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Introduction

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis longtemps de fagon consciente ou non pour leurs
activités technologiques. Elles ne se réduisent pas a leur importance économique, mais jouent un
role important dans 1’entretien et I’amélioration de la santé (Idoui et al, 2009).

Ces derniéres années, un intérét considérable a été montré aux microorganismes probiotiques et
leurs acides organiques, en les employant comme une alternative aux antibiotiques, par
I’alimentation. Selon I'explication actuelle, les probiotiques se rapportent aux microorganismes
vivants non pathogenes qui affectent la santé de I'néte en améliorant son équilibre intestinal. Les
propriétés fonctionnelles des bactéries probiotiques incluent la production de métabolites tels que
les acides organiques, peroxyde d'hydrogéne et bactériocines (Musikasang et al, 2009 ; Osman
agaoglu et al, 2010).Selon des études précédentes, les souches probiotiques les plus étudiées sont
les bactéries lactiques (Aswathy et al, 2008).

Les probiotiques jouent un réle important dans le contrdle des micro-organismes indésirables dans
le systéme intestinal, pour cette raison, leur utilisation comme probiotique a été intensivement
étudiée, visant a élucider leur mécanismes d’action.

La capacité d'adhérer aux cellules épithéliales et aux surfaces muqueuses a été suggérée d'étre une
propriété importante de plusieurs souches bactériennes utilisées comme probiotiques. L'adhésion
des cellules est un processus impliguant le contact de la membrane bactérienne de la cellule et des
surfaces épithéliales de 1’hote (Kos et al, 2003 ; Trivedi et al, 2013).

L’auto-agrégation des souches probiotiques semble étre nécessaire pour l'adhésion aux cellules
épithéliales intestinales pour former une barriere en empéchant la colonisation par les micro-
organismes pathogenes. Les caractéristiques physico-chimiques de la surface de cellules telles que
I’hydrophobicité peuvent affecter 1'auto-agrégation et I'adhésion des bactéries aux différentes
surfaces (Kos et al, 2003).

L’objectif de notre travail est I’étude de quelques parameétres comme 1’auto-agrégation,
I’hydrophobicité et 1’adhésion des souches de deux Lactobacillus isolées du rumen et de lait de

chévre local en vue de la recherche d’une souche douée d’un pouvoir probiotique.
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Synthése Bibliographique : Bactéries Lactiques

I.1. Définition des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques est I'un des groupes de procaryotes les plus représentatifs (Especheet al,
2012). Elles englobent un groupe hétérogéne des bactéries non pathogenes constitue de bacilles ou
de coques. Les espéces des bactéries lactiques typiques appartiennent aux genres Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Carnobacterium, Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus,
Enterococcus et Leuconostoc. Elles sont largement utilisees dans de nombreuses applications
industrielles, allant des starters dans l'industrie laitiere aux probiotiques dans les suppléments
alimentaires, aussi des agents de bioconversion (Labioui et al, 2005).

I.2.Caractéres généraux des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, asporulantes, aéro-anaérobie facultatives
ou micro-aérophiles, généralement immobiles, acido-tolérantes, catalase négatives, dépourvues de
cytochrome et capables de croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C (Wedajo,
2015). Elles rassemblent des groupes hétérogenes des bactéries ayant la capacité de produire 1’acide
lactique a partir de la fermentation des carbohydrates (Nikita et Hemangi, 2012).La fermentation
est dite :

e Homofermentaire : les carbohydrates sont transformés par les bactéries lactiques en un seul

produit fini qui est ’acide lactique.
o Hétérofermentaire : les carbohydrates sont convertis en acide lactique avec d’autres

produits comme 1’éthanol, acide acétique et le dioxyde de carbone (Suskovié et al, 2010).

1.3. Habitats des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont ubiquitaires, elles sont des habitants de nombreux milieux naturels:
végétaux (Légumes, plantes et céréales) animaux et humains (cavités humaines et vaginale, le
rumen des ruminant). Ainsi elles se trouvent dans une grande variété des aliments : (le lait et les

produits laitiers, viande et produits carnés) (Varankovich et al, 2015).

I.4.Classification des bactéries lactiques:

La classification actuelle des bactéries lactiques est basée sur les critéres suivants: morphologie
cellulaire, mode de fermentation du glucose, température de croissance, et les profils d'utilisation
des sucres (Quinto et al, 2014). Phylogénétiqguement, les bactéries lactiques peuvent étre
regroupées sur la base de criteres de biologie moléculaire, tels que sequencage de géne de I'ARN
16S surtout pour représenter les relations entre des espéces étroitement liées et entre elles (Wright
et al, 2012; Vandamme et al, 2014). Les bactéries lactiques appartiennent aux deux phylum qui

sont: les firmicutes, classe: Bacilli, ordre: Lactobacillales, les familles: Aerococcaceae,
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Carnobacteriacea, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et Streptococcaceae, et
au phylum de: Actinobacteria qui comporte le genre : Bifidobacterium (Varankovich et al, 2015).

I.5.Les principaux groupes des bactéries lactiques

1.5.1.Genre Lactobacillus

Ce sont des bacilles Gram positif, anaérobies, aéro-tolérantes, acidophiles, leur température optimal
de croissance est de 30°C a 40°C, le pH optimal et de 5.5-6.2, utilisent le glucose par le processus
de fermentation appelé glycolyse. Leur contenu de I’ADN en GC est : 32-55(%) (Kumar et
Kumar, 2014). Le genre Lactobacillus est anaérobie mais capable de tolérer 1’oxygeéne dans le
milieu, il a certaines propriétés fondamentales qui sont importantes dans la fermentation des
aliments notamment le lait qui sont la protéolyse, la lipolyse et la dégradation du lactose. Les
lactobacilles sont divisés en 3 groupes selon leur le type de fermentation du glucose et le processus
utilisé:

Groupe | : les espéces homofermentaires obligatoires.

Qui fermentent seulement les sucres et les transforment en acide lactique par le processus de la
glycolyse exemple, Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii, dans certains cas ces especes ont la capacité
de changer le type de fermentation de homofermentaire vers hétérofermentaire.

Groupe 11 : les especes hétérofermentaires facultatives.

Les especes de ce groupe fermentent le sucre et produisent I’acide lactique comme produit fini
majeur avec d’autres produits comme 1’éthanol et le CO, exemple Lb. casei.

Groupe 111 : les espéces hétérofermentaires obligatoires.

Les especes de ce groupe utilisent deux voies ; la voie de la glycolyse et la voie du pentose
phosphate comme Lb. brevis et Lb. bunchneri et produisent 1’acide lactique, 1’éthanol ou 1’acide
acetique et CO2, comporte des especes differentes dans leurs caractéres biotechnologiques tels que
Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. Delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, et Lb.
salivarius (Florou-Paneri et al, 2013). Les lactobacilles participent a la fabrication de nombreux
produits alimentaires fermentés particulierement dans les produits laitiers tels que le yaourt, le
fromage et le lait fermenté, la fabrication du pain au levain, les boissons alcolisés, les Iégumes
fermentés, ou commercialisés sous forme de probiotique pour leurs conséquences bénéfiques sur la

santé humaine (Giraffa et al, 2010).
1.5.2. Autres genres des bactéries lactiques

Le groupe des bactéries lactiques comporte d’autres genres tels que, le genre Streptococcus qui
fermente les carbohydrates par le type fermentaire homofermentaire pour produire 1’acide lactique,
Streptococcus thermophilus est la seule espéce de Streptococcus qui est utilisée en biotechnologie.

(Dabonné et al, 2013 ; Ortakci et al, 2015). Le genre Carnobacterium, ce genre est un lactobacille
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atypique qui ne peut pas pousser dans la gélose de I’acétate et pousse a pH 9.0 (Sobh et al, 2014).
Le genre Leuconostoc, hétérofermentaire, produit en plus de I'acide lactique, I'acide acétique, le
diacétyle et ’acétoine, I’espéce Leuconostoc mesenteroides est la plus utilisée en industrie laitiere,
utilisée comme starter dans la maturation du fromage (Pedersen et al, 2016). Le genre
Bifidobacterium, en raison de ces effets bénéfiques, c’est le principal genre utilisé comme
microorganisme probiotique (Alvarez-Calatayud et Margolles, 2016). Les espéces les plus
utilisées comme probiotiques sont : Bf. bifidum, Bf. Longum (Acharya et Shah, 2002). Le genre
Enterococcus, ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui appartiennent au groupe D,
homofermentaire, thermorésistants, les espéces rencontrées dans 1’alimentation sont essentiellement
En. faecalis, En. faecium et En. durans dans le fromages, le lait cru ou le lait pasteurisé (Moreno
et al, 2006). Le genre Pediococcus, les espéces de ce genre different de toutes autres bactéries
lactiques par leur division et la formation de tétrades, homofermentaires, I'espéce type est
Pediococcus ramnosus (Carr et al, 2012). Le genre Lactococcus, ce genre représente les
streptocoques dites: lactiques (streptocoques du groupe N), homofermentaires, produisent en
majorité de 1’acide lactique seulement Lc. lactis subsp. diacetylactis produits le diacétyle (Carr et
al, 2012).

1.6. Roles et propriétés des bactéries lactiques
1.6.1.Activité acidifiant des bactéries lactiques
Le processus d’acidification, étroitement associé a la croissance bactérienne, se traduit par
I’accumulation progressive d’acide lactique dans le milieu de culture. Les conséquences, d’ordre
physico-chimique et microbiologigue, peuvent se résumer ainsi: (Monnet et al, 2008).

- Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés ;

- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;

- Limitation des risques de développement des flores pathogenes et de flores d’altération

dans les produits finaux.

Dans le cas des produit laitiers, d’autres phénomenes se manifestent, tels que:

- Déstabilisation des micelles de caséine, coagulation du lait (formation de caillés lactiques) ;

- Participation a la synérése (égouttage des caillés de fromagerie en cuve et en moules par

expulsion de lactosérum).

1.6.2.Activité aromatisante des bactéries lactiques

Le diacétyle et l'acétaldéhyde résultent du métabolisme de citrate, ils contribuent a I’ardme de
certains types de laits fermentes, de fromages frais ou affines, de beurres et de cremes fraiches. Les
especes utilisées dans l'industrie laitiére afin de produire le diacétyle sont Lc. Lactis subsp. lactis

(biovar. diacetylactis) et Ln. Mesenteroides subsp. cremoris (ancien nom Ln. cremoris or Ln.
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citrovorum) (Hugenholtz, 2006 ; Atlan et al, 2008; Axelsson, 2004). Le catabolisme des acides
aminés, tels que la leucine, I’isoleucine, la sérine, la méthionine, conduit a la formation de
nombreux composes aromatiques: alcools, acides acétique, aldéhydes, diacétyle, acétoine et
méthane (Chamba et al, 2008).

1.6.3.L’activité texturante des bactéries lactiques

La propriété texturante des bactéries est principalement utilisée pour améliorer les qualites
organoleptiques des produits laitiers frais fermentés (Monnet et al, 2008). Les exopolysaccharides
(EPS) sont des polysaccharides exocellulaires (Mozzi et al, 2001), Ils contribuent & la texture
spécifique des produits laitiers fermentés et, lorsqu'ils sont ajoutés aux aliments, ils agissent comme

émulsifiants, stabilisants et gélifiants (Seesuriyachan et al, 2011).

1.6.4.L’activité protéolytique des bactéries lactiques

La plupart des souches de bactéries lactiques reposent sur un systeme protéolytique complexe qui
libére des acides aminés et des peptides essentiels a leur croissance a partir des substrats riches en
protéines comme le lait, la viande et les Iégumes (Giori et Hébert 2001). Le catabolisme des acides
aminés, par exemple, I’arginine, est un processus bioénergétique utilisé, par Lb. lactis subsp. lactis
et les lactobacilles hétérofermentaires, et qui libére le CO et le NHas, qui sont necessaires dans
I’affinage du fromage (Chamba et al, 2008).

1.6.5.Activité antimicrobienne des bactéries lactiques

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des protéines antimicrobiennes (Perez et
al, 2015). La plupart ont une activité contre des pathogénes alimentaires tels que Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes (Saavedra et al, 2001).
Les bactériocines des bactéries lactiques peuvent étre classés en 3 classes: (Perez et al, 2015).
Classe | : petits peptides (lantibiotics) ;

Classe 11 :(non-lantibiotics) les petites protéines thermiquement stables, sont encore divisées en
sous-classes telles que bactériocines de type pédiatrique (l1a), deux bactériocines peptidiques (11b),
bactériocines circulaires (llc), bactériocines diverses (11d) ;

Classe 111 : Peptides sensibles a la chaleur de grandes molécules.

1.7.Le réle technologique des bactéries lactiques

1.7.1.Le role des bactéries lactiques dans la fabrication de choucroute

La fermentation du choucroute est réalisée par des bactérie lactiques et qui se déroule en deux
phases successives, dans la premiere phase, les bactéries hétérofermentaires (Leuconostoc)
consomment le glucose et le fructose de chou et produisent 1’acide lactique, acide acétique,

I’éthanol et le CO», dans la deuxieme phase, les bactéries homofermentaires (Lactobacillus et
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Pediococcus ) continuent la fermentation et produisent essentiellement ’acide lactique jusqu’a
I’obtention de pH 3.5, ces phases de fermentation favorisent 1’accélération de la fermentation et

évitent la contamination par d’autre microorganismes (Atlan et al, 2008).

1.7.2.Le role des bactéries lactiques dans la fabrication de pain

Les bactéries lactiques impliquées dans la fermentation de levain appartiennent géenéralement au
genre Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus. Les acides aminés issue de 1’activité protéolytique
de Lb. Brevise servent de précurseurs pour la formation des composés aromatiques, les activités
métaboliques des bactéries lactiques pendant la fermentation de levain améliorent les propriétés de
la pate, la texture du pain, et la flaveur, et empéchent le pain de mouler et les bactéries d’altération
(Atlan et al, 2008).

1.7.3.Le role des bactéries lactiquesdans la fabrication de fromage

La croissance des bactéries lactiques dans le lait, puis le caillé, entraine la consommation du lactose,
et ’excrétion de 1’acide lactique ce qui conduit a I’abaissement du pH, cet abaissement accélére la
coagulation du lait par les enzymes coagulantes. Ainsi la fermentation des citrates par Lc. lactis et
Ln .mesenteroides contribue a formation d’ardbme de fromage en produisant des quantités
significatives de diacétyle. L’activité protéolytique constitue I'un des phénoménes majeurs de
I’affinage des fromages. Ainsi la masse protéique obtenues apres la coagulation du lait posséde un
caractére ferme et élastique donc les protéases participent a la dégradation partielle de cette masse,

et améliorent la texture de la pate (Chamba et al, 2008).
1.7.4.Le role des bactéries lactiques dans 1’élaboration des vins

La fermentation du vin se déroule en deux phases, engendre par les levures de types
Saccharomyces cerevisiae, puis une fermentation malololactique liée au développement des
bactéries lactiques comme Oenococcus oeni qui transforme 1’acide malique en acide lactique (Atlan
et al, 2008).
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I1.1.Historique des probiotiques

Le terme probiotique a été évalue au cours du temps selon, les connaissances scientifiques et la
meilleure compréhension de la relation entre la santé intestinale et le bien-&tre général (Lee, 2009).
Elie Metchnikoff, a d'abord proposé les effets bénéfiques des microorganismes sur la santé
humaine. En 1907 Metchnikoff a émis I'hypothese que les Bulgares étaient en bonne santeé et
vivaient longtemps en raison de la consommation de produits laitiers fermentés qui comportent des
bactéries de forme bacilles (Lactobacillus spp), ces bactéries affectent positivement sur la
microflore intestinale et diminuent I'activité toxique microbienne (Anukam et Reid, 2007). La
notion «probiotique» est introduite pour la premiere fois en 1965 par Lilly et Stillwell pour décrire
les "facteurs dérivés des microorganismes et stimulant la croissance des autres organismes "
(Anukam et Reid, 2007). Parker en 1974, a suggéré une interaction entre les microorganismes avec
I'ndte et décrire les probiotiques comme «organismes et substances, qui contribuent a I'équilibre de
la flore intestinale» (Lee, 2009). Fuller en 1989, a annulé la définition des "substances" et a garde
uniquement les probiotiques aux microorganismes, et il définit les probiotiques comme : « des
suppléments alimentaires microbiens vivants qui affectent de fagon bénéfique I’hote en améliorant

I’équilibre de sa flore intestinale » (FAO et WHO, 2001).

11.2.Définition des probiotiques

Le terme probiotique est issu des thermes grecs "pros” et "bios" qui signifient «pour la vie» par
opposition aux antibiotiques qui signifie «contre la vie» (Nagpal et al, 2014). La définition actuelle
des probiotiques proposée en 2002 par I’organisation des nations unies pour 1’alimentation et
I’agriculture (FAO) et l'organisation mondiale de la sant¢ (OMS) est comme suit: " micro-
organismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une action
bénéfique sur la santé de 1’hote qui les ingere "(Loh, 2017).1ls peuvent étre formulés dans de
nombreux types de produits, y compris les aliments, les médicaments et les compléments
alimentaires, et jouent un réle important dans le maintien de la santé humaine (Balcazar et al,
2006).

11.3.Les microorganismes probiotiques :
Les bactéries probiotiques appartiennent généralement aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium.
Toutefois, des cocci Gram positif, d’autres bactéries et certaines levures possédent également des

propriétés probiotiques (Nagpal et al, 2014 ; Varankovich et al, 2015) (tableau 01).
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Tableau 01 : Les microorganismes probiotiques (Fijan, 2014 ; Nagpal et al, 2014 ; Zarate et
Chaia, 2015; Varankovich et al, 2015 ; Khalighi et al, 2016).

Lactobacillus | Bifidobacterium | Cocci Gram positif d'autres bactéries | Levures
Lb. acidophilus | Bf. infantis Lactococcus lactis Bacillus subtilis Saccharomyces
Lb. casei Bf. adolescentis | subsp cremoris B. coagulans boulardii

Lb. paracasei
Lb. rhamnosus
Lb. delbrueckii
subsp
bulgaricus

Lb. brevis

Lb. johnsonii
Lb. plantarum
Lb. fermentum
Lb. reuteri

Lb. cellobiosus

Lb. curvatus

Bf. animalis
Subspanimalis
Bf. animalis
Subsplactis

Bf. bifidum

Bf. longum

Bf. breve

Bf. thermophilum

Enterococcus faecium

En. faecalis

Streptococcus
salivarius subsp
thermophilus

St. diaacetylactis,

St. intermedius

Pediococcus
pentosaceus
P. parvulus

P. acidilactici

Propionebacterium
acidipropionici

Pr. freudenreichii
Pr. jensenii

Pr. pentosaceus,
Pr. parvulus

Pr. acidilactici

11.4.Criteres de sélection des probiotiques

Les probiotiques doivent également répondre a quelques critéres spécifiques énumérés par I'union

européenne : (Zuppa et al, 2016).

e Non pathogénes (c-a-d absence de production des entérotoxines et cytotoxines,

enteroinvasives, adhérence des microbes pathogenes, hémolyse, pathogénicité sérologique

et la présence des genes résistant aux antibiotiques)

e Tendance au site d'action, habituellement I'intestin, et survivent ainsi au stress physiologique

rencontré lors de son ingestion: I’acide de 1’estomac, le pH d’intestin et la présence des sels

biliaires.

e Capacité de coloniser le colon.

e Capacité d’adhérer sur les cellules épithéliales intestinales de 1’hote (Bahri et al, 2014).

e Effet clinique prouvé sur la santé.

e S{reté.

e Antagonisme contre les bactéries pathogenes.
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11.5.Mécanismes d’action des probiotiques

Les microorganismes probiotiques sont considérés comme forme de soutien de la santé de I'hote.
Cependant, les mécanismes de soutien n‘ont pas éte expliqués. Il existe des études sur la fagcon dont
les probiotiques fonctionnent (Nagpal et al, 2014).

11.5.1.Production de substances inhibitrices

Production de certains acides organiques, ces acides acidifient I’environnement par la diminution de
pH et créent des conditions défavorables pour le développement des microorganismes pathogénes
pour I’homme (Fayol-Messaoudi et al, 2005). La production du peroxyde d'hydrogene: secrété par
les Lactobacillus dans le systéme vaginal assure I’inhibition et la prévention contre certaines
especes pathogenes de ce systeme (Tachedjian et al, 2009). Ainsi des bactériocines tels que la
lactocidine, la reuterine ou l'acidophiline, inhibent les bactéries Gram positif et Gram négatif
(Tannis, 2008 ; Suskovik et al, 2010).

11.5.2.Compétition pour I’adhésion

Les souches probiotiques entrent en compétition avec d’autres bactéries pathogenes pour les sites de
fixation sur la surface épithéliale intestinale, ces probiotiques inhibent la colonisation et 1’adhésion
de certaines especes pathogénes (Hardy et al, 2013). Certaines souches de Bifidobacterium et
Lactobacillus ont la capacité d’adhésion sur la surface de la muqueuse intestinale et favorisent
I’amélioration d’un effet barriére fonctionnel contre 1’invasion des pathogénes (Khalighi et al,

2016).

11.5.3.Compétition pour les nutriments
Les probiotiques ont montré qu'ils inhibent les agents pathogenes en consommant les nutriments

dont les agents pathogénes ont besoin (Luis Balcazar et al, 2006).

11.5.4.La modulation du systéme immunitaire

Les bactéries probiotiques ont la propriété de provoquer une homéostasie du systéme gastro-
intestinal par la modulation de la réponse immunitaire soit innée soit acquise, ils entrent dans
I’interaction avec les cellules épithéliales et les cellules dendritiques pour inhiber 1’invasion des
microorganismes pathogénes (Florou-Paneri et al, 2013), la modulation du systeme immunitaire se
fait par déférents mécanismes, parmi ces mécanismes, le renforcement de la réponse immunitaire
non spécifique contre les infections, la stimulation de I’activité des cellules phagocytaires avec
I’amélioration de la production des immunoglobulines intestinale IgA, et I’induction de la synthése
du cytokine (Holzapfel, 2006).
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11.5.5.Dégradation du récepteur de la toxine:

En raison de la dégradation du récepteur des toxines sur la muqueuse intestinale, il a été montré que
Saccharomyces boulardii protége I'hdte contre la maladie intestinale de Clostridium difficile (Tung
et al, 2009).

11.6.Les effets bénéfiques des probiotiques
11.6.1.Des effets intestinaux

11.6.1.1.L"intolérance au lactose

Les personnes intolérantes au lactose ne peuvent pas métaboliser le lactose en raison de 1’activité
insuffisante de lactase dans la muqueuse intestinale (insuffisance primaire) ou une perte de mucus
sur la couche de l'intestin gréle (insuffisance secondaire). Il est la cause de divers malaises
abdominaux, tels que les crampes, le boursouflage, la diarrhée, et parfois nausée et vomissement
(Suarez et al, 1995; Pakdaman et al, 2016). Le lactose est facilement fermenté par la microflore
coligue conduisant a la production d'acides gras a chaines courtes et de gaz (principalement
I'nydrogéne (H2), le dioxyde de carbone (COy) et le méthane (CH4)) (Deng et al, 2015). La
mauvaise digestion du lactose conduit ainsi a une augmentation de la concentration en glucose de
sang et en hydrogéne de souffle (Tuck et al, 2017). Les probiotiques telles que Lb. acidophilus
peuvent aider a digérer le lactose par la production de I’enzyme lactase ainsi que des souches de
Bf. longum utilisent la fermentation pour décomposer le lactose (Pakdaman et al, 2016; Zuppa et
al, 2016). Lb delbrueckii subsp bulgaricus et St. thermophilus du yaourt d'alimentation participants
a tolérants du lactose (Ashraf et Shah, 2011).

11.6.1.2. Traitement de la gastro-entérite

La littérature médicale sur les probiotique la plus étendue concerne les maladies diarrhéiques
(gastro-entérite) (Aureli et al, 2011). Les probiotiques peuvent réduire la durée et la séveérité de
I'entérite a rotavirus, ainsi ils diminuent le risque de la diarrhée chez les enfants et la diarrhée a
Clostridium difficile chez les adultes et aident également a la prévention contre la diarrhée du
voyageurs. Des souches spécifiques de Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus GG, Lb. reuteri, Lb.
plantarum, Bf. lactis, Bf. bifidum et Sc. boulardii sont aussi efficaces dans ces cas (Aureli et al,
2011). Les probiotiques pourraient exercer leur activité contre les entéropathogénes par plusieurs
mécanismes, comprenant, les substances antimicrobiennes, la concurrence pour les nutriments
nécessaires a la croissance des agents pathogenes, l'inhibition compétitive de I'adhésion des agents
pathogénes et la modification des toxines ou des récepteurs de la toxine (Szajewska et Mrukowicz,
2001).
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11.6.1.3.Infection par Helicobacter pylori

Il est considéré comme la principale cause de plusieurs maladies gastro-intestinales, y compris la
gastrite chronique, l'ulcére gastroduodénal, le lymphome gastrique du MALT (tissu lymphoide
associe a la muqueuse) et le cancer de I'estomac (Anania et al, 2016). Les probiotiques réduisent la
densité de H. pylori sur le c6té luminal de 1’épithélium, 1’amélioration la capacité histologiques
inflammatoires et I’activité a la fois dans le corpus gastrique (Emara et al, 2015). Les bactéries
lactiques produisent deux types de substances impliquées dans l'inhibition de H. pylori :
bactériocines et les acides gras a courtes chaines (SCFA) tels que 1’acide acétique, propionique,
butyrique et lactique. Les SCFA d'une souche de Lactobacillus sont impliqués dans 1’effet
antagoniste contre H. pylori (Anania et al, 2016), Lb. reuteri supprime efficacement I'infection par
H. pylori chez I'homme et diminue l'apparition de symptémes dyspeptiques, ainsi l'ingestion de
Lb.acidophilus, Lb.salivarius, ou Lb.johnsonii réduit l'activit¢ de H.pylori dans I’estomac
(Hamilton-Miller, 2003).

11.6.1.4.Les maladies intestinales inflammatoires

Les maladies intestinales inflammatoires, telles que la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn, ainsi
que le syndrome du colon irritable, sont des problémes médicaux importants (Sartor et al, 2004),
les modifications de la fonction de la muqueuse intestinale, pourraient permettre aux bactéries
d'activer de maniére chronique la cascade immunitaire et inflammatoire dans le tractus gastro-
intestinal (Schultz et Sartor, 2000; Sartor, 2004). Le role des probiotiques dans les maladies
intestinales inflammatoires peut étre 1i¢ a inhibition de I’agression de la flore microbienne,
I’amélioration des fonctions de la barriere muqueuse et épithéliale et la modulation du systeme
immunitaire de la muqueuse (Vanderpool et al, 2008). L’utilisation d'un mélange VSL#3 (4
souches de Lactobacillus spp, 3 souches de Bifidobacterium spp et 1 souche de St .salivarius subsp
thermophilus pour un apport de plus de 10%° ufc) empéchait efficacement et traite la colite
ulcéreuse (Fedorak et al, 2015 ; Kumar, et al, 2017).

11.6.2.Des effets sur le systeme immunitaire

11.6.2.1.Immunité

Les probiotiques offrent plusieurs propriétés fonctionnelles, y compris la stimulation du systeme
immunitaire (Ashraf et Shah, 2014). Les bactéries lactiques influencent positivement la
composition de la microflore intestinale, ils stimulent la production d’IgA, ils affectent le transport
ciblé des antigenes luminaux sur les plaques de Peyer et augmentent la production d'TFNy. Les
bactéries lactiques stimulent l'activité des cellules immunitaires non spécifiques et spécifiques

(Herich et Levkut, 2002). L’un des premiers effets bénéfiques décrits avec Lb. rhamnosus GG est
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le renforcement de la défense immunitaire locale grace a une sécrétion accrue d'lgA spécifique au
rotavirus (Ménard et Heyman, 2006). Différentes souches de St. thermophilus stimulent aussi la
sécretion des cytokines TNFa et IL6 (Boclé et Thomann, 2005). L’administration par voie orale
d’En. faecium conduit a une réduction de Salmonella dans la rate ce qui conduit & une réponse
systémique. L’efficacité des globules blancs phagocytaires se développent, lors de l'utilisation de

souches de lait fermenté de Lc. acidophilus et Bifidobacterium (Al-Khafaji, 2008).

11.6.2.2.Allergie

Selon la nomenclature, «l'allergie» est définie comme une «réaction d'hypersensibilité initiée par
des mécanismes immunologiques» (Marschan, 2007), les symptomes liés a l'allergie sont I'eczéma
atopique, 1’asthme, la rhinite, et 1'allergie alimentaire comme 1’allergie aux protéines du lait (Ly et
al, 2005 ; Marschan, 2007; Aureli et al, 2011; Silva et al, 2014). Certains probiotiques et produits
microbiens sont utiles dans la prévention et la thérapie des allergies, comme: ’effet de Lb.
rhamnosus GG chez les nourrissons atteints d'eczéma atopique et d'allergie au lait de vache
(Marschan, 2007 ; Canani et al, 2008). Chez I’enfant présentant une rhinite allergique, I’ingestion
de lait fermenté par Lb. paracasei-33 induisait une amélioration des symptémes et de la qualité de
vie (Yao et al, 2010).

11.6.3.Autres effets

11.6.3.1. Traitement et prévention du cancer

Le cancer est une maladie dans laquelle les mécanismes de contrdle d'une cellule sont modifiés, ce
qui est la cause de sa reproduction anormale. Le processus de développement du cancer s'appelle
carcinogenése, par exemple: le cancer de colon (Tannis, 2008). Les mécanismes dans lesquels les
probiotiques sont utilisés pour le traitement et la prévention du cancer peuvent étre classés comme:
(1) améliorer la résistance contre la colonisation par les agents pathogénes par la production de
microflore lactique, (2) réduisent les enzymes intestinales des bactéries impliquées dans I'activation
de pro-carcinogeénes, (3) moduler la pharmacocinétique du médicament anticancéreux en modifiant
la composition et I'activité métabolique de la microflore, (4) amélioration de la production d'acides
gras a chaine courte comme source d'énergie principale pour les entérocytes afin de prévenir
I'inflammation, (5) modulation du systeme immunitaire par la production de mucine (Goldinet al,
2011; Maleki et al, 2016). Lb. acidophilus est particulierement efficace pour neutraliser les
enzymes nuisibles qui favorisent le développement du cancer (Tannis, 2008). Lb.Casei subsp.
Shirota conduit a une augmentation significative de la préparation et de I'efficacité des cellules Th
auxiliaires et tueuses naturelles (lymphocytes NK) chez les patients qui ont le cancer de colon (Al-
Khafaji, 2008).
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11.6.3.2.Les infections urogénitales

Les infections vaginales sont causées par des agents tels que Candida, Trichomonas ou organismes
bactériens tels que Gardnerella vaginalis et Mycoplasma hominis. Les infections urinaires sont plus
communes chez les femmes et sont généralement causées par E. coli, Chlamydia et Candida.
(Tannis, 2008 ; Goldin, 2011). Les probiotiques ont été administrés par voie orale pour prévenir ou
réduire I'incidence des infections urogénitales (Goldin, 2011). Les lactobacilles ont longtemps éte
considérés comme les microbes protecteurs du vagin, tels que : Lb. crispatus, Lb. jensenii et Lb.
vaginalis. Les souches de Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus GR-1 et Lb. fermentum RC-14 pris par
voie orale ou intra-vaginale peuvent combattre efficacement Candida (Tannis, 2008). Les
probiotiques protégent I'hdte contre ces infections par plusieurs mécanismes notamment : (1)
occupation des sites spécifiques d'adhésion sur la surface épithéliale de I'appareil urinaire, (2)
maintenance d'un pH bas et la production des substances antimicrobiennes comme les acides
organiques, le peroxyde d'hydrogene, et les bactériocines, (3) dégradation des polyamines et (4) la

production des agents surfactants avec propriétés antiadhésives (Ziyadi et al, 2016).

11.6.3.3.Infection des voies respiratoires

Des études récentes ont montré des effets positifs des probiotiques sur le systeme respiratoire, en
particulier dans la prévention et la réduction de la gravité des infections respiratoires, en raison de
l'augmentation des cellules sécrétrices d'IgA dans la muqueuse bronchique. La prise de probiotiques
en général, réduit I’incidence et la durée des infections respiratoires chez les enfants et les adultes
(Aureli et al, 2011). Dans les études cliniques, l'ingestion de B. longum ou des bactéries du yaourt
augmente le nombre de macrophages dans les poumons, et l'administration intra-nasale d'une
préparation de Bifidobacterium / Lactobacillus a la souris a stimulé les paramétres immunologiques
(Kaur et al, 2010). Un supplément quotidien avec Lb. rhamnosus GG ou Lb. acidophilus réduit la
fréquence des infections respiratoires supérieures et les symptomes de la fievre et de la toux (Davis
et Volk, 2016).

11.6.3.4.Abaissent du taux de cholestérol

Le cholestérol est un elément important de base pour les tissus corporels. Cependant, le taux de
cholestérol sanguin éleve (Hypercholestérolémie) est connu comme facteur de risque majeur pour
les maladies coronariennes (Kaur et al, 2010). Les probiotiques peuvent réduire le taux de
cholestérol dans le corps simplement en utilisant ou en absorbant le cholestérol (Jones et al,
2013).Les patients hypercholestérolémiants qui se nourrissent de yaourt contenant Lb. acidophilus
et Bf. lactis ont pu réduire leurs taux de cholestérol (Hanning et al, 2016). Ainsi I’administration
de Lb. reuteri a des faibles doses a un effet hypocholestérolémiant a la fois thérapeutique et

préventife (Taranto et al, 2004). Les souches Lb. plantarum Lp09 et Lp45 présentent le potentiel a
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explorer comme agents probiotiques pour la prise en charge de I'hypercholestérolémie (Huang et
al, 2003).
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I11. Matériels et méthodes
Notre travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de I’université

de Jijel. 1l a pour objectif recouvrir les points suivants :

- L’étude de I’auto-agrégation, hydrophobicite, et adhésion de deux souches de Lactobacillus.

111.1. Matériels

Pour la réalisation des différentes parties expérimentales in vitro ; on s’est servi du matériel

suivant :

111.1.1.Matériels biologique

I11.1.1.1.Les souches bactériennes

Au cours de cette étude, on s’est servi de deux souches de Lactobacillus isolées a partir du lait et du
rumen de la chevre; Lactobacillus BCX1 d’origine laitiére, et Lactobacillus plantarum 10 d’origine

ruminale, ces souches nous ont été fournies par Mr. Tarek Khennouf.

111.1.1.2.Les cellules épithéliales intestinales
Pour étudier la capacité d’adhésion des Lactobacillus a la paroi des cellules épithéliales, nous

avons utilisé les tissus épithéliaux du tube digestif du poulet et leurs muqueuses.

111.1.2.Milieux de culture
Le milieu de culture utilisé au cours de cette étude expérimentale est le bouillon MRS « Man-

Rogosa-Sharpe »
111.1.3.Produits chimiques et réactifs

Les colorants : Violet de Gentiane, fuschine, cristal violet, bleu de méthyléne
Les acides et bases: HCI 1N et NaOH 1N

solvants : xyléne, chloroforme, acétate d’éthyle

solution : galactose, mannose, fructose, lactose, CaClz, EDTA, trypsine

Alcool et autres : Ethanol, lugol

111.1.4. Tampon
La réalisation de la présente étude a nécessité le tampon : PBS « Tampon Phosphate Salin » a
différents pH (composition chimique en annexe):

e Tampon PBS, pH 7;

e Tampon PBS, pH 4 ;

e TamponPBS,pH5;
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e Tampon PBS, pH 8;

I11.1.5.Appareillage

L’appareillage utilisé est le suivant :

- Autoclave (Pbibrand);

- Balance (KenRN440-35A) ;

- Balance analytique (Kernals 220.4N) ;
- Centrifugeuse (Hettich) ;

- Etuves (Memmert) ;

- Etuve agitateur (inforsht)

- Micropipettes (Microlit) ;

- Microscope optique (Microlit).

- Microscope a camera (paralux)

- pH metre (Hanna) ;

- Plaque chauffante (VELP scietifica).

Réfrigérateur ;

Spectrophotometre (specord 50) ;

Vortex électrique (velp) ;

111.2.Méthodes

I11.2.1.La revification des souches

Les souches étaient conservées au congeélation a -20°C en présence de 20% de glycérol (v/v), elles
ont été revifiées par des repiquages successifs sur milieux MRS, puis une vérification de pureté est

vérifiée par une observation microscopique apres une coloration de GRAM.

111.2.2. Teste d’auto-agrégation

Le test d’auto agrégation est réalisé selon la méthode décrite par Del Re et al, (2000).D'abord deux
souches bactériennes (Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10) sont cultivés pendants
24h a 37°C dans le bouillon MRS, puis les cellules sont récoltés par centrifugation a 6000 rpm
pendant 15min, le culot obtenu est lavé 2 fois par PBS (pH 7.4) et remise en suspension dans le
méme tampon, puis la DO a eté a 0,6 nm (Pour confirmer que le nombre soit approximativement 10
SUFC). L’auto-agrégation a été déterminée pendant les 4h d’incubation 4 une température ambiante.
Pour déterminer 1’auto agrégation, chaque heure 0,1 ml de la suspension bactérienne de la phase
supérieur a été transférée dans un autre tube de 3,9 ml du PBS et la DO est mesuré a 600 nm

pendant chaque heure. Le pourcentage d’auto-agrégation est donné par 1’équation suivante
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Pourcentage d’auto-agrégation = [DO initiale - DO finale /DO initiale] X100

L’auto-agrégation est mesurée a des différents pH (pH4, pH5, pH7, pH8), en présence de 50mM
des sucres suivant: galactose, maltose, lactose, fructose, et 50mM de sel CaClz, 50mM d’EDTA et

20mg/ ml de trypsine.

111.2.3.Test d"hydrophobicité

L'hydrophobicité est déterminée selon la méthode décrite par Jacobs et Chenia (2009) : deux
cultures jeunes de 24h ont été préparées dans le bouillon MRS. Le culot bactérien a été récupéré par
centrifugation a froid a 6000 rpm/15min suivie de deux lavages successifs puis resuspendu dans 2
ml de PBS pH7. La densité optique initiale de la suspension a été ajustée approximativement a 0.8 a
600 nm (DOinitiale). Ensuite 0.4 ml de chaque solvant (xyléne, de chloroforme, et d’acétate d’éthyle)
sont ajouté doucement a 3 ml de la suspension bactérienne apres une pres incubation a température
ambiante pendant 10 min, le mélange est agité en utilisant un vortex pendant 2 min. Aprés 15 min,
la phase aqueuse est récupérée a l'aide d'une pipette Pasteur et on procede a la mesure de la densité
optique finale (DO finale). La différence de la densité optique est considérée comme une mesure de

I'nydrophobicité de la surface cellulaire (H%) calculé par I'équation suivante:

Pourcentage d’ hydrophobicité = [DO initiatle - DO finale /DO initiale] X100

L’ hydrophobicité est mesurée a des différents pH (pH4, pHS, pH7, pHS), en présence de S0mMdes
sucres, les sucres utilisés sont: galactose, maltose, lactose, fructose, et 50mM de sel CaClz, 50mM
d’EDTA et 20mg/ ml de trypsine.

111.2.4.Adhésion in vitro au tissu épithélial

111.2.4.1.Préparation des cellules épithéliales

Ce test consiste a etudier la capacité des lactobacilles a effet probiotique de s'adhérer a I'épithélium
intestinal. Pour se faire, la méthode décrite par Lin et al, (2007) qui comporte trois étapes, a été

impliquée:
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Avant de mettre en ceuvre le test d'adhésion, un segment de I'iléon de poulet de chair ont été ouvert
et laver avec du tampon phosphate salin stérile (PBS pH 7.4), puis tenu dans le PBS a 4°C pendant
30 min pour étre lavés. Par la suite, les tissus ont été repris, lavés 10 fois avec du PBS stérile puis
laissés au repos a4°C pendant 3 h. Les cellules ont été récuperées en grattant la surface tapissant
I’intestin par une lame stérile. Des dilutions décimales ont été réalisées jusqu’a 10, cette
suspension cellulaire a été examiné par microscope optique a 1’objectif x100 pour assurer qu'elle
n'était pas contaminée et que la concentration des cellules épithéliales est approximativement 5x10*
cellules/ml.

111.2.4.2.Préparation des souches lactiques:

Deux cultures jeunes de 24h ont été centrifugées a 6000 rpm/15min et le culot de chaque souche a
été récupéré dans 2 ml de PBS puis laissés au repos pendant 1h a une température ambiante. Le
culot bactérien a été récupére par centrifugation a froid a 6000 rpm /15min dans le PBS pH 7.4. La

densité optique de la suspension a été ajustée approximativement a 0.8 a 600 nm.

11.2.4.3. Réalisation du test

Un millilitre de chaque culture est mélangé avec 1ml de la dilution 10™ de la suspension des
cellules épithéliales déja préparée. Aprés incubation a 37°C pendant 45 minutes dans un étuve
agitateur, une préparation de frottis et une coloration au cristal violet 0.5% pendant 5 min a été
réalisée pour observer I'adhésion au microscope optique. Le test est considéré comme positif si le

nombre de bactéries adhérées est supérieur a 15 par cellule épithéliale.
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IVV.1.Examen macroscopique et microscopique

Sur bouillon MRS, les souches de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10 présentent un
trouble homogeéne qui caractérise le groupe des bactéries lactiques. L'observation microscopique a
révélé une seule forme de cellules qui est la forme bacilles. Ces bacilles sont libres, en paires ou en

chainettes plus ou moins longues.

1V.2. L’auto-agrégation, I’hydrophobicité et I’adhésion

Les souches probiotiques sont souvent choisies en fonction de leur habitat intestinal normal de
I'n6te et de plusieurs propriétés benéfiques telles que I'nydrophobicité de la surface de la cellule
bactérienne, la capacité d'auto-agrégation des souches probiotiques semble nécessaire, pour
I'adhésion a la cellule épithéliale intestinale (Aslim et al, 2007). L'adhésion cellulaire, est un
processus complexe impliquant un contact entre la membrane cellulaire bactérienne et les surfaces
en interaction. L'auto-agrégation, ou la formation de grappes multicellulaires entre microorganismes
de la méme souche, est l'un des mécanismes proposes pour expliquer le réle protecteur des
lactobacilles. Cette propriété, liée a la capacité d'adhésion aux cellules épithéliales, pourrait pousser
les lactobacilles a produire un biofilm sur I'épithélium, ce qui empéche l'entrée des pathogenes
(Tomas et al, 2005). L'hydrophobicité de la surface cellulaire est déterminée par l'adhésion
bactérienne aux hydrocarbures (Aslim et al, 2007).

Trois solvants différents ont été testés dans cette étude: le xyléne qui est un solvant apolaire, le
chloroforme, un solvant mono-polaire et acide, et l'acétate d'éthyle, un solvant mono-polaire et
basique. Seulement I'adhésion bactérienne au xyléne reflete I'hydrophobicité de la surface cellulaire.
Les valeurs de MATS ont été obtenues avec les deux autres solvants, le chloroforme et I'acétate
d'éthyle étaient considéré comme une mesure du donneur d'électrons (de base) et de I'électron
caractéristiques acceptables (acides) des bactéries, respectivement (Kos et al, 2003). Les souches
ont été considérées comme fortement hydrophobes lorsque les valeurs étaient> 50%, modérément
hydrophobes lorsque les valeurs se situaient entre 20 et 50% et hydrophiles lorsque les valeurs
étaient < 20% (Jacob et Chenia, 2009).
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IV.2.1. Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10
IV.2.1. 1. L’auto-agrégation, 1I’hydrophobicité et 1’adhésion de Lactobacillus BCX1 et

Lactobacillus plantarum 10 a différents pH

L’auto-agrégation, I’hydrophobicité et 1’adhésion de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus
plantarum 10 ont été mesurés dans différents pH: pH4, pH5 et pH8 et apres on a fait une
comparaison avec le milieu pH7. Les résultats obtenus sont montrés dans les figures 1 et 2 et la

photol et 2.

1V.2.1.1.1. Effet de pH sur I’auto-agrégation de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum

10

Lactobacillus BCX1 Lactobacillus plantarum10
100 100
5 50 s %
§ 60 2 PH=T
§ 2 m pH=4
£ 40 % u pH=5
“‘.; = mpH=8
R 20 8
0
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Temps d’auto-agrégation (h) Temps d’auto-agrégation (h)

Figure 1 : Le pourcentage d’auto agrégation de Figure 2: Le pourcentage d’auto agrégation de

Lactobacillus BCX1 a pH=4, 5, 7, 8 Lactobacillus plantarum 10 a pH=4,5, 7, 8

D’aprés ces résultats, il apparait que Lactobacillus BCX1 présente un faible taux d’auto-agrégation
a pH neutre par rapport aux différents pH durant le temps d’incubation. L’auto-agrégation du
Lactobacillus BCX1, a la 1*® heure d’incubation avec le pH7 84.35% est inférieure au PBS pH4
86.21%, pHS 86.30 % et pH 8 86.95 %. Aprés 2h Il y a une augmentation du taux d’auto-
agrégation a pH7, pH4, pH5, sauf que le pH8 est réduit. On remarque une augmentation du taux
d’auto-agrégation a pH7, pH4, pH5 et pH8 la 3°™ heure. Aprés la 4h d’incubation, le taux d’auto-
agrégation de Lactobacillus BCX1 est augmenté a pH7 est 87.89%, pH4, 88.89%, pH5, 88.70% et
pH8, 89.43%.

20
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D’aprés les résultats de la figure 2 nous constatons en générale que le pourcentage d’auto-
agrégation de la souche Lactobacillus plantarum 10 est faible & pH 7 par rapport aux autres pH.
L’auto-agrégation du Lactobacillus plantarum 10 a la 1% heure d’incubation a pH7 (85.62%) est
inférieur aux autres pH, pH4 (86.26%), pH5 (84.73 %) et pH8 (86.35%), et ceci en général le long
de la période d’incubation.

D’une fagon générale les résultats ont montré que Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum
10 ont une auto-agrégation tres élevée. L'auto-agrégation observée peut étre dépendante des
composants de la surface cellulaire qui ne sont pas perdues avec lavage et la suspension des cellules
bactériennes dans différents pH (Kos et al, 2003).

On peut dire q’ il y a une augmentation du taux d’auto-agrégation au cours du temps d’incubation
avec les différent pH. Ces résultats sont en accord avec ceux de Kos et al, (2003) qui ont réalisé le
test d’auto-agrégation de la souche Lactobacillus acidophillus a pH 7.2, ou ils ont trouvé qu’il y a

augmentation de taux d’auto-agrégation au cours du temps d’incubation.

1VV.2.1.1.2.Effet de pH sur I’hydrophobicité de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum
10

Lactobacillus BCX1 Lactobacillus plantarum 10
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Figure 3 : Le pourcentage d’hydrophobicité de Figure 4 : Le pourcentage d’hydrophobicité de
LactobacillusBCX1a pH=4, 5, 7, 8. Lactobacillus plantarum 10 a pH=4, 5, 7, 8.

D’aprés ces résultats, il apparait que Lactobacillus BCX1 présente un taux d’hydrophobicité
variable vis-a-vis des différents pH et avec les solvants xyléne, chloroforme et I’acétate d’éthyle.
Avec le xylene Lactobacillus BCX1 présente un taux d’hydrophobicité de 2.02% a pH7 qui est
inférieur aux taux d’hydrophobicité aux pH4 : 4.92%, pH5 : 5.90% et pH8 : 4.38%.
L’hydrophobicité avec le chloroforme est supérieur a celle xyléne, avec les pH 7, pH 4 et pHS, et

est inférieur a celle du pH8 (0.61%). Avec I’acétate d’éthyle, le taux d’hydrophobicité est supérieur

2

L7



Etude Expérimentale Résultats et Discussion

a ceux du xyléne et du chloroforme sauf avec le pH5 et le pH 7. Lactobacillus BCX1 présente une
hydrophobicité élevée aux pH 4, 5 et 8 par rapport au pH 7 dans le xylene. Ces résultats sont en
accord avec Bunt et al, (1993) qui ont trouvés une hydrophobicité maximale avec le pH 4 et le pH
2.2 de la bactérie E. coli que par rapport au pH 7 avec le xyléne.

Il apparait que 1’hydrophobicité de Lactobacillus BCX1dans le pH 4, 5 et 8 est plus élevée que
celle du pH 7 avec I’xyléne, et plus faible avec le chloroforme et 1’acétate d’éthyle. Cependant,
I'affinité de Lactobacillus BCX1 pour le xylene avec les pH 4, 5 et 8 était faible que celle avec le
chloroforme ou I’acétate d’éthyle. Nos résultats sont en accord avec ceux de Bunt et al, (1993) qui
ont montré que l'affinité d’E. coli pour le xylene était significativement inférieure & celle du
chloroforme ou du dichlorométhane. L’affinité de Lactobacillus BCX1 pour le chloroforme avec les
pH 4, 5 et 8 était également faible que celle de 1’acétate d’éthyle. Contrairement a nos résultats Kos
et al, 2003), ont trouvé que Lactobacillus acidophilus M92 a une forte affinité pour le chloroforme
que I’acétate d’éthyle.

Les résultats illustrés dans la figue 4 de Lactobacillus plantarum 10 montre un faible pourcentage
d’hydrophobicité a différents pH que ce soit avec le xyléne (pH7: 2.47%, pH4: 3.42%, pH5: 3.03%
et pH8 : 2.07%) ou les autres solvants, le chloroforme (pH 7: 6.97%, pH 4: 16.17%, pH5: 9.77%,
pHS :11.43%) et ’acétate d’éthyle (pH7 : 15.17%, pH4 : 26.94%, pH5 : 12.83%, pH8 : 19.07%) .
Ces résultats montrent que Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum présente une faible

hydrophobicité, (par rapport au 0.4ml de solvant) avec les différent pH.
1V.2.1.1.3.Effet de pH sur ’adhésion de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10

L’adhésion des probiotiques aux cellules intestinales est un élément important pour son mécanisme
d'action. En outre, I'interaction entre les souches probiotiques et les entérocytes est importante pour
la production contrblée de cytokines et de chimiokines sécrétées par des cellules épithéliales
(Delcenserie et al, 2008). L’auto-agrégation des souches probiotiques a une relation avec I'adhésion
aux cellules épithéliales (Jankovi¢ et al, 2012). L'hydrophobicité de la surface cellulaire a été
associée a une fixation bactérienne a une variété de solvants. Une plus grande hydrophobicité des
cellules implique une bonne adhésion. Ainsi I'adhésion est influencée par la charge de surface
cellulaire (Marin et al, 1997).

L’observation microscopique représentée dans la photo 1, montre que Lactobacillus BCX1 présente
une bonne adhésion, plus de 15 bacteéries par cellule (Lin et al, 2007).

Il apparait que 1’adhésion (le nombre de cellules adhérées) aux cellules épithéliales de
Lactobacillus BCX1, a pH4 et pH5, est plus élevée que celle du pH7, ces résultats sont en accord
avec ceux d’Yadav et al, (2015) qui ont trouvé que 1’adhésion a pH5 et pH6 est plus élevée que

2
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celle a pH7 d’une souche de Lactobacillus plantarum. Par contre 1’adhésion de Lactobacillus BCX1
aux cellules épithéliales a pH8 est plus faible que le pH?7.

Lactobacillus BCX1 présente une relation entre 1’auto-agrégation et 1’adhésion et absence de
relation entre 1’hydrophobicité a différent pH 4, 5 et 8. Les mémes résultats sont trouvés par
Jankovi¢ et al, (2012), qui ont montré que I’auto-agrégation des probiotiques a une relation avec
I'adhésion aux cellules épithéliales intestinales. Contrairement a 1’hydrophobicité qui n’a aucune
relation avec 1’adhésion (Melgar-Lalanne et al, 2013). On constate que, Lactobacillus BCX1 a
une bonne adhésion dans le pH 4, 5 et 8.

Concernant souche Lactobacillus plantarum 10 nous constatons que 1’adhésion (le nombre de
cellules adhérées) aux cellules épithéliales, a pH4 et pH5 est acceptable selon le critére de lin et al,
(2007), quoique 1’adhésion a pH 8 soit mieux par rapport aux autres pH. Ces résultats ne sont pas en
accord a ceux d’Yadav et al, (2015) qui ont trouvé que I’adhésion a pHS et pH6 et plus élevée que
celle a pH7 d’une souche de Lactobacillus plantarum. Par contre 1’adhésion de Lactobacillus

plantarum 10 aux cellules épithéliales a pH8 est plus élevée que le pH7.

a) pH7

Photo 01: Photomicrographie  d’adhésion de Lactobacillus BCXlaux cellules épithéliales a

différentes pH.
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L'adhésion bactérienne est initialement basée sur des interactions physico-chimiques non
specifiques entre deux surfaces. Une interaction non spécifique entre une bactérie et un substrat
peut également étre due a des interactions hydrophobes. Les interactions spécifiques entre les
bactéries et la muqueuse de 1’hdte par des adhésines bactériennes (habituellement les protéines) et
les récepteurs complémentaires (Sica et al, 2012). Il y a des auteurs qui ont montrés, aucune
corrélation statistique entre I'hydrophobicité et I'adhésion, ce qui indique que le test
d'’hydrophobicité est lié aux caractéristigues de la paroi cellulaire bactérienne mais pas

nécessairement a celle d'adhésion au niveau intestinal (Melgar-Lalanne et al, 2013).

Photo 02: Photomicrographie d’adhésion de Lactobacillus plantarum 10 aux cellules épithéliales a
différentes pH.
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111.2.1.2. L’auto-agrégation, I’hydrophobicité et 1’adhésion de Lactobacillus BCX1 et
Lactobacillus plantarum 10 en présence des sucres

L’auto-agrégation, 1’hydrophobicité et I’adhésion de Lactobacillus BCX1 ont été mesurés en
présence de 50 mM des solutions suivantes: galactose, maltose, lactose, fructose. Les résultats
obtenus sont montrés dans les figures 5 et 6 et les photos 3 et 4.

1V.2.1.2.1. Effet des sucres sur L’auto-agrégation de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus
plantarum 10

Lactobacillus BCX1 Lactobacillus plantarum 10
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90 90
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@ =
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Figure 5: Le pourcentage d’auto-agrégation Figure 6: Le pourcentage d’auto-agrégation de
de Lactobacillus BCX1 avec les solutions: Lactobacillus plantarum 10 avec les solutions:

galactose, maltose, lactose, fructose. galactose, maltose, lactose, fructose.

Les résultats de la figure 5 montrent que Lactobacillus BCX1 présente une variation dans le taux
d’auto-agrégation dans les différentes solutions et en fonction de temps.

D’aprés ces résultats, on remarque que Lactobacillus BCX1 aprés la 1% heure d’incubation dans le
pH 7 présente un taux d’auto-agrégation de 84.35%, inférieur aux taux d’auto-agrégation des
solutions de: galactose (90.94%), maltose (92.23 %), lactose (90.89%) et fructose (90.71%). Apres
2h d’incubation il y’a une augmentation de taux d’auto-agrégation dans le pH 7, et une diminution
de taux d’auto-agrégation avec les autres solutions. Pendant la 4°™ heure  d’incubation,
Lactobacillus BCX1 un taux élevé d’auto-agrégation a pH7 avec le galactose, et une diminution du
taux avec les autres sucres. Les résultats ont montré que Lactobacillus BCX1 a une auto-agrégation
tres élevée.
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Il apparait que Lactobacillus BCX1 montre une réduction d’auto-agrégation avec les sucres au
cours du temps, ces résultats sont en accord avec les résultats de Malik et al, (2003), qui trouve une
réduction de l'indice d'agrégation en présence de 300 mM de glucose et de mannose dans le cas
d’Oligotropha carboxidovorans S23 et Acinetobacter johnsonii S35.

D’apres les résultats illustrés par la figure 6 nous pouvons constater que 1’auto-agrégation de
Lactobacillus plantarum 10 en présence des sucres (sauf le lactose) est supérieure a celle a pH 7 le
long de la période d’incubation. Donc ces sucre peut €tre ont une influence positive sur I’auto-
agrégation des cellules bactériennes. 1l est possible que les sucres autres que ceux testés dans cette

étude puissent inhiber 1’agrégation.

1VV.2.1.2.2 Effet des sucres sur I’hydrophobicité de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus

plantarum 10

Lactobacillus BCX1 Lactobacillus plantarum 10
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Figure 7: Le pourcentage d’hydrophobicit¢ de Figure 8: Le pourcentage d’hydrophobicité
Lactobacillus BCX1 en présence des différents de Lactobacillus plantarum 10 en présence

sucres. des différents sucres.

D’aprés ces résultats, il apparait que Lactobacillus BCX1 présente un taux d’hydrophobicité
variable vis-a-vis des différentes solutions avec les solvants utilisés xyléne, chloroforme, acétate
d’éthyle. Avec le xyléne Lactobacillus BCX1 présente un taux d’hydrophobicité a pH 7 (en absence
des sucres) inferieures au taux d’hydrophobicité en présence des autres sucres, galactose, maltose et
fructose mais supérieur au taux d’hydrophobicité en présence du lactose qui présente une valeur

nulle. L’hydrophobicité de la paroi cellulaire dans le chloroforme est plus élevée a celle au  xyléne,

&
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le taux d’hydrophobicité avec le pH 7 (14.35%) est supérieur au taux avec les autres solutions. Avec
I’acétate d’éthyle le taux d’hydrophobicité dans le pH 7 (30.22%) est supérieur au taux des autres
solutions, galactose (16.78%), maltose (14.58%), fructose (13.56%) sauf le lactose (5.39%). Ces
résultats montrent que Lactobacillus BCX1 a une faible hydrophobicité, en présence des différents
sucres (Jacob et Chenia, 2009). On constate que 1’ hydrophobicité de Lactobacillus BCX1 est
faible en présence des sucres avec le xyléne contrairement au chloroforme et 1’acétate d’éthyle.
D’aprés la figure 8, on constate une faible hydrophobicité de la surface bactérienne de Lactobacillus
plantarum 10 avec les trois solvants étudiés, quoique le pourcentage d’hydrophobicité avec le
chloroforme et I’acétate d’éthyle est supérieur a celui du xyléne, ceci est du peut étre a la polarité
des deux solvants contrairement au xylene (apolaire).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Bunt et al, (1993) qui ont montré que l'affinité d’E. coli
pour le xyléne était significativement inférieure a celle du chloroforme ou du dichlorométhane.
L’hydrophobicité de Lactobacillus BCX1 avec le chloroforme en présence des sucres était faible

par rapport a celle d’acétate d’éthyle.

1V.2.1.2.3.Effet des sucres sur I’adhésion de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10
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Photo 03: Photomicrographie d’adhésion de Lactobacillus BCX1 aux cellules épithéliales en

présence de différents sucres
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b) galactose c) maltose

Photo 04 : Photomicrographie d’adhésion de Lactobacillus plantarum 10 aux cellules épithéliales a
différentes sucres

L’observation microscopique représentée dans la photo 3 montre, que Lactobacillus BCX1 présente
une bonne adhésion, plus de 15 bactéries par tissu Lin et al, (2007), on constate une différence
d’adhésion de Lactobacillus BCX1 aux cellules épithéliales avec les différents sucres par rapport
au pH7 (solution sans sucre).

A partir des résultats obtenus, il apparait que Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10
(photo 4) ont présenté une faible adhésion aux cellules épithéliales en présence de galactose,
maltose, fructose, lactose par apport au pH7. Nos résultats sont en accord avec ceux de Adlerberth
et al, (1996) qui ont montré que le D-Mannose réduit I'adhésion de Lactobacillus plantarum 299 et
299v, aux cellules HT-29.

Nous pouvons dire qu’il y a une relation entre 1’auto-agrégation et 1’adhésion mais aucune relation
avec I’hydrophobicité en présence des différents sucres, galactose, maltose, fructose, lactose. Les
mémes résultats sont trouvés par Jankovié¢ et al, (2012), qui montre que I’auto-agrégation des
souches probiotiques a une relation avec l'adhésion aux cellules épithéliales intestinales.
Contrairement, a 1’hydrophobicité qui n’a aucune relation avec 1’adhésion (Melgar-Lalanne et al,
2013).
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D’une fagon générale, on constate que, Lactobacillus plantarum 10 et Lactobacillus BCX1 ont une

bonne adhésion aux cellules épithéliales.

1V.2.1.3.L auto-agrégation, I’hydrophobicité et 1I’adhésion de Lactobacillus BCX1 et

Lactobacillus plantarum 10 en présence de CaCl;et EDTA et la trypsine
L’auto-agrégation, I’hydrophobicité et 1’adhésion de Lactobacillus BCX1 dans plusieurs milieux a

savoir 50 M de CaCl. et EDTA et 1mg/ml de trypsine, les résultats obtenus sont montrés par les

figures : 9 et 10 et les photos 5 et 6.

1VV.2.1.3.1.Effet des solutions sur I’auto-agrégation de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus

plantarum 10
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Figure 9: Le pourcentage d’auto-agrégation de Figure 10: Le pourcentage d’auto-agrégation

Lactobacillus BCX1avec les solutions: CaCly, De Lactobacillus plantarum 10 avec les
EDTA et trypsine. solutions: CaCly, EDTA et trypsine.

D’aprés ces résultats, il apparait que Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum présente un
taux d’auto-agrégation variable vis-a-vis des différentes solutions en fonction du temps.

Il apparait aprés 1h d’incubation que Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum montre un
taux d’auto-agrégation a pH7 inférieur aux taux d’auto-agrégation en présence de CaCl,, EDTA et
la trypsine. Avec la souche Lactobacillus BCX1 on remarque que 1’auto-agrégation en présence
CaCly, EDTA et trypsine est supérieure a celle du pH 7 en fonction du temps (3h) et une reduction
apres 4h d’incubation.

Il s’avére important de noter que, 1’auto-agrégation a montré une réduction au cours du temps avec

les solutions CaCl,, EDTA et trypsine, ces résultats sont en accord avec ceux de Malik et al,
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(2003) qui ont été trouvé une réduction d’agrégation lorsque ont ont ajouté I’EDTA a la souche

Acinetobacter johnsonii S35.

1V.2.1.3.2.Effet des solutions sur I’hydrophobicité de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus

plantarum 10
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Figure 11: Les résultats du pourcentage Figure 12: Les résultats de  pourcentage
d’hydrophobicit¢é de Lactobacillus BCX1 d’hydrophobicité de Lactobacillus plantarum
avec les solutions: CaClz, EDTA et trypsine. 10 avec les solutions: CaClz, EDTA et trypsine.

Avec le xyléne, Lactobacillus BCX1 a un taux d’hydrophobicité a pH7 de 2.02%, supérieur au taux
d’hydrophobicité des solutions: EDTA et trypsine, mais inférieur au taux d’hydrophobicité avec la
solution CaClz qui est 2.86%. Le taux d’hydrophobicité avec le chloroforme en présence de
trypsine et ’EDTA est supérieur a ceux du pH 7 et CaCla. Avec I’acétate d’éthyle, I’hydrophobicité
a pH7 a une valeur maximale de 30.22%, elle est supérieur aux taux d’hydrophobicité des autres
solutions, CaCl2 (16.18%), EDTA (24.06%) et trypsine (12.91%).

Ces résultats montrent que Lactobacillus BCX1 a une faible hydrophobicité en présence de CaCly,
EDTA et trypsine. L hydrophobicité est faible avec le xylene en présence d’EDTA et trypsine, ces
résultats sont en accord avec ceux du Kos et al, (2003) qui ont trouvé une réduction de
I’hydrophobicité avec le xyléne pour I’enzyme pepsine et le pronase avec Lactobacillus
acidophilus M92. L’hydrophobicité de Lactobacillus BCX1 avec le xylene en présence des

solutions était significativement faible que pour le chloroforme et 1’acétate d’éthyle.

)




Etude Expérimentale Résultats et Discussion

L’hydrophobicité de Lactobacillus BCX1 avec le chloroforme en présence de ces es solutions était
faible qu’avec 1’acétate d’éthyle. Ces résultats ne sont pas d’accord avec Kos et al, (2003), qui fait
le test avec Lactobacillus acidophilus M92 et qui a trouvé une forte affinité pour le chloroforme que
I’acétate d’éthyle.

Les résultats de la figure 12, montrent 1’hydrophobicité de Lactobacillus plantarum 10. Avec le
xylene Lactobacillus plantarum 10 présente un taux d’hydrophobicité a pH7 2.47%, inférieur au
taux d’hydrophobicit¢ dans les solutions EDTA et trypsine, mais supérieur au taux
d’hydrophobicit¢ avec CaClz qui est 0.00%. L’hydrophobicité de la paroi cellulaire avec le
chloroforme et 1’acétate d’éthyle n’a pas été influencée (a I’exception en présence de ’EDTA avec

I’acétate d’éthyle).

1VV.2.1.3.3.L’adhésion de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10 en présence
de CaCl; et EDTA et de trypsine

a) PH7 b) CaCls
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Photo 05: photomicrographie d’adhésion de Lactobacillus BCX1 aux cellules épithéliales a

différentes solutions.
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a) PH7 b) CaCls
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Photo 06: photomicrographie d’adhésion de Lactobacillus plantarum 10 a différentes solutions.

Les observations microscopiques représentées dans les photos 5 et 6 montrent une différence
d’adhésion de Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10 aux cellules épithéliales a
différentes solutions par apport au pH7.

D’aprés les résultats obtenus, il apparait que Lactobacillus BCX1 a présenté une adhésion aux
cellules épithéliales faibles avec CaCl, et EDTA. Au contraire en présence de la trypsine 1’adhésion
est plus élevé, ces résultats ne sont pas en accord avec Yadav et al, (2015) qui ont observé que le
prétraitement avec la trypsine n'entrainait qu'une Iégére diminution de I'adhésion.

Avec la souche Lactobacillus plantarum 10 on remarque une faible adhésion aux cellules
épithéliales en présence de CaCl, par rapport a pH7.

Au contraire avec ’EDTA et la trypsine, 1’adhésion est plus élevée, ces résultats ne sont pas en
accord avec Yadav et al, (2015) qui ont observé que le prétraitement avec la trypsine n'entrainait
qu'une légere diminution de I'adhésion. Nous constatons également ici qu’il y a une relation entre
I’auto-agrégation et 1’adhésion chez Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10,
contrairement, a I’hydrophobicité qui n’a aucune relation avec 1’adhésion. En conclusion nous
constatons que, Lactobacillus BCX1 et Lactobacillus plantarum 10 ont une bonne adhésion dans

les différents solutions ; CaCl,, EDTA et trypsine.
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IVV.3. Comparaison entre les deux la souche étudiées

La comparaison entre Lactobacillus plantarum 10 et Lactobacillus BCX1, est montré dans les
tableaux 14 et 15. La souche Lactobacillus plantarum 10 présente une bonne auto-agrégation et
une bonne hydrophobicité par rapport & Lactobacillus BCX1.0n constate que Lactobacillus
plantarum 10 d’origine ruminale posséde des bons critéres pour étre sélectionnée comme une
souche probiotique par rapport a Lactobacillus BCX1 d’origine laitiére.

D’aprés tous ces résultats nous constatons que I’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales et
leur auto-agrégation étaient bonnes quoique les pourcentages d’hydrophobicité fussent faibles. Ces
constatations sont confirmées par Jankovi¢ et al, (2012) et (Melgar-Lalanne et al, 2013) et qui
affirment que I’adhésion et 1’auto-agrégation n’ont aucune relation avec 1’hydrophobicité des
cellules bactériennes.

L’Adhésion bactérienne aux cellules épithéliales est I'un des critéres utilisés pour sélectionner une
souche probiotique. Les résultats obtenus a partir du test d’adhésion, montrent que les deux
souches, Lactobacillus plantarum 10 d’origine ruminale et Lactobacillus BCX1 d’origine laitiére

présentent une bonne adhésion aux cellules épithéliales.

Tableau 14 : comparaison entre les résultats d’auto-agrégation de Lactobacillus plantarum 10 et
Lactobacillus BCX 1.

Les paramétres Lactobacillus plantarum 10 Lactobacillus BCX1

1h 2h 3h 4h 1h 2h 3h 4h
pH7 85,62 86,32 | 87,49 |89,6 |84,35 |84,94 |8537 |87,89
pH4 86,26 86,43 |88,74 |90,22 | 86,21 |86,01 |87,40 | 88,89
2 | pH5 84,73 |83,05 |88,11 |88,56 |86,30 |84,75 |87,87 |88,70
g pH38 86,35 85,58 | 87,49 |89,60 | 86,95 |86,08 | 86,63 | 89,43
E\ Galactose 90.74 90.61 |90.01 |89.76 |90.94 |90.54 |88.90 |91.51
2—,’3’- maltose 90.37 |90.25 |89.15 |90.05 |92.23 |91.27 |90.69 |90.10
3 fructose 88.24 87.69 | 86.32 87.20 | 90.89 |88.70 |88.89 | 81.28
lactose 91.14 90.99 |88.84 |90.88 |90.71 |90.31 |89.69 | 89.64
CaCl; 91,40 91,02 |92,36 |90,79 | 86,64 |90,84 |88,87 |87,32
EDTA 91,52 90,60 |91,06 |91,13 | 90,62 |89,74 |89,63 |86,71
trypsine 91,22 91,95 |90,80 |91,36 | 94,08 |90,77 |90,39 | 90,70
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Tableau 15 : comparaison entre les résultats d’hydrophobicité de Lactobacillus plantarum 10 et

Lactobacillus BCX 1

guoiqoydoapAH

paramétres Lactobacillus plantarum 10 Lactobacillus BCX1
Xyléne chloroforme | A. d’éthyle | Xyléne | chloroforme | A. d’éthyle

pH7 2,47 6,97 15,17 2,02 14,35 30,22
pH4 3,42 16,17 26,94 4,92 4,99 19,29
pH5 3,03 9,77 12,83 5,90 98,18 16,92
pH8 2,07 11,43 19,07 4,38 0,61 16,16
Galactose 1,39 9,73 18,49 3,65 6,25 16,78
maltose 1,80 7,08 16,53 3,64 4,39 14,52
fructose 2,15 8,60 18,40 0,00 7,82 5,39
lactose 2.02 8,11 10,64 3,16 4,42 13,65
CaCl> 0,00 6,36 15,38 2,86 5,55 16,18
EDTA 7,47 8,81 24,62 1,40 19,53 24,06
trypsine 3,00 9,08 14,48 1,87 21,96 12,91

m
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Conclusion et fterspectives

La capacité des lactobacilles a survivre et interagit avec la muqueuse intestinale de 1’hote est un
critére essentiel pour retenir la qualification de probiotique.

D’apres les résultats obtenus nous concluons que nos souches ont une faible hydrophobicité, et une
grande capacité d’auto-agrégation et d’adhérence au tissu épithélial intestinal.

Nous avons démontré que le traitement physicochimique et enzymatique a un effet non significatif
sur le pouvoir d’adhésion et d’auto-agrégation. Les souches lactiques ont montré une bonne
adhésion et auto-agrégation dans des conditions hostiles: acidité, alcalinité, présence de 1’enzyme
protéolytique « trypsine», EDTA, CaCl; et sucres.

Ces résultats indiquent que les deux souches étudiées possedent certains criteres probiotiques mais
ne permettent pas de bien juger les performances des souches, d’autre études sur d’autres
parametres seront nécessaires pour confirmer les aptitudes probiotiques.

D'apres les résultats obtenus, Lactobacillus plantarum 10 montre un bon critere de sélection pour
une souche probiotique par apport au Lactobacillus BCX1.

D’autres études seront nécessaires pour mieux étudier les performances de ces souches :

- Le développement de nouveaux tests suffisamment sensible pour identifier les constituants
associés a la paroi bactérienne aussi bien que des cellules épithéliales de I'hote.

- Une meilleure caractérisation des activités des souches de lactobacilles a intérét
probiotique.
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Annexes

Annexe | : Composition des milieux de culture, et tampons

% Bouillon MRS (Man-Rogosa-Sharpe) :

Ingrédients Unité
Peptone 109
Extrait de viande 89
Extrait de levure 49
Glucose 20g
Phosphate bipotassique 29
Acétate de sodium 59
Citrate d’ammonium 29
Sulfate de magnésium 29
Sulfate de manganese 0.05¢
Tween 80 Iml
Eau distillée 1000ml

++ Bouillon phosphate saline (PBS) pH 7.4 :

Ingrédient Unité
NaCl 89

Kcl 0.20g
NaH2PO4 1.44¢
K2HPO4 0.24g
Eau distillé 1000ml

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

- Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne ;

Annexe Il : Coloration de Gram

- Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;

- Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

- Décolorer avec de 1’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;

- Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes ;

- Laveral’eau ;

- Aprés séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a immersion (x100). Les

bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose.
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Annexe |11 : tableau

Tableau 2 : Le pourcentage d’auto-agrégation de souche Lactobacillus BCX1 apH=4,5,7,8

pH pourcentage d’auto-agrégation %
Lactobacillus BCX1
T=1h T=2h T=3h T=4h
pH =7 84,35 84,94 85,37 87,89
pH=4 86,21 86,01 87,40 88,89
pH=5 86,30 84,75 87,87 88,70
pH=8 86,95 86,08 86,63 89,43

Tableau 3: Le pourcentage d’hydrophobicité de souche Lactobacillus BCX1 a pH=4,5, 7, 8

pH pourcentage d’hydrophobicité %
Lactobacillus BCX1
Xyléne chloroforme Acétate d’éthyle
pH=7 2,02 14,35 30,22
pH=4 4,92 4,99 19,29
pH=5 5,90 98,18 16,92
pH=8 4,38 0,61 16,16

Tableau 4 : Le pourcentage d’auto-agrégation de souche Lactobacillus BCX1 avec les solutions:
galactose, maltose, lactose, fructose.

solutions pourcentage d’auto-agrégation %
Lactobacillus BCX1
T=1h T=2h T=3h T=4h
Galactose 90.94 90.54 88.90 91.51
Maltose 92.23 91.27 90.69 90.10
Lactose 90.89 88.70 88.89 81.28
fructose 90.71 90.31 89.69 89.64

Tableau 5: Le pourcentage d’hydrophobicité de souche Lactobacillus plantarum10 avec les
solutions: galactose, maltose, lactose, fructose.

solutions: pourcentage d’hydrophobicité %
Lactobacillus BCX1
Xyléne chloroforme Acétate d’éthyle
Galactose 3,65 6,25 16,78
Maltose 3,64 4,39 14,52
Lactose 0,00 7,82 5,39
Fructose 3,16 4,42 13,65

@
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Tableau 6: Le pourcentage d’auto-agrégation de souche Lactobacillus BCX1 avec les solutions:
CaCl,, EDTA, trypsine.

solutions pourcentage d’auto-agrégation %
Lactobacillus BCX1
T=1h T=2h T=3h T=4h
CaCl; 86,64 90,84 88,87 87,32
EDTA 90,62 89,74 89,63 86,71
trypsine. 94,08 90,77 90,39 90,70

Tableau 7 : Le pourcentage d’hydrophobicité de souche Lactobacillus BCX1 avec les solutions:
CaCl,, EDTA, trypsine

solutions: pourcentage d’hydrophobicité %
Lactobacillus BCX1
Xyléne chloroforme Acétate d’éthyle
CaCl; 2,86 5,55 16,18
EDTA 1,40 19,53 24,06
trypsine. 1,87 21,96 12,91

Tableau 8: Le pourcentage d’auto-agrégation de souche Lactobacillus plantarum10 a pH=4, 5, 7, 8

pH pourcentage d’auto-agrégation %
Lactobacillus plantarum10
T=1h T=2h T=3h T=4h
pH=7 85,62 86,32 87,49 89,6
pH=4 86,26 86,43 88,74 90,22
pH=5 84,73 83,05 88,11 88,56
pH=8 86,35 85,58 87,49 89,60

Tableau 9 : Le pourcentage d’hydrophobicité de souche Lactobacillus plantarum10 a pH=4, 5, 7, 8

pH pourcentage d’hydrophobicité %
Lactobacillus plantarum10
Xyléne chloroforme Acétate d’éthyle
pH=7 2,47 6,97 15,17
pH=4 3,42 16,17 26,94
pH=5 3,03 9,77 12,83
pH=8 2,07 11,43 19,07

:
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Tableau 10 : Le pourcentage d’auto-agrégation de souche Lactobacillus plantarum10 avec les
solutions: galactose, maltose, lactose, fructose

solutions pourcentage d’auto-agrégation %
Souches Lactobacillus plantarum10
T=1h T=2h T=3h T=4h
Galactose 90.74 90.61 90.01 89.76
Maltose 90.37 90.25 89.15 90.05
Lactose 88.24 87.69 86.32 87.20
Fructose 91.14 90.99 88.84 90.88

Tableau 11 : Le pourcentage d’hydrophobicité de souche Lactobacillus plantarum10 avec les
solutions: galactose, maltose, lactose, fructose

solutions pourcentage d’hydrophobicité %
Lactobacillus plantarum10
Xylene chloroforme Acétate d’éthyle
Galactose 1,39 9,73 18,49
Maltose 1,80 7,08 16,53
Lactose 2,15 8,60 18,40
Fructose 2.02 8,11 10,64

Tableau 12 : Le pourcentage d’auto-agrégation de souche Lactobacillus plantarum10 avec les
solutions: CaClz, EDTA, trypsine.

solutions pourcentage d’auto-agrégation %
Souches Lactobacillus plantarum10
T=1h T=2h T=3h T=4h
CaCl; 91,40 91,02 92,36 90,79
EDTA 91,52 90,60 91,06 91,13
trypsine. 91,22 91,95 90,80 91,36

Tableau 13 : Le pourcentage d’hydrophobicité de souche Lactobacillus plantarum10 avec les
solutions: CaClz, EDTA, trypsine

solutions pourcentage d’hydrophobicité %
Souches Lactobacillus plantarum10
Xyléne chloroforme Acétate d’éthyle
CaCly 0,00 6,36 15,38
EDTA 1,47 8,81 24,62
trypsine. 3,00 9,08 14,48

¢
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Théme:

Evaluation de quelques effets probiotique (propriétés) des Lactobacillus d’origine ruminale et
laitiere: étude comparative in vitro

Résumé :

Pour évaluer certains criteres de sélection des probiotique principalement du genre Lactobacillus,
nous avons ¢étudié la capacité d’auto-agrégation, de 1’hydrophobicité¢ et d’adhésion des cellules
bactériennes au tissus épithélial intestinale, des souches Lactobacillus BCX1 (du lait de la chévre)
et Lactobacillus plantarum 10 (rumen de la chévre).

Ces paramétres sont étudiés dans différentes conditions expérimentales a savoir le pH, en présence
de différents sucres, et en présence de CaCly, EDTA et la trypsine.

Les résultats obtenus montrent que les traitements physicochimique et enzymatique ont une
influence non significative sur 1’auto-agrégation, sur I’hydrophobicité et sur I’adhésion, et que ces
parameétres pourraient étre utilisés pour évaluer la performance des souches étudiés.

Les mots clé : Lactobacillus, auto-agrégation, hydrophobicité, adhésion.

Summary :

In order to evaluate certain criteria for the selection of probiotics mainly the genus Lactobacillus,
we studied the ability of auto-aggregation, hydrophobicity and adhesion of bacterial cells to
intestinal epithelial tissues, Lactobacillus BCX1 (milk goat) and Lactobacillus Palntarum10 (goat
rumen).

These parameters are carried out under different experimental conditions, mainly, pH, in presence
of the different sugars, and presence of CaClz, EDTA and trypsin.

The results obtained show that physicochemical and enzymatic treatments have a non-significant
influence on auto-aggregation, hydrophobicity and adhesion, and that these parameters could be
used to evaluate the performance of the strains tested.

Key words: Lactobacillus, auto-aggregation, hydrophobicity, adhesion.
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