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Introduction




Introduction

L’homme, a I’instar des animaux, vit continuellement avec une population de micro-organismes

complexe habitant son tractus gastro-intestinal. L’un des principaux effets bénéfiques émanant
de cette alliance est la protection et I’amélioration de la résistance aux maladies infectieuses de
I’organisme-hdte. Cependant, la composition de cette flore peut étre altérée par divers facteurs
alimentaires et environnementaux, qui rendent 1’organisme-hote susceptible aux maladies ou aux
désordres de la digestion.

Les effets bénéfiques sur la santé des aliments contenant des probiotiques, et en particulier des
produits laitiers, sur les enfants et d’autres groupes de population a haut risque sont de plus en
plus vantés par les chercheurs et les professionnels de la santé. Il a été signalé que ces
probiotiques peuvent jouer un rdle important dans les fonctions digestives, respiratoires et

immunologiques et pourraient avoir un effet sensible en réduisant les maladies infectieuses chez
les enfants.

La FAO, et L’OMS, (2002) ont établit récemment des lignes directrices pour I’utilisation d’un
« probiotique » dans les aliments et formulérent la définition suivante: « micro-organismes

vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates exercent une action bénéfique sur
la santé de I’hote qui les ingeres ».

Depuis ces derniéres années, un intérét considérable s’est développé autour de I’utilisation des
bactéries lactiques a effets bénéfiques pour la santé. Les souches du genre Lactobacillus sont les
micro-organismes probiotiques les plus en vue par leur association avec les produits laitiers.
Dans le corps humain, les lactobacilles sont identifiés comme membres de la flore naturelle
intestinale, vaginale et de la bouche. Pour exercer leurs effets positifs, les probiotiques doivent
adhérer aux cellules épithéliales de I’hote.

L’adhésion est un des critéres majeur de sélection de ces micro-organismes « santé » mais pour

étre accepté comme probiotique, une souche microbienne doit répondre a d’autres critéres,
validés par I’OMS, a savoir, la tolérance a la bile et 1’acidité, le pouvoir bactériocinogene,
I’innocuité totale et I’origine humaine pour une application en alimentation humaine.

En Algérie et a ce jour, peu ou pas d’études, existent sur les souches de Lactobacillus isolées
d’origine humaine a caractéres probiotiques. De ce fait, et vue I’actualité du sujet, il nous a
semblé intéressant de réaliser un travail pratique sur les Lactobacillus isolées a partir de selles
d’enfants et de tester le profil probiotique de nos souches locales, entre autres, leurs adhésion
aux cellules épithéliales de I’iléon de différents animaux.

Le choix, de différents régions isolées de Jijel, pour prélever les échantillons de selles n’est pas
anodin. Le but était de cibler une variabilité de souches en fonction de la variation des bols
alimentaires, en tenant compte que les enfants, dans ces régions, consomment peu ou pas de
yaourt, afin d’éliminer les lactobacilles apportés par celui-ci et d’axer, le plus possible, sur les
souches de la flore intestinale.

Les objectifs de notre travail sont :

- Isoler et identifier a partir de selles d’enfants, des souches de Lactobacillus



Introduction

- Etudier leurs profils probiotiques par la caractérisation de I’adhésion aux cellules

épithéliales de I’iléon de différents animaux, le pouvoir antagoniste, la tolérance a
I’acidité et aux selles biliaires et la réponse au stimulus stomaco-duodénal.
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I. Les bactéries lactiques
I.1. Définition :

Les bactéries lactiques sont un vaste ensemble de microorganismes procaryotes qui se rattachent
a deux filiations généalogiques, ou phylum :

» Le phylum des Clostridium, dont ’ADN des chromosomes contient un pourcentage de
guanine+ cytosine inferieur a 50%.

» Le phylum des Actinomycetes, dont I’ADN des chromosomes contient un pourcentage de
guanine + cytosine supérieur a 50% (Dacosta, 2000).

Les bactéries lactiques forment un groupe bactérien phylogénétiquement trés hétérogeéne et
bénéficient d’un statut GRAS (Generally Regarded As safe) (Saad, 2010).

Concernant les produits métaboliques, le point commun de ces bactéries lactiques est leur
capacité a produire de I’acide lactique (CH3CHOHCOOH) (Wee et al., 2006) suite a la
fermentation des glucides par conversion du pyruvate en acide lactique pour régénérer le NAD"
utilisé dans la glycolyse (Penaud, 2006 ; Boudjema ef al., 2009).

L.2. Principaux caractéres des bactéries lactiques :

» Les bactéries lactiques sont Gram positives, catalase négatives (Dacosta, 2000)
oxydase négatives, généralement nitrate réductase négatives (Leveau et Bouix, 1993).
Elles sont généralement mésophiles; certaines sont psychrotolérantes ou
thermotolérantes, elles se développent majoritairement a pH 4,0-4,5 et certaines sont
encore actives a pH 9,6 ou pH 3,2 (Baliarda, 2003).

» Ils sont chimioorganotrophes, généralement immobiles, asporulées et ont des exigences
nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les
acides gras et les glucides fermentescibles (Doleyres, 2003).

» Ce sont des bactéries anaérobies facultatives, microaérophiles, uniquement capables de
fermentation en aérobiose (Leveau et Bouix, 1993).

» Elles métabolisent les saccharides par deux mécanismes :

4% Le processus homofermentaire (voie d’Embden-Meyerhof) : production presque
exclusive d’acide lactique.

4 Le processus hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphates): production
d’acide lactique et CO,, éthanol ...

» Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de
carbone, le diacétyl et les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

» Elles sont également impliquées dans les phénomeénes d’altération de certaines catégories
de denrées alimentaires (Prescott ef al, 2005).

Actuellement, les bactéries lactiques regroupent treize genres bactériens différents :
Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Carnobacterium, Qenococcus, Weissella, Aerococcus, Tetragenococcus et
Vagococcus (Dortu et Thonart, 2009).
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I.3. Le genre Lactobacillus
L.3.1. Définition

Le genre Lactobacillus a été proposé par Beijerinck en 1901 (Pot, 2008). Les lactobacilles
appartiennent au groupe des Firmicutes, a la classe des Bacilli, 2 ’ordre des Lactobacillales et a
la famille des Lactobacilliaceae. 1ls représentent le groupe le plus important des bactéries
lactiques, contenant plus de 120 espéces et 20 sous espéces (Saad, 2010).

Ils ne sont jamais pathogénes, ils contiennent de nombreuses espéces qui sont des agents de
fermentation lactique (Guiraud, 2003).

Certaines Souches de Lactobacillus sont largement utilisées dans les aliments et l'industrie
pharmaceutique en raison de leurs propriétés bénéfiques (Dana Gobadi ef al, 2010).

e }

kﬁ* -\(‘?
~ y —= !

'h:f\A 22N

Figure (01) : le genre Lactobacillus sp
I.3.2.Caractéristiques des lactobacilles

- Ces bactéries peuvent se développer a des températures basses ou extrémes comprises
entre 2 et 50°C, avec un optimum compris entre 30 et 40°C (Saad, 2010).

- IIs ont un métabolisme fermentaire produisant de I’acide lactique. Certaines espéces sont
homolactiques, d’autre hétérolactiques produisant des acides volatils, de 1’éthanol et du
CO; a coté de I’acide lactique :

e Les lactobacilles homofermentaires obligés (exemple : L.delbrueckii) utilisent la voie
de la glycolyse ; les pentoses et le gluconate ne sont pas fermentés.

e Les lactobacilles hétérofermentaires dont certains sont facultatifs (exemple L. casei) :
ils utilisent la glycolyse ou le cycle des pentoses ; les pentoses et le gluconate sont
fermentés par I’intermédiaire de ce dernier. Les hétérofermentaires obligés (exemple
L.brevis) n’utilisent que le cycle des pentoses (Guiraud, 2003).

- De plus ces microorganismes sont auxotrophes (Saad, 2010), ils exigent pour leur
développement des milieux bien adaptés, riches en acides aminés, vitamines et acides
gras: ils sont acidophiles, et généralement peu protéolytiques et peu lipolytiques
(Guiraud, 2003).

1.3.3. Classification phénotypiques des espéces de Lactobacillus

Les critéres phénotypiques restent encore trés importants aujourd’hui pour la classification des
lactobacilles. Le genre est composé de plus de 120 especes décrites et est génétiquement assez
divers. Le pourcentage en G+C varie entre 32 et 54 %. Une premiére classification des
lactobacilles a été établie selon le profil fermentaire (Penaud, 2006).
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Les lactobacilles produisent I’isomére D(+) ou L(-) ou les deux isoméres de 1’acides lactiques.
Ce caractére ainsi que la morphologie et les températures de croissance ont été utilisés trés tot
comme marqueurs taxonomiques pour classer les lactobacilles en trois groupes
Thermobacterium, Streptobacterium et Betabacterium (Tailliez, 2004).

- groupe 1 : les Lactobacilles homofermentaires obligatoires, contenant les espéces du
groupe Thermobacterium et d’autres espéces nouvellement décrites. Ils sont incapables de
fermenter les pentoses et le gluconate. Ce groupe est constitué d’environ 25 espéces, la plupart
thermophiles (croissance 45°C), leurs cellules sont longues, droites souvent en palissades
(Leveau et Bouix, 1993).

La plupart des espéces sont présentes dans le lait et les produits laitiers, mais un grand nombre a
été isolé chez ’homme et les animaux et participe a 1’équilibre de la microflore de 1’organisme
(Pilot et al, 1998). Exemple : L. acidophilus, L. amylophilus, L. amylovorus, L. aviarius subsp.
Araffinosus, L.aviarius subsp. Aviarius, L. crispatus, L. delbrueckii subsp. Bulgaricus L.
delbrueckii subsp. Delbrueckii, L. delbrueckii subsp. Lactis, L. farciminis, L. gallinarum, L.
gasseri, L. helveticus, L. jensenii, L. johnsonii, L. kefiranofaciens, L. kefirgranum, L. mali, L.
ruminis, L. salivarius subsp. Salicinus, L. salivarius subsp. Salivarius, L. sharpeae (Saad, 2010).

-groupe 2 : ce sont les Lactobacilles homofermentaires facultatifs, formés d’espéces du
groupe Streptobacterium. La fermentation des hexoses est homofermentaire (mais peut étre
hétérofermentaire dans certains cas), celle des pentoses et du gluconate est hétérofermentaire
avec une production d’acide lactique. Leurs cellules sont courtes, souvent arrangées en filaments
(Leveau et Bouix, 1993).

11 est constitué d’une vingtaine d’espéces, majoritairement mésophiles. Elles sont isolées
dans les fourrages, les produits laitiers et les produits carnés.

Exemple : L. acetotolerans, L. agilis, L. alimentarius, L. bifermentans, L. casei, L. coryniformis
subsp. Torquens, L. coryniformis subsp. Coryniformis, L. curvatus, L. graminis, L. hamsteti, L.
homohiochii, L. intestinalis, L. murinus, L. paracasei subsp. Paracasei, L. tolerans, L.
paraplantarum, L. plantarum, L. pentosus, L. rhamnosus, L. sake (Saad, 2010).

-groupe 3: les Lactobacilles hétérofermentaires obligatoires, regroupant les
Betabacterium et utilisant la voie des pentoses phosphate pour la fermentation des hexoses et des
pentoses. Les cellules sont courtes, droites et séparées (Leveau et Bouix, 1993). C’est un groupe
qui rassemble des espéces relativement hétérogénes, surtout outre leur présence dans les produits
laitiers et carnés, certaines espéces se développent dans le tube digestif de I’homme, et
participent & I’équilibre de la flore intestinale (Pilot et al, 1998).

Exemple : L. brevis, L. buchneri, L. collinoides, L. fermentum, L. fructivorans, L. fructosus,
L. hilgardii, L. kefir, L. malefermentans, L. oris, L. panis, L. parabuchneri, L. parakefir, L.
pontis, L. reuteri, L. sanfrancisco, L. suebicus, L. vaccinostercus, L. vaginalis (Saad, 2010).

1.3.4. Classification génotypiques des espéces de Lactobacillus

En raison de la diversité des phénotypes et des morphotypes des lactobacilles, I’identification de
certaines espéces par 1’approche classique reste délicate voire impossible. C’est le cas, en
particulier, des espéces apparentées a L. acidophilus dont certaines font I’objet de nombreux
travaux compte tenu de leur importances dans les domaines des probiotiques.

L’utilisation des outils de taxonomie moléculaire comme 1’hybridation quantitative ADN\ADN,
les séquences des génes d’ARN; 16S ont permis de lever des ambigiités et de nommer

S
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précisément les quelques espéces de lactobacilles d’intérét en santé et en alimentation humaine

parmi plus d’une centaine d’especes de lactobacilles actuellement décrites. (Tailliez, 2004 ; Yin
et Zheng, 2005).

L. b {
L. brevis uchneri

L. plantarum Pediococcus

L. sharpeae
L. coryniformis L. casei
L. bifermentans
L. curvatus, graminis, sakei
L. salivarius
L. reuteri

L. acidophilus

Weissella

Leuconostoc

Figure (02) : Arbre phylogénétique des principales espéces du genre Lactobacillus basé sur les ARNr
16S .Sont soulignés en rouge , les groupes pour lesquels la séquence d’au moins un génome est
disponible, en vert ceux pour lesquels au moins un génome est en cours de séquengage. La barre indique
une divergence de séquence estimée de 10%. Adapté de Schleifer et Ludwig (1995) (Penaud, 2006).

1.3.5. Diversité des habitats
Les lactobacilles ont colonisé un nombre important de niches écologiques (tableau 01) et
représentent le groupe des BL le plus ubiquitaire dans I’environnement (Penaud, 2006). Chez les

humains, ils sont présents dans la bouche, des voies génitales féminines, et tractus gastro-
intestinal et constituent un genre important de la flore intestinale (Yagi ef al., 2008).

Tableau (01) : habitats des lactobacilles (Penaud, 2006).

Environnement Exemple
Plantes et produits végétaux L. plantarum, L. brevis, L. buchneri, L. fructosus
Sol, eau, eaux usées et compost L. sharpeae, L.agilis, L. pentosus, L. rhamnosus
Aliments fermentés
Lait L. delbrueckii, L. casei, L. helveticus, L. hilgardii, L. kefir
Viande L. sakei, L. curvatus, L. halotolerans, L.reutri
Légumes L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. cellobiosus
Produits céréaliers
Levain (pain) L. delbrueckii, L. buchneri, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum
Malt L. delbrueckii, L. casei, L. brevis
Humains Example
Cavité orale L. plantarum, L. salivarius, L. oris, L. gasseri, L. crispatus
Tractus digestif L. reuteri, L. plantarum, L. salivarius, L. ruminis, L. acidophilus
Vagin L. crispatus, L. jensenii, L. gasseri, L. vaginalis, L. acidophilus
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1.3.6. Propriétés industrielles des Lactobacillus

Les bactéries lactiques (BL) sont trés utilisées dans I’industrie agroalimentaire. Elles peuvent
fermenter une grande variété de substrats (Tableau 02).

Tableau (02) : Utilisations des bactéries lactiques dans 1’alimentaire et exemples des espéces
utilisées prédominantes d’aprés McKay et Baldwin (1990) (Raynaud, 2006).

Fermentations de Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus
végétaux plantarum
Fermentations de

viandes et poissons Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici

Boissons alcoolisées  Oenococcus oceni, Lactobacilius delbrueckii

Café et cacao Bacténes lactiques vanées

Sauce de soja Lactobacillus delbrueckii, Pediococcus soyae
indig Bacténes lactiques vanées

Ensilage Lactobacillus plantarum

Probiotiques Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei

Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus

Pain au levain plantarum, Lactobacillus fermentum

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus

Eincoits leichmannii, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis

Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc
Produats laitiers mesenteroides ssp. cremoris, Leuconostoc lactis, Streptococcus
fermentés thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei

Les bactéries lactiques (LB) sont la base biologique de la production d'une grande multitude
d'aliments fermentés. La contribution la plus importante de ces bactéries aux produits fermentés
est de préserver les qualités nutritives de la mati¢re premiére et d'empécher la croissance des
bactéries d'altération et pathogénes. Cette inhibition peut étre due a la production de nombreux
métabolites tels que les acides organiques (acide lactique et acétique), le peroxyde d'hydrogéne,
le diacétyle et bactériocines (Diop et al., 2007).

Bien qu’apportant des effets bénéfiques dans I’industrie alimentaire, les bactéries lactiques
peuvent aussi étre des flores de contamination par la production de flaveurs désagréables et de
produits toxiques, comme les amines biogénes (Edima, 2007).
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IL.1. Historique et définition des probiotiques

La notion de « probiotique » trouve son origine dans les travaux de Metchnikoff (1907),
microbiologiste et prix Nobel de médecine au début du 20°™ siécle (Ninane ef al., 2009), qui a
observé le long de la vie des paysans bulgares, Qui ont consommé des aliments fermentés du lait.
I a suggéré que les lactobacilles pourraient contrecarrer les effets de putréfaction du
métabolisme gastro-intestinal (Azizpour ef al., 2009).

Le terme «probiotique» vient des mots grecs "pro" (en faveur) et «biotique» (la vie) (Chiquette,
2009). Les définitions du terme « probiotique » ont évolué avec le temps et la réflexion des
chercheurs, des industriels et des spécialistes de la communication au grand public (Morteau et
Seksik, 2005). Lilley et Stillwell (1965) qui furent apparemment les premiers en 1965 a utiliser
le terme choisirent des « facteurs promoteurs de croissance, produits par des micro-organismes »
(Chukeatirote, 2003 ; Morteau et Seksik, 2005). En 1974 Parker élargit la notion de
probiotiques en «organismes et substances qui contribuent & 1’équilibre de la flore intestinale ».
Quinze ans plus tard, Fuller (1989) redéfinit les probiotiques comme étant : « des préparations
microbiennes vivantes utilisées comme additif alimentaire, qui ont une action bénéfique sur
I’animal héte en améliorant sa balance microbienne intestinale » (Ninane et al., 2009).

En 1999 Salminen a défini les probiotiques comme « des préparations de cellules microbiennes

ou des composants de cellules microbiennes, qui ont un effet bénéfique sur la santé et le bien-
étre de I’hote » (Salminen et al., 1999).

En 2001, un comité mixte d’experts FAO/OMS (Organisation des Nations Unies pour
’alimentation et 1’agriculture / Organisation mondiale de la santé) définissait les probiotiques
comme étant des « microorganismes vivants qui, administrés en quantité adéquates, exercent une
action bénéfique sur la santé de I’hdte » (FAO/OMS, 2001 ; Grajek ef al., 2005 ; Kaushik et
al., 2009).

IL.2. Critéres de sélection des probiotiques
Plusieurs critéres ont été proposés pour aider les industriels a rationaliser leur sélection des

souches de micro-organismes qui auraient les meilleures chances d’avoir les propriétés
probiotiques (Morteau et Seksik, 2005). Ces critéres sont résumés dans le tableau 03.



Chapitre II - ____les probiotiques

Tableau (03): Caractéristiques proposées comme critéres pour aider a la sélection des micro-organismes
potentiellement probiotiques selon (Rousseau, 2004 ; Firzpatrick, 2005 ; Boclé, 2005 ; Kosin et
Rakshit, 2006 ; Azizpour ef al., 2009).

e D’origine humaine (isolé du tractus intestinal d’un homme sain)
ou alimentaire (utilisée dans les produits fermentés).
e Détermination de la classification par des techniques

phénotypiques et génotypiques.
e Ces bactéries doivent étre sans danger pour 1’hote c’est-a-dire ni
pathogénes ni toxiques.

e Larésistance a I’acidité et a la toxicité de la bile.
e Pas de transmission possible de geéne de résistance aux
antibiotiques et pas de dégradation excessive du mucus.

e Tolérance a I’acidité et aux enzymes gastriques.
Tolérance a la bile et aux enzymes digestives.
Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus
gastro-intestinal (la colonisation de I’intestin humain).

e Les propriétés de modulation immunitaire.

e Production de substances antimicrobiennes (Produire des acides,
du peroxyde et de bactériocines) et antagonistes a la croissance
des agents pathogenes.

o Effets documentés sur la santé.

Des souches génétiquement stables.
Stabilité au cours des procédés de production et dans le produit
fini.

e Disposer de bonnes propriétés technologiques, de sorte qu’elles
puissent étre cultivées a grande échelle.

e Conservation des propriétés probiotiques aprés production.

IL.3. Classification des probiotiques

Les microorganismes probiotiques les plus sélectionnés : Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Lactococcus.

Le tableau 04 indique les micro-organismes probiotiques les plus utilisés. Toutefois, des
bactéries non lactiques, tels que Escherichia, Bacillus, mais également des levures telles que
Saccharomyces, ont fait ’objet d’applications sur le marché du probiotique (Grajek et al.,
2005 ; Yin et Zheng, 2005 ; Ingrassia et al., 2005).
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Tableau (04) : Les principales souches reconnues en tant que probiotiques (Rousseau, 2004).

Espéces de
lactobacilles

£

£

A O g |
Lactobaciluz bulgancus

L. acidophiltss La5 (c Hansen)
L. acidophilus NCFM (panisco)
L. casei Shirota (vakut)

L. casei DN-114 001 panone;
L. reuteri ATCC 55730 (Biogaia)
L. delbrueckii subsp.
bulgaricus 2038 g wix)

L. gasseri K7 i)

L. johnsonii La1 pressé)

L. paracasei CRLA31 (cr. Hansen)
L. paracasei F19 pegipham)
L. plantarum 299V prosi Ag)
L. rhamnosus GG vaio)

L. crispatus

L. gallinarum

Espéces de
bifidobactéries

B. longum BB536 (Morinaga)
B. breve Yakut (vaiu)

B. lactis Bb 12 (ch. Hansen)

B. lactis HNO19 ©anisco)

B. animalis DNI 73010 (Danone)
B. Infantis 35264 (Procter & Gambie)

Autres bactéries

S. thermophilus 1131 pueis vix)
E. faecalis Symbiofior (symbiopharm)
E. faecium SF68 (Cerios)

Microorganismes

S. boulardii Uttraevure® iocodex)
S. cerevisiae
E. coli Nissle 1917 (ardeypharm)

P. acﬂlacbammMBswtdts

B. cereus

I1.4. Effets bénéfiques des probiotiques sur la santé de ’héte

Les mécanismes d’action des probiotiques, impliqués dans les effets bénéfiques sur 1’héte, sont
complexes (Figure 03), souvent multiples et dépendent de la souche bactérienne considérée
(Ait- Belgnaoui, 2006). 11 s'agit de la résistance a la colonisation, de la production de substances
antimicrobiennes, de I’inhibition de l'adhésion des agents pathogeénes, de la dégradation des
toxines, de la stimulation de 1'immunité locale et périphérique, de la stimulation de l'activité
enzymatique, et de la stimulation sécrétoire des IgA (John et Green, 1997).

10
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pathogens

production of competition for
antimicrobial substances, nultrients and receptors
lactic acid, bacteriocins,
H,0, \

probiotics normal microflora

ut function
9 digo“'r;n peptidoglycan

promotion of
host defence

Figure (03) : interaction entre la microflore intestinale, les probiotiques et les cellules intestinales de
I’héte : activités métaboliques, fonction immunitaire et prévention de la colonisation des micro-
organismes pathogénes et indésirables (World Gastroentérology Organisation, 2008).

I1.4.1. Effet de probiotique sur traitement des diarrhées

I1.4.1.1. Traitement associé a la diarrhée aigiie

Il a été démontré que !’utilisation des souches probiotiques L. reuteri ATCC 55730,
L. rhamnosus GG, L. casei DN-114 001, réduisait la sévérité et la durée de la maladie
diarrhéique aigiie chez ’enfant (World Gastroentérology Organisation, 2008).

I1.4.1.2. Traitement de la diarrhée associée aux antibiotiques

Le role, notamment, de certaines souches probiotiques telles que L. rhamnosus GG et
S. boulardii dans la prévention des diarrhées associées aux antibiotiques a été démontré. Une
récente étude a montré ’efficacité de L. casei DN-114 001 dans la prévention des diarrhées
associées a ’antibiothérapie mais aussi celles provoquées par Clostridium difficile (World
Gastroentérology Organisation, 2008).

11.4.1.3. Traitement de diarrhées infectieuses de I’enfant

11 existe un consensus sur les effets de certains probiotiques étudiés sur la diminution de la durée
de la diarrhée a rotavirus et de sa sévérité, avec quelquefois une mise en évidence d’une
stimulation des anticorps IgA anti-rotavirus. Le rdle protecteur envers les diarrhées bactériennes
est moins établi (Moreau, 2001).

11.4.2. Traitement de ’infection par Helicobacter pylori
Helicobacter pylori est une bactérie qui colonise l'estomac. Sa présence est associée avec des
ulcéres de 1'estomac et le cancer gastrique (Kiani, 2006). Wang et al. (2004) ont rapporté que la

consommation réguliére de yogourt additionné de Lactobacillus acidophilus La5 induisait une
suppression effective de I’infection due a H.pylori (Food and Nutrition Institute, 2005).

11
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I1.4.3. Maladies inflammatoires et troubles intestinaux

Les maladies intestinales inflammatoires, telles que la pochite et la maladie de Crohn, ainsi que
le syndrome du colon irritable, peuvent étre causés ou aggravés par des altérations dans la flore
intestinale incluant I’infection (FAO/OMS, 2001). Une étude de Guandalini. (2002) a montré
que I’ingestion de Lactobacillus GG entraine une amélioration notable de I’état clinique chez
des enfants souffrant de la maladie de Crohn. De méme Gosselink et al. (2004) ont observé des
effets cliniques bénéfiques chez des patients affectés par une colite ulcéreuse aprés ingestion de
produits fermentés contenant Lactobacillus GG (1 -2x10'" bactéries/ jour) (Amrouche, 2005).

11.4.4. Stimulation de Pimmunité

La plupart des probiotiques stimulent généralement le systétme immunitaire de I’héte de fagon
non spécifique, en stimulant I’activité phagocytaire et la production d’immunoglobulines A
sécrétoires (IgA), qui protege I'héte contre les micro-organismes entéropathogénes, bloquant
l'adhésion, la translocation vers le compartiment systémique, la multiplication virale, neutralisant
les entérotoxines ou encore bloquant le passage de macromolécules par la formation d'immun-
complexes (Moreau, 2001; Ait Belghnaoui, 2006).

I1.4.5. La prévention du cancer du colon et d’autre cancer

La flore intestinale et le systéme immunitaire jouent un rdle dans la cancérogenése colique, ces
deux paramétres peuvent étre eux-mémes modulés par des probiotiques. Plusieurs études ont
montré que certains probiotiques pouvaient diminuer I’activité d’enzymes, la concentration de
mutagénes ou d’acides biliaires secondaires dans les selles, qui pourrait ére impliqué dans la
cancérogenése colique. Les probiotiques pourraient empécher la croissance d’autres souches qui
transforment les procancérogeénes en cancérogeénes, réduisant ainsi la quantité de cancérogénes
dans I’intestin (Izquirdo, 2009).

11.4.6. Inhibition des « mauvaises » bactéries

L’adhésion et la colonisation des probiotiques semble étre essentielle pour le contrdle de
la croissance de micro-organismes potentiellement pathogénes d’origine bactérienne, virale
ou fongique. Le principal mécanisme impliqué dans I’inhibition de bactéries pathogénes est la
production de substances antimicrobiennes, de type bactériocine. Il a également été observé
que certains probiotiques réduisent la prolifération des bactéries pathogénes en diminuant
le pH intraluminal et en augmentant la production d’acide gras a courte chaine ( Kaushik ef al,
2009).

I1.4.7. Le role antitoxique des probiotiques :

Les probiotiques interviennent trés certainement dans la neutralisation des produits toxiques. Ils
provoqueraient une atténuation du catabolisme intradigestif et une orientation de la microflore
intestinale pour réduire 1’absorption des substances toxiques (ammoniac, amines et indoles) et
diminuer la bio transformation des sels biliaires et des acides gras en produits toxiques. Les
bactéries probiotiques auraient aussi la capacité de produire des métabolites susceptibles de
neutraliser in situ certaines toxines bactériennes (Robin et Rouchy, 2001).
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11.4.8. Effet sur I’intolérance au lactose

Plusieurs travaux explicatifs ont montré que la lactase de bactéries lactiques participait a la
digestion du lactose dans I’intestin. Dans une étude contrélée, il a été démontré que les sujets
déficients en lactase digéraient 90% du lactose contenu dans 400g de yaourt et que environ un
cinquiéme de la quantité de lactase présent dans le yaourt parvenait encore active jusqu’a la toute
fin de I’intestin gréle aprés un repas (Moreau, 2005).

ILS5. Microflore du tube digestif humain
IL5.1. Structure du systéme digestif

Le systéme digestif est composé successivement de la cavité buccale, 1’estomac, I’intestin gréle
(duodénum, jéjunum et iléon), le caecum, le colon ou gros intestin (c6lon ascendant, célon
transversal et colon descendant) et se termine par le rectum et I’anus (Figure 04) (Watterlot,
2010).

1
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§ d
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Figure (04): Structure du systéme digestif (Watterlot, 2010).

La physiologie du tube digestif est constituée de cinq tuniques concentriques situées
respectivement de la lumiére vers I’intérieur de ’organisme (Figure 05) : La muqueuse, qui
comporte un épithélium de revétement ainsi qu’un tissu conjonctif sous-jacent : le chorion ou
lamina propria, qui lui-méme contient des tissus lymphoides diffus ainsi que des follicules
lymphoides. La muscularis mucosae, la sous-muqueuse, la musculaire externe comprenant la
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partie circulaire interne et longitudinale externe ainsi que la tunique externe constituée par un
tissu conjonctif lache qui la rend solidaire aux organes voisins (Watterlot, 2010).
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Figure (05): La muqueuse intestinale (Watterlot, 2010).
I1.5.2. La fonction de la muqueuse intestinale

Une des fonctions principales de la muqueuse intestinale est la formation d’une barriére physique
séparant le milieu extérieur (lumiére intestinale) du milieu intérieur (compartiment systémique).
La muqueuse intestinale est en contact permanent avec la microflore intestinale résidente et des
quantités massives d’antigénes d’origine alimentaire. Pour préserver I’homéostasie, la muqueuse
doit développer des stratégies de défense afin d’empécher les antigénes intestinaux de pénétrer
dans le compartiment systémique. Cette protection est assurée par des mécanismes de défense
non spécifiques, tels que des facteurs physiques (péristaltisme) et chimiques (métabolites
antimicrobiens, acidité stomacale), et par des mécanismes de défense spécifiques avec, entre
autres, la production d’anticorps sécrétoires et I’activation du systéme immunitaire associé a la
mugqueuse (Prioult, 2003).

I1.5.3. Composition de la microflore intestinale

La microflore intestinale est constituée d’une grande diversité d’espéces microbiennes assurant
différentes fonctions pour I’hdte. La microflore du tractus gastro-intestinal a été estimée a pres
de 10"-10" cellules microbiennes représentant 400 a 500 espéces et sous espéces. Cette
microflore représente environ dix fois le nombre total des cellules du corps humain
(Amrouche, 2005 ; Moreau, 2005). Les méthodes bactériologiques conventionnelles ont pu
mettre en évidence que les bactéries anaérobies (Bactéroides, Bifidobacteries, Eubactéries,
Streptocoques, Lactobacilles, etc.) sont largement prédominantes. La flore bactérienne est
constituée, d’une part, de souches qui ont colonisé le tractus digestif dés la naissance de
I’individu et, d’autre part, de souches qui envahissent le tube digestif au cours de I’ingestion
d’aliments ou de boissons. Actuellement, il est courant de distinguer la microflore intraluminal
de la flore adhérente a la muqueuse (Harish et Varghese, 2006 ; Gossum, 2007). Les
populations bactériennes présentes dans la lumiére du tube digestif augmentent progressivement
de I’estomac jusqu’aux selles (Figure 06) (Ait belgnaoui, 2006).
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Figure (06): Schéma simplifié décrivant les compartiments de 1’appareil digestif de I’homme et leurs
microflores selon Ouwehand et Vesterlund (2003) (Amrouche, 2005).

I1.5.4. Fonctions des bactéries digestives

Les fonctions des bactéries digestives sont de trois types :

I1.5.4.1. Fonction métabolique

Une fonction métabolique avec la production des acides gras volatiles a chaines courtes
véritables carburants du colonocyte ; de la vitamine K ; ils facilitent par ailleurs I’absorption des
ions, le métabolisme des xénobiotiques, le métabolisme hépatique des lipides et facilitent le
transit intestinal de par leur capacité d’effet de masse.

11.5.4.2. Fonction de protection

Une fonction de protection : les bactéries participent aux défenses de la « barriére intestinale » en
utilisant des nutriments, en modifiant le pH intraluminal et en occupant des sites potentiels de
colonisation. De plus, elles sécrétent au niveau de la surface épithéliale des molécules
antimicrobiennes telles les bactériocines, et rentrent en compétition pour I’acceés a des récepteurs
de I’hote.

11.5.4.3. Fonction trophique

Une fonction trophique : les bactéries jouent un role trophique en facilitant la prolifération et la
différentiation épithéliale et en promouvant le systtme immunitaire. Globalement, on reconnait
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que la flore luminale joue davantage un role métabolique et participe a la barriére intestinale
alors que la flore adhérente de la muqueuse a plus une fonction trophique (Gossum, 2007).

11.5.5. Lactobacillus dans le microbiote intestinal

En raison de leur importante contribution au maintien de I'écosystéme intestinal et dans la
stimulation du syst¢éme immunitaire de 1'héte, les lactobacilles sont des membres importants du
tractus gastro-intestinal de 1’homme (Pennacchia et al., 2006 ; Morita et al., 2007). Ces
organismes inhibent la croissance de bactéries nocives et augmentent la résistance a l'infection.
Ils sont capables de survivre a pH faible de I'estomac, normalement destructive pour la plupart
des microbes (Kaushik ef al., 2009). Les Lactobacillus résistent au mouvement péristaltique en
adhérant a 1’épithélium intestinale et/ou mucus (Jakava-Viljanen et Palva, 2007). L’adhérence
a la muqueuse intestinale est un critére crucial pour la colonisation et notamment pour le
maintien de 1I’équilibre de la microflore intestinale (Juntunen ef al., 2001).

I1.6. L’adhésion comme critére de sélection des souches probiotiques

Au fil des années, I’importance de 1’adhésion a été clairement démontrée pour les bactéries
pathogénes. Celles-ci s’attachent a la surface intestinale, produisent des toxines et, ou,
envahissent les cellules épithéliales et de cette fagon elles peuvent causer des infections
intestinales. Il y a une trentaine d’années, il a ét¢ démontré que des bactéries de la flore
indigéne, telles que les lactobacilles, étaient fortement attachées a la muqueuse intestinale des
porcs et a I’estomac des souris, ce qui suggérait une capacité d’adhésion de ces bactéries a
certains supports (Izquirdo, 2009). Aujourd’hui, la capacité des souches a adhérer a la
muqueuse gastro-intestinale est un des principaux critéres pour la sélection des souches
probiotiques (Gusils ef al., 2003 ; Collado ef al., 2006).

11.6.1. Définition

L’adhésion est une action qui se caractérise par I’ensemble des 'phénoménes physicochimiques et
biologiques permettant & une bactérie de s’unir a une surface de fagon durable. Elle dépend de :

- L’environnement (température, pH,...) ;

- L’aspect et la rugosité de la surface ;

- L’énergie libre de surface du systéme bactérie/substrat ;

- Le caractére hydrophile ou hydrophobe des bactéries et du substrat ;

- Les charges de surface ;

- La force ionique du milieu ;

- La présence de structures spécifiques a la surface des bactéries et du substratum (Saad,
2010).

Récemment, 11 a été également suggéré que les ions divalents, comme par exemple, le calcium,
ont une influence sur la fixation des bactéries par 1’augmentation de 1’adhérence des souches
probiotiques (Larsen et al., 2006).

11.6.2. La surface des cellules bactérienne

Plusieurs facteurs contribuent a l'interaction des lactobacilles avec les tissus de 1'hdte, tels que
’hydrophobicité de la surface des cellules, I’autoaggregation et les protéines de surface
cellulaire. En effet, il a ét¢ démontré que plusieurs protéines de surface cellulaire des
lactobacilles probiotiques se lient au mucus, aux cellules épithéliales et / ou a leurs composants
de la matrice extracellulaire MEC (Jakava-Viljanen et Palva, 2007).
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I1.6.3. Rappels sur la structure de la paroi des lactobacilles

L’enveloppe des cellules bactériennes Gram positif tels que les lactobacilles, est constituée
d’une membrane cytoplasmique recouverte d’une couche épaisse de peptidoglycane (PG) de 30
nm d’épaisseur environ. Accessoirement, le peptidoglycane est entouré d’une couche secondaire
de polymeres tels que des polysaccharides (Figure 07). Le peptidoglycane forme un exosquelette
qui contribue au maintien de la forme des cellules et lui confére sa résistance mécanique et
notamment sa capacité a résister aux variations de pression osmotique du milieu externe.

Le PG forme un immense réseau macromoléculaire entourant complétement la cellule
bactérienne. Ce réseau de peptidoglycane est recouvert ou traversé a certains endroits par trois
types de structures : des acides teichoiques et lipoteichoiques, des polysaccharides et des
protéines (Saad, 2010).

S-layer Lipoteichoic acid Neutral polysacchande leichoic acid

Figure (07) : Représentation schématique de la paroi des bactéries Gram positif. La bicouche lipidique de
la membrane plasmique est couverte par une multicouche de peptidoglycane, traversée par des
polysaccharides neutres, des acides lipoteichoiques et acides teichoiques, puis entourée par une enveloppe
extérieure de protéines de la couche S (d’apres Delcour et al., 1999).

[1.6.3.1. Les constituants protéiques de la paroi de Lactobacillus

En régle générale, les protéines exportées a la surface bactérienne possédent un peptide signal
qui les oriente vers les voies d’exportation et permet ainsi leur migration vers la surface.
Certaines de ces protéines contiennent dans leur structure un ou plusieurs domaines, qui sont
nécessaires a leur ancrage a la paroi cellulaire ou a la membrane cytoplasmique. Dans le cas
d’absence de motif d’ancrage, ces protéines seront sécrétées dans le milieu extérieur. Leur role
dans I’interaction bactérie/hdte a été largement rapporté. La Figure 8 présente de maniére
schématique les différentes sous familles de protéines exportées a la surface d’une bactérie a
Gram positif tel que Lactobacillus (Saad, 2010) :
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Figure (08) : Les différentes sous familles de protéines exportées chez les bactéries probiotiques du genre
Lactobacillus. 1: Protéines ancrées a la paroi avec un motif LPXTG, 2: Lipoprotéines ; 3: Protéines avec
un domaine N-terminal ou C-terminal en hélice transmembranaire ; 4: LysM protéines, liées au résidus
Lys du peptidoglycane ; 5: GW protéines ; 6: Protéines présentant un domaine choline-binding ; 7: WXL
protéines ; 8: Protéines de la couche S ; 9: "Anchorless proteins" ou protéines sans peptide signal ni motif
d’ancrage a la paroi et 10: Protéines sécrétées d’aprés Sanchez et al. (2008).

11.6.3.2. Les protéines de la couche-S

La surface des bactéries Gram positives est parsemée de protéines spécifiques a la souche
pouvant étre soit attachées a la surface de la paroi cellulaire, soit étendues a travers la paroi
cellulaire et liées a la membrane cytoplasmique sous-jacente. Dans la pluparts des cas, ces
protéines jouent le role d’adhésines nécessaires a 1’adhésion de certaines souches probiotiques. I
s’agit des protéines de surface ou couche-S (Izquirdo, 2009).

La couche-S, présente a la surface des Lactobacillus est formée par des assemblages
monomoléculaires paracristallins de protéine ou de glycoprotéine ((Izquirdo, 2009). Chez
certaines bactéries probiotiques, les protéines de la couche S présentent un ou plusieurs
domaines N-terminaux (appelés "S layer domains" ou SL), responsables de I’adhésion a d’autres
constituants de la paroi tels que les acides teichoiques / lipoteichoiques, ou les polysaccharides
(Izquirdo, 2009).

Les séquences de génes codant pour les protéines de la couche-S chez deux souches L. brevis,
deux souches de L. acidophilus , une souche de L. helveticus , une souche de L. crispatus et sept
souches de L. gallinarum sont actuellement connues et déposées dans les bases de données
GenBank (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, USA) (Jakava-
Viljanen et Palva, 2007).

11.6.4. L’adhésion des lactobacilles aux constituants de la muqueuse intestinale

Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été¢ liés a la capacité des souches probiotiques a
adhérer a la muqueuse intestinale (Ruas-Madierdo ef al., 2006).

11.6.4.1. Adhésion de Lactobacillus aux cellules épithéliales

L’adhésion des souches probiotiques dans le tractus gastro-intestinale, permet d’empécher leur
élimination immédiate par péristaltisme et fournit un avantage concurrentiel dans cet écosystéme
(Guglielmetti et al., 2008).
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Les difficultés rencontrées lors des études in vivo, sur I’adhérence de ces probiotiques, en
particulier chez 'hnomme, ont conduit au développement in vitro de modéle d’origine humaine de
lignées cellulaire intestinale (Drouault et Corthier, 2001 ; Guglielmetti et al., 2008). Les
mécanismes moléculaires par lesquels ces lactobacilles adhérents a 1’épithélium intestinal sont
complexes et varient en fonction des souches testées et des lignées cellulaires humaines utilisées
(Drouault et Corthier, 2001). Par conséquent, peu de connaissances actuelles existent sur le

mécanisme d’adhésion des lactobacilles aux cellules intestinales humaines (Chauviére et al.,
1992).

I1.6.4.1.1. Les lignes de cellules intestinales humaines

Les lignes de cellules de culture d’origine intestinale de I’homme tel que caco-2, HT-29 et INT-
407 sont couramment utilisées pour 1’étude de 1’adhésion des bactéries (Reid et al., 1992).

Les cellules épithéliales intestinales de la lignée Caco-2 et HT-29 sont isolées a partir d'un
adénocarcinome du cOlon humain. La lignée caco-2 se différencie en une monocouche de
cellules polarisées avec des membranes apicales et basolatérales séparées par des jonctions
serrées. La monocouche des cellules Caco-2 ressemble structurellement aux enterocyte
différenciés de I’épithélium intestinal (Chauviére et al., 1992 ; Coconnier et al., 1992). La
lignée HT-29 est composée de plusieurs types cellulaires dont 95% de cellules non différenciées.
Morphologiquement, les cellules indifférenciées se présentent en multicouches et sont non
polarisées. Enfin, une troisiéme lignée identifiée INT-407, isolée a partir d’intestin gréle
d’embryon humain a fait ’objet d’une utilisation plus épisodique par rapport aux deux lignées
précédentes Figure (09).
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Figure (09). Morphologie des monocouches de cellules de bien-développés Caco-2, HT-29 et INT 407
cultures, respectivement. Les cultures ont été cultivées en milieu de Dulbecco Eagle modifié a 37 ° C
dans une atmosphére d'air CO2/95% et 5% étaient de 21 jours d’aprés Lewandowska et al. (2005)
(Grajek et al., 2005).

11.6.4.2. L’adhésion de Lactobacillus a la mucine

Les cellules épithéliales intestinales sont recouvertes d’une couche protectrice de mucus,
mélange de glycolipides et de protéines de hauts poids moléculaires et fortement glycosylées,
appelées mucines (Juntunen ef al, 2001). La mucine intestinale a un double role : elle peut
empécher 1'adhérence des bactéries pathogénes, et sert également de source de nutriments et de
matrice pour la colonisation de bactéries probiotiques (Juntunen ef al, 2001 ; Ramiah ef al,
2007).

I1.6.5. Principales adhésines de lactobacillus

Les travaux faisant état de I’implication d’adhésines protéiques dans I’interaction in vitro de
bactéries probiotiques du genre Lactobacillus avec des lignées de cellules intestinales sont
nombreux. Hynonen et al. (2002) dans un travail consacré a L. brevis ATCC 8287, ont démontré

19



Chapitre 11 les probiotiques
,

que la bactérie adhére aux cellules épithéliales des lignées Caco-2 et Int-407 par le biais d’une

protéine de la couche-S ou SLpA. Ultérieurement, 1’implication d’une autre protéine de la

couche S de L. acidophilus NCFM, dans I’adhésion aux cellules Caco-2, a été identifiée par

Buck et al. (2005) (Saad, 2010).

Granato et al. (2004) ont identifié une forme associée a la paroi du facteur d’élongation EF-Tu
chez la souche Lactobacillus johnsonii NCC53 (Lal). Les auteurs ont montré que cette protéine
participe a I’interaction de la bactérie probiotique avec des cellules épithéliales de lignée Caco-2
et HT-29. L’adhésion de L. johnsonii Lal aux cellules Caco-2 est pH dépendante avec un
maximum a pH acide de 5.

Roos et Jonsson ont caractérisé une protéine de surface de grande taille qui contribue a
’adhésion de Lactobacillus reuteri 1063 : la protéine Mub (mucus-binding protein). De méme,
la protéine de type lectine, spécifique du mannose, Msa, de Lactobacillus plantarum WCFSI1 et
la protéine Mub de L. acidophilus NCFM ont été identifiées comme adhésines du mucus. Ces
trois protéines ont le méme type de domaine caractéristique des protéines de surface des
bactéries Gram positives : un peptide signal N-terminal pour le transport & travers la membrane
plasmique et un motif d’encrage C-terminal LPXTG, qui est reconnu par des enzymes appelées
sortases, qui le clivait et le liait de fagon covalente au peptidoglycane de la paroi bactérienne
(Ramiah ef al., 2008 ; Izquirdo, 2009 ).

Une autre protéine sortase-dépendante, caractérisée chez L. salivarius UCC118, est la protéine
Lsp A. Elle s’est avérée active dans 1’adhésion de cette souche au mucus et aux cellules
épithéliales (Izquirdo, 2009 ; Ossowski ef al., 2010).

Une adhésine classée comme facteur d'élongation (EF-Tu), a été isolée de L. johnsonii NCC 533
(Lal). EF-Tu facilite le transfert de 1'aminoacyl-ARNt au site A du ribosome et en se liant
également a la mucine, elle facilite ’adhésion de la souche L. johnsonii NCC 533 aux cellules
intestinales de 'homme. Le mécanisme par lequel EF-Tu interagis avec la mucine n'est pas bien
compris. Une Protéines EF-Tu isolée de L. plantarum partagé 84% d'’homologie avec la protéine
EF-Tu de L. johnsonii NCC 533 (Ramiah et al., 2007).

Certaines protéines de la couche-S de Lactobacillus crispatus JCM5810 (protéine CbsA),
L. helveticus ROOS2 (protéine Slp), L. brevis ATCC8287 (protéine SlpA) et L. acidophilus
NCFM (protéine SlpA) ont montré des capacités d’adhésion aux cellules épithéliales, aux
matrices extracellulaires et aux acides lipoteichoiques d’autres espéces bactériennes. De plus,
’efficacité de certaines de ces protéines dans la prévention de I’adhésion des pathogénes aux
cellules épithéliales de I’homme a été démontrée (Izquirdo, 2009).

En dessous de la couche de mucus s’étend la matrice extracellulaire de 1’héte, composée de
plusieurs protéines sécrétées telles que la laminine, la fibrine, I’héparine, le collagéne et la
fibronectine. Certaines probiotiques ont la capacité d’adhérer a cette matrice. Il a été¢ montré que
la protéine CnBP (collagen-binding protein) de L.reutri NCIB11951 adhére au collagéne de type
I de la matrice extracellulaire (Izquirdo, 2009). Une autre protéine de la couche S a été
identifiée chez la souche L. brevis ATCC 8287, il s’agit de la protéine SLp A associée a la paroi
de cette bactérie. Cette protéine est impliquée dans 1’adhésion de la souche au collagéne ainsi
qu’a la fibronectine (Saad, 2010).
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Chapitre 1 Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de la faculté des Sciences de
I’Université de Jijel durant une période qui s’étend du mois de février au moi de juin.

I.1. Matériels
I.1.1. Matériels biologiques
I.1.1.1. Les selles d’enfants

La niche écologique utilisée pour I’isolement des bactéries lactiques est constituée de selles
d’enfants, 4gés de 5 mois a 5 ans. Les échantillons ont été collectés dans quatre régions
différentes de la wilaya de Jijel : El Ouana, El Chekfa, Ben Yajis et Texana. Ainsi, I’étude a été
conduite sur une totalité de huit échantillons, a raison de deux échantillons par région pour
I’obtention d’une collection de Lactobacillus d’origine humains.

1.1.1.2. Les souches bactériennes indicatrices

Lors de ce travail, les germes utilisés comme souches indicatrices (souches sur lesquelles est
testée I’action antibactérienne) (Izquierdo, 2009), sont référenciées au tableau (05) ci-dessous :

Tableau (05) : Souches bactériennes indicatrices utilisées au cours de ce travail.

Souches Source ou référence
Gram négatif

Escherichia coli 29522

E. coli pathogéne 8404

Pseudomonas aeruginosa 27853

Klebsiella 111Kb

Gram positif

Staphylococcus aureus 29523

Bacillus subtilis non référencié
Staphylococcus aureus résistant a la méthiciline non référencié
Listeria monocytogenes souche de référence institut pasteur

I.1.1.3. Les animaux de laboratoire

Les animaux utilisés au cours de cette étude sont : un lapin, un poulet fermier (race locale), une
souris, un rat (Institut Pasteur d’ Alger).
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I.1.2. Milieux de cultures
Les principaux milieux de croissance utilisés au cours de cette étude sont :

- Milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe) : Milieu sélectif pour la culture des Lactobacillus
additionné de 1 % de cystéine (préparé au laboratoire).

- Milieu Gibson Abd El Malek : pour la recherche du type fermentaire (préparé au laboratoire).

- Milieu MEVAG sans sucre (milieu d’étude de la voie d’attaque des glucides): pour la
réalisation des profiles de fermentation des sucres. (Institut Pasteur d’ Alger).

- Le milieu Moéller a I’arginine (Institut Pasteur d’Alger).

- Gélose nutritive : pour la réalisation de tests de I’activité¢ antibactérienne (Institut Pasteur
d’Alger).

- Milieu Muller-Hinton : pour les tests de I’activité antimicrobienne (Institut Pasteur d’Alger,
Idéal labo).

- Bouillon nutritif : pour la culture des souches tests (Institut Pasteur d’ Alger).
I.1.3. Réactifs et solutions chimiques
Au cours de notre travail, nous avons utilisé les réactifs suivants :

- Colorants de Gram : violet de gentiane, Lugol, alcool, Fushine.

- L’eau oxygénée (H,0O,).

- L’eau distillée stérile.

- L’eau physiologique.

- HCI (IN), la soude NaOH (5N), acide acétique.

- L’huile & immersion

- Les sucresa 20%: glucose, lactose, galactose, saccharose, xylose, mannose, ribose,
salicine, sorbitol, arabinose, tréhalose, cellobiose, a 20% (Institut Pasteur d’ Alger).

- Solution Ringer

- Les sels biliaires (Institut Pasteur d’ Alger).

- PBSapH7

- Le cristal violet.

- Cystéine.

I.1.4. Matériels et appareillages

- pH meétre (Hanna Instruments).

- Bain Marie (Gerhardt, Memmert).

- Etuve de 15, 20, 37 et 46°C (Memmert).
- Microscope optique (Olympus).

- Four Pasteur (Controls).

- Spectrophotométre (UV Shimadzu).

- Centrifugeuse (Hettich, Sigma).

- Agitateur magnétique chauffant (Bunsen).
- Vortex (Minishaker IKa).

- Réfrigérateur (Condor).

- Balance (Denver).

- Autoclave (Slli).

- Les seringues de 5 ml.

22



Chapitre 1 Matériel et méthodes
A A A 1 e T S A A e P e e e A SRS R M

- Filtre millipore (0.22pum).

- Papier Watman.

- Lyophilisateur (Christ).

- Compteur de colonies (Funke Gerber).

I.2. Méthode

Pour la facilité du travail et en fonction de la disponibilité des produits, un premier lot de souche
de bactéries isolées a été retenu pour la suite de I’étude.

Le but était de faire un screening de souches bactériocinogénes adhérant aux cellules épithéliales
parmi ce lot, si résultats négatifs, faire un autre screening parmi un deuxiéme lot de souches
restantes. Le choix des souches retenues a été réalisé de maniére a représenter tous les
échantillons.

L.2.1. Analyse des échantillons et technique de dilution
1.2.1.1. Analyse des échantillons

Les échantillons des selles d’enfants ont été collectés dans des pots stériles et transportés
directement. Une fois au laboratoire, le pH des échantillons a été déterminé par le pH métre. La
moyenne des valeurs des pH mesurés a été calculée pour ajuster le pH du milieu MRS.

L.2.1.2. Techniques des dilutions

La solution mére a été préparée en prélevant 1 g de chaque échantillon (1,2,...,8) et ajouté a 9 ml
d’eau distillée stérile. A partir de cette solution mére, des dilutions sériées allant de10™ 4 107 ont
été réalisées.

1.2.2. Isolement et purification

La phase préliminaire obligatoire & toute identification est un isolement suivi d’une purification
(Guiraud, 1998).

1.2.2.1. Enrichissement

1ml de chaque dilution est ensemencé dans S5ml de bouillons MRS enrichi a la cystéine, ensuite
homogénéisé au moyen d’un vortex et incubé a 37°C.

Il convient de préciser que les lactobacilles ont une relation de sensibilité¢ a I’oxygene, les
cultures sont donc incubées dans des conditions particuliéres, visant & diminuer la tension
d’oxygeéne et créer I’anaérobiose. Il est donc souhaitable de fermer les boites de Pétri et les tubes
a essai hermétiquement en utilisant le ruban adhésif (Leveau ef al, 1991).

1.2.2.2. Isolement

L’isolement est réalisé sur milieu MRS solide, milieu adapté a la recherche spécifique des
Lactobacilles. Les cultures sont incubées 24 a 48 heures a 37°C dans des boites de Pétri a
1’obscurité et en anaérobiose (Labioui ef al, 2005).
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1.2.2.3. Purification

La purification est effectuée par quatre repiquages successifs sur milieu MRS solide jusqu’a
’obtention des colonies de mémes tailles, mémes formes, ce qui renseigne sur la pureté de la
souche (Labioui et al., 2005).

De ce fait, le prélévement et la remise en suspension se portera uniquement sur des colonies bien
distinctes, homogénes et bien développées. Pour s’assurer de leur pureté, une coloration
différentielle de Gram suivie d’une observation microscopique est réalisée pour chaque souche.

Les souches ainsi purifiées sont alors conservées au réfrigérateur a +4°C jusqu’au moment de
leur utilisation.

1.2.3. Identification des souches de Lactobacillus
1.2.3.1. Etude des caractéres morphologiques

L’étude morphologique est portée sur 1’observation macroscopique qui consiste a décrire les
colonies obtenues sur milieu solide aprés incubation (taille, pigmentation, contour, aspect,...) et
aprés coloration de Gram détaillé ci-dessous. L’examen microscopique permet de déterminer la
morphologie des cellules bactériennes (Gram, taille, forme et mode d’association) (Hariri ef al,
2010).

1.2.3.1.1. Grammage

A partir d’une suspension bactérienne, on réalise une coloration différentielle de Gram. Ce test
permet de caractériser la paroi bactérienne selon les étapes de manipulation suivantes :

1- Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre ;

2- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d‘eau, strier et sécher par
passage rapide sur la flamme d“un bec Bunsen ;

3- Coloration au violet de Gentiane : tous les éléments sont colorés en violet ;

4- procéder au Lavage ;

5- Fixation au Lugol : le Lugol fixe le violet sur les structure membranaires des bactéries
Gram +;

6- Procéder au Lavage ;

7- Décoloration a I’alcool : les bactéries Gram positives sont colorées en violet foncé, les
autres éléments sont incolores ;

8- Lavage;

9- Recoloration du fond a la Fushine : les éléments tissulaires et les bactéries Gram +
positives sont toujours colorées en violet.

1.2.3.2. Tests biochimiques
1.2.3.2.1. Recherche de la catalase

L’activité catalytique permet la dégradation de 1’eau oxygénée en oxygeéne et en eau. Elle est
mise en évidence en émulsionnant la culture bactérienne a tester dans une solution fraiche d’eau
oxygénée. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit la décomposition de
I’eau oxygénée sous I’action de I’enzyme a tester (Bekhouche, 2006).

2 H,O, Cata 2 H,O0+02
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1.2.3.2.2. Recherche du type fermentaire
Ce test permet d’apprécier le type de métabolisme par lequel le substrat carboné est catabolisé.

C’est ainsi que le caractére homofermentaire ou hétérofermentaire est mis en évidence par la
méthode classique de Gibson & Abd El Malek. Le milieu une fois stérilisé a 120°C durant 20
min est réparti dans des tubes a essai. Aprés inoculation par piqure central, 4 ml de gélose
blanche sont ajoutées dans chaque tube.

Aprés 7 jours d’incubation & 37°C, les homofermentaires se développent dans le milieu en
utilisant le sucre mais ne produisent pas de gaz. Au contraire, les hétérofermentaires produisent
du CO; qui se manifeste par un décollement du bouchon de la gélose (Bekhouche, 2006).

1.2.3.2.3. Profil de fermentation des sucres

Ce test permet d’apprécier la capacité des souches purifiées a fermenter quelques sucres
(Guiraud, 1998).

L’étude est réalisée sur milieu MEVAG (Milieu d’Etude de la Voie d’Attaque des Glucides).
Une fois régénéré au bain Marie bouillon, le milieu est réparti aseptiquement au niveau de tubes
d ’Eppendorf stériles dont chacun sera additionné d’un des différents sucres suivants : glucose,
saccharose, mannose, xylose, ribose, lactose, galactose, tréhalose, sorbitol, salicine, cellobiose.

Ces tubes une fois ensemencés par piqure centrale sont soumis a une culture de 24 heures a
37°C. La croissance des souches et le virage de I’indicateur coloré traduisent la fermentation du
sucre.

1.2.3.2.4. Recherche de Pactivité arginine dihydrolase ADH

Pour la détermination de ce caractére, la souche a tester est ensemencée dans un tube
d’Eppendorf contenant le milieu Moéller a I’arginine. Le tube est par la suite incubé a 37°C
pendant 24 heures.

La culture dans le milieu se manifeste par un virage au jaune du milieu dii au métabolisme de
glucose. Si la souche dégrade I’arginine elle produit alors une amine qui va augmenter le pH du
milieu et on observe un virage de la couleur au violet (Hariri ef al., 2010).

1.2.3.3. Test physiologique

1.2.3.3.1. Température de croissance

Ce test est effectué comme suit : 5 ml de bouillon MRS sont inoculés en double avec les souches
étudiées dans des tubes a essai. Ensuite, une série sera incubée a 46°C et une autre a 15°C
pendant 24h.

Ce test est important car il permet de différencier les thermophiles, qui peuvent se développer a
46°C, des mésophiles qui poussent a 15°C.

1.2.4. Pouvoir antagoniste des souches

La méthode de confrontation directe de Tadesse ef al. (2004) (méthode de disques ou portes
germes) a été utilisée pour la détermination du spectre d'activité des souches de Lactobacillus
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isolées et purifiée envers des espéces indicatrices appartenant aux bactéries & Gram négatives
(Escherichia coli 29522, E. coli pathogeéne 8404, Klebsiella 111Kb , Pseudomonas aeruginosa
27583), et aux bactéries a Gram positives non sporulées (Lactobacillus ,Staphylococcus
aureus 29523, Staphylococcus aureus résistant a la méthiciline).

Cette méthode consiste selon Tadesse ef al. (2004) a :

— Inonder en surface les boites de Pétri contenant le milieu GN par quelques millilitres de
cultures de souches indicatrices.

— Incuber les boites pendant 3 heures a 37°C. Aprés incubation, déposer a la surface de la
gélose des disques en papier Watman stérile préalablement imprégnés par la culture des
Lactobacillus testées.

— Mettre les boites a 4°C pendant 4h pour assuré la diffusion des substances responsables de
I’interaction. Enfin incuber les boites & 37°C pendant 24h.

L’inhibition de la souche indicatrice se traduit par la formation de zones claires autour des
disques dont le diamétre est mesuré a partir du centre du disque en mm (Metlef et Dilmi-
Bouras, 2009). Une inhibition est considérée positive si le diamétre est supérieur & 2 mm
(Doumandji et al., 2010).

1.2.5. Etude de Pactivité bactériocinogéne

Les nombreuses méthodes décrites pour la détection de souches lactiques productrices de
bactériocines sont basées sur le principe que ces substances protéiques peuvent diffuser dans un
milieu de culture solide ou semi solide qu’on inocule préalablement avec une souche cible. La
production de bactériocine est détectée par le pouvoir inhibiteur du filtrat du micro-organisme
testé sur la croissance du germe cible (Labioui ef al., 2005).

1.2.5.1. Préparation du surnageant

Comme les inhibitions peuvent étre causées par plusieurs agents tels que l'acide lactique, le
peroxyde d'hydrogéne, les phages et les bactériocines, la recherche de la nature de I’agent
inhibiteur est devenue indispensable (Mami ef al., 2010).

Une culture de souches de Lactobacillus supposées bactériocinogeénes est réalisée sur bouillon
MRS a 1% de glucose pendant 24 heures a 37°C, 20 ml pour chaque souche. Cette étape une fois
effectuée, la culture est soumise a une centrifugation 3 6000 rpm durant 40 min a 4°C et le
surnageant obtenu est filtré sur filtre millipores 0.22 pm.

L’exclusion de toute inhibition de 1’organisme indicateur qui pourrait étre due a I’effet conjugué
des acides organiques (notamment I’acide lactique et I’acide acétique) et du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) a été réalisée par un ajustement du pH a 6.5 a 5N et I’addition de quelque
goutte de la catalase au surnageant des souches sélectionnées (Ogunbanwo ef al., 2003 ;
Achemchem et al., 2004 ; Labioui ef al., 2005 ; Diop et al., 2007).

Les filtrats peuvent étre conservés a +4°C a I’obscurité.

1.2.5.2. Détermination de Pactivité bactériocinogéne du surnageant

Sel®n la technique de diffusion en puits de Barefoot et al. (1983) in Diop ef al. (2007), 10 pl
d’une culture d’une nuit de germes indicateurs sont ensemencés dans 20 ml de gélose Mueller-
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Hinton fondue, Une fois coulée et solidifiée, des puits de 6 mm de diamétres sont creusés
stérilement sur cette surface et seront remplis avec 60 pl du surnageant.

Les boites de Pétri sont mise a une température de 4°C durant 2 a 4 heures pour permettre la
bonne diffusion de la substance antibactérienne. Les cultures seront par la suite mises dans leur
condition optimum de croissance. La lecture se fait par la mesure du diamétre en mm des zones
d’inhibitions formées au tour des puits (Doumandji ef al., 2010).

1.2.6. Evaluation des aptitudes probiotiques in vitro

1.2.6.1. Croissance sur milieu acide

La technique décrite par Hyronimus ef al. (2000) a été appliquée.

Pour la réalisation de ce test, une culture jeune de nos souches a été centrifugée a 6000
rpm pendant 10 minutes. Le culot a été reparti sur des tubes contenant du bouillon MRS ajusté a
différentes valeurs de pH 2 et 6.5 avec I’ HCL (1N).

On procéde a la mesure de la Do a 660 nm et au dénombrement des cellules a T= Oh et aprés 2h
d’incubation a 37°C.

Le dénombrement a été réalisé sur cellule de Malassez et observation sous microscope optique
avec le grossissement x 40.

1.2.6.2. Croissance en présence de la bile

Ce test est réalisé sur milieu MRS a pH acide selon la technique décrite par Lin et al. (2007) :
Pour réaliser ce test, une fraction de bouillon MRS additionnée de 0,3% de la bile et ajuster a pH
2 a été utilisée.

Le bouillon a été réparti en tubes avec un rapport V/9V. Chaque tube est additionné de 1ml
d’inoculum d’une culture jeunes de Lactobacillus. On procéde a la mesure de la Do a 660 nm et
au dénombrement des cellules a T=0h et apres 2h.

Pour le dénombrement nous avons réalisé une série de dilution jusqu'a 10* dans des tubes
contenant I’eau physiologie, ensuite la gélose a été coulée dans une série de boites de Pétri et

laissé prendre en masse, puis ensemencée par 50ul de la derniére dilution de cultures de
Lactobacillus.

Cette technique est réalisé dans le temps T, et aprés 2heures, puis incubation a 37°C pendant
24h.

1.2.6.3. Réponse au stimulus stomaco-duodénal lors du passage

Le but de cette étude est de sélectionner des souches de Lactobacillus qui peuvent résister aux
pH stomacal bas, sel biliaire ... lors du passage. La technique décrite par Vizoso ef al. (2006) a
été appliquée.

Les cultures de nuit de nos souches sont diluées de 1/10 dans la solution Ringer avec une
mesure de la DOgg pour atteindre une concentration de 2x 108 cellules/ml.

Une quantité de 1 ml d’échantillon a été élevée et diluée dans 10pl de bouillon MRS a pH 3, puis
on procéde a la mesure de la DO a4 660 nm et au dénombrement des cellules a T=0h par cellule
de Malassez sous le microscope optique avec le grossissement x40.
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Apres une heure d’incubation & 37°C on ajoute a la culture 4 ml de Sels biliaires reconstitués a
raison de 10% et 17 ml d’une sécrétion duodénal synthétique a pH 7 (NaHCO; 6.4 g/l, KCL
0.239¢/1, NaCL 1.28 g/1).

Le suivi du taux de survie des souches est réalisé par mesure de la DOgg et le dénombrement a
I’aide de cellule de Malassez sous microscope optique (grossissement x40) a différents
intervalles de temps 1h, 2h et 3h.

1.2.7. Test d’adhésion de Lactobacillus aux différentes cellules épithéliales
La méthode décrite par Lin ef al., 2007 a été appliquée, et réalisée en 3 étapes :

Séparation des cellules épithéliales : un fragment de I’iléon a été prélevé chez le rat : tout
d’abord il a été lavé par solution tampon de phosphate salin PBS & PH 7,2 pour le débarrasser
de tout son contenu ; il est ensuite placé dans un bain de PBS et soumis a une réfrigération a 4°C
pendant 30 min, afin de faciliter la récupération des cellules de la muqueuse, aprés ce temps
d’incubation, la préparation est soumise a 4 lavage dans le PBS, suivis d’un repos pendant 3h a
4°C. La solution obtenue aprés cette durée d’incubation est la suspension des cellules
épithéliales.

Préparation des Lactobacillus : une culture agée d’une nuit est centrifugée a 6000
Tr/ 15minutes ; ensuite le culot est récupéré et on lui ajoute 2ml du PBS, a partir de la
suspension obtenue, on prépare les dilutions décimales V/9V jusqu’a I’obtention de la dilution
10™. A partir de cette derni¢re on effectue une observation microscopique a I’objectif x 100 pour
confirmer que le nombre de cellules des bactéries lactiques est approximativement > 10°
cellules/ml.

Adhésion : 1ml de la suspension des souches de Lactobacillus ensemencées dans le PBS est
mélangé avec 1ml de la suspension des cellules épithéliales, une incubation est réalisée a 37°C
pendant 45 minutes. Puis une goutte de ce mélange est colorée avec une goutte du cristal violet
additionné d’alcool.

Observation microscopique : Elle est faite & I’objectif x100 aprés préparation de frottis et
coloration au cristal violet. Le test est positif s’il y aura une adhésion au moins de 15 cellules de
Lactobacillus aux cellules épithéliales.

La méme technique est réalisée sur I’iléon du lapin, du poulet et de la sourie.
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I1. Résultats et discussion

I1.1. Mesure du pH

La mesure du pH des différents échantillons de selles est présentée dans le tableau (06).
Tableau (06): Les valeurs du pH des différents échantillons.

N° des 1 2 3 4 5 6 7 8
échantillons

valeurs du 6,44 6,16 6,49 537 6,21 6,31 6,40 5,49
pH

La moyenne du pH =6.16 acté utilisée pour I’ajustement du pH du milieu MRS.
IL. 2.Isolement des souches de Lactobacillus

120 souches de bactéries lactiques ont été isolées et purifiées, sur milieu MRS, a partir des
différents échantillons de selles d’enfants.

11.3.Identification

L’appartenance ou non, des 120 souches isolées, au genre Lactobacillus a été déterminée par des
tests morphologiques, biochimiques et physiologiques.

I1.3.1.Etude des caractéres morphologiques
I1.3.1.1 Examen macroscopique

L’observation macroscopique des colonies, obtenues sur gélose MRS, montre des petites
colonies d'environ Imm de diameétre, de forme lenticulaire de couleur blanchétre ou laiteuse,
avec une surface lisse et un pourtour circulaire régulier. Ceci correspond a la description des
colonies des Lactobacillus décrites par Mami ef al. (2010).

Figure 10 : Aspect macroscopique des colonies d’une souche de Lactobacillus (B13) isolée et
purifiée
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I1.3.1. 2.Examen microscopique

L’observation microscopique apreés coloration de Gram a révélée que sur les 120 souches de
bactéries lactiques isolées et purifiées, seules 70 présentaient les caractéristiques des
Lactobacillus. Elles étaient Gram positif, sous forme de bacilles fins ou coccobacilles, isolées ou
en chainettes plus ou moins longues.

Figure 11 : aspect microscopique d’une souche (B13) de Lactobacillus isolée et purifié
(Coloration de Gram, grossissement x100).
I1.3.2. Tests biochimiques
I1.3.2.1.Recherche de la catalase

Le test de la catalase a révélé que 10 souches étaient catalase positive (dégagement de bulles

d’air lors du test), en revanche, les 60 souches restantes étaient catalase négative (pas
d’apparition de bulles d’air).

En se référant aux données bibliographiques les Lactobacillus sont catalase négative (Dacosta,
2000 ; Karam et Karam, 2006 ; Hariri ef al., 2009; Mami ef al., 2010).

I1.3.2.2.Recherche du type fermentaire

Les résultats de la recherche du type fermentaire des 21 souches retenues (sur les 60) montrent
que :

- Sur milieu Gibson et Abd El Malek :

Pour 11 souches sur les 21 : aucun déplacement du bouchon de la gélose blanche n’est observé
ce qui indique que se sont des homofermentaires.

Pour les 10 souches restantes, le déplacement du bouchon de la gélose blanche est observé, ce
qui indique que se sont des hétérofermentaires.

- Sur le lait écrémé : les résultats confirment ceux obtenus avec le test de Gibson & Abd El
Malek avec une coagulation en masse (séparation du caillé et du lactosérum) pour les 11
souches homofermentaires et coagulation avec production de gaz pour les 10 souches
hétérofermentaires.
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Les résultats de 1’étude du type fermentaire sont résumés dans le tableau (07) :

D’apres Givry (2006) les Lactobacillus se divisent en 03 groupes :

e Groupe I: ces bactéries ont un métabolisme strictement homofermentaires, leur seul
produit final étant I’acide lactique .Ils ne métabolisent pas les pentoses et ne dégagent pas
de CO; lors de la fermentation du glucose ou du gluconate.

e Groupe I : les Lactobacillus hétérofermentaires facultatifs peuvent changer de voie en
fonction du substrat. Ils métabolisent le glucose en acide lactique grice a la voie
homofermentaire et dégradent les pentoses par la voie hétérofermentaire. Ils ne
produisent pas de CO2 lors de la fermentation du glucose, mais ils en produisent lors de
la fermentation du gluconate.

e Groupe III: ces bactéries ont un métabolisme strictement hétérofermentaire, elle
fermente le gluconate et les pentoses. elles produisent de I’acide lactique, de I’acide
acétique, du Co, et de I’éthanol.

11.3.2. 3.Profil fermentaire des sucres

Les résultats de I’attaque des sucres par les souches de Lactobacillus étudiées sont résumés dans
le tableau (07).

Le profil fermentaire des sucres, constitue un critére important pour 1’identification des souches
des lactobacilles, il est utilisé avec d’autres tests dans la galerie CH 50 pour la mise en évidence
des bactéries lactiques.

Une souche apte a fermenter un ou plusieurs sucres mis en test, conduit & une acidification du
milieu qui se traduit par un virage de I’indicateur de pH (test positif), dans le cas contraire, il y’a
aucun changement du milieu (test négatif).

Les souches ayant un métabolisme lent vis-a-vis des sucres donnent un changement partiel du
milieu de culture (résultat variable).

I1.3.2. 4.Recherche de Pactivité de ’arginine dihydrolase (ADH)

D’aprés nos résultats, 12 souches sur les 21 étudiées était ADH négative ce qui explique leur
capacité a décomposer 1’arginine et libérer I’ammoniac par le systéme de 1’arginine dihydrolase.
Les résultats du test sont mentionnés dans le tableau (07).

D’aprés Larpent et Larpent, (1997) :

- Les homofermentaires obligatoires sont 8 ADH négative en majorité, c’est I’exemple de :
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbruekii subsp bulgaricus.

- Les hétérofermentaires facultatifs sont & ADH négative en majorité, c’est le cas de
Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus et Lactobacillus plantarum.

- Les hétérofermentaires obligatoires sont 38 ADH positive en majorité, c’est le cas de
Lactobacillus fermentum.
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I1.3.3.Test physiologique
I1.3.3.1.Croissance a différentes température

Nos résultats montrent que parmi les 21 souches sélectionnées, il y’a seulement 11 souches qui
ont la capacité de pousser a 46°C, se sont des thermophiles, alors que les 10 souches restantes
se développent a 15°C, se sont des mésophiles tableau (07).

D’aprés Badis et al. (2005) les Lactobacillus sont répartis en 3 groupes :

- Le groupe des lactobacilles thermophiles et homofermentaires strictes.
- Le groupe des lactobacilles majoritairement mésophiles et homofermentaires facultatifs.
- Le groupe des lactobacilles mésophiles ou thermophiles et hétérofermentaires stricts.

Le test de croissance a différentes températures est important pour I’identification des espéces de
Lactobacillus.
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I1.3.4.1dentification des espéces

Les tests biochimiques et physiologiques appliqués sur les souches de Lactobacillus, en
comparaison avec la bibliographie, ont permis d’établir une banque de 21 souches appartenant
a 6 espéces (Dacosta, 2000) (Voir annexe). Les especes du genre Lactobacillus identifiés sont

illustrées dans le tableau (08).

Tableau (08) : le nom scientifique des especes identifiées :

Code Le nom scientifique de souche Le groupe
A21 L. plantarum Streptobacterium

D6 Lactobacillus ssp -

BS Lactobacillus ssp -

F4 L .casei subsp tolerans Streptobacterium
B13 L. plantarum Streptobacterium
A3 L.bavaricus Streptobacterium
B16 L .casei subsp tolerans Streptobacterium
B11 Lactobacillus ssp -

Al L.gasseri Thermobacterium
A20 Lactobacillus ssp -

12 L.mucosae Betabacterium
Al2 L. plantarum Streptobacterium
A9 L. plantarum Streptobacterium
A23 Lactobacillus ssp -

F12 L. plantarum Streptobacterium

G4 L .casei subsp tolerans Streptobacterium
G6 Lactobacillus curvatus Streptobacterium
H7 Lactobacillus ssp -

F1 Lactobacillus ssp -

HS Lactobacillus ssp -

HS Lactobacillus ssp -
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Selon les résultats montrés dans le tableau (08) les espéces de Lactobacillus identifiées
appartiennent majoritairement soit au groupe I1: Thermobacterium, soit au groupe II:
Streptobacterium.

Les 09 souches restantes ont été identifiées comme Lactobacillus spp en raison de la différence
d’un ou deux caractéres par rapport aux souches types répertoriés et de la difficulté connue a
classer les espéces de ce genre et par conséquent recourir aux techniques de la biologie
moléculaire par PCR et identification du géne codant pour I’ARNr 16S.

En s’appuyant sur les travaux de Prioult (2003) et Kimura ef al. (2010), les espéces retrouvées
dans notre étude sont d’origine humaine.

ML ssp

H L. plantarum
M L. casei ssp
® L. bavaricus
® L. mucosae
M L. gasseri

M L. curvatus

Figure 12 : la répartition en pourcentage des especes de Lactobacillus identifiées.
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I1.4.Activité antibactérienne

Les résultats obtenus au cours de ce test, visant & mettre en évidence une éventuelle production
de substance inhibitrices par notre collection de Lactobacillus humain envers les différentes
souches indicatrices, sont résumés dans le tableau (09) :

Tableau (09) : les résultats de I’antagonisme microbien Lactobacillus contre Lactobacillus

SI @ @) &) @
ST
F12 + + + +
G6 + + - +
A20 + + + +
B13 + + + +
A21 + + + +
A12 + + + +
G4 + + + +
A23 + + + +
B5 + + + +
A9 + + + +
ST : Souches tests SI : Souches + : Résultat positif- : Résultat négatif
indicatrices

Les souches indicatrices portant le code (1), (2), (3), (4) correspondent aux souches : L.gasseri,
L. delbrueckii, L.plantarum, L. acidophilus respectivement (souches isolées et identifiées au
laboratoire de microbiologie de notre faculté par le Docteur Idoui).

la présence d’une zone d’inhibition claire indique l'absence de croissance de la souche
indicatrice.

Selon Mami et al. (2010) la confrontation entre les mémes espéces lactiques permet de
détecter la présence d'une interaction antagoniste par la présence d'une zone d'inhibition autour
des colonies productrices, ce qui nous oriente vers la présence d'une substance proche
des bactériocines.
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Tableau (10) : les résultats de I’antagonisme bactérien entre les souches de Lactobacillus isolées
et les germes tests :

. Saphylococcs | » vol Poantiasnes.| conny | st {55
ST aureus aeruginosa pathogéne
F1 + - - - L4 -
H7 + - - + - -
HS = - - - - -
H5 . - - - - -
B13 - + + - - -
F12 - + - + + %
G4 - - - - - -
G6 . - + - - -
A3 + - . 4 4 -
A9 + + + + - .
A23 + - = ;i + =
Al12 + - - T T R
BS - - = + 1 -
A21 - - = + + -
A20 - - = + + -
2 " 5 - B L -
Al - - - - - -
D6 - 5 - - L "
B11 - - = - - -
F4 - = > - - -
B16 - - = - ~ -

1 - - “ - + -
2 i . . = + "
3 - - + - + -
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Figure (13) : Résultat de I’activité antagonistique des souches de Lactobacillus vis-a-vis
Bacillus subtilis.

Les 25 souches sélectionnés et soumises au test de I’activité antimicrobiennes (tableau 10),
seules 17 d’entre elles ont manifestés un antagonisme plus au moins prononcé vis-a-vis des
germes tests. Il s’agit des souches portant le code : A20, A21, A12, B13, A9, G4, G6, F12, BS,
A23,F1,H7,H8,1,2,34.

Selon Dacosta, (2000) le pouvoir inhibiteur des bactéries lactiques dont les Lactobacillus
provient de différentes causes :

- Production d’acides organiques, essentiellement de I’acide lactique, dont le pouvoir
antimicrobien repose sur L’abaissement du pH (qui ne nuit nullement aux bactéries
lactiques) ;

- Production de peroxyde d’hydrogene (H;0,) ;

- production de bactériocines.

A ce stade de notre travail, nous ne pouvons pas déterminer qu’elle est la cause de
I’antagonisme des souches de Lactobacillus isolées vis-a-vis des germes tests.

Les souches présentant les meilleurs profils d’inhibition lors de ce test sont codées F12, G4,
G6, A23, BS, B13, A20 A9, A21, Al2. Elles ont été retenues pour I’essai de 1’activité
bactériocinogeéne.

IL.5.Détermination de I’activité bactériocinogéne

Les résultats de I’activité antimicrobienne des surnageant neutralisés et traités par catalase vis a
vis de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline sont résumés dans le tableau (11).
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Tableau (11): activité antimicrobienne des surnageant neutralisés et traités par catalase vis a
vis de Staphviococcus aureus. Bacillus subtilis et Stanhviococcus aureus résistant a ia

méthicilline

§3-5 L =)

Souche A20 | A9 | A12 | A21 | B13 | G6 | G4 | BS | F12 | A23
SI
Staphylococcus 35 30 | 29 29 30 30 28 24 23 | Xl
aureus
SARM 30 31 31 27 | 25 28 25 26 30 | 25

Bacillus subtilis 30 | 30 | 25 | 30 | 29 | 26 | 30 | 25 30 | 25

Les zones d’inhibition sont mesurées en mm

— t
: M Bacillus subtilus
35 i SARM
i Stapholococcus aureus

Diametre des zones/mm

Figure 14 : activité inhibitrice des surnageants neutralisés et traités par catalase  vis-a-vis des
souches indicatrices (S.aureus, B. subtilis, Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline).
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D’apres le tableau (11) et la figure (14), on remarque que toutes nos souches présentent de bons
profils d’inhibition vis-a-vis des germes tests Gram positifs Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis et Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline.

Plusieurs auteurs ont rapporté que 1’effet des bactériocines est dirigé généralement vers les
bactéries Gram positive a cause de la constitution de leurs parois. Par ailleurs, des études
récentes ont montré que certaines bactériocines ont un spectre d’activité assez large et ils
agissent aussi bien sur les Gram positifs que sur les Gram négatifs (Lachance, 2000 ;
Naghmouchi, 2007 ; Dortu et thonart, 2009).

Les souches B13, A20, A21 et A9 ont été retenu pour le test de 1’essai bactériocinogéne vis-a-
vis des germes Gram négatif & savoir Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, E. coli pathogéne et
’espéce pathogéne Gram positif Listeria monocytogenes redoutable contaminant des produits
alimentaires. Les résultats sont indiqués dans le tableau (12).

Tableau (12): activité bactériocinogéne des surnageants neutralisés et traités par catalase vis-a-
vis des germes Gram négatif : Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, E. coli pathogéne et
Listeria monocytogenes

Souche B13 A9 A20 A21
SI
Klebsiella 10 mm 14 mm 10 mm 13 mm
Pseudomonas 21 mm 6 mm 15 mm 14 mm
aeruginosa
E. coli pathogéne ) ) “) )
Listeria 17 mm 13 mm 15mm /
monocytogenes
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25 — — -

20
H Klebsiella
M Listeria

15

i P. aeruginosa

Diamétre des zones d'inhibition (mm)

10 M E. coli
5
0 Souches

B13 A9 A20 A21

Figure (15): Mesure de I’activité inhibitrice des lactobacilles vis-a-vis des souches
indicatrices (Klebsiella, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, E. coli)

D’apres les résultats montrés dans le tableau et I’histogramme, on remarque que les surnageants
neutralisés et traités par catalase des souches B13, A9, A20, et A21 exercent une activité
antibactérienne vis-a-vis des germes Gram négatifs & 1’exception d’E. coli. Des résultats
similaires ont été rapportés par certains auteurs tels que Allouche (2010) ; Khaoua (1997);
Achemchem ez al. (2004).

Nos résultats tableau (11) et tableau (12) montrent que les surnageants neutralisés et traités par
catalase des souches B13, A9, A20, et A21 exercent une activité antibactérienne vis-a-vis des
germes indicateurs, aussi bien Gram positif que Gram négatif. Les surnageants ont montrés
également une forte inhibition de la croissance de la bactérie pathogéne Listéria monocytogenes
(exception faite du surnageant de la souche A21). Ceci suggére que I’activité des surnageants des
souches testées est a large spectre.

L’inhibition par I’acide lactique et I’H,0; est exclue par neutralisation du pH du surnageant et
’ajout de la catalase, par conséquent, 1’activité antimicrobiennes des surnageants des souches
de Lactobacillus B13, A9, A20, et A21 est probablement due & des substances de nature
peptidique tels que bactériocines. (Yang ef al., 1992).

I1.2.5. Evaluation des aptitudes probiotiques in vitro

I1.2.5.1. Croissance sur milieu acide

Les résultats de la résistance des souches de Lactobacillus A20 A21 et B13 en milieu acide, a
pH 2 et pH 6,5 au temps 0 et aprés 2 heures d’incubation sont représentés dans les tableaux
(13), (14) et la figure (16).
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Tableau (13) : Survie des souches de Lactobacillus a pH 2 et 6,5 aprés 2 heures d’incubation

Souches pH:2 pH : 6,5
UFCx10’au | UFCx10’au | UFCx10’au | UFCx 10 au
To Tan To T2n
A20 34 nd 46 60
A21 66 60 48 55
B13 69 50 45 80

nd : non déterminé

Tableau 14 : logarithme et taux de survie de Lactobacillus a pH 2 aprés 2heures d’incubation

Souches pH:2
Log (UFC/ml) au Log (UFC/ml)au | Taux de survie (%)
To Tan aTowm
A21 8.81 8.77 99.54
B13 8.83 8.69 98.41
100.5
- mA21
g ®B13
3
[
Au temps Oh Au temps 2h e
L

Figure (16): le taux de survie en pourcentage de Lactobacillus sur milieu MRS a pH 2
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D’aprés les résultats obtenus, le taux de viabilité des trois souches de Lactobacillus testées,
présente une grande variabilité entre le pH 6.5 et pH 2 (tableau 14). Le nombre des cellules
viables diminue considérablement a pH 2,0 aprés deux heures d’incubation. La souche A2l
montre la plus grande résistance a pH 2, aprés 2 heures d’incubation. Les souches se développent
mieux a pH 6,5 valeur optimum des Lactobacillus.

Les différentes régions du tractus gastro-intestinal présentent différents niveaux d'acidité.
L’estomac et les régions aprés l'estomac ont la plus forte acidité et le pH de ces zones peut
diminuer trés bas que pH 1,5. Pan et al. (2009) considére que ’acidité est le facteur le plus
nuisible qui affecte la croissance et la viabilité de Lactobacillus, par ce que leur croissance
diminue au dessous du pH 4,5.

Une des caractéristiques importantes des Lactobacillus, retenus comme probiotiques en santé ou
en alimentation humaine, est leur capacité a survivre a travers les conditions acides de I'estomac
et le tractus gastro-intestinal humain.

Selon Desai (2008) la survie de souches bactériennes dans le suc gastrique humain est une
indication précise de leur capacité a survivre au passage dans l'estomac, pour atteindre leur cite
d’action et exercer leurs effet bénéfiques en tant que probiotiques.

Les souches B13 (Lactobacillus plantarum) et surtout la souche A20 (Lactobacillus spp)
montrent une bonne résistance a I’acidité. Certains auteurs ont rapportés que les souches
sensibles sont inhibées totalement & pH 2 aprés 2 heures d’incubation, par contre les souches
résistantes, malgré la diminution de leur taux de croissance, persistent lors de leur passage a
travers I’estomac, cas par exemple de Lactobacillus plantarum qui résiste aux conditions acides
de I'estomac humain Pato ez al. (2005).

11.2.5.2. La résistance a la bile

Les résultats de I’étude de la tolérance des Lactobacillus a la bile sont illustrés dans les tableaux
(15, 16) et la figures (17).

Tableau (15) : Survie des souches de Lactobacillus a la bile (0.3%) (Mesure de la DO et
dénombrement sur gélose).

Souches pH:2
DO UFC x 10’ DO UFCx 10’
To To Ton T2n
A20 0.666 1.8 0.641 0.2
A21 0.685 8.74 0.614 1.58
B13 0.755 14 0.680 2.56
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Tableau (16) : logarithme et taux de survie de Lactobacillus a pH 2 et 0.3% de la bile apres

2heures d’incubation.

Résultats et discussion

Souches pH:2
Log (UFC/ml) | Log (UFC/ml) | Taux de survie | Taux de survie
au To au Tzn (%) a TQ[-] (%) a TZH
A20 7.27 6.30 100 86.89
A21 7.94 7.17 100 90.55
B13 8.14 7.40 100 90.90
| 105
w0 |
95 1+—
o0 | ETOH
_g ET2H
g 85
g Souches
80
A20 A21 B13

Figure (17) : taux de survie en pourcentage de Lactobacillus sur milien MRS a pH 2 et 0 .3% de
la bile.

D’aprés nos résultat, on remarque qu’il y’a une diminution de la densité optique traduisant un

déclin de la biomasse des souches de Lactobacillus qui est du a leur sensibilité vis-a-vis de la
bile.

Les souches, B13 et A21 montrent les meilleurs taux de croissance qui s’étend de 90,90 £9,1 a
99,55 +9,45 respectivement sur milieu MRS & pH 2 additionnée de 0,3% de la bile.
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On peut conclure que les souches B13 et A21 résistent bien a I’action combinée de I’acidité et la
bile. Selon Hamon ef al. (2011) la résistance a ces deux conditions combinées augmente la
durée de survie des souches bactériennes dans I’estomac et le jus intestinale.

D’aprés la littérature et les travaux de Hyronimus ef al. (2000), on considére la résistance aux
sels biliaire comme un critére important pour les souches prévues comme probiotiques.
Cependant, il n'y a toujours aucune valeur de la concentration précise a laquelle la souche choisie
devrait étre tolérante.

I1.2.5.3. Réponse au stimulus stomaco-duodénal lors du passage :

La réponse au stimulus stomaco-duodénal lors du passage a travers I’estomac est mesurée par la
DO et le dénombrement sur gélose MRS. Les résultats sont mentionnés dans les tableaux (17) et
(18)

Tableau (17) : la mesure de la DO et la survie des souches de Lactobacillus aprés I’incubation
au temps Oh, 1h, 2h et 3h

Souches Temps : OH Temps : 1h Temps : 2h Temps : 3H
DO [ UFCx10' | DO | UFCx10' | DO |UFCx10’| DO | UFCx10’
A20 1.490 72 1.312 68 1.280 60 0.958 50
A21 1231 66 1.112 64 1.054 52 0.970 50
B13 1.438 68 1.382 66 1.245 60 0.770 38 ¢
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Tableau (18) : logarithme et le taux de survie des souches de Lactobacillus aprés I’incubation
au temps Oh, 1h, 2h et 3h

Souches Temps : OH Temps : 1h Temps : 2h Temps : 3H
- = 5 5
A N A R - o LR
-4 2 4 2 = 2 = 2
£ e |F | £ e | E B
9 2 3 2 3 2 3 2
s |t |12 |§ (|E | [ |
20 s ) = ) s 20 s
=] < =] ] (=] ] (=] «
- = ] = - = - =
A20 |8.85 100 8.83 99.77 8.77 929 8.69 98.19
A21 8.81 100 8.80 99.88 8.71 98.86 | 8.69 98.63
B13 8.83 100 8.81 99.77 8.77 99.32 | 8.57 97.05
7" T e
100
99.5
99
98.5
£ 98- uA20
-
-s 97.5 EA21
°©
x 97 M B13
&
96.5
96
95.5 - Temps

Figure (18) : taux de survie en pourcentage de Lactobacillus sur milieu MRS a pH 3 aux
différents intervalles du temps.
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La présence de la bile et les conditions acides et la sécrétion duodénale synthétique ont
significativement affecté le taux viabilité des souches de Lactobacillus testées.

D’aprés les résultats cités dans le tableau (18) et illustrés par la figure (18), on constate que le
taux de survie, aprés une heure d’incubation (du moment de I’addition du jus duodénum artificiel
et des sels biliaires) pour les trois souches de Lactobacillus testées est d’environ 99%, ce taux
diminue progressivement avec le temps, il baisse de 2% aprés 3 heures d’incubation.

Ces résultats montrent que les souches A20, A21 et B13 résistent aux conditions du passage
gastro-intestinal a savoir la résistance au jus de duodénum et aux sels biliaires.

C’est la souche A21 (L. plantarum) qui présente le meilleur taux de survie, ces résultats
concordent avec ceux retrouvés par Vezoso ef al. (2006).
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I1.2.6. Tests d’adhésion de Lactobacillus aux cellules épithéliales :

Les résultats de I’adhésion des souches de Lactobacillus aux cellules de I’iléon prélevés chez
le lapin, la souris, le poulet et le rat sont présentés dans le tableau (19).

Tableau (19) : Adhésion des différentes souches de Lactobacillus aux cellules épithéliales de
rat, souris, poulet et lapin.

Animal Rat Souris Poulet Lapin

Souches

Lactobacillus ssp (A20) + ++ + I
L. plantarum (A21) + ++ + e
L. plantarum (A9) + ++ + +
L. plantarum (B13) ++ ++ ++ +5
L. plantarum (F12) ++ + + +
Lactobacillus ssp (H7) + ++ + ++
Lactobacillus ssp (H5) + ++ % r
L .casei sub sp tolerans (G4) + + ++ s
Lactobacillus curvatus (G6) 4 + + re
L. plantarum (A12) + ++ ¥ +
Lactobacillus ssp (A23) + ++ + +
L.bavaricus (A3) + + 4+ ¥
Lactobacillus ssp (BS) ++ + -+ =+

+ Quinze cellules de Lactobacillus adhérées

++ Plus de quinze cellules de Lactobacillus adhérées

La capacité d’adhésion a été déterminée par microscopie optique (grossissement x100) apres
une coloration au cristal violet. Le test d’adhésion est considéré comme positif si le nombre de
cellules adhérées est égal ou supérieur a 15.

Toutes les souches adhérent aux cellules épithéliales des différents animaux par ailleurs les
souches : L. plantarum (F12), L. plantarum (B13), L. curvatus (G6), L. casei sp tolerans (G4)
ont montrés une excellente adhésion aux cellules épithéliales de rats, alors que les souches :
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Lactobacillus ssp (BS), (H7), (A21) et L. plantarum (B13) ont une excellente adhésion sur les
cellules épithéliales de la sourie.

Les souches : L. plantarum (A21), (B13), Lactobacillus ssp (BS), L .casei sub sp tolerans (G4),
Lactobacillus curvatus (G6) montrent une excellente adhérence chez le poulet, ce qui concerne
le lapin, les souches qui montre une meilleur adhésion sont : L. plantarum (B13), Lactobacillus
ssp (H7), (A21) et (B5).

C’est la souche L. plantarum (B13) qui montre le meilleur profil d’adhésion a tous les cellules
épithéliales de I’iléon des animaux mis en test.

Figure 19 : Observation microscopique de I’adhésion de la souche (B13) a I’iléon du rat
(grossissement x100)

La microflore est essentiellement situé dans les parties terminales de 1‘intestin gréle (I’iléon) et
surtout dans le colon, alors que I’estomac et les parties haute de I’intestin gréle sont trés
faiblement colonisés par les bactéries commensales. C’est dans la partie ascendante du colon et
dans I’iléon ou certains bactéries comme Lactobacillus, pourraient étre plus abondantes
(Moreau, 2005).

L’adhésion a diverses lignées de cellules intestinales et/ou mucus de 1’héte constitue un des
critéres fonctionnels de choix des probiotiques Pan et al, (2009) ; FAO/OMS, 2000. En effet,
pour pouvoir exercer leurs effets bénéfiques sur la santé, les probiotiques doivent s’adhérer aux
cellules épithéliales ou a la mucine intestinale.

Certains souches probiotiques adhérent plus ou moins fortement et par mécanismes variés aux
cellules épithéliales, cette propriété différe entre les souches elles mémes. D’aprés la littérature et
les travaux de Saad, (2010), I’aptitude du probiotique a s’adsorber sur différents éléments de
I’épithélium intestinal est dépendante des propriétés physicochimiques de surface des cellules de
celui-ci et de la présence d’entités moléculaires qui peuvent assurer le role d’adhésines.

49






Conclusion

Conclusion

Le premier objectif de notre travail, était de sélectionner des souches de Lactobacillus d’origine

humaine et de tester leur adhérence a des tissus épithéliaux de différents animaux : souris, rat,
lapin et poulet. Le caractére d’adhésion est un critére majeur dans la colonisation des cellules
épithéliales de I’intestin et a ’exercice d’effets bénéfiques, par un probiotique, sur la santé de
I’héte. Néanmoins, ce n’est pas un critére isolé, et pour étre considéré comme probiotique,
d’autres propriétés sont exigées a savoir : 1’origine humaine, la résistance a la bile et 1’acidité,
I’innocuité totale et le pouvoir bactériocinogéne.

L’isolement et la purification des souches, a partir des selles prélevés chez I’enfant, collectées de
différentes régions de la wilaya de Jijel (El ouana, El chekfa, Ben yajis et Texanna) ont conduit a
un total de cent vingt (120) souches de bactéries lactiques. L’identification, selon le profil
morphologique, biochimique et physiologique, a conduit a 21 souches appartenant a 6 espéces
réparties sur :

05 souches de Lactobacillus plantarum, 03 souches de Lactobacillus casei ssp tolerans, une
souche de Lactobacillus bavaricus, une souche de Lactobacillus mucosae, une souche L.gasseri,
une souche de L. curvatus et 09 souches Lactobacillus spp.

L’évaluation de 1’adhésion et des autres aptitudes probiotiques des souches de Lactobacillus a
fait ressortir que :

-Toutes les souches testées adherent aux cellules épithéliales des différents animaux avec un
meilleur profil pour la souche B13.

-Par rapport aux autres tests a savoir : la tolérance a I’acidité et aux selles biliaires, la réponse au
stimulus gastroduodénal et I’activité bactériocinogéne, sommairement, 03 souches présentent des

aptitudes probiotiques intéressantes : il s’agit des souches L.plantarum (B13), L.plantarum
(A21) et Lactobacillus ssp (A20).

Notre étude n’est qu’un travail préliminaire. Par ailleurs, le profil probiotique que présentent les
trois souches de Lactobacillus sélectionnées : B13, A21, A20 justifie I’intérét de reconduire le
travail par des recherches plus approfondies et complémentaires. C’est dans cette perspective que
les trois souches ont été conservées par lyophilisation.

D’autre part, ce travail nous a permis de connaitre les effets bénéfiques des probiotiques et leur
intérét sur la santé et par conséquent de tester et mettre en évidence certaines de leurs propriétés,
ce qui a changé notre regard vis-a-vis de la consommation des produits alimentaires avec
probiotiques et nous sensibiliserons, a partir de ce jour, notre entourage a les consommer.
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Annexes

Annexe I

Milieux d’identification :

MRS (Man, Rogosa et Sharpe) (bouillon et gélose)

B PO . osamsmsmnnonnonrmm rommmsssh s sSSP NS R SRR SRS 10g
o  Extrait de viande...........cccoeveeuruirenreininieninincnenecneese et ae e 8¢g
®  EXIrait de leVUre........coccvieerieieeiiirceeenentetceeetee et sae st a e 4¢g
B PO B0 SRR i casnion s s s A AR S A b oA AR 5g
e Phosphate dipotassiqUE..........cccoevereererirrenenierinenierieesiessessesesessessessesassassenss 2g
e Citrate d’ammONIUML.....c..cecerreerirreriertrriesterresresteseesseeeeseeseesaesaeesasssesaesssesseseas 2g
o Sulfate de MAGNESIIN ....coiiimmimscnsicssossrsissassessess sesnssssassrssssdusnssnssssassssasasan 2g
S SOIOIE 0 DOIRIRDEE oo i oiss v i sk i S oosis shasitigod) 0,05¢g
®  GIUCOSE.....ucueriuireniiieiiteieierettereecaeueseeseaess e e e seassesassesesassassesasaesessensssenes 20g
B TWNOEE B s s e A T S s 1 ml
o Agar(dans 16 ca8 de SEIOSE)..cuimuuisminniinininassisisemmonismrashsesnsessenseassass 15¢g
5 STV SR ——— lg
e  Eau distillée gsp........cocouevuiuiiiiniiiniiiniiieieentetnesetees e sae s 1000 ml
pH=6,2
M.E.V.A.G sans sucre
e  EXtrait de VIande...........cccoeeurieuirieerinirinenieene st seeeesesse s ese s ssesseseessssenns 3g
&  Chlonmre de POASSINIIL. ... ccoiosssassirssmssasssmssssssovasysssssssansassssssesopsaessasssorsnsssssss 5g
o ROURE de PIBOOL . o ccciaminmamsssmniusions s s degonssymmspssseshenssasessasseers 20 mg
L OSSO SO 15¢g
Milieu GIBSON ABDELMALEK
C O - R TSRO RS [, 25¢g
®  GIUCOSE....c.ocuietiicniiciettieteeteee ettt st e s e saesae e s e b e s e s e ssenseseenenns 50g
L N AR 100 g
B LI ciconsreisormenmnsoresoon i o S T SRS R R S S 50 ml
o  Gélose nutritive Ordinaire..........c.ccceueueereeereerererueeiasseeeseesseseseseeseseesesnens 200 ml
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Arginine dihydrolase (ADH)

Le milieu de base est le suivant :

LI R SN——. 5g
¢ | Extonil 86 VIBOIE. oo ammmarmismvmnmasmasyssemseressaivissersssirtesonsssnsishiaiess 5g
8 PEEVOOKBL 1. ovcvevnsrenscssommorsmennsvsmvonsonsusmmersi it S abs sad eSS RS S AOR AP S5 0,005 g
e Solution aqueuse de pourpre de promocréol & 2%.........cccoveririnreriniinneenrennene Sm
O GIUCOSE. c..eeeeeeeeeeeeeeeeeecevressaseessseeessreesssseessasesssasasssasssssssssssesssssassssaasssssssesssanes 0,5¢g
o Eau diStillée gSP.....cceveerreniercrrerenrerieininieissciestessienesessesessesesse s s s sanns 1000 ml
Gélose Mueller Hinton
¢ Infusion de viande e DORUL.........ccccrmusersnisiinsiinissssssisssrssssssssssssnpussssssnsse 300 ml
I R SOOI SO R—— 175¢g
o AmIdOn d€ MAIS.......corerrereenrenrenrenrenieresienesiesessessesesstesnesesasssssssessesessnsssens 15g
R TR TS A} Jprsrpsse e 17g
pH=74

Lait écrémé stérile a 10%

e Lait écrémé stérile en poudre..........c.ceceevirereiiiiiniiniinininin e 10g

T T T SRR SPPASS e— 100 ml
Bouillon nutritif

LT OO SO 10g

o Extrait de viande...........cccccvuivnsersnsscsissssisnsanssssissssssssssssssssssessssassssssssersssassnsens 5g

e Chlorure de sodium (facultatif selon la formule)............cccovvevevreriinenennnnnene. 2g

pH=17.2
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Annexe 11

Tampon pour les aptitudes probiotique

pH=64
Milieu PBS
» NaoHPO (Mbydelis). o onnscumnsmmssmmisasminidnsimsisisisfssssesssniss 109¢
o NayHyPOy4 (Anhydraus).........cceeeecreceeiieeirereeiieereereeeesseessesseecssessesssesssesssns 3,2¢
®  NACL.c ettt s se e et aesa e s b s ae s s e a e s b b e s aeenene e N0g
@ Eau diStill€e.....coucveieiiereieieceieenceseree et eae st e s aesnens 1000 ml
pH=7,4
Solution de Ringer
B NN i iy s e oA TeA TS a et s 9g
I ] I 042¢g
@ CACLouuueeeeeeeieeectieeecitteeeetteeee ettt ee e s st e ee e et ase st taeaesnataaeaaenaateeeaannraaaeeaasanaaas 0,48 ¢
@ N AHCO 3ttt e ee e eseaat et e s eeses e eaeeaaeeeaeassasnnanaaaaaeeeaaaaaann 02¢g
pH = neutre
Sécrétion duodénal
8 NBHOO ... .ccovnisssmssommmssrsassmemmssmsssisssssssspasssssanssssmsssssmssmassssssfasssssssasasmeass 6,4¢g
O KLttt st b n e s ene e 0,239 ¢
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Annexe II1

Réactifs

-Violet de gentiane

®  Violet de GENtIANE. ......c.ccueueireeueeieuienieerieteen ettt sa e sa e a s e lg
B BN & DO s soimsidinsmbrininmminsy ey sy 10 ml
I RSSO S——————————. 2g
o Eaudistillée........ccoooimieieiiiiieiccsietcese et sre st 100 ml
-Fuchine de Ziehel
®  Fushine basiqUe .........cceceeveeirieeiieieiieeeresieiestesaesre e es e ss s snessessennes lg
e Alcool éthylique @ 90%.......c.couevuerieeerenecreereeeeeeeereereae e e esnessesseeseessenns 10 ml
8 PO oocoovimmimmmnnisnsanenonssssi o A S ARS8 S5 e 5g
o Eaudistillée......coniiieic e 100 ml
-Lugol
OO SIS =TS ==~ lg
e Jodure de potassSiUm.........c.coueueeereuerinuieninicreneeesiseeste e esaes 2g
8 B EISBIEE. .o i st sssisiirmms et s ssciseiens 300 ml
-Soude Dornic : soude N/9
O SONMNE PRI ...cocnvsuiansiminamsinion s 5kasaa ik foiws S ibmsmsssusssyenpepsos sesvesmsspns 44¢

L LR 100 ml
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Annexe VI

Tableau 01 : la dilution des Lactobacilles par la solution de Ringer pour le test stimulus
stomaco-duodénal lors du passage a travers de I’estomac par mesure de la DO et dénombrement
a I’aide de cellules de Malasseze.

Souches A20 A21 B13

DO 0,592 0,460 0,415

Dénombrement UFC/pl 29x 107 26x 107 28x 107
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caractéres d’identification des Lactobacillus.
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48 L2 5|« k) § SlE12|8|2|81¢8 @ 1.3 -§ = _SJ
Lactobacillus & d % é d 3 E 2 g st g T3 E‘:‘ g o= j % % E -~
OlE|E|c|B|B]a Sll=z|z|2|2|8|S|m|a|E (X
la | L delbrueckii . "
subsp delbrueckii -1-]d = b - * -1 d i . & d
I | L delbrueckii BN
subsp lactis T I O R AU B B B B R B B B B Bl B B Sl SR B el
le | L delbrueckii i ! | L
subsp bulgaric:: B I R R i ki A <l i <
— 12| acidophilus el T+l el o+t el =T+l -1+ -{a]ld]l-1-1+]-]+1d]- .
g {3 | L amylophilus st sl sl et el st =) -] +f=1®)l=l=bt=}-1l-k=F=}~=}= .
2ls L amylovorus wa| - | +jwel # ]+ 4 - -+ -] - ISl =V =t =fwel = b+ F-
g‘ 5 | L animalis RIS I L S R T e e e e IR . DL R D R S S
F':- _6 L. crispatus + - + + ¥ + + - + + = + - = . - = Y = + . £
.g A 7| L farciminis + + + [ T ) -+ - e T I I + + -
E ¥ | L gusseri -+ vl v+l - d]d] -+ dlid]| -] -1+ -] +}d
9 | L helveticus = | = -t dl + b+l -l +ldal -1al-1-1- S U R A -1 d =
10 | L jensenii + | - + |+ v + + ] - =] d] d] +] - w ] & F » - + + _
1L | L oruminis + | - + + + | o+ +l-1d]l s -1 +]-]+1+4-1-b+ - + - -
12 | L salivarius O -1 d P B B B T T R /+_ d’l -| d - Fg + -
13 | L sharpeac + PO O I O B I e e I . & -1 x V<l =) -
14 | L vitulinus +] -] +] + PO T O e T sl G < F 4 F = - A+ |d | o+ d "
15 | L yamanashiensis + dl + |+ lal sl =] =11 -+ -]~-1-]d|-{+]-1+]+*
16 | L agilis + + | + | o+ |+ I T + | r o+ + | + | d + | + -
17 | L alimentarius o | d + | o+ |+ |+ ]+ -]+ -] o+ i + |+ - + ]+
18 | L bavaricus -] - I o O N + + X -+ |+ - + 4
19a| L. casei subsp cas =i + | - + + v | o+ + |+ + | v ]+ b + + + ¥
19b] L casei subsp i g 3
I I Tl I S T S A (R B I I A T B B e
pseudoplaniare . il :
19¢| L casei subsp rhemmnosus| + | d o sl el sl el s e == 4] +]+]+ + + -
19d] L casei subsp iolerans I N T I e I I T e A IS T ) e e e O
2AnfL ,cmyuiﬁzrnu'.v -1 =-1-14d | 4| | + (Il s+l e =] d]d] +] -]d}d + =
| subsp torquens
20b| L coryniformis subsp ? - - -1 -1+1+ +l+l ]l +ldl=-1-=-]1-t-1=Ft=-1-1+}-1 -
21 | L éarvarus -1 - PN R T T P T T e B 2 O I i -
22 | L. homohiochii il d]lo] s - =1+ -+t -t-1-1-1+ |l -1 al -
23 | L malturomicus =1+l ol el + ]l +lo]+] s ]+ ]+ -]-]+]+* + | -+ | -
24 | L murinus PRl R R R I S N IV I (RPRR I IR I B I 3 Tdal =1+ d| -
25 | L plantarum cldl el el sl el el sl ] s+l d] ]+ -{+]«]+]+]+]V
L sakeé + el ¢+l +l el sl s+l s+l +)1 -1+ -]+ -]-1+jws+] -] +]+]-
‘L bifermentans =l -l =+l ¢+l ==+l +]+]-1-)-1+l*+1=-1-]1-1"-1-
'L brevis ~l s+l - d] #]d] x|+ d}+]-]-]-]"H -+l -] -14d]-14d
L. buchneri - -l d |+ [ d|+] +]|d]|+ -+ ] ¢ -+ -t -1 d]-14d
30 | L collinvides - ~l+ e+ ]+ d] o+ g + sladl -1 -~-1-1+
31 | L confusus sl =l +l + ]l +l ]+l sl -1+ -1+!-]-1-1-1*] -1+ -1
E‘ 12 divergens + | - o | + | d]| +] + - | o+ sl bk sl ===} +]=F+ R
§' 33 | L. fermentum -1 d - PO T A A O Wt B P + | - & d
E M | L fructivorans -zl =2l clal=stla] @l =1d i N W+ -1 d
g a5 | L fructosus ol -l Lol +| -+ ~-1- 5 -
2| 36 | L halowlerans B S B B S + |+ | -]+ ) + - +
’§. M| L hilgardii S - RN d : T d +
3_ | L kandleri o e ‘ + .
T 20 | i ke ) B ) A . :
40| £ minor 3 ;_ O A T = ), o B
41 L L rewteri . T e s TR B e R P
4 caicviTsTere S W N ¥ G o _; - i ME L ] o e ! *
Qi virideicens S vy ¥ W B g A; l + l root 1k _LIV iy : :




Résumé
L’isolement et la purification des souches, isolées a partir de selles d’enfants, collectés de

I (i 10 UM\! | Ty

un total de 120 souches de bactéries lactiques. L’identification, selon le profil morphologique,

biochimique et physiologique, a conduit & 21 souches appartenant a 6 espéces réparties sur : 05
souches de Lactobacillus plantarum, 03 souches de Lactobacillus casei ssp tolerans, une souche

de Lactobacillus bavaricus, une souche de Lactobacillus curvarus, une souche de Lactobaeillus

v souste L 109 U LAciobacl
cvleaon s apuinae) ODOUARS TONED 006 Lo 1 o Al b s

cellules cpithéliales de I'iléon des diffétents animaux et 03 parmi elles présentent des profils

probiotiques intéressants par rapport  la totalité des tests appliqués. Il s’agit des souches L.
plantarum (B13), L. plantarum (A21) et Lactobacillus ssp (A20)

Mots clés : Lactobacillus, probiotique, adhésion.

Abstract

The isolation and purification of strains isolated from faeces of children, collected from
different regions of the wilaya of Jijel (El ouana, El chekfa, Ben yajis and Texana), led to a total
of 120 strains of lactic acid bacteria. The identification, according to morphological, biochemical
and physiological profile, resulted in 21 strains belonging to six species distributed on : 05
strains of Lactobacillus plantarum, 03 strains of Lactobacillus casei ssp tolerans, one strain of
Lactobacillus bavaricus, one strain of Lactobacillus curvatus, one strain of Lactobacillus
mucosae, and one strain of L.gasseri and 09 strains of Lactobacillus spp.

Evaluating probiotic properties, shows that 21 strains identified, adhere to the epithelial cells of
the ileum of different animals and 03 among them have interesting probiotic profiles compared

to all the tests used. These strains are L.plantarum (B13), L.plantarum (A21) and Lactobacillus
ssp (A20).

Keywords : Lactobacillus, probiotic, adhesion
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