions, un volume de 2ml est mélangé en paire (2ml de la souche

lactique et 2ml d’E. coli) avec un vortex pendant 10s. Le blanc est réalisé en même temps

(4ml de chaque suspension bactérienne). L’absorbance du mélange est mesurée à 600nm

après 5h d’incubation à une température ambiante (Idoui et Sifour, 2016).

Le pourcentage de coagrégation est calculé par l’équation suivante :

% Coagrégation = [(DOx + DOy)/2 – DO(x+y)]/ [(DOx + DOy)/2] x 100

Où :

x et y : les souches du blanc.

(x+ y) : les souches du mélange.

II.2.4.6. Etude des interactions bactériennes

II.2.4.6.1. L’activité antibactérienne

Ce test consiste à étudier l'activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-à-vis des souches

indicatrices. Il s’agit de cinq souches : Escherichia coli ATCC 25922 ; Klebsiella oxytoca

ATCC 8724 ; Listeria innocua Clip 74915 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ;

Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Des cultures bactériennes jeunes de 18h ont été préparées dans le bouillon MRS (pour les

bactéries lactiques) et dans le bouillon nutritif (pour les souches indicatrices).

Pour mettre en évidence cette activité, le milieu Mueller-Hinton a été coulé, solidifié et

séché dans des boites de pétri stériles, puis la souche indicatrice (DO600 varie entre 0.08 et

0.1) est inondée en surface de ce milieu. Après incubation pendant 30 min à 37°C, des

disques de papier Wattmen n°3 stériles (de 5mm de diamètre) ont été déposés en surface de

la gélose. Chaque disque reçoit un volume de 10 µl d’une culture lactique jeune. Une fois
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les boites sont séchées à température ambiante, elles sont incubées à 37°C pendant 24h.

L’inhibition de la souche indicatrice se traduit par la formation de zones claires autour des

disques et les diamètres des zones sont mesurés (Shehata et al., 2016 ).

Figure 14 : Test de l’activité antibactérienne des souches lactiques.

II.2.4.6.2. Test de coexistence

L’interaction entre les souches lactiques a été étudiée selon le protocole expérimental

décrit par Guo et al. (2010), qui consiste à ensemencer en stries perpendiculaires croisées

la surface d’une gélose MRS, préalablement coulée dans des boites de Pérti,  à partir des

suspensions bactériennes jeunes (18 heures) préparées dans le bouillon MRS.

La symbiose est révélée par l’absence des zones d’inhibition (au niveau des points de

rencontre entre les stries croisées) par contre l’antagonisme se traduit par la présence de

ces dernières après une incubation à 37°C pendant 24h.

II.2.5. Traitement statistique des résultats

Pour effectuer des analyses statistiques le logiciel XLSTAT 2009 a été utilisé pour

analyser les résultats obtenus concernant les tests : tolérance à l’acidité, tolérance aux sels

biliaires, tolérance à 0.4% de phénol, les tests d’agrégation (autoagrégation et

coagrégation) et test d’hydrophobicité.

Le test ANOVA (analyse de variance) à un seul facteur avec un facteur de risque égale à

5% a été utilisé.



Résultats et

Discutions



Etude Expérimentale Résultats et Discussion

46

III. Résultats et discussion

III.1. Revivification et confirmation de la pureté des souches

La revivification des dix souches lactiques a été réalisée sur bouillon MRS. La présence

de trouble homogène avec une pastille blanche au fond de tube désigne la viabilité de la

souche lactique (Figure15).

Figure 15 : Revivification de quelques souches étudiées sur bouillon MRS

"L": Lactobacillus sp. ; "E": Enterococcus sp.

III.2. Examen macroscopique et microscopique

III.2.1. Caractérisation macroscopique

Un total de dix souches ont été isolées et purifiées sur milieu MRS. La caractérisation

macroscopique, permet de décrire l'aspect des colonies obtenues sur gélose MRS après 24h

d’incubation à 37°C et de déterminer les critères relatifs aux colonies des bactéries

lactiques (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosité).

Les caractères des colonies se diffèrent d’une souche à une autre. Les colonies sont

blanchâtres, crèmes et parfois translucides, à contour régulier ou irrégulier et de forme

ronde ou lenticulaire avec de différentes tailles (grande, moyennes et petites), dont le

diamètre varie de 0.5 à 2mm (figure 16).

E2L5L4L2E1E6

Acide lactique
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Figure 16 : Exemples d’aspect culturels des bactéries lactiques sur gélose MRS après 24h

d’incubation à 37°C.

III.2.2. Caractérisation microscopique

L’étude de l’aspect microscopique après coloration de Gram permet d’éliminer d’éventuels

contaminants surtout les champignons dans notre cas et différencier entre les coques et les

bacilles.

Les bactéries sous forme de cocci se disposent en petites chainettes, en tétrade et en

diplocoque, ou sont parfois isolées, par contre celles de la forme bacillaire sont sous forme

de grandes chaînettes régulières. Toutes les souches, asporulés et de Gram positifs

(figure17).

Figure 17 : Aspect morphologique cellulaire des cultures lactiques pures (x100).

E2 L8

L8 E2
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III.3. Tests biochimiques des souches lactiques

La confirmation de la pureté est complétée par la recherche de caractères biochimiques

(catalase, oxydase). Nous avons noté l’absence d’une catalase et oxydase très puissantes

chez les dix souches. Les résultats sont représentés dans le tableau 07.

Tableau 07 : Tests biochimiques des souches lactiques.

Souches lactiques
Caractère biochimique

Catalase Oxydase

E1 - -
E2 - -
E4 - -
E6 - -
L1 - -
L2 - -
L4 - -
L5 - -
L7 - -
L8 - -

« E » : Enterococcus sp                                  « L » : Lactobacillus sp

Les résultats négatifs pour les deux tests permettent de confirmer l’appartenance au groupe

des bactéries lactiques. Le test catalase montre l’absence d’enzyme permettant d’éliminer

le peroxyde d’hydrogène, même résultat pour l’oxydase.

III.4. Etude des aptitudes probiotiques d’un souchier de bactéries lactiques

III.4.1. Production d’acide

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries

lactiques utilisées dans les industries agro-alimentaires car elle est considérée comme un

critère primordial de sélection des souches à double intérêt technologique et probiotique.

Le suivi de l’activité acidifiante des souches étudiées a été réalisé sur le milieu lait écrémé

stérilisé (figure 18).

Les résultats obtenus sont illustrés par les figures 19, 20, 21 et 22.
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Figure 18 : Résultat noté lors de la titration du lait (virage de la couleur en rose pale).

Adnan et Tan (2007) ont montré une corrélation entre les profils de production de l’acide

lactique par quelques souches de bactéries lactiques (Lactococcus lactis et Lactobacillus

lactis) et les profils du pH des cultures, ci pour cela, nous remarquons que la totalité des

bactéries lactiques identifiées présentent une production progressive en acide lactique.

Cette dernière est accompagnée d’un abaissement du pH du milieu.

D’après nos résultats, nous observons que l’évolution de l’acidité et les variations de pH au

cours de la croissance des souches testées sur le lait écrémé démontrent une différence

entre les genres et les espèces.

Après deux heures d’incubation, les valeurs de pH varient entre pH 6.41 et pH 6.64, en

parallèle la quantité de l’acide lactique produite se situe entre 2.5g et 2.9g d’acide lactique

par litre de lait.

Au bout de 24h d’incubation, ces valeurs de pH diminuent et se trouvent situées entre pH

4.13 et pH 5.16, de même la quantité de l’acide lactique produite se situe entre 6.5g/l et

12.5g/l.

La souche E1 était la plus acidifiante avec une quantité d’acide lactique moyenne de 11.5

g/l après 24h d’incubation. En parallèle, la valeur de pH atteinte avec cette souche 4.13. La

cinétique d’acidification a montré que les souches L5, L8, L7 étaient moins acidifiantes en

produisant des quantités variables d’acide lactique dont les moyennes sont de 7.90g/l,

6.85g/l et 6.55g/l respectivement.
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Figure 19 : Production d'acide lactique par les souches Enterococcus sp. codées E1, E2,

E4 et E6.

Figure 20 : Production d'acide lactique par les souches Lactobacillus sp. codées L1, L2,

L4, L5, L7 et L8.
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Figure 21 : Evolution de pH au cours de temps chez les souches Enterococcus sp codées

E1, E2, E4 et E6

Figure 22 : Evolution de pH au cours de temps chez les souches Lactobacillus sp codées

L1, L2, L4, L5, L7 et L8.
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Les espèces d’Enterococcus produisent moins d’acide lactique que celles des

Lactobacillus. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Bouzaine et al. (2004) et

Lin et al. (2007).

La production d'acide lactique par les bactéries lactiques est l'un des critères importants

pour leur utilisation comme des souches probiotiques, puisque cet acide est un métabolite

secondaire qui joue souvent un rôle important dans le mécanisme de défense, en inhibant

les bactéries pathogènes et aide ainsi à la colonisation des BL. Le maximum d’acide

lactique est produit pendant la phase stationnaire (Gautam et Sharma, 2015).

Une étude réalisée par Handa et Sharma (2016) a montré que la souche Lactobacillus

plantarum F22 isolé d’un produit traditionnel produit une quantité de 7.1g/l d’acide

lactique avec un pH 4.42 après 24h.

Les études ont révélé qu'il existait une relation négative entre la concentration d'acide

lactique et le pH pendant la phase de croissance, c'est-à-dire que la production d'acide

lactique est minimale lorsque le pH est maximal et vice versa (Handa et Sharma, 2016).

La présente étude est conforme à ces observations.

Une différence dans la réduction du pH et la production d’acides entre les genres, les

espèces et parfois entre les souches de la même espèce a été soulevée par de nombreux

auteurs (Arthur et al., 2002 ; Luquet et Corrieu, 2005).

Des études menées par Cannon et al. (2006) et Lange-Starke et al. (2014), ont montré le

potentiel antiviral de l’acide lactique et l’abaissement du pH par différentes souches de

bactéries lactiques.

D’après Marianelli et al. (2010), l’effet antimicrobien complet de la souche probiotique L.

rhamnosus testée est induit par sa production d’acide lactique au cours de la fermentation.

Cependant, cet effet est indépendamment lié avec la concentration en acide lactique.

La coagulation du lait par les bactéries lactiques peut être provoqué soit par la

transformation progressive du lactose du lait en acide lactique qui provoque l'abaissement

du pH et la coagulation du lait, soit par un système enzymatique ou enzymes

protéolytiques qui ont la propriété de coaguler le lait (Sarkar, 2008 ; Mohammadi et al.,

2012).

Les souches ayant un profil d'acidification du lait rapide se révèlent comme étant de

bonnes candidates pour l'industrie des aliments fermentés, et pourront être utilisées comme
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cultures starters. De la même manière, les souches ayant montré un pouvoir d'acidification

faible sont utilisées, mais en cultures mixtes, pour d'autres propriétés importantes, par

exemple l’activité aromatisante (Hassain, 2013).

III.4.2. Résistance des bactéries lactiques aux conditions hostiles gastro-intestinales

III.4.2.1. Tolérance à l’acidité

Une des caractéristiques importantes d’une bactérie lactique à effet probiotique est sa

capacité de survivre dans des conditions difficiles d’acidité simulant celles du jus

gastrique, ce dernier pouvant varier entre pH 1 après un jeûne et pH 4.5 à la suite d’un

repas (Courtin et Rul, 2004 ; Guo et al., 2010).

L'étude de l'exposition prolongée des souches lactiques aux conditions acides similaires à

celles de l'estomac a été réalisée par incubation dans le tampon PBS à différents pH

pendant 3h.

Les résultats représentés par la figure 23 montrent une augmentation significative (p<0.05)

du taux de viabilité de chaque souche bactérienne lorsque le pH augmente.

Figure 23 : La tolérance des différentes souches lactiques à l’acidité.

0

20

40

60

80

100

120

L1 L4 L5 L7 L8 E1 E2 E4 E6

V
ia

bi
lit

é 
(%

)

Souches

pH=2 pH=3 pH=7.2



Etude Expérimentale Résultats et Discussion

54

Les souches étudiées ont montré une différence de comportement selon le pH acide (2 et

3). Les résultats obtenus montrent clairement la diminution progressive du nombre des

cellules viables pour toutes les souches mise en contact avec les deux pH acides 2 et 3 avec

le temps de contact, en comparaison avec le pH 7.2 (témoin) ou la perte de viabilité était

négligeable.

En fait, à pH 2, le taux de viabilité de toutes les souches s’est montré le plus faible

(compris entre 47.28%± 4.32% et 79.27%± 6.85%) comparé à ceux à pH 3 et à pH 7.2, où

le taux de viabilité le plus élevé a été enregistré à pH 7.2. Notant que les valeurs de

pourcentage de viabilité enregistrées à pH 3 et à pH 7.2 sont très proches avec toutes les

souches à l’exception de la souche L5. Le pH 2 a influencé fortement le taux de survie de

la souche L5 (47.28). La diminution de la viabilité des souches à pH 2 est expliquée par le

stress important exercé par l’acidité sur les cellules empêchant toute croissance.

Les souches mises en contact avec le pH 3 ont montré une excellente viabilité après 3h de

contact, dont le plus faible taux de survie est de l’ordre de 62.2 %±5.65, cela est enregistré

par la souche L5, les autres souches ont maintenu une très bonne portion de cellules

viables. La souche L7 a inscrit une bonne viabilité de 79.27%, puis L8 de 71.26%±10.89

de sa charge initiale, par contre les entérocoques étaient les moins viables par apport aux

Lactobacilles.

D’une façon générale, il est bien établi que malgré qu’il y ait eu une perte de viabilité de

l’ensemble des bactéries lactiques à pH acide, le nombre de cellules viables reste toujours

important et supérieur à 80%. Donc, elles peuvent résister ultérieurement aux conditions

d'acidité de l'estomac.

Ces résultats sont partiellement en accord avec ceux trouvés par Lin et al. (2007), Idoui et

Sifour (2016), et Idoui et al. (2016) qui ont montré que le pH 3 est toléré par certaines

espèces du genre Lactobacillus du tractus gastro-intestinal des poulets. De même, l’étude

réalisée par Bouridane et al. (2016) sur des Lactobacillus a montré une résistance de ces

dernières à pH 2 avec une viabilité qui oscille entre 40% et 82%.

Ramakrishnan et al. (2014) ont trouvé que les souches d’Enterococcus faecium tolèrent

un pH 2.5 avec des taux de survie allant de 38% à 42%, cela est en accord avec nos

résultats.

Il est admis pour que la majorité des probiotiques puissent avoir des rôles bénéfiques sur la

santé humaine, il faut qu’ils gardent une certaine viabilité lors du transit intestinal. De ce
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fait, les probiotiques doivent pouvoir passer sans dommage irréversible la barrière acide de

l’estomac (Succi et al., 2005 ; Klingberg et al., 2006 ; Nuraida, 2015).

Des études réalisées ont montrées que la résistance au pH acide de l’espèce B. animalis

peut être reliée à son excellente survie au passage du tractus gastro-intestinal de l’homme,

chez cette espèce, une forte induction de l’activité des ATPases membranaires a été

observée, pouvant ainsi expliquer la résistance élevée au pH acide. Cette activité n’étant

pas induite chez les souches moins résistantes aux environnements acides (Ashraf et

Shah, 2011).

L'étude menée par Metlef et Dilmi Bouras (2009) a montré que le matériel génétique et la

capacité de produire une réponse adaptative au stress acide des bactéries lactiques jouent

aussi un rôle très important dans leur résistance aux changements des conditions

environnementales où plusieurs mécanismes interviennent dont les plus importants sont :

- L’activité de l’ATPase qui contribue à l’homéostasie du pH grâce à un

échange de cations convertissant un potentiel transmembranaire en gradient de pH.

- la décarboxylation   des acides et   la présence des antiports électrogéniques

chez les bactéries lactiques les aident à contrecarrer la baisse du pH

intracellulaire.

- Le développer d ’ une réponse adaptative au stress acide, cette réponse est en

stricte relation avec des protéines spécifiques responsables au maintien du pH

intracellulaire à des valeurs approximatives du pH extracellulaires.

Les souches testes ayant une tolérance remarquable à l’acidité se révèlent comme étant de

bonnes candidates pour continuer les tests qui restent, donc les souches sélectionnées sont :

E2, E6, L2, L4, L7, L8.

III.4.2.2. Tolérance aux sels biliaires

Dans l’intestin grêle, la tolérance aux sels biliaires est un facteur important qui contribue à

la survie des probiotiques. Les bactéries qui survivent aux conditions acides de l’estomac

doivent alors faire face à l’action détergente des sels biliaires libérées dans duodénum

après ingestion des repas gras (Tambekar et al., 2009).

La tolérance à la bile est un critère déterminant de sélection des bactéries probiotiques,
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permettant ainsi la survie pendant le passage à travers le tractus gastro intestinal et la

colonisation de l’environnement intestinal. Les résultats de la tolérance des souches

lactiques à la bile sont mentionnés dans la figure 24.

Figure 24 : Tolérance des différentes souches lactiques envers les sels biliaires.

D’après les résultats inscrits, il apparait clairement que les souches lactiques mises en

contact avec une solution de PBS additionné de 0.5% de sels biliaires pendant 3h, montrent

un pourcentage de tolérance différent varie entre 83.605%±0.94 et 99.2%.

Nous pouvons constater que la souche E6 est la plus résistante aux sels biliaires avec un

pourcentage de tolérance égal à 99.2% suivie de la souche L8 (95.16%±0.56). Cependant,

la souche L1 est montrée la moins résistante avec un pourcentage de tolérance égal à

83.605% ± 0.94. Une différence significative (p < 0.0001) a été enregistrée entre les

différents pourcentages de tolérance.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Bouzaine et al. (2004) qui ont montré

une tolérance et une croissance de certaines souches de Lactobacillus sp. et Enterococcus

sp. sur le milieu MRS-agar additionné de la solution de sels biliaires à 0.3%.
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Des résultats similaires ont déjà été rapportés par d'autres auteurs analysant des souches

lactiques de différents environnements (Delgado et al., 2007; Vinderola et al., 2008;

Zago et al., 2011; Ramos et al., 2013).

Les études de Wang et al. (2010), Argyri et al. (2013) et Idoui et Sifour (2016) ont

montré des différents taux de tolérance aux sels biliaires à 0.5% allant de 1.71% à 99.79%.

Le flux biliaire assure un rôle physiologiques très important puisque facilitant la digestion

des composés lipophiles provenant de l’alimentation. La concentration moyenne de la bile

intestinale est considérée comme étant de 0.3%-0.5% p/v, en outre, le temps de passage est

suggéré être de 4 heures. C’est également un agent antimicrobien influençant

l’établissement du microbiote intestinal (Pfeiler et Klaenhammer, 2009).

Les mécanismes de résistance des lactobacilles aux sels biliaires sont de mieux en mieux

connus. Les lactobacilles sont capables de métaboliser les acides biliaires ce qui les

protègent contre la bile. L’un des mécanismes de cette résistance, est la déconjugaison des

acides biliaires par les enzymes biles salts hydrolase (BSH). L’hydrolyse libère les

glycines et/ou les taurines du noyau stéroïde ce qui a pour effet de diminuer la solubilité de

la bile à pH bas et de réduire ses activités détergentes (Begley et al., 2006 ; Hamon et al.,

2011).

Un autre mécanisme responsable de la résistance des lactobacilles aux sels biliaires est

l’extrusion de la bile. Ce mécanisme est réalisé grâce aux systèmes multidrug resistance

(MDR). Les MDR sont responsables de la résistance à de nombreux composés toxiques

comme les antibiotiques, les solvants organiques, les détergents et les sels biliaires

(Whitehead et al., 2008). L’adaptation à la bile chez les probiotiques a été corrélé à des

changements stables au niveau du profil de fermentation des sucres, de l’activité

glycosidase, ainsi qu’au niveau de la composition en acides gras et du profil protéique

membranaire (Sánchez et al., 2010).

III.4.2.3. Resistance au phénol

La résistance au phénol est un indicateur supplémentaire pour tester la survie des bactéries

dans les conditions intestinales. Par conséquent, nous avons testé la capacité des souches

de bactéries lactiques à croître en présence de 0.4% de phénol pendant  un temps de

contact de 24h en comparant avec un témoin sans phénol (figure 25).
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Figure 25 : Tolérance des différentes souches lactiques envers le phénol

La figure 25 montre qu’en en absence du phénol les souches L8 et L4 ont enregistré les

taux de survie les plus élevés (133.015 ± 15.215% et 130.065% ± 15.035%). En présence

du phénol, la souche L8 a en un taux de survie égal à 78.08 ± 4.48% et supérieur à ceux

des autres souches, une différence non significative à été enregistrée entre les différentes

souches (p=0.187).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Vizoso Pinto et al. (2010) qui ont testé des

souches de Lactobacillus spp. d’origine humaine et de produits traditionnels. Ils ont trouvé

que la majorité des souches ont pu survivre dans 0.4% de phénol pendant 24h. Cependant,

ces souches n’ont pas pu croitre dans ce milieu durant toute la période d’incubation.

Pour qu’une souche soit probiotique, elle doit survivre à l'action des métabolites toxiques,

principalement les phénols, produits pendant les processus de digestions. Quelques acides

aminés aromatiques dérivés de protéines alimentaires ou endogènes peuvent être
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désaminés dans l'intestin par des bactéries menant à la formation des phénols ayant des

propriétés bactériostatiques. Ainsi, le test de la résistance au phénol peut générer plus

d'informations sur le potentiel de survie des bactéries dans les conditions gastro-

intestinales (Xanthopoulos, 2000 ; Aswathy et al., 2008 ; Vizoso Pinto et al., 2010).

III.4.3. Tests de sécurité

III.4.3.1. Test d’hémolyse

L'absence d'activité hémolytique  est considéré comme une condition préalable de sécurité

pour la sélection d'un probiotique (FAO / OMS, 2002). L’étude de l’activité hémolytique a

été étudiée sur gélose Columbia au sang. Ce milieu est utilisé pour la détection et la

détermination des caractéristiques hémolytiques d’une souche bactérienne donnée. Les

zones d’hémolyse se manifestent comme suit : β-hémolyse (zones claires autour des

colonies), α-hémolyse (zone avec reflets verdâtres) (tableau 08 et figure 26).

Tableau 08 : Activité hémolytiques des bactéries lactiques

Souches Activité hémolytique

α hémolytique β-hémolytique ᵧhémolytique

E2 - - +

E6 - - +

L1 - - +

L4 - - +

L7 - - +

L8 - - +

(+) : Présence d’activité (-) : Absence d’activité

Nos souches testées n’ont pas présenté activité hémolytique. Köll et al., (2010) ont

rapporté des résultats similaires aux nôtres sur des souches isolées chez l’Homme. Aussi,

Ouwehand et al., (2004) n’ont observé aucun type d’hémolyse avec des souches de

lactobacilles isolées chez des patients avec des cas de bactériémies par comparaison de leur

caractères phénotypiques avec la souche commerciale L. rhamnosus GG. En revanche

d’autres études ont rapporté des cas d’α-hémolyses chez des souches vaginales de

lactobacilles (Ashraf et Shah., 2011 ; Argyri et al., 2013 ; Fang., 2015). L'absence de

tout signe d'hémolyse indique l'aspect sécuritaire de nos souches.
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Figure 26 : Activité hémolytique de quelques souches lactiques sur gélose Colombia au

sang

III.4.3.2. Résistance aux antibiotiques

Un autre aspect important de la sécurité sanitaire des probiotiques destinés à l'homme est le

profil de la résistance aux antibiotiques. En effet, comme pour toutes les bactéries ; les

souches probiotiques ont montré une résistance aux antimicrobiens (Monteagudo et al.,

2011 ; Morrow et al.,  2012). Dans ce contexte, il est recommandé d'étudier le profil de

résistance des probiotiques pour les antibiotiques (FAO/OMS, 2002).

L’antibiogramme a été effectué sur les six souches lactiques, nous avons utilisé 10

antibiotiques, le test a été effectué sur gélose MRS. Après une culture de 24h, nous avons

mesuré les diamètres des auréoles (zones d'inhibition de croissance de la souche

microbienne).

Les résultats de la résistance et la sensibilité des souches lactiques aux antibiotiques sont

groupés dans le tableau 09. Les souches présentant un diamètre de zone d’inhibition

inferieur à 15mm sont considérées comme résistantes (figure 27).

E2 L8
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Tableau 09: les résultats de l’antibiogramme ainsi que la sensibilité et la résistance des

souches lactiques vis -à-vis dix antibiotiques (les rayons de la zone d’inhibition).

Antibiotiques Concentration
(μg)

Zone d’inbition (mm)
E6 E2 L1 L8 L7 L4

Inhibition de la synthèse de

parois

- cefotaxime 30 S R S S S S

- cefazoline 30 S R S R S S

-oxacilline 5 S R S R R S
1 R R R R R R

Inhibition de la synthèse

protiéque

- lincomycine 2 R S S R R S

- amikacine 30 R R S R R R

- gentamicine 15 R R S R S R

Inhibition de la synthèse

nucliéque

- rifampicine 30 S S S S S S

- ciprofloxacine 5 S S R R R S

- acide Nalidixique 30 R R R R R R

R : Résistante S : Sensible

R : Zone d’inhibition ˂15                                           S : Zone d’inhibition ˃15

La souche L8 est la plus résistante aux différents antibiotiques restés avec une résistance

totale enregistrée envers 8 antibiotiques, les autres antibiotiques ont provoqué des zones

d’inhibition avec des diamètres compris entre 8 mm et 25 mm.

L’oxacilline et l’acide nalidixique sont les antibiotiques dont aucune souche n’en a été

montrée sensible. Les antibiotiques où aucune résistance n’a été constatée sont la

rifampicine, la gentamicine et l’amikacine.
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Figure 27 : Zone d’inhibition de quelques souches lactiques sur gélose MRS.

[1 : NAL30 ; 2 : OX1 ; 3 : CZ30 ; 4 : AK30 ; 5 : L2]

[6 : CTX30 ; 7 : RD30 ; 8 : CN15 ; 9 : OX5 ; 10 : CTP5]

Nos résultats sont en accord avec l’étude d’Aimmo (2007) qui a rapporté que les

lactobacilles sont généralement sensibles aux antibiotiques inhibiteurs de la paroi. Les

lactobacilles testés par Handa et Sharma (2016) sont révélés modérément sensibles à la

gentamicine et résistants à la kanamycine et l’acide nalidaxique. Cependant, les recherches

de Bouridane et al. (2016) ont montré une sensibilité des lactobacilles vis-à-vis le

céfotaxime et une résistance envers la gentamicine.

Certains chercheurs ont signalé des cas de résistances de Lactobacillus à ces deux

antibiotiques (céfotaxime et la gentamicine) (Coppola et al., 2005). Pour certains auteurs,

un probiotique doit être résistant aux antibiotiques (Wang et al., 2010 ; Balamurugan et

al., 2014).

Les bactéries lactiques peuvent résister aux antibiotiques en produisant des enzymes qui

ont la capacité de modifier les antibiotiques telles les β-lactamase qui hydrolysent l’anneau
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lactamine de la pénicilline, certaines bactéries vont modifier la cible moléculaire de

l’antibiotique l’empêchant ainsi d’adhérer à la bactérie, ou l’expulsion de l’antibiotique

vers l’extérieur de la bactérie à l’aide de pompes membranaire (Tulini et al., 2013).

Finalement la résistance aux antibiotiques est une propriété due à la présence intrinsèque

de gènes de résistance principalement acquis par l’intermédiaire d’éléments génétiques

mobiles (plasmides ou transposons) (Tulumoglu et al., 2013).

La plasticité du génome des bactéries lactiques leur permet de s’adapter constamment à

leur environnement et de résister à une large variété d’antibiotiques appartenant à

différentes classes comme les bêta-lactames, les aminoglycosides, les lincosamides ou les

glycopeptides (Inoue et al., 2006 ; Sánchez et al., 2010).

Il est nécessaire avant de lancer un produit probiotique de vérifier que les souches

bactériennes impliquées ne contient pas des gènes de résistance aux antibiotiques (Ammor

et Mayo, 2007). Mais, selon Donohue (2004), le criblage de telles souches n'est pas

encore entrepris actuellement, à cause de la difficulté de l’évaluation in vivo du potentiel

de transfert de gènes de résistance.

III.4.4. Tests de propriétés fonctionnelles et physiologiques

III.4.4.1. Activité β-galactosidase

Il s’agit d’une recherche particulière de la dégradation du lactose, souvent encore appelée

recherche de la β-galactosidase ou communément test ONPG (ortho-nitophényl-β-D

galacto-pyranoside). Ce composé possède un radical β-galactosidase comme le lactose, il

est incolore, une fois scindé par l’enzyme en question, il libère du galactose et de

l’orthonitrophénol. ONPG est incolore, tandis que le produit ONP est un composé

chromogène jaune.

Le résultat de notre test est présenté dans la figure 28.
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Figure 28 : Activité β-galactosidase des souches lactiques.

T : Témoin « E. coli »

Dans notre travail, les six souches lactiques ont montré un résultat positif pour l'activité de

la β-galactosidase. Le changement de couleur dans les 3 à 4 heures, cela signifie que

l'activité de la β-galactosidase est présente avec un niveau élevé chez les bactéries lactiques

et  justifie leurs capacité à améliorer la tolérance au lactose (Rizkalla et al., 2000).

Les lactobacilles ont été fortement producteurs de β-galactosidase selon les travaux de

Vizoso Pinto et al. (2006) ; Leite et al., (2015).

D’après Vandenplas et al. (2015) la carence en lactase provoque une intolérance au

lactose, ce qui entraîne des crampes abdominales, des nausées et des ballonnements. Les

souches probiotiques qui sont lactase positives ont été appliquées avec succès pour

soulager l'inconfort causé par l'intolérance au lactose.

Il a été rapporté que la consommation de lait ou de yogourt enrichis en probiotiques

améliore l’absorption de lactose chez les patients déficients en lactase et réduit les

symptômes digestifs dus à l’intolérance au lactose. La consommation de lait contenant des

souches probiotiques réduit les symptômes du mal absorption de lactose chez des sujets

humains suite à une élévation de la sécrétion de β-galactosidase (Mechai, 2009 ; Leite et

al., 2015).
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III.4.4.2. Adhésion in vitro au tissu épithélial

Afin d’exercer leurs effets bénéfiques, les probiotiques doivent adhérer aux cellules

épithéliales ou au mucus intestinal et persister dans l’intestin (Collado et al., 2005;

Xiaodong et al., 2009). La capacité des probiotiques à adhérer aux surfaces des muqueuses

empêche leur évacuation rapide par la contraction intestinale et après écoulement

péristaltique du digeste.

La méthode appliquée pour cette étude nous a permis d'avoir les résultats groupés dans le

tableau 10 et la figure 29.

Tableau 10: Adhésion des bactéries lactiques aux cellules épithéliales de l'iléum.

Iléum

Souches Test lecture

E2 - Absence d’adhésion
E6 +++ Forte adhésion
L1 ++ Bonne adhésion
L4 + Moyenne adhésion
L7 + Moyenne adhésion
L8 +++ Forte adhésion

D'après les résultats obtenus, il apparait que les souches E6 et L8 présentent une excellente

adhésion aux cellules épithéliales de l'iléum du poulet de chair, caractérisées par un

nombre assez important de cellules fixé sur les cellules épithéliales. Tandis que les souches

L4 et L7 présentent une adhésion modérée, alors que la souche E2 ne présente aucune

capacité d'adhésion.

Figure 29: L'adhésion des bactéries lactiques au tissue épithélial du iléum observée par

microscope (X100) après coloration au cristal violet (0.5%).
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L’adhésion entre les cellules épithéliales du iléum et les bactéries probiotiques se fait par

des interactions entre récepteurs spécifiques eucaryotes et ligands bactériens. Les

mécanismes d’adhésion impliquent plusieurs protéines des structures de surface. Parmi ces

protéines ; les adhésines retrouvées chez plusieurs souches de lactobacilles (Ton-That et

al., 2004 ; Marraffini et al., 2006). D’autres protéines de surface ont été décrites

impliquant la liaison des Lactobacillus à l’un des composants des cellules épithéliales ; la

mucine (Roos et Jonsson, 2002).

Des molécules non protéiques (fractions saccharidiques de surfaces, acide lipotéichoïque)

ont été décrites comme favorisant l’adhésion des lactobacilles mais elles ne sont pas pour

l'instant précisément identifiées. D’autres structures de surface comme les fimbriae ont été

supposées être impliqués dans l'adhésion des lactobacilles (Velez et al., 2007).

Nos résultats sont en accord avec plusieurs travaux qui ont démontré l’adhésion aux

cellules de lignées humaines de certaines souches appartenant genre Lactobacillus et

Enterococcus (Verdenelli et al., 2009 ; Ramakrishnan et al., 2014 ; Nuraida, 2015 ;

Vandenplas et al., 2015 ; Idoui et Sifour, 2016 ; Bouridane et al., 2016).

III.4.4.3. Test d'hydrophobicité

Ce test permet d’évaluer l’hydrophobicité de la surface cellulaire des ferments mixtes et

des souches pures vis-à-vis du toluène qui peut refléter le potentiel de colonisation des

ferments aux mucus intestinale.

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

hydrophobe entre les microorganismes et les hydrocarbures. Les pourcentages obtenus de

l’adhérence des souches lactiques au toluène indiquent l’hydrophobicité de leur surface.

Les résultats de ce test sont illustrés par les figures 30 et 31.
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Figure 30: Pourcentage de l’hydrophobicité des différentes souches testées

En lisant les résultats représentés par l’histogramme de la figure 30, on peut remarquer ce

qui suit : Les souches  L4, L7 et L8 ont enregistré les pourcentages d’hydrophobicité les

plus élevés (entre 65.07%±6.23 et 68.95%±12.06). Alors que, les pourcentages

d’hydrophobicité enregistrés avec les souches : E2, E6 et L1 ont été les plus faibles (entre

9.09%±0.88 et 15.64%±1.96).

Figure 31 : Interaction des souches lactiques avec le toluène
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Nos résultats sont en accord avec ceux de Rondón et al. (2008) qui ont trouvé une

hydrophobicité de 55,03% Pour la souche C65 de Lactobacillus salivarus, le même auteur

a observé une variation entre les souches de la même espèce. Alors que Sifour et Idoui

(2016) ont enregistré des valeurs d’hydrophobicité des souches de Lactobacillus spp. de

35% à 70%. Une hydrophobicité de 36.1% vis-à-vis le toluène est marqué chez la souche

L. plantarum F22 dans les travaux de Handa et Sharma (2016).

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 (Roos et

Jonsson, 2002 ; Gueimonde et al., 2007 ; Vandenplas et al., 2015).

Il est intéressant de noter que la capacité d'adhérence de Lactobacilles a été corrélée à

l'hydrophobicité des cellules, qui Représente un avantage pour la maintenance bactérienne

dans le gastro-intestinal (Kos et al., 2003).

III.4.5. Mise en évidence des activités d’agrégation

L'agrégation est un processus de collecte réversible de cellules bactériennes de la même

souche (autoagrégation) ou deux souches bactériennes différentes (Coagrégation). La

capacité d'autoagrégation de la bactérie probiotique est en corrélation avec l’adhérence qui

est une condition préalable pour la colonisation et  la protection de tractus gastro-intestinal,

alors que la coagrégation assure une interaction étroite avec les bactéries pathogènes.

Les résultats sont présentés aux figures 32 et 33.
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Figure 32 : Pourcentage de coagrégation des souches lactiques avec l’E.coli.

Figure 33 : Pourcentage de l’autoagrégation des souches lactiques
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La figure 33 représente le résultat de test d’autoagrégation, elle montre que les valeurs de

pourcentage d’autoagrégation sont très proches et varient entre 89.75% et 98.35%. Une

différence non significative entre les souches testées (p>0.05) a été enregistrée.

Pour le test de coagrégation, les résultats représentés par la figure ci-dessus nous ont

permet de dire qu’il y a une différence significative (p< 0.0001) entre les différentes

souches dont le pourcentage de coagrégation est compris entre 2.79% et 17.26. Le

pourcentage de coagrégation le plus élevé est observé chez la souche L7 (17.26 %  ±

0.17%) alors que celui le plus faible a été observé chez la souche L8 (2.79%  ±  0.23%).

Plusieurs chercheurs sont déclarés que la capacité de co-agrégation de bactéries lactiques

en présence d'agents pathogènes intestinaux améliorera les propriétés probiotiques de ces

bactéries. (Cesena et al., 2001; Collabo et al., 2005 ; Tareb et al., 2012).

La substance d’agrégation (SA) est une glycoprotéine codée par un gène plasmidique

régulé par des phéromones. Ces dernières favorisent le lien à des récepteurs de la surface

des eucaryotes, jouent un rôle essentiel dans la colonisation de l’hôte (Collado et al.,

2008 ; Das et al., 2016 ; Teles et al., 2016).

Les résultats de co-agrégation de notre étude concordent avec celles rapportées par d'autres

auteurs (Angmo et al., 2016 ; Ben Taheur et al., 2016). La capacité des bactéries lactiques

de se co-agréger avec des agents pathogènes peut être attribuée aux composants de la

surface cellulaire, mais les mécanismes nécessitent encore mal connus.

Dans notre étude, aucune corrélation n'a été observée entre l'hydrophobicité de la surface

cellulaire, la capacité d'adhérer in vitro au tissu épithélial intestinal et à l'agrégation

automatique car tous ya des souches ont une faible hydrophobicité alors que certains

souches ont une très forte capacité d'adhésion (tableau 11). La souche E6 qui possède une

fort adhésion aux cellules, cependant sa coagregation est faible est un exemple.

La relation entre l'autoagrégation, l'adhésion et l'hydrophobicité a été rapporté par plusieurs

auteurs (Kaewsrichan et al., 2006 ;  Collado et Meriluoto., 2008 ; Kaewnopparat et al.,

2013 ), mais cette corrélation n'a pas été trouvée ou rapportée par les autres (Kaushik et

al., 2009 ; Balakrishnma, 2013).

Les résultats obtenus étaient en accord avec ceux rapporté par Blakrishma, (2013) et

Idoui et Sifour (2016), qui n’ont montré aucune corrélation entre ces paramètres.



Etude Expérimentale Résultats et Discussion

71

Tableau 11: Aptitude des souches lactiques pour adhérer in vitro au tissu épithélial,

pourcentage d’hydrophobicité et la capacité d’autoagregation.

Souches Adhésion in

vitro au tissu

épithélial

Autoagrégation

%

Hydrphobicité

%

Coagrégation

après 5h

d’incubation (%)

1h 5h E.coli

E2 - 95,48 96,87 12,01 11,29

E6 +++ 95,86 96,78 15,64 4,74

L1 ++ 96,91 94,73 9,09 12,29

L4 + 83,10 96,05 65,07 4,13

L7 + 95,62 98,54 66,18 17,44

L8 +++ 98,29 98,41 68,95 2,56

III.4.6. Etude des interactions bactériennes

III.4.6.1. L’activité antimicrobienne

La capacité inhibitrice in vitro des bactéries lactiques vis-à-vis des germes pathogènes

semble être une bonne propriété probiotique, comme elle peut jouer un rôle dans la

préservation de la qualité hygiénique des denrées alimentaires (Ammor et  al., 2006).

L'activité antibactérienne d’un probiotique est primordiale pour la colonisation réussie des

muqueuses intestinales. Elle lui assure un effet de barrière et de défense contre les

pathogènes (Handa et Sharma, 2016 ; Valan Arasu et al., 2016).

Dans ce travail, la révélation du spectre d’activité antibactérienne des souches de bactéries

lactiques a été réalisée sur des bactéries pathogènes Gram positifs et Gram négatifs après

la purification de ces dernières.
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La méthode de Tadesse et al, (2004) a été utilisée pour la détection des inhibitions.

L’activité inhibitrice se traduit par la formation d’un halo autour des disques, la lecture des

résultats consiste à mesurer le rayon de l’halo d’inhibition.

Les résultats de l’activité antibactérienne sont représentés dans le tableau 12.

Tableau12 : Spectre d’activité antimicrobienne des souches lactiques vis-à-vis les souches

pathogènes.

Zone d’inhibition (mm)
Gram positif Gram négatif

Souches Staphylococcus
aureus

Listeria
innocua

Pseudomonas
aeruginosa

Klebsiella
oxytoca

E. coli

E6 - ++ + + +

E2 ++ ++ + + -

L1 ++ ++ ++ + +

L4 + ++ + + +

L7 + ++ + + +

L8 ++ ++ + + +

(-) : absence d’activité antimicrobienne, diamètre 0 ; (+) : faible, diamètre compris entre 0

et 9 mm ; (+ +) : bon, diamètre compris entre 9 et 15 mm.

Les résultats de l’activité antimicrobienne ont révélé que ce n’est pas touts les souches

étudiées produisent et excrètent dans le milieu de culture des substances inhibitrices

capables d'inhiber la croissance des souches pathogènes cibles.

Les résultats représentés dans le tableau, montrent que les cultures bactériennes de six

souches avaient des activités antibactériennes faibles. Elles ont présenté des spectres

d’activité modeste sur toute la collection des souches pathogènes ; aussi bien les Gram

négatifs que les Gram positifs, avec des zones d’inhibition de 7mm et plus, traduisant un

faible  potentiel antagoniste. Sauf contre listeria ou toutes les souches ont montrées une

bonne activité.

Les souches E6 et E2 ont montrées une absence d’activité antimicrobienne où le diamètre

est 0mm (figure 34).
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Figure 34 : Activité antibactérienne (mm) des souches lactiques

[1 : L1 ; 7 : L8 ; 8 : L4 ; 20: L7 ; 23 : E6 ; 24 : E2]

(a) : Listeria innocua (b) : Staphylococcus aureus

Plusieurs études ont montré l’activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-à-vis des

bactéries pathogènes (Rodrigues et al., 2005 ; Hernandez et al., 2005). leurs propriétés

sont dérivées de la concurrence pour les nutriments et la production d’un ou plusieurs

métabolites antimicrobiennes actifs tels que les acides organiques (principalement l’acide

lactique et l’acide acétique), le diacétyle qui possède aussi un pouvoir d'inhibition, le

peroxyde d’hydrogène inhibant les bactéries qui ne possèdent pas des défenses contre le

stress oxydatif, le dioxyde de carbone, la reutérine, le diacétyl et d’autres composants de

nature protéique (bactériocines) et les peptides antifongiques (REIS et al., 2012 ;

Ouwehand et Vesterlund, 2004). Douées d’une activité antagoniste à l’encontre d’un

grand nombre de germes d’altération, leur permettant de se développer préférentiellement

dans divers écosystèmes (Askouul et Saiah, 2014).

Onda et al. (2003) suggèrent que les bactéries Gram positif sont généralement plus

sensibles à l’effet bactéricide des bactéries lactiques.

III.4.6.2. Test de coexistence

Ce test va mettre en évidence les caractéristiques que possèdent certaines souches de

bactéries lactiques à stimuler ou inhiber d'autres souches de même espèce ou d'espèce

différente, une fois mise en contacte. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau

13 et la figure 35.

24
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Il est assez rare que l’on utilise pour la fabrication des produits laitiers une seule souche de

bactéries lactiques. En règle générale, on associe plusieurs souches, voir plusieurs espèces

et genres bactériens (Brashears et al., 2003).

Tableau 13 : Interactions entre les bactéries lactiques.

Souches E2 E6 L1 L4 L7 L8

E2 + + + + +
E6 + + + + +
L1 + + + + +
L4 + + + + +
L7 + + + + +
L8 + + + + +

+ : Symbiose

Figure 35 : Résultats des interactions entre quelques souches lactiques.

En analysant les résultats, nous constatons que toutes les souches lactiques testées peuvent

être symbiotiques avec les souches lactiques de la même collection. Cela est en accord

avec les résultats trouvés par Guo et al. (2010) et Hadef (2012) qui ont analysé des

souchiers de bactéries lactiques.

Ces résultats peuvent aider à combiner entre les souches lactiques étudiées pour obtenir des

collections de probiotiques ou des starters mixtes probiotiques.

B8 B1B7 B7

C2
B4

C2
B6

C6
C6

C2
B7
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Les bactéries lactiques, pourraient être, par excellence, de bons candidats probiotiques par

considération qu’ils sont des composants normaux et bénéfiques du microbiote intestinal

humain et en vue de leur longue histoire d’utilisation comme microorganismes « surs »

dans l'industrie alimentaire.

L’objectif de cette étude était d‘évaluer les principales aptitudes probiotiques de

quelques souches indigènes de bactéries lactique pour une éventuelle exploitation

industrielle de ces dites souches. Pour atteindre ce but, dix souches locales ont été

obtenues à partir de beurre de chèvre et Klila et ont été identifiées par les techniques de

la microbiologie classiques.

La purification des souches a été réalisée par la détermination des caractéristiques

morphologiques et biochimiques. Les résultats de ces tests ont indiqués que toutes les

souches sont des Gram positives, catalase et oxydase négatives, ce qui permet de confirmer

l’appartenance au groupe des bactéries lactiques.

Ces souches ont été mises à une évaluation in vitro de leurs propriétés probiotiques dont

nous citons : la production d’acide, la résistance aux conditions gastro-intestinales

hostiles (pH acide, sels biliaires et phénol), agrégation (autoagrégation et coagrégation),

les propriétés fonctionnelles et physiologiques (hydrophobicité, Adhésion in vitro au tissu

épithélial et activité β-galactosidase),  interactions bactériennes (coexistence et activité

antibactérienne). L’aspect sécuritaire des souches probiotiques a été également étudié via

leur activité hémolytique et leur résistance aux antibiotiques.

Les résultats fournis par cette étude sont notamment intéressants. Les souches indigènes

ont montré une résistance remarquable vis-à-vis les conditions acides où elles ont pu

préserver un taux de survie proche de 98.77% avec le pH3 et de 79.27% avec le pH2.

Ce test permet de sélectionner les meilleurs candidats (E2, E6, L1, L4, L7 et L8) qui ont

une résistance parfaite à l’acidité.

Une excellente viabilité des souches indigènes dépassant les 99.20% (enregistré par la

souche E6) a été notée après 3h de contact avec 0.5% des sels biliaires. Encore une

résistance notable des souches lactiques sélectionnées de 82.56% (la souche L8) a été notée

après 24h de contact avec 0.4% de phénol.
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Par rapport à leur aspect sécuritaire, les six souches sélectionnées étaient non hémolytiques

et leur résistance aux antibiotiques se diffère, aucune des souches n’en a été montrée

sensible à l’oxacilline et l’acide nalidixique.

Les résultats de l‘évaluation de l‘activité antibactérienne envers les souches pathogènes

ont désigné l’existence d’une faible activité inhibitrice. Cette activité inhibitrice semble à

être lié à la production des acides organiques et à un abaissement de pH du milieu ainsi

que d’autre substances.

L’étude des interactions des souches a montré que toutes les souches lactiques testées

peuvent être symbiotiques avec les souches de la même collection. L’adhésion aux cellules

épithéliales des souches candidates a permet de sélectionner deux d’entre elles exhibant

une forte adhérence, il s’agit de : E6 et L8. De même, elles ont montré une bonne

hydrophobicité et une activité β-galactosidase positive, une autoagrégation remarquable et

une coagrégation modérée.

A la lumière des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les souches bactériennes

testées peuvent être considérées comme potentiels candidats probiotiques.

Les perspectives pour continuer cette étude sont très larges, puisque la recherche sur les

probiotiques représente un domaine qui intéresse les scientifiques, les législateurs, les

technologues/ industriels ainsi que les spécialistes du busines et marketing. Nous nous

contenterons de suggérer ici les perspectives les plus pertinentes aux résultats obtenus dans

notre étude :

 Confirmer l’effet probiotique des souches lactiques par la réalisation d’autres tests

in vitro et in vivo ;

 Utilisation de nouvelles techniques et méthodes d’identification moléculaires et

génotypiques des bactéries lactiques qui ont une valeur probiotique ;

 Exploitation des outils biotechnologiques modernes pour mieux caractériser les

souches probiotiques ;

 Mener des essais préalables en cultures cellulaires et chez des animaux pour

évaluer les bienfaits de ces souches ;

 Elucidation des mécanismes d’interaction avec l’hôte ainsi que l’identification des

gènes impliqués ;

 Essayer de fabriquer un produit probiotique à l’aide des souches lactiques testées.
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Milieux de culture et tampon

Bouillon MRS
Bouillon de Man Rogosa et Sharpe

Peptone 10.0 g

Extrait de viande 10.0 g

Extrait de levure 5.0 g

Glucose 20.0 g

Tween 80 1.0 ml

Phosphate dipotassique 2.0 g

Acétate de sodium 5.0 g

Citrate triammonique 2.0 g

Sulfate de magnésium 200.0

Sulfate de manganèse 50.0 mg

Gélose 15.0 g

Eau distillée qsp 1000 ml

pH 6,5
Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

(Guiraud, 2003).

Bouillon M17
Bouillon de Terzaghi

Peptone de soja 5.0 g
Peptone de viande 2.5 g
Peptone de caséine 2.5 g
Extrait de viande 5.0 g
Extrait de levure 2.5 g
Lactose 5.0 g
Acide ascorbique 0.50 g
Glycérophosphate de sodium 19.0 g
Sulfate de magnésium 0.25 g
Eau distillée qsp 1000 ml

pH 7,2
Stérilisation : 120°C pendant 15 minutes

(Guiraud, 2003).
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Gélose MH
Gélose Mueller-Hinton

Extrait de viande 2.0 g
Hydrolysat acide de caséine 17.5 g
Amidon 1.5 g
Gélose 10.0 g
Eau distillée qsp 1000 ml

pH 7,4
Stérilisation : 115°C pendant 15 minutes

(Guiraud, 2003).

BN

Bouillon nutritive

Extrait de viande 1.0 g

Extrait de levure 2.0 g

Peptone 5.0 g

Chlorure de sodium 5.0 g

Eau distillée qsp 1000 ml

pH=7,4
Stérilisation : 115°C pendant 15 minutes

(Jean-Noel et Guy, 2006)

Gélose Columbia au sang

Peptones 23.0 g

Amidon 1.0 g

Chlorure de sodium 5.0 g

Agar 10.0 g

Sang 50 cm3

Eau distillée qsp 1000 ml

pH=7,3

Stérilisation : 115°C pendant 15 minutes

(Jean-Noel et Guy, 2006).
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Lait écrémé à 10%
Poudre de lait (0% MG) 100.0 g

Eau distillée qsp 1000 ml

Tyndallisation : 90°C pendant 20 minutes
(Camille, 2014).

PBS
phosphate buffered saline

phosphate disodique 1.44g
phosphate de monopotassium 0.24g
Eau distillée qsp 1000ml

pH : 7.2 ; 3 ; 2
Stérilisation : 120°C pendant 20 minutes

(Ana et al., 2016).
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Réactifs et autres produits

Réactifs de la coloration de Gram (Guiraud, 2003)

Solution de cristal violet

Cristal violet

Ethanol

Oxalate d’ammonium

Eau distillée

2 g

20 ml

0,8 g

80 ml

Solution d’iode ou de Lugol (ou liquide de Gram)

Iode

Iodure de potassium

Eau distillée

1 g

2 g

100 ml

Solution de Fuchsine

Fuchsine basique

Ethanol

phénol

Eau distillée

10 g

100 ml

50 g

1 L

Phénolphtaléine
Phénolphtaléine 10g
Alcool 70° 1000ml

(Camille, 2007)
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Protocoles

Coloration différentielle de Gram

- Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame propre.

- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau physiologique,

strier et sécher par passage rapide sur la flamme d’un bec benzène.

- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes.

- Laver l’excès du colorant avec de l’eau distillée.

- Couvrir de Lugol pendant 30 secondes.

- Laver à l’eau distillée pendant 5 secondes.

- Rincer immédiatement le frottis avec l’alcool absolu en inclinant la lame et par

goutte à goutte jusqu’à disparition complète de la coloration violette.

- Laver à l’eau distillée pendant 5 secondes.

- Couvrir avec de la Fuschine pendant 15 secondes.

- Laver à l’eau distillée pendant 10 secondes.

- Déposer une goutte d’huile à immersion sur le frottis et observer au microscope.

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

violettes, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosâtres

(Camille, 2014).

Annexe 03



Présenté par : Kareur Asma Encadreur : Mlle HADEF Sawsen

Boucettouh Soulaf
Nature du diplôme : Master en Biologie Option Biochimie et Microbiologie Appliquée

Thème : Aptitude probiotique de quelques souches de bactéries lactiques
Résumé

Les bactéries majoritairement utilisées comme potentiels probiotiques appartiennent au groupe des
bactéries lactiques. Afin de remplir cette fonction, ces bactéries doivent répondre à un certain
nombre de critère de sélection : technologiques, sécuritaire et fonctionnelles. Dans ce travail, dix
souches de bactéries lactiques d’origine locale (six souches de Lactobacillus sp. et quatre souches
d’Enterococcus sp.) ont été purifiées et examinées pour leurs aptitudes probiotiques afin d’évaluer
leurs intérêt sanitaire et nutritionnelle. D’après les résultats, les souches ont montré une résistance
remarquable vis-à-vis les conditions hostiles : l’acidité, les sels biliaires, 0.4% de phénol. Elles ont
montré une bonne production d’acide, une bonne hydrophobicité et une capacité de s’adhérer au
tissu épithélial. Les tests d’auto-agrégation, de coagrégation, d’activité β-galactosidase, d’activité
antibactérienne et de coexistence ont été aussi révélées intéressants. Une résistance modérée aux
antibiotiques et une absence du caractère hémolytique ont été enregistrées.
Ces résultats renforce leur choix en tant que probiotiques « surs » pour une éventuelle utilisation
dans plusieurs domaines de la vie.

Mots clés : Bactéries lactiques, probiotique, locale, résistance, conditions hostiles.

Abstract

The most bacteria used as probiotic potentials belong to the group of lactic acid bacteria. To fulfill this
function, these bacteria must meet a number of selection criteria: technological, safe and functional. In
this work ten strains of lactic acid bacteria of local origin (six strains of Lactobacillus sp. And four
strains of Enterococcus sp.) Were purified and examined for their probiotic abilities in order to assess
their health and nutritional value. According to the results, the strains showed remarkable resistance to
hostile conditions: acidity, bile salts, 0.4% phenol. They showed good acid production, good
hydrophobicity and ability to adhere to epithelial tissue. The tests of self-aggregation, coaggregation, β-
galactosidase activity, antibacterial activity and coexistence were also found to be advantageous.
Moderate resistance to antibiotics and absence of hemolytic trait were recorded.
These results reinforce their choice as "safe" probiotics for a possible use in several life areas.

Keywords: lactic bacteria, probiotic, local, resistance, hostile conditions.

الملخص

البكتیریا التي تستخدم أساسا في الإمكانیة البروبیوتیكیة تنتمي إلى مجموعة البكتیریا اللبنیة.
.الأمنیة و الوظیفیةعدد معین من معاییر الانتقاء: التكنولوجیة،لتحقیق هذه المهمة، یجب على هذه البكتیریا الاستجابة إلى

Lactobacillusعشر سلالات من البكتیریا اللبنیة ذات المنشأ المحلي(ست سلالات من جنس في هذا العمل، sp.. وأربعة سلالات
Enteroccocusمن جنس  sp( ، و هذا لتقییم أهمیتها الصحیة و الغذائیة.البروبیوتیكیةتم تنقیتها واختبار قدراتها

% من الفینول. إنتاج 0.4من خلال النتائج، أظهرت السلالات مقاومة ملحوظة إزاء الظروف العدائیة: الحموضة، الأملاح الصفراویة،
التجمیع الذاتي، إختبارات.معتبرة ضف إلى ذلك القدرة على الالتصاق بالأنسجة الطلائیةhydrophobicitéجید للحمض، 

coaggregation النشاط ،βمقاومة معتدلة غالاكتوزیداز، النشاط ضد المكروبات والتعایش مثیرة للاهتمام أیضا، كما سجلت
للمضادات الحیویة وغیاب الطابع الانحلالي للكریات الحمراء.

د من مجالات الحیاة.كبروبیوتیك "آمنة" وإمكانیة استخدامها في العدیاهذه النتائج تعزز اختیاره
وظروف معادیة.یة، بروبیوتیك، المحلیة، مقاومة: البكتیریا  اللبنالكلمات المفتاحیة
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