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Chapitre 1 Le genre Lactobacillus

I- Le genre Lactobacillus :

I-1-Définition et habitat :

Le genre Lactobacillus est, quantitativement, le plus important des genres du groupe des
bactéries lactiques et bénéficient du statut GRAS (Generally Recognised As Safe).ll a été
proposé pour la premicre fois par Beijerinck en 1901, il renferme de nombreuses espéces et
comprends 113 espéces et 16 sous espéces (Bekhouche, 2006 ; Varsalovic et Wilson, 2008).

Les Lactobacillus sont des bactéries ubiquitaires, présents dans de nombreux biotopes : eau,
sol, lait et produits laitiers, végétaux, ensilages, produits carnés, poissons, biére, vin, fruits et jus
de fruits (Federeghi, 2005). Dans le corps humain, les espéces de Lactobacillus font partie de la
flore naturelle de la bouche, de I’intestin gréle, du colon et du vagin (Tableau 1) .Il sont
importants pour 1’industrie alimentaire, notamment dans les fermentations laitiéres et végétales
(Izquierdo, 2009).

Tableau (1) : Quelques espéeces de Lactobacillus isolées chez L’Homme (Bazo, 2011).

Lactobacillus
L.acetotolerans L.jensenii
L.acidophilus L.johnsonii
L.agilis L.ruminis
L.plantarum L.kandleri
L.alimentarius L.kefir
L.amilophilus L.kefiranofaciens
L.avarius L.malefermentans
L.bifermentans L.mali
L.brevis L.rhamnosus
L.buchneri L.vaginalis
L.casei ssp L.salivarius
L.collinoides L.intestinalis
L.confusus L.oris

L.coryniformis
L.crispatus
L.curvatus
L.delbrueckii
L.farciminis
L.fermentum
L.fructivorans
L.fructosus
L.gallinarum
L.gasseri
L.graminis
L.halotolerans







Chapitre I Le genre Lactobacillus

Tableau (2) : Fermentation des sucres par quelques especes de Lactobacillus isolées chez
I’Homme. (Bazo, 2011).

Fermentation Lactbacillus Lactobacillus Lactobacillus
des glucides acidophilus salivarius delbrueckii

Amygdaline + - R
Cellobiose + - -
Galactose + + -
Lactose + + +
Maltose + + -
Mannitole - + -
Mannose + - -
Melibiose - + -
Sucrose + + -

I-4-Classification des Lactobacillus:

D’un point de vue phylogénétique, les Lactobacillus appartiennent au régne de Bacteria, a la
division des Firmicutes, a la classe des Bacilli, a I’ordre des Lactobacillales et a la Famille des
Lactobacillaceae (Varsalovic and Wilson, 2008).

Il regroupe de nombreuses espéces qui sont caractérisées par I’hétérogénéité de la
composition de leur ADN : le GC% varie de 32 a 53 % (Saad, 2010).

I-4-1- Classification phénotypique des Lactobacillus :

Stiles and Holzapfel, (1997), rapportent que les Lactobacilles peuvent étre classés en trois
groupes a la base de la température optimale de croissance et leur métabolisme fermentaire
(Tableau 3) :

Groupe I :

Il comprend les Lactobacilles homofermentaires obligatoires thermophiles contenant les
espéces du groupe Thermobacterium qui se développent a 45C° mais pas a 15C°, ils sont
incapables de fermenter les pentoses et le gluconate.

Ce groupe est constitué d’environ 25 espéces comme Lb. delbruekii, et Lb helveticus qui
participent a la fermentation des produits laitiers, et Lb. acidophilus issue de la flore
intestinale(Federeghi, 2005).
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Chapitre 11 La microflore digestive de 1’homme

II-1- L’appareil digestif de PHomme :

Le role essentiel de 1’appareil digestif est d’assimiler, d’absorber les nutriments dans la
circulation sanguine et lymphatique et d’éliminer les éléments non assimilables. Chez ’Homme
I’ appareil digestif représenté a la figure (5), est composé du tube digestif qui comprend les
¢léments suivants : L’(Esophage, I’estomac, les intestins et des glandes annexes. Ces derniéres
comprennent les glandes salivaires, le foie et le pancréas (Gilda, 2010).

(1) (Esophage, (2) Estomac, (3) Duodénum, (4) Jéjunum+Iléon, (5) Caecum , (6) appendice , (7) Colon, (8)
Rectum , (9) Anus.

Figure (2): Schéma de ’appareil digestif de ’'Homme (Gilda, 2010).

I1-2-La microflore digestive :

Le microbiote intestinal, autrefois appelé microflore intestinale, est I’ensemble des bactéries
qui vivent dans le tube digestif, de fagon constante et capables de s’y multiplier dans les
conditions environnementales du tube digestif La microflore digestive s’implante dés la
naissance et évolue dans ses composantes jusqu’au sevrage .Elle se stabilise alors dans un
équilibre qualitatif d’adulte, indépendamment de régime alimentaire. Sa répartition verticale
dans le tube digestive est trés inégale, en raison des conditions physiologiques trés diverses des
différents compartiments digestifs. La flore microbienne est estimée numériquement 10 fois
supérieure au nombre de cellules de I’organisme. Elle représente un écosystéme trés complexe
d’au moins 500 espéces dont 30 a 40 espéces dominantes regroupant 99 % de la flore totale (Ait-
belgnaoui, 2006 ; Bousseboua, 2002 ; Prioult, 2003 ).Si I’on exclut la bouche, directement en
contact avec le milieu extérieur, les populations bactériennes présentes dans la lumiére du tube
digestif augmentent progressivement de 1’estomac jusqu’aux selles (Figure 6), en fonction des
conditions extrémes, telle que ’acidité et ’action inhibitrice des sels biliaires (Gilda, 2010).
Cette flore microbienne se divise en trois groupes :

A) La flore dominante composée de Bifidobacterium et Bacteroides

B) La flore sous-dominante composée en particulier de Lactobacillus

C) La flore contaminante, potentiellement pathogéne mais théoriquement absente (Robin et
Rouchy, 2001).
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Figure (3): Compartiments de ’appareil digestif de I’'Homme et leurs microflores (Gilda,
2010).
II-3-Répartition de la microflore dans le tube digestif :

La répartition de la microflore varie selon les segments du tube digestif. Elle dépend de la
teneur du milieu en oxygeéne, des sécrétions du tube digestif haut, des nutriments disponibles et
de la vitesse du transit (rapide de la bouche au caecum, plus lent ensuite), dans 1’estomac la
prolifération microbienne est fortement réduite a cause de 1’oxygéne apporté par la déglutition et
par la présence d’une forte acidité, la flore est quasi inexistante (inférieure a 10° UFC/g)
(Prioult, 2003). Seuls les micro-organismes & Gram positif aérobies ou anaérobies facultatives
acidotolérantes sont capables d’y survivre, comme les lactobacilles et les streptocoques...etc.
Il a fallu attendre la découverte d’Helicobacter pylori, bactérie se développant spécifiquement
dans I’estomac et responsable de la pluspart des ulcéres gastriques, pour reconsidérer cette
vision. Mais malgré cette situation, H .pylori est considérée comme membre de la microflore
normale de I’estomac, puisqu’elle est présente chez la majorité de la population humaine, sans
causer la moindre pathologie (Bousseboua , 2002 ; Ait_ belgnaoui, 2006 ; Gilda, 2010) .

II-3-1- Intestin gréle :

L’intestin gréle n’est pas un organe ou les bactéries peuvent se multiplier chez un sujet sain, et
constitue une région de transit. Lorsque les bactéries y proliférent, en particulier parce qu’elles
possédent des facteurs leur permettant d’adhérer a la muqueuse, il s’agit toujours d’un
phénomene pathologique. En effet, la croissance bactérienne dans l’intestin gréle est limitée,
malgré son pH moyen proche de la neutralité et sa richesse en nutriments divers, il regoit les
secrétions biliaires et pancréatiques qui ont un effet inhibiteur des bactéries (Bousseboua ,
2002 ; Ait_ belgnaoui, 2006) . L’intestin gréle est composé de deux segments aux conditions
physiologiques différentes : le duodénum dont les conditions s’apparentent a celles de I’estomac
(Bousseboua 2002).Comportent une flore trés faible, constituée seulement par les bactéries
gastriques en transit de 10°-10* UFC/g et I’iléum ou le pH augmente progressivement jusqu’au
colon. Une augmentation importante de la flore en nombre 10°-10° UFC/g et en variété a été
observée (Ait-belgnauoi, 2006 ; Prioult, 2003).















Chapitre III Les probiotiques

Plusieurs études ont montré que la B-galactosidase des probiotiques participait a la digestion du
lactose dans I’intestin.

En principe, le remplacement du lait par du yaourt conduit & une meilleure absorption et une
meilleure tolérance chez les sujets présentant une intolérance au lactose(Izquierdo, 2009).

I11-4-2- Réduction du risque de diarrhée

Plusieurs types de diarrhées sont dus a des infections microbiennes. Des effets protecteurs de
souches probiotiques contre certaines infections intestinales ont été observés sur des modéles
animaux. Les mécanismes potentiellement impliqués incluent la production d’acide lactique, de
peroxyde d’hydrogéne, d’autres substances antimicrobiennes telles que les bactériocines, la
compétition pour des nutriments ou des récepteurs d’adhésion, des actions anti-toxines et la
stimulation du systéme immunitaire.
Plusieurs études randomisées contrflées sur 1’homme ont montré I’efficacité des souches
probiotiques pour prévenir ou atténuer les perturbations digestives liées a la prise d’antibiotiques
et les diarrhées nosocomiales infantiles dues surtout a des rotavirus. Cependant ces effets ne sont
pas universels et les probiotiques ne semblent pas efficaces en toutes circonstances(Izquierdo,
2009).

I11-4- 3-Prévention du cancer du colon et autre cancer

La flore intestinale et le systéme immunitaire jouent un role dans la cancérogeneése.
Plusieurs études ont montré que certains probiotiques pouvaient diminuer 1’activité d’enzymes,
la concentration de mutagénes ou d’acides biliaires secondaires dans les selles, qui pourraient
étre impliqués dans la cancérogenése colique. Les probiotiques pourraient empécher la
croissance d’autres souches qui transforment les procancérogénes en cancérogeénes réduisant
ainsi la quantité de cancérogénes dans I’intestin (Izquierdo, 2009).

111-4-4- Les effets immuno-modulateurs

Les cellules épithéliales de l'intestin sont en contact direct avec les micro-organismes
présents dans la lumiére intestinale. Les bactéries du tractus peuvent se lier aux récepteurs
présents a la surface des cellules épithéliales et déclencher ainsi une cascade de mécanismes de
défense immunitaire (Saad, 2010).
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Chapitre IV Les bactériocines

IV-1-Définition :

Il existe plusieurs définitions du terme bactériocine. A 1’origine, ce terme a été utilisé pour
désigner les protéines et peptides antimicrobiens, synthétisés selon la voie ribosomique.
Cependant, la définition qui reste la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer (1988)
qui définit les bactériocines comme des protéines, ou complexes de protéines ayant une activité
bactériostatique ou bactéricide contre des especes proches de la souche productrice. Les
bactériocines représentent une large classe de substances antagonistes qui varient
considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de
leur spectre d'action et de leur mode d’action. Toutes les bactériocines produites par les bactéries
lactiques décrites jusqu'a présent ont une activité dirigée contre les bactéries Gram positive.
Aucune bactériocine produite par les bactéries lactiques avec une activité contre des bactéries
Gram négative n'a été décrite, la membrane externe des bactéries Gram négative ne permettant
pas aux bactériocines d'atteindre la membrane interne, siege de leur activité (Dortu et Thonart,
2009 ; Makhloufi, 2012 ; Garry ef al. 2008).

IV-2-Classification :

Les bactériocines différent entre elles par leur structure primaire, leur structure
tridimensionnelle, leur mode d’export et leur mécanisme d’action. Cette forte divergence a rendu
leur classification assez difficile et plusieurs classifications ont ét€ successivement proposées .
Les bactériocines sont réparties en quatre classes (Dortu et Thonart, 2009 ; Makhloufi, 2012).
Détaillée dans le tableau (4) .

IV-2-1-Les bactériocines de classes I : les lantibiotiques

Les lantibiotiques : sont des peptides antimicrobiens synthétisés par voie ribosomique
(Makhloufi, 2012), de taille inférieure & 5 kDa, stables a la chaleur et qui contiennent des acides
aminés inhabituels soufrés formés post-traductionnellement, c'est-a-dire la lanthionine, la B-
méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine. Ils peuvent étre divisés en deux
types : la classe Ia qui comprend des peptides cationiques hydrophobes allongés contenant
jusqu'a 34 acides aminés et la classe Ib qui comprend les peptides globulaires chargés
négativement ou sans charge nette et contenant jusqu'a 19 acides aminés. Deux exemples bien
connus de lantibiotiques sont la nisine et la mersacidine (Dortu et Thonart, 2009 ; James ef al.
2009). Certains lantibiotiques sont par ailleurs constitués de deux peptides agissant ensemble
pour avoir une activité comme la lacticin 3147.

Les séquences et structures d'un lantibiotique de chaque type se trouvent a la figure (5).
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I- Matériel et méthodes :

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des
Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la vie de I’Université de Jijel durant la
période qui s’étend du mois d’avril jusqu'au mois de juin de I’année 2011-2012.

I-1- Matériel
I-1-1- Matériel biologique :

I-1-1-1- Les souches de Lactobacillus :
Notre travail a été réalisé sur des souches de Lactobacillus bactériocinogénes isolées a
partir des selles d’enfants par nos collégues étudiants durant ’année 2010-2011 :
Lactobacillus acidophilus (12).
Lactobacillus paracasi subsp paracasei (A9).
Lactobacillus paracasi subsp paracasei (A20).
Lactobacillus gasserii (D8).

Lactobacillus fermentum (H7).

I-1-1-2- Les souches bactériennes indicatrices :
Lors de ce travail, les germes utilisés comme souches indicatrices pour 1’étude de I’activité
bactériocinogénique et 1’activité antibactérienne sont cités dans le tableau (5) ci-dessous :

Tableau (5) : Souches bactériennes indicatrices utilisées au cours de ce travail.

Souches indicatrices Référence

Gram positif

Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline | Isolée en médecine humaine

Bacillus cereus CWBI Centre de la Walonie Bio-Industrie de la
Belgique

Listeria monocytogenes CWBI Centre de la Walonie Bio-Industrie de la
Belgique

Gram négatif

Escherichia coli pathogéne Isolée en médecine humaine

Escherichia coli (29522) ATCC American Type Culture Collection
Salmonella pathogéne. Isolée en médecine humaine
Klebsiella pathogene. Isolée en médecine humaine
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I-1-2- Milieux de cultures :

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

- Gélose nutritive : pour la réalisation du test d’antagonisme (Institut Pasteur d’Alger).

- Milieu Muller-Hinton : pour les tests de 1’activité antimicrobienne (Institut Pasteur d’Alger).
- Bouillon nutritif : pour la culture des germes indicateurs (Institut Pasteur d” Alger).

-M17 : pour la culture de Listeria (Institut Pasteur d” Alger).

I-1-3- Réactifs :
Au cours de notre travail, nous avons utilisés les réactifs suivants :

- HCI (IN), 1a soude NaOH (5N).

- L’huile a immersion.

- Les enzymes : la catalase.

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

I-1-4- Matériels et appareillages.
- pH métre (Hanna Instruments).
- Bain Marie (Gerhardt, Memmert).
- Etuve de 37°C (Memmert).
- Microscope optique (Olympus).
- Four Pasteur (Controls).
- Spectrophotométre (UV Shimadzu).
- Centrifugeuse (Hettich).
- Agitateur magnétique chauffant (Bunsen).
- Vortex (Minishaker IKa).
- Réfrigérateur (Condor).
- Balance (Denver).
- Autoclave (Slli).
- Les seringues de 5 ml.
- Filtre millipore (0.22) en acétate.
- Papier Watman.
- Compteur de colonies (Funke Gerber).

1-2- Méthodes :

I-2-1- Enrichissement :

Les souches de Lactobacillus conservées dans des billes d’alginate sont ensemencées dans
de bouillon MRS enrichi a la cystéine, ensuite les bouillons MRS sont homogénéisés au moyen
d’un vortex et incubés 37° C en anaérobiose.

I-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 72 heure a 37°C dans des boites de Pétri en
anaérobiose. Aprés I’incubation, 04 repiquages successifs sont effectués afin de s’assurer de la
pureté des souches.

I-2-3- Pouvoir antagoniste des souches :

L’étude du pouvoir antagoniste des Lactobacillus vis-a-vis des germes indicateurs a été
réalisée selon la technique de Tadesse et al (2004) (méthode des disques ou portes germes).
(Metlef et Dimili-Bouras, 2009)
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Des cultures jeunes sont préalablement préparés aussi bien pour les Lactobacillus que pour les
germes tests. Les cultures doivent avoir une  DOgzonm de 0.6 20.8 aprés 18 a 24h d’incubation.

Le test consiste 4 :

- Inonder en surface les boites de Pétri contenant le milieu GN et (le milieu M17 pour Listeria
monocytogenes) par 50 ul de cultures de souches indicatrices, Gram négatif (Escherichia coli
pathogene, Escherichia coli ATCC, Salmonella pathogeéne, Klebsiella pathogéne) et Gram positif
(Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes)

- incuber les boites pendant 3heures a 37°C. Apres incubation, déposer a la surface de la gélose
des disques en papier Wattman stériles et imprégnés par la culture des Lactobacillus a tester.

- Mettre les boites & 4°C pendant 4h pour assurer la diffusion des substances responsables de
I’interaction antagoniste, 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 diameétre est mesuré a partir du centre du disque en mm. Une inhibition est
considérée positive si le diameétre de la zone d’inhibition est supérieur de 2mm (Tabak et
Bensoltane, 2012).

I-2-5- Etude de P’activité bactériocinogene :

I-2-5-1- Préparation du surnageant :

Une culture des souches de Lactobacillus est réalisée sur bouillon MRS a 1% de glucose

pendant 24 heures a 37 °C, 20ml pour chaque souche. Cette étape une fois effectuée, la culture
est soumise a une centrifugation a 6000 rpm durant 40min a 4°C et le surnageant obtenu est filtré
sur filtre millipores stériles de diamétre 0,22pum.
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 ajustement du pH & 6,5 avec NaOH 5N et ’addition de
quelques gouttes de la catalase au surnageant des souches sélectionnées (Diop e al. 2007).

I-2-5-2- Détermination de ’activité bactériocinogéne du surnageant :

L'activité antimicrobienne du surnageant brut a été testée selon la méthode de la diffusion des
puits selon la technique de Barefoot et al (1983) cité dans Diop et al. (2007), 10p] d’une culture
d’une nuit des germes indicateurs sont ensemencés dans 20ml de gélose Muller-Hinton fondue
dans des boites de Pétri. Des puits de 6 mm de diamétre sont creusés stérilement sur cette
surface. Ces puits seront remplies avec 60 pl du surnageant. Ces boites de Pétri sont mises & une
température de +4°C pendant 4h pour permettre la bonne diffusion de la substance
antibactérienne. Les cultures seront mises dans leur conditions optimales de croissance. La
lecture se fait par la mesure du diamétre en mm des zones d'inhibition formée autour des puits.
On dit qu'une inhibition est positive si le diametre est supérieur a 8 mm.

Le test a été répété trois fois.

I-2-6- Evaluation des aptitudes probiotiques in vitro
I-2-6-1-Croissance sur milieu acide :
La technique décrite par Hyronimus ez al (2000), a été appliquée.
Pour la réalisation de ce test, une culture jeune de chaque souches a été centrifugée a 6000 rpm
pendant 10 minutes .Le culot a été reparti sur des tubes contenant du bouillon MRS ajusté a une
valeur de pH =2 avec HCL (1N).
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On procede a la mesure de la DO 4 660 nm et au dénombrement des cellules 4 T= 0 h et aprés 3
h d’incubation 4 37C. Le dénombrement a été réalisé sur gélose MRS aprés 24h d’incubation.
Le test a été répété trois fois.

I-2-6-2- Croissance en présence de la bile :

La tolérance des cultures de Lactobacillus a la bile a été évaluée en utilisant la méthode de
Celestine ef al. 2011.
Ce test a été réalisé sur milieu MRS a pH acide. Une fraction de bouillon MRS additionnée de
0,3%de la bile et ajusteé a pH2 a été utilisée.
Le bouillon a été reparti en tubes avec un rapport V/9V. Chaque tube est additionné de 1ml
d’inoculum d’une culture jeunes de Lactobacillus. On procéde & la mesure de la DO a 660 nm et
au dénombrement des cellules & T=0h et aprés 3h. Pour le dénombrement nous avons réalisé une
série de dilution jusqu’a 10 dans des tubes contenant I’eau physiologique, ensuite la gélose a été
coulée dans une série de boites de Pétri et laissée prendre en masse, puis ensemencée par 1 ml
de la derniére dilution de cellule de Lactobacillus.
Le test a été répété trois fois.

I-2-6-3- Test d’adhésion des bactéries lactiques aux cellules épithéliales :
La méthode décrite par Celestine ef al. (2011), avec quelques modification été appliquée,
est réalisée en trois étapes :

Séparation des cellules épithéliales : une portion de 1’iléon du rat a été utilisée : tout d’abord ce
fragment est 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 30min, afin de faciliter la récupération des cellules de la muqueuse. Aprés ce temps
d’incubation, la préparation est soumise a 4 lavages dans le PBS suivis d’un repos pendant 3h &
4°C. La solution obtenue apres cette durée d’incubation est la suspension des cellules
épithéliales.

Préparation des Lactobacillus: une culture &4gée d’une nuit est centrifugée a
6000Tr/min pendant 15 minutes; ensuite on récupere le culot et on lui ajoute 2ml du PBS, a
partir de la suspension obtenue, on prépare les dilutions décimales V/9Vjusqu'a I’obtention de la
dilution 10%. A partir de cette derniére on effectue une observation microscopique & I’objectif
x100 pour confirmer que le nombre des cellules des bactéries est approximativement supérieur a
108 cellules/ml.

Adhésion : 1m] de la suspension des souches de Lactobacillus ensemencées dans le PBS est
mélangé avec 1ml de la suspension des cellules épithéliales, puis incubé & 37°C pendant 45 min.
Aprés DP’incubation une goutte de ce mélange est colorée avec une goutte de cristal violet
additionne d’alcool.

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

Le test a été répété trois fois.

Analyse statistique :

L’étude statistique par le test de PTANOVA.
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paracasei (A9) et L.paracasi subsp paracasei (A20) présentent des activités antagonistes vis-a-
vis de tous les germes tests avec des zones d’inhibitions intéressantes. La souche L.fermentum
n’inhibe aucun germe Gram négatif comme le montre la figure (8).

Phote (1} : Résnlitat de Pactivité antazonistique des souches 82 Lartohaciffus 1A20) (A9 (D) (D])
vis-a-vis Bacillus cereus.

Le pouvoir inhibiteur des souches de Lactobacillus provient de la production de différents
métabolites antagonistes, extracellulaires et diffusibles (Celestine ef al. 2011) :

e Production des acides organiques, essentiellement de !’acide lactique, dont le pouvoir
antimicrobien repose sur 1’abaissement du pH.

¢ Production de peroxyde d’hydrogéne (H>0,).

+  Production des baciériotines.

A ce stade de notre travail nous supposons que l’activité antimicrobienne de nos souches
provient d’un ou plus de ces facteurs combines.

11-2- Détermination de Pactivité bactériocinogene :

Les résultats de I’activité antimicrobienne des surnageants neutralisés et traités par catalase
(SNTC) vis-a-vis des germes indicateurs Gram positifs : Listeria monocytogenes , Bacillus
coreus et Staphpylococcus aureus résistant a Ja méthicilline et les germes indicateurs Gram
négatifs : Klebsiella , E.coli ATCC, E.coli pathogéne et Salmonella sont résumés dans le tableau
(7) et la figure (9). Le test est significatif, il a été répété indépendamment 03 fois avec une
p<0,05.

24






Etude expérimentale Résultats et discussion

D’aprés le tableau(7) et la figure(9), on remarque que tous les SNTC de nos souches de
Lactobacillus manifestent une activité vis-g-vis des germes indicateurs Gram positifs Listeria
monocytogenes , Bacillus cereus et Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline sauf (H7).

Dans notre travail, nous avons remarqué que le meilleur profil d’inhibition a été observé chez la
souche L.acidophilus (I12) qui présente les zones d’inhibition les plus importantes contre
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline, Listeria monocytogenes et Bacillus cereus avec
des moyenes des diamétres de 33,33 mm , 29,00 mm et 21,33 mm respectivement. Les souches
L.gasserii (D8), L.paracasi subsp paracasei (A9) et L.paracasi subsp paracasei (A20)
présentent également des zones d’inhibitions intéressantes vis-a-vis de tous les germes tests
Gram positifs.

La souche L.fermentum (H7) n’a pas d’effet inhibiteur contre Bacillus cereus et montre
’activité inhibitrice la plus faible contre Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline par rapport aux autres souches de Lactobacillus .

Toutes nos souches de Lacrobacillus ne présentent aucun effet inhibiteur contre les germes
indicateurs Gram négatifs. Les bactériocines ont une activité contre les bactéries a Gram positif
a cause de leur paroi ; aucune bactériocine agissant sur les Gram négatifs a été décrite (Dortu et
Thonart, 2009).

L’inhibition par I’acide lactique et H,O, est exclue par la neutralisation du pH du surnageant et
’ajout de la catalase, par conséquent, ’activité antimicrobiennes des surnageants des souches de
Lactobacillus : L.acidophilus (12), L.gasserii (DS8), L.paracasi subsp paracasei (A9) et
L.paracasi subsp paracasei (A20), L.fermentum (HT7) est due probablement & des substances de
nature peptidique tels que les bactériocines (Yang ef al. 1992).

II- 3- Evaluation des aptitudes probiotiques in vitro

I1-3-1-Croissance sur milieu acide :

Les résultats des valeurs moyennes de la résistance des souches de Lactobacillus en milieu acide,
a pH 2 au temps 0 et aprés 3 heures d’incubation sont représentés dans le tableau (8) et la figure
(10). Le test est significatif, il a été répété indépendamment 03 fois avec une p<0,05.
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Selon les résultats obtenus, on observe que la souche L.gasserii (D8) représente la meilleure
résistance a la bile avec un taux de réduction le plus bas 0.25 ,suivi par la souche L.paracasei
subsp paracasei (A20), L.acidophilus (12), puis L.paracasei subsp paracasei(A9) avec des taux
de réduction respectivement de 0.66 , 1.06, 1.15 .

La souche L fermentum (H7) présente une grande sensibilité a la bile révélée par une grande
variabilité entre la valeur moyenne de sa croissance en t=0h et aprés 3 heure d’incubation.

La présence de la bile provoque un stress des cellules ce qui modifie leur capacité de survie et
¢limine une partie plus ou moins importante de la population initiale selon les souches testées
(Izquierdo, 2009).

En général, on peut conclure que les souches L.gasserii (D8), L.paracasei subsp paracasei
(A20), L.paracasei subsp paracasei(A9) et L.acidophilus (12) 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 intestinal ce qui
leur permet d’exercer leur effet bénéfique sur la santé de I’hote.

La sensibilité de la souche L. fermenrum (H7) vis-a-vis de la bile et a ’acidité séparément et
combinés montre qu’il n’y a pas de corrélation entre le caractére bactériocinogéne et la
résistance aux conditions hostiles de I’estomac et de suc gastrique et qu’une souche
bactériocinogene ne présenterait pas forcément les autres traits probiotiques.

I1-3-3- Test d’adhésion des Lactobacillus aux cellules épithéliales :

Les résultats de I’adhésion des souches de Lactobacillus aux cellules de 1’iléon prélevés chez le
rat sont présentés dans le tableau (10).Le test est significatif, il a été répété indépendamment 03
fois avec une p<0,05.

Tableau (10) : Adhésion des différentes souches de Lactobacillus aux cellules épithéliales de rat

Le nombre des cellules de
Souches Lactobacillus adhérées/ cellule
de ’épithélium
L.paracasei subsp paracasei (A20) 77,33 £6,33
L.paracasei subsp paracasei (A9) 30.67 £ 14.33
L.acidophilus (12) 55.33+16.33
L.gasserii (D8) 73,00+ 9,00
L fermentum (H7) 18.33 £6.33

Les valeurs sont en nombre des cellules de Lactobaciilus adhérées/ml. Les résultats sont exprimés en moyenne % l’erreur
standard de la moyenne. Chaque donnée est la moyenne de trois mesures répétées issues de trois expérimentations reproduites
indépendamment (n= 3) avec un p <0,05
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Annexe I

Milieux de culture :

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

PePIONE. .. et 10g
Extrait de viande.........c.ooeriiiniiii e 8g
Extrait de JeVure. .. .....ooveiniii e 4g
Acétate de SOAIUML. ....euiniiiiiit i Sg
Phosphate dipotassiqUe. ... ..o.v.eiitiriereee et 2g
Citrate d’ammONIUML. .. ....cuuneuitit ittt 2g
Sulfate de MagnesiUML.......oovvtiiiiii e 2g
Sulfate de Man@anEse. .......ovveiuiiritiet e 0.05¢
GlUCOSE ettt e 20g
TWeen 80. ... Iml
Agar (dans le cas de g8loSe)......o.eireiiiiiiiii 15¢g
0 115311 [T g
Eau distille qSP.- . cvevnineniniii i 1000ml

- Gélose Muller Hinton

Infusion de viande de boeuf..........ccovireiiiii i 300ml

Peptone de CaSEINE. .......vuiuit ettt 17,5¢g

AMIAON A€ MAIS. .\ ettt ittt e 1.5¢g

< 1 O 17¢g
pH =74

- Gélose nutritive

PePIONE. .ttt e 10g

Extrait de vIande........cooviieiiiiii e e 5g

ChIorure de SOAIUML. ... ivi ittt e et et ae et e e nnns 5¢g

ALGAT vttt et a e s e e e b e e neeesbesatee e e ne 15¢
pH =7.5

~ Bouillon nutritif

PePLONE. ..ottt e 10g
Extrait de vIande.........oiiiiiniitii e e a S5g
Chlorure de sodium (facultatif selon la formule)...............c.oooiii 5g

pH =7.5



~ Gélose M17

TIYPLOME. ..ttt sttt saesenans 2,50g
Peptone pepsique de viande ..........c.ccoeeveeviiieeiieniieneneeeeee e 2,50¢g
Peptone papainique de SOJa .......ccveveveeeceeereiieeieneere ettt 5,00 g
Extrait autolytique de 1eVUTe........ooeeceineriiiericiiceeceeee e 2,50¢g
Extrait de vIiande ........cccccoveviiiirreeiieienreni e 5,00 g
LLACTOSE .nveeiieiteeiieeie ettt ettt et sttt ettt e st e e r e e saseenne 500 g
Glycérophosphate de Soditum .........ccoceeveviciiineninenieiencneeese e 19,00 g
Sulfate de MagNESIUM ....c..eevievirerieiereciiice et 02 g
ACIAE ASCOTDIQUE ..cuvieviiniiiiieieeie ettt ettt 0,50 g
Agar bactériologIQUE.......veoueeceeirieeiieieereeeeeee ettt eere st e sae e eaeeas 15,00 g
Eau diStille......o.vnnineiee e 1000 ml

pH=7,1+0,2.
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Réactifs et tampon pour les aptitudes probiotiques
Réactifs

- Violet de gentiane

o Violet de gentiane ..........ccouiuiiiuiniiit i g
@ Ethanol @ 0% .....cccooiiiiiiiirietetce ettt e 10ml
®  Phenol ..o 2g
o FEaudistillée......cooiiniiiiiiiii 100ml

Tampon pour les aptitudes probiotiques

- Milieu PBS
@ NayHPO .. oo 10.9¢
® Na2H2P04 ............................................................................... 3 2g
0 NG e 90g
O Bau disStill€e. ..ottt 1000ml
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Tableau 1 : Diamétres des zones d’inhibition de test de pouvoir antagoniste des souches de
Lactobacillus contre les germes Gram positifs.

Bacillus cereus Listeria Staphylococcus aureus
ST monocytogenes resistant a la méthicilline
Exp1l | Exp2 | Exp3 | Expl | Exp2 | Exp3 | Expl | Exp2 | Exp3
L.paracasei subsp paracasei 26 27 25 |24 23 25 17 15 15
(A20)
L.fermentum ( H7) 15 16 14 |21 23 23 26 25 25
L.paracasei subsp paracasei 25 27 26 |23 23 22 23 23 25
(A9)
L.acidophilus (12) 30 31 29 115 14 16 23 23 22
L.gasserii (D8) 37 36 36 |36 37 36 20 19 20
Tableau 2 : Diamétres des zones d’inhibition de test de pouvoir antagoniste des souches de
Lactobacillus contre les germes Gram négatifs
SI Escherichia coli Escherichia coli Salmonella Klebsiella
ST ATTC pathogeéne
Expl | Exp2 | Exp3 | Expl | Exp2 | Exp3 | Expl | Exp2 | Exp3 | Expl | Exp2 | Exp3
L.paracasei 12 11 13 21 21 20 13 15 15 15 13 14
subsp
paracasei
(420)
L. fermentum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(H7)
L.paracasei 17 17 18 12 12 13 14 14 14 14 16 14
subsp
paracasei
(49)
L.acidophilus | 19 20 20 23 22 24 16 14 15 14 15 14
12)
L.gasserii 13 15 13 16 16 16 29 28 28 24 25 25
(D8)







Tableau6 : ’activité antimicrobienne des surnageant neutralisés et traités par catalase vis-a-vis
de Listeria monocytogenes , Bacillus cereus, Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline ,

Klebsiella , E.coli ATCC, E.coli pathogene et Salmonella.

ST Klebsiella Listeria Bacillus
E. coli ATTC | E. coli Salmonella SRM monocytogenes | cereus
pathogéne
ST
’ ex |ex |ex |ex jex |ex |ex |ex |ex |ex jex |ex |ex |[ex |ex |ex |ex |ex | ex | ex | ex
1 2 |3 1 2 |3 1 2 |3 1 2 |3 1 2 13 1 2 |3 1 2 |3
L.paracasei subsp 0 |0 [0 (O |O |O |O 0 [0 |29(30(30|0 (0 |O 18 118 120127 |30 |26
‘ paracasei (A20)
L. fermentum 0o {0 |0 |0 (O (O |O JO |O 1911711910 J0 [0 1511411210 |0 |0
| (H7)
L.paracasei subsp 0 (0 (O (O |]O {O |O |O (O (3129300 |0 |O 13115113 |30 |30 |31
‘ paracasei (A9)
L.acidophilus (12) 0 [0 |0 |0 [O |O |O [O |O |35133132(0 |0 0 (202222292830
IL.galsserii (D% 0 [0 [0 10 [0 O |O [0 |O |24 (252310 (0 |0 [2223 (231201918

Diamétres des zones en mm







