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Introduction

Les bactéries lactiques sont des microorganismes présentant des caractéristiques
morphologiques, physiologiques, et métaboliques variées (Drider et Prévost, 2006). On les
trouve essentiellement dans les produits laitiers (yaourt, fromage, Iben...), mais aussi dans
d’autres niches écologiques en étant seules ou en association avec d’autres microorganismes
bénéfiques comme les levures (Novel, 1993). Elles sont utilisées de différentes manieres, on cite
les ferments ou les starters de fermentation (Mugula et al., 2003), les agents de bioconservation
(Vermeirenet al., 2004), et les probiotiques (Fuller, 1989). Les aliments fonctionnels dans
lesquels sont incorporées des bactéries lactiques probiotiques connaissent depuis une dizaine

d’années un trés gros essor commercial (Mugula et al., 2003).

Les probiotiques sont définis comme étant des microorganismes vivants qui une fois
ingérés en quantités adéquates exercent des effets bénéfiques pour la santé de 1’hote (OMS,
2001).

Ces effets positifs sont le soulagement des maladies d’origine digestive (comme
I’intolérance au lactose), I’amélioration du transit intestinal, la prévention de certaines maladies
comme [’augmentation du taux de cholestérol dans le sang, les diarrhées, les maladies
inflammatoires chroniques de [D’intestin (MICI), ainsi que d’autres infections d’origine

microbienne (infections a Clostridium difficile et a Campylobacter) (Rastall et al., 2005).

Le criblage d’un grand nombre de bactéries pour identifier des souches probiotiques est
de plus en plus effectué du fait de la demande accrue en nouvelles souches probiotiques pour le
développement de nouveaux produits probiotiques par les industries agro-alimentaires et

pharmaceutiques (Motyl et al., 2009).

Dans le cadre de choisir des bactéries qui ont un effet bénéfique sur ’Homme, notre
étude a été consacrée, a isoler des bactéries lactiques a partir du lait cru de chévre et a étudier

leurs propriétes probiotiques.
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I. Les probiotiques

I.1. Historique et définition

Au début des années 1900, Pasteur a identifié les microorganismes responsables du
processus de fermentation, alors que Metchnikoff a d'abord essayé de découvrir I'effet possible
de ces microorganismes sur la santé humaine. Il a associé la longévité accrue des populations
rurales bulgares a la consommation réguliere de produits laitiers fermentés tels que le yaourt.

Metchnikoff considérait les lactobacilles comme des probiotiques (Gasbarrini et al., 2016).
Le terme probiotique, a été utilisé pour la premiére fois par Lilly et Stillwell en 1965 pour

le décrire comme étant des substances sécrétées par des microorganismes qui stimulent la

croissance d’autres microorganismes (Lilly et Stillwell, 1965).

Parker en 1974 a défini les probiotiques comme organismes et substances qui contribuent

a I’équilibre microbien intestinal (Parker, 1974).

Fuller a tent¢ en 1989 d’améliorer la définition de probiotique de Parker avec la
distinction suivante: « Un complément alimentaire microbien vivant qui affecte

avantageusement I’animal hote en améliorant son équilibre microbien intestinal » (Fuller, 1989).

Aujourd’hui, selon la définition adoptée par I’OMS, les probiotiques sont « des
microorganismes vivants qui, une fois administrés en quantité adéquate, produisent un bénéfice

pour la santé de 1’hote ».
1.2. Principaux microorganismes probiotiques

Les microorganismes probiotiques sont en majorité des bactéries lactiques, utilisées dans
la production des produits lactés fermentés. Les especes associées aux genres Lactobacillus et
Bifidobacterium ont été signalées comme étant les souches bactériennes les plus utilisées. Les
especes représentatives sont Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. plantarum, B. lactis, B. longumet B.
bifidum (Shi et al., 2016).

1.3. Comment sélectionner une souche probiotique

Un certain nombre de criteres doivent étre respectés lors de la sélection d'une souche
bactérienne probiotique, d’abord elle doit étre identifiée par des techniques phénotypiques et
génotypiques, appartenir a la flore commensale et étre d’origine humaine. Une importance

primordiale étant accordee aux questions de sécurité. Les souches du genre Lactobacillus et

2
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Bifidobacterium sont généralement considérées comme slres du fait de leur utilisation depuis
longtemps par I'homme. Il est essentiel de procéder a une évaluation de la sécurité lorsque les
probiotiques ne font pas partie des genres Lactobacillus ou Bifidobacterium (Leuschner et al.,
2010).

La survie des bactéries dans le tube digestif dépend de leur capacité a tolérer les pH bas.
L'estomac et les alentours du transit intestinal ont la plus haute acidité ; par conséquent, il est
essentiel d’établir le comportement et le devenir de la bactérie lors du passage (Ammor et
Mayo, 2007).

Une résistance aux sels biliaires est un facteur important pour la survie des probiotiques
car aprés leur échappement aux conditions acides de 1’estomac, les probiotiques doivent faire
face a ’action détergente des sels biliaires libérés dans le duodénum aprés ingestion des repas
gras (Ammor et Mayo, 2007 ; Guet al., 2008).

Une activité antimicrobienne contre les bactéries pathogenes, et la production de
substances d’intérét sont aussi nécessaires, les bactéries lactiques synthétisent des molécules a
action bacteéricide/bactériostatique comme les acides organiques (acide lactique, acide acétique et
acide formique) le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, le diacétyle et les bactériocines
(Djaafaru et al., 1996 ; Labioui et al., 2005).

Un autre critére de sélection important pour un probiotique est la capacité a adhérer aux
tissus de I'nGte, en particulier au mucus intestinal et aux cellules épithéliales, afin de promouvoir
des interactions (hote-bactérie) efficaces (Ouwehand et Salminen, 2003 ; Forssten et al.,
2011).

Parallelement, du point de vue technologique la souche probiotique doit posséder
et la stabilité pendant toute la durée de stockage (Shi et al., 2016). Le nombre de cellules viables
de probiotiques dans un produit doit étre d’au moins 10® UFC/ml & la date de péremption

indiquée, car la dose efficace minimale recommandée par jour est de 108-10° cellules.

I1. Utilisation des bactéries lactiques comme probiotiques

11.1. Définition des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de microorganismes produisant de
I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles sont principalement utilisées en
tant que starter dans les produits alimentaires fermentés ou elles permettent de développer

3
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certaines caractéristiques organoleptiques (texture, saveur des aliments et production de
composés aromatiques) et d’augmenter la durée de conservation (Labioui et al., 2005 ; Dortu et
Thonart, 2009). Cette utilisation est due aux effets nutritionnels et thérapeutiques de ces
bactéries car elles enrichissent le milieu ou elles se trouvent en vitamines (B et K), en acides
aminés, en composes organiques (acides lactique et acétique), en enzymes (lactase) et en
bactériocines responsables de I'inhibition des bactéries pathogénes (Dib et al., 2012). Elles
interviennent dans 1’industrie laitire et dans la fermentation de nombreux autres produits
alimentaires ; saumurage des légumes, boulangerie, fabrication du vin, saurissage des poissons,

et salaisons, etc.

11.2. Principales caractéristiques

Les bactéries lactiques sont un groupe de cocci ou de batonnets a Gram positif, chimio-
organotrophes et ne poussent que dans des milieux complexes (Schleifer et al., 1995), ne formant
pas de spores, catalase et oxydase négatives, avec une tolérance élevée pour un pH bas (Mokoena,
2017). Elles sont anaérobies facultatives, capable de fermenter les glucides pour la production
d'énergie et d'acide organiques. La voie métabolique du glucose peut étre homofermentaire dans
ce cas, deux molécules d’acide lactique sont produites, ou hétérofermentaire les produits de
fermentation sont des acides organiques (I’acide lactique...), de 1’éthanol et du dioxyde de
carbone (Djadouni et Kihal, 2012).

Les bactéries lactiques sont également capables de produire de petites substances organiques qui
contribuent a ’ardme et conférent des attributs organoleptiques spécifiques aux produits. Elles

libérent également des métabolites antimicrobiens appelés bactériocines (Widyastuti et al.,2014).
11.3. Taxonomies et classification

Au début du XXe siecle, le terme « lactic acid bacteria », a été introduit dans la
monographie d’Orla-Jensen (1919), ce qui constitue toujours la base du systéme de classification
actuel (Liu et al., 2014).

Les critéeres de description des bactéries utilisees par Orla-Jensen (1919) incluent des
critéres phénotypiques comme la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la tolérance
au acide, la composition de la paroi cellulaire, la tolérance a la bile, le besoin de facteurs de

croissance, la présence de certains enzymes...... (Konig et Frohlich, 2017).

Des techniques moléculaires telles que I’application de sondes oligonucléotidiques
ciblées sur ’ARNr 16 S ou ’ARNr 23S (Schleifer et al., 1995) et le séquengage de I’ADNr 16S
4
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ont eté développées, permettant une identification plus cohérente (Mokoena, 2017). Selon la
classification taxonomique actuelle (Fig. 1) les bactéries lactiques appartiennent au phylum des
Firmicutes, a la classe des Bacilli, a I’ordredes Lactobacillales. Selon le “Bergey’smanual of
Systematic Bacteriology”, les bactéries lactiques sont subdivisées en 6 grandes familles :la
famille des "Lactobacillaceae » (genre : Lactobacillus), la famille des "Enterococcaceae”
(genre : Enterococcus), la famille des "Streptococcaceae™ (genres : Streptococcus et
Lactococcus), la famille des "Leuconostocaceae”, la famille "Aerococcaceae” et la famille

"Carnobacteriaceae” (Stiles et Holzapfel, 1997).

Lb. delbrueckii

Weissella

Lb. casei-Pediococcus

Oenococeus

Lactococcus

Tetragenococcus

Vagococeus

Enterococcus

Streptococcus

Carnobacterium :
Bacillus

Staphylococcus

Aerococcus  Listeria

Fig.1.Arbre phylogénétique des bactéries lactiques (Axelsson, 2004)
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11.4. Effets bénéfiques sur la santé humaine

Les effets les mieux documentés comprennent les troubles intestinaux tels que
I'intolérance au lactose, les diarrhées associées aux antibiotiques et les diarrhées infectieuses
(Villena et al., 2017).

Plusieurs effets bénéfiques ont été attribués a la consommation de probiotiques lors
d'essais cliniques ainsi que de modeéles expérimentaux in vitro et in vivo. Un exemple intéressant
est l'application de ces bactéries en tant qu'approche non pharmaceutique pour aider a geérer les
troubles métaboliques humaines (Reis et al., 2017). Des recherches ont démontré que la
consommation réguliére de probiotiques pouvait améliorer le profil lipidique sérique, notamment
en réduisant les taux de cholestérol sérique par diminution de 1’absorption du cholestérol
intestinal, déconjugaison des sels biliaires ; modulation du métabolisme lipidique, incorporation
ou assimilation de cholestérol dans la membrane bactérienne et inhibition de I'expression des

transporteurs intestinaux de cholestérol (Reis et al., 2017).

Il a été démontré que la souche Lb. gasseri PA-3 pourrait protéger des individus des rats
contre les taux sériques élevés d'acide urique et pourrait avoir un effet positif sur la réduction de

I'nyperuricémie et la prévention de la goutte (Yamada et al., 2017).

Dans une étude, il a été démontré qu'un yaourt fabriqué avec les souches Lb. Delbrueckii
CRL423 et Str. thermophilus CRL412, sélectionnées en fonction de leurs capacités
immunomodulatrices ont pu améliorer I'immunité respiratoire et protéger contre l'infection a Str.

pneumoniae (Villena et al., 2006).

Kamiya et al. (2016) ont cherché a évaluer I'activité immunomodulatrice de deux souches
bactériennes du yaourt Lb. delbrueckii ME-552 et Str.thermophilus ME-553, ils ont étudié 1’effet
des deux souches sur la fonction des lymphocytes T. Les résultats ouvrent la porte a
d’intéressantes recherches en vue de mettre au point un yaourt probiotique capable de stimuler la

mugqueuse qui a son tour excite la couche musculaire sous-jacente (Kamiya et al., 2016).

Les probiotiques ont été utilisés non seulement pour améliorer I'immunité, mais
également pour moduler I'inflammation excessive ou non productive. De ce fait, les probiotiques
ont trouvé une place potentielle dans la gestion des maladies inflammatoires telles que les

allergies. Des études ont mis en évidence les effets bénéfiques sur la sensibilisation allergique et
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les taux d’IgE, ayant un impact sur ’eczéma, la respiration sifflante et I’asthme (Gern et al.,

2015).

De nombreuses études ont permis de vérifier 1’effet bénétique des souches probiotiques
sous forme de biofilms, notamment une résistance a la température, au pH gastrique et aux forces
mécaniques en comparaison avec leurs homologues planctoniques. Il a été montré que la
formation de biofilms par les bactéries probiotiques favorise la colonisation de la muqueuse de

I’hote et empéche I’installation des bactéries pathogénes (Salas-Jara et al., 2016).

La liste des avantages pour la santé induite par les probiotiques ne se limite pas a ceux
mentionnés jusqu'a présent et inclut une gamme d'effets promoteurs. Il est prouvé que les
probiotiques pouvant jouer un role dans la réduction de I’incidence du cancer par diminution des
niveaux d'enzymes cancérogenes genérés par la flore colique ainsi qu'en produisant des acides

organiques antimutagénes (Kechagia et al., 2013).
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1. Isolement de souches de bactéries lactiques

1.1. Provenance des échantillons

Les bactéries lactiques ont été isolées a partir du lait cru d’une chévre provenant de la région
de Taher qui se trouve a Jijel. Aprés lavage a I’eau savonneuse, ringage a 1’eau javellisée puis séché
avec une lingette stérile du pis de la chévre, le lait a été recueilli dans 3 flacons stériles (100 ml),

puis transportés dans une glaciére jusqu’au laboratoire.

1.2. Isolement

Chaque échantillon a fait I’objet d’un isolement sur milieux spécifiques aux flores ciblées
(Tableau 1, annexe I1). 1 ml de chaque échantillon a été ensemencé en masse/surface en utilisant de
la gélose MRS et M17 (tableau 1 et 2, annexe 1), milieux adaptés aux exigences nutritionnelles des
bactéries lactiques. Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 48/72 h. Apres incubation,

les colonies ont été selectionnées sur la base de leurs caracteres culturaux (couleur, forme, taille...).

2. Purification

5 colonies caractéristiques ont été prélevées de chaque boite et purifiées. La purification des
isolats a été réalisée par repiquages successifs sur géloses MRS et M17 avec vérification de la
pureté des isolats aprés chaque repiquage en étudiant les caractéres culturaux des colonies (méme
taille, méme forme et méme couleur....), en effectuant une coloration de Gram (annexe Il1) et un

test de la catalase (annexe Il1).

3. Préparation des inocula standards

Afin de travailler dans des conditions standards, il fallait choisir un inoculum fixe. Pour cela,
une standardisation des inocula s’est avérée indispensable.
Apres ensemencement sur gélose MRS et incubation pendant 48 h & 37°C, 3 colonies identiques
de chaque culture ont été repiquées dans 9 ml de bouillon MRS. Au bout de 18 h d’incubation, une
série de dilutions décimales allant jusqu’a 10° a été effectuée et les dilutions 10°10° ont été
ensemenceées sur gélose MRS a raison de 3 boites par dilution, puis incubées pendant 48 h a 37°C.
Au terme de la période d’incubation, les colonies ont été dénombrées en utilisant un compteur de

colonies.
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4. Origine des souches pathogénes

Les souches pathogenes sont des souches de référence appartenant a deux especes bactériennes
pathogenes pour I’'Homme : un coque a Gram positif, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et un
bacille & Gram négatif Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Les souches utilisées font partie de
la collection bactérienne du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (université A. Mira-Bejaia).
Ces souches ont été conservées dans du bouillon nutritif additionné de glycérol (tableau 3,annexe 1)
a -18°C. Avant toute utilisation des souches, une revivification et une vérification de leur pureté se
sont averées indispensables. Apres quelques repiquages successifs, des tests rapides ont été réalisés:

= Observation microscopique de I’aspect des souches et de leur mode de regroupement
apres coloration de Gram ;

= Tests de la catalase.

Uniquement, les meilleurs isolats seront retenus ; le choix de ces derniers a été déterminé par
Cétude de leur effet probiotique

5. Test d’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des isolats de bactéries lactiques a été mise en évidence par la

réalisation de deux tests, ces tests sont les suivants :

5.1. Test des spots

Apres avoir coulé les boites de Pétri avec de la gélose MRS (solidifiée et séchée), 5 ul de la
suspension bactérienne de chaque isolat lactique (108 UFC/mI) ont été déposés en spots. Les boites
ont été séchées pres du bec bunsen puis incubées a 37°C pendant 18 h (Fernandez et al.,2007).
Aprés la période d’incubation, les boites ont été recouvertes de 20 ml d’une gélose PCA en
surfusion ensemencée avec 1 ml des cultures fraiches des souches cibles (S. aureus et P.
aeruginosa /10® UFC/ml), puis incubées & 37°C pendant 24 h. Au terme de la période
d’incubation, la présence ou I’absence de zones d’inhibition autour des spots a été notée.
L’inhibition a été notée positive lorsque le diamétre de la zone d’inhibition a été supérieur a 1 mm
(Schillinger et Lucke, 1989).
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5.2. Test des puits

Pour tester 1’activité antibactérienne du surnageant de culture des isolats lactiques a 1’égard de S.
aureus et de P. aeruginosa, des cultures des isolats lactiques (102 UFC/mI) préparées dans du
bouillon MRS ont été centrifugées a 4000tour/15 min a 4°C. Le surnageant récupéré a été
stérilisé par filtration sur une membrane d’acétate de cellulose (0,45 um) (Ghrairi et al., 2008).
Aprés mesure du pH, ce dernier a été testé pour son activité envers les souches pathogeénes
comme décrit par Barefoot et Kaenhammer, (1983) :

1 ml de la suspension des souches indésirables (10 UFC/mI) a été ensemencé en masse
dans 20 ml de gélose nutritive. Aprés solidification de la gélose, des puits de 6 mm de diametre
et de 5 mm de profondeur ont été creusés dans la gélose. Le fond de chaque puits a été scellé
avec une goutte de gélose nutritive. Les puits ont été par la suite remplis avec 100 ul du
surnageant natif des isolats lactiques et laissé diffuser pendant 2 h a 4°C. Aprés cette période, les
boites ont été incubées a 37°C pendant 24 h. L’activité antibactérienne a été révelée par la
présence de zones d’inhibition autour des puits (Fig.2). L’inhibition a été notée positive lorsque

le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 1 mm (Schillinger et Lucke, 1989).

1§
100 ul
Centrifugation m — 100 pl surnageant de
4°C 4000 tr L la culture bactérienne
Surnageant Y,
pd 15 min | /0/—\
s Culot
O o\
Culture de 18h o o
(bactérie lactique)
—

‘ Gélose nutritive contenant
Incubation 24h S
S, la souche indicatrice

O
(o) O
Zone d’mibition a37°C

o

Fig.2. Schéma représentatif du test des puits

10



Matériel et méthodes

= Test des puits apres neutralisation du surnageant

Les isolats lactiqgues ont été caractérises quant a la nature de leurs substances
antibactériennes. Un ajustement du pH a 6,8 du surnageant de culture afin d’éliminer 1’effet du

pH et de I’acidité a été réalisé puis le test des puits a été effectué comme décrit en 5.2.
= Test des puits apres traitement du surnageant avec une protéase

L’existence d’une substance de nature protéique est révélée par la disparition ou par la
réduction des diamétres des zones d’inhibition aprés traitement enzymatique. 5 ml du surnageant
doté d’activité inhibitrice ont été additionnés d’une solution de pepsine préparée dans du tampon
KCI-HCI pH 2 a une concentration finale de 1 mg/ml. Le mélange a été incubé a 37°C/2 h, traité
au bain marie a 100°C/5 min puis refroidi brusquement dans un bain de glace afin d’inactiver
I’enzyme. Au terme du traitement, le pH des échantillons a été réajusté a la valeur 6,8 (NaOH 2
N) puis testés pour leur activité antibactérienne envers les souches cibles comme décrit

précédemment en 5.2.

6. Tolérance aux pH

Dans le but de savoir si les isolats lactiques résistent a différents pH, le test d’effet du pH a
été realisé comme suit : 50 ul de chaque culture d’isolat lactique ont été inoculés dans des tubes de
5 ml de bouillon MRS de trois pH différents, a savoir pH : 3, 4 et 5. L’incubation des tubes a été
effectuée a 37°C pendant 24 h (Tambekar et Bhutada, 2010).

7. Tolérance aux sels biliaires

Pour savoir si les isolats lactiques résistent a différentes concentrations de sels biliaires, le test
suivant a été réalisé : des poids de 0,3 ; 1 et 3 g de sels biliaires ont été pesés. Chaque poids de sels
biliaires a été ajouté a 100 ml de gélose MRS en surfusion pour préparer les concentrations : 0,3%,
1% et 3%. Les geloses préparées ont été coulées dans des boites de Pétri. 5 pl de chacun des
isolats lactiques ont été ensemencés en spots puis laissés sécher. Une fois les boites sont séches,
une incubation de 24 h a 37°C a été lancée (Tambekar et Bhutada, 2010).

8. Adhésion sur microplaque en polystyréne

Cette étude a été réalisée dans le but d’essayer d’évaluer la capacité des isolats lactiques a
adherer et de former des biofilms. La méthode utilisée est celle décrite par Ait meddour et
al.(2014) avec quelques modifications.
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Aprés culture des isolats lactique dans le bouillon MRS pendant 24h a 37°C, 200 pl de
chaque suspension ont été utilisés pour inoculer les puits d’une microplaque de polystyrene de 96.
Cette derniere a été incubée a 37°C pendant 48h. Par la suite, la microplaque a été rincée trois fois
avec de I’eau distillée pour éliminer les cellules non adhérentes. Elle est ensuite séchee en position
renversée, puis colorée par 100 pl d’une solution de cristal violet a 1% pendant 30 min. Le cristal
violet a été rejeté, et les puits ont été lavés vigoureusement avec 1’eau distillée. Ensuite, de
I’éthanol a 95% a été additionné. Un volume de 125 pl de chaque puits a été transféré dans une
nouvelle microplaque stérile et ’absorbance a 570 nm a été mesurée a I’aide d’un lecteur de

microplague. Du bouillon MRS stérile a été utilisé en tant que témoin négatif.

9. Identification des isolats criblés

Suite aux tests réalisés, les isolats retenus sont identifiés au niveau du genre en se basant sur
leurs caracteres morphologiques et divers caracteres physiologiques et biochimiques tels

qu’indiqué dans le tableau ci-dessous.
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Tableau I. Tests d’identification des isolats lactiques (Guiraud, 1998)

Test Protocole Incubation Observation
Observation  microscopique  des Présence ou
Mobilité cellules bactériennes a 1’état frais / absence de
mobilité

Type fermentaire

Des tubes de 9 ml de bouillon MRS,
munis de cloches de Durham, ont été
ensemencés a raison de 108 UFC/ml

37°C/ 24-48 h

Présence ou
absence de CO»
dans les cloches

Fermentation du
lait écrémé stérile

Des tubes de 9 ml de lait écrémé
stérile ont été ensemencés a raison
de 108 UFC/ml

37°C/ 24-48 h

Coagulation ou
non du lait écrémé

Des cultures bactériennes (108 Présence ou
Thermorésistance | UFC/ml) dans du bouillon MRS ont absence de
été chauffées a 60°C/ 30 37°C/ 24-48 h croissance

bactérienne apres
traitement
Croissance a Des cultures bactériennes (10° Présence ou
différentes UFC/ml) dans du bouillon MRS ont absence de
températures | eté  incubees a  différentes | 37 et 45°C/24-48 croissance
températures h bactérienne
Croissance a Des cultures bactériennes (108 Présence ou

différentes
concentrations de
NacCl

UFC/ml) dans du bouillon MRS
additionné de différentes
concentrations de NaCl : 2, 4 et 6%
(m/v)

37°C/ 24-48 h

absence de
croissance
bactérienne

Croissance a pH
9,6et5,5

Des cultures bactériennes (10®
UFC/ml) dans du bouillon MRS
ajusté apH 9,6 eta pH 5,5

37°C/ 24 -48 h

Présence ou
absence de
croissance
bactérienne

Dégradation de

Des cultures bactériennes (108

Virage ou non de

I’arginine (ADH) | UFC/ml) dans du bouillon Moeller | 37°C/ 24 -48 h couleur vers le
(tableau 4, annexe Il) ont été jaune
préparees
Des cultures bactériennes (108 Virage ou non de

Production UFC/ml) dans du bouillon Clark et | 37°C/ 24 -48 h couleur vers le

d’acétoine (VP)

Lubs (tableau 5, annexe II) ont été
préparées

rouge apres
I’ajoute du
réactif(VP1 et
VP2)
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10. Critéres de sécurité des souches d’Enterococcus

10.1. Test de résistance a la vancomycine

La présence de génes de résistance a la vancomycine est considérée comme un indicateur
de virulence des souches d’entérocoques. Pour cela, la résistance des souches d’Enterococcus
criblées a cet antibiotique a été testée selon les recommandations du comité d’antibiogramme de
la société francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2009). A partir d’une culture fraiche de 18 h,
une suspension bactérienne dans 5 ml d’eau physiologique est préparée (concentration de 108
UFC/ml a I’échelle 0,5 Mc Farland). Des boites contenant du milieu Mueller-Hinton (tableau 6,
annexe ) ont été ensemencées par écouvillonnage. Des disques de vancomycine 30 pg ont été
déposés a la surface des boites. Apres incubation des boites a 37°C/24-48 h, la présence ou

’absence de zones d’inhibition autour des disques a €té notée.

10.2. Test d’hémolyse

Pour le test d’activité hémolytique, les souches d’entérocoques ont été ensemencées en spots
a un taux de 108 UFC/ml sur une gélose au sang de mouton. Aprés 48 h d’incubation a 37°C, les
géloses sont vérifiées pour une présence ou absence d’une 3 -hémolyse (zone claire autour des
colonies), a- hémolyse (zone verte autour des colonies) et y-hémolyse (absence de zone autour
des colonies) (Ghrairi et al., 2008 ; Rivas et al., 2012).
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1. Isolement de souches de bactéries lactiques

Les souches de bactéries lactiques ont été isolées a partir du lait cru de chévre. A partir de 3
échantillons prélevés, 55 isolats bactériens (codes S1-S55) ont été obtenus. Pour I’obtention des
isolats lactiques, nous avons opté pour une approche phénotypique basée essentiellement sur
I’aspect macroscopique des colonies sur gélose MRS/M17 (petites colonies de couleur
transparente, blanchéatre, ou blanc-creme, rondes ou lenticulaires avec un diametre d’environ
1mm), sur I’aspect microscopique des cellules (cocci, bacilles et coccobacilles a Gram positif) et

sur le test de la catalase (catalase négative).

Sur 55 isolats 34 ont été des cocci, des coccobacilles ou des batonnets a Gram positif ou a
Gram négatif et a catalase positive. Ces derniers ont été exclus de notre sélection du fait qu’ils ne
représentent pas le groupe des bactéries lactiques. Les 21 isolats restants ont été a Gram positif et
a catalase négative, confirmant leur appartenance au groupe des bactéries lactiques. Parmi ces
isolats, 12 ont été sous forme sphérique en paire ou en courte chaine et 9 isolats ont été sous forme
de batonnet (bacille).

Les études publiées sur la diversité des microorganismes dans le lait cru de chevre sont
nombreuses. Selon Guiraud (2003), il s’agit essentiellement des germes saprophytes de pis et des
canaux galactophores : microcoques, streptocoques lactiques et lactobacilles. De plus, des germes
pathogenes et dangereux du point de vue sanitaire peuvent étre présents lorsque le lait est issu d’un

animal malade (Str. pyogene, S. aureus...).

2. Standardisation des inocula
Le but de la standardisation des inocula, est d’avoir le méme nombre de cellules bactériennes
vivantes dans 1 ml de culture durant toute notre etude. Apres 18 h d’incubation, le nombre de

cellules viables par ml pour chaque culture bactérienne est présenté dans le tableau 2, annexe II.

3. Vérification de la purete des souches pathogenes

Les souches bactériennes : P. aeruginosa et S. aureus ont été utilisées en tant que modele
biologique pour la réalisation de cette étude. Les souches utilisées ont donné les résultats

représentés dans le tableau ci-dessous.

15



Resultats et discussion

Tableau I1. Vérification de la pureté des souches

Souches Coloration de Gram Catalase
S. aureus Cocci a Gram positif
disposés en amas de Positive

diamétre ~ 0,5-1 ym

P. aeruginosa Bacilles fins et droits, isolés
ou en diplobacilles & Gram Positive
négatif de 0,5-0,8 um de
diamétre sur 1,5-3 um de
longueur

4. Test d’activité antibactérienne
4.1. Test de spots

A travers les résultats du test des spots, tous les isolats lactiques (108 UFC/mI) possédaient
une activité antibactérienne vis-a-vis des deux souches pathogénes (108 UFC/ml). Les zones
d’inhibition enregistrées varient entre 2 et 20 mm de diamétre (tableau 3, annexe Il). La plus forte
activité antimicrobienne a été enregistrée avec I’isolat S20 contre les deux souches pathogeénes (S.
aureus et P. aeruginosa) avec une zone d’inhibition de 21 mm de diametre. Un exemple d’activité
antibactérienne révélée par le test des spots est donne sur la Fig. 3.

&

—

Fig.3. Activité antibactérienne de I’isolat S20 a I’égard de S. aureus (A)
et a I’égard de P. aeruginosa (B) révélée par le test de spots
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Selon plusieurs auteurs, I’effet inhibiteur pourrait étre attribué a la compétition
nutritionnelle et aux métabolites produits par les bactéries lactiques tels que les acides organiques,
essentiellement I’acide lactique. De plus, ces bactéries produisent une variété de substances
antibactériennes qui peuvent étre classées comme des composés a faible poids moléculaire comme
le CO; et le H2O> et des composés a poids moléculaire élevé telles que les bactériocines (Settanni
et Corsetti, 2008 ; Mufioz et al., 2011). Ces derniéres sont devenues d’un grand intérét car elles
sont souvent actives a I’égard de plusieurs agents pathogenes d'origine alimentaire, a Gram positif
telles que L. monocytogenes et S. aureus et a Gram a négatif telles qu’E. coli (Vera Pingitore et
al., 2012 ; Barbosa et al., 2014).

4.2. Test des puits

Pour la recherche de I’activité inhibitrice dans le surnageant de culture des isolats
lactiques, la méthode de diffusion en puits a été effectuée. Le test des puits en utilisant le
surnageant brut de culture des isolats lactiques (pH, tableau 4, annexe 1) a montré, que les isolats
S1, S2, S3, S4, S5, S6, S8, S12, S15, S18, S20 et S21 ont été doués d’une activité inhibitrice vis-
a-vis des souches cibles (diamétres des zones d’inhibitions, tableau 5, annexe I1). Les meilleures
zones d’inhibition ont été enregistrées avec I’isolat S15 et I’isolat S18 avec un diamétre de 18 mm
vis-a-vis de S. aureus (Fig. 4). L’isolat S20 a donné une meilleure activité antibactérienne vis-a-
vis de P. aeruginosa avec une zone d’inhibition de 16 mm de diamétre.

Comme cité précedemment en 4.1., I’activité inhibitrice pourrait étre attribuée aux
métabolites produits par les isolats lactiques a savoir : les acides organiques, le CO2, le H20> et
des composés de natures protéiques telles que les bactériocines.

L’absence de toute activité antibactérienne par les isolats S9 et S11 révélés actifs avec le
test des spots pourrait indiquer que I’effet inhibiteur observé par le contact direct dans le test des
spots pourrait étre attribué a un effet de compétition nutritionnelle entre cellules sans synthése de
métabolites inhibiteurs ou a leur faible production sous les conditions de culture utilisées (Tagg et
al., 1976 ; Mami et al., 2008).
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Fig.4. Activité antibactérienne des isolats S18 et S15 a I’égard de S.
aureus (A) et de I’isolat S20 a I’égard de P. aeruginosa (B) révélée par
le test des puits

. Test des puits aprés neutralisation du surnageant

Apreés avoir neutralisé le pH du surnageant a un pH de 6,8 aucune zone d’inhibition n’a été
enregistrée, I’effet inhibiteur des surnageants pourrait étre attribué a la production d’acides
organiques induisant I’abaissement du pH et créant un environnement défavorable au
développement de S. aureus et de P. aeruginosa.

D’apres, Tienungoon et al. (2000), ces acides sont trés inhibiteurs et le degré d’inhibition
est en fonction de la concentration de I’acide non dissocié.

Selon Todorov et al. (2011), I’activité antagoniste contre les bactéries pathogenes est due
a l'action du pH bas ou a une action synergétique entre les substances antibactériennes synthétisées
par les souches de bactéries lactiques, et une variation de 0,5 dans le pH peut entrainer une

importante diminution dans I’activité des bactériocines.

. Test des puits aprés traitement enzymatique

Apreés traitement avec de la pepsine préparée dans du tampon KCI-HCI (pH 2) et
neutralisation du pH avant réalisation du test des puits, aucune zone d’inhibition n’a été constatée,
ce qui assure que I’enzyme a détruit ces substances qui sont de nature protéique.

Achemchem et Abrini, (1997), ont montré que sur 100 isolats lactiques 31 sont sensibles
au moins a I’une des trois enzymes digestives (trypsine, chymotrypsine et pepsine).

Ait Ouali et al. (2014) confirme dans son étude que I’activité exercée sur les souches
pathogenes par les surnageants de cultures de bactéries lactiques est due a une substance de nature

protéique qui, en contact avec les protéases perd son activite.
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5. Tolérance aux pH
Les résultats du test de résistance a I’acidité ont montré que la résistance varie selon les
isolats. Apres analyse des résultats obtenus, les observations suivantes ont été notées :
- A pH 3, aucun isolat n’a donné une croissance,
-A pH 4, 21/21 isolats ont donné une bonne croissance,

-A pH 5, 21/21 les isolats ont donné une bonne croissance.

Une des caractéristiques importantes d’une bactérie lactique a effet probiotique est sa
capacité de survivre dans des conditions difficiles d’acidité gastrique ; ce dernier pouvant varier
entre pH 1 apres un jelne et pH 4,5 a la suite d’un repas (Maragkoudakis et al., 2006).

A pH 4 et a pH 5 les isolats lactiques ont montré un maximum de viabilité (100%) et
I’absence de toute croissance a pH 3 aprés incubation pendant 24 h peut étre expliquée par
I’incapacité a s’adapter (survivre) a I’acidité.

Une étude réalisée sur 7 souches de bactéries lactiques du genre Lactobacillus afin de tester
leur résistance a pH 3, a montré que ces derniéres ont une capacité de survie pendant uniqguement
3 h (Mishra et Prasad, 2005).

5 souches de Lb. bulgaricus ont été soumises a une étude comparative de leur capacité a
tolérer le stress acide. Les souches ont été transférées d’un milieu a pH 6 au pH 3,6 pendant 30
min. Aprés mesure du taux de survie, il a été remarqué que uniguement une souche qui tolérait le
stress acide mieux que les autres. De quoi confirmer que la tolérance a I’acidité est une

caractéristique de souche (Guillouard et al., 2003).

6. Tolérance aux sels biliaires

Apreés I’analyse des résultats (Fig. 5), les observations suivantes ont été notées :
-A 0,3 % de sels biliaires, 21/21 isolats ont montré une bonne croissance,
-A 1% de sels biliaires, 6/21 isolats ont montré une bonne croissance,

-A 3% de sels biliaires aucun isolat n’a montré une croissance.

(

1% sels
biliaires

Fig.5. Isolats lactiques résistants aux 1sgls biliaires : 0,3% (A) et 1% (B)



Resultats et discussion

La concentration physiologique en bile chez I’Homme se situe entre 0,1 et 0,5 %
(Denohue, 2004).

Song et al. (2015), ont montré une tolérance et une croissance de certaines souches de
bactéries lactiques (Lactobacillus...) sur MRS additionné de 0,3 % et de 1% de sels biliaires. Ce
résultat est en accord avec le notre, car tous les isolats lactiques ont montré une bonne croissance
en présence de 0,3 % de sels biliaires et 6 isolats (S1 S5 S6 S10 S11 et S12) ont donné une bonne
croissance en présence de 1% de sels biliaires.

Il a été rapporté, que certaines souches de bactéries lactiques comme exemple les
lactobacilles sont capables de métaboliser leurs acides biliaires ce qui les proteges contre la bile,
I’un des mécanismes de cette résistance est la déconjugaison des acides biliaires par les enzymes
hydrolase des sels biliaires, ce qui a pour effet de diminuer la solubilité de la bile a pH bas et de

réduire ses activités détergentes (Hamon et al., 2011 ; Midassirou et al., 2012).

7. Adhésion sur microplaque en polystyrene
Les valeurs d’absorbance a 570 nm (As7o) (tableau 6, annexe 1) sont considérées comme
un indice de I’adhésion bactérienne a la surface interne des microplaques et la capacité des

bactéries a former des biofilms (Fig. 6).

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

SN M < 0D O - 0O
n ooy onounonom

A570 nm

S10
s11
512
S13
s14
S15
516
S17
s18
519
20
s21

Isolats lactiques

Fig.6. Valeurs d’absorbance a 570 nm enregistrées par des isolats lactiques

Les isolats sont classés dans quatre catégories: non-adhérents (pas de production de
biofilms), faiblement adhérents (faible production de biofilms), moyennement adhérents
(production moyenne ou modérée de biofilms) et fortement adhérents (production forte de
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biofilms) suivant la méthode adoptée par Mathur et al. (2006) tel qu’indiqué sur la Fig.7 et dans
le tableau ci-dessous.
Tableau 111. Classification de I’adhésion bactérienne

Valeur de I’A570 Adhésion /formation de biofilms
A< 0,07 témoin négatif Non
0,14>A >0,07 Faible
0,28>A>0,14 Modérée
A>0,28 Forte

Fig.7. Adhésion bactérienne dans des microplaques de polystyréne de 96 puits apres
coloration au cristal violet, (A) : pas d’adhésion, (B) : forte adhésion, (C) : adhésion
modérée et (D) : faible adhésion

Les résultats obtenus ont montré que tous les isolats lactiques ont adhéré dans la microplaque.
Parmi les isolats ayant montré une forte adhésion et un fort biofilm formé, les isolats S7, S10, S11,
S18 et S20 (A>0,28). Les isolats S6, S8, S9, S12, S14, S15, S19, S21 ont présenté une adhésion
moderée (0,28>A>0,14) contrairement aux isolats S1, S2, S3, S4, S5, S13, S16 et S17 qui ont
présenté une faible adhesion.

Il a été rapporté que beaucoup d’effets bénéfiques des probiotiques semblent étre liés
directement a leur capacité d’adhésion et de former de biofilms, cette capacité permet aux
probiotiques d’empécher I’installation de bactéries pathogénes (Salas-Jara et al., 2016), et de
résister aux mouvements péristaltiques de I’intestin : si les probiotiques peuvent adhérer a la
mugqueuse intestinale, ils tiendront plus longtemps. Moduler le systeme immunitaire : les
probiotiques adhérents sont en contact direct avec les cellules immunitaires de I’épithélium
intestinal, ils pourront donc moduler ou stimuler le systeme immunitaire (Mack et Lebel, 2003 ;
Forestier et al., 2001).

8. Identification des isolats lactiques criblés

Le résultat des tests d’identification (type fermentaire, fermentation du lait écrémeé stérile,
croissance a difféerentes températures...) appliques sur les 21 isolats lactiques est presenté dans le

tableau ci-dessous.
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Piletetal., 2005).

Tableau IV. Identification phénotypique des isolats lactiques (Axelsson, 2004

sn||19eqoloe] - + - + + + + - + + + OWOH a|joeg + - 128
$n220201da.1S + + - + + + + + + + + OWoH 12000 + - 0ZS
SNJ32020431u3 + + + + + + + - + + - OowoH 12000 + - 61S
SNJ32090)J¢e7 - + - - + + + - + - + OwoH 1200D + - 8TS
SN2202043)Ug + + + + + + + - + + - OWoH 12000 + - LTS
SNJ32020431u3 + + + + + + + - + + - OowoH 12000 + - 91S
SN22020)0e] - + - - + + + - + + + OWoH 12000 + - STS
sn||19eqoloe] - - - + + + + - + + + OWOH 3|j1oeg + - $TS
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(-) Résultat négati

(+) Résultat positif ;
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Resultats et discussion

La présence de divers genres de bactéries lactiques dans le lait cru de chevre eétait
prévisible.

L’étude des caracteres biochimiques et physiologiques des 21 isolats lactiques ont permis
de mettre en évidence différents genres.

Les coques lactiqgues homofermentaires mésophiles qui se développent dans une gamme
de températures allant de 10 445 °C, avec une température optimale de 35 °C, qui peuvent survivre
a 65 °C pendant 30 min, qui poussent dans des conditions hostiles de 6 % de NaCl et dans une
gamme de pH comprise entre 4,4 et 9,6 sont considerés probablement comme appartenant aux
genre Enterococcus (Aguilar et al., 2012), cela a été appliqué aux souches S5, S8, S9, S11, S13,
S16, S17 et S19.

Selon Karam, (2006), les souches homofermentaires qui ne poussent pas a 6% de NaCl et
a44°C peuvent étre appartenant au genre Lactococcus, cela a été attribué aux souches S10, S15 et
S18.

Les cocci en chainette capables de croitre a pH 5,5, thermorésistants et ne produisant pas
d'acétoine tel que la souche S20 peut appartenir au genre Streptococcus (Badis et al ., 2005).

Les souches S1, S2, S3, S4, S6, S7, S12, S14 et S21 ont été des bacilles homofermentaires,
mésophiles résistantes aux pH acide/basique et productrices ou non d’acétoine peuvent étre
appartenir au genre Lactobacillus (Badis et al ., 2005).

Une étude similaire a démontré la présence de différentes espéces de bactéries lactiques
appartenant aux genres Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus et Lactococcus dans des
produits laitiers (Lairini et al., 2014).

Il a été rapporté par Badis et al. (2005), dans I’identification de bactéries lactiques du lait cru
de chevre de deux populations caprines locales (arabia, et kabyle) que les lactocoques et les
entérocoques ainsi que les lactobacilles sont les plus présents de I’ensemble des bactéries lactiques

isolées.

9. Criteres de sécurité des souches d’Enterococcus

9.1. Test de résistance a la vancomycine

Les facteurs importants contribuant a la pathogénicite et a la virulence des entérocoques
sont leur résistance a une large variété d'antibiotiques notamment a la vancomycine (Teuberet al.,
1999) et aussi a la production de certaines substances telles les hémolysine. Néanmoins, ce ne
sont pas tous les entérocoques qui sont considérés comme néfastes pour I’Homme, certaines
souches peuvent étre bénéfiques a la santé humaine, comme par exemple, En. faecium SF68 qui a

été utilisee pour traiter des diarrhées associées aux antibiotiques (Psoni et al., 2006).
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Resultats et discussion

Selon le « CLSI » (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011), les souches du genre
Enterococcus sont sensibles si le diamétre critique >17 mm. Les résultats de notre étude ont montré
que toutes les souches d’entérocoques sont sensibles a la vancomycine avec un diametre > a 18
mm (Fig. 8). Les zones d’inhibition enregistrées sont présentées dans le tableau 7 annexe 2. Le

méme résultat a été retrouvé par Elisha et Courvalin, (1995) ; Ammor et al. (2007).

Fig.8. Exemple de la sensibilité a la vancomycine par des souches
d’Enterococcus

9.2. Test d’hemolyse

Il est bien connu que I’hémolyse est associée a la pathogénicité des entérocoques en raison de
la production d’hémolysines, par consequent l'absence de I’activité hémolytique devrait étre
démontrée. Le test d’hémolyse réalisé sur les souches identifiées comme étant des entérocoques
n’a montré aucune zone d’hémolyse (y-hémolyse) autour des colonies sur la gélose au sang de

mouton (Fig. 9).

Fig.9. Absence d’hémolyse chez les souches d’Enterococcus

Plusieurs souches d’entérocoques ont eété démontrées non hémolytiques, Pienizet al.
(2014) ont rapporte I’absence d’hémolyse chez la souche En. durans LAB 18s isolée de fromage
Frescal (fromage brésilien a pate molle). Le méme résultat a été obtenu pour une souche d’En.

faecium isolée d’un fromage frais égyptien au lait cru (Barbosa et al., 2014) et pour une souche
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Resultats et discussion

d’En. lactis IITRHR isolée d’un fromage traditionnel (Sapna et al., 2012). En effet I'absence de
tout signe d'hémolyse indique I'aspect sécuritaire de nos souches.

25



Conclusion

L’objectif de notre travail était d’étudier les propriétés probiotiques de quelques souches
de bactéries lactiques isolées a partir du lait cru de chevre. Pendant notre pratique, 21 isolats de
bactéries lactiques ont été isolés et étudies. Les isolats lactiques ont subi six principaux tests : test
des spots, test des puits, test de résistance aux pH, test de résistance aux sels biliaires, test
d’adhésion et test d’identification. Les resultats obtenus sont les suivants :

- 9 souches appartenant au genre Lactobacillus,
- 8 souches appartenant au genre Enterococcus,
- 3 souches appartenant au genre Lactococcus,

- 1souche appartenant au genre Streptococcus.

Les souches du genre Lactococcus (S15 et S18) et Streptococcus (S20) ont été les plus
inhibitrices a I’égard des bactéries pathogenes comme il a été confirmé par le test des spots et le
test des puits.

Toutes les souches lactiques ont résisté a I’acidité (pH 4 et pH 5), ainsi qu’a une concentration
de 0,3 % de sels biliaires, quelques souches du genre Lactobacillus, Lactococcus et Enterococcus
ont méme résisté a une concentration de 1% de sels biliaires.

Toutes les souches lactiques ont la capacité d’adhérer et de former des biofilms comme il a été
démontré par le test d’adhésion.

Le travail qui a été réalise n’est que préliminaire, mais il est intéressant, ainsi, les travaux
suivants peuvent lui étre complémentaires :
-Confirmation de I’identité des souches par des méthodes moléculaires,
-Etude des criteres de sécurité des souches, a savoir, le test de cytotoxicite,
-Etude des effets probiotiques in vivo des souches,

-Mise au point d’un lait fermenté probiotique a base des souches étudiées.
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Composition des milieux de cultave (Selon les fournisseurs)

Tableau.l1. Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe)

Composant g/l
Peptone 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
Glucose 20
Tween 80 1ml
Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Citrate triammoniacale 2
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganése 0,05
Eau distillée Qsp 1L
pH 6,5

Pour milieu gélosé, ajouter 159/l d’agar

Tableau.2. Gélose M17

Composant g/l
Peptone de soja 5
Peptone de viande 2.5
Tryptone 2.5
Extrait de levure 5
Extrait de viande 5
Lactose 5
Acide ascorbique 0.5
Glycérophosphate de sodium 19
Sulfate de magnésium 0.25
Agar 20
Eau distillée Qsp 1L
pH 7,2
Tableau.3. Bouillon nutritif (BN)
Composant g/l
Peptone 10
NaCl 5
Extrait de levures 5
Eau distillée Qsp 1L
pH 7,2

Pour milieu gélosé, ajouter 15¢/l d’agar
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Tableau.4. Milieu Moeller a I’arginine

Composant

Arginine ou lysine ou ornithine

Extrait de levure

Glucose

Pourpre de bromocrésol

NaCl

pH 6,8

Tableau.5. Milieu Clark et Lubs

Composant

g/l

Peptone

Glucose

Hydrogénophosphate de
potassium

pH 75

Tableau.6. Bouillon Muller-Hinton

Composant

g/l

Hydrolysat acide de caséine

17,5

Fécule

15

Extrait de beeuf

3

Eau distillée

Qsp 1L

pH 7

Pour milieu gélosé, ajouter 159/l d’agar
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Tableau.1. Milieux utilisés et conditions d’incubation pour I’isolement des bactéries lactiques
(Badis et al., 2005).

Type T° Incubation
Milieux de culture d’ensemencement (h)
Streptocoques M17 en surface 45/37 72
lactiques

Lactocoques M17 surface 37 72
Leuconostocs MRS en masse/en surface 30 7
Pediocoques M17 en masse/en surface 37 72
Lactobacilles MRS En masse/en surface 37 24

mésophiles

Lactobacilles MRS En masse/en surface 45 24
thermophiles

Tableau.2. Standardisation des isolats de bactéries lactiques

Isolates UFC/ml
lactiques
S1 4,108
S2 4,108
S3 4108
S4 4,108
S5 5.108
S6 3.108
S7 5.108
S8 4,108
S9 4,108
S10 3.108
S11 5.108
S12 4,108
S13 4,108
S14 6.108
S15 4,108
S16 5.108
S17 3.108
S18 3.108
S19 5.108
S20 4,108
S21 6.108




Annexe 1T

Tableau.3. Diametres des zones d’inhibition enregistrés par test de spot

A I’égard de S. aureus A I’égard de P. aeruginosa
Isolats lactiques Diametre | Isolats lactiques Diametre
(mm) (mm)
S1 10 S1 12
S2 12 S2 14
S3 6 S3 10
S4 8 S4 12
S5 11 S5 8
S6 8 S6 4
S7 4 S7 6
S8 4 S8 8
S9 2 S9 2
S10 12 S10 12
S11 6 S11 14
S12 18 S12 8
S13 2 S13 2
S14 2 S14 16
S15 20 S15 16
S16 15 S16 2
S17 3 S17 2
S18 10 S18 14
S19 12 S19 1
S20 21 S20 21
S21 12 S21 18
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Tableau.4. pH du surnageant de culture brut des isolats lactiques

Isolats lactiques pH
S1 3,82
S2 4,06
S3 4,02
sS4 4,03
S5 4
S6 4,01
S7 4,20
S8 3,89
S9 4,50

S10 4,46
S11 4,65
S12 3,95
S13 4,12
S14 4,07
S15 4

S16 4,25
S17 4,40
S18 3,98
S19 5,8
S20 4

S21 4,10
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Tableau.5. Diamétre des zones d’inhibition enregistrés par test de puits

A I’égard de S. aureus A I’égard de P. aeruginosa
Isolats lactiques | Diamétre Isolats lactiques Diametre
(mm) (mm)
S1 8 S1 6
S2 10 S2 4
S3 12 S3 7
S4 14 S4 4
S5 10 S5 4
S6 6 S6 10
S7 12 S7 0
S8 16 S8 10
S9 0 S9 0
S10 12 S10 1
S11 0 S11 0
S12 4 S12 10
S13 1 S13 2
S14 1 S14 2
S15 18 S15 11
S16 15 S16 1
S17 3 S17 1
S18 18 S18 4
S19 3 S19 1
S20 17 S20 16
S21 3 S21 8
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Tableau.6. Valeurs d’absorbance mesurées apres adhésion des isolats lactiques

Isolats lactiques A570 nm
S1 0,09
S2 0,13
S3 0,14
5S4 0,13
S5 0,13
S6 0,16
S7 0,29
S8 0,25
S9 0,28
S10 0,29
S11 0,31
S12 0,17
S13 0,13
S14 0,16
S15 0,20
S16 0,12
S17 0,10
S18 0,30
S19 0,20
S20 0,29
S21 0,18

Tableau.7. Diametre des zones d’inhibition enregistrés par test antibiogramme

Souches lactiques

Diamétre (mm)

S5 18
S8 18
S9 24
Sli 20
S13 19
S16 18
S17 24
S19 21
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Coloration de Gram

e Recouvrement du frottis fixé a la chaleur par le violet de Gentiane pendant 1 min,
e Lavage a I’eau distillée,

e Ajout de lugol pendant 1min,

e Lavage a I’eau distillée,

e Décoloration a I’éthanol environ 20s,

e Lavage a I’eau distillée,

e Coloration avec de la fuschine pendant 1min,

e Lavage a I’eau distillée,

e Séchage de la lame,

e Observation a Gx100 avec ajout d’une goutte d’huile & immersion.

Test de la catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene (H20>),

produit toxique du meétabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H20 et %2 O2.

La technigue consiste a deposer une goutte de H.O, sur une lame qui contient une colonie
prélevée a partir de la gélose MRS isolée d’une culture de de 24 h. La lecture du résultat est immédiate :
s’il y a effervescence, signe d’un dégagement gazeux d’oxygeéne, la souche testée est dite catalase

positive, sinon elle est considérée comme étant catalase négative (Reiner, 2010).
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Isolement et sélection de souches de bactéries lactiques a effet probiotique

Résumé
Objectif : étude des propriétés probiotiques de souches de bactéries lactiques isolées du lait cru de chévre.
Matériel et méthodes : six principaux tests ont été réalisés sur les isolats lactiques : test des spots, test des
puits, test de résistance aux pH, test de résistance aux sels biliaires, test d’adhésion et test d’identification.
Résultats obtenus : les souches appartiennent aux genres : Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus et
Enterococcus, et toutes les souches sont douées d’un potentiel probiotique.
Conclusion : les souches de bactéries lactiques étudiées peuvent étre utilisées comme probiotique.
Mots clés : probiotique, bactérie lactique, lait cru de chévre.

Abstract

Objective: to study the probiotic properties of strains of lactic acid bacteria isolated from raw goat milk.
Material and methods: six main tests were carried out on the lactic isolates: spot test, well test, pH
resistance test, bile salt resistance test, adhesion test and identification test.

Results obtained: the strains that showed a probiotic potential belong to the genus: Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus and Enterococcus.

Conclusion: the lactic acid bacteria strains studied can be used as probiotics.

Key words: probiotic, lactic acid bacteria, goat's milk.
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