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Introduction

Les bactéries lactiques (BL) sont omniprésentes dans la nature et isolées dans un large éventail
d'habitats, y compris les produits laitiers fermentés et non fermentés, les légumes, les fruits et le miel
(Adikari et al., 2021 ; Guo et al., 2022).

L’isolement des BL et leur caractérisation a partir de sources naturelles indigénes ou d'aliments
traditionnels et les produits laitiers ont suscité un intérét croissant de la part des chercheurs au cours

des dernieres années (Mgbodile et al., 2023).

Naturellement, les bactéries lactiques produisent divers métabolites bénéfiques (Kavitake et al.,
2023) tels que les acides organiques, les antioxydants et des peptides antimicrobiens qui contribuent
a un meilleur équilibre microbien intestinal, a une meilleure digestion, a lI'atténuation des symptémes
de constipation et au renforcement de la barriere muqueuse. Les isolats des bactéries lactiques
probiotiques peuvent également avoir des effets anticancéreux, antiallergiques ou antidiabétiques
(Plavec et al., 2020). Par conséquent, les BL dont les activités bénéfiques pour la santé ont été
démontrées leurs compétences probiotiques doivent étre évaluées avant d'étre utilisées dans les

aliments ou les médicaments (Ferdouse et al., 2022).

L'un des principaux avantages des probiotiques est leurs capacité d’inhiber les micro-organismes
pathogenes et leurs détérioration par divers mécanismes, notamment 1’inhibition de leurs adhérence
aux cellules épithéliales, la sécrétion de composés antimicrobiens et la modulation du systéme
immunitaire (Plaza-Diaz et al., 2019). Cela justifie leur utilisation dans la bio-conservation des

aliments et des produits thérapeutiques (Prabhurajeshwar., 2017).

Ces derniéres années, avec l'intérét croissant des biomolécules naturelles, les exopolysaccharides
(EPS) d'origine microbienne, en particulier les EPS produits par les bactéries lactiques potentiellement
probiotiques présentent un champ de recherche intéressant. Ces substances biologiques ont des
diversités structurelles et physico-chimiques ainsi que de nombreuses applications biologiques
incluent des propriétés fonctionnels antioxydantes, antimicrobiennes, anticancéreuses, de cicatrisation

des plaies, immunomodulatrices et prébiotiques (Kavitake et al., 2023).

Ces EPS sont bio-fonctionnels pour la conservation des aliments, la sécurité alimentaire et d'autres

revendications de santé (Zhang et al., 2023).



Introduction

Notre travail est structure en trois parties ;

» La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique articulée autour d’un premier
chapitre reprenant des connaissances actuelles sur les bactéries lactiques, d’un deuxiéme
chapitre qui donne une vue générale sur les probiotiques, et d’un troisiéme chapitre sur les
exopolysaccharides des BL.

» Dans la seconde partie nous exposons le matériel et les méthodes mis en ceuvre dans le cadre
de la réalisation des objectifs de notre travail. Elle comporte 1’isolement et la purification des
bactéries lactiques a partir de quatre niches alimentaires ; lait de vache fermenté, lait de chévre,
le miel naturel et vinaigre de cidre. ainsi que la sélection des isolats producteurs des
exopolysaccharides suivi d’une série de tests qui évalue le potentiel probiotique de nos isolats
sélectionnes.

» La troisieme partie du manuscrit est consacrée aux résultats et discussion et une conclusion

générale résumera les principaux acquis de ce travail.
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I. 1. Bactéries lactiques
1.1.1. Historique

Depuis plus de 4000 ans, Carl Wilhelm Scheele était le premier qui a découverts les bactéries lactiques
(BL) en isolant I'acide lactique du lait aigre. En 1857, Pasteur a découvert que des micro-organismes
étaient impliqués dans la production d'acide lactique. En 1881, M/s Clinton processing company
(USA) était la premiére qui a commercialisé I'acide lactique par des procédés de fermentation, aprés
1980, les chercheurs ont observé I'application généralisée de ces bactéries lactiques dans le domaine

de la biomédecine et de la conservation des aliments (Gupta et al., 2018).

1.1.2. Définition et caractéristiques des bactéries lactiques

Les BL constituent un groupe hétérogéne de microorganismes caractérisé par la production de I'acide

lactiqgue comme produit final a partir de la fermentation des carbohydrates (Mozzi et al., 2010).

Elles sont des procaryotes, Gram-positifes, hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont le plus
souvent immobiles, tolérantes aux acides et non sporulées, catalase négative, oxydase négative,
anaérobies facultatives, micro-aérophiles, cocci a batonnets (Savadogo et Traore., 2011 ;
Szutowska., 2020).

1.1.3. Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont généralement associées a des habitats riches en nutriments (Kathiriya et
al., 2018). Elles se retrouvent dans les matieres vegétales et les fruits en décomposition, dans les
produits laitiers, la viande et le poisson fermentés, les céréales, les betteraves, les [égumes marinés, le
levain, les ensilages, les boissons fermentées, les jus, les eaux usées et dans les cavités des humains
et des animaux. Chez les humains, elles habitent particulierement la cavité orale, I'iléon, le cblon et

sont les microorganismes dominants dans le vagin (Mokoena., 2017).

1.1.4. Taxonomie et classification

La premiére classification des BL a été établie en 1919 par Orla-Jensen. Elle est basée sur les
caractéristiques observables telles que les proprietes morphologiques, biochimiques et
physiologiques. Cette classification a été complétée par la taxonomie moléculaire (Ludwig et al.,
2008).

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés phénotypiques :

la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance a différentes températures,
3
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I’isomére de I’acide lactique produit et la fermentation des différents hydrates de carbone (Ayivi et
al.,2020). La classification actuelle requiert I’incorporation de plusieurs méthodes modernes telles
que I’analyse de la paroi cellulaire, les protéines cytoplasmiques solubles, et I’analyse de certains
enzymes par électrophorése. Ces méthodes ont fourni plus de précision a ce groupe. Des techniques
moléculaires ont été également utilisées pour la distinction intra-specifique des espéces (Liu et al.,
2014).

Les bactéries lactiques sont trouvées dans deux phylums distincts (Figurel), a savoir le firmicutes et
Actinobacteria (Liu et al., 2014 ; Mattarelli et al., 2014).

Phylum Class Order Family Genus Species

Aerococcaceae E /aecahs \

Emerococcus L plamomm
L buchneri
Enferococcaceae L. diolivorans ,‘

Lactobaallus L. reuteri

Lactobacillaceae Pediococcus

Leuconostoc
Leuconoctocaceae {

P. penlosaceus

Firmicutes Bacilli

Leu. mesen!emider‘

)

Oenococcus 0. oeni /
Bocteria
Streptococcaceae T Lactococcus Le. lactis {
~— StreptoCoCCUsm—— S, th hill
Actinobacteria R == P S. thermophilus |
NG i
Bacillocege \ S —
Actinobacterio \ Bacillus B. coagulans
Bifidobacteriales \
Bifidobacteriaceae — Bifidobacterium == Bif. bifidum

Figure 1 : Apercu schématique de la phylogénie des bactéries lactiques (Sauer et al., 2017).

Selon la derniére édition de Bergey 'smanual of Systematic Bacteriology (2009), les bactéries lactiques
sont classées dans le Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et 1’Ordre des Lactobacillales
(Tableau 01) renfermant trente-cing genres répartis sur six familles :Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et Streptococcaceae
(Konig et Frohlich., 2017). Elles sont caractérisées par un faible contenu en guanine et cytosine (GC
de 31 a49%). Au sein du phylum Actinobacteria , on trouve le genre Bifidobacterium, qui a une teneur
élevée en GC (58 a 61%) (Horvath et al., 2009; Sun et al., 2014).
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Tableau 01. Familles et genres de bacteéries lactiques (Liu et al., 2014;Mattarelli et al., 2014 ;Felis

etal., 2016)
Famille Genres
Aerococcaceae Aerococcus, Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus, Eremococcus,

Facklamia, Globicatella, Ignavigranum
Carnobacteriaceae  Agitococcus, Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter,
Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia,
Dolosigranulum, Granulicatella, Isobaculum, Lacticigenium,
Marinilactibacillus, Pisciglobus, Trichococcus
Enterococcaceae = Bavariicoccus, Catellicoccus, Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter,

Tetragenococcus, Vagococcus

Lactobacillaceae Lactobacillus, Pediococcus
Leuconostocaceae Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus, Weissella
Streptococcaceae Lactococcus, Lactovum, Streptococcus
Bifidobacteriaceae Aeriscardovia, Alloscardovia, Bifidobacterium, Gardnerella,

Metascardovia, Parascardovia, Scardovia

La taxonomie des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles
espéces augmente (Pot., 2008). Actuellement, la famille des Lactobacillaceae contient Lactobacillus,

Paralactobacillus, et 23 nouveaux genres (Zheng et al., 2020 ; Ayivi et Ibrahim., 2022).

1.1.5.Voies fermentaire des bactéries lactiques

Selon les genres ou espéces, les bactéries lactiques utilisent principalement 1’une des deux voies
majeures du métabolisme des sucres (Figure 02). Il s’agit des voies homofermentaire (Embden-
Meyerhof-Parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate) (Ayivi et Ibrahim.,
2022).

1.1.5.1. Bactéries homo-lactiques

Les bactéries lactiques homofermentaire (Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus,
et certaines espece Lactobacillus ) fermentent les sucres par la Embden- Meyerhoff -Parnas ( EMP )
voie de pyruvate , qui est transformé en acide lactique par lactate déshydrogénase (Mayo et al.,
2010).
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1.1.5. 2.Bactéries hétéro-lactiques

Les BL hétérofermentaires tels que Leuconostoc, Oenococcus et certaines especes de Lactobacillus

fermentent le sucre généralement par la voie de la phosphokétolase.

La fermentation des pentoses (xylose et ribose) conduit a la formation de pyruvate et 1’acétyl- P et

leur conversion ultérieure en lactate et acétate, respectivement. Les hexoses (glucose, fructose,

mannose) chez ces bactéries peuvent étre converties en le lactate, CO; et en éthanol (Mayo et al.,

2010).

FERMENTATION HOMOLACTIQUE

GLUCOSE
ATP

CADP

GLUCOSE 6-PHOSPHATE

FRUCTOSE 6-PHOSPHATE

ATP
e

FRUCTOSE 1,6-BISPHOSPHATE

ALDOLASE

2 GLYCERALDEHYDE x_—‘ 2 DIHYDROXYACETONE
3-PHOSPHATE PHOSPHATE

Pi
NAD* «

2 ACIDE 1,3-BISPHOSPHO-
GLYCERIQUE

Kz ADP
J 22RP

t 2 ADP
-~ =
2/'/'AV/}:P\H<

2 PYRUVATES

GAIN NET : 2 ATP POUR
~NAD* 1 GLUCOSE FERMENTE

2 ACIDES LACTIQUES

FERMENTATION HETEROLACTIQUE

ACIDE 6-PHOSPHOGLUCONIQUE

PENTOSES

TUXYLULOSE 5-PHOSPHATE

PHOSPHOKETOLASE
GLYCERALDEHYDE ’ ACETYL
3-PHOSPHATE PHOSPHATE
. NADH .
| PI [ mm\
NAD"* « [~ NAD
N NADH ACETALDEHYDE
ACIDE 1,3-BISPHOSPHO- ( kB
GLYCERIQUE B
CADP ETHANOL
AL
| ‘}Afﬂv‘
CADP
;;AI}/I}%
I A
PYRUVATE
[ GAIN NET : 1 ATP POUR
~ NADr 1 GLUCOSE FERMENTE

ACIDE LACTIQUE

GLUCOSE
ATP

CADP

GLUCOSE 6-PHOSPHATE
NAD* «
\

NAD* «
(
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Figure 2 : Voies de dégradation du glucose par les bactéries lactiques (Ayivi et Ibrahim.,2022).
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1.2. Probiotiques
1.2.1. Généralités

La naissance des probiotiques a été souvent liee aux travaux du scientifique Elie Metchnikoff qui a
prix Nobel en 1907, lorsqu’il a remarqué que la longévité et la bonne santé des paysans Bulgares est
liée a la consommation des produits laitiers fermentés. Plus tard, il a constaté que 1’ingestion des
bactéries lactiques influencait positivement sur la microflore intestinale en réduisant la population des
bactéries putrifiantes ou produisant des toxines dans le tube digestive, ce qui améliorent I’hygiéne

digestive, et donc augmenter 1’espérance de vie (Gogineni et al.,2013).

Le terme probiotique dérive des deux mots grecs "pros” et "bio™ qui signifient littéralement
"pour la vie" ou « en faveur de la vie », contrairement au terme antibiotique signifiant “contre la vie"
(Nataraj et Mallappa., 2021). En 2002, un groupe mixte FAO/OMS a défini les probiotiques comme
des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités suffisante, exercent un effet

bénéfique sur la santé de I'n6te (Greeshma et al., 2022 ;Yan et Goldman., 2020).

1.2.2. Microorganismes probiotiques
Les produits probiotiques peuvent contenir une ou plusieurs souches microbiennes sélectionnées

(Tableau 2).

Tableau 2. Principales especes utilisées comme probiotique a usage humain (Markowiak et
Slizewska ., 2017).

Autres Autres bactéries Bifidobacterium Lactobacillus
microorganismes lactiques
Bacillus clausii Enterococcusfaecium  B. adolescentis L. acidophilus
Saccharomyces Lactococcuslactis B. animalis L. amylovorus
cerevisiae Streptococcus B. bifidum L. casei
(boulardi) thermophilus B. breve L. gasseri
B. infantis L. helveticus
B. longum L. johnsonii
L. pentosus
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus
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Les micro-organismes probiotiques humains appartiennent principalement aux genres suivants :
Lactobacillus, Bifidobacterium et Lactococus, Streptococcus, Enterococcus. En outre, des souches de
bactéries a Gram positif appartenant au genre Bacillus et certaines souches de levure appartenant au
genre Saccharomyces sont couramment utilisées dans les produits probiotiques (Markowiak et
Slizewska ., 2017).

1.2.3. Critéres de sélection

Selon les suggestions de I'OMS, de la FAO et de I'EFSA (I'Autorité européenne de sécurité des
aliments), dans leur processus de sélection, les souches probiotiques doivent répondre a des critéres
de sécurité et de fonctionnalité, ainsi qu'a des critéres liés a leur utilité technologique (Markowiak et
Slizewska ., 2017).

1.2. 3.1. Critéres de sécurite

» L’origine
Les souches probiotiques peuvent étre isolées a partir de différentes sources telles que les aliments
fermentés, les animaux et les étres humains. Toutefois, pour qu'une souche probiotique soit considérée
comme utilisable par I'nomme, elle doit étre isolée de la microflore humaine (Ayivi et al., 2020) ;
comme le gros intestin humain, l'intestin gréle ou le lait maternel, ou d’origine animale ; comme le

lait cru et les aliments fermentés (Shewale et al., 2014).

» ldentification de la souche
Selon les lignes directrices de 'OMS/FAOQ, les probiotiques sont spécifiques a une souche et doivent
donc étre identifiés au niveau du genre, de l'espéce et de la souche (Shewale et al.,2014).
L'identification des souches, qui se fait par des méthodes phénotypiques et génotypiques, est
importante pour relier une souche a un effet spécifique sur la santé ainsi que pour permettre une

surveillance précise et des études épidémiologiques (Wedajo., 2015).

Plusieurs méthodes moléculaires peuvent étre utilisées pour l'identification des especes et la
différenciation des souches microbiennes (I'électrophorése en champ pulsé, le séquencage des génes
de I'ARNTr 16S, le profilage des proteines, le ribotypage, la réaction en chaine de la polymeérase (PCR)
classique, I'amplification aléatoire de I'ADN polymorphe et la PCR palindromique a éléments
répétitifs) (Shokryazdan et al.,2017).
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» Innocuité
La FAO et ’OMS considerent qu'il est important de procéder a une évaluation minimale de la sécurité,
notamment en ce qui concerne la résistance aux antibiotiques, la production de métabolites spécifiques
tels que le d-lactate et 'ammoniaque, les effets secondaires chez I'homme, la production de toxines et

I'némolyse potentielle, méme pour les populations microbiennes classées GRAS (kang et al., 2019).

» Résistance aux antibiotiques
Les BL sont naturellement résistantes & de nombreux antibiotiques en raison de leur structure et de
leur physiologie. Dans la plupart des cas, la résistance n'est pas transmissible, cependant il est
possible que le plasmide codant pour la résistance aux antibiotiques soit transféré a d'autres espéces
et genres. C'est une raison importante pour choisir les souches manquantes de transfert de résistance
potentiel (Samedi et Charles., 2019).

1.2.3.2.Critéres fonctionnelle

» Activité antimicrobienne
L'activité antimicrobienne contre les pathogénes est un autre aspect important qui doit étre pris en
compte pour la sélection des souches potentiellement probiotiques. Bien que la production de
composés antimicrobiens puisse le principal mécanisme de l'activité antimicrobienne des souches
probiotiques, il existe d'autres mécanismes tels que tels que la concurrence entre les souches
probiotiques et les souches pathogenes pour les nutriments, I'attachement aux cellules épithéliales et
la stimulation du systéme immunitaire (Shokryazdan et al., 2017).

» Résistance aux sels biliaires et aux acides gastriques

Aprés ingestion, les cellules probiotiques sont confrontées a des facteurs antimicrobiens dans
I'estomac (faible pH, jus gastrique et pepsine) et I'intestin (pancréatine et sels biliaires). Le probiotique
doit posséder des mécanismes de tolérance ou d'exclusion de I'acide et de la bile pour survivre dans
I'intestin .La résistance gastro-intestinale varie selon les especes par exemple, les Lactobacilles sont
largement résistants, tandis que les Bifidobactéries sont extrémement sensibles a un pH faible,
présentant des taux de survie faibles ou nuls a pH 2 et pH3 (Fontana et al., 2013 ; De Melo Pereira
et al., 2018). En résumé, un pH compris entre 2 et 5 et des concentrations de sels biliaires comprises
entre 0,3 et 2 % sont considérés comme critiques pour la sélection des microorganismes probiotiques
(De Melo Pereira et al., 2018).
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» Adhésion aux cellules épithéliales

La capacité d'adhérer a la couche intestinale est un critere de selection recommandé pour le choix des
probiotiques, puisqu'il s'agit d'une condition de la colonisation de I'intestin. L'adhésion est le premier
mécanisme de défense contre I'invasion des bactéries pathogénes (Figure 3). Elle repose sur la
réalisation d'un ensemble de tests in vitro et in vivo a partir de cellules d'origine animale et/ou humaine
(Palomares et al., 2007 ; Reyes-Gavilan et al., 2011 ;Samedi et Charles., 2019). En plus de
I'adhésion aux cellules épithéliales de l'intestin, les probiotiques peuvent s'attacher au mucus qui
recouvre les entérocytes ou aux les divers micro-organismes présents dans le tractus gastro-intestinal
(Samedi et Charles., 2019).

Spadce
C(pilus)

O—-s=Iyvcan
Intestine Crmucin)

FEpithelial cells

CGoblet cells Fntecrocytes

Figure 3 : Mécanismes d'adhésion aux cellules épithéliales (Eshrati et al., 2018).
1.2.3.3. Criteres technologiques

Outre la sécurité et les propriétés fonctionnelles, les aptitudes technologiques sont également prises

en compte dans la sélection des souches probiotiques. Ces critéres sont les suivants :
* Facilité de la production de quantités élevées de biomasse,

* Viabilité et stabilité des propriétés souhaitées des bactéries probiotiques pendant le processus de

préparation (congélation,lyophilisation), et de distribution de produits probiotiques,

* Taux de survie ¢élevé lors du stockage dans les produits finis (en conditions aérobies et micro-

aérophiles),

*Bonnes propriétés sensorielles,

10
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*Résistance aux phages,

*Souches génétiquement stables,

*Production a grande échelle. (Wedajo., 2015 ; Markowiak et Slizewska., 2017; Samedi et
Charles., 2019)

1.2.4. Effet des probiotiques sur la santé humaine

Des études scientifiques montrent que la consommation des probiotiques est conseillé pour

maintenir 1’équilibre de la micloflore intestinale et pour le traitement de certaines maladies

(Prabhurajeshwar et Chandrakanth., 2017).

Les probiotiques présentent plusieurs avantages pour la santé (Yadav et Shukla., 2017):

v
v

AN NN N N NN

Améliorer I'état nutritionnel de l'individu,

Augmentation de la disponibilité des vitamines, des minéraux et des oligo-éléments dans
I'organisme,

Aide a la sécrétion d'enzymes digestives, par exemple la sécrétion de B-galactosidase,
Prévention et traitement de la diarrhée due a une infection, de la diarrhée du voyageur, de la
diarrhée virale aigué, diarrhée chez les l'enfant, la diarrhée associée a un surdosage
d'antibiotiques et la diarrhée due a I'exposition a l'irradiation,

Diminution du taux de cholestérol dans I'organisme,

Amélioration du systéme immunitaire,

Augmentation de la motilité du gros intestin qui aide a soulager la constipation,

Maintien de l'intégrité des muqueuses,

Maintien des microbes intestinaux par une activité antimicrobienne,

Diminuer les symptomes de l'intolérance au lactose,

Prévenir les allergies d'origine alimentaire,

Présenter des activités anticancérigenes,

11
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1.3. Exopolysaccharides

Les Exopolysaccharides (EPS) sont des macromolécules organiques a chaine longue linéaires ou
ramifiés composés d’unités de sucre dans différents rapports qui comprennent principalement le
glucose, le galactose, le rhamnose,.... synthétisées par divers microbes a I’aide de différentes sources

de carbone au cours du processus de fermentation (Chen et Narbad ., 2018).

Grace a ces proprietés techno-fonctionnelles, les exopolysaccharides limitent ainsi certains défauts de
fabrication frequemment rencontrés en industrie laitiere, comme une faible viscosité, une rupture de
gel ou une synérese éleveée. lls remplacent aussi, dans les yaourts et les fromages, les matieres grasses

et répondent ainsi, a une nouvelle demande de consommation en produits allégés (Bajpai et al.,2016).
1.3.1.Les exopolysaccharides des bactéries lactiques

Les EPS synthétisés par BL ont des implications pour la santé de I'hdte et agissent en tant
gu'ingrédients alimentaires. En raison de la variabilité des groupes de genes glycosyltransférases qui
déterminent la composition des monosaccharides, la structure des EPS est tres riche. Les EPS sont
synthétisés par les bactéries lactiques par la voie de synthése extracellulaire et la voie Wzx/Wzy-
dépendante. Les EPS de LB produits par différents genres de LAB, Lactobacillus, Leuconostoc et
Streptococcus (Gawandeet al., 2021).

1.3.2.Structure et composition des exopolysaccharides

La bioactivité des EPS-BL est liée a leur structure spécifique. Jusqu'a présent, se sont principalement
concentrées sur la composition en monosaccharides, le poids moléculaire, les liaisons glycosidiques

et les groupes fonctionnels des EPS-BL.

Il est normalement établi que la bioactivité des EPS dépend principalement de sa structure aussi bien
que sa source. Leur composition en monosaccharides, dirige leur fonction (Tableau 3) et méme leurs
poids moléculaire qui affecte grandement leurs propriétés physicochimiques et leurs activité
biologique. En raison de la plus grande force moléculaire interne (liaisons chimiques) des LAB-EPS
HMW, les viscosités des EPS —BL et des PM sont positivement corrélées dans une large mesure. Les
liaisons glycosidiques (telles que o/p et 1—2, 3, 4 et 6) influencent beaucoup plus que la composition

en monosaccharides des LAB-EPS.

12
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Les liaisons o sont plus flexibles que les liaisons B et I'hydroxyle de 'hémiacétal a une portée plus
¢tendue, de sorte que les liaisons o ont généralement des propriétés allostériques, ce qui lui permet de
se lier correctement a des enzymes et a des molécules de signalisation apparentées. Comme les
enzymes digestives humaines ne peuvent hydrolyser qu'une partie des a-EPS, les B-EPS ne peuvent
pas étre éliminés.Un des facteurs importants affectant I'immunité des LAB-EPS est la solubilité qui

peut étre augmentée par des liaisons 1,6-glycosidiques (Zhang et al., 2023)

Tableau 3 .Structure et fonction de quelques EPS LAB (Zhang et al., 2023).

LAB strain Structure Function
Lactobacillus confuses Backbone: (1—6)-u-D-glucanLMW: < 70 x 10° Immunostimulatory ability
TISTR 1498 Da

Latilactobacillus curvatus
SJTUF 62116

Leuconostoc mesenteroides
L. helveticus LZ-R-5.
L. delbrueckii subsp.

bulgaricus OLL 1073R-1
L. rhamnosus GG (LGG)

—2)-u-D-Manp-(1 -, —4)-a-D-Manp-(1-,
—+3,6)-a-D-Manp-(1—, T-f-D-Glep-(1—, —6)-
p-D-Glep-(1—, and —3)-p-D-Glep-(1 —
Backbone: ¢-(1 — 6)-GlcBranch: a-(1 — 3)-Gle

—6)-f-D-Galp-(1—3)-p-Glcp-(1—3)-f-D-Glep-
(1—+3)-p-D-Glep-(1—3)-p-DD-Glep-(1—

Main components: glucose, galactose, and
phosphorus

Backbone: —3)-f-D-Galf(1— 3)-p-D-Galp-(1—4)-

Antioxidant, inhibiting the growth of Streptococcus
Enteritidis, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus

Antimicrobial, antibiofilm, antioxidant abilities, promoting
the growth of Bifidobacteria
Immunostimulatory ability

The promotion of lymphocyte mitosis, antiinfluenza virus,
and enhancement of natural killer activation
Ease bowel oxidative damage and apoptosis

a-D-GlepNAc-(1—3)-u-L-Rhap-(1—3)-a-D-Galp-
(1—Branch: p-D-Galf-(1—+6)-
L. paraplantarum NCCP Monosaccharide composition: mannose, glucose,
962 and galactose
Lactobacillus Backbone: —6)-f-D-GlcP-(1—6(2))-f-D-GlaP-
kefiranofaciens (1—+4)-a-D-GlaP-(1—3)--D-GlaP-(1—+4)-p-D-
GleP-(1—=Branch: -f-D-GleP-(1—2(6))-
Monosaccharide composition: glucose,

Cholesterol-lowering ability

Immunostimulatory ability, gelling agent

L. rhamnosus KF5 Stimulating the proliferation of splenocytes

I. 3.3. Classification des exopolysaccharides

Les EPS sont des polymeéres naturels, également appelés biopolymeéres, que I'on trouve comme
composants structurels, principalement dans divers systemes vivants, tels que les plantes, les animaux
et les micro-organismes. Les biopolymeéres extracellulaires, souvent appelés "substances polymeéres
extracellulaires”, sont classés en quatre catégories : les polysaccharides, les polyanhydrides
inorganiques (par exemple, les polyphosphates), les polyesters et les polyamides (Figure 4). Parmi
ces catégories, le groupe des polysaccharides est plus abondant que les autres sous-groupes. Les EPS

sont classees en fonction de leur composition chimique ou de leur fonctionnalité (Kaur et Dey., 2022).

13
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Figure 4 : Classification des EPS en fonction de leur composition, du type de liaison et de
I'orientation du carbone impliqué dans la liaison (Kaur et al., 2022).

I. 3.3. 1. Classification selon la composition chimique

Selon leurs compositions chimiques, les EPS peuvent étre classés en deux grandes catégories : les
homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides. Cette classification repose sur la composition des
monomeres, la charge, la liaison, la présence de chaines latérales répétées et les substitutions de
groupes dans la chaine polysaccharidique (Tableau 4). Les homopolysaccharides sont composés d'un
seul type d'unité monosaccharidique liée par des liaisons glycosidiques, tandis que les
hétéropolysaccharides sont des cocktails de différents types d'unités monosaccharidiques (des
disaccharides aux heptasaccharides) (Montoya, 2019 ; Korcz, et Varga, 2021).

14
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l. 3.3. 2. Classification selon leur fonctionnalité

Les EPS peuvent étre classées en sept catégories en fonction de leur fonctionnalité : constructive,
sorptive, tensioactive, redox-active, d'oxydoréduction, informatives, actives et nutritives (Kaur et
al., 2022).

Tableau 4. Caractéristiques comparatives des homo et des hétéropolysaccharides produits par les

bactéries lactiques (Abarquero et al., 2022).

Homopolysaccharides Hétéropolysaccharides
Contient un seul type de monosacchande Contient plus d'un type de monosaccharide
Monosaccharides majeurs - plucose ou fructose Monosaccharides majeurs : glucose, galactose et
rhammnose
Présence de Lien a ou Présence de liens a et p
Chaine lméaire ou avec branchement Généralement chaine avec branchement
Masse molaire > 10° Da Masse molaire 10°- 10° Da
Principalement prodwts par Lactobacillus, Principalement produits par Lactobacillus,
Leuconostoc, Oenococcus, et Weissella Lactococcus, et Streptococcus
Prodwits extracellularement  partir de : : : .
<accl ou 4 amidon Prodwits au mveau imntracellulaire
Produits en grande quantité (grammes/Litre) Produifs en pefite quantité (milligrammes/Litre)
Absence de groupe non glucidique Présence de groupe non glucidique
Ne sonf pas charges Peuvent contemir des groupes charges

. e e Principalement associ€ a 1’activité d’immuno-
Principalement associé a I"activité prébiotique tulatrice

1.3. 4. Réle des exopolysaccharides

Le rble physiologique des EPS de BL est complexe et encore incertain. Généralement, ils ne
sontpas utilisés comme source énergétique, car la plupart des espéces productrices ne
possédent pas les génes impliqués dans leur dégradation mais plutot protecteur (Tableau 5).
Les trois principaux roles fonctionnels rattachés aux EPS sont :

e La protection contre la dessiccation, les attaques de bactériophages, la phagocytose et la
résistance au stress (acide,thermique, osmotique et oxydatif),

e La reconnaissance et les interactions cellule-cellule,
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La formation de biofilms, (Abarquero et al., 2022).

Tableau 5. Mode d’action des exopolysaccharides (Kaur et al., 2022).

[

@@@

| Anti-bacterialactivity | Anti-fungalactivity | Anti-biofilm activity |

Anti-viral activity

Inhibition of cell wall
synthesis

Inhibition of protein
synthesis

Inhibition of nucleic acid *

synthesis and processing
Inhibition of metabolic
pathways

Interference with cell
membrane integrity

Inhibition of DNA
synthesis

Inhibition of protein
synthesis

Inhibition of proteins like
Hsp 90

Production of oxidative
stress through ROS and
RNS

Inhibition of microtubule

1

Inhibition of ¢cytopl
membrane structure

y
Inhibition of cell wall, cell
membrane, mitochondrial
signalling molecules
Inhibition of chitin
synthase

Inhibition of beta-glucans
synthesis

Interference and
inhibition of bacterial
adhesion

Destabilizing the biofilm
structure

Detaching bacteria from
mature biofilm
Interfering with motility
Down-regulation of
genes mvolved in matrix
synthesis and in
controlling of biofilm life
style

Preventing expression of
cfilux pump

Inhibition of quorum
sensing

Membrane destruction

Interference with viral
DNA/RNA synthesis and
regulation

Interfere in the ability of
virus to bind the cells
Support in attachment
and entry of inhibitors
Blocking the ion
channels

Inhibition of protein
synthesis and activity of
several enzymes
Targeting viral functions
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Matériel et Méthodes

I1.1 Objectifs et lieu de I’étude

Notre travail est basé sur 1’isolement des BL a partir des produits alimentaires laitier (lait de chévre,
lait de vache fermenté « Raib ») et non laitier (Miel naturel, vinaigre de cidre de pomme), puis de
faire une pré-identification, un screening des isolats productrices des EPS et 1’évaluation des aptitudes
probiotiques des isolats sélectionnés.

L’intégralité de ce travail a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Jijel, durant la période Avril- juin 2023.

11.2. Matériel

112.1 Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est comme suite :

v’ Les isolats bactériens isolés : bactéries lactiques.

v Les isolats de référence et souches pathogeénes : trois souches a Gram+ et a Gram- a savoir
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, et Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 ont été utilisées au cours de cette étude fournies par M". KHENNOUF. T, et deux
souches pathogenes ; Serratia marcescens et Staphylococcus aureus fournies par M™. ALIOUA.S.

11.2.1. Matériel non biologique

Les milieux de culture, I’appareillage, et les réactifs utilisés dans cette étude sont présentés dans les
annexes.
11.3. Méthodes

11.3.1. Isolement et purification des bactéries lactiques

Vingt-six échantillons de quatre différents produits alimentaires ;( 2 échantillons de Miel naturel et 1
échantillons de vinaigre de cidre de pomme et 10 échantillon de lait de vache fermenté « Raib » et 13
source du lait de chevre) a fait I’objet d’un isolement de bactéries lactiques. Les échantillons

collectés de plusieurs fermes de la wilaya de Jijel.

Pour I’isolement 1mL de lait de chévre et 1g de Raib, ont subit une série de dilutions décimales
(jusqu’a 10°®). A partir des dilutions 10 et 10, un volume de 0.1mL est prélevé et déposé a la
surface de la gélose MRS suivi d’un étalement, Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C
pendant 24 a 48h en anaérobiose (Edalati et al., 2018; Rahmeh et al.,2019).

Pour I’isolement des BL a partir de vinaigre et le miel, un enrichissement été¢ effectué comme suite :

1 ml de vinaigre et 1g miel ont été déposé dans 9ml du bouillon MRS et les tubes sont incubés a
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37°C pendant 24ha 48h. De la période d’incubation des bouillons d’enrichissements, une série de
dilution décimale de (jusqu’al107?) un isolement sur gélose MRS a été réalisé. Une incubation est
effectuée a 37°C pendant 24h a 48h (Lashani et al., 2020).

La purification des isolats isolées a été réalisée par repiquages alternés et successifs sur milieux
MRS (bouillon /gélose) jusqu'a I'obtention de colonies. La pureté des souches est révélée par la
présence sur gélose de colonies homogenes ayant le méme aspect, la méme couleur, la méme taille
et la méme forme (Monika et al., 2017).

Apres purification, les isolats sont pré-identifiés en se basant sur différents caractéres

morphologiques, coloration de Gram et test de catalase (Bai et al., 2016; Sandes et al., 2017).

» Examen macroscopique : cette étude est basée sur 1’observation de la culture des isolats
sur gélose MRS pourcaracteériser la taille, la forme et la couleur des colonies (Badis et al., 2005).

» Examen microscopique : ce test est effectué sur des frottis auparavant colorés par une
coloration différentielle (coloration de Gram), qui permet de sélectionner les bactéries Gram+ et
Gram-, et d’apprécier la forme et le mode de regroupement des cellules. La coloration est faite
selon la méthode classique (Annexes), L’observation des cellules bactériennes est réalisée au
microscope optique (G x100) (Zantar et al ., 2013).

» Recherche de la catalase : L’activité catalytique est mise en évidence en émulsionnant sur
une lame la culture bactérienne atester avec une solution d’eau oxygénée. La présence d’une
catalase se manifeste par I’apparitionde bulles abondantes d’oxygéne.

2 H202 — 2H20+ 02
Les bactéries a Gram + et a catalase négatif ont été considérées comme des bactéries lactiques
présomptives (Khan et al ., 2014).

11.3.3. Conservation des isolats

Deux types de conservation ont été appliqués. Une a courte et I’autre a longue durée. La conservation
a courte terme des isolats pures est effectuée sur milieu MRS solide incliné.Aprés croissance a la
température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le renouvellement des souches se fait par
repiquage toutes les 4 semaines (Laiche et al., 2019). La Conservation a longue durée des isolats
purifiés a éte réalisée dans le bouillon MRS contenant 30% de glyceérol et stockés a une température
de -20°C (Rahmeh et al., 2019).
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11.3.4.Productiondes exopolysaccharides
11.3.4.1. Screening des isolats productrices d’exopolysaccharides

Le screening des isolats productrices d’exopolysaccharides est réalisé sur deux milieux différents,la
gélose hypersaccharosée et la gélose MSE. Les cultures bactériennes sont ensemencées a la surface
des boites par stries et incubées a 37°C pendant 24 h a 48 h, a la fin de I’incubation les isolats
productrices d’EPS ont été déterminée par 1’aspect visuel (Mostefaoui et al., 2014).

11.3.4.2. Extraction des EPS

Afin d’extraire les EPS de nos isolats criblés nous avons utilisé la méthode décrite par Abid et al. (2018)
avec une modification mineure. Apres la période d'incubation, une solution de TCA (annexes) a été
ajoutée pour donner une concentration finale de 4% (masse/volume). Les protéines précipitées ont été
éliminées par centrifugation (12 000 x g pendant 30 min a 4°C). Deux volumes d'éthanol ont été
ajoutés aux surnageants, agités vigoureusement et maintenus a 4°C pendant une nuit. L’EPS brut a
été recueilli par centrifugation a 15 000 x g pendant 15 min a 4°C, puis le culot EPS a été dissous dans

I'eau distillée.

11.3.4. 3. Quantification des EPS

La quantité produite d’EPS a été estimée par la méthode de phénol-acide sulfurique en utilisant le
glucose comme étalon. En bref, dans des tubes en verre tres propres, on ajoute : 800 pl d’échantillon
avec 40 ul de phénol (80%), mélangé au vortex puis 2 ml d'acide sulfuriquesont ajoutées, le tout est
mélangé au vortex puis incubé a I’obscurité pendant 30 min. Un blanc est préparé en utilisant 800 pl
d'eau distillée a la place de I’échantillon. Lire l'absorbance a 490 nm. Les résultats sont exprimés en
milligrammes (mg) d'EPS par litre (DuBois et al., 1956) a 1’aide d’ une courbe d’étalonnage de

glucose (annexes).
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11.3.5.Evaluation de quelques aptitudes probiotiques
11.3.5.1.Résistance aux pH gastrique

La capacité de la souche a survivre dans le milieu acide a été étudiée en se référant a la méthode décrite
par Rajoka et al. (2018). Brievement, 0.5ml de la culture jeune (18h) a été introduit dans 5 ml de
bouillon MRS déja ajusté a pH 2, et pH 6. La résistance de la bactérie a ce facteur hostile a été estimée
par la lecture de la densité optique & 620 aprés incubation de 2 h a 37°C.

Le pourcentage de survie a eté calculé par la comparaison des valeurs de la DO de la culturedans

le bouillon MRS a différents pH :

{ % survie = (DO MRS pH 2 / DO MRS pH 6) x100 }

11.3.5.2.Résistance aux sels biliaires

La tolérance de la souche a la bile a été réalisée selon la méthode décrite par Li et al.
(2020) avec des modifications mineures. Le culot bactérien de la souche incubé a 37°C pendant 18h a
été récupére par centrifugation (5000 rpm/10 min) et lavé deux fois avec du PBS ; puis mis en suspension
dans 5 ml du méme tampon ; 1 ml de la culture standardisee a été inoculé dans 6 ml du PBS avec et sans
a 0.3% de sels biliaires, suivi d’une incubation & 37°C pendant 4h.

Le taux de survie a été déterminé par la mesure de la DO a 620 nm, en comparant les valeurs de la DO

de la culture sur PBS avec et sans sels biliaires. L’équation suivante a été appliquée:

[ % survie = (DO sels biliaires/DO témoin) x100 J

11.3.5. 3. Adhérence sur tube de verre

La méthode d'adhérence sur tube de verre a été utilisée pour évaluer lI'adhésion sur tissus dursde nos
isolats ; une adhésion importante peut étre corrélée a la production d'exopolysaccharides de surface
(Samot. 2012)

Dans un tube de verre contenant 10mL de MRS additionné de 1% de saccharose (poids/volume), 500
uL d'une culture overnight du lactobacille a tester est ajoutée. La culture est incubée a 37°C avec une
inclinaison de 37°C. La formation du biofilm est évaluée a 24 heures puis a 48 heures, selon une échelle
établie par Murchison et al. (1981) ; les valeurs de cette échelle s'étendent de 0 (aucune adhérence) a 4

(fortement adhérent).
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11.3.5. 4. Test d’auto-agrégation et de co-agrégation

Pour les essaies d’auto-agrégation et de co-agrégation la méthode décrite par (Cizeikiene et
Jagelaviciute ., 2021), a été suivie. Le culot bactérien de la souche incubé a 37°C pendant 18h a éte
récupéré par centrifugation (5000 rpm/10 min) et lavé deux fois avec du PBS puis mis en suspension,
une agitation de 10 secondes a été procédée et I’absorbance de la suspension initiale a été ajustée a 0.6.
Aprés une incubation a 37°C pendant 3 h et 18h les absorbances ont été déterminées a une longueur
d’onde de 600 nm.

Le pourcentage d’auto-agrégation a été exprime en fonction de temps, en appliquant la formule suivante

(Beldarrain-lznaga et al., 2021) :

Autoagrégation (%) = ((Abso - Abst) / Abso) x 100

Avec : Abst : DO a t heure d’incubation ; Absg : DO a to.

Pour le test de co-agrégation, la suspension cellulaire de notre souche a été préparée de la méme maniere
que le test d’auto-agrégation. Cependant, des cultures d’Escherichia coli ATCC 25922 de Pseudomans
aeruginosa ATCC 27853 et de Staphylococcus aureus ATCC 25923 ont été préparées dans le bouillon
nutritif. Pour se faire, pour chaque espece bactérienne, un tube du bouillon nutritif a été ensemencé par
une colonie de chaque espéce et le tout a été incubé a 37°C pendant 24h. Lescellules ont été récoltées
par centrifugation a 5000rpm/15min apres deux lavages avec PBS.

Une fois les suspensions préparées, un volume égal de souche test (2 ml) a été mélangé suivipar un vortex
de 10 secondes et d’une incubation & 37°C sous agitation pendant 3h. L’absorbance du mélange (A mix)
a été mesurée a 600 nm apres 3h et 18h d’incubation. Le pourcentage de co-agrégation a été déterminé

comme suit (Beldarrain-lznaga et al., 2021) :

{ Co-agreégation % = [(ALactobacillustApathogene) = Amix] / [ (A Lactobacillust A pathogene)] X100 }

11.3.5. 5. Test d’hydrophobicité

L'hydrophobicité a été déterminée selon la méthode décrite par Zarour et al. (2018) avec une mineur
modification. D’aprés une culture jeune des isolats le culot a été récolte par centrifugation 6000 rpm

pendant 5 min, lavé deux fois et remis en suspension dans le tampon PBS. L'absorbance initiale (DO
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initiale) de la suspension cellulaire a été ajustée a environ 0.8 a 450 nm. Ensuite 0.6 ml du xyléne

a eté ajouté doucement a 3 ml de la suspension bactérienne suivie par une incubation a 37°C
pendant 10 min suivie d'un vortex pendant 2 min, laisser reposer pendant 15 minutes, la phase aqueuse
a été soigneusement prise avec une pipette pasteur et I'absorbance finale (DO final) a été mesurée a l'aide
d'un spectrophotomeétre.La diminution de I'absorbance a été prise comme mesure de I'hydrophobicité de

la surface cellulaire (% H) calculée par I'équation suivante :

Hydrophobicité (%) = ((DOinitiale - DOfinale) /DOinitiale) x 100

Ou DO initial et DO finale sont I'absorbance avant et aprés ’addition du xyléne, toluéne, chloroforme.

11.3.5. 6. Adhésion aux cellules épithéliales

Ce test consiste a etudier la capacité des isolats d’adhérer aux cellules épithéliales. La méthode utilisée
est celle décrite par Lin et al. (2007). Avant de mettre en ccuvre le test d’adhésion, un segment de
I’iléon provenant du jabot de poulet ont été ouvert et laver avec du tampon phosphate- buffer salin
stérile (PBS pH 7,2) puis maintenu dans ce tampona 4°C pendant 30min, et ensuite laver 10 fois avec
du PBS stérile puis laisser au repos a 4°C pendant 3h. Les cellules intestinales sont raclées dans du
PBS stérilisé. Cette suspension cellulaire a été examinée par microscope pour s’assurer de 1’absence
d’une contamination bactérienne. Les suspensions bactériennes de 24h on été centrifugées a 6000
rpm/10min, ensuite le culot cellulaire a été standardisé dansPBS (pH 7,2). Un millilitre de cette
suspension bactérienne a été mélangée avec 1 ml de la suspension de cellules épithéliales. Le mélange
incubé a 37°C pendant 30 minutes. L'adhésion a été observée par microscopie (G x100) apres avoir été
colorée avec le violet de Gentiane. le test est considéré positif si le nombre de bactéries adhérées est

supérieur a 15. Au moins 10 cellules épithéliales ont été examinées par analyse.

11.3.5. 7. Recherche de la productrices d’eau oxygénée par les isolats

Les isolats ont été testés pour la production d’H202 par I’application de la méthode décrite par
Kumherové et al. (2020) et Ahire etal. (2021). Les isolats ont été cultivés sur la gélose MRS additionnée
de 250 pug / mL de 3,3', 5,5'- tétraméthylbenzidine et 0,01 mg / ml de peroxydase de Raifort, puis les
boites ont eté incubées en anaérobiose a 37°C pendant 48h. Les boites sont laissées ouvertes pendant 30
min sous la hotte. Apres cette exposition a I’oxygene, les colonies produisant du peroxyde d’hydrogéne
se colorent en bleu.
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La peroxydase du milieu réagit avec le peroxyde d’hydrogéne produit par les lactobacilles pour libérer
de I’oxygene et des protons qui vont réduire la tétraméthylbenzidine en formant ainsi un produit coloré.
La production de peroxyde d’hydrogéne est évaluée selon I’intensité de la coloration : (+++) forte
production, (++) production moyenne, (+) faible production, (-) sans production.

11.3.5. 8. Pouvoir acidifiant

Ce test est réalisé par 1’application de la technique décrite par Dimitonova et al. (2007). Il consistea
suivre la variation du pH du milicu aprés des périodes d’incubation. Des cultures lactiques jeunes ont
été inoculées (1%) dans du bouillon MRS puis incubées a 37°C. La quantité d'acides produites est
déterminée indirectement en mesurant le pH des surnageants de chaque souche avec un pH-métre. Le
pH initial a été mesuré, puis des mesures ont été faites apres 4 h, 6h et 24h d’incubation.

11.3.5. 9. Activité antibactérienne et effet des surnageants

Ce test consiste a étudier I'activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis des souches indicatrices
et les souches pathogenes. Il s’agit de cinq souches : Escherichia coli (ATCC) 25922, Staphylococcus
aureus (ATCC) 25923, Pseudomonas aeruginosa (ATCC) 27853, Serratia marcescens et
Staphylococcus aureus . L'activité antibactérienne a été évaluée par la méthode des disques avec des
modifications mineures par Bachiri et al. (2016) a été appliquée : elle consiste a ensemencer par
écouvillonnage la gélose nutritive par la souche indicatrice standardisée. Aprés incubation pendant 30
min a 37°C, des disques stériles (de 5 mm de diametre) ont été déposés a la surface de la gélose.
Chaque disque regoit 10ul d’une culture lactique jeune et de 1’autre coté 10ul de surnagent brute des
cultures lactiques. Une fois les boitessont séchées a température ambiante, elles sont incubées a 4°C
pendant 4h, par la suite incubées a 37°C pendant 24h. L’inhibition de la souche indicatrice se traduit

par la formation de zones claires autour des disques.

11. 3.6. Evaluation de I’aspect sécuritaire
I1. 3.6.1. Activité hémolytique

L’activité hémolytique des BL a été déterminée par la méthode (Oyewole et al ., 2018) avec
modification. Lagélose au sang (5% du sang humain: v / v) a été coulée et solidifiée, puis inoculée par
les cultures lactiques et incubée a 37 °C/ 48 h.
Apreés incubation, la lecture des resultats est la suivante :
v Lasouche est a-hémolytique : présence de zones vertes autour des colonies
v Lasouche est non hémolytique (y-hémolyse): absence de zones autours des colonies
v Lasouche est B-hémolytique : présence de zones de lyses sanguines claires autour descolonies
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11. 3.6.2. Résistance aux antibiotiques

Pour realiser ce test, la méthode de I'antibiogramme en milieu solide a été suivie. Apres une culture de
18 h, ona ensemencé les souches a I’aide d’un écouvillona la surface de la gélose MRS. Chaque boite
recoit des disques d'antibiotiques:Pénicilline, Amoxicilline ,Vancomycine, Ticarcilline,Ceftazidime,
Oxacilline, Amoicilline , Imipenem , Ofloxacine, Nitrofurane ,Trimethoprime, Polymixine,Colistine,
Spiramycine,Lincomycine, Doxycycline, Tetracycline. Aprés incubationa 37°C pendant 24h, les

diameétres des zones d’inhibition ont été mesurés (Melia et al.,2018).

Les diameétres des zones d'inhibition (DZI) ont été mesurés et les résultats ont été exprimés en termes
de résistance (R), de sensibilité intermédiaire (1) et de sensibilité (S), selon les valeurs proposées par le
standard NCCLS et Jomehzadeh et al. (2020)

Oou:
Souche résistance : DZI < 15mm ;
Souche a sensibilité modérée : 16 < DZI< 20mm ;

Souche sensible : DZI > 21mm.
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Résultats et Discussion

I11.1.1solement et purification des bactéries lactiques

Au cours de cette étude nous avons isolé et purifié 35 bactéries lactiques a partir du lait de chévre,
Raib du lait de vache, le vinaigre de cidre de pomme et le Miel naturel en se basant sur les

caractéres morphologiques, microscopique et test de catalase.

> Examen macroscopique

La caractérisation macroscopique des colonies obtenues a permet de décrire leur aspect qui est
apparu typique et homogeéne. Les colonies sont apparues lisses, légérement bombées de forme
circulaire a contour régulier, de taille plus ou moins importante avec une couleur blanc creme.
(Photo 01).

Photo 01: Observation macroscopique des colonies lactiques sur gélose MRS.
» Examen microscopique :

L’observation microscopique des isolats apres une coloration de Gram a révélé que I’ensemble des
isolats étaient Gram positif (Tableau 6), Les formes des cellules étaient distinctes ; des cocci et
des bacilles, dont le mode de regroupement varie d’une souche a 1’autre : chainette, diplocoques

et en amas (Photos 02).

Selon Savadogo et Traore.(2011), il existe deux grands groupes de bacteries lactiques

morphologiquement bien distincts : les cocci et les bacilles.
» Recherche de la catalase :

Le résultat du test de catalase s’est révélé négatif pour toutes les souches (pas des
dégagements gazeux), ce qui laisse suggérer que ces bactéries sont des souches lactiques (Tableau

6). Ces résultats concordes avec ceux retrouvés par Lairini et al.(2014).
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Photo 02 : Photomicrographie des isolats lactiques aprés coloration de Gram.

(a) RB3 Cocci, (b) MA3 Bacille (GX100)

D’apreés les résultats nous avons remarqué que les produits alimentaires laitiers (lait de chevre, lait
de vache fermenté « Raib ») riche en bactéries lactiques par rapport aux produits alimentaires non

laitiers (Miel naturel, vinaigre de cidre).
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Tableau 06 .Criteres macroscopiques et microscopiques des isolats lactiques.

< Critere microscopiques

= Isolat | Catalase | Gram | Forme Critére macroscopiques

2

i
LAO1 - Gram+ Bacille Petite, réguliers, transparente

§ LE 01 - Gram+ Cocci Petites fines blanchétres circulaires.
LE 03 - Gram+ Bacille moyenne, légérement bombes ronde, blanc creme
RA 02 - Gram+ Cocci Petite, rondes bombées blanchatres réguliers
RA 03 - Gram+ Cocci Petite rondes réguliers
RA 04 - Gram+ Cocci moyenne, bombée ronde, blanc créme
RA 09 - Gram+ Cocci moyenne, légérement bombée ronde, blanc creme
RA 13 - Gram+ Cocci colonie, rondes réguliers, blanc transparente
RB 02 - Gram+ Cocci Petite rondes opaques réguliers, transparente
RB 03 - Gram+ Cocci Petite, rondes opaques réguliers, transparente
RB 05 - Gram+ Cocci petite taille, circulaire, régulier transparente
RB 06 - Gram+ Cocci petite taille, circulaire, régulier et transparente
RB 07 - Gram+ Cocci Petite réguliers, transparente
RB 08 - Gram+ Cocci Petite réguliers, transparente

o RC 04 - Gram+ Cocci Petites fines blanchatres circulaires.

& RD 03 - Gram+ Cocci Petites fines blanchétres circulaires.
RE 05 - Gram+ Cocci Laiteuses, bombées, blanchatres circulaires régulier.
RE 06 - Gram+ Cocci Laiteuses, bombées blanchatres circulaires régulier.
RE 07 - Gram+ Bacille Bombées blanchétres circulaires régulier
RE 08 - Gram+ Bacille Bombées blanchatres circulaires régulier
RF 03 - Gram + Cocci Convexes blanchatres circulaires régulier.
RF 08 - Gram+ Cocci convexes blanchatres circulaires régulier.
RG 04 - Gram+ Bacille Petites jaune moutarde, légérement bombées.
RG 07 - Gram+ Cocci Jaune moutarde, légerement bombées.
RI1 02 - Gram+ Bacille Petites fines blanchétres circulaires.
RI 04 - Gram+ Bacille Laiteuses, bombée, blanchatres, circulaires régulier.
R107 - Gram+ Bacille fines blanchatres circulaires régulier

g

'g VA 05 - Gram+ Bacille jaune moutarde, bombées.

>
MA 03 - Gram+ Bacille moyenne, ronde, blanc creme
MA 05 - Gram+ Cocci moyenne, légérement bombes blanc creme
MA 06 - Gram+ Cocci moyenne, ronde blanc créme

o MA 07 - Gram+ Cocci moyenne, ronde, a couleur blanc creme

p= MB 02 - Gram+ Cocci moyenne, ronde, blanc creme
MB 03 - Gram+ Cocci moyenne, légerement bombes blanc créme
MB 05 i Gram+ Cocci Colonie taille moyenne, légerement bf)mbes de forme

ronde, a couleur blanc créme
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I11.2.Production d’exopolysaccharides
111.2.1. Screening des souches productrices des EPS

La capacité de production des EPS des 35 isolats été présentée dans le Tableau 7. Seulement 21
bactéries ont une forme de colonies blanchatres et visqueuses avec un aspect gluant sur le milieu
hypersaccharosée et la gélose MSE, ce qui indique la capacité de la production des EPS par ces
bactéries (Photos 03).

Photo 0 3 : Aspect des colonies de quelques isolats lactiques.

(a) sur gélose hypersaccharosée, (b) sur gélose MSE

Mostefaoui et al.(2014) ont montré que les souches de bactéries lactiques formant des colonies
larges et visqueuses indiquant la production d’EPS, sur cette base on peut conclure que nos souches

ont productrice cette propriété.
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Tableau 7. Résultats du test de production des EPS sur gélose hypersaccharosée et gélose MSE
(Bouridane et al ., 2016).

Isolat gélose gélose MSE
hypersaccharosée

LE 01 + +

RA 02 + +

RA 04 - -

RA 13 ++ ++

RB 03 +++ +++

RB 06 +++ +++

RB 08 +++ +++

RD 03 +++ +++

RE 06 +++ +++

RE 08 - -

RF 08 - -

RG 07 - -

RI1 04 - -

VA 05 - -

MA 05 +++ +++

MA 07 + +

MB 03 - -

+++ : Production élevée d'EPS, + + : Production d’EPS intermédiaire,+ : faible production d’EPS, - : aucune
production d’EPS

D’aprés la représentation graphique, nous constatons que 28.57% des isolats fortement
productrice, 14.28% ont une production intermédiaire, 17.14 % ont une faible production alors
que 40 % des souches n’ont aucune production des EPS (Figure 5).
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M Production élevée d'EPS H Production d'EPS intermédiare

i faible production d'EPS M aucune production d'EPS

Figure 5: Répartition de la production d’EPS des isolats lactiques.

On se basant sur les résultats du screening, nous avons sélectionné quatre isolats lactiques RB5,

RE7, R12 et MA3 pour réaliser les autres tests.
I11.2.2.Quantification d’exopolysaccharides

Dans notre étude, la quantité d’EPS produit varie 1égérement entre les quatre isolats (entre 13.12
et 71.60 mg/l). Isolat RI2 été le meilleur isolat productrice d’EPS avec une production maximale
de 71.60 mg/l suivie par I’isolat RB5 avec une concentration de 68.42 mg/l, alors que les isolats
RE7 et MA3 ont une production de 41.84 mg/l et 13.12 mg/l respectivement (Figure 6). Les
résultats montrent que tous les isolats sont capables de produire les EPS mais avec des proportions

différentes.

Les EPS produites par les bactéries probiotiques ont acquis une grande importance dans les
applications thérapeutiques telles que les activités antimicrobiennes, immunomodulatrices, anti-
inflammatoires, antioxydantes, antitumorales, antivirales, antidiabétiques, antiulcéreuses et

hypocholestérolémiantes (Angelin et Kavitha., 2020).

Les cultures de BL qui ont un taux élevé en d'EPS présentent plusieurs avantages par rapport a
celle non productrices d'EPS, car ces molécules affectent la texture, la rhéologie et les propriétés

technologiques de I'aliment produit (Adesulu-Dahunsi et al., 2018).
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Figure 6 : Concentration des EPS produit par les quatre souches.

Adelekan et al. (2020) ont trouvé que L. plantarum isolée d’un produit fermenté non laitier a
produit une grande quantité d'EPS estimé 199,1 mg/L. par ailleurs, Mostefaoui et al. (2014) ont

obtenu un taux de production d’EPS par Lactobacillus delbrueckii de 175 mg/I.

Dans une recherche récente, ils ont constaté que le rendement total en EPS de L. plantarum était
de 378 mg/L, tandis que pour L. mucosae et L. rhamnosus était de 153,2 mg/L et 167,6 mg/L,

respectivement (Bomfim et al., 2020).

L’isolat RB5 montre une forte production sur milieu solide et les isolats RE7 et RI2 et MA3 a une
Production intermédiaire des EPS. Par ailleurs, sur le milieu liquide I’isolat RB5 garde sa forte
productivité mais la production des EPS chez les isolats MA3 et RE7 diminue, par contre, elle

augmente chez isolat RI2.

Les différences dans la production d'EPS suggérent que la quantité d'EPS est une caractéristique
dépendante de la souche, influencée par la phase de croissance, y compris les conditions
environnementales du milieu de culture. Ces conditions comprennent les sources de carbone et
d'azote, ainsi que les conditions physicochimiques pour la croissance bactérienne (c'est-a-dire la
température, le pH, le taux d'oxygene, etc.) les méthodes d'extraction et les conditions de
croissance (Lai., 2014 ; Khalil et al.,2018 ; Bomfim et al., 2020).
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111.3.Evaluation de quelques propriétés probiotiques
111.3.1.Résistance aux PH gastrique

Sachant que la survie des souches aux conditions drastiques du tube digestif représente un des
caractéres importantes pour la sélection des souches probiotiques; nous avons testé la resistance
des quatre isolats lactiques aux conditions acides similaires a celles de I'estomac (pH2) pendant 2

h d’incubation. Les résultats sont présentés sur la Figure 7.

Les quatre isolats qui ont été testées pour savoir leur résistance au pH gastrique ont présenté une
bonne croissance sur le milieu acide avec un pourcentage de 89,25% pour la souche d’origine miel
MAS3, 81,88%, 71,63% et 59,19% pour les souches de la niche raib, respectivement RE7, RB5 et
RI2.

résistance aux ph gastrique
100

89.25
90 81.88
80 71.63
@ 70 59.19
'S 60
1.
S 50
(75]
o 40
>
30
20
10
0
MA 3 RB 5 RE 7 RI 2

souches lactiques

Figure 7: Taux de survie des isolats lactiques sur milieu acide PH 2.

La résistance de certaines souches lactiques aux conditions de stress (pH acide) peut étre
expliquée par le fait que ces bactéries sont productrices d’EPS, et que ces polymeres pouvaient
jouer un role protecteur. Les bactéries lactiques sont dotées de systemes de détection du stress
destinés a activer les défenses, leur permettant de se réadapter aux conditions difficiles ou aux

changements environnementaux (Wu et al., 2022).

La résistance a I’acidité n’est pas acquise suite a une diminution du pH mais elle est souche
dépendante. De méme, la plupart des bactéries lactiques sont naturellement bien adaptés a un pH
acide, elles sont capables non seulement de produire des acides mais de fonctionner a pH acide
(Ayyash et al., 2021).
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111.3.2.Résistance aux sels biliaires

Les quatre isolats testés présentent une différence modérée de la résistance aux sels biliaires a une
concentration de 0,3% de sels. Aprés la fin de I’exposition des souches au stress biliaire, les taux
de croissances bactériennes représentaient : 91,25% ; 87,07% ; 78,08% et 75,84% pour les
souches R12, RB5, RE7 et MA3, respectivement (figure 8). On remarque que le taux de survie, le
plus élevé, est obtenu par la souche RI2. La croissance en absence de sels biliaires (0%) a été

utilisé comme témoin & la base du lequel, les autres taux de survie ont été calculés.
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Figure 8 : Taux de survie des isolats en présence de sels biliaires 0,3%.

Le pH de I'estomac varie de 1 a 2 (pendant le jeline), une concentration de 0.3% (p/v) est souvent
considérée comme critique pour la sélection des souches probiotiques résistantes (Yang Li et al.,
2019). Pour considérer une souche comme probiotique, elle doit étre capable de maintenir sa survie
dans ces conditions de pH faible et des sels biliaires pour garantir qu’elle traverse ’intestin tout

en offrant des avantages pour la santé de I'hote.

Il a été rapporté, que certaines souches de bactéries lactiques comme les lactobacilles sont capables
de métaboliser leurs acides biliaires ce qui les protéges contre la bile, I’'un des mécanismes de cette
résistance est la déconjugaison des acides biliaires par les enzymes hydrolase des sels biliaires, ce
qui a pour effet de diminuer la solubilité de la bile a pH bas et de réduire ses activités détergentes
(Ayyash et al.,2021).
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111.3.3. Adhérence sur tube de verre

Les propriétés d'adhérence des lactobacilles ont été évaluées in vitro selon la méthode d'adhérence
sur tube de verre, les résultats recueillis aprés 48h d’incubation sont résumés dans le Tableau 8.
Deux isolats ont donné des scores d'adhésion sur tube de verre supérieur ou égal a 3 selon I'échelle
visuelle de Murchison (Photo 04).

Score 0 Score 1

Score 2 Score 3

Photo 04 : Adhérence des isolats lactiques .sur tube de verre.
a :échelle visuelle de la classification de Murchison, b : les quatre isolats

La formation de biofilm par les bactéries lactiques productrices d’EPS est crucial (Eshrati et al.,
2018 ; Kaur et al., 2022); qui augmente leur potentiel probiotique bénifique par compétition sur
surface cellulaire et les nutriments avec les pathogenes et d’avoir une importante capacité de

contact qui facilite I’échange de signaux (Gurram et al., 2021).
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Tableau 8. Résultats des tests d'adhérence sur tube de verre

Isolats Score
MA3 4
RB5 2
RE7 1
RI2 4

0: absence de biofilm ; 1: biofilm non-adhérent ; 2: biofilm faiblement adhérent ; 3: biofilm adhérent ; 4: biofilm
fortement adhérent.

Les travaux de Samot et al. (2012) ont montré que les bactéries lactiques fortement adhérant aux
surfaces et formant les biofilms sont des producteurs d’exopolysaccharides ; qui représentent la

matiére en cause de 1’adhésion (Lu Y., et al., 2022) .

Ces bactéries a Gram positif (vu la composition de la paroi) ; leur capacité a adhérer aux
surfaces dépend principalement de la liaison spécifique des récepteurs, de la charge et de

I'interaction hydrophobe (Omeonu et al .,2022).
I11.3.4. Capacité d’auto-agrégation/co-agrégation

L’autoagrégation et la co-agrégation sont considérées comme des caractéres nécessaires a
I'adhérence. Car, ils facilitent la colonisation temporaire et protegent le systéeme héte par la

formation de biofilm sur le tissu de I’héote (Ren et al., 2014 ; Tallapragada et al ., 2018).

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que les isolats MA3, RB5, RE7, RI2 étudiées ont
une capacité modérée d’auto-agrégation avec un pourcentage de 58,51%, 49,05%, 47,07%,

50,58% respectivement apres 4 heures d’incubation (Figure 9).
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Figure 9: Pourcentage d’auto-agrégation des quatre isolats lactiques.
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Donc les quatre isolats ont un fort pourcentage d’autoagrégation (> 10%) selon les critéres décrits
par Rodriguez-Sanchez et al.(2021). Apres 18h d’incubation, les quatre isolats ont montré un
pourcentage plus élevé a celui de 4h d’incubation ; MA3 (75.39%), RB5 (62.98%), RE7(64.47%),

RI2 (71.88% ).L'observation microscopique a également confirmé la formation des regroupements

cellulaires et la présence des agrégats (photo 05).

Photo 05 : Photomicrographie de 1’auto-agrégation des quatre isolats lactiques (Gx100).
(a) :RB5: (b): RE7 : (c) :RI2 : (d) :MA3

Les mémes résultats sont trouvés par Lee et al. (2021), ou ils ont isolés deux souches de bactéries
lactiques :Lactobacillus rhamnosus GG et Lactobacillus plantarum KU200656avec un taux

d’auto- agrégation de 71,30 % et 73,08 %, respectivement apres 18h d’incubation.

Une autre étude menée par Ahmed et al. (2021) a démontré que la plus forte capacité d'auto-
agrégation, supérieure a 40% apres 24 h d’incubation, les pourcentages d'auto-agrégation les plus
élevés sont : 63,61+ 2.65%,et 61,74+ 1.8% ont été enregistrés pour Lb. fermentum (L10) et Strep.

lutetiensis (L14) respectivement.

Alors que, les travaux de Jang et al.(2019) ont prouvé qu’ aprés 4 heures d'incubation la souche
L. brevis KU15153 et L. rhamnosus GG ont des capacités d'auto-agrégation de 21,44 % et 22,68
% respectivement alors que aprés 24 heures d'incubation 'auto-agrégation était chez L. brevis
KU15153 (52,55 %) et celle de L. rhamnosus GG (44,70 %).

La coagrégation avec les pathogénes est également considérée comme une caractéristique des
souches probiotiques car elle permet d'éviter la colonisation du tractus gastro-intestinal par des
pathogénes et peut constituer un mécanisme de défense important contre l'infection (Rodriguez-
Séanchez et al., 2021).

36



Résultats et Discussion

Le test de co-agrégation a été réalisé entre quatre isolats lactiques MA3, RB5, RE7, RI2 et les trois

souches pathogenes ATCC P. aeruginosa, S. aureus et E. coli apres 4h et 18h d’incubation.

D’apreés les résultats présentés dans la figure 10, nous avons remarqué une bonne coagrégation de
MA3, RB5,RE7,RI2 avec les trois espéces pathogénes P. aeruginosa, S.aureus et E.coli apres 18h
d’incubation ou les valeurs enregistrées (Photo 06); pour MA3 étaient de 69.95 %, 66.60% et
41.38%, avec RB5 nous avons trouvé 56.48%, 56.55%et 46.40% , I’isolat RE7 a présenté des
valeurs de 59.40%, 50.31%et 50.74% alors que le taux de la co-agrégation pour RI2 étaient de
73.85%, 56.33% et 61.14% respectivement.

80
c 70 HMA3
.2 60
B0 -
[-T]
@ i MRB5
%,40
© 30 -
E; 20 MRE7
10 -

0 - T T HRI2
P. aeruginosa  S.aureus E.coli P. aeruginosa  S.aureus E.coli
aprés 4 h aprés 18 h

Figure 10 : Pourcentages de coagrégation des quatre isolats lactiques avec Escherichia coli,
Pseudomonas aerugenosa et Staphylococcus aureus.

Des études réalisées par Khalil et al.(2018) ont montré que le pourcentage de co-agrégation de
lactobacillus sp est proche de notre résultat et il varie entre : 50.05% et 63.94% pour P. aeruginosa,
pour S. aureus 22.10% - 40.15%. Cependant il est moins important pour E. coli (22.94 % -36.54%).
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Photo 06 : Photomicrographie de la co-agrégation d’isolat lactique RI2 avec P. aeruginosa

(Gx100).
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Les mémes résultats sont trouvés par Ahmed et al. (2021) ou ils ont trouve que Lb. acidophilus,
et Streplutetiensis ont une capacité de la coagrégation avec E. coli par des valeurs de 52.51+3.62,
et 45,76 = 1,92%, respectivement.

La forte capacité de coagrégation de souches lactiques indique qu'une barriere défensive peut étre
produite qui empéchera les pathogénes de coloniser I'intestin humain. La présence de protéines
spécifiques et/ou d'un facteur adhésif spéecifique sur la surface de ces souches nécessite des études

complémentaires (Sui et al., 2021 ).

De plus, la coagrégation avec un pathogéne potentiel permet aux probiotiques de produire des
substances antimicrobiennes a proximité immédiate de ces derniers, ce qui peut étre bénéfique
pour la santé, ce qui peut inhiber la croissance des souches pathogenes dans le tractus gastro-
intestinal (Cozzolino et al., 2020 ; Rodriguez-Sanchez et al., 2021).

111.3.5. Test d'hydrophobicité

L'hydrophobie de la surface bactérienne est une caractéristique importante pour maintenir les
bactéries dans le tractus gastro-intestinal. Cette caractéristique est I'un des facteurs qui peuvent

permettre aux bactéries probiotiques de mieux adhérer a la muqueuse (Celik et Celebioglu.,2021).

Dans ce test, nous avons évalué¢ I’hydrophobicité de la surface cellulaire de quatre isolats lactiques
MA3, RB5, RE7, RI2 vis-a-vis du xyléne (solvant apolaire) (Grujovi¢ et al., 2019), les résultats
obtenus sont mentionnés dans la Figure 11.

D’apres les résultats obtenus, le pourcentage d'hydrophobicité obtenu pour MA3, RB5, RE7et RI2
en présence du xyléne était de 67.56 % , 69.34 % ,20.29 % ,76.27 % respectivement.

Le pourcentage d'hydrophobicité est exprimé comme suit : 0-35 % - faible hydrophobicité ;36-70
% - hydrophobicité modéré ; 71-100 % - hydrophobicité forte (Grujovié¢ et al.,2019).
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Figure 11: Pourcentage d'hydrophobicité des quatre isolats lactiques vis-a-vis du xylene.

Par ailleurs Selon Burgain et al. (2014), une bactérie est hydrophobe lorsque le pourcentage
d’hydrophobicité est supérieur a 50% et hydrophile lorsqu’il est inférieur a 20% et moyennement
hydrophobe si le pourcentage est compris entre ces deux valeurs, donc nos isolats sélectionnés ne

sont pas hydrophile.

Les etudes sur la surface des cellules microbiennes ont montré que la présence d'une matiere
protéique entraine une plus grande hydrophobie, tandis que les surfaces hydrophiles sont associées
a la présence de polysaccharides (Cozzolino et al., 2020).

Ces résultats sont proches a ceux de Handa et Sharma. (2016), L.plantarum avait un pourcentage

de 50.8% d’hydrophobicité au xyléne.

Selon Dlamini et al.(2019) ou ils ont isolé quatre souches de bactéries lactiques Lactobacillus
reuteri ZJ625, Lactobacillus reuteri VB4, Lactobacillus salivarius ZJ614 et Streptococcus
salivarius NBRC13956.La surface cellulaire hydrophobe a été démontrée par une forte adhérence
au xyléne (78-84 %) .

Selon Rodriguez-Sanchez et al. (2021) les BL sont naturellement hydrophiles et que
I'nydrophobicité est une propriété qui dépend de la souche.

En particulier, les propriétés physiques et chimiques de la surface des cellules bactériennes, telles
que I'nydrophobie et la capacité d'auto-agrégation, pourraient donner des informations sur la
capacité d'une souche a d'interagir avec son environnement. Plus précisément, I'hydrophobicité est

trés probablement due aux éléments suivants interactions complexes entre les charges positives et

39



Résultats et Discussion

négatives, entre les composants hydrophobes et hydrophiles caractérisant la surface bactérienne
(Cozzolino et al., 2020).

La différence d’hydrophobicité est due a la variation du taux de protéines cellulaires ainsi qu’aux
conditions de I’environnement qui peuvent affecter 1’expression de ces protéines de surface de la
cellule (Savedbowrn et al.,2014).

La capacité d'adhésion des bactéries joue un réle important dans la colonisation intestinale. Par
consequent, I’hydrophobie a été considérée comme un marqueur probiotique potentiel, au méme
titre que d'autres attributs souhaitables, utilises pour la sélection de nouvelles souches probiotiques
(Cozzolino et al., 2020).

111.3.6. Adhésion in vitro au tissu épithélial intestinal

Les probiotiques peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé en inhibant la colonisation
des agents pathogenes et en améliorant la cicatrisation des muqueuses lors de I'adhésion a

I'épithélium intestinal (Jeong et al., 2021).

Une veérification des tissus est réalisée pour confirmer la pureté de nos cellules et 1’efficacité
du lavage. La Photo 07 montre les résultats de 1’adhésion au tissu épithélial des quatre isolats
sélectionné. D’apres I’observation microscopique de cinq champs nous avons déduit que les
isolats ont une forte capacité d’adhésion aux cellules épithéliales (plus que 15 bactéries par
cellule) des souches RI2, MA3 et RB5. Tandis que RE7 ont montré une capacité d’adhésion

moyenne.

Photo 07 : Photomicrographie d’adhésion de I’isolat RI2 aux cellules épithéliales (Gx100).

(@) Controle négatif, (b) adhésion de RI2
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Le micro-organismes potentielement probiotique doivent posseder une capacité d'attachement
pour coloniser et exercer les bienfaits attendus sur la santé (Ayyash et al., 2021) ; un meilleur
échange de signaux entre les bactéries et les cellules de tube digestif, exercant un antagonisme en

inhibant la colonisation du tractus intestinal par des bactéries pathogenes (Chen et al., 2018) .

La capacité d'adhésion des probiotiques peut étre affectée par plusieurs facteurs, tels que les
liaisons non spécifiques, y compris les forces de Van Der Waals, forces électrostatiques et liaisons
hydrogénes et hydrophobes, et la liaison spécifique aux molécules par une fixation directe via des
adhésines qui peut étre de nature protéique, polysaccharidique, ou lipotechoique (Jeong et
al.,2021).

Les genes liés & l'adhésion peuvent étre identifiés comme pathogenes chez les bactéries
pathogenes. Cependant, pour les probiotiques tels que les bactéries lactiques, ces génes sont liés
a la survie et a la colonisation (adhésion) des probiotiques dans le tractus gastro-intestinal, les

genes d'adhésion ne sont plus subjectivement des genes de virulence (Wu et al., 2023).

La couche de mucus qui recouvre le tube digestif est le premier point de contact entre le microbiote
intestinal et I'n6te (Xu et al., 2021). La surface des probiotiques contient de nombreux types de
molécules et de structures biologiques qui ont un impact sur leur capacité a s'attacher a la couche
de mucus par hydrophobicité, y compris I'EPS, les pili et I'acide lipoteichoique (Konieczna et al.,
2018 ; Lu et al.,2022).

Les mécanismes d'adhésion ont été largement étudiés pour les bactéries nouvellement isolées, en

tant qu’élément important de la caractérisation des probiotiques (Ayyash et al., 2021).

111.3.7. Recherche de la productrices d’eau oxygénée par les isolats

La capacité de production de peroxyde d’hydrogene a été divisée en 4 groupes selon l'intensité de
la couleur dont une production élevée est de (+++), une production moyenne de (++) et une faible
production de (+), cependant, une absence de production d’H>O: est cotée de (-). La photo 08

illustre la forte production de H202 pour les quatre isolats sélectionnés.
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Photo 08 : Identification de la production de peroxyde d'’hydrogéne des quatre isolats
lactiques (a) :RB5 : (b): RE7 : (c) :MA3 : (d) :RI2.

Les lactobacilles sont capables de produire des substances antimicrobiennes actives. La plupart
sont des acides organiques (principalement I'acide lactique) et du peroxyde d'hydrogéne, qui a été
déterminée par des changements pigmentaires dans les colonies (Kumherova et al., 2021).

Le mécanisme par lequel les lactobacilles résistent au peroxyde d’hydrogéne différe selon les
espéces et selon les souches de la méme espéce. L’ expression constituée du systeme thiorédoxine-
thiorédoxine réductase jouant un réle important dans la tolérance a I’oxygeéne et au peroxyde
d’hydrogéne chez L. casei. Par ailleurs, il est bien établi que le NADH peroxydase décompose
I’H20> et que certaines souches de L. plantarum produisent de la pseudo catalase qui agit

également pour décomposer le peroxyde d’hydrogéne (Serata et al.,2016 ;Tang et al., 2017).

Bien que H2O: soit relativement doux et peu réactif et toxique, il peut former des ROS plus actifs,
tels que les radicaux hydroxyles, entrainant ainsi d'autres réactions, ce qui entraine des dommages
dans les cellules (Tang et al., 2017).

Selon Feng et Wang.(2020) les bactéries possédant une catalase sont trés résistantes a H.O2, mais
en raison de l'absence de cette activité, les bactéries lactiques présentent généralement une
résistance plus faible a H20».

De nombreuses études ont examiné les mécanismes de tolérance des bactéries lactiques a I'oxygéne
et aux ROS. Des enzymes telles que la NADH oxydase et la pyruvate oxydase, qui dégradent
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I'oxygéne moléculaire, la superoxyde dismutase (SOD), qui cible le superoxyde en tant que
substrat, et la NADH peroxydase, qui dégrade le H2O>, sont impliqués dans les mécanismes de
tolérance (Naraki et al., 2020).

La production de H20> par les lactobacilles est I'un des mécanismes de défense les plus importants

contre la colonisation par des micro-organismes pathogenes ou opportunistes (Santos et al., 2016).

111.3.8. Pouvoir acidifiant

Pour étudier la capacité d’acidification des isolats testés, une mesure de PH a été suivie durant
4 h, 6 h et 24 h d’incubation. La diminution du pH des quatre isolats en culture pure, est présentée
dans le tableau 09.

Tableau 09.Variation du pH du surnageant des cultures dans 24H

t(N MA3 RB5 RE7 RI2

0 5,85 5,85 5,85 5,85
4 5,47 5,44 5,50 5,55
6 5,18 5,18 5,26 511
24 3,74 3,76 3,75 3,75

L’acidification des quatre isolats a commencé dés les premiéres heures d’incubation pour arriver
apres 24 h a une valeur ~ 3,75pour les quatre isolats. Pendant les 04 premiéres heures le pH ne
subit pas de modifications majeures et les lactiqgues commencent a s'adapter au milieu et aux
substrats disponibles. Ensuite, jusqu'a environ six heures de fermentation, on observe une Iégere
baisse du pH, due en faite que les bactéries lactiques commencent a métaboliser les sources
disponibles plus rapidement. Au cours de I'étape suivante, aprés 24 heures, le pH diminue (de
3,75), ce qui indique la performance d’acidification de ces isolats notant que sont de différentes

niches (miel et raib).

Des expériences ont montré que, les souches lactiques ont un degré élevé d'activité acidifiante,
surtout dans les derniéres heures de la fermentation dont les travaux de Berhe et al. (2018) ont

donné des résultats proches de nos résultats.

Selon Hossain et al. (2023) et Deshwal et al. (2021) le PH acide est di de la production d’acides
organiques, en créant un environnement acide, défavorise la croissance des bactéries non tolérantes

et exerce une compétition pour les substrats.
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Le pouvoir acidifiant des lactiques des aliments laitiers est le plus puissant (Berhe et al., 2018),

cela implique que les isolats lactiques du miel ont aussi un fort potentiel acidifiant.

111.3.9.Activité antibactérienne et effet des surnageants

L’évaluation du pouvoir antagoniste et 1’activité antibactérienne de quatre isolats lactiques a été
étudié vis-a-vis cing souches (photo 09), a savoir Escherichia coli ATCC25922 Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcescens et
Staphylococcus aureus, I’inhibition se traduit par la formation de zones claires, autour des souches

ensemencées. Les diamétres des zones d’inhibitions (Zi) sont représentés dans le tableau 10.

Tableau 10.Diamétres des zones d’inhibitions (mm) cultures et surnageants des isolats

lactiques vis-a-vis des souches pathogenes.

Isolats . .
lactiques surnageants d((zs]rlsg)lats lactiques Culture des isolats lactiques (mm)
souches
cibles MA RB RI RE MA RB RI RE

Escherichia coli

(ATCC) 25922 13mm |12mm 12mm 13mm 12mm |10mm 12mm 13mm

Pseudomonas
aeruginosa  [15mm | 15mm [14mm |[14mm [12mm {11 mm [17mm |13mm

(ATCC) 27853

Staphylococcus
aureus

(ATCC) 25923 12mm - - 12mm 12mm |10mm 11mm 16mm
mi(reg(raggeans 13mm |13mm 13mm 14mm 11mm |12Zmm  [13mm 9 mm

Staphylococcus
aureus - - - - 9mm |13mm 9mm 9 mm

Le tableau 10 signale que l'activité antibactérienne des surnageant des souches lactiques n'était
pas semblable envers la collection des souches cibles. En effet, les diamétres des zones
d'inhibitions étaient compris entre 12 et 15mm. L'activité inhibitrice vis-a-vis Staphylococcus

aureus était totalement absente.
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Il apparait que les surnageants des isolats lactiques RB5 et RI2 n’arrivent pas a inhiber la
croissance de Staphylococcus aureus ATCC 25923, alors que nous avons trouve une bonne activité
antimicrobienne contre les autres souches mises au test, d’ou I’apparition de zones d’inhibition

d’un diametre compris entre 12 et 15mm pour les isolats lactiques RB5 et RI2.

Les surnageant des isolats lactiqgues MA3 et RE7 exercent une meilleure activité inhibitrice vis-a-
vis des cing souches pathogenes, avec des diameétres de zones d'inhibition qui oscillent entre 12 et
15mm et entre 12 et 14 mm respectivement.

Une étude menée par Bindu et Lakshmidevi. (2021) a révélé que les surnagent préparés a partir
de L. acidophilus, L. plantarum et L. rhamnosus ont montré une activité antibactérienne contre E.

coli avec une zone d'inhibition allant de 17 & 31 mm de diamétre.

La fraction extracellulaire correspondant au surnageant présente un fort pouvoir antibactérien, ce
qui confirme la production d’agent antimicrobien par les souches lactiques dans le milieu.
Plusieurs études ont montré que la fraction extracellulaire contient des substances responsables de

cette interaction (Labioui et al., 2005).

La production de substances antimicrobiennes dans le surnageant peut étre favorisée par des
modifications des facteurs intrinseques de la culture, tels que le profil des nutriments et les micro-

éléments (Evangelista et al., 2021).

Les résultats observés dans le tableau 10 montrent que la plupart des isolats possedent un effet
antagoniste contre les bactéries indicatrices. Les meilleures zones d’inhibition ont été observées
pour les souches RI2 et RE7 a 1’égard de Pseudomonas aeruginosa ATCC et Staphylococcus

aureus ATCC avec des zones 17 et 16 mm respectivement.

La souche MA3 a un effet inhibiteur, plus ou moins prononceée, sur toutes les bactéries pathogénes
avec des diamétres des zones d’inhibition de 9 a 12 mm, et la souche RB5 présentent une nette
inhibition des cing souches tests dont le diamétre des zones d’inhibition est compris entre 10 et

13mm.

Les souches lactobacillus sont connues pour produire une large gamme de composés
antibacteriens, y compris des bactériocines, d'enzymes inhibitrices, des acides organiques, de
I'éthanol, du diacetyle et du H20». En outre, les substances antibactériennes produites par les BL
sont généralement reconnues comme des composants non toxiques et non irritants, car elles sont

naturellement dégradées dans le corps ou dans I'environnement. L'activité antibactérienne est donc
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une propriété importante des probiotiques (Muhammad et al .,2019 ; Jeong et al ., 2021 ; Dincer
et Kivanc ., 2022).

Photo 09 : Résultats de I'activité antibactérienne des isolats lactiques vis-a-vis de

(@) :Pseudomonas aeruginosa ATCC et (b) :Serratia marcescens

Les résultats obtenus corroborent ceux dévoilé par khan et al. (2021), ces derniers ont
montré que la souche Lactobacillus agilis exerce a un effet antagoniste important contre E.coli
(13mm) et Staphylococcus aureus (13mm).

Les travaux Adesulu-Dahunsi et al .(2018) ont reporté que les diamétres des zones d’inhibitions
de la souche Lactobacillus plantarum contre Staphylococcus aureus ATCC 11632 (8-15 mm), et
Escherichia coli ATCC11229 (2-9 mm).Selon Lee et al .(2021) les diametres des zones
d’inhibitions des deux souche: Lactobacillus rhamnosus GG exerce un effet antagoniste
important contre E. coli (29 mm).et Staphylococcus aureus (25,40 mm) et la souche Lactobacillus

plantarum KU200656 vis-a-vis de E. coli (31,44 mm).et Staphylococcus aureus (30,17mm).

L’inhibition de certaines bactéries pathogénes peut aussi étre associée aux
EPS secrétés par les souches productrices (Denkova et al., 2017) . Les EPS sont capables de
perturber la structure de 1’enveloppe cellulaire bactérienne, en particulier la couche de
peptidoglycane. Ce qui peut mener au blocage des récepteurs ou des canaux situés sur la membrane
externe des bactéries (Sivasankar et al., 2018).
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111.4.Evaluation de ’aspect sécuritaire

Pour I'évaluation de la sécurité, la sensibilité aux antibiotiques, et les activités hémolytiques

doivent étre prises en compte conformément a la directive FAO/OMS de 2002.
I11. 4.1. Activité hémolytique

Pour déterminer I’aspect sécuritaire des isolats étudiées, une eévaluation des propriétés

hémolytiques est testée.

Il est bien connu que ’hémolyse est associée a la pathogénicité des souches en raison de la
production d’hémolysines (Kim et al., 2022). Notre bactéries étudiées n’ont montré aucune
activité d’hémolyse (y-hémolyse) autour des colonies sur la gélose au sang (Photo 10).En effet

I'absence de tout signe d’hémolyse indique I'aspect sécuritaire de nos lactiques.

Une faible activité hémolytique est considérée comme un facteur de risque pour I'homme, dans
notre étude, les isolats ont montré une activité négative qui nous a permis de dire que ces isolats

ont la possibilité d’étre utilisé comme souches probiotiques.

Photo 10 : Zones y-hémolyse des quatre isolats comparés a un exemple (Meng et al., 2021)

D’apres des recherches récentes, les génes li€s a I'hémolysine n'ont pas été trouvés dans les génes
des Lactobacilles (Wu et al.,2023). C’est le méme cas pour plusieurs souches des Lactocoques

qui ont été non hémolytiques (Pienizet et al., 2014).
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I11. 4.2. Résistance aux antibiotiques

Les antibiotiques et les probiotiques semblent jouer un role bénéfique dans le traitement et la

prévention des maladies gastriques (Li et al., 2020).

Les quatre isolats mises en test ont présenteé une résistance et sensibilité (Photol1) ; selon les zones

d’inhibitions vis-a-vis des antibiotiques utilisés (Tableau 11).

Les isolats MA3, RB5, RE7 et RI2 ont présenté une résistance a 11 antibiotiques : Pénicilline,
Vancomycine, Ticarcilline, Ceftazidime, Oxacilline, Ampicilline, Imipenem, Ofloxacine,
Polymixine B, Colistine et Lincomycine. Une sensibilité était observée avec les 6 antibiotiques
restants : Amoxicilline, Nitrofurane, Bactrim, Spiramycine, Doxycycline et Tétracycline. Sauf

pour RE7 qui résiste a la Doxycycline.

Photo 11 : Zones d’inhibition des quatre isolats avec les 17 antibiotiques testés.

Le faite que nos isolats sont résistants a certains antibiotiques, c'est-a-dire qu’ils ne seront pas
perdu aprés une antibiothérapie par de tel antibiotiques, alors que ces méme isolats sont sensibles

a d’autres antibiotiques.
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Tableau 11. Résultats d’antibiogramme des quatre isolats testés

Antibiotique Charge Symbole Famille Zones d’inhibitions Mode d’action

(mm)

MA3 RB5 RE7 RI2

Pénicilline 10 Ul P Béta lactamines R R R R Paroi
Amoxicilline 25 ug AMX Béta-lactamines 201 275 245 255 bactérienne Inhibiteurs
Vancomycine 30 ug VAN Glycopeptides R R R R dela

Ticarcilline 75 ug TIC Carboxy pénicillines R R R R syntheése
Ceftazidime 30 pg CAZ Céfalosporines 14R 201 18 20 du

Oxacilline 5 ug oX Béta-lactamines 10 10 1|2 1|2 peptido-

Ampicilline 10 ug AM Aminopénicillins 1R1 1R4 1R2 1Rs glycane

Imipenem 10 pg IPM Carbapénemes 1R5 1R5 1R5 1R2

R R R R
Ofloxacine 5ug OFX Fluoroquinolones 1R1 1R1 1R1 1R1 Inhibiteurs
Nitrofurane 300 pg F Nitrofuranes 38 36 34 40 dela
S S S S .
Triméthopr- 25 ug SXT Sulfamides- 30 30 30 33 synthése
ime/sulfamé- diaminopyrimidines S S S S des protéines
thoxazole

Polymixine 300Ul PB Polymixines R R R R Inhibiteurs

Colistine 10 pg CT Polymixines R R R R dela
Spiramycine 100 g SR Macrolides 350 351 350 350 synthése
Lincomycine 2 g L Lincosamides 7 7 12 des protéines

Doxycycline 30 pg DO Tétracyclines 2R4 2: 1R3 ZFil

Tetracycline 30 pug TE Tétracyclines 259 258 2R6 258
S S S S

(S) sensible ; () intermédiaire ; (R) résistant
La sensibilité aux antibiotiques est considérée comme l'un des facteurs de sécurité les plus
importants pour les souches probiotiques (Srinivash et al., 2023). D’autre chercheurs trouvent
qu’il fallait renforcer le microbiote intestinal par des probiotiques lors d’un traitement par les

antibiotiques pour éviter tout complications (Liao et al., 2021).

La résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques représentent une préoccupation pour
les chercheurs car ces propriétés peuvent limiter les applications des probiotiques ; en cas de
plasmides qui peut étre transmis aux germes pathogénes (Devi et al., 2023).

L'analyse du génome complet des bactéries lactiques a un grand intérét pour les scientifiques afin

de connaitre leurs pathogénicité et 'utilité (Wu et al., 2023).

L’analyse de la séquence génomique des bactéries lactiques a confirmé qu’aucun géne pathogene
ou géne similaire code pour la résistance aux antibiotiques, n'a été identifié (Kim et al., 2018).
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Les résultats de I'évaluation de la sécurité obtenus par Manovina et al. (2022) ont révele que les
bactéries lactiques sont considérées comme des organismes de qualité alimentaire et sont utilisées

dans une variété de préparations pour I'alimentation humaine et animale.

Ahire et al. (2021) apres avoir étudié la sensibilité aux antibiotiques des Lactobacilles, ont
recommandé la sensibilité aux antibiotiques comme une caracteristique pour les utiliser en tant

que culture probiotique.

D’aprés Srinivash et al. (2023) les bactéries lactiques sont sensibles aux inhibiteurs de protéines
tels que la clindamycine, la tétracycline, le chloramphénicol et I'érythromycine et résistent aux

antibiotiques a base de glycopeptides tels que la gentamycine, la streptomycine et la kanamycine .
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Conclusion

Notre présent travail a été consacre pour isoler des bactéries lactiques a partir de quatre niche: lait
de chévre, raib du lait de vache, vinaigre de cidre et le miel naturel. Leur culture sur le mileu MRS
et la catalase négatif apres une coloration de gram.

Un premier screening de 35 isolats purifiés basée sur la capacité de production d’EPS nous a
permis de sélectionner quatre isolats MA3, RB5, RE7 et RI2 et pres quantification 1’isolat RI2 est

la plus productrice de ces molécules.

Les résultats ont montré que les isolats MA3 et RI2 présentaient un bon potentiel probiotique
mieux que RB5 et RE7. Ces derniéres ont une résistance élevée aux conditions hostiles a savoir
I’acidité (pH=2) et les sels biliaires (0.3%). Elles avaient une bonne capacité d'auto-agrégation,
d'’hydrophobicité et de co-agrégation et méme un effet antagoniste et une activité antibactérienne
des surnageants envers les agents pathogenes, une bonne adhésion aux cellules épithéliales et aussi
une bonne adhérence au tube en verre signifiant la capacité de former des biofilms. Ces quatre
isolats sont producteurs d’eau oxygénée. L’évaluation de 1’aspect sécuritaires a donnée des zones
y-hémolytique avec les quatre isolats alors que la sensibilité et la résistance aux antibiotiques est

variable selon la bactérie et le type d’antibiotique.

Au final et en guise de conclusion, nous pouvons dire que les aliments fermentés ou non testés,
sont riches en bactéries lactiques productices d’exopolysaccharides et qui ont un grand potentiel
probiotique.

Comme perspectives les travaux suivants peuvent lui étre complémentaires :

-Confirmation de I’identité des souches par des méthodes moléculaires,

-Etude des criteres de sécurité des souches, a savoir, le test de cytotoxicite,

-Evaluation des effets probiotiques in vivo,

-Mise au point d’un lait fermenté probiotique a base des souches étudiées.
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Annexes

Produits chimiques:

“*Milieux de culture: gélose MRS, bouillon MRS, bouillon et gélose nutritif.
s+Colorants:colorants de la réaction de Gram (fushine, cristal violet, lugol),

s Autres: sels biliaires, PBS, Eau physiologique stérile, HCI, I’huile d’immersion, éthanol,
phénol (80%),Alcool, Eau oxygénée, Xylene, Eau distillée,Eau physiologique, écouvillon stérile,

glycérol, disques d’antibiotiques.

Appareillage
=Bec Bunsen

=Bain marie (Memmert)

=Boites de Pétri, tubes a essais, flacons et ependoff.

= Pipettes Pasteur, pipettes graduées, burette, bécher, anse de platine,Micropipette
=Balance électronique

= Agitateur magnétique chauffant , Vortex

=Autoclave (Slli AVX éléctric, pbibrand)

sEtuve 37°C (Memmert)

=Réfrigérateur (ENIEM)

=Centrifugeuse (SIGMA 1-14)

=Spectrophotometre optique (analytik jena)

=pH métre (Hanna)

=Microscope optique

Protocole de coloration de Gram

- Verser sur une lame une goutte d’eau physiologique et mélanger avec une colonie de
I’échantillonpuis fixer a la chaleur.

- Couvrir le frottis avec le violet de Gentiane, laisser agir pendant 1 minute. Rincer la lame
avecl’eau de robinet.

- Recouvrir la lame avec de lugol et laisser agir 1 minute. Rincer la lame avec 1’eau de robinet.
- Recouvrir la lame avec de I’alcool pendant 30 secondes. Rincer avec 1’eau de robinet
jusqu’adisparition de la couleur violette.

- Couvrir la lame avec un contre colorant la fushine et laisser agir pendant 1 minute. Rincer
doucementavec I’eau de robinet et sécher avec du papier absorbant.

- Examiner sur microscope sous 1’objectif x100 avec une goutte d’huile a immersion.
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Les milieux des cultures

Gélose hypersaccharosée
Extraitdeviande..............oooviiiiiiiiii
Extraitdelevure. .........oooviiiiiiii
Bactopeptone. ........oviiiiiii i,

SACCRHATOSE. .ttt

PH=6,8-7
Stérilisation20min120°C

Milieu MRS
POlypeptone. ......ovvinii i
Extraitdeviande. ..o,
Extraitautolytiquedelevure................coooiiiiiiiiiii

GlUCOSE. . ettt e e e

Phosphatedipotassique..........ccoveiiiiiiiiiiiiii e,
Acétatedesodium..............ooiiiiiiii
Citrated’ammonium............ooeviiiiiiiiiii e,
Sulfatedemagnésium..............coovviiiiiiiiiiii e,
Sulfatedemanganese...........ccoooiviiiiiiiiiiiiii i
Eaudistilléegsp
Sterilisation20min120°C

Phosphate Buffers Saline (PBS)
8gNaCl
0,2 gKCl
1,44gNa;HPO4
0,24gKH2PO4
Eaudistillée1000ml
AjusterlepH a7, 5
Stérilisation20min120°C

109
39
2,59
150 g
29

1g
0,29
159
1000 ml

109
109
59
209
1,08 g
29
59
29
0,29
0,05¢
1000 ml
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Milieu MSE
Tryptone 20 g
Gélatine 2.5 g
Extrait de levure 5 g
Saccharose 100 g
Glucose 5 ¢
Citrate de sodium 1 g
Azide de sodium 0.075 g
Agar-Agar 15 g

Eau distillée 1000 mL

pH 6,8

Bouillon MRS
POIYPEPLONE. ... .ot 10.00g
Prote0SE PEPLONE. .. .iiiiiie ettt 10.0¢g
EXTrait de VIANde..........cooeiiiiiiiiccc e 10.00g
Extrait autolytique de 1eVUre...........ccooiiiiiiiieceeee, 5.00g
GIUCOSE. ...ttt re e 20.0g
TWEEN B0t 1.08¢g
Phosphate dipotasSiQUE..........ccoviieiirierieiesiesee e 2.0g
SOIUM ACALALE. ... cveivriiieieiee e 5.0
AMMONIUM CITALE......eeveiiieeieeie e 2.0
Magnésium SUITALe.............ccviiiiieicccce e 0.2
Mangan@se SUITALE..........cccoveiiiiiieeee e 0.05

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C
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Solution de TCA 80% : 8g de cristaux dissoudre dans 10ml d’eau distillée. Agitation

vigoureuse par le vortex.

Courbe d’étalonnage de glucose.

1,4

1,2 y=0,0224x + 0,0626/Q
1 R2=0,9

-é- ,%
c 0,8
8 0'6 /
8 0,2 / /
0 ‘ T T T T T 1
0 10 2 0 50 60

0 30 4
[Glucose mg/L]
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Screening des bacteries lactiques potentiellement probiotiques
isolées a partir des produits alimentaires

Résumé

Dans cette étude, nous sommes intéressés a isoler et a sélectionner des bactéries lactiques productrices
d’EPS provenant des produits alimentaires laitiers (lait de chévre, lait de vache fermenté « Raib ») et non
laitiers (Miel naturel, vinaigre de cidre de pomme),. Trente -cing isolats ont été purifiés et testés pour leur
capacité de production des EPS. Quatre isolats ont été sélectionnés pour 1’évaluation de leurs aptitudes
probiotiques et leurs aspects sécuritaires. Les résultats trouvés montrent que les souches ont; une production
d’exopolysaccharide modérée, une activité antibactérienne avec un diamétre compris entre 9-17 mm, une
résistance aux conditions gastro-intestinale, une forte capacité d’auto et co-agrégation, un pouvoir adhésif
au tissu intestinale, une hydrophobicité élevé, une production de H.O,, une résistance et sensibilité aux
antibiotiques, un pouvoir acidifiant intéressant (PH~3,75) et absence de 1’activité hémolytique.

Mots clés : Adhésion, Autoagrégation, Exopolysaccharides, Hydrophobicité,Probiotiques

Abstract

In this study, we are interested to isolating, identifying lactic acid bacteria to produce EPS from dairy (goat's
milk, « Raib » fermented cow's milk) and non-dairy (natural honey, apple cider vinegar) food products
producing EPS. Thirty-five isolates were purified and tested for their ability. Four isolates were selected
for evaluation of their probiotic potential and safety aspects.The results show that the strains have moderate
exopolysaccharide production, antibacterial activity with diameters ranging from 9-17 mm, resistance to
gastrointestinal conditions, high self- and co-aggregation capacity, adhesiveness to intestinal tissue, high
hydrophobicity, H>O. production, resistance and sensitivity to antibiotics, interesting acidifying power
(PH~3.75) and absence of hemolytic activity.

Keywords : Adhesion, Autoaggregation, Exopolysaccharide, Hydrophobicity,Probiotic
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