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Résumé :
Le titre : Contribution a I’étude du comportement de souches probiotiques
vis a vis des conditions du tube digestif
Pour étre des probiotiques, les microorganismes doivent avoir une certaine
tolérance des condition dans tractus gastro-intestinal.Ce travail consiste a étudier in
vitro le pouvoir de survie des souches lactiques isolées du alicament aux condition
du tube digestif ,et ceci en recherchant les souches ayant une tolérance du pH
gastrique ( pH = 2), de différentes concentrations des sels biliaires, en absence de
I’oxygeéne et enfin la sensibilité aux antibiotiques Parmi 11 souches, seulement 9
sont survécu dans un milieu acide (pH2). tout Ces 9 souches ont montré une
tolérance aux différentes concentrations des sels biliaires (0,2 %; 0.4%; 0,6 %;
0,8%) ainsi qu’en anaérobiose. La plupart des souches testées ont présenté une
résistance a la majorités des antibiotiques

Mots clés : probiotiques, bactérie lactiques , tube digestif.

Abstract :
Title :contribution to the study of the behavior of probiotic strains with

respect to the conditions of the digestive tract

For probiotics, microorganisms must have some tolerance of conditions in
the gastrointestinal tract. This work consists in studying in vitro the power of
survival of lactic acid strains isolated from yoghurt to the conditions of the
digestive tract, and this by looking for the strains having a tolerance of the gastric
pH (pH = 2), of different concentrations of the bile salts, in the absence of oxygen
and finally sensitivity to antibiotics Among 11 strains, only 9 are served in an acid
medium (pH2). all These 11 strains showed

tolerance to different concentrations of bile salts (0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8%)
and anaerobiosis.

Most strains tested showed resistance to the majority of antibiotics

Key words: probiotics, lactic acid bacteria, digestive tract,.

padla

ool Qa) das i Gana Lall SLEISH YL sl Al 8 Laalusd])

ceagdl Slead) Jans A Glaad) o 5l Ll ARy Ao IS eligus )

llig ¢l Sleall Cagsl b iU Gans YL slall a8 e olad) 558 Ay (e Jeall 13 cally
Aghuall ~ MY e Adbide S5 e «(Ph=2) Laaall Zimgesll Anps oo Al SV e Enll DA e
Agsal) clabiaall Luuluall Baly oansY) Gle 4

e Al SR Jaatl) pelil 09 Y 38 IS ¢(Ph2) omand) Jaussll ik 9 L 3D 11
& Ll ekl LS ) Ll S a5 (0,8% —0,6% —0,4% —0,2%) )il ZOYI
ogal) Claliad) AuleY daglia a)lasl
shinall 73l ¢ camgl) Slealls «laOU Gmen LSy eclismg nll: Asaniyl) clalsl)




Liste des tableaux
Liste des figures
Liste des abréviations

| . Les probiotiques
I.1. Historique et définitions
1.2 les critéres de sélection et d’utilisation des probiotiques

1.2.1 Criteres fonctionnels :

1.2.2 Criteres de sécurité :

1.2.3 Criteres technologiques :

1.3 Les effets bénéfiques des probiotiques
1.4 Les ferments probiotiques

1.5. Les micro-organismes probiotiques
1.5.1. Levures

1.5.1.1. Saccharomyces cerevisiae

1.5.1.2. Saccharomyces boulardii

1.5.2. Les moisissures

1.5.3. Bactéries lactiques

I.6.Les mécanismes d’action des probiotiques
1.7 Prébiotiques

1.8 Symbiotiques

I1.Les bactéries lactiques :
11.1.Deéfinition

11.2 Propriétes générales :

11.3.0rigine des bactéries lactiques :

11.4. Intérét des bactéries lactiques
11.5.Niche écologique

11.6.Classification des bactéries lactiques
11.6.1.Classification classique :

11.6.2 Classification moderne :

11.7. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques

11.7.1. Le genre Lactobacillus
11.7.2. Le genre Lactococcus
11.7.3. Le genre Streptococcus
11.7.4. Le genre Enterococcus
11.7.5. Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella
11.7.6. Les genres Pediococcus et Tetragenococcus
11.7.7. Le genre Bifidobacterium
111.8. Bifidobacterium. spp et Lactobacillus. Spp
I11. Généralités du systeme digestif
I11 .1. Structure du systeme digestif
I11.1.1. L’intestin gréle

03
03
03
03
03
04
04
05
08
09
09
09
11
11
11
12
13
13

14
14
15
16
16

18
18

21
21
22
22
22
23
23
24

25
26



111.1.2.Le cdlon

I11.2.Colonisation du tube digestif

11 .3. Le microbiote

IV. Matériel et méthodes

IV.1 Objectif

1V.2 Lieu d’étude

IVV.3 Origine des souches

IV.4 Choix des milieux de culture

IV.5 Purification des souches

IVV.6 Confirmation de I’appartenance des souches au groupe lactique
IV.6.1 Coloration de Gram

IV.6.2 Test Catalase

IV.7 Testes de croissance des souches en fonction de différentes
conditions

IV.7.1 Test de pH

1V.7.2 Test d’anaérobiose

IV.7.3 Test des sels biliaire

1V.7.3.3 Essais avec la bile fraiche de boeuf a différent concentrations
1V.7.3.4 Teste d’antibiogramme

V. résultats et discussions

V.1 Résultats de purification et confirmation des souches

V.2 Observation microscopique

V.3 Résultats du test de pH

V.4 Test d’anaérobiose

V.5 Résultats du test des sels biliaire

V.6 résultats du test d’antibiogramme

Conclusion

Références bibliographique

27
28
29

32
32
32
32
32

32
33

33
33
34
34
35

36
36
37
38
38
39
41



Listes des tableaux

Tableau 1: Effets bénéfiques sur la santé humaine de quelques souches 07
probiotiques commerciales.

Tableau 2: Principales especes de bactéries lactiques a activité probiotique. 11
Tableau 3 : Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales
caractéristiques. 20

Tableau 4 : Classification des bactéries appartenant au genre Lactobacillus. 21

Tableau 5: le code et la dose de chaque antibiotique utilise. 35
Tableau 6 : caractéristique des colonies aprées purification 36
Tableau 7 : I’observation microscopique de quelques souches. 37

Tableau 8 : resultats des comportement des souches lactiques vis-a-vis du pH 38
Tableau 9 : la tolérance des souches aux différentes concentrations des sels 38
biliaires.

Tableau 10 :Les résultats d’étude de la sensibilité des souches aux 40

antibiotiques .



Listes des figures

Figure 1 : Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques.
Figure 2: Saccharomyces cerevisiae sous microscopie électronique .
Figure 3: Bifidobacterium longum .

Figure 4 : Structure du systeme digestif .

Figure 5: Structure de I’intestin gréle .

Figure 6 : La muqueuse intestinale .

Figure 7 : Microbiote intestinal et répartition le long du tractus digestif .
Figure 8: Répartition des phylums majoritaires qui composent le microbiote
intestinal .

Figure 9 : L’aspect macroscopique des bactéries lactiques sur milieu MRS
solide et liquide aprés purification.

Figure 10: Observation microscopique des souches lactiques avec
grossissement x100.

Figure 11 : La croissance des souches qui ont résiste a pH 2

Figure 12 : résultat de 1’antibiogramme

08
09
24
25
26
27
28
30

36

37

37
39



Liste des abréviations

AAF : aérobie anaérobie facultatif

ATCC : American Type Culture Collection
ATP : Adénosine triphosphate

ADH : Arginine Di hydrolase

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARNTr : Acide Ribonucléique Ribosomique
FAO : FOOd a nd Agriculture Organization
H202 : peroxyde d’hydrogene

Ig : immunoglobuline

LB : lymphocyte B

Lb. : Lactobacillus

Lc. : Lactococcus

Ln. : Leuconostoc

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
TD : tractus digestif

UFC : Unité Formant Colonie

Ul : Unité Internationale



INRODUCTION :




Introduction

INTRODUCTION :

Les probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantités suffisantes, peuvent exercer de nombreux bénéfices pour la santé de
I’hote. L'intérét et le champ des recherches dans ce domaine ont considérablement progressé ces
dernieres annees. Les effets bénéfiques des probiotiques ont notamment été démontrés dans le

traitement de 1’intolérance au lactose (Coombes et al., 2007).

Les bactéries lactiques représentent un groupe diversifié de bactéries dont le produit
majeur de fermentation est l'acide lactique. Ces derniéres années, l'activité probiotique de
certaines bactéries lactiques a été soulignée notamment sur modele Lactococcus lactis

(Bermudez-Humaran., 2002).

La grande majorité des bactéries probiotiques appartiennent aux genres Lactobacillus,
Bifidobacterium, Propionibacterium et Streptococcus.Actuellement les produits probiotiques
sont utilisés ou reconnus efficaces pour de nombreuses. Leurs applications seront davantage
détaillées dans un paragraphe dédié. Les probiotiques offrent résistance aux phages, production
de bactériocines et production de déxtranes) dans de nombreux aliments fermentés (De Roissart,
1986 ; Diviés et al. 1994).

L’hypothése que certains microorganismes sont capables de diminuer le lactose
dansl’intestin et d’améliorer les propriétés nutritionnelles, diététiques et thérapeutiques est
maintenant sujette de plusieurs recherches (Dilmi Bouras et al., 2007), notamment Les bactéries
lactiques qui provoquent sa transformation chimique en le dégradant en acide lactique grace a

I’enzyme méme (Clinquart, 2005).

L’étude de la survie des probiotiques isolé a partir des alicaments dans le tractus gastro -
intestinal est importante pour une meilleure connaissance du devenir des bactéries lactiques
ingérées avec l'aliment et une meilleure compréhension de I’action des probiotiques chez
I’homme et ’animal. Il est probable que pour exercer un effet probiotique significatif, les
bactéries doivent arriver vivantes et en nombre suffisant dans 1’intestin (Drouault et Corthier,
2001). Ainsi ces ferments doivent pouvoir passer sans dommage irréversible la barriére acide de
I’estomac, puis I’effet inhibiteur éventuel des sels biliaires (Dilmi Bouras et Sadoun, 2002) . La

présente étude est consacrée a:
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Sélectionner des souches de bactéries lactiques mésophiles locales dont les especes sont
Lactococcus lactis subsp lactis, Lactococcus lactis subsp cremoris et Lactococcus lactis subsp
lactis biovar diacetylactis ayant une grande capacité de dégradation de lactose ; Etudier la urvie
de ces souches en cultures pures et mixtes dans les conditions extrémes du tube digestif (acidité
gastrique et sels biliaires) in vitro, pour pouvoir a la fin sélectionner un lait fermenté dont les
bactéries restent viables dans le tube digestif et peuvent étre utilisé comme alicament destiné aux
intolérants au lactose. Et comment on peut préserver cette flore durant la durrée de traitement ou
il aura un traitement par les antibiotiques d’une part et | intéraction entre alicament et d autre

produits fermentés qui contient des autres probiotiques comme les produits laitiés par exemple .



CHAPITRE I :
L_es probiotiques
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| . Les probiotiques

I.1. Historique et définitions
Le concept de « probiotiques » revient a un chercheur russe Elie Metnikoff, qui  avait
constaté que les paysans bulgares qui consommaient une large quantité de lait fermenté avaient
théoriquement une longévité plus grande (Sanders, 2000). Suite a cette observation, il a essayé de
modifier la microflore du colon par I’ingestion d’un lait a base d’un bacille nommé bulgarian
Bacillus (Fooks et al., 1999)

Le terme probiotique dérive du mot Grec « pro bios » qui signifie « pour la vie» (Kovi et al.,
2001). Ce terme a été introduit en 1965 par Lilly et Stillwell pour décrire des substances
synthétisées par des microorganismes pour stimuler le développement d’autres microorganismes.

Depuis ce temps, la définition du terme probiotique a été modifiée a plusieurs reprises.

Selon Parker (1974) probiotique désigne les substances et les microorganismes qui
contribuent au maintien de 1’équilibre de la microflore intestinale. Fuller en (1991) a redéfini les
probiotiques comme étant : « des préparations microbiennes vivantes utilisées comme additif
alimentaire et qui ont une action sur 1’animal hote en améliorant la digestion et I’hygiéne intestinale

»,

Récemment, la définition des probiotiques adoptée est « des microorganismes vivants
(bactéries et levures) administrés en quantités adéquates et qui sont bénéfiques pour la santé de
I’hdte ». Cette définition globalisante a été critiquée car pour étudier les effets probiotiques pour
quantifier ces effets I’analyse séparée des différents germes et leur influence sur des mécanismes

cliniques précis s’imposent (Die Fassung, 2002).

1.2 Quels sont les critéres de sélection et d’utilisation des probiotiques
?

Au-dela du choix de la souche s’ajoute trois catégories de critéres de sélection des probiotiques
conduisant a une aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé. Il s’agit de criteres
fonctionnels, de critéres de sécurité et de critéres technologiques.

1.2.1 Critéres fonctionnels :
Tolérance au stress durant le transit gastro-intestinal ¢’est-a-dire a la sécrétion d’acide lors du

passage dans 1’estomac, a la basicité de la bile au niveau du duodénum (les sels biliaires sont
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bactéricides ) et a ’ensemble des enzymes du tractus digestif (Ait Abdelslam A, 2008 et Tripathi
MK and Giri SK ,2014).
- adhésion aux cellules épithéliales pour assurer une colonisation de la muqueuse .
digestive (sucre du mucus = apport énergétique pour les bactéries) (Ait Abdelslam A, 2008)
- persistance dans le tractus intestinal (1’efficacité est fonction du temps de
résidence) (Ait Abdelslam A, 2008).
- immunomodulation (Ait Abdelslam A, 2008).
- cicatrisation des mugueuses (Ducluzeau R , 2002).
- élimination des pathogenes : production de substances bactéricides ou bactériostatiques,
stimulation du systéme immunitaire, compétition pour les nutriments avec les germes
(Ducluzeau R , 2002) .
1.2.2 Critéeres de sécurité :
- Taxonomie précise selon le Code International de Nomenclature (nom du genre, nom de
I’espére, identification de la souche) (Ducluzeau R, 2002).
- la souche sélectionnée doit étre évaluée dans des études in vivo chez 1’animal puis chez
I’homme (Carmona B, 2016).
- Iefficacité est démontrée dans des études contrdlées sur I’humain (Burgain J et al 2011).
- I’innocuité totale (non toxique, exempt de pathogénicité) pour I’homme : absence d’infestions
systémiques, de stimulation excessive, d’activités métaboliques déléteres (Ait Abdelslam A,
2008) .
- I’absence de transfert de génes entre les probiotiques et les bactéries du microbiote (Burgain
J ;etal 2011 et Ait Abdelslam A, 2008).
1.2.3 Criteres technologiques :
- Stabilité lors des procédés de fabrication (Ait Abdelslam A, 2008) .
- stabilité des produits finis lors du stockage : non modification des propriétés
organoleptiques du produit fini (Ducluzeau R , 2002).
- maintien de la viabilité et donc de la fonctionnalité des étapes de production a
I’ingestion (Burgain J ;et al, 2011).
- conditionné a un dosage approprié jusqu’a sa date de péremption (avec une variabilité
minimale d’un lot a I’autre) (Burgain J ;et al, 2011).
- production a 1’échelle industrielle (Carmona B, 2016).
Les criteres fonctionnels et de sécurité sont les conséquences directes des criteres
technologiques. Aujourd’hui des études pharmacocinétiques doivent étre mises en place afin de

déterminer le devenir des probiotiques au sein du tube digestif car leur efficacité est directement
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liée a leur capacité a persister au sein de cet environnement. La galénique est un facteur primordial

pour moduler cette persistance.

1.3 Les effets bénefiques des probiotiques

Chez I’homme plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été associés a la consommation des
probiotiques (Tableau.l) (figure 1)( Mercenier et al., 2002). Eneffet Lactobacillus rhamnosus GG
et Saccharomyces boulardii administrés a de forte dose, dans le traitement de la diarrhée aigué en
association avec l'administration d'une solution de réhydratation orale se sont révélés efficaces
(Vanderhoof et Young, 1998).

Dans les deux cas les enfants traités se sont avérés présenter plus rapidementmoins de selles
et ont eu une évolution plus bréve, surtout lorsqu’il s’agissait de diarrhées virales. De méme
Lactobacillus GG et Saccharomyces boulardii se sont avérés efficaces pour diminuer 1’incidence de

la diarrhée des voyageurs dans des groupes controleés.

Des études récentes ont démontré 1’utilisation des probiotiques peuvent contrecarrées
les infections gastrointestinales causées par Helicobacter pylori, la diarrhée associée aux
antibiotiques et liée au développement de Clostridium difficile, diarrhée due aux rotavirus
(Gionchetti et al., 2000 ; Guslandi et al., 2000 ; Rosenfeldt et al., 2002 ; Turchet et al.,
2003 ; Wang et al., 2004).

D’autres effets bénéfiques ont pu étre attribués aux probiotiques. Ainsi certaines études
laissent a penser que les probiotiques peuvent avoir un effet positifvis-a-vis de I’allergie
alimentaire ou encore de I’hypercholestérolémie ou dans la prévention du cancer
(Vanderhoof et Young, 1998) ainsi que dans la prévention des infections respiratoires
(Hatakka et al, 2001) et des maladies allergiques (Pelto et al., 1998, Kalliomaki et al.,
2001). Mais, ces études sont beaucoup trop limitées et parcellaires pour pouvoir

actuellement fournir des arguments suffisantsa 1’utilisation des probiotiques dans ce cadre.

D’autres études ont rapportés la possibilité d’utiliser les bifidobactéries comme
indicateur de contamination d’origine fécale a la place d’E.coli. Elles sont surtout
considérées comme indicateurs de contamination fécale dans les eaux traités au chlore. En
effet elles deviennent sensibles a 1’acide nalidixique quand elles sont soumises & un

traitement au chlore (Sartory, 1980).
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Les bifidobactéries sont présents en nombre important qu’E. coli dans les matieres fécales. De
plus, les especes dominantes de bifidobactéries sont différentes selon 1’hote colonisé. En effet,
Bifidobacterium boum ou Bifidobacterium pseudolongum se retrouvent essentiellement dans les
matiéres fécales des ruminants tandis que Bifidobacterium longum, adolescentis et dentium se
retrouvent dans le tractus digestif de I’homme. Cette caractéristique permettrait de déterminer, en

plus du niveau de contamination, 1’origine de la contamination (Delcenserie et al., 2002).
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Tableau 1: Effets bénéfiques sur la santé humaine de quelques souches probiotiques

commerciales (Marteau et al., 2001 Gionchetti et al., 2000).

Souches Producteur Produits Effets observes chez
I'humain
Lactobacillus Nestlé Yaourts a Inhibition du développement
johnsonii Lal (Suisse) boire Yaourts de  Helicobacter  pylori
(Lj1) Stimulation de [l'activité
phagocytaire
Lactobacillus Yakult Yaourts a | Augmentation de l'activité des
casei Shirota (Japon) boire Laits cellulesNK
fermentés Diminution des diarrhées a rotavirus
Lactobacillus ProViva Jus de Prévention des
plantarum 299v (Suéde) fruits maladies
cardiovasculaires
Lactobacillus Danone Yaourts a Stimulation de la production
casei DN- 114 (France) boire d'IgA Diminution de l'incidence
001 des diarrhées
Bifidobacterium Chr. Hansen Formules Stimulation de la production d'IgA
lactis Bb12 (EtatsUnis) infantiles Diminution de I'eczema atopique .
Stimulation de l'activité
phagocytaire. Stimulation de la
croissance des bébés. Modulation
de la composition de la flore.
Prévention des diarrhées a
rotavirus.
(mélange de 7 CSL (Italie) Capsules Prévention de la pouchite.

souches)

L. casei;

L. plantarum;
L.acidophilus
L. bulgaricus;
B. longum;
B.breve
B. infantis;

S. thermophilus

Prévention des rechutes de

pouchite.
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Amélioration dela Réduction des produits .-‘mg-n}mtarion 'de lavaleur
digestion dulactose du catabolisme éliminés nutritiennelle (bonne
(sécrétion de lactase) par le foie etle rein digestion et absotption des

minéraux et itamnes

Rﬁf

Influence positive sur la Prévention des infections

flore intestinale intestinales (Virus

5 Probiotiques P N O
Bonne croissance et le Helicobacter pyiori..) et
bien-étre urogénitales

N = @

Régulation dela Prévention de : ostéoporose, Modulation du svstéme
motilité intestinale cancer, hvpertension et immunitaire
(constipation, svndrome athérosclérose (réduction du Reéducti on de I'inflammation|
d’itritation intestinal e) taux de chol estérol) ou des réactions allergiques

Figure 1: Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques. (Mercenier et al.,
2002).

1.4 Les ferments probiotiques

Bien que le premier lait fermenté par des bifidobactéries a été mis sur le marché il y a pres
de 50 ans, le domaine des aliments probiotiques ne s’est développé que dans les années 1970
(Tamime et al., 1995).

En 1997, plus de 70 produits laitiers industriels tels que des laitsfermentés,du fromage blanc,
du babeurre et des desserts surgelés contenait des bactéries probiotiques. Le Japon est le leader
mondial pour la diversité des produits probiotiques, avec plus de 50 variétés (Shah, 1997).
Aujourd’hui, les marques LC1(Nestlé), Vifit (Campina Melkunie), Actimel (Danone) et Yakult ont
émergé comme des chefs de fil dans les yaourts et laits fermentés probiotiques (Stanton et al.,
2001).

Par ailleurs, les laits fermentés ‘AB milk’ et ‘Cultura’ contenant Lactobacillus. acidophilus et
Bifidobacterium. bifidum sont tres populaires au Danemark (Tamime et al., 1995). D’autres
produits comme les ferments du yaourt), les laits ‘Bifidus’ (Bifidobacterium. bifidum ou
Bifidobacterium. longum), ‘Biogarde’ (Lactobacillus. acidophilus, Bifidobacterium. bifidum et
Streptococcus. thermophilus), ‘Biomild” (Lactobacillus. acidophilus et Bifidobacterium)

Les bifidobactéries peuvent étre utilisées seules mais sont souvent associéesa des bactéries

lactiques pour des raisons organoleptiques et technologiques (Saloff-Coste, 1997).
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1.5. Les micro-organismes probiotiques

Sont considérés comme probiotiques différentes souches bactériennes ainsi que les levures.
Les bactéries probiotiques sont principalement des bactéries lactiques et des bifidobacteries.
1.5.1. Levures

Les levures sont les premiers micro-organismes utilisées par ’homme depuis des millénaires,
en particulier dans la fabrication des boissons alcoolisées et du pain par fermentation (Bouix et
Leveau, 1991; Pol, 1996). Les levures sont des champignons microscopiques se présentant sous
forme unicellulaire au moins & un stade de leur cycle biologique (Bouix et leveau, 1980).

Les levures sont des cellules eucaryotes, présentant une structure plus complexe que celle
des bactéries notamment par la présence d’un noyau, de mitochondrie, d’un appareil de Golgi et de
plus d’un chromosome (Saccharomyces cerevisiae a 16 chromosomes) (Labrecque, 2003).

Les biotechnologies et la recherche biomédicale exploitent ainsi largement ces microorganismes,
pour la production de molécules a intérét médical (ex : production de protéines hétérologues,
comme le vaccin de I'hépatite B) (Mercier, 1997 ; Blin, 2002).
1.5.1.1. Saccharomyces cerevisiae

La classification des levures qui a été remaniée en 1984 par Kreger Van R montre que le genre
Saccharomyces appartenant a la classe des ascomycetes et a I'ordre des endomycétales est impliqué

dans les productions industrielles (Leveau et al., 1993) (figure2).

Figure 2: Saccharomyces cerevisiae sous microscopie électronique (Tortora et al., 2003)

Depuis I’antiquité, la levure S. cerevisiae a été utilisée dans la panification et la fabrication des
boissons alcoolisées, apres, la levure s’est installée et progressée en qualité d’additif alimentaire de

probiotique en élevage intensif de ruminant (Carter et Phillips, 1944), actuellement, S. cerevisiae
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est utilisée comme des probiotiques contre les maladies fongiques chez les humains (Munoz et al.,
2016).

1.5.1.2. Saccharomyces boulardii

C’est une levure semblable a S. cerevisiae, isolée, pour la premiere fois, en 1923 par le
scientifique francais Henri Boulard, elle appartient a la classe des Saccharomycetes et 1’ordre des
Saccharomycetales (Alis et Jespersen, 2003). S. boulardii est une souche de levure ayant fait
I’objet de trés nombreuses études cliniques démontrant son grand intérét en cas de diarrhées
(réduction de la fréquence) ou de prise d’antibiotiques (prévention de la diarrhée associée a

I’antibiothérapie).

Elle favorise le réensemencement et la croissance des germes utiles, les saprophytes, en
inhibant celle des germes nuisibles. Il a ét¢ démontré scientifiquement que I’utilisation périodique
de la levure S. boulardii, réduit de maniére sensible 1’apparition des colites et des colopathies
fonctionnelles, ou syndrome du c6lon irritable (ballonnements, douleurs abdominales chroniques,
troubles du transit chroniques, etc.), qui représentent preés d’un tiers des consultations en gastro-
entérologie. Il y a maintenant presque une dizaine d’années que des études randomisées et des
méta-analyses ont montré 1’effet des probiotiques sur la réduction du risque de survenue d’une
diarrhée infectieuse et sur la diminution de sa sévérité évaluée en termes de durée de 1’épisode
(Rodrigues, 2000 ; Kamm, 2004 ; Szajewska, 2005 ; Olivier, 2009 ; Pothoulakis, 2009).

1.5.2. Les moisissures

Sans importance dans le lait liquide, elles intéressent un grand nombre d‘autres produits laitiers.
Elles se développent en surface, ou dans les parties internes aérées. Elles sont productrices de
lipases et de protéases, dont on rencontre le Penicillium et le Geotrichum (F.A.O, 1995).
1.5.3. Bactéries lactiques

Le groupe des bactéries lactiques ou bactéries de 1’acide lactique a été défini en 1919 par Orla-
Jensen. |l réunit plusieurs genres caractérisés par leur capacité a fermenter les glucides en
produisant de 1’acide lactique (Leveau, Bouix et al., 1993).

En raison du sa composition physicochimique, le lait est considéré comme un écosysteme idéal
pour la croissance de différents types de microorganismes (Belarbi, 2011).
Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene, qui n’est pas clairement défini, du

point de vue, taxonomique (Leveau et Bouix, 1993 ; Pilet et al., 2005).
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Les bactéries lactiques sont des microorganismes utiles a I’homme lui permettant de fabriquer et
de conserver un grand nombre de ses aliments. Les bactéries lactiques ont été isolées pour la
premiére fois a partir du lait (Metchnikoff, 1908 ; Sandine et al., 1972 ; et Carr et al., 2002).

Ce sont des bactéries anaérobies facultatives, géneralement immobiles, elles ont des exigences
nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides
gras et pour les glucides fermentes cibles (Dellaglio et al., 1994 ; Hogg, 2005).

En général ces bactéries ne possedent ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase
(2 P’exception de quelques souches sous certaines conditions), elles sont protéolytiques, ces
bactéries sont également incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et al., 1994; Salminen et
al., 2004).

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature, elles se trouvent généralement
associees a des aliments riches en sucres simples (Leveau et Bouix, 1993 ; Hassan et Frank,
2001). Les genres les plus utilisés comme des probiotiques sont des Lactobacillus et des
Bifidobacterium (Khan et Ansari, 2007), et aussi des souches de genres : Aerococcus, Atopobium,
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella. (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Pot, 2008 ;
Rokka et Rantamaki, 2010 ; Gbassi et al., 2011) (Tableau 2).

Tableau 2: Principales espéeces de bactéries lactiques a activité probiotique (Shah, 2007 et 2010).

Espéces de Lactobacillus

L. acidophilus L. gasseri L. paracasei
L.amylovorus. L. johnsonni L . rhamnosus
L.crispatus L. casei L .plantarum

Espéces de Bifidobacterium

B. lactis B. animalis B. infantis
B. longum B.bifidum B. breve

B. adolescentis

Autres bactéries lactiques

Lc. Lactis St. Diacetylactis En. faecalis
Ln. mesenteroides St. intermedius En. faecium
P. aciddilactici St. Thermophiles
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Especes de Lactobacillus

L. acidophilus L. gasseri L. paracasei L. amylovorus L. johnsonni L. rhamnosus L. crispatus L.
casei L. plantarum

Especes de Bifidobacterium

B. lactis B. animalis B. infantis B. longum B. bifidum B. breve B. adolescentis

Autres bacteéries lactiques

Lc. lactis St. Diacetylactis En. faecalis Ln. mesenteroides St. intermedius En. faecium P.

aciddilactici St. Thermophiles .

I.6.Les mécanismes d’action des probiotiques

Les mécanismes d’action potenticllement impliqués dans I’effet bénéfique de ces
probiotiques sont nombreux faisant intervenir 1’amélioration de la digestibilité du lactose suite a
une élévation de la sécrétion de [-galactosidase, I’inhibition compétitive de 1’adhésion
bactérienne, la synthese de composés qui inhibent voire détruisent certains pathogénes telle que
la baisse du pH intestinal ,production des bactériocines, la stimulation de la immunologique aux
germes pathogenes (production augmentée des IgA, 1gG, IgM ; augmentation de la production de
cytokines anti-inflammatoires, Interleukin-10, TgF-béta ; diminution de la production des
cytokines-pro-inflammatoires TNF-alpha, Interferon-gamma ainsi que d’autres médiateurs
inflammatoires tel que par exemple les matrixmetalloprotéinases). (Die Fassung, 2002),
et la consommation compétitive de certains nutriments empéchant par ce biais la prolifération de

certains pathogenes (Vanderhoof et Young, 1998).

Certains organismes tels que Saccharomyces boulardii sont susceptibles d’avoir un effet
trophique sur la muqueuse intestinale par le biais de la production de polyamines.

Il faut insister sur le fait que le facteur majeur qui détermine 1’efficacité d’unprobiotique et
sa capacité a survivre lors du transit gastro-intestinal et de ce fait a coloniser I’intestin. Ainsi il a
pu étre montré que Bifidobacterium bifidus (Langhendries et al., 1995 ; Pahwa et Mathur, 1987
; Pochart et al.,, 1992) et Lactobacillus GG (Vanderhoof et Young, 1998) survivaient,

s’implantaient etpersistaient plusieurs jours aprés leur administration dans I'alimentation.
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1.7 Prebiotiques

Les prébiotiques sont définies comme étant des ingrédients alimentaires non digestibles,
exercant des effets bénéfiques sur 1’hdte en stimulant sélectivement la croissance et/ou I’activité
métabolique d’une ou d’un nombre de microorganismes dans le colon et capable d’améliorer la
santé de 1’héte (Gibson et Reberfroid, 1995).

Pour étre considére comme prébiotiques ces ingrédients alimentaires ne doivent pas étre
hydrolysés, ni absorbés dans le tractus gastro-intestinal, et de préférence doivent étre utilisés par les
microorganismes bénéfiques de la microflore colique (Mannig et Gibson, 2004). Ces prébiotiques
sont généralement des oligosaccharides ou Fructo-Oligo- Saccharide( FOS) et I’uniline qui sont
sélectivement fermentés par les especes de Bifidobacterium, pour cette raison que parfois sont

référés aux facteurs bifidogénes(Gomes et Malcata, 1999).

1.8 Symbiotiques

Le concept « symbiotique » est de plus en plus utilisé pour évoquer la relation synergique
entre les microorganismes probiotiques et leurs substrats sélectifs.

C’est un mélange de probiotiques et de prébiotiques qui affecte positivement 1’hdte en
améliorant la survie et I’implantation d’espéces microbiennes vivantes apportées sous forme de
suppléments alimentaires dans le tractus gastro-intestinal, et par conséquent, la santé de 1’hote (
Suskovic et al., 2001 ; Isolauri et al., 2002).

L’aliment ou le supplément alimentaire comprend non seulement les cellules vivantes de
bactéries probiotiques, mais aussi un substrat sélectif. Une étude réalisée par (Bartosch et al en
2005) a montré qu’un groupe de volontaires ageés de plus de 62 ans, dont le contenu intestinal en
bifidobactéries est fortement réduit par 1’age, lorsqu’ils ont ingérés un symbiotique a base de
Bifidobacterium bifidum BB-02 et Bifidobacterium lactis BL-01 (probiotiques) et de I’inuline
(prébiotique) a augmenté significativement la taille et la diversité des populations de bifidobactéries

dans leurs matiéres fécales par rapport au groupe contréle et groupe placebo.
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I1.Les bactéries lactiques :

11.1.Définition :

Le groupe des bactéries lactiques englobe un ensemble de micro-organismes
morphologiquement hétérogene caractérisées par leur capacité a fermenter les glucides en
produisant de I’acide lactique D(-), L(+), DL. Selon (Orla-Jensen, 1919), La fermentation est dite
homolactique si I’acide lactique est pratiquement le seul produit formé et hétérolactique si d’autres
composés sont aussi présents (acide acétique, éthanol, CO2, etc...). D’autre part les bactéries sont
dites : homofermentaires si elles empruntent dans le métabolisme glucidique la voie d’Embden
Meyerhof Parnas (Glycolyse) de telle sorte que 1’acide lactique soit le seul produit final, par
contre, si elles réalisent la voie des Pentoses phosphate elles sont donc hétérofermentaires
(Leveau et al., 1991). Les bactéries lactiques présentent des caractéristiques communes qui

expliquent leur regroupement.

Ce sont des bactéries Gram (+), généralement immobiles, non sporulantes, catalase et
oxydase négatives et généralement nitrate réductase négative. Anaerobies facultatives, mciro-
aerophiles, capables de fermentation en aérobiose comme en anaérobiose, sont aussi dépourvues
de cytochromes et inaptes a toute respiration aérobie ou anaérobie. Toute leur énergie vient de la
fermentation. Chimio-organotrophes, poly-auxotrophes pour divers acides aminés, bases
nucléiques, vitamines, acides gras. Ce qui explique leur faible capacité de biosynthése. Alors que
la majorité des souches se développent a pH 4,0-4,5, certaines sont en activité a pH 9,6 et d’autres
a pH 3,2 (Novel, 1993 ; Jozala et al., 2005).

1.2 Propriétés générales :

D'une facon générale le groupe se compose de bactéries sous forme, de coques ou de batonnets
a Gram positifs, non sporulant, et produisent l'acide lactique comme produit final principal
pendant la fermentation des carbohydrates (Kandler, 1983). Les BL sont, selon la voie qu’elles
empruntent pour fermenter les hexoses, Homofermentaires ou hétérofermentaires. La voie de la
glycolyse (Embden-Meyerhof-Parnas), ayant pour produit final principal I'acide lactique ou la voie
6-phosphogluconate/phosphokétolase (6-pg/pk) (Schleifer et Ludwig, 1995) Ayant pour résultat

I'acide lactique, I'anhydride carbonique et I'éthanol (acide acétique).

Cependant, quelques espéces sont considérées comme hétérofermentaires facultatifs.
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Concernant la fermentation des hexoses, ces especes sont homofermentaires, mais dans certaines
conditions (par exemple si la source disponible de carbone est un pentose), elles induisent la voie
6-po/pk, ayant pour résultat la fermentation hétérolactique (Axelsson, 2004 et Jozala et al.,
2005).

Les BL sont trouvées dans diverses niches écologiques, tel que le lait, ainsi que certaines
nourritures, la bouche, les régions gastro-intestinales et urogenitales des humains et desanimaux
(Lopez-Diaz et al., 2000; Navarro et al., 2000; El Shafei et al., 2000 et Mathara et al., 2004).
Elles constituent aussi la flore microbienne dominante responsable de la fermentation des céréales
et des plantes fourragéres ensilées (Carr et al., 2002 et Kotelnikova et Gelfand, 2002). Méme si
elles se développent dans une variété d'habitats, elles exigent des carbohydrates fermentescibles,
des acides aminés, des acides gras, des sels et des vitamines pour leur croissance (Shihata et
Shah, 2000; Bjorkroth et Holzapfel, 2003 et Hammes et Hertel, 2003).

Les souches sont généralement faiblement protéolytiques et lipolytiques et exigent des acides
aminés, des purines, des pyrimidines et des vitamines pour leur croissance (Stamer, 1976; Cogan
et Hill, 1993 et Jay, 1996). Les bactéries lactiques utilisées dans les fermentations laitiéres
peuvent étre divisées en deux groupes sur la base de leur croissance optimale (Bissonnette et al.,
2000). Les bactéries mésophiles avec une température optimum de croissance entre 20°C et 30°C
et les thermophiles entre 30°C et 45°C. Alors que la majorité de souches se développent a pH 4,0-
4,5, certaines sont en activitées a pH 9,6 et d'autres a pH 3,2 (Jozala et al., 2005).L"acide lactique
produit peut étre sous deux formes stéréoisomeriques, L moins Fréquemment, D ou un mélange
des deux (Who, 1974).

11.3.0rigine des bacteéries lactiques :

Les bactéries lactiques ont été isolées dans de nombreux milieux naturels végétaux, animaux
et humains ; certains especes semblent adaptées a un environnement spécifique et ne semblent
guere se retrouver ailleurs que dans leur habitat naturel. Grace a leur souplesse d’adaptation
physiologique, les BL peuvent coloniser des milieux trés différents du point de vue physico-

chimique et biologique (de Roissard et Luquet, 1994).

Selon Desmazeaud (1992), les espéces du genre Streptococcus, Lactococcus et Leuconostoc
se rencontrent plutét chez les hommes, ainsi que chez les animaux. Dans le domaine laitier, elles

existent en quantité considérable, les espéces du genre Lactobacillus sont encore plus répondues
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dans la nature, par exemple, on les trouve sur les végétaux ou elles assurent 1’acidification de
I’ensilage, on les trouve aussi dans ’intestin des animaux et de I’homme. Elles sont également
isolées des cavités naturelles de 1’organisme (cavités buccales et vaginales) (de Roissard et
Luquet,1994) xonomie des bactéries lactiques Historiqguement, les bactéries lactiques regroupées
les genres : Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus et Leuconostoc, mais I’évolution de la
taxonomie basée sur les caracteres phénotypiques et génotypiques a revue la classification de ces
bactéries. En effet, sont un groupe phylogénétique divers avec 50% GC de leur ADN. Le
pourcentage GC de leurs ADN donne une composition assez proche pour le genre Lactococcus
(34,46%), Pediococcus (34,42%), Leuconostoc (36,43%) alors que le genre Lactobacillus est

caractérisé par une grande hétérogenéité (32,53%) (Novel, 1993).

Récemment les bactéries lactiques regroupées en onze genres : Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus Aerococcus, Allococcus, Carnobacterium,

Tetragenococcus et Vagococcus (Axelsson, 2004).
11.4. Intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques se comportent comme d’excellents ambassadeurs d’un monde
microbien souvent calomnié. Elles ne se réduisent pas a leur importance économique, mais jouent
un rdle important dans I’entretien et I’amélioration de la santé de I’homme (Luquet et Corrieu,
2005).

Traditionnellement, les fermiers et les bergers ont utilisés les bactéries lactiques pour faire le
fromage a partir du lait cru ont incubant le lait ou le petit lait dans des conditions spécifiques.
Actuellement, les souches de bactéries lactiques sont sélectionnées pour le role qu’elles jouent
dans la préparation des laitages fermentés, elles sont utilisées également dans le saumurage des
légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le saurissage des poissons, des viandes et des
salaisons (Lopez-Diaz et al, 2000 ;Ross et al, 2002) Par contre, seuls cing
genresBifidobacteriu  Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc et Streptococcus sont

communémentutilisés dans I’industrie laitiére (Mills, 2004 ; Lee et al., 2006)

11.5.Niche écologique :

Bien qu’elles servent a de nombreux procédés concernant 1’industrie laitiere et agro-
alimentaire, les bactéries lactiques habitent de nombreux milieux qui peuvent étre probablement

leur réservoir naturel (Desmazeaud, 1992; Novel, 1993). Les bactéries lactiques du lait
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proviennent de 1’organisme de I’animal producteur (vaches, brebis, chévres et chamelles) ou des
plantes. De nombreuses souches de Lactococcus, Lactobacillus et Leuconostoc ont été isolées a
partir de différents laits de vaches, brebis et chevres (Cheriguene et al, 2006 ; Chougrani et al.,
2006 ; Rouissat et Bensoltane, 2006).

Les espéces du genres Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus et Leuconostoc, peuvent
étre isolées chez I’homme, la peau et le poil des animaux, les oisecaux, des matieres fécales, des
poussieres, de I’ensilage du foin, des grains et des ustensiles de domiciles et industriels en
quantités considérable (Petransxiene et Lapied, 1981; Desmazeaud, 1992).

Les lactocoques comme les Streptocoques du groupe N non pathogénes peuvent étre isolées du lait
et des végetaux. Lactococcus lactis subsp lactis est facilement isolée du lait cru et des végétaux
par contre Lactococcus lactis subsp. cremoris est exclusivement isolée du lait (Guiraud et Galzy,
1980).

Les Leuconostocs habitent plusieurs milieux : Lait et produits laitiers, fruits et légumes en
particulier la betterave d’ou leur ancien nom Betacoccus (Leveau et al, 1991). On les isole méme
des produits de panification, des solutions visqueuses dans les sucreries tandis que 1’espéce

Oenococcus oeni ne peut étre isolée que du vin (Larpent et al, 1990; Novel, 1993).

Les lactobacilles sont, quantitativement, les plus importantes du groupe des bactéries
lactiques. Elles sont trés hétérogenes et ces diverses espéces présentent des caracteres
phénotypique et génotypique variés. Cette variété se reflete dans le pourcentage de G+C qui peut
aller de 32 a 53%. (Falsen et al., 1999).

Les especes mésophiles qui ont un large spectre de fermentation sont présentes dans le lait,
laits fermentés, fromages, végétaux fermentés, on les isole également du vin, de la biére, des
produits de panification et mémes des viandes fraiches ou fermentées (Petransxiene et Lapied,
1981; Desmazeaud, 1992). Par contre on remarque que les espéces thermophiles qui sont
caractérisées par un spectre d’acidification étroit peuvent €tre obtenues des laits fermentés, yaourt,
lait traité par la chaleur et certains fromages a des températures dépassant 40°C (Novel, 1993).
Lactobacillus acidophilus se trouve dans I’intestin de I’homme et des animaux, par sa nature, elle
résiste a des pH trés bas, ainsi qu’aux sels biliaires. (Desmazeaud,1992). Enfin les espéces du
genre Pediococcus ne peuvent étre isolée qu’a partir des végétaux et rarement des vins, biéres et

parfois des laits fermentés (Desmazeaud, 1992; Novel, 1993) .
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11.6.Classification des bactéries lactiques

11.6.1.Classification classique :

Elle s’appuie sur les caractéres phénotypiques distinctifs de 1’espéce et du genre; la premicre
classification était donc basée sur la morphologie, la température de croissance, le mode de

fermentation du glucose et la forme de 1’acide lactique produit (Orla Jensen, 1919).

En 1957, Bergey dans leur Manual a regroupé les bactéries lactiques dans la famille des
Lactobacteriaceae, mais cette classification a été remise en question et totalement simplifiée
(Desmazeaud, 1992).

11.6.2 Classification moderne :

Cette classification est mieux affinée car elle s’appuie principalement sur les techniques
d’¢électrophorése des protéines et des acides nucléiques, la définition du pourcentage GC de I’ADN,
ce qui permet de définir une souche bactérienne du point de vue de la taxonomie moléculaire, et de
connaitre I'nomogénéité des genres. La taxonomie actuelle investie le progrés de la génétique
(hybridation ADN-ADN, ADN-ARN), de I’écologie (découverte des bactéries d e milieux
externes), elle inclue également les techniques modernes de séquengage d’ADN, de micro galeries

d’identification, des banques de données informatisées (Bugnicourt, 1995).

Les bactéries lactiques sont un vaste ensemble des microorganismes procaryotes qui se

rattachent a deux filiations généalogiques, ou phylum :

Le phylum de Clostridium, dont I’ADN des chromosomes contient un pourcentage de G+C
inférieur a 50%. Ce phylum comprend le groupe des bactéries lactiques au sens strict qu’on
rencontre dans les aliments, sont soit en forme de coque (Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,

Leuconostoc et Enterococcus), soit en forme de batonnet (Lactobacillus et Carnobacterium).

Le phylum des Actinomycetes, dont I’ADN des chromosomes contient un pourcentage de
G+C supérieur a 50%. Ce phylum comprend des genres apparentés, qu’on range souvent au sens

large (Bifidobacterium, Propionobacterium).

Cependant les genres Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, et Streptococcus, dont le
G+C% de I’ADN est inférieur a 50% peuvent étre regroupés dans la branche des Clostridium avec

Bacillus et Clostridium est séparé de la branche des actinomycétales au G+C supérieur a 50% et
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comprenant Propionobactérium et Bifidobactérium (Kandler et Weiss, 1986 ; Stackebrandt et
Goebel, 1994 ; Stackebrandt et al., 2002 ).

Le rassemblement de ces 5 genres dans un méme groupe est confirmé par la taxonomie
moléulaire ; I’analyse de la séquence nucléotidique de leur ARN ribosomique (ARN16S) permet de
réunir dans un méme grand groupe phylogénétique les genres : Lactobacillus-Pediococcus-
Leuconostoc-Streptococcus-Bacillus-Clostridium-Propionobactérium-Bifidobactérium  (Scardovi,
1986).

Le tableau 3 : regroupe les principales caractéristiques des 12 genres les plus étudiés des bactéries
lactiques : Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus et Vagococcus, Weissella. Les
bactéries du genre Bifidobacterium ne sont pas considérées comme des bactéries lactiques typiques,

mais leur usage est tres répandu en industrie laitiere (Isolauri et al., 2001).
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Tableau 3

(Dellaglio et al., 1994).

: Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristiques

Genre Morphologie | Fermentation T° Opt Habitats
principaux
Lactobacillus Bacilles Homofermentaires | Thermophiles Homme  Produits
ou ou laitiers,carnés,veget
Hétérofermentaires | Mésophiles aux ...
Carnobacterium Bacilles Hétérofermentaires | Psychrotrophes Produits  carnés,
peu poissons,produis
acidotolérants laitiers
Lactococcus Coques Homofermentaires | Mésophiles Produits
laitiers,végétaux
Streptococcus Coques Hétérofermentaires | Mésophiles Produits laitiers
Enterococcus Coques Homofermentaires | Mésophiles Intestin de I'hnomme
et des animaux,
Vagococcus %?)%lijleess Homofermentaires | Mésophiles produits laitiers
Pediococcus Coques  en | Hétérofermentaires | Mésophiles Biere, produits
tétrades végetaux,
saucissons
Tetragenococcus | Coques  en | Hétérofermentaires | Mésophiles Saumures
tétrades
Leuconostoc Coques Hétérofermentaires | Mésophiles Produits végétaux,
produits laitiers
Oenococcus Coques Héterofermentaires | Mésophiles Vin
Bifidobacterium FormeenY Acide acetique Mésophiles Intestin de I'hnomme
(Bifid) et lactique et des animaux
Weissella Coques Hétérofermentaires | Mésophiles Produite végétaux,

produits laitiers

T° Opt : température optimale de développement
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11.7. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques
11.7.1. Le genre Lactobacillus

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, (Tableau 2), il contient
de nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans denombreuses
industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs et fins (parfois
incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase négative, se développent a un
optimum de température situe entre 30 et 40°C.

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés, en
vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ;
Leclerc et al., 1994).

Tableau 4 : Classification des bactéries appartenant au genre Lactobacillus (Franz et al., 2014).

Classification

Regne Bacteria
Division Firmicutes
Classe Bacilli

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette classification est
encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004)
Groupe I « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires thermophiles qui se
développent a 45°C mais pas a 15°C. Les especes les plus fréquentes dans I’alimentation (lait,
yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.
Groupe Il « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et
peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du substrat. Les especes les plus
fréquentes dans I’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb.plantarum.
Groupe Il « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il comporte les

especes Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.
11.7.2. Le genre Lactococcus

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits «lactique »,
car ils sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possédent aucun caractére
pathogene. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils sont largement

présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al., 2005).
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Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de
I’acide lactique L(+), seul Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis produit le diacétyle.
Leur température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se développer a 10°C mais
pas a 45°C.Quelques especes produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont
capables de se développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I’arginine (Tamime, 2002).

Actuellement, le genre Lactococcus comprend cing espéces, Lactococcus lactis est ’espéce la
plus connue avec ses trois sous-espéces : Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris et Lc. lactis
ssp. hordniae (Pot et al., 1996 ; Pot, 2008).

11.7.3. Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est trés mouvementée. Ce genre est
généralement divisé en trois groupes : pyogene (la plus part des especes pathogenes et
hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres streptocoques .

La seule espéce de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est Streptococcus
thermophilus qui a été inclue dans le groupe des « autres streptocoques »,
mais ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré d’homologie avec
I’ADN de Streptococcus salivarius (Stiles et Holzapfel, 1997). Streptococcus thermophilus se
différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son caractére non pathogene. La résistance a la
température, la capacité de croitre a 52°C et le nombre limité des hydrates de carbones permettent
de distinguer les St. thermophilus de la plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al.,
2005).

11.7.4. Le genre Enterococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type A et 3 et qui
appartiennent au groupe D. Ce sont des commensaux de I’intestin. Les espéces rencontrées dans
I’alimentation sont essentiellement En. faecalis et les espéces proches. Les entérocoques sont des
coques qui peuvent étre mobiles, homofermentaires, géneralement différenciés par la fermentation
de I’arabinose et le sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C (Tamime, 2002 ; Ho et al., 2007).
11.7.5. Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

IIs ressemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui possédent un
caractére hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique (isomere D), de CO2 et
d’éthanol. Les caractéristiques telles que 1’hydrolyse de I’esculine,
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la formation de dextrane, les conditions de croissance, la capacité a croitre a différents pH et
température, 1’assimilation de citrate et/ou malate permettent la différenciation entre les genres
Leuconostoc et Weissella (Pilet et al., 1998 ; Ho et al., 2007).

Actuellement, le genre Leuconostoc comprend quatorze espéces, ils sont également anaérobies
facultatifs et exigeants au point de vue nutritionnel et leur croissance est toujours lente. Le
développement des leuconostoc entraine souvent 1’apparition d’une viscosité dans le milieu grace a
la production des exopolysaccharides. Les leuconostoc principalement Ln. mesenteroides
ssp.cremoris et Ln. lactis sont utilisés en association avec les lactocoques dans 1’industrie laitiere
pour produire en plus de I’acide lactique et le CO2, des substances aromatiques telles que le
diacétyle et I’acétoine a partir des citrates du lait (Hassan et Frank, 2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier
et al., 2008).

Récemment, I’espéce Leuconostoc oenos isolée de vins a été classée dans un nouveau genre,
Oenococcus oeni et certaines espéces de lactobacilles hétérofermentaires ont été groupées avec
Leuconostoc paramesenteroides dans le nouveau genre Weissella (Stiles et Holzapfel, 1997).

11.7.6. Les genres Pediococcus et Tetragenococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le regroupement
en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose, et leur développement
nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines espéces se distinguent par leur
capacité a se développer a des teneurs en sels tres élevées, comme Pediococcus halophilus,
renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus muriaticus qui tolére jusqu’a 18% de
NaCl (Pilet et al., 2005).

Les espéces de Tetragenococcus ont un réle crucial dans la fabrication des produits
alimentaires a concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les pediocoques sont
parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud et Rosec, 2004 ;
Tosukhowong et al., 2005).

11.7.7. Le genre Bifidobacterium
Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries lactiques
grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa présence dans le méme
habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. Ces microorganismes sont phylogénétiquement
sans rapport avec ces derniéres. lls sont davantage lies au phylum Actinobacteria (anciennement
Actinomycétes) des bactéries Gram positif dont ’ADN est a haut pourcentage de G+C. Les
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bifidobactéries se caractérisent par leur forme tres irréguliére souvent en forme V mais pouvant étre
coccoides, la présence d'une enzyme, la fructose-6-phosphate phosphocétolase, celle-ci leur permet
de fermenter les hexoses en produisant de I'acide acétique et de I'acide lactique. Leur température de
croissance varie de 36°C a 43°C (Axelsson et al., 2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007).

111.8. Bifidobacterium. spp et Lactobacillus. Spp

Bifidobacterium. spp est présent naturellement dans l'intestin qu'il colonise durant la
premiére semaine apres la naissance. Il fait partie des Actinobactéries, c’est un genre
anaérobie strict & Gram positif qui possede un haut pourcentage en base GC (entre 55 et
64%) (Van Der Werf, 2001).

Son activité métabolique rejoint celle des BL, par la production d’acétate et de lactate. Il
représente 95% du microbiote de I’enfant et 3% de 1’adulte. On dénombre environ 30 espéces

différentes dont certaines sont considérées comme probiotiques (Trebichavsky et al., 2009)

Figure 3: Bifidobacterium longum (Schell, université de Georgie).
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I11. Généralités du systeme digestif

111 .1. Structure du systéeme digestif
Le systéme digestif est composé successivement de la cavité buccale, I’estomac,’intestin gréle

(duodénum, jejunum et iléon), le caecum, le c6lon ou gros intestin (colon ascendant, célon

transversal et c6lon descendant) puis se termine par le rectum et 1’anus (Figure 4) .

(Villarrea, 2006)

Bouche

Palais A
Luette
Langue -
Dents Pharynx

Glandes
salivaires
Sublingual —

Submandibulaire
Parotide

_—— Estomac
Pancréas

Canal
pancréatique

Vésicule
biliaire
Canal
cholédoque

Intestin aras
grele intestin
Colon
Duo:d.enum transverse
Jéjunum Colon
léum ascendant
Caecum
Colon
descendant
Appendice Cdlon
sigmoide

Figure 4 : Structure du systeme digestif (Villarrea, 2006).
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La physiologie du tube digestif est constituée de 5 tuniques concentriques situées respectivement de
I'exterieur vers I’intérieur de 1’organisme (Figure 5):

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 partie circulaire interne et longitudinale externe ainsi que la tunique externe constituée par

un tissu conjonctif lache qui la rend solidaire aux organes voisins (André et al., 2002).
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Figure 5: Structure de I’intestin gréle (André et al., 2002).

111.1.1. L’intestin gréle

L’intestin gréle mesure 4 a 7 m chez ’homme. Les parois sont recouvertes de plis circulaires,
de villosités et de microvillosités formant la bordure en brosse, ce qui lui confere une surface
d’échange avec la lumiére de 400 m2 en moyenne. Les sécrétions intestinales permettent de
maintenir un pH neutre ou légérement basique au alentour de 8.
L’intestin gréle est le siége de phénomeénes d’absorption mais joue également un rdle dans les
phénomenes de sécrétion et participe a la réponse immunitaire. Il comprend le duodénum (0,25 m),
le jejunum (2,5 m) et I’iléon (3,5 m).

La muqueuse de I’intestin gréle comprend un étage composé de villosités ainsi qu’un étage

composeé de glandes de Lieberkiihn (ou cryptes) (Figure5) (Sergi, 1997; André et al.,2002).
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Villosités intestinales .
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Figure 6 : La muqueuse intestinale (Sergi, 1997; André et al.,2002).

111.1.2.Le cblon

De calibre plus large que l'intestin gréle, le gros intestin mesure environ 1,5 m de long, il
comprend le célon ascendant, transversal et descendant. Le pH est compris entre 4,7 et 7,5
respectivement dans sa partie proximale et distale. A la différence de la muqueuse de 1’intestin
gréle, le cdlon ne comporte pas de villosités mais un épithélium plan (ou épithélium de surface).
L’¢épithélium est constitué¢ de colonocytes, cellules responsables de I’absorption de 1’eau et des
électrolytes, de cellules caliciformes et de cellules entéroendocrines. Le chorion lui, est riche en
tissu lymphoide.

» Les fonctions du cdlon sont
i) la déshydratation du bol alimentaire (absorption de I'eau et des électrolytes).
ii) la digestion terminale de la cellulose et autres polysaccharides résistant a la digestion au niveau
de I’intestin gréle par le microbiote.

iii) I'évacuation des déchets alimentaires (Villarrea, 2006).

Le tractus gastro-intestinal est un écosystéme complexe et ouvert aux microorganismes
exogenes. Sa muqueuse étant estimée a 200-300 m2, il représente la plus grande surface du corps en
contact avec I’environnement. L’écosystéme gastro-intestinal est généré par une alliance stable
entre 1’épithélium gastro-intestinal, le systtme immunitaire et une importante flore microbienne. Si
I’un des trois composants de I’écosysteme est défaillant, des pathologies peuvent survenir. Les
interactions entre les microorganismes et 1’hote peuvent étre de trois types : symbiose,

commensalisme ou pathogénicité. L’hote est protégé contre la microflore intestinale pathogene par
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les barriéres chimiques et physiques formées par 1’épithélium gastro-intestinal (Backhed et al.,
2004 ; Amrouche, 2005).

I11.2.Colonisation du tube digestif

La colonisation du tube digestif par les micro-organismes a lieu des les premiers jours de vie.
Chez ’Homme, le profil microbien varie selon la durée de la gestation, la voie de naissance
(césarienne ou voies naturelles), et I’alimentation du nouveau-né (Goldin, 1986).

Le microbiote intestinal a été le plus amplement étudié, peut-étre parce que ce tractus représente
la plus grande surface d’échange de notre corps et qu’il est aussi le plus colonisé, avec a lui seul une
population de bactéries issues de plusieurs centaines d’especes différentes, c’est environ dix fois
plus de bactéries que le nombre total de cellules de notre corps. En poids cela représente entre 1,5 et
2 kg. Du fait de I’acces difficile a certaines parties du tractus digestif, et de la trés grande
complexité de la flore digestive, elle n’est pas totalement découverte. Cependant, les chercheurs ont
déterminé les bactéries principales et un ordre de grandeur des quantités présentes dans les
différentes régions du tractus digestif. Plus on avance vers le colon, plus le nombre de bactéries
présentes grandit (figure 7) (Coudeyras et Forestier, 2010).

(Esophage )
10?3 10 * bactéries/g >

Streptococcus, Veillonella, PrevoteﬂaJ
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Streptococcus, Lactobacillus

Colon
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Bacteroides w
Clostridium J

Jéjunum
1073107 bactéries/g
Streptococcus, Lactobacillus

Bifidobacterium
Entérobacteraceae

lléon

1073 10 ® bactéries/g
Streptococcus
Bacteroides
Clostridium

Figure 7 : Microbiote intestinal et répartition le long du tractus digestif (Goulet, 2009)
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I11.3. Le microbiote

L’écosystéme microbien digestif est composé du microbiote, de I’hdte et des aliments ;
il est responsable de I’homéostasie et participe au maintien de la santé de 1’hote.
Le microbiote comporte 1014 microorganismes vivant en symbiose avec 1’hdte soit plus de 100 fois
le nombre de cellules de 1’organisme humain (Gill et al., 2006). In vitro, le tube digestif est stérile,
les premieres colonisations se font principalement par la flore vaginale, intestinale et cutanée de la
meére lors de la naissance, ainsi que par I’environnement extérieur (O'Hara and Shanahan, 2006).
Sa composition va par la suite évoluer en fonction de I’environnement et de 1’alimentation de
I’héte, pour se stabiliser vers les deux ans de 1’individu. Chaque homme posséde donc son propre
microbiote, reflet de son environnement.

Chez l’individu sain, le microbiote, une fois stabilisé¢, ne subira que des changements
ponctuels, conséquence de la prise d’antibiotiques ou d’un changement d’alimentation. Trés
complexe et diversifié, le microbiote est composé d’environ 1000 especes différentes réparties selon
trois phylums majoritaires, le phylum des Firmicutes représentant 79% du microbiote, constitué
principalement de bactéries a Gram positif a bas GC. La plus grande majorité des especes des
Firmicutes appartient a la classe des Clostridu parmi lesquels on retrouve les groupes Clostridium
coccoides et Cl. Leptum. Moins de 5% des autres espéces du phylum Firmicutes appartiennent aux
classes Mollicutes et Bacillu . Les deux autres phylums majoritaires sont Bacteroidetes et
Actinobacteria qui représentent respectivement 17% et 3% de 1’écosystéme intestinal (Lay et al.,
2005; Tap et al., 2009)

(Figure 8).

Enfin, les autres phylums rencontrés sont principalement ceux des Proteobacteria et
Verrumicrobia qui ne représentent que quelques pourcents des bactéries totales. Les progrés
effectués concernant I’analyse génomique des procaryotes a fait considérablement évoluer la
taxonomie.

Anciennement basée sur I’analyse morphologique (coque/bacille) et phénotypique
(coloration de Gram), elle est aujourd’hui basée sur 1’analyse métagénomique via I’ARN
ribosomique 16S. En effet, il s’est avéré que les précédentes techniques de classification ne
permettaient pas d’obtenir une classification totale des especes peuplant le microbiote mais

uniquement des espéces cultivables qui ne représentent que 30% de 1’écosystéme intestinal.
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Figure 8: Répartition des phylums majoritaires qui composent le microbiote intestinal
(Tap et al., 2009).

Parmi les especes rencontrées au sein du TD, 99% sont anaérobies. La concentration et la
diversité bactérienne augmentent parallélement avec 1’augmentation du pH. La composition varie
en fonction de la teneur en oxygéne qui diminue le long du TD, ainsi, ’estomac est constitué
d’environ 104 unités formants colonies (UFC)/g de contenu, le duodénum Introduction
bibliographique: généralités du systeme digestif et le jéjunum sont constitués de 104 a 107 UFC/qg,
la majeure partie étant des bactéries aérobies anaérobies facultatives (AAF) telles que des
lactobacilles, des streptocoques ou encore des entérobactéries. Dans 1’iléon, la proportion augmente
de 105 a 107 UFC/g, principalement constitué de bactéries AAF et anaérobies telles que
Bacteroides, enfin le c6lon contient 109 a 1011 UFC/g de contenu principalement anaérobies
strictes telles que Bacteroides, Eubacterium, Peptostreptococcus, Bifidobacterium et Clostridium
(Butel and Collignon, 2004).

On peut distinguer le microbiote endogéne ou autochtone, qui colonise principalement le
cblon et qui est capable de se multiplier in vivo, du microbiote en transit ou allochtone, qui

provient principalement de 1’alimentation et persiste peu de temps au sein du TD.
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Les principales fonctions du microbiote peuvent étre définies selon 3 catégories

> Les fonctions métaboliques : le microbiote réalise la fermentation des résidus alimentaires
non digestibles et produit ainsi des acides gras a chaines courtes tels que le butyrate, de 1’énergie et
des vitamines essenticlles au développement de 1’hote (Wong et al., 2006; Macfarlane and
Macfarlane, 2007).

» Les fonctions trophiques : le microbiote participe au développement de 1’anxiogénes de
I’intestin via les cellules de Paneth, et aide ainsi au développement du systeme immunitaire
(Stappenbeck et al., 2002; Macpherson and Harris, 2004).

» Les fonctions de protection : le microbiote permet d’augmenter ’effet barriére de la
muqueuse intestinale en colonisant les sites de fixation a la muqueuse du TD, en créant une
compétition vis-a-vis des nutriments ou encore en libérant des composés anti-microbiens luttant

ainsi contre les bactéries pathogénes (Hooper et al., 2003).
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IV- 1- Objectif

L’objectif de notre étude consiste a tester le comportement de quelques souches isolé de lait
fermenté et des alicaments vis-a-vis des conditions du tube digestif in vitro par étapes. Celles qui
sont capable d’étre des probiotiques, si elles possédent les autres caractéristiques (Avoir un effet
bénéfique sur I'hbte).
Pour realiser cet objectif, nous avons passé par les axes suivants
-Test des croissances des souches a un pH de 7 (pH de I’intestin).
-Culture en anaérobiose des souches qui ont dépassé la premiere barriere.
-Vérification de la sensibilité aux antibiotiques.
-Test de croissance en présence de différentes concentrations des sels biliaires.
IV-2-Lieu d’étude

Cette étude a éte effectuée au niveau du laboratoire de Microbiologie du Département de
biologie, Université Ammar Thelidji Laghouat.
I\V-3-Choix des milieux de culture

Les milieux de culture sont utilisés liquides ou solides aprés addition d’agar-agar. Selon

Larpent, (1996), les milieux utilisés pour la culture des bactéries lactique tiennent compte dans leur
composition des caracteres essentiels de ces germes a la fois acidotolérants, mais aussi exigeants sur
le plan nutritionnel tel que :

» MRS (De Man Rogsa et Sharpe) qui est utilisé pour réaliser les tests d’isolement
et la culture.

» Muller Hinton qui est utilisé pour réaliser le test d’antibiogramme.

I\VV-4- Purification des souches

La purification consiste a effectuer des repiquages successifs de facon alternée en milieu MRS
solide jusqu’a purification afin d’avoir des colonies bien distinctes ,et MRS liquide pour voir la
croissance bactérienne a travers le trouble pour nous aidées a caractérisé de celles des bactéries
lactiques.

Pour la purification des souches sur milieu solide on utilisant la méthode de stries. Des
I’obtention sur les boites de Pétri de culture pure, on arréte la purification.
IV- 5- Confirmation de ’appartenance des souches au groupe lactique
IV- 5-1-Coloration de Gram
Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de Gentiane ; il est ensuite rincé
rapidement a I’eau courant, traité pendant une minute par une solution de lugol, et de nouveau rincé

rapidement. On soumet alors le frottis coloré a une étape de décoloration en le traitant avec
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I’éthanol 95%. 11 s’agit de 1’étape critique : la lame est maintenue inclinée et en fait couler le
solvant sur le frottis pendant 10 secondes seulement jusqu’a ce que le colorant cesse de s’échapper
librement du frottis. Celui-ci est alors immédiatement rincé a I’eau courante. A ce stade, les cellules
Gram négatif seront incolores, les cellules Gram positif seront violettes. On Soumet ensuite le
frottis & une contre coloration de 30 secondes a la fushine pour colorer les cellules Gram négatif
présentes. Aprés un bref ringage, on séche le frottis au buvard et on I’examine a I’objectif a
immersion (G x 100) (Singleton, 1999).

IV- 5-2.Test Catalase

Exposer une culture sur boite a 1’air pendant 30 min. Prélever quelques colonies, les
émulsionner dans une goute d’eau oxygénée a 10 vol. La formation de bulles est due a la
catalase du germe.

IVV-6-Testes de croissance des souches en fonction de différentes conditions
IV-6-1 -Test de pH
Sachant bien que la tolérance a I’acidité des bactéries varie d’une espéce a une autre, et d‘une
souche a une autre au sein de la méme espéce.

Pour tester la tolérance de nos souches a un pH extréme, nous avons procédé a 1’ajustement
du pH du milieu MRS liquide avec I’ajout de HCI jusqu’a pH=2 (pH de I'estomac) par ’utilisation
d’une électrode de pH, relié a un enregistreur de données (pH-metre).

Le milieu MRS dont le pH est ajusté a 2, est ensuite réparti en tubes en raison de 10 ml/tube,
autoclavé a 121°C + 1 pendant 15 minutes et en fin ensemencé par nos souches a raison de 0.1 ml
(1%) (Larpent, 1996).

Les cultures sont ensuite incubées a 37°C pendant 2h a 3h culture t1 (Le passage d'aliment dans
I'estomac).

Ensuite, la survie des bactéries dans des conditions extrémes de pH est déterminée en réalisant
a partir de culture t1, un repiquage sur milieu MRS se fait par la méthodes d'ensemencements en
surface.

La lecture s’effectue aprés 1’incubation a 37°C pendant 48 h.
IV-6-2-Test d’anaérobiose (Larpent, 1996)

Ensemencer les 11 souches en stries a 1’aide d’anse de platine sur le milieu MRS dans les
boites de Petri.

Pour assurer les condition d’anaérobiose pour nos souches de bactéries lactiques étudiées, les
cultures (boites) sont incubées dans une jarre d’anaérobiose par la technique d'ensemencements en

masse et en surface. Pour éliminer 1’oxygéne dans la jarre, les bougies sont allumées, et on ajoute
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de bicarbonate de sodum et HCL a I’intérieur. L’incubation est effectuée a 37°C pendant 48 heures
dans I’étuve.
I\VV-6-3-Test des sels biliaires

L’évaluation de la capacité de la tolérance aux sels biliaires des souches a été effectuée
seulement pour les souches qui ont été capable de survivre a pH 2. A cause du manque de produits
(oxagale- sels biliaires déshydraté), on a realise des teste avec différents types de milieu; de culture
qui contiennent les sels biliaires, et un autre essai avec les sels biliaires frais de moutan a de
différents concentrations.
IVV-6-3-1- Essais avec la bile fraiche de mouton a différents concentrations

L'additionnement des sels biliaires dans le milieu MRS gélosé a raison d’une concentration
finale de La détermination de 0,2% ; 0,4% ; 0,6 % et 0,8 % la quantité des sels biliaires frais en
volume pour les concentrations Désigné 0,2%. ; 0,4%. ; 0,6%. . Et 0, 8%, est réalisé par la maniére
suivante :

-Pour la concentration 0,2 %

D’apres Guiraud (2003), 40g de sel biliaire déshydraté est 1’équivalent de 400ml de la bile fraiche
de moutan . Pour obtenir une concertation de 0,2 (p/v) on calcule le volume de sels biliaires frais a

ajouter dans 1 litre du milieu de culture.

40 g s 400ml

F 4

x=20 ml (dont x c'est le volume équivalent dans 1L)

29 xml

-On cherche le volume équivalent de 2g dans un 1L.

C’est les mémes étapes pour les autres concentrations (0,4 ; 0,6 et 0,8 %) Pour les concentrations
0,2% ; 0,4%; 0,6 % et 0,8%, on ajoute respectivement les volumes suivant : 4 ml, 8 ml, 12 ml, 16
ml de sels biliaires frais dans 4 flacons avec I’ajout du milieu MRS gélose de volume 196, 192,188
et 184 respectivement a raison d’avoir un volume total de 200 ml dans chaque flacon pour les
autoclavés.

Le milieu MRS additionné des sels biliaires est ensuite coulé dans les boites de Pétri, ces
derniéres sont ensemencees par les 11souches qui présente une tolérance au pH 2 en stries a I’aide
d’une anse de platine.

L’incubation s’effectuant toujours a 37°C et la croissance a été suivie pendant 48h.
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1V-6-3-2-Teste d’antibiogramme
Le test d’antibiogramme a été effectué seulement sur les 9 souches parmi les 11 qui ont présenté
une tolérance vis-a-vis du pH 2.
Nous avons réalisé un ensemencement de notre souche en inondant toute la surface de la gélose
Muller Hinton avec 2 ml de culture bactérienne en bouillon. Des disques imprégnés de solution
d’antibiotiques (5 disques d’antibiotiques) sont disposés en surface de la gélose a I’aide d’une pince
stérile.
Aprés incubation a 37°C pendant 48h pour les bactéries lactiques la sensibilité ou la résistance des
souches est évaluée par la présence ou non d’une zone d’inhibition de croissance autour du disque
d’antibiotique. Le résultat a été exprimé comme sensible (S),
résistant(R) ou intermédiaire(I) a 1’aide des abaques de lecture spécifique (Larpent, 1996).

Les antibiotiques utilisés dans ce test sont présentées dans le tableau

Tableau 5: le code et la dose de chaque antibiotique utilisé.

Antibiotique Code Dose
Ampicilline AMP 10 pg
Penicillin-G P 10 pg
Doxycycline DO 30 pug
Erythromycin E 15 pg
Streptomycine S 10 pg
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Résultats et discussions

V- résultats et discussions :

V-1-Reésultats de purification et confirmation des souches
Les colonies de bactéries lactiques isolées sur MRS sont représentées dans la figuresuivante :

Figure 9 : L’aspect macroscopique des bactéries lactiques sur milieu MRS solide et liquide aprés

purification.

La purification de nos souches a été faite en se basant sur les criteres macroscopiques des bactéries
lactiques, qui sont comme citer dans le tableau suivant :
Tableau 6 : caractéristique des colonies apreés purification

Colonies Contour et mesure Couleur

Grosse colonies circulaires contour régulier de diametre | blanchéatre,
2mm.

Tres petites colonies diametres inférieurs @ 0.5 mm | blanchatre,

Petites colonies contour régulier. de diamétre | jaunatre
0.5 mm

Petites colonies contour régulier. de diamétre | blanchatre,
0.5mm

V-2- Observation microscopique

Apreés la coloration de Gram, on est passé a 1’observation microscopique au (G X 100) avec
I’huile a immersion, ou on a pu observer que les bactéries étaient Gram positives
apparaissant sous différentes formes avec différents modes d’associations comme il est représenté

dans la figure 10 .
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Figure 10: Observation microscopique des souches lactiques avec grossissement x100.
L’observation microscopique des souches a montré que 2 sont des Cocci contre 9 bacille a
lesl1lsouches, dont la majorité sont catalase (catalase négative). Les criteres microscopiques de nos
souches sont regroupés dans le tableau 8.

Tableau 7 : ’observation microscopique de quelques souches.

souche Coloration de gramme Agencement Activité
gram forme catalisique
L1 + coques Chainettes, Dispersées -
L2 + coques dispersées -
L7 + coques dispersées -

V- 3- Résultats du test de pH
Le test de survie des souches on montre que 11 souches seulement ont présenté une tolérance

variable a pH 2 sur le milieu MRS (figure ).

Figure 11 : La croissance des souches qui ont résisté a pH 2
Les résultats de la tolérance de nos souches a pH 2 sont montrés dans le tableau suivant :

Tableau 8 : résultats des comportement des souches lactiques vis-a-vis du pH
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Souches tolérance
L1 +
L2 -
L3 -
L4 +
L5 +
L6 -
L7 -

D'apreés plusieurs auteurs, (Conway et al., 1987 ; Chou et Weimer, 1999 ; Rallu, 1999),
la capacité de survie a 1’acidité gastrique varie beaucoup selon le genre et la souche. La différence
constatée est liée essentiellement a la composition en acides gras de la paroi cellulaire des bactéries
lactiques. Ce mécanisme de tolérance caractérise en particulier les genres Pediococcus et
Enterococcus (Marteau et al., 2003; Gagnon et al., 2004).
V.4. Test d’anaérobiose

Les 11 souches qui ont présenté une tolérance du pH 2, ont toutes marqué une croissance plus ou

moins importante en anaérobiose (figure 11).
Figure 12 : la croissance des souches de bactéries lactique en anaérobiose.
Puisqu’elles sont aéro-anaérobie facultatives, Selon (Pilet et al., 1998).

Les bactéries lactiques peuvent croitre dans les deux milieux avec une préférence en anaérobiose
V- 5- Résultats du test des sels biliaire
Le tableau 9 présente les résultats de la tolérance des souches aux différentes
concentrations des sels biliaires frais.

Tableau 9 : la tolérance des souches aux différentes concentrations des sels biliaires.

Souches 0.2 0.4 0.6 0.8

L1 +/- +/- - -
L2 + + + +
L3 +/- +/- +/- +/-
L4 + + + +
L5 - - - -
L6 + +/- - -
L7 - - - -
L8 +/- +/- - -
L9 + - - -

(+) : fort croissance

(+/-) : croissance moyenne
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(-) : faible croissance
Apres le test de sels biliaires nous remarquent que :
-souches (L2, L4 ) présentent une forte croissance
-souches ( L5,L7 ) présentent une faible croissance
- souches restante présentent une croissance moyenne ou variable

Notre résultats est cohérent a ce de Dutoit et al. (1998),Nous avons remarqué que toutes les
souches se developpent en présence des sels biliaires a des différentes concentrations la tolérance
des bacteéries lactiques aux sels biliaires est liée a I’activité enzymatique (hydrolases de sels biliaires
BSR) qui permet I’hydrolyse de ces substances conjuguées. Cette activité est observée
particulierement chez les souches isolées a partir des produits d’origine animale ou bien des selles
(Bateup et al., 1995 ; Tannock., 1999). Donc c¢’est le cas de nos souches qui sont isolées a partir
du lait fermente et ultrabiotique.

Les variations observées sur la tolérance de nos souches aux différentes concentrations des sels
biliaires sont dues probablement a la physiologie qui se differe d’une espece bactérienne a I’autre
ainsi que d’une souche a I’autre dans la méme espece. Ceci est en accord avec les travaux de
(Marteau et al ., 1996 ) qui ont clairement démontré, in vitro, que les sels biliaires avaient un effet
bactéricide de la méme maniére que I’acidité gastrique, cette étude démontre une différence dans la
sensibilité aux sels biliaires entre les especes bactériennes et entre les souches elles méme. Les sels
biliaires auraient un effet détergeant sur les membranes cellulaires ce qui a un effet sur la
perméabilité cellulaires (Tannock et al., 1999).

V. 6- résultats du test d’antibiogramme
La figure présente quelques résultats de 1’antibiogramme réalisé sur les 11 souches lactiques acido-

tolérantes.

Figure 12 : résultat de I’antibiogramme
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Tableau 10 :Les résultats d’¢tude de la sensibilité des souches aux antibiotiques .

Résultats et discussions

S/Ant AMP P DO E S
L3 R R S S I
L4 R R I S S
LS R R I S I
L6 R R S I I
L7 R R S I

(R) : résistent (1) : intermédiaire (S) : sensible
Les résultats dans le, tableau 11 ont montré que toutes les souches testées sont résistantes aux deux
antibiotiques Penicillin et Ampicilline .
Seulement une souche L 7 sont résistent au Doxycycline .
Pour le Erythromycine les souches présentant une sensibilité sont(L 3, L 4, L5,L7 ) et 2 sont
sensibles a Doxycycline ( L 3, L6) et une sensible a Selon Halami et al., (2000), la plupart des
bactéries lactiques sont résistantes aux principaux antibiotiques. Cette résistance est marquée en
particulier pour des Enterococcus, Pediococcus et Lactobacillus vis-a-vis de la famille des Cyclines
tels que le Doxycycline. La résistance aux antibiotiques peut étre attribuée a la synthese des
enzymes contre ces derniers.
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Conclusion

Les résultats ont montré que les Bactéries Lactiques isolée a partir d’un ultrabiotique se
comporte comme un bon candidat a la formulation des ferments lactiques a usage industriel. L’idée
d’incorporer des microorganismes dans 1’alimentation humaine ou d’utiliser des effets bénéfiques
potentiels de la présence de ces microorganismes remonte a la plus haute antiquité. A 1’heure
actuelle, différentes études mettent en exergue 1’effet bénéfique des
bactéries et leurs innocuités liées aux caractéres non pathogénes des souches utilisées.

Notre étude avait comme but de tester le comportement des souches de bactéries lactiques
vis-a-vis des conditions du tube digestif in vitro.Les 11 souches qui font 1‘objet de cette étude ont
passé par quatre tests a savoir : le pH de l'estomac, 1’anaérobiose, les sécrétions biliaires et la
sensibilité aux antibiotiques.

Les résultats obtenus révelent une tolérance du pH 2 par 9 souches parmi les 11. Pour
I'anaérobiose et la résistance aux sels biliaires, toutes les souches qui ont montré une tolérance au
pH de I’estomac ont réussi a passer par ces deux barricres. Le test de [‘antibiogramme a montré que
la plupart des souches ont développé une résistance a la majorité des antibiotiques utilisés ce qui est
justifié par I’origine de ces souches prévenante des animaux déja traités par ces substances.

Nous proposons comme suite a ce travail 1’étude de I’effet probiotique, des propriétés
technologiques et sanitaires par la détermination de la nature de leurs métabolites ainsi que le test in
vivo de ces caractéristiques avecc d’autre souche probiotique pour savoir lactivation et inhibition
sans oubliant de test¢ d’autre antibiotique qui sant comercialis¢ tout ca pour préserve la flore

administré et indigene durant le traitement par antibiotique.
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L’eau physmloglque
L’eau distille.. P

Stérilisation par autoclavage & 120C° pendant 20 min.

Solution PH :
L’eau distillée.

H CI.

NaOH.

Stérilisation par autoclavage a 120C° pendant 20 min.

» Milieu Muller Hinton (Muller et Hinton, 1941)

Annexes

...1000 ml.

2et3 et 6,8.

Composition g/l
Infusion de viande de boeuf 300ml
Peptone de caséine 17.50¢
Amidon de mais 1.50g
Agar-agar 159
Eau distillé 11
Autoclavage 120-C pendant 20min
> La gélose MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)
Composition g/l
Peptone 10g
Extrait de viande Peptone
Extrait de levure 10g
Glucose Extrait de viande
Acétate de sodium trihydraté 89

Citrate d’ammonium

Extrait de levure

Tween 80

Iml

Hydrogénophosphate de potassium 29
Sulfate de magnésium heptahydraté 0.2g9
Sulfate de manganeése tétrahydraté 0.05g
Agar-agar 159

Autoclavage 120-C pendant 20min
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