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Introduction :

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene qui produit de ’acide lactique
comme produit principal de leur métabolisme. Elles regroupent 13 genres bactériens dont les
plus étudiés sont Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus et
Bifidobacterium. Elles sont largement utilisées dans des procédés industriels de fermentation
agro-alimentaire qui peuvent contribuer aux caractéristiques organoleptiques, technologiques et
nutritionnelles et comme souche protectrice (Mayo et al/., 2010 ; Bermudez-Humaran et
Langella, 2009).

Les bactéries lactiques sont généralement reconnues comme étant sans danger par les
autorités (microorganismes Generally Recognized As Safe). Depuis une dizaine d’années, un
intérét considérable s’est développé autour de [utilisation de cultures lactiques a effets
bénéfiques pour la santé ou « probiotiques » pour des applications alimentaires, pharmaceutiques
ou encore en alimentation animale (Paquin et a/., 2002). Elles occupent des niches écologiques
extrémement variées. Le rumen est considéré comme une niche écologique des bactéries
lactiques.

Notre présente étude répond a I’isolement et I’identification des bactéries lactiques du

rumen de chévre et de mettre en évidence leurs propriétés technologiques et probiotiques pour le
but d’utilisations ultérieures comme probiotiques et additifs alimentaires.
Notre travail est structuré en deux parties, la premiére est consacrée sur une synthese
bibliographique qui permit d’élargir nos connaissances sur les bactéries lactiques et les
probiotiques chez les ruminants. La seconde partie présente I’étude expérimentale qui établit les
procédés d’identification des bactéries lactiques isolées a partir du rumen de chévre, I’étude de
leurs propriétés technologiques et probiotiques afin de sélectionner des souches potentiellement
probiotiques utilisable plus tard dans les déférentes préparations utilisant les bactéries lactiques.
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I. Les bactéries lactiques :

I.1. Présentation des bactéries lactiques :

Décrit pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du siécle XX°, les bactéries
lactiques forment un groupe hétérogéne composé de coques et de bacilles. Elles assemblent en
effet un certain nombre de genres de bactéries qui se caractérisent par la production, liée a un
métabolisme exclusivement fermentaire, de quantités importantes d’acide lactique a partir des
sucres. La fermentation est dit : homolactique si I’acide lactique est pratiquement le seul produit
formé et hétérolactique si d’autres composés sont aussi présents (acide acétique, éthanol,
CO,....... etc.) (Leveau et Bouix, 1993 ; Pilet et a/., 1998 ; Laouabedia et al., 2005).

Les bactéries lactiques sont des Gram (+), non sporulées, généralement immobiles,
catalase négative, oxydase négative, généralement nitrate réductase négative, non pathogenes a
I’exception de certaines espéces, aero-anaérobies facultatives (Leveau et Bouix, 1993 ; Mayo et
al., 2010). Elles ont des besoins nutritionnels complexes pour les acides aminés, les peptides, les
bases nucléotidiques, les vitamines, les sels minéraux, les acides gras et les carbohydrates (Ren,

2010).

1.2. Habitat et origine des bactéries lactiques :

D’une maniére générale, les bactéries lactiques colonisent de nombreux produits
alimentaires comme les produits laitiers, la viande ainsi que les végétaux et les céréales, et font
partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale (Leveau et Bouix, 1993 ; Dortu et

Thonart, 2009).

I.3. Classification des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques appartiennent a la branche clostridiale des bactéries Gram
positive. La taxonomie actuelle regroupe les principaux genres de bactéries lactiques en fonction
de leur parenté phylogénétique : Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Carnobacterium, Propionibacterium, et Bifidobacterium (Magras et al., 2005).

1.3.1. Le genre Lactobacillus :

Les Lactobacilles sont rarement pathogénes. Ce sont des cellules allongées, réguliéres en
forme de batonnets ou coccobacilles isolés ou en chainettes, immobiles ou mobiles, anaérobies
facultatifs, leurs températures de croissance sont tres variables d’une espece a I’autre, elles sont
toutes acidophiles avec un pH optimal de croissance de 5,5 a 6,2 (Privat et al., 2011). Leurs
pourcentages en GC sont de 32 a 53%, et présentent une réponse négative au test du cytochrome
oxydase, de la catalase et du nitrate réductase (Givry, 2006). Leur mode de fermentation donne
lieu a une classification répartie en trois groupes distincts (Privat et al., 2011) :

Groupe I : regroupe les lactobacilles homofermentaires obligatoire (Leveau et Bouix, 1993). Ils
sont incapable de fermenter les pentoses et le gluconate. Ce groupe comprend 25 espéces, la
plupart thermophiles (Magras et al., 2005).

Groupe II : renferme les lactobacilles hétérofermentaires facultatifs qui fermentent les hexoses,
mais aussi les pentoses en lactate et acétate.

Groupe III : regroupe les lactobacilles hétérofermentaires stricts qui fermentent les hexoses en
lactate, acétate et CO,. Ces Lactobacillus ont un faible pouvoir acidifiant et produisent des

substances aromatiques (Privat et al., 2011).

1.3.2. Le genre Carnobacterium :
Ce genre a été crée par Collins et al. En 1987 pour regrouper des lactobacilles atypiques

(Leveau et Bouix, 1993). Peu acidifiants et psychrotrophes. Morphologiquement proches des
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Lactobacillus. 1ls s’en différencient par leur tendance psychrotrophe et leur production
majoritaire de I’isomére L de I’acide lactique (Magras et al., 2005).

1.3.3. Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella :

Ils rassemblent les coques lenticulaires en paires ou chainettes mésophiles, qui possédent
un caractére hétérofermentaire avec production d’acide lactique (isomere D), de CO, et
d’éthanol (Pilet et al., 1998). Caractérisés par la production & partir du citrate de diacétyle et
parfois par la synthése de dextranes et de levanes extracellulaires en présence de saccharose
(Leveau et Bouix, 1993).

1.3.4. Les genres Lactococcus, Vagococcus, Streptococcus et Enterococcus :

Les espéces initialement regroupées dans le genre Streptococcus ont été redistribuées dans
ces quatre genres selon les homologies de leur ARN ribosomique (Charles et Wilhelm, 2004).
Ils rassemblent les coques homofermentaires, produisant en majorité de 1’acide L-lactique
(Maarit, 2004).

- Le genre Lactococcus (streptocoques du groupe N) représente les streptocoques dits
lactiques. Car ils sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne
possédent aucun caractére pathogeéne. Certaines especes isolées de poissons et d’eau
douce et qui possédent la particularité d’étre mobiles, ont été répertoriées dans le
nouveau genre Vagococcus (Magras et al., 2005).

- Le genre Streptococcus comprend essentiellement des especes d’origine humaine ou
animale dont certaines sont pathogénes comme S. pyogenes et S. agalactiae. 1.’espece
thermophile Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat et son caractére
non pathogene (Pilet et a/., 1998).

- Le genre Enterococcus rassemble la plupart des espéces du groupe sérologique D. Ils
se caractérisent par leur développement a 10 et 45°C, leur aptitude a croitre en présence
de 6,5% de NaCl et a pH 9,6 et leur grande résistance aux facteurs de I’environnement.
Leur habitat est trés varié: intestin de I’homme et des animaux, produits végétaux, sol,
produits laitiers (Charles et al., 2004).

1.3.5. Les genres Pediococcus et Tetragenococcus

Le genre Pediococcus se représente sous des coques homofermentaires dont la
particularité est le groupement en tétrade (Magras et al., 2005). Ils sont mésophiles et le plus
souvent incapables d’utiliser le lactose (Axelsson, 2004). Par contre certaines espéces se
distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sel tres élevées, comme P.
halophilus renommé Tetragenococcus halophilus qui tolére jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et a/.,
1998).

1.3.6. Le genre Bifidobacterium :

Les cellules de Bifidobacterium se caractérisent par leur forme tres irréguliére
(Ballongue, 2004) souvent en V. Elles se différencient des autres bactéries lactiques par leur
caractére anaérobie. Leur G+C élevé, et la présence d’une enzyme la fructose-6-phosphate
phosphocétolase, celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant I’acide acétique et
de I’acide lactique. Leur température optimale de croissance est comprise entre 37°C et 41°C, ils
se développent a pH supérieur a 5 (Pilet et a/., 1998).

1.3.7. Le genre Propionibacterium :

Les Propionibacterium sont des bacilles a Gram positif non sporulés, anaérobies,
microaérophiles parfois (Ashkenazi et al., 2003), immobiles en bouillon et non capsulés,
oxydase négatif, catalase positif, indole positif, glucose positif, saccharose négatif, maltose
négatif. (Archambaud et Clave, 2008). Elles métabolisent le lactate pour libérer entre autres de
I’acide propionique, de I’acide acétique et du CO; gazeux. Ces trois composés sont essentiels a la
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texture et au gout typique (Champigny, 2011). La température optimale de croissance entre
25°C et 35°C mais la croissance est possible entre 15°C a 40°C, pH optimal de croissance entre
6,5 et 7 (Normand et al., 2006).

1.4. Les Principales voies fermentaires des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques nécessitent la production d’énergie pour la croissance.
Hétérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de substrats carbonés. Les
carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent étre des
monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccharides (lactose,
saccharose, cellobiose, tréhalose). La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois
étapes :

- Le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;
- Le catabolisme intracellulaire du sucre ;
- Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Les bactéries lactiques utilisent principalement I’une des deux voies majeures du métabolisme
des sucres (figure 1). 1l s’agit des voies homofermentaire (Embden Meyerhof-Parnas, EMP) et
hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate). (Loubiere et Cocaign-Bousquet, 2009).

Glucose
ATP ATP

ADP ADP
Glucose 6-P

Con
\ NADH

Fructose 6-P 6-Phosphogluconate
; AD+
| - ATP
[ ADP NADH
i G5O
Fructose 1.6-diP Xylulose 5-P

Glyceraldehyde 3-P—DHAP Glyceraldehyde 3-P Acétyl-P

4 ADP 2 ADP
2NAD+~ C anze NAD+ Dz NADH
NADH k

2 NADH
— 2 H,0 — T HO NAD+
2 Pyruvate Pyruvate Acetaldehyde
2 NADH NADH " ADH
A
» G C C.
2 NAD+ NAD+ AD+
2 Lactate Lactate Ethanol
IMétabolisme homolactique I IMétabolisme hétérolactiquel
A Lactate déshydrogénase B éthanol déshydrogénase

Figure 1: La fermentation du glucose chez les bactéries lactiques : voie homofermentaire et voie
hétérofermentaire (Novel, 1993).
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I.4.1. Voie homofermentaire ou Embden-Meyerhof-Parnas, EMP :

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent généralement les bactéries des
genres Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Lactobacillus. Cette voie conduit dans des
conditions optimales de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux
molécules d’ATP par molécule de glucose consommée. La fructose-1,6-bifosphate aldolase
(FAB) est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP figure 1 (Raynaud,

2006).

1.4.2. Voie hétérofermentaire ou voie des pentoses phosphate :

Certaines bactéries des genres Leuconostoc et Lactobacillus ne possédent pas de FBP
aldolase et le systeme phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant (PTS). Elles
empruntent une voie hétérofermentaire qui conduit a la production d’un lactate, d’un éthanol,
d’un CO; et d’un ATP par mole du glucose figure 1. (Raynaud, 2006).

1.4.3. Voie bifide ou voie de la fructose-6-phosphocétolase (FPC) :

Le métabolisme des bactéries du genre Bifidobacterium suit une voie particuliére appelée
voie fermentaire bifide ou voie de la fructose-6-phosphocétolase. Le fructose-6-phosphate est
scindé par la fructose-6-phosphate phosphocétolase en érythrose-4-phosphate et en acétyl-
phosphate. L’érythrose-4-phosphate réagit ensuite avec une molécule de fructose-6-phosphate
par la voie des pentoses-phosphate pour former de I’acétyl-phosphate et de glycéraldéhyde-3-
phosphate (figure 2). Le bilan net de la voie bifide est d’une mole de lactate, 1,5 mole d’acétate
et 2.5 moles d’ATP par mole d’hexose, ce qui est légérement supérieur au rendement de la
glycolyse en terme énergétique. (Loubiere et Cocaign-Bousquet, 2009).

glucose @
ATP
l ADP

glucose-6P

¢ Pi
fructose- 6P( 2) acétyl -P
AD

ATP
xylulose-5P (x 2) aceétate

érythrose-4P

glycéraldéhyde-3P « l » aceétyl-P

2 ADP NAD* o pi ADP
2 ATP NADH, H* ATP

: pyruvate acétate

NADH, H*
NAD*

lactate

Figure 2 : La voie fermentaire bifide (Guiraud, 2003).
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LI.5. Les aptitudes technologiques :

L.5.1. Aptitude acidifiante :

L’activité acidifiante est I'une des principales fonctions 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 résultante de 1’utilisation
des hydrates de carbone (Monnet et a/., 2008 ; Ho et a/., 2007).

Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi :
- 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 de flores pathogénes et de flores d’altération
dans les produits finaux (Monnet et a/., 2008).

1.5.2. Aptitude protéolytique :

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques d’assurer
les fonctions de fermentation repose un systéme protéolytique capable de satisfaire tous les
besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines (Monnet et al., 2008). Ce systéme
contient des protéases et des peptidases. Il convient de noter, toutefois, que I'exigence d'acides
aminés différe selon les espéces et leurs équipements enzymatiques, pour l'utilisation de la
fraction azotée (Axelsson, 2004). Les lactobacilles présentent généralement une activité
protéolytique plus prononcée que les lactocoques.

1.5.3. Aptitude lipolytique :

Les propriétés lipolytique sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les
Lactocoques sont considérés comme plus lipolytique que Streptococcus thermophilus et les
lactobacilles. Elles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications fromageres
(Béal et al., 2008). D’une maniere générale on distingue les estérases qui hydrolysent de fagon
préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C2-C8) et les lipases qui
sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras a chaine longue (>C8), ces
enzymes sont impliquées dans I'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et al., 2008 ;
Serhan et a/., 2009).

1.5.4. Aptitude aromatisante :

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés d’ardme
(diacétyle, acétoine, 2-3 butanediol, I’éthanol, I’acétate..... etc.) principalement a partir du
lactose, du citrate, des acides aminés et des matiéres grasses (Béal et a/., 2008 ; Mayo et al.,
2010). Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de I’élaboration des laits
fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont ’aréme principal est 1ié a cette activité
microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996).

L.5.5. Aptitude texturante :

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des exopolysaccharides (EPS)
dont I’accumulation provoque une augmentation de la viscosité des milieux. Deux types d’EPS,
sont excrétés dans le milieu environnant, soit lié a la surface de la cellule sous forme de capsule.
A T’heure actuelle, I'utilisation des EPS couvre de vastes domaines qui vont de 1’industrie
alimentaire (en particulier les produits laitiers). La capacité des bactéries lactiques a synthétiser
des EPS joue un role important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Ces
composés polymeéres sont généralement considérés comme des agents épaississants naturels en
industrie alimentaire (Mayra- Makinen et Bigret, 2004; Béal et a/., 2008 ; Ho et al., 2008).
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I.5.6. Aptitude antimicrobienne :

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de
carbone, la reutérine, le diacétyle et les bactériocines (Sakaridis et a/., 2012). La production des
acides organiques et de peroxyde d’hydrogeéne peuvent inhiber des levures, des moisissures et
des bactéries par 1’abaissement du pH et la toxicité. De plus l’acidification favoriserait le
péristaltisme intestinal. Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens inhibant la croissance
de bactéries altérantes ou pathogenes. Les souches les produisant peuvent donc également étre
utilisées dans des produits non fermentés en tant que culture protectrice (Dortu et Thonart,
2009 ; Privat et Thonart, 2011).

1.6. Les applications industrielles des bactéries lactiques :

L’importance industrielle des bactéries lactiques est considérable. Ces microorganismes
sont en effet trés largement utilisées dans les industries alimentaires, pour transformer des
matiéres premieres trés diverses, comme la transformation du lait (créme maturée, lait fermenté,
yaourts, fromages frais et raffinés), la transformation des végétaux (choucroutes et ensilages).
Mais également interviennent dans la vinification, la fabrication des salaisons (Desmazeaud,
1998 ; Béal et al., 2008). Elles ont actions déterminantes sur les qualités organoleptiques des
produits fermentés (texture et arome par exemple) et la conservation des aliments liée a
I’abaissement du pH consécutif a la production d’acide lactique (Givry, 2006 ; Dib et al., 2012).
Les bactéries lactiques sont employées dans la production de produits chimiques industriels et
des produits biologiques comprenant les polymeres (exopolysaccharides), les enzymes (lactase),
bactériocines, vitamines (B et K), I’éthanol et I’acide lactique (Droualt et Corthier, 2001).

1.7 La microflore lactique ruminale :
I.7.1 Le rumen :

Le rumen est la cavité la plus importante du tube digestif, en termes de taille. Cet organe
est situé a I’avant du tube digestif et est constitué de plusieurs sacs séparés les uns des autres par
des plis que I’on appelle piliers. Les principaux sacs sont les sacs ventral, dorsal, caudo-ventral.
La muqueuse du rumen est réche et plissée sur les piliers, par ailleurs elle est en partie couverte
de papilles aplaties dont la distribution est le reflet de la stratification du digesta. Les papilles les
plus hautes (Icm) et les plus nombreuses sont au contact de la phase liquide, c'est-a-dire au
niveau des sacs ventral, caudo-ventral, au niveau du sac dorsal, les papilles sont peu nombreuses
(Sadet, 2008).

Le rumen est un milieu anaérobie ou la température est comprise entre 39 et 40C et le pH
oscille entre 6 et 6.5 dans des conditions de fermentations optimales (Regobelo et de Avila,
2012). Le contenu ruminale est hétérogene. Il comprend trois phases : liquides, solides et gazeux.
La phase gazeuse est majoritairement présente dans la partie haute du sac dorsal. La phase
liquide est présente dans la partie ventrale du rumen. La phase solide, elle est comprise entre les
deux phases citées précédemment. Le rumen contient quatre types de microorganismes : les
champignons, les protozoaires, les bactériophages et enfin les bactéries (Mackie et a/., 2001 ;
Sadet, 2008).

I.7.1.1 Champignons :

Leur concentration est estimée entre 10° et 10° zoospores/ml, soit environ 10% de la
biomasse microbienne. Ce sont des zoospores flagellés qui sont soit mono flagellés
(Neocallimastix et Piromyces) soit pluri flagellés (Caecomyces). Les champignons apparaissent
dans le rumen des animaux quelques jours seulement aprés la naissance et possédent des
activités hydrolytiques a I’égard de nombreux polyméres structuraux (cellulose, hémicelluloses,
pectine) (Guillaume, 2007).
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1.7.1.2 Les protozoaires :

La majorité des protozoaires retrouvés dans le rumen appartiennent a I’embranchement
des ciliés, et représentés par deux groupes, tous les deux de la sous-classe des Trichostomatiae.
Les «holotriches » appartiennent a I’ordre des Vestibulferida, et les «entodiniomorphes » a
I’ordre des Entodiniomorphidés (Williams et Coleman, 1997).

I.7.1.3 Les bactériophages :

La mise en évidence des bactériophages au sein du rumen a été réalisée depuis
longtemps. Leur concentration est estimée entre 10° et 10'° phages par millilitre de contenu
ruminale (Sadet, 2008). Les bactériophages sont capables de lyser les bactéries. De ce fait, cette
lyse peut altérer la dégradation des fibres, et donc, conduire a une diminution de I’efficacité de la
dégradation des aliments (Klieve et a/., 2004 ; Sadet, 2008).

1.7.1.4 Les bactéries :

La population bactérienne est de loin la plus complexe (plus de 200 especes), elles
représentent la moiti¢ de la biomasse microbienne (10''UFC/g). La majorité est constituée
d’anaérobies stricts, mais il existe également des anaérobies facultatifs qui représentent 10’-
10%cellules/g du contenu du rumen. Les bactéries Gram- sont les prédominantes, les Gram+ sont
ainsi présentes, et joue des rdles tres importants (Kamara, 2005 ; Regobelo et de Avila, 2012).

I.7.2 les bactéries lactiques ruminale :

La microflore lactique ruminale constitue ’une des particularités de la digestion des
ruminants. Sa composition varie selon I’age et le régime alimentaire de I’animale, mais chez les
moutons et les bovins adultes, ils sont normalement une composante relativement mineure de la
flore microbienne du rumen. (Stewart, 1992 ; Bomba et al., 2006). Les bactéries lactiques
prédominantes du rumen sont les lactobacilles, les streptocoques et les bifidobactéries (Stewart,
1992).

1.7.2.1 Les lactobacilles :

Les lactobacilles isolées du rumen comprennent des especes L. vitulinus, L. acidophilus,
L. ruminis, L. fermentum, L. casie, L. brevis, L. buchneri et L. plantarum. Les lactobacilles
anaérobies comme L. ruminis et L. vitulinus, L. lactis, les souches productrices de Skatole (3-
methylindole), semblent étre vraies bactéries du rumen (Yokoyama et al., 1977 ; Stewart,
1992). Les lactobacilles anaérobies produisent de I’acide lactique, acétique, butyrique et
propionique, CO,, méthane, ammoniac (Mackie et a/., 2001). Les souches productrices de
skatole different selon la capacité de dégrader le ribose, salicine, sorbitol, saccharose et xylose
(Stewart, 1992).

1.7.2.2 Streptocoques :

La majorité des Streptococcus isolées de l’appareil digestif intestinal des ruminants
appartiennent au groupe sérologique D. S. bovis c’est I’espece prédominante, mais d’autres
streptocoques peuvent €galement trouvées, y compris S. feacalis, S. faecium, S. durans et S.
liquefaciens. S. bovis fermente le glucose principalement a I’acide lactique, avec des traces
d’acétate et le formate. Certaines souches peuvent produire 1’éthanol. Le role de S. bovis dans la
fermentation dans le rumen est considéré comme important a la digestion de I’amidon. En outre,
certaines, mais pas toutes les souches de S. bovis dégradent la pectine via un
endopolygalacturonate lyase (Stewart, 1992).

1.7.2.3. Bifidobactéries :
Plusieurs études sur la microflore ruminale ont rapportés I’isolement et les

caractéristiques de Lactobacillus bifidus. Contrairement aux lactobacilles, les bifidobactéries
dégradent le glucose par la voie de fructose-6-phosphocétolase, entrainant la production d’acide
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acétique et lactique. Les bifidobactéries isolés du rumen comprennent B. globosum, B. longum,
B. adolescentis, B. thermophilum, B. boum, B. ruminale, B. merycicum, B. ruminantium. B.
pseudolongum se trouve dans le rumen des bovins et des ovins (Stewart, 1992).
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I1 : Les probiotiques :

I1.1. Historique de la définition des probiotiques :

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

fonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques. La notion de
probiotique a été développée principalement grace aux travaux de Metchnikoff ayant suggéré
que l’ingestion de bactéries lactiques vivantes accroit la Longévité en réduisant dans le tube
digestif la population de bactéries putréfiantes ou produisant des, toxines (Ait Belgnaoui, 2006).
Le terme probiotique dérive des deux mots, latin " pro" et grec " biotique" qui signifient
Littéralement "pour la vie" (Singh et a/., 2011).
Une des premiéres définitions des probiotiques comme « facteurs promoteurs de croissance
produits par des microorganismes» a été proposé par Lilly et Stillwell en 1965 (Yuan Kun,
2009). Ensuite, Parker en 1974 ¢largit cette définition a des « organismes et substances qui
contribuent a 1’équilibre de la flore ». Cette définition inclut potentiellement des produits
métaboliques microbiens y compris les antibiotiques (Tannis, 2008). Plus tard, Fuller en 1991
propose une définition trés proche du sens actuel : « supplément alimentaire microbien vivant
qui affecte de fagon bénéfique 1’h6te en améliorant 1’équilibre de sa flore intestinale » (Guarner
et al., 2008). Par opposition aux précédentes définitions, la définition suivante introduit la notion
de souche définie bien caractérisée d’un point de vue taxonomique ainsi que la notion de quantité
apporté a I’homme. La FAO (Food and Agriculture Organization) et ’'OMS (Organisation
mondiale de la santé) ont établi récemment des lignes directrices pour I'utilisation du terme «
probiotique » dans les aliments (FAO/OMS, 2001) et formulent la définition suivante : « micro-
organismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une action
bénéfique sur la santé de I’h6te qui les ingere» (Ait Belgnaoui, 2006 ; Fursova et al., 2012).

I1.2. Les microorganismes probiotiques :

Les principaux microorganismes probiotiques connus a ce jour sont des bactéries
(lactobacilles, bifidobactéries, propionibactéries, Escherichia coli et entérocoques), des levures
(Saccharomyces boulardii) et des champignons (Aspergillus oryzae) (Cuibai, 2008;Chiquette,
2010). Chez I’homme, les lactobacilles sont présents dans 1’écosystéme microbien intestinal,
mais en quantité faible et trés variable en fonction des individus (0 a 10° UFC/g). Les
bifidobactéries en revanche, font partie de la flore dominante (> 10® UFC/g), bien que les
especes soient différentes en fonction de 1’age de I'individu. Les nouveau-nés sont rapidement
colonisés par Bifidobacterium breve et Bifidobacterium infantis, surtout s’ils sont allaités, alors
que les adultes hébergent plutdt Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum (Martine et Elise, 2006). Les principales espéces a activité probiotique
sont répertoriées dans le tableau 1.

I1.3. Les critéres de sélection des probiotiques :

Afin de satisfaire a la définition des probiotiques, les microorganismes doivent survivre,
étre actifs et persister temporairement dans le tractus digestif. Ils doivent aussi posséder des
effets positifs pour I’hdte. Or, toutes ces propriétés sont propres a chaque souche et ne peuvent
étre extrapolées a une autre souche de la méme espéce (Rousseau, 2004). Les microorganismes
potentiellement probiotiques doivent donc étre sélectionnés selon différents critéres :

IL.3.1. Critéres de sécurités :
- Origine de la souche : pour I'usage humain d’origine humaine (isolée de tractus
intestinal d’'un homme sain) ou alimentaire (utilisée dans les produits fermentés).
- Souche déposée dans une collection de cultures reconnue internationale.
- Souche caractérisée par des techniques phénotypiques et génotypiques.
- Historique de non pathogénicité.
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Tableau 1: les principales espéces a activités probiotiques (Chiquette, 2010 ; Caramia et

Silvi, 2011 ; Song et al., 2012).
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Espéces de
lactobacilles

Espéces de
bifidobacteries

Autres bactéries
lactiques

Autres
microorganismes

¢ ""“,u; > )«

R €A LAY N R
Lactobacillus rhamnosus

. acidophilus
. crispatus

. gallinarum
. amylovirus
. curvatus

. gasseri

. brevis

. delbrueckii
L. johnsonii
L .casei

L. farciminis
L. paracasei
L. cellobius
L. fermentum
L. reutri

L. rhamnosus
L. helveticus
L. lactis

L. salivarius

S S U U

Bifidobacterium spp.

B
B.
B.
B.
B.
B.
B.
B

. adolescentis
breve

longum
animalis
infantis
thermophilum
bifidum

. lactis

Streptococcus thermophilus

Streptococcus salivarius
subsp .thermophilus
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Lactococcus lactis
subsp. cremoriss
Lactococcus lactis
subsp. lactis
Leuconostoc
mesenteroides

subsp. dextranicum
Pediococcus acidilactici
Propionibacterium

[freudenreichiia

Saccharomyces aspergillus
cerevisiae oryzae

Bacillus cereus
Clostridium botyricum
Escherichia coli
Saccharomyces
boulardii

Aspergillus oryzae

- Pas de déconjugaison excessive des sels biliaires au risque d’induire des lyses

cellulaires

- Pas de transmission possible de génes de résistance aux antibiotiques.
- Pas de dégradation excessive du mucus (Muller et a/., 2009; Amrouche, 2005).

I1.3.2. Critéres technologiques :

- Bonnes propriétés sensorielles.

- Résistance aux phages.
- Viabilité durant le traitement technologique.
- Stabilité dans le produit et durant le stockage (Vasiljevic et Shah, 2008 ; Amrouche,

2005).

I1.3.3. Critéres fonctionnels :

- Résistance a I’acidité gastrique.
- Résistance aux acides biliaires.

- Résistance au phénol.
- Adhérence au mucus et/ou cellules épithéliales Humaines.
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- Activité antimicrobienne contre les bactéries (Nousiainen et a/., 2004 ; Amrouche,
2005 ;Vasiljevic et Shah, 2008).

I1.4. Mode d’action des probiotiques :

Plusreurs mécarnisres ort ¢ proposés pour expliquer le mode d’action dos probrotiques.
11 est ailleurs vraisemblable qu’ils varient en fonction des probiotiques utilisés, doivent arriver
vivants et en quantité suffisante sur le lieu d’action (Muller et a/., 2009 ; Bonifait et a/., 2009).

Par exemple, ceux-ci sécrétent diverses substances antimicrobiennes telles que des acides
organiques, de peroxyde d’hydrogéne et des bactériocines. De plus, les probiotiques entrent en
compétition avec les agents pathogeénes pour les sites d’adhésion situés sur les muqueuses et en
concurrence pour les nutriments. Les probiotiques peuvent également modifier I’environnement
ou ils retrouvent en modulant le pH, ce qui peut compromettre 1’établissement des pathogénes
(Francoise, 2001 ; Piquet et al., 2007).

Par leurs interaction avec la flore intestinale, les probiotiques vont pouvoir modifier les
capacités métaboliques des bactéries du microbiote. Ajoutées a leur activité métabolique propre
(utilisation et transformation des nutriments intraluminaux disponibles), ces modifications
peuvent potentiellement influencer le statut nutritionnel et métabolique de I’h6te. Un assez grand
nombre de travaux souvent in vitro chez I’animal, certains ayant toutefois été réalisés chez
I’homme) ont également montré que les probiotiques pouvaient modifier la réponse
inflammatoire et immunitaire intestinale, en modulant la productions d’immunoglobulines (en
particulier d’IgA), de certaines cytokines, et de monoxyde d’azote (NO), en activant certaines
enzymes comme la myéloperoxidase, ou encore en augmentant la densité des lymphocytes
activés (Piquet et a/.,2007 ; Bonifait et a/., 2009).

I1.5. L’effet des probiotiques sur la santé :
Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été associés a la consommation des probiotiques. La
figure 3 illustre la diversité des effets bénéfiques sur la santé.

Amélioration de la ( Réduction des produits \ Augpgmatim de la valeur
digestion du lactose du catabolisme éliminés nutritionnelle (bonne
(sécrétion de lactase) par le foie et le rein digestion et absorption des
k j nunéraux et vitanunes
Influence positive sur la / \J Prévention des infections
flore intestinale <::] Probiofi intestinales (virus.
. robiotiques " i I
Bomne croissance et le q Helicobacter pylori..) et
bienrétre urogénitales
Vi I @
Régulation de la Prévention de : ostéoporose. Modulation du systéme
motilité intestinale cancer. hypertension et immumnitaire
(constipation. syndrome athérosclérose (réduction du]  |Réduction de I'inflammatio;
d’imitation intestinale) taux de cholestérol) u des réactions allergiques

Figure 3 : Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Amrouche, 2005).
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I1.5.1 Amélioration de la digestion du lactose :

Etre intolérant au lactose signifie que le systéme digestif est incapable de dégrader le
lactose, sucre majoritaire du lait du fait d’une insuffisance en lactase, une enzyme produite par
les cellules de la paroi intérieure de I’intestin gréle. Il a été établi que les probiotiques atténuent
les symptdomes d’une intolérance au lactose. Dans ce cas, la consommation de yaourts, dans
lesquels le taux de lactose est faible, est une bonne solution puisque la majorité du lactose a été
hydrolysé par les bactéries lactiques du yaourt (S. thermophilus et Lb. bulgaricus) (Rochat et
Langella, 2009).

I1.5.2 Les probiotiques et la motilité de P’intestin :

La motilité intestinale joue un rdle important dans la réduction de la croissance des
microorganismes pathogénes dans I’intestin. Les probiotiques pourraient avoir des effets positifs
sur la motilité de ’intestin en réduisant le temps de transit des microorganismes pathogeénes.
L’ingestion de lait fermenté avec Bifidobacterium animalis entraine une réduction significative
du temps du transit du contenu gastro-intestinal chez des volontaires (Amrouche, 2005).

I1.5.3 Les probiotiques et les infections gastro-intestinales :

Des études cliniques ont démontré que des infections gastro-intestinales causées par
Helicobacter pylori, 1a diarrhée du voyageur, diarrhée due aux rotavirus, diarrhée-associée aux
antibiotiques comme celle causée par Clostridium difficile, peuvent étre contrecarrées avec
succes par I'utilisation de probiotiques. La consommation réguliére de yogourt additionné de
Lactobacillus acidophilus 1a5 ou de Bifidobacterium lactis Bbl2 induit une suppression
effective de I’infection due a H. pylori. Tandis que les souches de L. rhamnosus et L. reuteri ont
permis de traiter des gastro-entérites a rotavirus chez des enfants hospitalisés. (Amrouche,
2005).

I1.5.4 Les probiotiques et les maladies inflammatoires chroniques intestinales :

Les processus inflammatoires impliquées dans les pathologies de I'intestin de I’homme
comme la maladie de Crohn, la colite ulcéreuse et la pochite sont contrdlés par les probiotiques.
L’ingestion de Lactobacillus GG entraine une amélioration notable de I’état clinique chez les
enfants souffrant de la maladie de Crohn et I'ingestion de produits fermentés contenant
Lactobacillus GG a des effets bénéfiques chez des patients affectés par une colite ulcéreuse
(Grangette, 2011 ; Amrouche, 2005).

I1.5.5 Les probiotiques et la perméabilité intestinale :

L’altération de la perméabilité intestinale causée par une infection, toxines ou autre
facteur engendrant des réponses immunitaires inappropriées. Des études récentes ont montré que
la consommation de probiotiques stabilise la fonction barriere de 1’épithélium intestinal. Des
études ont démontré qu’une administration de probiotiques (Lactobacillus rhamnosus et
Lactobacillus reuteri) permet de stabiliser la fonction-barriére de I’intestin (Amrouche, 2005).

I1.5.6 Les probiotiques et la prévention du cancer du cdlon :

Selon certaines études, les bactéries probiotiques ont la propriété d’inhiber les processus
conduisant a la formation du cancer du c6lon chez I’homme. La consommation de yogourt
contenant Bifidobacterium lactis LKM512 réduit significativement la mutagénécité dans
I’intestin de volontaires (Liong, 2008).

I1.5.7 Les probiotiques et le cholestérol :

Des études préliminaires ont révélé que les probiotiques entrainent une diminution du
taux de cholestérol dans le sang, et par conséquent la réduction des risques
d’hypercholestérolémie. Par exemple, des études ont mis en évidence une diminution du taux de
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cholestérol sanguin chez des sujets a un régime supplémenté avec Lactobacillus plantarum 299 v
(Akbarzadeh et Homayouni, 2012 ; Amrouche, 2005).

I1.5.8 Probiotiques et immunité :
Certains travaux démontrés que certaines souches a fort potentiel probiotique sont

capables d’augmenter ou de moduler la réponse inflammatoire et immunitaire. En clinique
humaine, quelques études suggérent que les probiotiques pourraient avoir une place dans la
prévention et/ou le traitement de I’allergie. L’ingestion de Lb. rhamnosus GG 2 a stimulé la
sécrétion d’immunoglobuline de I’intestin qui va avait été affaiblie par la maladie (Rousseau,

2004 ; Piquet et al., 2007).
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II1. Matériel et méthodes :

I11.1 Matériel :

Notre travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de la nature a
I’université de Jijel. Il a pour objectif de recouvrir les points suivants :

» Isolement, purification et identification de la microflore lactique du rumen de la chevre ;

» Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques: activité
protéolytique, pouvoir texturent, activité amylolytique ;

» Evaluation des aptitudes probiotiques in vitro : Résistances aux milieux acides, activité
antibactérienne, résistance aux antibiotiques.

II1.1.1 Le rumen :

Pour I'isolement et I’identification des bactéries lactiques, on a utilisé un échantillon
global, composé d’une partie du rumen d’une chévre de la région de Djimla.

I11.1.2 Les milieux:
- Gélose MRS (de Man-Rogosa et Sharp);
- Gélose Mueller-Hinton ;
- Gélose Hypersaccharosée ;
- Gélose nutritive ;
- Bouillons MRS pH 2, pH 3, pH4et pH 6.2 ;
- Bouillon Mdeller a Arginine.
- Milieux Gibson et Abdel Malek ;
- Milieu MEVAG sans sucre ;
- Milieu Y.M.A (Yeats Milk Agar).

II1.1.3 produits chimiques et réactifs:
- Eau oxygéné, HCI, huile a immersion ;
- Colorants : Violet de gentiane, fushine, bleu de méthyléne ;
- Les sucres: dulsitol, raffinose, maltose, cellobiose, levulose, adonitole, salicine,
tréhalose, mannose, inositole, sorbose, xylose, saccharose;
- Ethanol;
- Lugol.
- Sels biliaires.

I11.1.4 Appareille :
- Balance (KERN) ;
- Plaque chauffante, agitateur magnétique (BUNSEN) ;
- pH métre (HANNA) ;
- Four pasteur (Controls) ;
- Bain marie (Heidolph) ;
- Etuve (37°C, 44°C) (Memmert) ;
- Microscope optique (OLYMPUS) ;
- Réfrigérateur (ENIEM) ;
- Autoclave (pbibrand) ;
- Micropipettes (Microlit) ;
- Spectrophotometre (JAS-CO) ;
- Centrifugeuse;
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II1.1.5 Les souches indicatrices :

11 s’agit de set souches indicatrices représentées par les espéces suivant :
- Escherichia coli ATCC 25922 ;

Staphylococcus aureus ATCC 29522,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

Listeria sp.

I11.1.6 les antibiotiques :
- Acide Nalidixique (NA 30pg);
- Colistine Sulfate (CT 50ug);
- Kanamycine (K30ug);
- Ciprofloxacine (CIP 50pg).

I11.2 Méthodes:

I11.2.1 Récupération de I’échantillon:
L’échantillon de notre travail est composé d’une partie du rumen de la chévre.

I11.2.2 Isolement et purification des bactéries lactiques :

Avant de réaliser I’isolement des bactéries lactiques sur gélose MRS on fait
I’enrichissement sur le bouillon MRS avec une incubation a 37°C pendant 24h. L.’isolement a été
réalisé sur gélose MRS préalablement coulée et solidifiée dans des boites de Pétri, qui ont regu
quelques gouttes de bouillon d’enrichissement a la surface du milieu suivi d’un étalement.
L’incubation est faite a 37°C pendant 24 h. La purification consiste a réaliser des repiquages
successifs sur boillon et gélose MRS par des colonies ciblées et bien distinctes, avec une
incubation a 37°C pendant 24h, jusqu’a I’obtention des colonies de méme taille, méme forme et
méme couleur renseignant la pureté des souches.

I11.2.3 Identification des bactéries lactiques isolées :
I11.2.3.1 Examen microscopique :

Aprés I’examen macroscopique des colonies sur gélose MRS, et dans le but d’écarter tout
ce qui ne peut pas étre une bactérie lactique, les isolats ont été soumis a la coloration de Gram
celle-ci permet de différencier les bactéries & Gram positif de celles a Gram négatif, les batonnets
et les coques.

I11.2.3.2 Tests physiologiques et biochimiques :
I11.2.3.2.1 Recherche de la catalase :

La catalase est une enzyme produite par plusieurs microorganismes pour la dégradation
du peroxyde d’hydrogéne en produisant ’eau et I’oxygene, se traduit par I’apparition des bulles
d’air qui confirme la présence de la catalase (Du toit et al., 1998).

Ce test consiste a mettre une goutte de culture bactérienne sur I’eau oxygénée. Le dégagement de
bulles de gaz signifie qu’il y’a production de I’enzyme catalase et que le test est positif.

111.2.3.2.2 Recherche de I’oxydase :

L’oxydation est la derniére enzyme intervenant dans la phosphorylation oxydative,
lorsqu’elle agit sur une solution aqueuse de chlorhydrate de N-diméthyle-paraphynyléne-
diamine, provoque la formation d’'une composé rouge, celle-ci, trés instable a I’air, s’oxyde
rapidement en donnant un composé noiratre. Ce test consiste a mettre une goutte de la culture
bactérienne sur les disques d’oxydase. La présence d’oxydase se traduit par 1’apparition d’une
couleur rouge. (Prescott et al., 2003).
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111.2.3.2.3 La croissance a différentes températures :

Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des
bactéries lactiques thermophiles. Aprés inoculation du bouillon MRS par les cultures pures, les
tubes sont incubés pendent 24h a 48h aux températures 15°C et 45°C, au bout de ce délai, la
croissance est appréciée par examen des milieux (Leveau et Bouix, 1991).

111.2.3.2.4 Recherche de ’arginine dihydrolase (ADH) :

La recherche de cette enzyme est intéressante pour la caractérisation des bactéries
lactiques. Cette enzyme libére I’ammoniac et la citruline a partir de I’arginine. Pour réaliser ce
test, le bouillon Moeller a arginine a été ensemencé par les cultures a tester. Apres incubation a
37°C pendent 24h, la culture dans le milieu se manifeste par le virage du violet au jaune de
’indicateur du pH di au métabolisme du glucose. La dégradation de I’arginine et la libération de
I’ammoniac empéchent le virage au jaune (Leveau et Bouix, 1991).

111.2.3.2.5 Recherche de type fermentaire :

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles
hétérofermentaires. Il consiste a mettre en évidence la production de gaz (CO,). Pour se faire, le
milieu Gibson Abdel Malek préalablement fondu, refroidi et solidifier verticalement a été
ensemencé par les souches par piqure centrale, puis la gélose nutritive a été coulée en surface.
L’incubation est faite a 37°C pendant 3 & 7 jours. Le développement d’une bactérie
homofermentaire ne provoque pas de discontinuité entre le milieu et la gélose nutritive. Le gaz
produit par un métabolisme hétérofermentaire pousse, au contraire, la gélose vers le haut du tube.
(Guiraud, 2003).

I11.2.4 Aptitude technologiques et probiotiques des bactéries lactiques:
I11.2.4.1 Pouvoir protéolytique :

Pour déterminer Dactivité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose nutritive
additionnée 10% de lait écrémé a été coulée, solidifiée et séchée puis des disques stériles ont été
déposés en surface de la gélose. Chaque disque regoit 50ul de culture jeune. Aprés une
incubation a 37°C pendant 24h, la protéolyse est révélée par des zones claires autour des disques.
(Vuillemard et a/., 1986).

I11.2.4.2 Pouvoir texturant :

Les souches a tester ont été ensemencées en stries sur gélose hypersaccharosée (gélose
MRS additionné 20g de saccharose). Apres I'incubation a 37C pendant 24h, la production des
polysaccharides se manifeste par I’apparition de colonies larges et gluantes. (Leveau et Bouix,
1991).

111.2.4.3 Pouvoir amylolytique :

La méthode de Guo et al, (2010) avec modification a été utilisée. La gélose
MRS modifiée (additionné de I’amidon au lieu de glucose avec élimination d’extrait de viande)
a été coulée, puis des disques stériles ont ét¢ déposés a la surface de la gélose. Chaque disque
regoit 50ul d’une culture jeune. Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h en aérobie et a
37°C et pendant 72h en anaérobie. L’activité amylolytique se traduit par une clarification du
milieu autour de disque due a ’hydrolyse de I’amidon aprés 1’addition du lugol (Guo et al,
2010).
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I11.2.4.4 Tolérance aux acides :

La tolérance des souches a I’acidité a été réalisée selon la méthode décrite par (Khalil et
al., 2007). Avant de réaliser ce test, les souches bactériennes testées sont cultivées dans le
bouillon MRS a 37 °C pendant 24 h. 100 pl des cultures bactériennes jeunes sont inoculées dans
10 ml du bouillon MRS ajusté a différent valeurs du pH (pH2, pH3, pH4) par du HCI, ainsi le
MRS a pH 6.2 et incubé a 37°C pendant 24h puis des lectures a 650 nm ont été réalisées pour
déterminer le pourcentage de survie.

I11.2.4.5 Résistance aux sels biliaires :

La résistance des souches aux sels biliaires a été réalisée selon la méthode décrite par
(Guo et al., 2010). Avant de réaliser ce test, les souches bactériennes testées sont cultivées dans
le bouillon MRS a 37°C pendant 18h. Chaque souche a été inoculée dans 10 ml du bouillon
MRS a 0.3% de sels biliaires et MRS sans sels biliaires et incubé a 37°C pendant 24h. Le
pourcentage de la survie des souches bactériennes a été déterminé par la mesure de la densité
optique (DOs50nm)-

11.2.4.6 Résistance au phénol :

La méthode de Ji et al., 2013 avec modification a été utilisée, les souches bactériennes
jeunes a été inoculées dans bouillon MRS a 0.4% de phénol et MRS sans phénol a raison de 1%
et incubé a 37°C pendant 18h. La densité optique (DOsso) de chaque souche a été mesurée pour
déterminer le pourcentage de survie.

I11.2.4.7 Activité antibactérienne et effet des surnageants:

Ce test consiste a étudier ’activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis des souches
indicatrices. Il s’agit de souches : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
29522, Listeria sp., Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La gélose Mueller-Hinton a été
ensemencée en stries par les souches indicatrices puis des disques stériles ont été déposés a la
surface de la gélose. Chaque disque regoit 50ul d’une culture jeune. Aprés une incubation a 37°C
pendant 24h. L’inhibition de la souche indicatrice se traduit par la formation des zones claires
autour les disques. Des cultures bactériennes jeunes ont été soumises a une centrifugation a 6000
rpm pendant10 min. Les boites de Pétri contenant la gélose Mueller Hinton, préalablement
coulée et solidifiée, ont été inondées par la souche indicatrice, puis des puits ont été
confectionnés de 5 mm de diamétre, la base de chaque puit a été bouchée par la gélose nutritive.
Chaque puit regoit 50ul de surnageant. Aprés incubation 24h a 37°C, les diamétres des zones
d’inhibition ont été mesurés (Yu et al., 2013).

I11.2.4.8 La résistance aux antibiotiques :

Pour réaliser ce test, la méthode de I’antibiogramme en milieu solide a été appliquée
chaque inoculum bactérien a été ensemencée par écouvillonnage sur la surface de la gélose
Mueller Hinton déja coulée et solidifiée. Chaque boite regoit quatre disques d’antibiotiques a
savoir : Acide Nalidixique (NA 30pg), Colistine Sulfate (CT 50ug), Kanamycine (K30ug),
Ciprofloxacine (CIP 50ug). Apres incubation a 37°C pendant 24h, les diamétres des zones
d’inhibition ont été mesurés. (Aswathy et Bindhumol, 2008).
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IV. Résultats et discussions :

IV.1 Examen macroscopique et microscopique :

Sur gélose MRS, il y a apparition des colonies bien isolées, de taille différente, de forme
circulaire, et de couleur blanchatre. Sur bouillon MRS, les souches 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 bacille a Gram positif. Ces bacilles sont
isolés ou disposées en chainettes.

IV. 2 Tests physiologiques et biochimiques :
Les caractéristiques physiologiques et biochimiques des souches sont présentées dans les
tableaux 2 et 3.

Tableau 2: profil fermentaire des souches isolées.

Code des
souches
dulsitole
Raffinose
maltose
cellobiose
levulose
adonitole
Salicine
tréhalose
mannose
inositole
sorbose
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Tableau 3 : profils biochimiques et physiologiques des souches.

Rstats et discussions

ests | Gram | Forme | Catalase | oxydase | Croissance | Croissance | ADH | Type
a 15°C a 45°C Fermentaire
codes
4 i Bacille | - - + s - Hétéro fac
5 . Bacille | - - + &2 - Homo
6 F Bacille | - - 4 + - Hétéro fac
7 + Bacille | - - + + - Homo
8 e Bacille | - - 7 o - Hétéro fac
9 ke Bacille | - - + + - Homo
10 + Bacille | - - + + - Homo
11 o Bacille | - - sie e - Homo
12 + Bacille | - - £ + - Homo
13 s Bacille | - - £ .3 - Homo
14 + Bacille | - - £a o - Homo
15 . Bacille | - - + + - Homo
16 + Bacille | - - + + - Homo
17 4 Bacille | - - + 4 - Homo
18 ot Bacille | - - W+ . - Homo
19 -+ Bacille | - - + + - Homo
20 + Bacille | - - e + - Hétéro fac
91 .3 Bacille | - - £ # - Hétéro fac
22 + Bacille | - - + + - Hétéro fac
23 . Bacille | - - + + - Homo
24 4 Bacille | - - e + - Homo
25 A Bacille | - - + -+ - Homo
26 + Bacille | - - + + - Homo
Homo : homofermentaire, hétéro fac : hétérofermentaire facultatif, + : test positif,
- : test négatif.

Figure 4 : Le type fermentaire sur milieu Gibson et Abdel Malek (A : type homofermentaire,

B : type hétérofermentaire facultatif).
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D’aprés ces résultats nous remarquons que toutes les souches sont avérées catalase
négative, oxydase négative et ADH négatif ce que est caractéristique des bactéries lactiques. Le
test de croissance a différentes températures a révélé que tous les isolats ont montré une
capacité a croitre a 15°C et 45°C. Par ailleurs, le test du type fermentaire sur milieu Gibson et
Abdel Malek a montré qu’il y a 6 souches hétérofermentaires facultatives (4, 6, 8, 20, 21, 22)
(figure 4), et 17 souches homofermentaires (5, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 23, 24,
25, 26). d’aprés ces caractéristiques, en se basent sur le test d’ADH et le profil fermentaire des
sucres, nous avons subdivisé selon the procaryotes (Walter et Hertel, 2006) et Bergey’s
Manual of Systematic bacteriology (De Vos, 2009) en 6 especes du genre lactobacillus : L
.nagelii 4, L. rhamnosus 10, L.gallinarum 17, L. jonsonii (5, 6, 7, 8, 9,14, 15, 16, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24,25, 26), L. satsumensis 12, L. satsumensis 13, L. arizonensis11 (figure 5).

L. nagelii; 4,34%

L.rhamnosus;

R 69% ,
L.gallinarum;

2

Figure 5 : Répartition des souches des bactéries lactiques en pourcentage.

A partir de cette figure, nous pouvons noter que L. johnsonii est I’espéce dominante des
souches isolées avec un pourcentage de 73,91%, suivie par la souche L. satsumensis avec un
pourcentage de 8.69 %. Les souches L. nagelii, L .gallinarum, L. rhamnosus, L. arizonensis
occupent la méme proportion de 4.34%.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenu par Sharmin et al. (2004) qui ont isolé¢ des
lactobacilles a partir du rumen d’une chévre. Ainsi avec ceux obtenu par Yokoyama et al.
(1977) qui ont isolé des lactobacilles a partir du rumen des bovines.

IV.3 Aptitude technologiques et probiotiques des bactéries lactiques purifiées :
IV.3.1 Pouvoir texturant :

Ce test a montré que toutes les souches étudiées a I’exception de la souche L. nagelii 4
n’ont pas la capacité de former des colonies larges gluantes témoignant une production des
exopolysaccharides. Contrairement a nos résultats, Hongpattarakere et a/. (2011) ont montré
que les bactéries lactiques considérées comme source alternative de production des

e |
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exopolysaccharides. Nos résultats différent a ceux obtenu par Bridget et Lorsdsday (2011) qui
ont trouvé que la majorité des lactobacilles isolés a partir de yoghourt capables de produire les
exopolysaccharides.

Nous pensons que la production des exopolysaccharides par les bactéries lactiques
dépende des conditions de croissance et la présence de 1'un ou de I’autre des disaccharides :
lactose ou saccharose. Ce caractére est porté¢ par un plasmide (Pernoud et al., 2005). Donc
I’absence des exopolysaccharides résulte de ’absence des geénes qui codent pour ce caractére. 11
a été montré que la production des exopolysaccharides impliqué dans la formation des biofilms,
I’adhésion sur les surfaces solides et contre la dessiccation (Hongpattarakere et al., 2011).
L’ensemble des résultats est illustré dans le tableau 4.

Tableau 4: production des exopolysaccharides par les bactéries lactiques.

souches Observation Evaluation du test
Colonies gluantes avec aspect brillant +
Colonies normales -
Colonies normales -
Colonies normales -
Colonies normales -
Colonies normales -

L. nagelii 4

L. johnsonii 5
L. johnsonii 6
L. johnsonii 7
L. johnsonii 8
L. johnsonii 9

L.rhamnosus10

Colonies normales -

L. arizonensis11

Colonies normales

L. satsumensis 12

Colonies normales

L. satsumensis 13

Colonies normales

L. johnsonii 14

Colonies normales

L. johnsonii 15

Colonies normales

L. johnsonii 16

Colonies normales

L.gallinarum17

Colonies normales

L. johnsonii 18

Colonies normales

L. johnsonii 19

Colonies normales

L. johnsonii 20

Colonies normales

L. johnsonii 21

Colonies normales

L. johnsonii 22

Colonies normales

L. johnsonii 23

Colonies normales

L. johnsonii 24

Colonies normales

L. johnsonii 25

Colonies normales

L. johnsonii 26

Colonies normales

1V.3.2 Activité amylolytique :

D’aprés ces résultats, il apparait que toutes les souches ne présentent pas une activité
amylolytique en aérobie et en anaérobie qui est révélées positives en formant des zones claires
autour des disques, les souches n’hydrolysent pas I’amidon.

Guo et al. (2010) ont montré que un sur trois des bactéries lactiques isolées a partir des intestin
de porcine sont capable d’hydrolyser I’amidon. Contrairement a ces résultats toutes nos souches
ne représentent pas 1’activité amylolytique.
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Nos résultats sont en accord avec ceux obtenu par Bridget et Lorsdsday (2011) qui suggerent
que tous les lactobacilles isolés a partir de yogourt ne représentent aucune activité amylolytique.
L’activité amulolytique des bactéries lactiques est essentielle pour la dégradation d’amidon qui
est utilisé comme source principale des glucides , et également utilis¢ comme principale source
d’energie (Guo et al., 2010).

1V.3.3 Pouvoir protéolytique :
Les résultats obtenus lors de la réalisation de ce test sont résumés dans le tableau 5.

Tableau 5 : activité protéolytique des souches de bactéries lactiques.

Souches Zone de protéolyse
L. nagelii4 0 mm
L. johnsonii 5 7 mm
L. johnsonii 6 0 mm
L. johnsonii 7 6 mm
L. johnsonii 8 6 mm
L. johnsonii 9 0 mm
L.rhamnosus10 0 mm
L.arizonensis1 1 8 mm
L. satsumensis12 5 mm
L. satsumensis 13 0 mm
L. johnsonii 14 0 mm
L. johnsonii 15 0 mm
L. johnsonii 16 0 mm
L. gallinarum17 7 mm
L. johnsonii 18 9 mm
L. johnsonii 19 8 mm
L. johnsonii 20 9 mm
L. johnsonii 21 7 mm
L. johnsonii 22 6 mm
L. johnsonii 23 8 mm
L. johnsonii 24 0 mm
L. johnsonii 25 0 mm
L. johnsonii 26 0 mm

Il en ressort du tableau que 12 souches présentent une croissance avec une activité
protéolytique traduite par 1’apparition d’un halo clair autour des disques . Il apparait que les
souches L. johnsonii 18 et L. johnsonii 20 sont fortement protéolytique comparativement aux
autres souches avec une diamétre de 9 mm, suivi par les souches L. johnsonii 19, L. johnsonii
23, L. arizonensis11 avec des zones d’hydrolyse de 8 mm. Les souches (L. gallinarum 17, L.
Jjohnsonii 21, L. johnsonii 5), (L. johnsoniil, L.johnsonii 8, L. johnsonii 22) et (L. satsumensis
12) ont montré des diamétres de 7mm, 6mm et Smm respectivement. Alors que les souches (4, 6,
9,10, 13, 14, 15,16, 24, 25, 26) ne presentent aucun activité protéolytique.

L’activité protéolytiques extracellulaire des souches lactiques est perdu spontanément dans une
souche bactérienne, la pert de protéase de paroi serait a 1’origine de cette variation chez les
cellules protéase-négatives (Pernoud et al., 2005).




Selon Vuillemard (1986), la souche est dit protéolytique si elle présente une zone de lyse
de diamétre compris entre 5 et 15 mm. Par comparaison a cette donnée, nos souches sont
révélées protéolytiques dont les diametres des zones de protéolyse étaient compris entre 5 et 9.
Nos résultats ne se oncordent pas avec ceux obtenu par Prihanto et al. (2013) qui ont montré
que la plus part des bactéries lactiques isolées a partir de deux types des aliments fermentées ne
possedent pas une activité protéolytiques mais sont en accord avec les résultats obtenu par
Bridget et Lorsdsday (2011) qui ont trouvé que 50% des lactobacilles isolés a partir de yogourt
possédent une activité protéolytique. L’activité protéolytique des bactéries lactiques est
essentielle pour leur croissance dans le lait ainsi que pour le développement des propriétés
organoleptiques des différents produits fermentés (Bridget et Lordsday, 2011).

1V.3.4 Tolérance aux acides :
Les résultats obtenus illustrés dans le tableau 9 (voire 1’annexes) montrent 1’existence d’une
viabilité continue des souches dans le milieu MRS a différent pH (pH 2, 3 et 4).

La figure 6 montré les pourcentages de survie des bactéries isolées dans des milieux a
différents pH : 2, 3, 4. A pH 2, le pourcentage de viabilité de toutes les souches ne dépasse 10%.
Alors que le plus élevé est montré par la souche L. nagelii 4 et le plus petit par la souche L.
Jjohnsonii 24. A pH3, le pourcentage de survie des souches testées compris entre1.85% (souche :
L. nagelii 4) et 32.01% (souche : L. johnsonii 9).

D’apres Sieladie et al. (2011) les bactéries lactiques sont classées en quatre groupes
selon leur résistance au pH2 et pH3, toutes les souches étudiées sont dit excellent parce qu’ils
sont capables de survivre dans un milieu a pH 2 aprés 24h d’incubation. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenu par Guo et al. (2010) qui ont trouvé que toutes les bactéries lactiques
isolé a partir des intestins des porcine sont capable de survivre dans les milieux a pH 2 et pH 3.

A pH 4, les souches montrent une viabilité allant de 66.29% (souche: L. johnsonii 6) a

114% (souche: L. satsumensis 12), une viabilité¢ inferieure pour les souches (L. nagelii 4, L.
rhamnosus 10, L. gallinarum 17, L. johnsonii 26): 35.77%, 29.48%, 28.33%, 13.43%
respectivement.
Guo et al. (2010) ont montré que les bactéries lactiques probiotiques représentent une faible
croissance a pH 4. Comparativement a ces résultats nos souches sont capables a survie a pH 4
avec des pourcentages ¢levée. Une des caractéristiques importantes d’une bactérie lactique a
effet probiotique est sa capacité¢ de survivre dans des conditions difficiles d’acidité simulant
celles du jus gastrique (Dib et al., 2012).
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Figure 7 : Résistance des souches aux sels biliaires (0.3%).

I1 apparait que les souches testées ont présenté une sensibilité variable vis-a-vis des sels

biliaires avec un pourcentage compris entre 10.52% et 19.61% (figure 9). Le pourcentage de
viabilité le plus élevé est représenté par la souche L. johnsonii 24, et la plus faible montré par la
souche L. johnsonii 15.
Kirtzalidou et al. (2011) ont montré que les souches isolées a partir de la microflore de tube
digestif des enfants présentent une sensibilité aux sels biliaires compris entre 1.41% et 8.85%.
Comparativement a ces résultats, nos souches sont moins sensibles aux sels biliaires. Ainsi
Vinderola et Reinheimer (2003) ont monté que le pourcentage le plus élevé représenté par les
lactobacilles isolés a partir du lait est de 65.2%. Donc la souche représente le pourcentage le plus
élevé (L. johnsonii 24) moins sensible. Morelli (2000) a ét¢ montré que la résistance au bile
pourrait différe entre les souches d’une méme espeéce de Lactobacillus et que cette différence
pourrait expliquer les différences dans la capacité des souches a coloniser le tractus intestinale.
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IV.3.6 Résistance au phénol :
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Figure 8 : résistance des souches au phénol (0.4%).

Il ressort d’histogramme (figure 8) que le pourcentage de viabilité varie selon les espéces et
des différences peuvent existées entre les souches appartenant a une méme espéce. Ces résultats
indiquent que toutes les souches isolées capables de survie dans le milieu a 0.4% du phénol. En
effets, le pourcentage le plus élevé a été observé chez la souche L. johnsonii 22 et le plus faible
chez les souches L. nagelii 4 et L. johnsonii 26.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenu par Ji et a/. (2013) qui ont trouvé que toutes
les lactobacilles isolées a partir de Kimchi sont capables de survire dans le milieu a phénol 0.4%.
Ji et al. (2013) a été montré que certains acides aminés aromatiques des protéines des produits
alimentaires ou endogénes, peuvent étre désaminés dans I’intestin par des bactéries conduisant a
la formation du phénol. Ces composants peuvent exercer un effet bactériostatique contre
certaines souches de Lactobacillus.

I1V.3.7 Activité antibactérienne et effet de surnageant :
IV.3.7.1 Activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne des souches contre quatre souches pathogénes a été évaluée afin de
mettre en évidence un éventuel pouvoir antagoniste. Les résultats de ce test sont illustrés dans le
tableau 6.
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Tableau 6 : Activité antibactérienne des souches sur les germes indicatrices.

Souches Staphylococcus | Escherichia Pseudomonas | Listeria sp.
aureus  ATCC | coli ATCC | aeruginosa
29522 25922 ATCC 27853
L.nagelii4 00 mm 00 mm 20 mm 15 mm
L. johnsonii 5 15 mm 00 mm 21 mm 16 mm
L. johnsonii 6 13 mm 00 mm 15 mm 20 mm
L. johnsonii 7 13 mm 00 mm 13 mm 17 mm
L. johnsonii 8 11 mm 12 mm 15 mm 22 mm
L. johnsonii 9 12 mm 00 mm 13 mm 20 mm
L. rhamnosus10 12 mm 00 mm 17 mm 19 mm
L.arizonensis11 11 mm 00 mm 11mm 22 mm
L. satsumensis12 19 mm 15 mm 14 mm 16 mm
L. satsumensis13 09 mm 14 mm 17 mm 16 mm
L. johnsonii 14 09 mm 12 mm 2Imm 09 mm
L. johnsonii 15 08 mm 12 mm 15 mm 12 mm
L. johnsonii 16 12 mm 00 mm 12 mm 15 mm
L. ga[linaruml7 12 mm 13 mm 24 mm 16 mm
L. johnsonii 18 12 mm 08 mm 15 mm 10 mm
L. johnsonii 19 14 mm 10 mm 10 mm 15 mm
L. johnsonii 20 00 mm 00 mm 14 mm 15 mm
L. johnsonii 21 00 mm 00 mm 16 mm 16 mm
L. johnsonii 22 00 mm 00 mm 11 mm 13 mm
L. johnsonii 23 08 mm 00 mm 12 mm 15 mm
L. johnsonii 24 10 mm 14 mm 15 mm 13 mm
L. johnsonii 25 10 mm 00 mm 13 mm 15 mm
L. johnsonii 26 13 mm 00 mm 12 mm 15 mm

La croissance de Staphylococcus aureus a été inhibée avec une zone d’inhibition compris
entre 8 et 19 mm de diamétre par les souches 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
23, 24, 25, 26. La zone d’inhibition a été la plus large avec la souche 12 (19 mm) et la plus
réduite avec les souches L. johnsonii 23 et L. johnsonii 15 (8 mm). Alors que les souches 4, 20,
21, 22 ne montrent aucune zone d’inhibition. Par ailleurs, la zone d’inhibition d’E. coli ATCC
25922 a été apparaisse avec 9 souches (24, 17, 18, 19, 12, 13, 14, 15, 8) a des diametres varies
entre 8 et 15 mm, alors que 14 souches (20, 21, 22, 23, 25,26, 16, 9, 10, 11, 4, 5, 6, 7) ne
représentent aucune zone d’inhibition. En ce qui concerne Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 et Listeria sp., toutes les souches ont montré une activité antibactérienne. La zone
d’inhibition de Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 a été la plus large avec la souche

I.. gallinarum17 (24 mm), et la plus réduite avec la souche /..johnsonii19 (10 mm). Les souches
L. arizonensis11 et L.johnsonii 8 ont montré la plus grande activité d’inhibition contre Listeria
sp.et la souche L.johnsonii 14 la plus faible activité (9 mm).
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Figure 9: activité inhibitrice des souches étudiées sur: A: E.coli ATCC 25922, B:
Staphylococcus aureus ATCC 29522, C : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, D : Listeria

sp.

Ces résultats indiquent que la majorité de nos souches sont capables de synthétiser des
substances inhibitrices ayant une activité antibactérienne, mais ne présentent pas le méme spectre
d’action vis-a-vis des bactéries pathogénes. Les résultats d’inhibition de la croissance de
Staphylococcus aureus ATCC 29522 et de Listeria sp., sont en accord avec ceux obtenu par
Yanagida et a/. (2003) qui suggerent que les bactéries Gram positif sont généralement plus
sensibles a D’effet bactéricide des bactéries lactiques. Par ailleurs, les bactéries lactiques sont
connus par la production d’une multitude de composés antimicrobiens : les acides organiques,
les bactériocines, le diacétyle et le peroxyde d’hydrogene (Titiek et al., 1996).

1V.3.7.2 Effets antibactérienne de surnageants :

Les résultats du tableau 7 illustrent la résistance et la sensibilit¢ des souches testées
(Staphylococcus aureus ATCC 29522 et Escherichia coli ATCC 25922) aux composants de
surnageants de nos souches.
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Tableau 7: Effets antibactérienne des surnageants.

Souches Staphylococcus Escherichia coli
aureus ATCC 29522 | ATCC 25922
L. nagelii 4 00 mm 00 mm
L. johnsonii 5 09 mm 08 mm
L. johnsonii 6 09 mm 08 mm
L. johnsonii 7 00 mm 09 mm
L. johnsonii 8 09 mm 00 mm
L. johnsonii 9 10 mm 00 mm
L. rhamnosus 10 10 mm 10 mm
L. arizonensis 11 | 00 mm 09 mm
L. satsumensis12 | 00 mm 00 mm
L. satsumensis13 | 00 mm 10 mm
L. johnsonii 14 09 mm 00 mm
L. johnsonii 15 10mm 09 mm
L. johnsonii 16 00 mm 10 mm
L. gallinarum17 00 mm 10 mm
L. johnsonii 18 10 mm 09 mm
L. johnsonii 19 10 mm 10 mm
L. johnsonii 20 09 mm 00 mm
L. johnsonii 21 10 mm 08 mm
L. johnsonii 22 10 mm 08 mm
L. johnsonii 23 07 mm 09 mm
L. johnsonii 24 09 mm 09 mm
L. johnsonii 25 10 mm 10 mm
L. johnsonii 26 10 mm 11 mm

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que [’activité antibactérienne des
surnageants de nos souches n’était pas semblable envers la collection des souches cibles. En
effet, les diametres des zones d’inhibitions étaient compris entre 7 et 11 mm. Il apparait que les
surnageants des deux souches : L. satsumensis 12 et L. nagelii 4 n’arrivent pas a inhiber la
croissance de toutes les souches : Staphylococcus aureus ATCC 29522 et Escherichia coli
ATCC 25922. Le surnageant de la souche L. johnsonii 26 présente une zone d’inhibition plus
élevé (11 mm) contre Escherichia coli ATCC 25922, alors que la zone d’inhibition la plus faible
(7 mm) est celle de la souche L. johnsonii 23 contre Staphylococcus aureus ATCC 29522.

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 (Metlef et Bouras, 2009).
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1V.3.8 La résistance aux antibiotiques :
Les résultats de la résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques sont groupés dans le

tableau 8.

Tableau 8 : Résultats de la résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques.

NA 30ug CT 50pug K30 nug CIP5 g
L. nagelii4 00 mm 24 mm 32 mm 38 mm
L. johnsonii 5 00 mm 10.5 mm 00 mm 00 mm
L. johnsonii 6 00 mm 12 mm 00 mm 00 mm
L. johnsonii 1 00 mm 12 mm 00 mm 13 mm
L. johnsonii 8 / / / /
L. johnsonii 9 / / / /
L.rhamnosus10 | 00 mm 13 mm 00 mm 00 mm
L. arizonensisl1 | 00 mm 12 mm 00 mm 12 mm
L. satsumensis12 | 00 mm 14.5 mm 00 mm 00 mm
L. satsumensis13 | 00 mm 13 mm 18 mm 00 mm
L. johnsonii 14 | 00 mm 13.5 mm 00 mm 00 mm
L. johnsonii 15 | 00 mm 12.5 mm 00 mm 00 mm
L. johnsonii 16 | 00 mm 14 mm 18 mm 00 mm
L.gallinarum17 | 00 mm 12 mm 00 mm 00 mm
L. johnsonii 18 | 00 mm 13 mm 00 mm 00 mm
L. johnsonii 19 | 00 mm 12 mm 00 mm 00 mm
L. johnsonii 20 | 00 mm 11 mm 22 mm 00 mm
L. johnsonii 21 | 00 mm 00 mm 21 mm 10 mm
L. johnsonii 22 | 00 mm 10 mm 25 mm 13 mm
L. johnsonii 23 | 00 mm 07 mm 18 mm 23 mm
L. johnsonii 24 | 00 mm 11 mm 21 mm 15 mm
L. johnsonii 25 | 00 mm 12 mm 18 mm 00 mm
L. johnsonii 26 | 00 mm 10 mm 21 mm 00 mm
Acide Nalidixique (NA 30pg); Colistine Sulfate (CT 50ug); Kanamycine (K30pg);
Ciprofloxacine (CIP 50ug).

Les résultats de résistance et la sensibilité des souches étudiées aux antibiotiques sont
groupés dans le tableau 9. Les souches présentant un diametre de zone d’inhibition inférieure a
11mm sont considérées résistantes. Les résultats obtenus montrent que toutes les souches
étudiées montrent une résistance a 1’acide Nalidixique 30ug a I’exception des souches: L.
Jjohnsonii 8, L. johnsonii 9. Par ailleurs, il apparaisse que 7 souches (5, 20, 22, 23, 26, 24, 21)
résistantes au Colistine Sulfate 50ug et le reste de souches (4, 6, 7,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 25, 20, 24) sont sensibles. En ce qui concerne I’antibiotique Kanamycine 30 pg, 10
souches (4, 13,16, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26) sont sensibles et 11 souches (5,6, 7,10, 11, 12, 14,
15, 17, 18, 19) sont résistes. Concernant I’antibiotique Ciprofloxacine 5 pg il apparaisse que 7
souches sensibles (4, 7, 11, 22, 23, 24) et 14 souches (26, 25, 20, 21, 19, 18,17, 16, 15, 14, 13,
12, 10, 6, 5) résistent cet antibiotique. La souche L. nagelii 4 représente la souche la plus
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sensible pour les trois antibiotiques (Kanamycine 30pg, Ciprofloxacine Sug, Colistine Sulfate

50pg).
Ces résultats de la résistance et la sensibilité au Ciprofloxacine 5ug et la Kanamycine 30pg

sont en accord avec ceux obtenus par Kirtsalidou et a/. (2011) qui ont montré que toutes les
bactéries lactiques isolées a partir de tube digestif des enfants sont résistes au Kanamycine 30pg
et la majorité sont résistes au Ciprofloxacine Sug.

Il est nécessaire avant de lancer une culture d’amorgage ou un produit probiotique de
vérifier que les souches bactériennes impliquées ne contient pas des génes de résistance aux
antibiotiques (Ammor et mayo, 2007). Les bactéries probiotiques peuvent moduler la microflore
intestinale altérer par ’administration des antibiotiques (Ben Amor, 2006).




Conclusion.

Conclusion

A D’issue de ce qui a été réalisé, vingt-trois (23) souches ont été isolées, purifiées et
identifiées a partir du rumen de chévre.

L’identification des souches a été réalisée par la détermination des caractéristiques
morphologiques, physiologiques et biochimiques. La totalité était des bacilles appartenant au
genre Lactobacillus représentés par L. nagelii, L. rhamnosus, L. gallinarum, L. arizonensis
occupent une proportion de 4.34% pour chacune, L. satsumensis avec un pourcentage de 8.69%,
L. johnsonii est le plus dominant avec une proportion de 73.91%.

D’apres les résultats de I’étude des aptitudes technologiques, nous avons pu déduire qu’il
existe des variations entre les souches autant au niveau de 1’activité protéolytique, 1’absence de
I’activité texturante (2 I’exception de L. nagelii) et amylolytique chez toutes les souches.

Les résultats fournis par 1’étude des aptitudes probiotiques des souches sont
particuliérement intéressants. Les souches lactiques ont montré une résistance vis-a-vis des
conditions hostiles: acidité, sels biliaires, phénol. Nos souches sont capables de synthétiser des
substances inhibitrices ayant une activité antibactérienne. Cependant une résistance variable aux
antibiotiques a été enregistrée.

En fin, nous avons pu déduire que méme au sien d’'une méme espéce, il existe des
variations entre les souches au niveau des aptitudes technologiques et probiotiques. Les aptitudes
probiotiques se sont révélées intéressantes mais les souches avaient de faibles fonctionnalités
technologiques. L’identification des souches nécessite une confirmation par la biologie
moléculaire a savoir I’hybridation ADN-ADN et le séquencage de I’ARN 168S, ainsi d’autre
études sont nécessaires pour mieux évaluer les caracteres probiotiques de ces souches
notamment 1’étude in vivo.
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Composition des milieux de cultures:

Bouillon MRS

Peptone 10g

Extrait de viande 8g
Glucose 20g

Tween 80 Iml
Phosphate bipotassique 2g
Acétate de sodium S5g
Citrate d’ammonium 2g
Sulfate de magnésium 0.2¢g
Sulfate de manganése 0.05g
Eau distillée qsp 1000ml

pH6.2 autoclavage a 120°C pendant 15min

Gélose Gibson Abdelmalek
Extrait de levure

Glucose

Jus de tomate a pH 6.5 2.5¢g
Lait (9%) 50g
Gélose nutritive 100ml

Ajuster le PH a 7, repartir en tubes, stériliser en vapeur fluente pendant 3 jours consécutifs et
solidifier en position vertical

Gélose hypersaccharosée

Extrait de viande 10g
Extrait de levure 3g
Bacto-peptone 2.5g
Phosphate dipotassique 2¢g
Saccharose 150g
NaCl g
Sulfate de magnésium 0.2¢g
Agar 15g
Eau distillée 1000ml

Stérilisation 20min a 120°C

Gélose YMA

Extrait de levure 3g
Peptone 5g
Lait écrémé g
Agar 15g

Eau distillée qsp 1000ml
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Figure 12 : activité inhibitrice des souches étudiées contre Pseudomonas aerogenosa ATCC
27853.

igure 13: actité inhibitrice des souches étudiées contre Staphylococcus aureus ATCC 29522.

Figure 14 : activité inhibitrice des souches étudiées contre .coli ATCC 25922



Figure 15 : activité inhibitrice des souches étudiées contre Listeria sp.

Annexes

Tableau 9 : Le pourcentage de la survie des lactobacilles dans les milieux hostiles.

L. johnsonii 26

PH 2 PH 3 PH4 Sels biliaires | Phénol
(0.3%) (0.4%)

L. nagelii 4 .83t 040 | 1.85+0.77 35.77+4.74 | 18.35:0.28 1.93%1.02
L johnsonii 5 506=0.11 | 19.0345.22 | 67.49:2.74 | 11.660.14 | 8.71x0.04
L. johnsonii 6 3.59+055 | 18.2942.25 | 66.29+7.56 | 19.18+0.19 | 6.99+0.66
L. johnsonii 7 524+161 | 2053£1.27 | 90.06%5.77 | 18.0620.06 | 6.25+0.56
L. johnsonii 8 6.54-046 | 24451052 | 69.71x15.73 | 17.99x0.04 | 6.320.29
L. johnsonii 9 6.5940.12 | 32.0120.60 | 101.66+2.08 | 13.09+0.26 16.78+1.79
L johnsomii 10 | 5225056 | 25825029 | 29.48+180 [13.1960.10 [4.85:0.11
7 arizonensisll | 4.05£0.17 | 23.74x0.53 | 98.98+336 | 18.81£0.38 | 10.2120.50
L saisumensis 12 | 3475023 | 20.22%1.05 114.66£9.07 | 14.76x0.08 | 8.17+0.58
7 satsumensisl3 | 6135058 | 23.06=0.16 | 97.371.63 | 17.88+0.24 | 6.38+0.22
L johnsonii 14 | 523£0.17 | 20.7820.23 | 7821+4.15 | 18.77+0.24  [5.36+0.35
L johnsonii 15| 549%030 | 1284%026 |95.12%005 |10.52+026 [17.30+038
L johnsonii 16 | 5.940.11  [3.47+0.06 81.60£1.09 | 17.91%0.11 17.43£1.79
L gallinarum17 | 4495027 | 9.12:0.11 2833:0.30 | 11.72021 | 26.79+0.28
L. johnsonii 18 | 5405025 | 7.9420.17 80.81:0.82 | 13.47£035 | 24.89+0.49
L johnsomii 19 | 4965022 | 10085033 | 84.29+0.51 [18.45:0.10 [2187+1.24
L johnsonii 20 | 5.92£0.19 | 7.400.26 8628051 | 15.33x0.98 | 29.76=1.31
L johnsonii 21 | 5882030 | 5.78+0.14 85.26£050 | 13.69:030 | 31.73%0.18
L johnsonii22 | 494018 [9.93%0.19 8503029 | 13.81x0.58 | 39.77%1.21
L johnsonii 23| 5122009 | 8.64+0.49 8524050 | 15.18021 | 39.17+1.93
L johnsonii 24 | 3812006 | 10735035 | 82.96+0.89 | 19.61+0.08 |24.96+0.16
L johnsonii 25 | 6962041 | 22638053 | 70.44+2.94 | 18342021 | 765+0.15

514043 | 22.18%1.00 13.43:0.09 | 18.17+0.25 1.93%1.02




Tableau 10: les principaux caractéres des lactobacilles groupe A (homofermentaire obligatoire).

L. delbmeckiisubsp. delbwueckii

L. delbmieckiisubsp. bulgaricus

1. dedbrweckiisubsp. laitis

L. delbmrckiisubsp. indicus

1. avweerivs subsp. avianivs
L. aviewrsus subsp. waffiness

] 2 2 2 £
z z : 3 H 2 g . 2
S SR S P F & ¥ 3
H : B = t 8, A B 4
Species - -~ - - - - -5 - -
Phvlogeneuc de de de de de de de de sl sf de u de de
gf()u‘)
Pepudogivean Lys—o- Lys—o-  Lys—o-Asp Ly Lyvs—o- Lys—>- Lys—i» Lys—o-
npe Asp Asp Asp v, Asp
G+C conwent 49-5 49-51 403 25-98  84-96 36-37
{mol%)
Lacuc acid d d di i(d)

isomer{s)
Growth (°Ch
5/45
Carbohydrales
fermented:
Amygdalin
Cellobiose
Galacrose
Laciose
Maliose
Mannitol
Mannose
Melibiose
Raffinose
Salicin
Sucrose
Irchalose

.

d

+

+

P I

B+ + 8D+

+
+

P

&
(-

+

sSymbols and abbreviations: +, 99% or mere of stains are positive; -, W or more are negative; d, 1 1I-89% of strains are positive; w, weak positive reaction;
ND, no data available; (). isomers in parentheses indicare <15% of wial lacuc acid; mDpm, messdiaminopimelic acid; de, Ladobacilius defbrueckitgroup; sl

Ladtabaciltus salivanusgroup; re, Lacobaciiis rewters group; u, unique.
“W. P. Hammes, unpublished results.
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Tableau 11: les principaux caracteres des lactobacilles groupe A (homofermentaire obligatoire).

3 .
= H
ik ¢ 3
& o & =
F i 3
s = z g
S S - . f : 1 ;
2 # = 5 g g 2 " 3 e g H H g
i ¢ ¥ T 3 § a2 f 5 g i fF 0§ § 1 B i
i £ 4 & & & s i 5 S 5 i E 0§ & 3 § i 3
3 = 2 3 3 b H i H e b} # 3 3 k- ¥ < i %
-~ - - -~ ~ - ~ - - ~ <& 3 - w5 - ~ -~ -~ -~
de de de de de de s} u u sl u de sl sl st sl sl u de de
Lys— Lys—o- Ly~ Lys—tr Lys-- ND  mDpm  Ly-o Lyso- mDpm® mDpm' Lyso- mDpm aDpm lys—o- Lyso- mDpm mDpm ND Iy
Asp  Asp oAsp  Aspt Asp Asp Asp Asp* Asp Asp v-Asp
344 3335 355 34-30 34-80 8740 325 18.4 875 ND 527 ND 4447 429  34-36 34-36 3941 ] ND 37
| dl dl ddly d{h ds 1 i 1 dl d nd 1 di ! 1 | I nd i
ND s + w 2 | + w4 ND d wis + +/4
ND + . - - + - d + - ND + - - ND + -
ND + . - d d d + + + - ND + - - = + + +
ND + . + - - d - + + ND + ~ + % d v d +
d + + + ND d - + d + " - + ND +
d + + + + + d + + B + ND - + - ND + + +
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ND + + ND + & + - + . + ND + - - + + 4 +
d i + B d : ‘ - ND  d'w
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Tableau 12: les principaux caracteres des lactobacilles groupe B (hétérofermentaire facultatif).

L. con ysifor mis subsp. wryniformis

L. caryniformis subsp. torguens

£ 3 " 3 4 S ] s & g e
- S R A T - - I T
Species K " - - < - < ~ < & NI - <
Phylogenciic de sl s sl u sl W M u u u sl =1 de u u
group
Pepidoglycan  Lys-o-  Lys-o- mDpm  mDpm  Ly-o  Ly-o- Lys-o- Ly Ly-v Lyso Ly Ly-o- Ly-o ND Ly Lys-o-
tvpe Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp*  Asp® Asp® Asp
G+Ccomenmt 35-365 3942 4344 368:3 9637 41-44 45 45-47 45 45 4244 ND 3840 87 41417 4143
(mol%)
Lactic acid ni 1 1 1 1in) 1 ni i pi} » m N DL »t 1in) "
womeris)
Growth (°C) 4 e 4+ i+ + 44 + 4 + -F5 = + &
15/45
Carbohydrates
fermented.
Amvgdalin d 4 d ND d + d ND + < s
Armabinose - d + d d - - - - d d - - -
Cellobiose d - + + + - + - + + - ¥ + +
Esculin . + . + s + d + + + + +
Gluconae - - + + + + ND ND -
Mannuol d d + 4 " + + + +
Meleziose - i - +
Mechibiose - d + d * -
Raffinose - + d - d - d - % + . = s
Ribose d + + + 4 diw) + + % d d + .
Sorbitol - - d + + d - d i
Sucrose - d + d + ND B + + + d d + + +
Xylose d - +

*Symbols and abbreviations: +, 90% or more of strains are positive; - 90% or more are negadve: d. 11-89% of sirmns are positive; w, weak positive reaction; ND,
no data available; (), isomers in parentheses indicate <15% of wial lactic acd: mDpm, maediaminopimetic acid; de, Ladebanlius delbrueckingroup; sl, Ladobacilis

salivanusgroup; re, Lacobacilias wuten-group: u, unique

*W. P Hammes, unpublished resuls.

“Serains formerly designated L. casei subsp. fseudoplantarum produce mi-lacic acid,
dAccording 1o Carlsson and Gothefors (1975), 60 owt of 64 surains ferment nibose



Tableau 13: les principaux caractéres des lactobacilles groupe B (hétérofermentaire facultatif).

- : s
: L 4
¥ 3 x ¢ H
* I & & g s i
£ 5 & 3 i 4 5008
i 3 i 3§ 3 i & 3 & § i
§ & f 3 =z # ¥ ¥ & & : ¢ i g @ 3 % 39
s 4 ¥ & § & & 2 2 & L & 4 4 ¢ 3 ¥ k §
~ ~ ~ ~ —~ - ~—~ - - ~ - ~ ~ ~ - - - ~ ~
de u de de u sl u u u u u u u u u u u u u
Lyso- Ly Ly Lysp Ly~ Lys-o-  Lys-o» Lys-o- Ly mDpm mDpm Ly mDpm mDpm Ly—o- Ly Lys-n- ND  Ly-o-
Asp Asp Asp Asp Asp* Asp Asp Asp  Asp® Asp Asp Asp Asp Asp
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Théme :
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Résumé

Vingt trois souches sont isolées  partir de rumen de la chévre, afin de sélectionner des souches
potenticllement probiotiques, leur identification nous a permis d’obtenir six (6) espéces appartenant
aux genres Lactobacillus représentés par L. nagelii, L. rhamnosus, L. arizonensis, L. satsumensis,
L. gallinarum, L. johnsonii. Leur identification au moyen des tests microbiologiques et biochimiques
ainsi I"étude de quelques aptitudes technologiques et probiotiques ont permis de distinguer 4.34% de la
collection des bactéries lactiques isolées incapable de produire des exopolysaccharides, Pactivité
protéolytique est présent chez 52.17% de la collection des espéces identifiées. Pour confirmer leur
potentiel probiotique, des tests complémentaires ont été réalisés leur profil de résistance aux
antibiotiques qui donne des souches sensibles et d’autre résistantes, toutes les souches sont résistantes a
Pacidité (pH2, pH3, pH4), 0.3% de sels biliaires, 0.4% de phénol.

Mots clés : bactéries lactiques, probiotiques, rumen.

Abstract

In order to select a potentially probiotics strains of lactic acid bacteria, twenty tree strains were isolated
from rumen of goats. The identification has allowed us to obtain six species of the genus Lactobacillus:
L. nagelii, L. gallinarum, L. rhamnosus, L. arizonensis, L. satsumensis and L. johnsonii. The evaluation
of some technological and probiotics characteristics shown that all strains cannot produce
exopolysaccharides (except L. nagelii 4), some strains have proteolytic activity and all strains have not
amylolytic activity. Regarding tolerance of acidity, bile salts and phenol, all strains can be developed in
pH 2, 3, 4, 0.3% of bile salts and 0.4% of phenol. All strains resist Nalidixic acid and Ciprofloxacine
(some strains), and the resistance differ with the others antibiotics.

Keywords: lactic acid bacteria, probiotics, rumen.

L) S S 6l Ll o i s 0 5,y e i iy e Al el ) s o

it puldl and dlas Jad L pall 5 A g QS5 Jia il el amy o ol i

T (g ) of gt 85 3 D K S G il ol e 138 5 Jmlall 5 S (e A L s RE

L. johnsonii, L. rhamnosus, L. satsumensis, L. gallinarum “<* flyil 6 o lilaad U 23 oyl
L. nagelii, L. arizonensis

5 A piS LeliS Al 3 VA (pe 1305 Siip g lt oY) D Al LSl e aal dal e Jaall 138 S

.\pjhl‘gh\_,u.i'u.a;\.m&ha\ﬂ (_)S.ﬁc.:,ajg‘déﬂ\:\gj\ih St Qlé&hc\:ﬁj:\u’_ﬁm@wjﬁjﬂl

e 2 3alt el A gy L aam el Jal G s AYT (99 iliaalT ey e it il ol ey 531 LN

Lmiaiall G geall YS! A glie 50 Liasf g Ay gaadl cilalicaall Lta slie (sae Jia il jL53Y)

oY A gaall da slie Y JS Laiys e glie 5 2 Y1 5 L gadl colsluzaall o Y any of gitsill el g

L pill 5 4t shall

S el Alll L S A liall Cilals)




