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Résumé

L’identification de nouvelles souches notamment des lactobacilles aux propriétés

probiotiques est l’objectif principal de notre travail. Au cours de cette étude, 15 souches de

bactéries lactiques ont été isolées à partir de lait de vache cru récolté dans la région de Ain

Témouchent. Leur identification phénotypique, a conduit à dix souches appartenant au genre

Lactobacillus. Le pouvoir probiotique des souches était évalué de deux manière :

In vitro : On s’est intéressés à l’étude de leur habilité à survivre dans les conditions gastriques

et intestinales simulées, le temps d’auto-agrégation et co-aggrégation ,le pourcentage

d’hydrophobicité et leur activité antibactérienne ainsi que leur aspect sécuritaire était examiné

par l’activité hémolytique et la résistance aux antibiotiques.

A la fin, deux souches (L. plantarum, L. acidophilus) ont franchi les barrières de sélection et

qui sont considérés comme des bactéries potentiellement probiotique.

In vivo : Les souches sélectionnées au premier criblage étaient ensuite testées sur un modèle

animal, afin de confirmer le potentiel anti-inflammatoire de ces souches.

Abstract

The identification of new strains including lactobacilli with probiotic properties is the

main objective of our work. In this study, 15 strains of lactic acid bacteria were isolated from

three different samples of raw cow's milk harvested in the region of Ain Témouchent.

The phenotypic identification showed that ten strains belonged to the genus

Lactobacillus. The probiotic profile of lactobacilli strains was examined in in two ways:

In vitro: we were interested to evaluate their ability to survive in gastric and intestinal

simulated conditions, time to self-aggregation and co-aggregation and pathogenic bacteria, the

percentage of hydrophobicity and the antibacterial activity. Their safety aspect was also

examined by hemolytic activity and antibiotic resistance.

At the end two strains (L. plantarum, L. acidophilus) was crossed the barriers of selection and

are colonised potentially probiotic bacteria.

In vivo: The strains selected after the first screening were then tested in animal model, to

confirm anti-inflammatory potential of this stains
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A : Absorbance

AGCC : Acides Gras à Chaîne Courte

ATB : Antibiotique

BSH : Biles Salts Hydrolase

DO: Densité optique

DSS: Dextran sulfate sodium

FAO: Food and Agriculture Organization

h : heure

H2O2 : Peroxyde d’hydrogène

IL : interleukine

L: Lactobacillus

LB: Lactobacille

LPS: lipopolysaccharide

MDR: Multidrug Resistance

MH: Muller Hinton

MICI : Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin

MRS : De Man, Rogosa et Sharpe

O2 : Oxygène

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PBS : Phosphate buffered saline (tampon salin phosphaté)

pH : potentiel d’Hydrogène

rpm: rotation par minute (Vitesse de rotation)

SNG : surnageant

sp : espèce non précisée

UFC : Unité formant colonie
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Introduction

Les probiotiques sont des micro-organismes qui, en quantité suffisante, exercent un

effet positif sur la santé (Corthier, 2006). Ils ont un rôle très important dans l'amélioration de

la digestion et du transit intestinal, également dans le maintien de l'équilibre de la flore

intestinale et de l’équilibre acido-basique au niveau du côlon.

Actuellement les bactéries lactiques forment un groupe d’organismes utilisés pour

l'enrichissement de certains yaourts et laits (Klaenhammer et al., 2007). Cette utilisation est

due aux effets nutritionnels et thérapeutiques de ces bactéries car elles enrichissent leur milieu

en vitamines (k et b), composés organiques (acides lactique et acétique), acides aminés,

enzymes (lactase) et des bactériocines responsables de l'inhibition des bactéries pathogènes

(Soomro et al., 2002). Les bactéries les plus fréquemment utilisées comme probiotiques sont

des Lactobacillus et des Bifidobacterium (Khan et Ansari, 2007).

Les lactobacilles ont été incorporés dans des laits fermentés (Heller, 2001 ; Oliveira

et al., 2001), des fromages (Gomes et Malcata, 1998 ; Nayra et al., 2002) et des glaces

(Christiansen et al., 1996).

Par ailleurs, toutes les souches bactériennes isolées et qui ont un effet probiotique,

devrait résister aux différentes conditions telles l'exposition aux enzymes gastrique, au pH bas

de l'estomac, à la teneur réduite de l'O2 dans l’intestin, ... En effet, le lait contient les bifides

et les lactobacilles (Lactobacillus casei ou Lactobacillus acidophilus) qui transitent avec

l’aliment, mais la plupart meurent en chemin. Les plus fortes mortalités sont observées dans

l’estomac à cause de la très forte acidité, au début de l’intestin grêle dont les cellules

produisent des substances défensives, et dans le gros intestin sous l’action de la microflore

autochtone. De plus, pour qu’elles soient efficaces, ces bactéries doivent être administrées

vivantes et en nombre très important, avec 109 d’unités formant colonies (UFC) par gramme.

(Charteris et al., 1998).

Après l’analyse de la valeur hygiénique du lait, cette étude vise à isoler et identifier les

bactéries lactiques à partir du lait cru.

La résistance des souches isolées à différentes conditions de température, de salinité, d’acidité

ainsi que leurs effets en présence de souches pathogènes sont également étudiées. Afin de

prouver une potentielle activité probiotique, ce qui amènerait à leur utilisation à l'échelle

industrielle.



Synthèse
bibliographique
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I) Microflore intestinale et probiotiques

I) .1. La microflore intestinale saine

I) .1. 1 : Composition de la microflore intestinale

La flore normale est définie par la présence constante de certaines espèces dans

l’intestin. Chez un individu, il existe des variations quantitatives et qualitatives en fonction de

la région intestinale (Drasar, 1974). Si l’on exclut la bouche, directement en contact avec le

milieu extérieur, les populations bactériennes présentes dans la lumière du tube digestif

augmentent progressivement de l’estomac jusqu’aux selles Figure (1).

Figure (1) : Composition de la microflore intestinale humaine (Holzapfel et al. 1998)

L’estomac toujours contient une flore plus faible puisque le pH est très acide chez

l'homme. En fait, seuls les micro-organismes à Gram positif aérobies ou anaérobies

facultatives acidotolérantes sont capables d’y survivre.

Cependant, l’intestin grêle ce n’est pas un milieu favorable pour la multiplication des

bactéries chez un sujet sain, et constitue une région de transit. Si les bactéries y prolifèrent,



parce qu’elles possèdent des facteurs leur permettant d’adhérer à la muqueuse, il s’agit

toujours d’un phénomène pathologique. En effet, la croissance bactérienne dans l’intestin

grêle est limitée par le transit rapide, les bactériocines des cellules de Paneth (Porter et al.

2002) et les sécrétions biliaires et pancréatiques (Salminen et al. 1998).

Les espèces anaérobies strictes augmentent d’une manière progressive, le long du

tractus digestif. Ainsi, au niveau du côlon, leurs nombres deviennent 100 à 1000 fois plus

abondants que les espèces anaérobies facultatives. Le côlon est la partie la plus peuplé (1010 à

1012 bactéries/g de contenu). Les bactéries représentent environ 50 % du poids sec des selles

(Finegold et al. 1983).La microflore fécale constituée d’un ensemble de micro- organismes

qui provient des différents biotopes du tube digestif. Du fait de la facilité de prélèvement,

l’écosystème fécal est le plus étudié chez l’homme (Marteau et al. 2001).

I) .1. 2 : Fonctions de la microflore colique :

La stabilité de l’écosystème intestinal due à la présence de mécanismes de défense

propres à l’hôte ou à la microflore résidente.

Également, il apparaît la notion de synergie, de symbiose et de commensalisme entre

l’hôte et sa propre microflore.

L’utilisation de modèles animaux axéniques ou génotoxiques (animaux axéniques

inoculés avec des souches bactériennes connues) a permis de réaliser des progrès

considérables dans l’étude des fonctions de la flore du tube digestif (Ducluzeau et Raibaud,

1980; Raibaud et al. 1980; Romond et al. 1990).

Les populations microbiennes peuvent affecter les fonctions digestives et la

physiologie de l’épithélium intestinal par leur activité métabolique (Roberfroid et al. 1995).

En effet, les bactéries intestinales participent à la décomposition de substances non digérées,

en particulier les glucides alimentaires (fibres, amidons résistants, sucres non absorbés)

(Gibson et Roberfroid, 1995). Par exemple, les sucres sont essentiellement transformés en

acides organiques et acides gras à chaîne courte (acétate, propionate et butyrate) (Rumney et

Rowland, 1992).

Une autre fonction importante exercée par la flore intestinale est la maturation et la

stimulation du système immunitaire de l’hôte. Le système immunitaire local associé à la

muqueuse digestive ainsi que le système immunitaire général, sont fortement stimulés ou

parfois inhibés, par certaines bactéries de la flore du tube digestif. Plusieurs études ont montré

que la flore intestinale stimule l’activité phagocytaire (Nicaise et al. 1993).
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I.2. Les probiotiques

I).2.1. Définition et historique des probiotiques :

La notion de probiotiques a été développée grâce aux recherches de Metchnikoff en

1907 (Metchnikoff, 1907). Ce prix Nobel supposait que la bonne santé des paysans bulgares

était due à leur consommation des produits laitiers fermentés. Et la consommation de

Lactobacillus influençait d’une manière positive la microflore intestinale, d’un côté diminuait

la « putréfaction » et d’autre coté inhibent les activités toxiques microbiennes. Il a ainsi

proposé l’ingestion de lactobacilles pour réduire les désordres intestinaux et améliorer

l’hygiène digestive, et donc augmenter la durée de vie.

Le terme probiotique a été introduit pour la première fois par Lilly et Stillwell en 1965

(Lilly et Stillwell, 1965) pour décrire les substances produites par un microorganisme et

stimulant la croissance d’autres microorganismes. En 1991, Fuller définit les probiotiques

comme étant ce sont des préparations microbiennes vivantes utilisées comme additif

alimentaire et qui ont une action bénéfique sur l’hôte en améliorant la digestion et l’hygiène

intestinale (Fuller, 1991). Aujourd’hui, selon la définition adoptée par le groupe de travail

mixte formé par l’Organisation des Nations Unies (ONU) pour l’agriculture et l’alimentation

et l’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS) (Rapport FAO/OMS, 2002),

les probiotiques sont « des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en

quantité adéquates, produisent un bénéfice pour la santé de l’hôte ».

Ces microorganismes, généralement ce sont des bactéries qui influencent la santé

humaine et animale et protègent de certaines infections intestinales, participent au premier

lieu à la digestion et influencent le système immunitaire.

La consommation régulière de ces derniers permet d’aider à l’action des 600 espèces

bactériennes (représentant environ 1014 bactéries) présentes dans l’intestin humain.

Actuellement, les probiotiques disponible aux marchés sous forme de différents types

de produits. Ils peuvent être consommés sous la forme de suppléments alimentaires en

capsules contenant des cultures viables lyophilisées ou sous la forme de produits alimentaires

fermentés tels que les yogourts, qui demeurent un véhicule par excellence pour leur

consommation (Sanders, 2003 ; Parvez et al. 2006). Ces produits contiennent une ou

plusieurs souches probiotiques de genres et d’espèces différents (Fooks et Gibson, 2002).



I).2.2 Les micro-organismes probiotiques :

Les principaux micro-organismes connus à ce jour sont souvent des bactéries

(Lactobacillus, Bifidobacterium, Enteroccocus) et des levures (Saccharomyces cerivicae,

S. Boulardii).

Ces micro-organismes sélectionnés comme des probiotiques selon leur effet bénéfique

sur la santé humaine et animale puisqu’ils protègent par exemple de certaines infections

intestinales, et participent aussi à la digestion et influencent le système immunitaire.

Le tableau (1) résume les espèces microbiennes considéré comme probiotique. Parmi

ces bactéries, les lactobacilles et les Bifidobactéries sont les deux probiotiques les plus étudiés

et les plus couramment utilisés en nutrition humaine.

Tableau (1) : micro-organismes considérés comme des probiotiques
(Hozalpfel et al. 1998)

Lactobacillus Bifidobacterium Autres bactéries lactiques Autres micro-organismes

L.acidophilus

L.amylovirus

L.brevis

L.casei

L.cellobius

L.crispatus

L.curvatus

L.delbrueckii

L.farciminis

L.fermentum

L.gallinarum

L.gasseri

L.johnsonii

L.paracasei

L.plantarum

L.reuteri

L.rhamnosus

B. adolescentis

B. animalis

B. bifidum

B. breve

B. infantis

B. lactis

B. longum

B. thermophilum

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Leuconostoc mesenteroides

Lactococcus lactis

Pedicoccus acidilactici

Sporolactobacillus inulinus

Streptococcus thermofillus

Streptococcus diacetylactis

Streptococcus intermedius

Bacillus spp

Escherichia coli

Propionibacterium freudenreichii

Saccharomyces cerivicae

Saccharomyces bourlardii
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I) 2.3. Les Lactobacilles autant que probiotiques :

Les lactobacilles occupent la majorité des espèces à intérêt probiotiques puisqu’elles

ont une grande variété des effets bénéfique sur la santé humaine et animale.

Le tableau (2) résume les effets bénéfiques des lactobacilles probiotiques sur la santé

humaine selon la (FAO/OMS, 2001 et WGO, 2008).

Tableau (2). Effet bénéfique des lactobacilles probiotiques sur la santé humaine

(Source : FAO/OMS, 2001 ; WGO, 2008).

Effets probiotiques Mode d’activité propose

Réduction des risques des diarrhées
- Résistance à la colonisation des pathogènes.

- Stimulation du système immunitaire.

Diminution des allergies alimentaires

- Diminution du passage des protéines alimentaires

par diminution de la perméabilité membranaire

intestinale.

- Stimulation du système immunitaire.

Amélioration de la digestion du lactose - Action de la β galactosidase dans l’intestin grêle.

Traitement des maladies
inflammatoires

- Modulation de la flore intestinale.

- Stimulation du système immunitaire.

Réduction du cholestérol
- Assimilation du cholestérol.

- Déconjugaison des sels biliaires.

Prévention du cancer du côlon

- Stimulation du système immunitaire.

- Production de composés antimutagéniques.

-Modulation des enzymes fécales carcinogéniques.

- Dégradation des carcinogènes.

- Elimination des bactéries impliquées dans la

production de carcinogènes.



I) 2.4. Propriétés et critères de sélection des probiotiques :

Le tableau (3) résume les principaux critères pour sélectionner de souche a intérêt

probiotique.

Tableau (3) : Principaux critères de sélection des probiotiques

(Klaenhammer et Kullen (1999); Saarela et al. (2000); Ouwehand et al. (2002);
Gueimonde et Salminen (2006).

Critères de sécurité

- Identification taxonomique précise
- Origine humaine pour utilisation chez l’humain
- Souche caractérisée par des techniques phénotypiques et
génotypiques
- Historique de non-pathogénicité et non-invasion de l’épithélium
intestinal
- Pas de transmission possible de gènes de résistance aux
antibiotiques

Critères fonctionnels

-Tolérance à l’acidité, à la bile et aux enzymes digestives.
- Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus
intestinal.
- Production de substances antimicrobiennes (bactériocines,
acides organiques, peroxyde d’hydrogène ou autres composés
inhibiteurs) et antagonisme envers les pathogènes.
- Immuno-modulation
- Aptitude à produire des effets bénéfiques sur la santé.

Critères technologiques - Stabilité au cours des procédés de production et dans le produit
fini.
- Conservation des propriétés probiotiques et organoleptiques du
produit fini.

I) 2-4-a- critères de sécurité

o Origine de la souche

Les probiotique sont généralement composé par des souches bactériennes d’origine

humaine retrouvées dans la flore intestinale de l’homme.

Les souches lactiques non humaines généralement leur croissance optimale comprise

entre 30 et 42°C, ne résistent pas au passage dans l’estomac, sont éliminés souvent par les sels

biliaires, et sont incompétentes de s’établir dans le tube digestif.
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En revanche, les souches d’origine humaines poussent à une température de 37°C,

résistantes aux conditions hostiles du tube digestif et habituellement peuvent coloniser au

moins transitoirement l’intestin humain.

La muqueuse intestinale et sa microflore partagent des épitopes antigéniques communs,

sans doute responsables de la tolérance immunologique de l’hôte vis-à-vis de ses bactéries

résidentes (Salminen et al. 1998 ; Mattila-Sandholm et al. 1999 ; Sarrela et al. 2000).

o Pathogénicité

Les souches probiotiques doivent être sans aucun effet négatif et être sécuritaires pour

la santé humaine. Pour cela les souches à effets probiotiques seront évaluées pour qu’aucun

des effets secondaires suivants ne soient détectés : infections systémiques, activité

métabolique nuisible, stimulation immune excessive chez des individus susceptibles et

transfert de gènes (par exemple de résistance aux antibiotiques) (FAO/WHO, 2002).

Il est important de vérifier ce critère surtout si le choix de la bactérie administrée

n’appartient pas à la microflore normale de l’hôte. Depuis longtemps les bactéries lactiques

(Lactobacilles et Bifidobactéries) sont utilisées pour la conservation des aliments, et cela

confirme leur parfaite innocuité. Donc Ils peuvent être utilisés en industrie alimentaire. Ce qui

n’est pas le cas pour les germes du genre Enterococcus qui peuvent posséder des

caractéristiques de virulence (Moreno et al. 2006 ; Ruiz-Moyano et al. 2008).

I) 2-4-b critères fonctionnels

Pour qu’un probiotique doit être conformes, les microorganismes doivent être capable

de survivre, persister temporairement dans le tractus digestif et montrer une activité qui doit

se traduire par des effets positifs pour l’hôte (Vasiljevic et Shah, 2008).

o Résistance aux conditions gastriques

Les souches probiotiques, afin d’être efficaces, doivent persister et rester vivantes

jusqu’à arriver à leurs sites d’action, et donc résister au cours de leur passage aux conditions

défavorables de l’estomac telles que l’acidité et l’action de la pepsine.

Les lactobacilles sont naturellement bien adaptés à des pH acides (Van de Guchte et

al. 2002).



Lors de la fermentation lactique, ils produisent et accumulent dans leur environnement

des composés acides qui rendent le milieu acide et défavorable à la croissance des autres

bactéries (Adams, 2000 ; Servin, 2004).

Les méthodes utilisées dans les études in vitro, de la résistance des probiotiques aux

conditions stomacales reposent généralement sur la survie des bactéries mesurée au premier

lieu par dénombrement sur des milieux de culture gélosés après exposition à des conditions

Similaires au jus gastrique.

o Résistance aux conditions intestinales

Les acides biliaires sont formés par des dérivés du cholestérol et par des stéroïdes

acides secrétés par le foie stocké dans la vésicule biliaire et injectés dans le duodénum après

l’alimentation, son principal rôle est la fragmentation des gros globules de lipides alimentaires

conduisant aussi à la formation de microgouttelettes. Cette émulsion permettre la digestion

des lipides par la lipase pancréatique.

Le deuxième rôle des acides biliaires est d'inhiber la prolifération des bactéries de la

flore intestinale dans la partie haute de l'appareil digestif par désassemblage des membranes

biologiques (Begley et al. 2006).

Les tests de résistance à la bile reposent sur la survie et le comptage des bactéries

après exposition à l’oxgall (Huang et Adams, 2004). Le temps d’exposition est généralement

de quatre heures, il correspond au temps de passage du digeste au niveau intestinal (Parasad

et al. 1998 ; Huang et Adams, 2004).

Plusieurs études ont montré que les souches probiotiques d’origine intestinale

notamment les lactobacilles ont développé des résistances à l’action détergente des sels

biliaires. L’un des mécanismes de cette résistance est la dé-conjugaison des sels biliaires

grâce à l’action de « Bile Salt Hydrolase » (BSH) qui est appelée aussi cholylglycine

hydrolase.

Cette enzyme catalyse l’hydrolyse des sels biliaires conjugués avec la glycine ou la

taurine en résidus d’acides aminés et en sels biliaires libres ce qui a pour effet de diminuer la

solubilité de la bile et de réduire son activité détergente (Begley et al. 2006 ; Hamon et al.

2011).
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Figure (7) : (A) La structure chimique des acides biliaires.

(B) La réaction catalysée par l’enzyme BSH

o Adhésion aux cellules épithéliales de l’hôte

Afin d’exercer l’effet bénéfiques des probiotiques, ces derniers doivent être capables

d’adhérer au mucus intestinal ou aux cellules épithéliales et persister dans l’intestin (Collado

et al. 2005 ; Xiaodong et al., 2009). Ce critère empêche leur évacuation rapide par la

contraction intestinale et après écoulement du digeste. Vu que l'étude d'adhérence des

probiotiques in vivo est difficile, différentes méthodes ont utilisé des lignés cellulaires

intestinales d’origine humaine, in vitro en culture comme modèles mimant l’épithélium

intestinal (Vesterlund et al. 2005 ; Gueimonde et al. 2006). La lignée Caco-2 est l’un des

meilleurs modèles pour étudier l’adhésion bactérienne (Servin, 2003). Elle a été isolée à

l’origine d’un adénocarcinome du colon humain (Fogh et al., 1977).

Les mécanismes d’adhésion des lactobacilles nécessitent plusieurs protéines de leurs

structures de surface. Parmi ces structures, les adhésines ce sont des protéines ou des sous

unités de glycoprotéines de la couche S (S layer). Elles possèdent au même temps une

extrémité N-terminale (ayant un peptide signal qui cible le transport de la protéine vers la

membrane plasmique), une extrémité C-terminale (qui contient un motif LPxTG reconnu par

une famille de protéines appelées sortases et qui va permettre l'ancrage de la protéine au

peptidoglycane de la paroi bactérienne) et un domaine MUB (pour Mucus Binding protein)

(Ton-That et al. 2004, Marraffini et al., 2006).

A B



Dans une étude (Antikainen et al. (2002) a démontré qu’il y a une autre protéine

CbsA de L. crispatus JCM 5810 pouvait adhérer aux collagènes, à la laminine et aux acides

lipotéichoïques. Il a démontré aussi que la protéine SlpA de L. brevis ATCC 8287 adhérait à

des lignées cellulaires épithéliales humaines et à la fibronectine (Hynonen et al. 2002).

o Activité antimicrobienne

Un bon probiotique doit être capable d’inhiber localement le développement des

germes indésirables (Hudault et al. 1997) donc l’activité antimicrobienne contre les germes

pathogènes est un critère important pour la sélection des souches probiotiques.

La méthode la plus utilisée est la Co-incubation généralement sur un milieu gélosé

permettant la croissance du probiotique et de la gamme de souches pathogènes indicatrices

(Dunne et al. 2001).

I) 2-4-c critères technologique

- Aptitude à la production industrielle

Pour exercer leur effet bénéfique sur la santé, les souches probiotiques doivent

posséder plusieurs critères de qualités telles que la facilité à être cultivée à de hautes densités

cellulaires tout en conservant leurs propriétés biologiques et leur stabilité au cours des

procédés de production et d’entreposage (Champagne et al., 2005). À ce titre, de nouvelles

technologies permettant de produire des souches probiotiques à haute viabilité et

fonctionnalité sont actuellement disponibles (Lacroix et Yildirim, 2007).

- Aptitude du probiotique aux conditions de stockage

Les souches probiotiques doivent rester stables lors le stockage. Sous forme de

préparations concentrées, le médicament ou l’additif alimentaire doivent pouvoir se conserver

au moins pendant une année (Bell, 2001 ; Siuta-Cruce et Goulet, 2001).
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- Activité acidifiante et protéolytique

La fermentation du glucose conduite à la production des produits acides. Cette production

entraine une baisse de pH, par la suite va jouer sur les gouts et les odeurs sans oublier que

l’acidification limite les risques de développement des flores pathogène dans les produits.

La protéolyse joue un rôle important dans plusieurs fonctions biologiques chez les

bactéries lactiques tel que l’activation et la dégradation de protéines. La machinerie

protéolytique des bactéries lactiques est constituée d'un ensemble d'enzymes qui hydrolysent

des oligopeptides et de ce fait, produisent les substances responsables de la flaveur et de la

Texture des produits fermentés (Ammor et al. 2005).

I) 2-5 Mécanisme d’action des lactobacilles probiotiques

Les modes d’action par lesquels les probiotiques exercent certain effets protecteurs ou

thérapeutiques ne sont pas totalement élucidés, mais en parallèle plusieurs mécanismes ont été

proposés.

La Figure (2) représente les mécanismes d’action significatifs associés aux bactéries

probiotiques pour la prévention contre la colonisation et la croissance des bactéries

pathogènes lors une infection entérique.

Figure (2) : Mécanismes d’action proposés des micro-organismes probiotiques dans le

traitement des infections entériques. Adapté de Calder et Kew (2002); Kaur et al. (2002).



Compétition spécifique et non-spécifique pour l’adhésion

La plupart des infections intestinales sont initiées par l’adhésion des pathogènes aux

cellules entérocytaires de l’hôte. Certaines Bifidobactéries et lactobacilles probiotiques

auraient la capacité de bloquer physiquement l’accès aux entérocytes (Gill, 2003 ; Servin et

Coconnier, 2003 ; Servin, 2004 ; Picard et al. 2005). Ce mécanisme d’action serait similaire

à celui exercé par le microbiote intestinal résident face aux infections microbiennes (Liévin-

Le Moal et Servin, 2006).

Les mécanismes de compétition de l’adhésion se font fréquemment de deux façons, Ils

peuvent survenir soit de façon spécifique par l’intermédiaire des adhésines ou de façon non

spécifique en impliquant des interactions électrostatiques ou hydrophobes, des forces passives

et stériques (Servin et Coconnier, 2003). Les Deux exemples de ces modes de compétition

sont présentés à la Figure (3).

Figure (3) : le Mécanisme d’inhibition de l’adhésion des dû à l’adhésion spécifique (a) et

non spécifique (b) des probiotiques.

Les études in vitro identifiant le mécanisme de compétition de l’adhésion utilisent

pour la plupart les lignées cellulaires intestinales Caco-2 et HT-29. Ces cellules sont

généralement appropriées à ce type d’expérience car elles présentent une structure similaire

aux entérocytes que l’on retrouve in vivo (Pinto et al. 1983 ; Zweibaum et al., 1991).
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Production des substances antimicrobienne

Ce mécanisme d’action des probiotiques est spécifiquement pour l’inhibition de la

croissance des pathogènes grâce à leur capacité des produire des substances antimicrobienne

actives in vitro et in vivo sur ces derniers. Ces substances sont les acides organiques (acide

lactique, acétique et le diacetyl, le peroxyde d’hydrogène et des substances de nature

protéiques appelées bactériocines (Servin, 2004).

Les acides lactique et acétique sont produits au cours de la fermentation lactique. Leurs

activités antibactériennes s’expriment par deux manières contre les germes pathogènes :

 Une action directe où les acides organiques diffusent passivement à travers la

membrane bactérienne sous leur forme non dissociée. Ils acidifient le cytoplasme

après dissociation et inhibent l’activité enzymatique cellulaire des pathogènes

acidosensibles, cette diminution du pH peut donc affecter la viabilité des pathogènes

bactériens (Aiba et al., 1998 ; Alakomi et al., 2000 ; Lavermicocca et al., 2008).

 Une action indirecte due à la tolérance de l’acidité par les lactobacilles et par

conséquent, dans un milieu acide leur compétitivité bactérienne est avantagée par

rapport aux autres bactéries (Servin, 2004 ; Tejero-Sarinena et al. 2012).

Les souches des lactobacilles sont catalase négative et certaines souches capables

d’accumuler du peroxyde d'hydrogène H2O2. La formation du peroxyde d'hydrogène serait

due à la l'action d'oxydase et d'une superoxyde-dismutase (Condon, 1987). Le peroxyde

d’hydrogène capable d’inhiber une grande variété des pathogènes. Cette capacité a été

démontrée avec les surnageant de culture de L. johnsonii NCC533 et L. gasseri CRL1421,

deux souches capables d’inhiber la croissance de pathogènes alors que les surnageant traités à

la catalase ne le permettaient pas (Otero et Nader-Macias, 2006 ; Pridmore et al., 2008).

La figure (4) montre l’activité antibactérienne d’une souche de Lactobacillus fermentum

contre Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes. Les images, observées par

microscopie électroniques, montrent la désorganisation et la détérioration des cellules des

germes pathogènes (Klayraung et Okonongi, 2009).



Figure (4). Activité antibactérienne d’une souche de L. fermentum contre

Staphylococcus aureus Et Listeria monocytogenes. Les images (B) et (E) montrent des

cellules détériorées de S. aureus et L. monocytogenes respectivement. Les images A et D

correspondent à leurs cultures sans Lactobacillus (Microscopie électronique à balayage)

(Klayraung et Okonongi, 2009).
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Compétition au niveau de l’utilisation des nutriments

L’inhibition de la croissance des pathogènes peut s’effectuer également par un

processus de restriction des nutriments. Il est évident que la capacité des microorganismes à

entrer en compétition pour limiter les nutriments disponibles est un facteur non négligeable

(Fuller, 1991). Ce dernier détermine la composition du microbiote intestinal. Ainsi,

l’augmentation du nombre de lactobacille obtenue lors de la consommation de probiotique

permettrait de diminuer les substrats disponibles pour l’implantation des germes pathogènes

(Oelschlaeger, 2010).

Immune-Stimulation

Ce mécanisme stimulé par l’interaction des lactobacilles avec le système immunitaire

pour déclenche la réponse immune de l’hôte contre les pathogènes. Quelques auteurs

soulignent une stimulation de l’immunité adaptative (IgA, IgG) et innée (macrophages,

basophiles, monocytes) (Lee et Mazmanian , 2010).

D’autres modes d’action de probiotiques ont été également proposés , par :

- Co-aggrégation : l’isolement des pathogènes dans des agrégats (formés par l’adhésion

des cellules de Lactobacilles entre elles qui empêche leur implantation dans les intestins )

(Pagnini et al., 2010).

- L’activation des cellules de la muqueuse et du système immunitaire par les micro-

organismes peut entraîner la production de molécules antibactériennes (défensines et

lysozymes) ou d’antitoxines (la phosphatase alcaline ) par les cellules de l’hôte

(Madsen et al., 2001).

- Le contact des probiotiques avec les cellules humaines peut augmenter la solidité des

jonctions serrées, ce qui limite les dommages causés par l’inflammation et les

macrophages qui apparaissent au site d’infection tout en compliquant la translocation

des pathogènes (Oelschlaeger, 2010).

Ces mécanismes d’action exposes dans cette partie présentent les connaissances actuelles

sur l’action des lactobacilles probiotiques contre des pathogènes entériques.

Plusieurs recherches se développent pour identifier les mécanismes d’action des

probiotiques contre les germes pathogènes.



II. Effets bénéfiques des probiotiques

1. Utilisation des probiotiques en santé humaine

Plusieurs allégations santé ont été associées à l’utilisation des lactobacilles

probiotiques comme étant médicaments ou alicaments chez l’Homme. Les principaux effets

bénéfiques selon (Reid et al., 2003, Hsieh et Versalovic, 2008 ; Vasiljevic et Shah, 2008) sont :

- Atténuation de l’intolérance au lactose.

- Prévention et traitement des diarrhées.

- Prévention des allergies atopiques.

- Diminution du risque de réapparition des infections urinaires.

- Prévention et retardement de l’apparition de certains cancers.

- Prévention et thérapie des vaginoses bactériennes.

- Réduction du taux de cholestérol et prévention de certaines maladies cardiovasculaires.

- Modulation et stimulation de la fonction immunitaire.

- Prophylaxie et thérapie des maladies intestinales inflammatoire : maladie de Crohn et le

syndrome du côlon irritable.

- Prévention et traitement de l’infection par Helicobacter pylori

Le principal objectif de la consommation des probiotiques est d’améliorer la flore

microbienne naturelle intestinale et par conséquent, leur plus grande évidence, sur la santé

humaine, concerne leur rôle sur l’intestin par l’inhibition des germes pathogènes et la prévention

et/ou le traitement des diarrhées infectieuses (FAO/OMS, 2002).
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2. Probiotiques et inflammation intestinale

Comme leur nom l’indique, les inflammations intestinales touchent l’intestin et

causent différentes pathologies chez l’homme. Du fait de leur caractère chronique, ces

maladies se caractérisent par des périodes de poussées inflammatoires durant lesquelles les

patients sont pris de diarrhées abondantes, douloureuses et parfois mêmes sanglantes.

Les causes de ces maladies ne sont pas encore bien connues, mais elles peuvent être

d’origine génétique, immunitaire ou environnementale. Des études précédentes ont montré

que l’apport de certaines bactéries pouvait diminue l’effet inflammatoire mais ne guérit pas la

maladie.

Les bactéries probiotiques protègent la barrière intestinale en empêchant la réduction

de l’expression des protéines des jonctions serrées et en évitant l’apoptose des cellules

épithéliales (Mennigen, Nolte et al. 2009). Outre leur capacité à agir directement sur

l’épithélium intestinal possédant des propriétés anti-inflammatoires ont démontré leurs

efficacités sur les inflammations intestinales. Ces bactéries vont activer les cellules

immunitaires qui vont initier une cascade de cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10

et le TGF- et freiner la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-12, l’IL-10

et le TNF- (Preidis and Versalovic 2009).



Matériels
et

méthodes
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L’objectif de ce travail est d’isoler des souches de lactobacilles à caractères probiotique à

partir de lait de vache cru. Notre travail est réalisé au Laboratoire de Microbiologie du centre

universitaire Belhadj Bouchaib/ Ain Témouchent.

I : Isolement

1. Prélèvement et collection des échantillons

- Les prélèvements étaient effectuées à partir des fermes dans des zones rurales de la

région de Ain Témouchent, on a choisi trois fermes de la région : Hammam Bouhdjar, Ain

l’araba, Chabat el lehm. De chaque ferme on a colleté de trois vaches différentes.

- La traite avait lieu le matin avant la sortie du troupeau au pâturage, la quantité prélevée

est de 50 ml dans des conditions aseptiques afin d’éviter toutes sorte de contamination.

- Les échantillons collectés dans des pots stériles et acheminés, dans des glacières

directement au laboratoire pour être analysés le jour même.

2. Isolement des bactéries lactiques

 Préparation des dilutions décimales et ensemencement :

 Après enrichissement en incubant le lait cru à 37°C pendant 24h ,1 ml de chaque

échantillon est pipeté aseptiquement dans 9 ml d’eau physiologique stérile c’est la

solution mère. Après homogénéisation, 1ml de cette solution mère est transféré dans 9 ml

d’eau physiologique ; c’est la dilution 10-1. De la même manière, les dilutions suivantes

sont préparées jusqu’à la dilution 10-7

 Un ml de chaque dilution est ensemencé sur gélose MRS à raison de 3 boites par dilution

et incubées en anaérobiose à 37°C pendant 24 à 72 h.

3. Purification des bactéries lactiques

- La purification consiste à réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS

(pH 5,4) en incubant pendant 48h à 72h (Badis et al., 2005).Le prélèvement et la remise en

suspension sont réalisés, uniquement, pour des colonies bien distinctes, homogènes et bien

développées. La pureté de la souche est vérifiée par examen macroscopique et microscopique.

4. Conservation des souches

- Les souches sont ensemencées sur gélose MRS inclinés en tube et placés à 4°C et le

renouvellement des cultures se fait toutes les deux semaines. (Saidi et al.,2002).



5. Identification des isolats

5.1. Critères morphologiques

5.1.1. Examen Macroscopique

- Il s'agit d'une observation visuelle de la culture des isolats sur gélose MRS qui

permet de décrire l’aspect des colonies (la forme, la taille, la pigmentation, le contour …)

(Badis et al., 2005).

5.1.2. Examen microscopique

 Etat frais

- Une colonie bien distincte est prélevée et inoculée dans un tube contenant 5 ml de bouillon

MRS et incubée pendant 24h à 48h jusqu'à l’apparition d’un trouble, une goutte de la

suspension bactérienne est mise entre lame et lamelle est observée au microscope au G×40

afin de mettre en évidence la mobilité et mode de groupement des bactéries.

 Coloration de Gram

- Les isolats sont soumis à la coloration de Gram (Annexe I), qui permet de différencier les

bactéries à Gram positif de celles à Gram négatif, les bâtonnets, les coques et de nous

renseigner sur le mode d’association (Singleton, 1999).

5.2. Critères physiologiques et biochimiques

5.2.1. Recherche de la catalase

- La catalase a la propriété de décomposer l’eau oxygénée avec dégagement d’oxygène. Son

action directe est mise en évidence dans la masse bactérienne (Guiraud, 1998).

- La méthode de recherche de la catalase consiste à prélever une colonie sur gélose MRS et la

dissociée dans une goutte d’eau oxygénée. La présence de l’enzyme se manifeste par un

dégagement de bulles de gaz (Marchal et al., 1982).

5.2.2. Croissance à différentes températures

- Ces tests permettent d’évaluer l’aptitude d’une espèce bactérienne à se croître dans une large

gamme de température, selon (Badis et al., 2005) :
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 Des tubes contenant du bouillon MRS sont inoculés par les souches isolées.

 Les tubes sont incubés à 15°C, 30°C et à 45°C pendant 24h à 48h.

 La croissance est appréciée par examen des milieux.

 Pour la thermorésistance, on fait déposés des tubes inoculés des souches précédentes

dans un bain marie à 63,5°C pendant 10 min, suivis d’un refroidissement brusque, et

incubées à 37°C pendant 48 à 72 h. Un résultat positif se traduit par un trouble.

5.2.3. Profil de fermentation des sucres

- L’étude du profil fermentaire des sucres des souches isolées est réalisée par galerie API 50

CHL qui est un système standardisé associant 50 tests biochimiques permettant l’étude du

métabolisme des hydrates de carbone et ses dérivés pour l’identification des lactobacilles, Le

test est réalisé selon les étapes suivantes :

 Préparation de l’inoculum

- A partir d’une culture pure d’une nuit sur gélose MRS, des colonies sont prélevées par

écouvillonnage et ensemencées sur milieu CHL 50 afin d’obtenir une suspension bactérienne

d’une densité de 2 McFarland (McF) standard.

 Ensemencement, incubation et lecture

- Les 50 microtubes de la galerie API 50 CHL sont inoculés par la suspension bactérienne de

chaque souche avec une pipette stérile en évitant la formation de bulles d’air en posant la

pointe de la pipette sur le côté de la cupule et ensuite une couche de paraffine stérile est

ajoutée.

- L’incubation est effectuée à 37°C pendant 24 à 48 h en anaérobiose.

- La fermentation se traduit par un changement de couleur dans les microtubes, dû à une

production d’acides en anaérobiose révélée par l’indicateur du pH du milieu choisi (premier

tube sans principe actif sert de témoin négatif).

- La lecture des résultats peut se faire par le logiciel Api web (Biomerieux) via le site

https://apiweb.biomerieux.compour le traitement des résultats et l’identification des espèces.

https://apiweb.biomerieux.com


Figure(5) : Schéma explicatif des différentes étapes d’isolement des souches lactiques

II : Évaluation des aptitudes probiotiques in vitro

- L’étude des caractères probiotiques a été réalisée selon le diagramme de sélection des souches

probiotiques (Havenaar et al. 1992 ; FAO/OMS, 2002). Figure (6)

- Dix souches ont été sélectionnées pour notre étude : LB1, LB2, LB3, LB4, LB9, LB11, 6904,

LBK 2, KB1, CK1, respectivement (L. Plantarum ; L.paracasei ; Fermentum ; Acidophilus ; L.brevis ;

L.acidophilus ; L.plantarum ; L.lactis ; 2 lactobacillus sp) qui ont subi des traitements qui résument à

peu près le stress que peut suivre un micro-organisme probiotique durant son passage dans le tube

digestif.

Encensement

Purification

Conservation
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1)- Habilité à survivre dans les conditions gastriques simulées

- Plusieurs études ont utilisées l’acidité pour évaluer la survie des probiotiques lors du passage

de l’estomac. Dans notre étude, nous avons tester nos souches vis-à-vis de l’effet du pH bas

accompagné de la pepsine.

- La tolérance des LB au stress acide a été effectuée selon la technique décrite par (Huang et

Adams, (2004). Figure (7)

- Au premier lieu, un jus gastrique simulé est préparé comme suit :

 3g/l de pepsines ont ajoutés à une solution de NaCl à 0.5% (P/V)

 La préparation est ajustée à pH 2.5.

- Un millilitre de chaque culture (109 cellules.ml-1/DO620nm entre 0,5 et 0,7) sont inoculé dans 9

ml du suc gastrique simulé.

- 0,1 ml du suc gastrique sont prélevé à 0 h et 2 h d’exposition et ensemencés par étalement sur

gélose MRS.

- Le nombre des bactéries viables est déterminé après 48 à 72 h d’incubation à 37°C en

anaérobiose par la méthode de dénombrement selon la formule suivante :

N = c / (V x 1,1 d)

Avec :

N = concentration en nombre d’UFC par millilitres

c = somme des colonies comptées sur les deux boites retenues.

V = volume de l’inoculum appliqué à chaque boite en millilitres.

d = dilution correspondant à la première boite retenue ; avec l’inoculum le moins dilué.

- L'expérience est répétée trois fois.

- Les isolats résistants à l’acidité sont conservés pour le test de la résistance aux sels biliaires.



Figure (6): Diagramme de sélection, in vitro, des souches microbiennes à usage

probiotique (Havenaar et al. 1992 ; FAO/OMS, 2002).

Adhésion aux cellules intestinales

Genres/ espèces /souches

Absence de pathogénicité
Innocuité totale pour l’hôte

Tolérance aux conditions gastriques

Tolérance aux conditions intestinales

Activité antimicrobienne

Activité hémolytique

Résistance aux antibiotiques

Aptitudes technologiques

Etudes cliniques

Critères
probiotiques

Aspect sécuritaire
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Figure (7) : Schéma illustrant les différentes étapes de l’étude de l’habilité des bactéries

lactiques à survivre dans les conditions gastriques simulées.

Figure (8) : Schéma illustrant les différentes étapes de l’étude de l’habilité des bactéries

lactiques à survivre dans les conditions intestinales simulées.



2)- Habilité à survire dans les conditions intestinales simulées

- Le test de résistance des isolats aux sels biliaire est effectué selon la méthode décrite par

(Both et al, 2010) avec quelques modifications. Figure (8)

- Deux solutions sont préparées :

Une solution de sels biliaires à 0.3 % est ajoutée dans l’eau physiologique.

Une solution saline sans sels biliaires est utilisée comme témoin.

- Les deux préparations sont ajustées à pH 8.

- Une pré-culture bactérienne (109 cellules.ml-1) est inoculée dans 9 ml des deux préparations.

- 0,1 ml de chaque préparation est prélevé à 0 h et 4 h d’exposition et ensemencés par étalement

sur gélose MRS et les bactéries viables sont dénombrées après 24 à 72 h d’incubation en

anaérobiose.

3)- Activité antibactérienne

- Pour détecter l’activité antimicrobienne des isolats, nous avons suit la technique de diffusion

en puits, décrite par (Hechard et al., (1990). Figure (9)

- Le principe de cette méthode, consiste en un contact direct entre les souches de bactéries

lactiques déposé sous forme de spots avec des souches pathogènes indicatrices.

- Pour les bactéries indicatrices : Escherichia coliO55, Pseudomonas aerogenosa, Bacillus

cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella enteridis, notre choix a été porté sur des souches

locales sensibles aux antibiotiques ; Tableau (4)

Tableau (4) : bactéries indicatrices utilisées pour l’étude de l’activité antibactérienne des
bactéries lactiques

Souche Origine Milieu de culture T° Temps et mode
d’incubation

Escherichia coli
ATCC25922

Isolée de laboratoire de
microbiologie
alimentaire de

l’université Ahmed Ben
Bella (1) Oran

Bouillon nutritif 37°C 24h en aérobie

S.aureus
ATCC25923
P.aerogenosa
ATCC27853

S. enteridis
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- Le test a été réalisé selon les étapes suivantes. Figure (9)

 Des cultures jeunes d’une nuit des bactéries lactiques sont préparées sur bouillon MRS

et incubées à 37°C pendant 18 h à 24h.

 En parallèle, des cultures d’une nuit sont préparées, également, sur bouillon nutritif

pour les souches indicatrices.

 Vingt millilitres de gélose MRS fondue à 45 ° C sont mélangés avec 200 µl de chaque

souche indicatrice en suspension (~109 cellules. ml-1). Le mélange est versé dans des

boîtes de Pétri et laissés refroidir.

 Des puits de 6 mm sont creusés dans la gélose MRS mélangée avec la souche

indicatrice, 50 µl d’une suspension de LB (109 cellules.ml-1) est placé dans les puits.

 Les boites sont incubées à 37°C pendant 24 à 72h, les essais sont réalisés en triple.

 L’apparition d’une zone claire au tour des puits et ayant un diamètre supérieur à 2mm

est considéré comme un résultat positif

- Afin d'éliminer l'effet antimicrobien lié au pH acide des acides organiques et au peroxyde

d’Hydrogène, nous avons suit la méthode décrite par (Barfoot et Klaenhammer.,1983)

qui permet de mettre en contact le surnageant de la souche lactique avec la souche pathogène

Figure (9) :

 Une culture fraîche de 18h est centrifugée (8000rpm/10min), réfrigérée et le

surnageant est conservé.

 Les surnageant sont stérilisés par filtration à travers une membrane à 0,22 µm de pores.

 Une solution stérile de catalase (1000 U.ml-1, Sigma) est ajoutée à chaque surnageant

filtré (1ml de catalase pour 10 ml de surnageant) afin d'éliminer les effets possibles

d'inhibition par le peroxyde d'hydrogène ensuite les surnageant sont neutralisés à pH

6,5 avec du NaOH.

 Des boites Pétri contenant du MH et ensemencées par la souche pathogène (106 à 107

UFC/ml), des puits sont réalisés.

 Ces derniers seront remplis de 100µl de surnagent de la souche lactique et incubé à

4°C pendant 2h pour permettre une meilleure diffusion de la substance active puis

incubé à 37°C/24h.

 L’inhibition de la croissance de l’agent pathogène est déterminée par la mesure des

zones d’inhibition.



Figure (9): Schéma illustrant les différentes étapes de l’étude de l’activité

antibactérienne des lactobacilles

4)- Test d’auto-agrégation

- Les tests d’auto-agrégation sont effectués suivant deux méthodes qualitative et quantitative.

- Selon la méthode de (Reniero et al., 1992) :

 Une culture de 24h de croissance de l’isolat a testé est centrifugée (8000 rotations par

minutes (rpm) pendant 10 minutes), puis on passe 2 ml de surnageant à travers d’un

filtre de 0.45 µm.

 On ajoute 0.1 ml de ce surnageant stérile à 5 ml d’une suspension du même isolat et

on vortex le mélange.

 Les tubes sont incubés à température ambiante pendant 2h.

 L’auto-agrégation est notée positive quand on observe une sédimentation au fond des

tubes et un surnageant clair.

 Les tubes sont examinés toutes les quinze minutes pendant deux heures.
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- Selon la méthode de (Del Re et al, (2000) :

 Une culture de 24h de croissance de l’isolat a testé est centrifugées (15 min, 4500

rpm), lavées deux fois dans du PBS ( ANNEXE II) et re-suspendues dans du PBS à

une DO de 1.

 4 ml de suspension cellulaire sont ensuite vortexés pendant 10 secondes et l’auto-

agrégation est déterminée pendant 5 h d’incubation à 37 °C.

 Chaque heure, 0,1 ml est prélevé de la suspension et une mesure d’absorbance est

effectuée.

 Le pourcentage de l’auto-agrégation est calculé selon l’équation suivante :

% auto-aggregation = (1 – At /A0) x 100

5)- Test de Co-aggrégation

- Ce test est effectué selon la méthode de (Jin et al, 1996) :

 Une suspension de chaque isolat de LB et des suspensions de bactéries pathogènes de

références sont ajoutées dans un tampon phosphate (pH =7).

 0.5 ml de chaque isolat de LB et une quantité similaire des suspensions bactériennes

précédentes sont mis dans des tubes à essai et homogénéisés par agitation.

 En parallèle, 1 ml de chaque suspension et 1 ml de la suspension de chaque isolat sont

mis chacun dans des tubes à essai.

 Après 4h d’incubation à 37°C, la densité optique (DO 600) de chaque tube est

mesurée.

 Le pourcentage de Co-aggrégation est exprimé de la façon suivante :

%Co-aggrégation = [(PC + LC) / 2 – (P + L) / (PC + LC) / 2] x 100

PC : représente la DO du tube témoin contenant la suspension de la bactérie pathogène.

PL : représente la DO du tube témoin contenant la suspension de lactobacille.

P+L : représente la DO de la culture mixte de la bactérie pathogène et lactobacille.



6)- Mesure de % hydrophobicité

L’adhésion aux cellules épithéliales est évaluée par hydrophobicité de la surface cellulaire

suivant la méthode de (Drakseleret al, 2004) avec quelques modifications :

 Après 18h de croissance, Les bactéries sont lavées deux fois et re-suspendues dans

5 ml de PBS (concentration cellulaire finale de 108 UFC/ml).

 1 ml de xylène est ajouté aux tubes à essai contenant 3 ml de la solution précédente.

 Les tubes sont vortexés pendant 90 s puis laissés au repos pendant 15 min pour la

séparation de deux phases.

 La densité optique de la phase aqueuse est ensuite mesurée.

 L’hydrophobicité est présentée par le pourcentage de la diminution de l’absorbance de

la suspension bactérienne calculée selon l’équation suivante :

% d’hydrophobicité = [(Absorbance avant homogénéisation – absorbance après

homogénéisation) / Absorbance avant homogénéisation]x 100

7)- Activité hémolytique

- L’activité hémolytique des isolats est vérifiée par la méthode de(Maragkoudakis et

al.2006).

- Des géloses à base de sang frais sont préparées, ensemencées en stries par des cultures d’une

nuit des LB et incubées pendant 48 h à 37°C.

- Après incubation, les boites sont examinées pour des signes de β-hémolyse (zones claires

autour des colonies), α-hémolyse (zones avec reflets verdâtres autour des colonies).

8)- Résistance aux antibiotiques

- La résistance des LB aux antibiotiques est évaluée par la méthode de diffusion en disques

selon (Charteris et al. 1998). Figure 10.

- Des boites Pétri de gélose MRS préalablement coulées et solidifiées sont ensemencées en

stries avec des cultures fraîches (18h) de LB à l’aide des écouvillons.

- Les disques d’antibiotiques (Tableau 5) sont déposés à la surface à l’aide d’une pince stérile

et l’ensemble est incubé à 37°C pendant 24h.

- Après incubation, les zones d'inhibition autour des disques d’antibiotiques sont mesurées.
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- La souche E. coli ATCCC25922 est utilisée comme contrôle de qualité( ANNEXE IV)

Tableau (5) : Les ATB utilisés dans le test de résistance aux antibiotiques

ATB La charge

les inhibiteurs de la paroi

bactérienne

pénicilline (10 U/I)

ampicilline 10µg

oxacilline 1 µg

céfoxitine 30µg

les inhibiteurs de la synthèse

protéique

gentamicine 10 µg

les inhibiteurs des acides

nucléiques

acide nalidixique 30µg

Figure (10) : Schéma illustrant la sensibilité des souches aux différents antibiotiques



III / Evaluation des aptitudes probiotiques in vivo :

Modèle d’étude in vivo des propriétés anti-inflammatoires de LB dans le cadre d’une
inflammation intestinale induite au DSS

Dans le cadre de cette étude, nous avons testé chez la souris les propriétés anti-inflammatoires
de 2 souches bactériennes que nous avons identifiées grâce au criblage in vitro. Nous avons

choisi pour cela un modèle largement utilisé : le modèle d’inflammation au DSS.

1)- Inflammation chimio-induite au DSS :

Il existe plusieurs manières de simuler les maladies inflammatoires intestinales chez

l’animal. En effet, plusieurs produits peuvent entraîner des lésions plus ou moins importantes

au niveau du tube digestif des souris.

Le modèle d’inflammation intestinale provoqué par DSS est jugé fiable pour ce genre

d’études (Rochat et al., 2007 ;Watterlot et al., 2010).

L’ajout de DSS dans l’eau de boisson des souris pendant 7 jours reproduit les

symptômes d’une colite :

Perte de poids rapide accompagné de diarrhées sanglantes ou non, la rupture de

l’épithélium intestinal, un raccourcissement de la longueur du colon ainsi qu’épaississement

de sa paroi, selon la concentration de DSS utilisée.

Nous avons réalisé les essais avec 3% de DSS.

2)- L’inflammation intestinale

2.1- Les animaux

Des hamsters (Cricetinae) mâles, âgés de 6 à 8 semaines ont été utilisés pour

l’expérience. Ils sont répartis en 4 lots (4 hamsters/cage). Les expérimentations ont commencé

après une semaine d’acclimatation des hamsters avec un accès illimité à la nourriture et à

l’eau de boisson (elle permet aux animaux de retrouver un état d’homéostasie alimentaire et

hormonal qui aurait pu être compromis par le stress du transport).

Ils ont été maintenus dans des conditions contrôlées de température et de lumière

(lumière/ noirceur de 12h/12h).
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Les 4 lots sont répartis comme suivant :

Lot 1 : Témoin (4 hamsters sains/ ne reçoivent aucun traitement).

Lot 2 : 4 Hamsters sains / traitement probiotique.

Lot 3 : 4 Hamsters sous traitement DSS.

Lot 4 : 4 Hamsters sous traitement DSS / traitement probiotique.

2.2- Nourriture et boisson

Nos hamsters étaient nourris 3 fois par jour, à 9h, 13h et 18h. les portions alimentaires

sont composées d’un mélange de céréales, maïs et des fruits.

L’eau était présentée également 3 fois par jour de façon égale et à heure fixe.

Les consommations en eau et en aliment des hamsters sont pesées quotidiennement

pour contrôler l’alimentation de ces derniers selon la formule :

Nourriture consommée(g) = Nourriture présentée(g) – Nourriture résiduelle (g).

2.3- Le mode opératoire

Le protocole que nous avons utilisé est adapté avec (Rosique et al.,2012) montré dans
la Figure (11)

La solution de DSS est préparée et renouvelée tous les deux jours dans l’eau de
boisson des hamsters.

J-7 J0 J7

Figure (11): Protocole de la colite induite au DSS

Acclimatation Administration de DSS dans l’eau de
boisson

Gavage quotidien de bactéries 109UFC/Souris



2.4- Préparation des bactéries

Des cultures jeunes de bactéries lactique sélectionnées précédemment in vitro comme

probiotique [L. plantarum (6904), L. acidophilus (Lb4)] étaient centrifugées à 3000 rpm

pendant 10 minutes puis les culots sont lavés dans du PBS stérile.

Le culot est resuspendu ensuite dans le PBS pour avoir une concentration finale de

109bactérie/ ml, Les hamsters reçoivent quotidiennement par voie orale 2ml de chaque dose

bactérienne pendant 7 jours.

Un hamster de chaque lot est sacrifié à jour 7 par dislocation cervicale sous anesthésie par

voie intra-péritonéale à la Kétamine (10 mg) puisque les hamsters ayant un système veineux

périphérique difficile d’accès. Figure (12)

3)- Suivi des paramètres de l’inflammation intestinale

3.1. Avant abattage

Les animaux sont surveillés tous les jours pour vérifier les paramètres suivants :

 Les pertes de poids par rapport au poids à J0.

 L’aspect des selles (consistance normale, molles collantes, diarrhée liquide).

 La présence de sang dans les selles.

3.2. Après abattage

Les colons étaient récupérés pour vérifier les paramètres suivants :

 La longueur du côlon (non ouvert).

 Le contenu colique (présence du sang, la consistance)

 L’état de la muqueuse (recherche d’ulcérations, l’épaississement de la muqueuse…)

Ensuite, un échantillon du colon prélevé de chaque hamster est mis rapidement dans du

formol et envoyés à l’établissement hospitalier Dr Benzarjeb, service d’Anatomie et cytologie

pathologique pour l’étude histologique de ces derniers.
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4)- L’étude histologique des échantillons

4.1. L’étude macroscopique

La taille de l’échantillon est mesurée (les quatre colons) et mentionnés ainsi qu’une

observation visuelle pour repérer la différence entre les échantillons a analysés.

4.2. L’étude microscopique

Afin de réaliser des lames histologiques, nous avons suit les étapes suivantes :

4.2.1. La fixation

Elle s’est effectuée par immersion des fragments de colon a analysés dans le formol pour la

conservation des structures et le durcissement du tissu.

4.2.2. La déshydratation

Les échantillons sont immergés dans des bains d’alcools de concentrations croissantes afin

d’éliminer l’eau contenu dans le tissu vu que la paraffine est hydrophobe.

4.2.3. Inclusion

Après l’élimination des traces de l’alcool, de la paraffine fondue est coulée dans les cassettes

qui porte le prélèvement. Après refroidissement, on obtient un bloc de paraffine dur, à

l’intérieur duquel la pièce prélevée est incluse.

4.2.4. Les coupes

On passe le bloc de paraffine dans un microtome qui permet de réaliser des petites tranches

disposées en séries régulières sous forme de rubans. Ensuite les coupes sont recueillies sur des

lames de verre.

4.2.5. La coloration

Tous d’abord, les coupes doivent d’abord subir une réhydratation après un déparaffinage par

la chaleur et des bains de toluène en immergeant les lames dans des bains d’alcool de degré

décroissant puis dans l’eau distillée. Ensuite on fait immerger les lames dans des bains de

colorants (Hématoxyline, Eosine, Trichrome de Masson, safran) qui colore les noyaux en

violet et l’éosine les cytoplasmes en rose



1 2

3 4

5 6 7
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Figure (12) : les étapes de dessiccation d’un hamster et le prélèvement du colon

1 2 3
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4 5 6

Figure (13) : les étapes de l’ étude histologique du colon



Résultats
et

discussion
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1- Isolement et purification

L’isolement des bactéries lactiques sur le milieu de culture MRS à partir de trois
échantillons du lait de vache cru a permis l’obtention de plusieurs colonies de différents aspects
(colonies lenticulaires de couleur jaune clair, des colonies rendes parfois bombées de couleur
blanchâtre de taille variable, Il y a aussi l'aspect de colonies de forme irréguliers gluantes et
d'une couleur crème) Figure (14).

Nous avons repiqué que les colonies caractéristiques du genre lactobacillus sur milieu
MRS, les colonies opaques, lisses et blanchâtres qui nous permis d’obtenir dix souches pures
après plusieurs repiquages successifs.

Figure (14). Aspect macroscopique de différentes colonies de
bactéries lactiques

Figure (15). Aspect macroscopique de différentes colonies de
Lactobacillus pures



2- Identification des lactobacilles

2.1. Examen Macroscopique

Les colonies sont apparues de petite taille, de couleur blanchâtre ou laiteuse, de forme
lenticulaire à pourtour régulier et elles dégagent une odeur agréable, semblable à celle des
laits fermentés.

2.2. Examen microscopique

Après coloration de Gram l’observation microscopique a révélé que nos souches sont
Gram positif, de forme bacilles ou bâtonnet. Figure (16)

Via ces critères (l’aspect des colonies et les cellules) nos isolats appartenaient au genre
Lactobacillus ce qui est en accord avec les études menées par (Leveau et al.,1991 ; Sutra et
al.,1998).

2.3. Test catalase

Les résultats de ce test ont révélé que toutes les souches isolées sont catalase négative.
Selon (De Vos et al., 2009) les lactobacilles sont catalase négative.

Figure (16). Observation microscopique après coloration de Gram au G x100.

Figure (17). Résultats de test catalase chez les isolats lactiques
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2.4. Croissance à différentes températures

Dans ce test, la majorité des souches testées sont thermophiles, elles poussent bien à

44°C après 48 h d'incubation à l’exception des souches LBK 2, KB1, CK1 qui est incapable à

se développer à cette température, elles sont considérées comme des bactéries lactiques

mésophiles. Figure (18).

Après exposition à une température de 63,5°C pendant 10 min suivis d’une incubation

de 48h, tous les isolats ont révélés un résultat positif. Cela est en accord avec les résultats

menés par (Tailliez.,2004), la plupart des lactobacilles se multiplie dans une gamme de

températures comprise entre 15 °C et 42 °C. Certaines souches de lactobacilles dite

« thermophiles » restent viables à 55 °C.

30 °C 45°C 63,5°C

Figure (18) : La croissance à différentes températures

2.5. Profil de fermentation des sucres

Les résultats du profil fermentaire des sucres par système API 50 des huit souches

testées sont mentionnés dans le tableau indiqué dans ( l'annexe III). Ce test nous a permis

d’identifier approximativement nos souches dont la répartition est la suivante :

Lb1 : Lactobacillus plantarum ; Lb2 : Lactobacillus paracasei ; Lb3 : Lactobacillus

fermentum ; Lb4 : Lactobacillus acidophilus ; Lb9 : Lactobacillus brevis ;

LB11 :Lactobacillus acidophilus ; 6904 : Lactobacillus plantarum ; LBK2 : Lactobacillus

lactis.

En comparant le profil fermentaire des sucres de nos souches, nous constatons qu’une

même espèce de bactérie lactique peut présenter des biotopes différents par exemple le cas de

LB4 et LB11 qui appartiennent les deux à l’espèce acidophilus mais leurs profils fermentaires

ne sont pas identiques.



(a) (b)

( +) : Fermentation du sucre ( -) Pas de fermentation

Figure (19) : Exemple de profil fermentaire des bactéries lactique (a), (b)

(a) L.plantarum 6904 ; (b) L. acidophilus Lb11
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1)- Habilité à survivre dans les conditions gastriques simulées

Les souches probiotiques, pour être efficaces, doivent parvenir vivantes au site de leur

action, à savoir l'intestin, et donc résister lors de leur passage à des conditions hostiles de l'estomac

telles que l'acidité et l'action de la pepsine (Dunne et al., 2001)

Durant le jeûne, le pH stomacal peut descendre très bas, jusqu’à atteindre 1,5 chez

certaines personnes ce qui peut affecter fatalement la croissance bactérienne (Draser et al.

1969) mais in vitro les essais à pH 2.5 / 3 sont préférables pour la sélection des souches

probiotiques (Garriga et al., 1997) et le passage du bol alimentaire dans le tractus digestif ne

dépasse pas 2h selon (Ehrmann et al.,2002).

Dans notre travail, les lactobacilles testées ont montré des comportements très

différents vis-à-vis de leur sensibilité au pH 2.5 et à l’action de la pepsine, parmi les dix

souches, huit souches ont résisté à ces conditions gastriques simulés après 2h d’incubation et

ils ont montré des taux de survie plus ou moins intéressants et variables d’une souche à une

autre avec des pertes de viabilité non négligeables notamment pour les souches :

L. acidophilus (Lb11), L. paracasei (Lb2), L. lactis (LbK2), L. brevis (Lb9) respectivement

allant de 50% à 80 %, on remarque aussi que quelques souches de lactobacillus ont marqués

une très faible croissance dans ces conditions voir même deux autres souches ont été

totalement inhibée. Contrairement aux souches L. Plantarum (Lb1), L. Acidophilus (Lb4)

qui ont montés une résistance remarquable vis-à-vis du suc gastrique artificiel à pH 2.5 avec

une moyenne de taux de survie très importante qui dépasse 75%, les résultats sont représentés

dans le Tableau (6)

Il en ressort ainsi, que la sensibilité des Lactobacillus au pH acide dépend de la

souche ; on remarque que le taux de survie se diffère d’une souche à l’autre même au sein de la

même espèce, L. acidophilus (LB4) 74.90% ; L. acidophilus (LB11) 28.68% ce qui montre que la

résistance est un caractère individuelle indépendant propre à la souche.

Notre résultat est en accord avec ceux rapporté par (Fernandez et al.,2002)et (Zago et

al.,2011) sur des souches de lactobacilles qui ont montrés une bonne adaptation au suc

gastrique simulé à pH 2.5 et que les souches d’origine humaine appartenant aux espèces :

L. acidophilus, L. brevis, L. fermentum, L. plantarum et au groupe L. casei possèdent une

tolérance importante aux conditions stomacales montrés dans des études similaires de (Lim et

al., 2000 ; Dunne et al., 2001 ; Xiaodong et al., 2009).



Dans une autre étude similaire (Bahri., 2014) ont trouvé que sur 52 souches de

lactobacilles testées, 16 seulement ont résisté après 1h d’incubation et seulement 6 souches

ont montré une résistance remarquable après 2h d’exposition (L. plantarum F12 (61,34 %),

suivie par L. paracasei B13 (54,61 %) L. fermentum H2 (48,06%), L. brevis G6 (47,52 %) et

L. paracaseiA20 (23,78 %) ce qui corrèle avec nos résultats puisque seulement ces dernières

qui ont pu résister à ces conditions simulés avec des taux de survie variables après 2h

d’incubation.

Cette résistance peut être expliquée par la capacité des lactobacilles à limiter l’entrée

des acides dans leur cytoplasme ou par alcalinisation du milieu intracellulaire grâce aux

ATPases (Poolman et al., 1991 ; Nanatani et Abe, 2011) et puisque les huit souches acido-

résistantes sélectionnées dans notre étude sont hétérofermentaires ; On suppose que leur

résistance à l’acidité est due, entre autres, à la fermentation malolactique dans laquelle la

décarboxylation de L-malate en L-lactate et production de CO2 permet l’alcalinisation du

cytoplasme et la production d’ATP comme il a été montré par (Poolman et al., 1991 ;

Nanatani et Abe, 2011).
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Tableau (6): Habilité des souches de lactobacilles à survivre dans les conditions
gastriques simulées.

Souches

Nombre de cellules viables (UFC.ml-1)

DO = 0.5

Taux de survie0h 2h

UFC/ ml Log UFC/ ml Log

- LB 1-

L. plantarum 1,2 * 108 8±0,02 7,4*106 6,86±0,03 85.75%

- LB 2 –

L. paracasei 1,9*108 8,27±0,11 1,5*103 3,17±0,07 38%

- LB 3 –

L. fermentum 1,1*108 8±0,13 7,6*103 3,88±0,32 48,5%

- LB 4 –

L. acidophilus 2,7*108 8,43±0,02 2,1*106 6,32±0,01 74,90%

- 6904-

L. plantarum 9,4*107 7,98±0,00 1,3*104 4,11±0,02 51%

- LB 9-

L.brevis 2,6*108 8,41±0,03 2,2*104 4,34±0,04 49,26%

- LB 11 –

L. acidophilus 3,0*108 8,47±0,04 2,7*102 2,43±0,01 28,68%

- LB K2-

L. lactis 3,1*108 8,5±0.04 2,1*103 3,32±0,13 39%

Lactobacillus sp

(1 souches) Très faible taux de survie à pH 2,5 après 2h d’exposition

Lactobacillus sp.

(1 souches)

Aucune survie à pH 2,5 après 2h d’exposition

Les valeurs de log UFC.ml. -1expriment la moyenne ± écart-type, chaque point de donnée est
la moyenne des mesures répétées de 03 expériences réalisées indépendamment, n = 3.P <0,05



2)- Habilité à survire dans les conditions intestinales simulées

Les isolats résistants à l’acidité sont testés pour leur capacité à résister à pH 8, avec et sans 0,3% de

sels biliaires. Après 4 h d’exposition et la viabilité est évaluer par dénombrement et les résultats de ce test

sont présentés dans le Tableau (7)

Les huit souches testées présentent une résistance très différente en présence de la bile, nous avons

remarqué une diminution plus importante de la viabilité de la majorité des lactobacilles testés en présence

de la bile, cependant, on note une légère diminution n’atteignant même pas le 1% observée chez les

souches L. paracasei (Lb2) et L. brevis (Lb9) dans les mêmes conditions, mais sans la bile.

Sept souches ont marqué une bonne tolérance aux conditions intestinales simulées avec des taux de

survie variant de 34% à 90% à savoir L. plantarum (Lb1), L. Acidophilus (Lb4), L. paracasei (Lb2),

L. fermentum (Lb3), L. plantarum (6904), L. brevis (Lb9) en présence de la bile après 4h.

La souche la plus résistante est L. acidophilus (Lb4) avec un taux de survie de 89% suivie par

L.plantarum(6904) avec un taux de 87% en présence de la bile, le taux de survie a diminué pour atteindre

les valeurs de78%,51%, 36%, 34% pour les souches plantarum (Lb1),L. fermentum (Lb 3),L. brevis (Lb9),

L. paracasei (Lb2) respectivement .En revanche, la souche L. acidophilus (Lb11) est presque totalement

inhibée dans ces conditions et sa viabilité à diminuer de plus de 2 logs UFC.ml-1 dans le milieu alcalin

sans la bile.

La résistance aux sels biliaire est une caractéristique importante qui permet aux lactobacilles de

survivre et atteindre leurs sites d’action (Hyronimus et al. 2000) ; La concentration moyenne de la bile

intestinale est considérée comme étant 0,3% P/ V, en outre, le temps de passage est suggéré être de 4

heures (Song et al., 2015).

Dans notre étude, tous les isolats ont pu supporter la concentration de 0.3% de sels biliaires après

quatre heures d’exposition à l’exception de L. acidophilus (Lb11) ce qui est en accord avec les résultats

porter par (Dunne et al., 2001 ; Haller et al., 2001 ; Köll et al., 2010 ; Guo et al., 2015) sur la résistance

des lactobacilles aux conditions intestinales simulées observés avec des souches appartenant aux espèces :

L. plantarum, L. paracasei, L. paracasei sp paracasei et L. brevis. En contrepartie, (Burns et al.,2008)

ont trouvés que la plupart des souches appartenant aux espèces de Lb. Delbrueckis sp et Lb. Lactis sont

sensibles à la bile pareille pour (Zago et al.,2011) qui ont révélé une moyenne de survie de 40% chez des

lactobacilles isolés à partir de lait. Cela nous a permis de déduire que la résistance aux sels biliaires reste

un effet de souche qui peut être liée à la durée d’exposition.
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D’après (Moser., 2001), La résistance des lactobacilles à la bile est expliquée par leurs capacité de

deconjuger les sels biliaires par les enzymes biles salts hydrolase (BSH) afin d’exploiter la taurine comme

accepteur d’électron qui a pour effet de diminuer la solubilité de la bile à pH bas et de réduire ses activités

détergentes, cela est confirmé dans les études menées par (Begley et al., 2006 ; Hamon et al., 2011).

Récemment (Pfeiler et Klaenhammer, 2009) ont montrés que cette résistance est due à l’extrusion

de la bile qui est réalisé grâce aux systèmes multidrug resistance (MDR), ce type de transporteurs sont

responsables de la résistance à de nombreux composés toxiques comme les antibiotiques, les solvants

organiques, les détergents et les sels biliaires (Sami et al. 1997 ; Whitehead et al., 2008).

Tableau (7): Habilité des souches de lactobacilles à survivre dans les conditions

gastriques simulées.

Souches

Nombre de cellules viables (log UFC.ml-1) DO = 0.5

Absence de la bile Présence de la bile à 0,3%
Taux de survie

0h 4h 0h 4h

- LB 1-
L. plantarum 9,60±0,06 9,19±0,00 9,60±0,03 7.48±0,06 78 %
- LB 2 –

L. paracasei 8,35±0,02 7,43±0,10 8,35±0,03 2,90±0,12 34,73 %
- LB 3 –

L. fermentum 8,82±0,01 7,54±0,02 8,82±0,07 4.42±0,02 50.1%

- LB 4 –
L. acidophilus 9,66±0,06 9,16 ±0,04 9,66±0,03 8,62 ±0,02 89%

- 6904-
L. plantarum 7,91±0,09 7,97±0,08 7,91±0,10 6,89±0,00 87%

- LB 9-
L.brevis 8,32±0,01 6,54±0,06 8,32±0,10 3,41±0,13 36,20%
- LB 11 –

L. acidophilus 7,9±0,01 5,54±0,02 7,9±0,09 <1

Les valeurs de log UFC.ml. -1expriment la moyenne ± écart-type, chaque point de donnée est
la moyenne des mesures répétées de 03 expériences réalisées indépendamment, n =3. P <0,05



3)- Activité antibactérienne

Parmi les critères les plus importantes de sélection des micro-organismes probiotiques est leur

capacité de ralentir et d’inhiber l’activité et la croissance des bactéries pathogènes par la

production de facteurs inhibiteurs (Dib et al. 2013).

L’étude de l’effet inhibiteur des 4 souches de lactobacille, contre 5 souches pathogènes est

mentionnée dans le Tableau (8). D’après les résultats que la figures (20) montre, on observe que

toutes les souches de lactobacilles testées ont une activité inhibitrice sur les différentes souches

pathogènes avec des variations plus ou moins importantes et des zones d’inhibition de 6mm et

plus, traduisant un bon ou fort potentiel antagoniste à l’exception de la souche Lb3 qui a montré

une activité faible contre la majorité des souches testés.

La meilleure activité a été noté avec la souche L. acidophilus (Lb4) avec des diamètres

d’inhibition allant jusqu'à 12mm vis à vis de Staphylococcus aureus et l’activité la moins importante

est observé chez la souche L. fermentum (Lb3) à l’égard de la souche E. coli O55.

Par ailleurs, les surnageants des quatre souches testés, neutralisés à pH 6,5 et traités avec de la

catalase, ont potentiellement inhibé les bactéries Gram positives (Bacillus cereus et Staphylococcus

aureus) avec des diamètres d’inhibition de 6 mm. Par contre ils étaient faiblement actifs sur les

pathogènes à Gram-négatif ceci suggère que l'activité antagoniste de nos souches contre les bactéries

Gram négatifs est due à l’action du pH bas ou à l’H2O2 ou une action synergétique entre les

substances antibactériennes synthétisées par les lactobacilles.

Ces résultats sont en accord avec (Adour et al.,2016) qui ont rapporté que l’effet inhibiteur des

souches de lactobacilles est lié à la production d’acide lactique, et probablement aux bactériocines

agissant dans les conditions acides ainsi que d’autres mécanismes sont proposés pour expliquer

l’antagonisme microbien comme la concurrence pour les éléments nutritifs et l’inhibition de

l’adhésion des agents pathogènes aux surfaces (Amin et al.,2011).

Tous les isolats testés sont dotés d’une activité antisalmonellique plus ou moins importante ce qui

est ce qui est en accord avec les essais in vivo de (Higgins et al.,2010) qui ont trouvés que des

lactobacilles probiotiques ont réduit significativement le nombre de Salmonella enteridis dans les

fientes et cette inhibition se fait par régulation de l’expression des gènes (Higgins et al.,2011).

Nous avons remarqué que les surnageants avaient une bonne activité antimicrobienne sur les

bactéries à Gram positif (Bacillus cereus et Staphylococcus aureus).
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Cela est probablement dû à la production de bactériocines ce qui concorde avec les données

publiées par (Dortu et Thonart.,2009) où les auteurs rapportent qu’aucune bactériocine produite par

des LB était active contre les bactéries à Gram négatif en raison de la structure de la paroi de ces

derniers dont les bactériocines ne peuvent pas traverser la membrane externe pour accéder à la

membrane interne, le site de leur activité.

Contrairement aux bactéries Gram positif, les bactériocines agissant généralement sur la membrane

cytoplasmique par la formation de petits pores membranaires (Luquet et Courrieu, 2005).

En outre, certains auteurs ont proposé une action synergétique entre les substances

protéiques antimicrobiennes et les acides organiques pour expliquer l’action inhibitrice des bactéries

probiotiques (Gopal et al. 2001) ce qui est le plus probables pour nos souches.

Enfin il est à noter que chaque souche est indépendante et les mécanismes associés à des

souches particulières ne peuvent pas être extrapolés à tous les microorganismes probiotiques

(FAO/OMS, 2002).

Tableau (8). Activité antibactérienne des lactobacilles contre des bactéries pathogènes
indicatrices

L.plantarum (Lb1) L.fermentum (Lb3) L.acidophilus (Lb4) L.plantarum (6904)

Culture SNG Culture SNG Culture SNG Culture SNG

S. aureus 7mm 5mm 5mm 2mm 12mm 7mm 9mm 6mm

B. cereus

6mm 4mm 4mm 2mm 10mm 8mm 7mm 4mm

SE

7mm 3mm 6mm 3mm 11mm 5mm 7mm 3mm

PA

6mm 3mm 2mm 0mm 8mm 4mm 6mm 3mm

E. coli

5mm 2mm 2mm 0mm 9mm 3mm 6mm 2mm

B. lactiques

B. indicatrices



Dans le tableau :

Diamètre 0 : absence d’activité antibactérienne

Diamètre 0 – 3 mm : faible activité

Diamètre 3 – 6 mm : bonne activité

Diamètre supérieur à 6 mm : Forte activité

Kj

Activité antibactérienne de L.acidophilus Activité antibactérienne du surnageant de

contre Staphylococcus aureus L.plantarum contre S.aureus

Culture Surnageant

12mm

Figure (20) . L’activité antibactérienne de culture de souches de lactobacilles à l’égard de
souches pathogènes
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4)- L’auto- agrégation des isolats

L’auto- agrégation est la capacité des bactéries à interagir de manière non spécifique pour

former un biofilm sur les cellules de la muqueuse intestinale afin d’empêcher la colonisation des

pathogène (Boris et al.,1998), elle joue un rôle important dans l’adhésion aux cellules intestinale

(Dunne et al.,2001).

Dans le premier test, l’auto-agrégation est évaluée par le temps de la sédimentation et les

résultats sont présentés dans la figure (21) qui montre que l’auto-agrégation des souches testés est

variable d’une souche à l’autre mais elle est plus au moins importante avec la plupart des isolats

au cours des 5 heures d’incubation.

Le deuxième test a pour objectif de mesurer le pourcentage d’auto-agrégation de ces isolats

pour confirmer les résultats du test précèdent d’une manière quantitative. Selon la figure (22),

l’auto-agrégation la plus forte est observée chez la souche L. acidophilus (LB4) dont le pourcentage

atteint 75,30% suivi de L. plantarum (Lb1) (65,5%) et L. plantarum 6904 (51.61%) et on remarque

une diminution relative du pourcentage avec le reste des isolats respectivement, L. fermentum (42

%) ; L. brevis (39,9%) ; L. paracasei (36.78%). Nos résultats sont accordés avec (Del Re et al.,

2000) qui ont montrés que les probiotiques devraient avoir un potentiel d’auto-agrégation supérieur

à 40% Ainsi que (Kassaa et al.,2014) qui ont rapportés des valeurs d’auto-agrégation de 30 à 76 %

de différentes souches de lactobacilles.

Dans une étude de (Shaktisiek et al., 2004) ils ont considéré l’auto-agrégation comme un

marqueur pour la capacité d’adhérence et la colonisation au mucus du tractus digestif qui rend ce

test parmi les plus importants critères de sélection des souches probiotiques.

Figure (21) Auto-agrégations des isolats



Figure (22) : Pourcentage d’auto-agrégations des isolats

5)- Test de Co-aggrégation

La Co-aggrégation est une interaction entre deux micro-organismes de souches ou d'espèces

différentes, elle détermine le pouvoir des cellules de la bactérie probiotique a se lié aux cellules des

bactéries pathogènes afin qu’ils empêchent leurs adhésions aux cellules épithéliales.

Le tableau (9) / Figure (23) montrent que parmi les six souches retenues par le test de l’auto-

agrégation, cinq isolats ont dépassés 50% de Co-aggrégation avec les différentes souches

pathogènes testés, le pourcentage le plus élevé est observé chez la souche L. plantarum (6904) avec

les quatre souches pathogènes et un isolat qui a exprimé un faible taux de co-aggrégation avec la

plupart des souches testés il s’agit de la souche L. paracasei (Lb2) dont sa co-aggrégation ne

dépasse pas les 30%.

D’après la figure (23), on remarque que tous les isolats présentent un taux de co-aggrégation

avec la souche Salmonella interdis remarquable qui est en accord avec les résultats rapportés par

(Bahria B., 2012) qui as trouvé que parmi 32 isolats, 19 souches de lactobacilles ont dépassé les

50 % de co-aggrégation avec S. enteridis.

Il est à noter que les isolats qui ont une haute agrégation ne signifie pas qu’ils ont qu’ils ont une

forte co-aggrégation en revanche les isolats qui possèdent une forte co-aggrégation manifeste

toujours une haute agrégation décrit par (Ehrmann et al. 2002). Elle est considérée comme un

mécanisme de défense contre les infections intestinales par (Vandervoorde et al. 1992).
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Tableau (9) Pourcentage de Co-aggrégation des isolats de lactobacilles avec les différentes

souches pathogènes (PA, BC, EC, SE)

Pseudomonas

aerogenosa

Bacillus cereus E. coli Salmonella

enteridis

L.plantarum (Lb1) 69% 65% 70 % 69,7%

L.paracasei (Lb2) 42.11% 31% 37,2% 39,05%

L.fermentum (Lb3) 57.9% 55,0% 67,2% 69%

L.acidophilus (Lb4) 70,1% 69,83% 66,9% 77%

L.plantarum (6904) 72% 74,53% 70,1% 79,33%

L.brevis (Lb9) 62,2% 55% 66,8% 68,8%

Figure (23) : Pourcentage de Co-aggrégation des isolats de lactobacilles avec les différentes

souches pathogènes (PA, BC, EC, SE)

Lactobacilles
S. pathogènes



6)- Pourcentage d’hydrophobicité des isolats

L’hydrophobicité de la paroi cellulaire est une propriété physico-chimique qui facilite le

premier contact entre les microorganismes et les cellules hôtes.

Ce test a permis d’évaluer l’hydrophobicité de la surface cellulaire de nos isolats vis-à-vis du

xylène qui peut refléter le potentiel de colonisation des souches aux mucus intestinale.

La répartition des cellules entre la phase aqueuse et le xylène résulte de l’interaction

hydrophobe entre les microorganismes et les hydrocarbures. Les résultats de ce test sont démontrés

dans la figure (24)

D’après la figure (25), on remarque que les souches mises en test présentent une bonne

hydrophobicité, un seul isolat avait 39,19% d’hydrophobicité et le reste des isolats marquent un

pourcentage élevé entre 42,19% et 85,2% dont la valeur la plus faible est enregistrée avec la souche

L. brevis(39,19%) et la plus élevée avec la souche L. plantarum 6904 (85,2 %). Cela qui est proche

des résultats portés par (Giaours et al.,2009) qui ont trouvé des valeurs d’hydrophobicité de

différents isolat lactiques qui oscillaient entre 5% et 88%ce qui est en accord avec les travaux de

(Guglienlmotti et al.,2007) qui a trouvé que les isolats lactiques testés, les lactobacilles ont révélés

une hydrophobicité qui varie entre 5% et 63%.

Une étude conduite par (Lebeer et al.,2008) a supposé que la présence du monocouche

protéique chez la plupart des souches de lactobacilles leurs confie la capacité d’adhésion aux

cellules eucaryotes et permis la réduction de l’adhésion des bactéries pathogènes (Jafarey et

al.,2011)

Figure (24) : Pourcentage d’hydrophobicité des isolats
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7)- Evaluation de l’aspect sécuritaire

7.1. Activité hémolytique

La détection de l’activité hémolytique est l’une des exigences de sureté des souches

probiotiques, Selon (FAO/OMS, 2002). Les microorganismes probiotiques doivent être dénués

de toutes formes de pathogénicité.

Nos souches ont été testés pour leurs pouvoir hémolytique et les résultats sont

représentés dans la figure (26). Aucune zone d’hémolyse de type alpha α ou beta β n’a été

observée autour des colonies cultivées sur gélose au sang au sang humain qui indique que nos

souches ne sont pas capables d’hydrolysé le sang humain. Ces résultats sont accordés par

(Benmechernene et al.,2013).

Figure (26): Activité hémolytique des isolats

Figure (25): Pourcentage d’hydrophobicité des isolats

6904
L
b4



7.2. Résistance aux antibiotiques

Un autre aspect important de la sécurité sanitaire des probiotiques destinés à l’Homme

est le profil de la résistance aux antibiotiques (FAO/OMS, 2002).

Les résultats de la résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques sont

regroupés dans le tableau (10). Les quatre souches testées sont sensibles à l’ampicilline (10µg),

la pénicilline (10U/I), la gentamicine (10 µg) et l'érythromycine (15 µg) et résistantes aux

autres antibiotiques testés à savoir l’oxacilline (1µg),la céfoxitine (30µg)(à l’exception de Lb3)

et l'acide nalidixique (30µg).

En règle générale, les lactobacilles sont sensibles aux antibiotiques inhibant la

synthèse protéique tels que l’érythromycine, la clindamycine et les tétracyclines ainsi que ceux

inhibant la synthèse de la paroi tel que l’ampicilline et la pénicilline (Coppola et al., 2005 ;

D’Aimmo et al.,2007) ce qui soutient nos résultats, de même pour (Mathur et Singh, 2005)

qui ont signalé dans une étude faite sur des espèces de lactobacilles isolé d’un yaourt Turque a

prouvé qu’elles étaient résistantes à la gentamicine, l'érythromycine et à la pénicilline avec des

proportion de (65%,26%et 79%) respectivement. Contrairement, certains chercheurs ont

signalé des cas de résistances de Lactobacillus à la gentamicine (Charteris et al., 1998 ; Sami

et al., 1998). Pour (Gureimond et al.,2013) cette résistance est due à la non-liaison de cette

dernière sur le peptidoglycane des Lactobacilles. Ces résultats démontrent que le phénomène

d’antibiorésistance est espèce-dépendante et la résistance à divers antibiotiques varie selon les

espèces confirmées par (Danielsen et al. 2003).

Nos souches sont tous sensibles à la pénicilline et l’ampicilline et résistantes à la

céfoxitine ce qui concorde avec (Danielsen et Wind, 2003) qui ont démontrés que les

lactobacilles sont généralement sensibles aux béta-lactamines ; mais ils sont naturellement

résistant aux céphalosporines comme la céfoxitine dont le mécanisme de résistance n'est pas

complètement élucidé, mais l'imperméabilité de la membrane cellulaire a été suggérée (Ammor

et al. 2007).

Ainsi que la pression de sélection de souches multi-résistantes par l’usage fréquent

d’antibiotiques génèrent plusieurs mutants à partir de souches naturellement sensibles. Cette

résistance acquise présente un grand risque de transmission de gènes de résistance à des

bactéries intestinales pathogènes et commensales (Ishibashi et Yamazaki, 2001).Mais le

profil de résistance de nos souches semble être intéressant.
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Ceci est lié, peut-être, au fait que ces souches ont été collectées dans des zones

rurales où les vaches ont généralement une alimentation naturelle et traités avec des méthodes

rationnelles. En outre, les résistances observées avec nos souches à la céfoxitine, l’acide

nalidixique, et l’oxacilline semblent être naturelles. La résistance intrinsèque n'est pas

horizontalement transférable (Mathur et Singh, 2005).

Il faut signaler que cette résistance et sensibilité trouvées dans notre étude peuvent

être liées à la concentration de chaque antibiotique et à la nécessité de tester plusieurs

concentrations pour confirmer les résultats.

Tableau (10) Résistance des souches de lactobacilles aux antibiotiques

L.plantarum

(Lb1)

L.fermentum

(Lb3)

L.acidophilus

(Lb4)

L.plantarum

(6904)

Les inhibiteurs de la paroi bactérienne

AMP (10µg) S S S R

OX (1 µg) R R R R

PE (10 U/I) S S S S

CS (30µg) R S R R

Les inhibiteurs de la synthèse protéique

GE (10µg) S S S S

E(15µg) S S S S

Les inhibiteurs des acides nucléiques

Acide
nalidixique
(30µg)

R R R R

R : résistant, S : sensible

Souches
ATB



L.plantarum (Lb1) L. acidophilus (Lb4)

L.fermentum (Lb3) L. plantarum (6904)

Fig (27). Le profil de la résistance aux antibiotiques des isolats

Plusieurs critères ont été proposés afin de définir une souche bactérienne comme probiotique,

ces critères sont principalement des propriétés observables in vitro comme la survie au suc

gastrique et intestinal, L’adhésion aux cellules intestinales ou la production de substances

antimicrobienne. Ces propriétés sont indispensables pour le choix d’une bactérie probiotique

mais elles ne sont pas automatiquement observables in vivo. Par exemple la démonstration de

l’effet antimicrobien et la modulation de la flore intestinale in vivo est plus fiable qu’une

simple inhibition de croissance in vitro ainsi que la modulation des populations des globules

blancs ou l’expression des différentes cytokines chez l’animal démontre avec beaucoup plus

d’efficacité que les bactéries ont un réel effet.

III / Evaluation des aptitudes probiotiques in vivo

Dans cette étude, nous avons utilisé des hamsters mâles qui ont reçu les souches de L.

acidophilus Lb4, L. plantarum 6904 par des administrations orales à une dose de 109

UFC/souris, pendant 7 jours avant l’induction de l’inflammation et 7 jours plus tard, On a
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suivi la consommation journalière de la nourriture après l’introduction de l’inflammation ainsi

que la perte de poids en calculant les variations par rapport au poids de départ.

1)- Consommation en nourriture

La Figure (28) montre l’évolution de la consommation journalière moyenne en nourriture

pour les différents lots de hamsters.

Figure (28): Evaluation de la consommation journalière moyenne en nourriture

Dans le lot témoin, on remarque que la quantité de nourriture consommée évolue à

travers les jours avec la croissance des animaux. Néanmoins le lot traité au probiotiques

consomme d’avantages par rapport aux autres lots.

En ce qui concerne le lot traité au DSS, On remarque une diminution considérable

dans la consommation de nourriture notée à partir du troisième jour de l’inflammation jusqu'à

la fin de l’expérience. Contrairement au lot 4, le traitement probiotique a modulé l’effet de

l’inflammation et la consommation est au retour à la normale.

Ces résultats sont en accord avec les travaux menés par (Tayebet al.,2009) qui ont

trouvés qu’au cours d’un traitement probiotique (L. plantarum)la consommation de nourriture

chez le poulet était améliorée.



2)- Suivi des paramètres de l’inflammation intestinale

2.1 Les variations du poids au cours de l’inflammation

Le résultat des variations du poids moyenne chez les hamsters de différents lots est

présenté dans la Figure (29), On a observé des pertes de poids plus ou moins importante chez

les hamsters traités au DSS par rapport au lot témoin qui sont de l’ordre de 11%.

Par contre, les hamsters qui avaient reçu un traitement probiotique au cours de

l’inflammation récupèrent leurs poids rapidement ainsi que les hamsters sains traités aux

probiotiques prennent du poids grâce à une consommation supplémentaire de la nourriture

(effets bénéfiques des probiotiques) .

Ces résultats rejoignent ceux de (Idoui et al.,2008), indiquant qu’un gain de poids

important à la suite d’une bonne valorisation de l’aliment par les animaux recevant la souche

probiotique L. plantarum.

Dans le cadre de l’inflammation intestinale induite au DSS, une étude réalisée par

(Chen et al., 2009), Les souris sont traitées au DSS pendant 13 jours perdent à la fin de

l’essai 15 % de leur poids initial au maximum. En effet, il est difficile de comparer les

résultats obtenus d’une étude à une autre dans des contextes différents. Si avec une dose de

3% DSS nos animaux perdent au maximum 8g pendant toute la durée de l’essai, l’équipe de

Chen a montré que sur une durée plus longue et avec une dose de DSS plus importante, leurs

souris perdent presque le même poids que nos cobayes.

Figure (29) Variation du poids des hamsters en fonction des jours de traitement
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2.2 L’aspect des selles

On remarque chez les hamsters traités au DSS, des selles molles, morcelées à bord

déchiquetés. Les trois autres lots présentent des selles de consistance normale(dures, moulées

et relativement sèches) durant toute la période de l’essai. Figure (30)

On note aucune présence du sang dans les selles chez les 4 lots testés.

( a) ( b)

Figue (30) : Aspect des selles des hamsters traités au DSS (a) et les hamsters sains (b)

Après sacrifice des hamsters, nous avons analysé les scores macroscopiques relevés sur les

côlons des hamsters des différents lots Figure (31).

Figure (31) : La longueur des colons après un traitement probiotique



Pour le paramètre longueur des côlons, nous observons une amélioration notable de ce

paramètre chez les hamsters traités au DSS et ayant reçu un traitement probiotique par contre

chez le lot traité au DSS seul, nous remarquons des colons plus courts par rapport au témoin.

3)- L’étude histologique des échantillons

3.1. L’étude macroscopique

Le résultat de l’analyse macroscopique des côlons est présenté dans le Tableau (11)

Tableau (11) : Scores macroscopiques sur les côlons des hamsters

Lot Longueur du colon
(cm)

Etat de la muqueuse Présence
d’ulcérations

Témoin 7 Normale -

Probiotique 8,5 Epaisse -

DSS 3 Epaisse +

DSS + Probiotique 6,5 Epaisse -

Nous notons une différence significative entre les longueurs des côlons des hamsters

témoins et celle qui sont traitées au DSS avec présence d’ulcérations chez ces derniers. Ainsi

qu’une amélioration de la longueur des côlons des hamsters traitées avec les souches

probiotiques et modification de leurs muqueuses.

3.1. L’étude microscopique

Après avoir réalisé les lames histologiques des colons des hamsters des quatre lots étudiés, On

procède à l’observation microscopique et les résultats sont mentionnés dans la Figure (32)
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(a) Observation microscopique du colon d’un hamster sain (Témoin).

(b) Observation microscopique du colon d’un hamster sous traitement probiotique.

( c) Observation microscopique du colon d’un hamster sous DSS

1
2
3

4

5

6



(d) Observation microscopique du colon d’un hamster sous DSS traité au probiotique.

 1 : La muqueuse
 2 :Sous-muqueuse
 3 :Musculeuse
 4 :Séreuse
 5 : Les cryptes
 6 :infiltrat inflammatoire
 7 :lymphocytes (leucocytes)

Figure (32) : Coupe histologique des colons enflammée (c, d) et non avec du DSS (a, b)

L'examen histologique des biopsies coliques d’hamster sain montrait :

 Une muqueuse (1) normal et comporte un épithélium de revêtement qui s’invagine

dans la muqueuse en cryptes de Lieberkühn (5) dont la base repose sur la musculaire

muqueuse. Elles sont soutenues par un chorion parsemé de leucocytes mononucléés.

 Une sous-muqueuse (2) tissu conjonctif contenant des vaisseaux sanguins et

lymphatiques.

 Une musculeuse (3) principalement circulaire interne, avec une couche longitudinale

externe formant une bande continue.

Chez les hamsters ayant reçu un traitement probiotique, nous observons un allongement

au niveau des cryptes qui intervient probablement dans la modification de la longueur du

colon.

7



67

Le lot traité au DSS, nous observons une augmentation des lymphocytes au niveau de

l'épithélium de surface de la muqueuse colorectale associée des lésions inflammatoires du

chorion et des altérations de l'épithélium de surface (déformation des cryptes) : signes

d’inflammation. L’apport bénéfique des souches probiotiques se traduit par la diminution de

l’infiltration du chorion et de l'épithélium par les lymphocytes et la reconstitution des cryptes

qui avait réduit l’incidence de l’inflammation.

La présence des lymphocytes (7) aux niveaux de la musculaire muqueuse indique qu’il y

avait une éventuelle inflammation, qui était probablement réduite par le traitement

probiotique.

Les travaux de (Lazenby et al., 1989) sont probablement les premiers à avoir décrit les

processus inflammatoires au niveau du colon à la suite d’une colite chimio-induite.

Plusieurs études après (Geier et al., 2007 ; Claes et al., 2010 ; Santos Rocha et al., 2011)

ont montré les propriétés anti-inflammatoires de quelques souches de lactobacilles

(L. rhamnosus LGG, L. delbrueckii CNRZ 327, L. paracasei VEL12195,Lactobacillus

fermentum BR11) dans le modèle d’inflammation intestinale induite avec DSS.

Cet essai nous a permis de mettre en évidence les propriétés anti-inflammatoires du

mélange des souches L. plantarum ; L. acidophilus dont il a déjà été démontré qu’un mélange

de bactéries probiotiques permet de maximiser les effets et de favoriser les synergies entre les

bactéries (Chapman, Gibson et al. 2010).



Conclusion
et

Perspectives
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Les bactéries lactiques regroupent une large variété de bactéries à Gram positif telles

que les lactobacilles et les Bifidobactéries, qui font partie intégrante du microbiote humain,

mais aussi de nouveaux produits probiotiques.

Par définition, une souche bactérienne probiotique est une bactérie vivante apportée

par l’alimentation des consommateurs et qui doit exercer un effet positif sur sa santé.

Les effets bénéfiques des souches probiotiques qui sont souche- dépendants,

regroupent la lutte contre les microorganismes pathogènes, la colonisation du microbiote,

mais aussi le maintien de l’homéostasie immunitaire. Ils ont montré aussi des effets positifs

sur des pathologies inflammatoires ( MICI, la pochite …).

L’objectif principal de cette étude était d’isoler des souches de lactobacilles à

caractères probiotiques, à partir de lait de vache cru récolté de différents lieux de la région de

Ain Témouchent.

Les isolats sont sélectionnés préalablement en se basant sur les caractères

morphologiques et physiologiques du genre lactobacillus ( La forme, la coloration du Gram,

la température de croissance et la production de la catalase).

Ces isolats sont retenus pour déterminer leurs pouvoir probiotique, On s’est intéressée

principalement à l’étude de la résistance aux conditions gastriques et intestinales simulés.

Ensuite, ils ont subi une série de test pour déterminer leurs persistances au milieu intestinal.

Le test d’autoaggregation , co-aggrégation et le test d’hydrophobicité qui reflète la capacité

des isolats à adhérer à la muqueuse intestinale et exercer l’effet barrière contre les pathogènes.

Puis, On a étudié leur activité antibactérienne contre des germes pathogènes intestinaux ainsi

que l’aspect sécuritaire de ces souches est également étudié via leur activité hémolytique et

leur résistance aux antibiotiques.

Enfin, des expériences étaient réalisées à l’aide d’un modèle animal d’inflammation

intestinale induite par le DSS à 3% afin de prouver l’ efficacité, les effets bénéfiques et les

propriétés anti-inflammatoire des souches sélectionnées précédemment.

Dix souches de lactobacilles étaient mises en place parmi quinze souches de bactéries

lactiques isolées.



Par rapport à l’évaluation de leurs aptitudes probiotiques :

l’étude de l’habilité à survire dans des conditions gastriques et intestinales simulées

(action combinée de la pepsine et pH 2,5/ sels biliaires ) a conduit à huit souches résistantes.

Le taux le plus élevé était observé avec L. acidophilus Lb4 suivie par L. plantarum.

Les tests suivants ont permis la sélection de quatre souches qui peuvent se lier aux germes

pathogènes et occuper les sites de fixation sur les cellules épithéliales et coloniser la

muqueuse intestinale avec succès. Par ailleurs, l’étude de leur activité antibactérienne a

montré un profil d’inhibition intéressant de deux souches ( L.plantarum 6904 ; L.acidophilus

Lb4 ) contre les bactéries pathogènes testées.

Enfin, par rapport à leur aspect sécuritaire, les souches sélectionnées étaient non

hémolytiques et leur résistance aux antibiotiques semblait être naturelle ce qui présume le

caractère non transférable de leurs gènes de résistance.

L’administration orale des souches L. plantarum ( 6904) ;L. acidophilus (Lb4) dans le

cadre d’une inflammation intestinale induite par le DSS aux animaux à limiter la perte des

poids et améliorer la consommation chez les hamsters ainsi qu’une diminution de l’incidence

de l’inflammation.

En perspective, c’est approfondir ce travail par l’identification génétique des isolats

potentiellement probiotique et l’étude à l’échelle moléculaire leurs mécanismes d’adhésion et

la détermination de la nature des substances inhibitrice secrétées. Aussi l’étude de la

possibilité du transfert des gènes de resistance aux antibiotiques entre les souches

probiotiques et les autres bactéries commensales ou pathogènes présentes dans l’écosystème

digestif. Il intéressant aussi de déterminer l’efficacité de ces souches chez d’autres modèles

Animals (souris, poulet, lapin) dans le cadre d’autres infection ( virale , bactérienne , fongique)

Il n’est pas toujours facile de transposer les résultats observés in vivo aux résultats

observés chez l’homme parce que d’une part l’homme possède un régime alimentaire

beaucoup plus varié que celui des animaux de laboratoire, avec une consommation importante

de vitamines, de minéraux et de fibres qui peuvent potentialiser les effets des probiotiques et

que d’autre part, la transformation industrielle de la souche, ainsi que la matrice utilisée pour

commercialiser le produit probiotique peuvent modifier les propriétés des souches. Alors des

essais cliniques devaient être mise en place sous le suivi d’un clinicien.
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ANNEXE I

Coloration de Gram

 Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre.

 Prélever un ose d’une colonie et mélanger avec la goutte d‘eau physiologique, strier et

fixer à la chaleur par passage rapide sur la flamme d‘un bec benzène.

 Ajouter le Violet de Gentiane pendant 1mn, toutes les bactéries sont colorées en violet

puis rincer à l'eau déminéralisée.

 Ajouter le Lugol pendant 1mn. Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.

 Décolorer avec de l’alcool pendant 10 secondes.

 Ajouter le deuxième colorant, la Fushine et laisser 1 mn puis laver à l’eau. Les

bactéries Gram- sont colorées en rose.

 Sécher la lame et mettre une goutte d’huile à immersion puis passer à l’observation

microscopique au grossissement X100.

ANNEXE II

Tampon phosphate salin PBS

PBS : est une solution tampon couramment utilisée en biochimie. Il s'agit d'un soluté

physiologique contenant du chlorure de sodium, du phosphate disodique, du phosphate

monopotassique et un peu de chlorure de potassium. En général, la concentration de ces sels

est celle du corps humain (isotonicité). Ce tampon sert surtout à rincer les cellules lorsqu'il

faut enlever toute trace de milieu avant de les traiter.

Préparation :

- Pour préparer 1000 ml de PBS :

Concentration et réactifs Quantité

137 mM NaCl 8,0 g/L

2,7 mM KCl 0,2 g/L

10 mM Na2HPO4 1,44 g/L

1,76 mM KH2PO4 0,24 g/L

https://fr.wikipedia.org/wiki/Solution_tampon
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphate_disodique
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Phosphate_monopotassique&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Phosphate_monopotassique&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Isotonique


Test / Isolats LB1 LB2 LBK2 LB4 LB3 LB9

0 Témoin - - - - - -
1 Glycerol - - - - - -
2 Erythritol - - - - - -
3 D-Arabinose - - - - - -
4 L-Arabinose + - - - - +
5 D-Ribose + - + - + +
6 D-Xylose - - - - - +
7 L-Xylose - - - - - -
8 D-Adonitol - - - - - -
9 Méthyl-βD-Xylopyranoside - - - - - -
10 D-Galactose + - - - + +
11 D-Glucose + - + + + +
12 D-Fructose + - + - + +
13 D-Mannose + - + - - -
14 L-Sorbose - - - - - -
15 L-Rhamnose - - - - - -
16 Dulcitol - - - - - -
17 Inositol - - - + - -
18 D-Mannitol + - + + - -
19 D-Sorbitol + - - + - -
20 Méthyl-αd-

Mannopyranoside
+ + - + - -

21 Méthyl-αd-Glucopyranoside - + - + - +
22 N-Acétylglucosamine + + + + - +
23 Amygdaline + + - + - -
24 Arbutine + + + + - -
25 Esculine citrate de fer + + + + - -
26 Salicine + + + + - -
27 D-Cellobiose + + + + - -
28 D-Maltose + + + + + +
29 D-Lactose (origine bovine) + + + + + -
30 D-Melibiose + + - + + +
31 D-Saccharose + + + + + -
32 D-Tréhalose + + + + - -
33 Inuline - + - + - -
34 D-Mélézitose + + - + - -
35 D-Raffinose + + - + - -
36 Amidon - + + + - -
37 Glycogéne - + - + - -
38 Xylitol - + - + - -
39 Gentiobiose + + + + - -
40 D-Turanose + + - + - -
41 D-Lyxose - + - + - -
42 D-Tagatose - + - + - -
43 D-Fucose - + - + - -
44 L-Fucose - + - + - -
45 D-Arabitol - + - + - -
46 L-Arabitol - + - + - -
47 Potassium Gluconate + + - + + +
48 Potassium 2-Cétogluconate - + - + - -
49 Potassium 5-Cétogluconate - + - + - +

plantarum paracasei Lactis acidophilus Fermentum brevis
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ANNEXE III : Résultats API

CHL

Test / Isolats 6904 LB11

0 Témoin - -
1 Glycerol - -
2 Erythritol - -
3 D-Arabinose - -
4 L-Arabinose - -
5 D-Ribose + -
6 D-Xylose - -
7 L-Xylose - -
8 D-Adonitol - -
9 Méthyl-βD-Xylopyranoside - -
10 D-Galactose + +
11 D-Glucose + +
12 D-Fructose + -
13 D-Mannose + -
14 L-Sorbose - -
15 L-Rhamnose - +
16 Dulcitol - -
17 Inositol - +
18 D-Mannitol + -
19 D-Sorbitol + +
20 Méthyl-αd-

Mannopyranoside
- +

21 Méthyl-αd-Glucopyranoside + +
22 N-Acétylglucosamine + -
23 Amygdaline + +
24 Arbutine + +
25 Esculine citrate de fer + -
26 Salicine + +
27 D-Cellobiose + +
28 D-Maltose + +
29 D-Lactose (origine bovine) - +
30 D-Melibiose + +
31 D-Saccharose - +
32 D-Tréhalose - +
33 Inuline - +
34 D-Mélézitose - +
35 D-Raffinose - +
36 Amidon - +
37 Glycogéne - +
38 Xylitol - +
39 Gentiobiose + +
40 D-Turanose - +
41 D-Lyxose - +
42 D-Tagatose - +
43 D-Fucose - +
44 L-Fucose - +
45 D-Arabitol - +
46 L-Arabitol - +
47 Potassium Gluconate + +
48 Potassium 2-Cétogluconate - +
49 Potassium 5-Cétogluconate - +

Plantarum Acidophilus



ANNEXE IV

Antibiogramme de souche E.coli ATCC 25922

Technique :

Une culture jeune de la souche E.coli était ensemencées sur gélose nutritive et incubée
en aérobiose pendant 24h à 37°C. A partir de cette culture pure, des colonies ont été prélevées
afin de préparer des suspensions inoculum sur eau physiologique 0,9% équivalent à 0,5
standard Mac Ferland (McF) mesuré par un densitomètre.

La gélose Muller Hinton était ensemencée par stries serrées de toute la surface du
milieu à l’aide d’un écouvillon stérile trempé dans l’inoculum et bien essoré. Les disques
d'antibiotiques (tableau 5) ont été placés, par la suite, sur la surface de la gélose ensemencée
en appliquons délicatement avec une pince stérile pour qu’ils ne se détachent pas. Les boites
étaient incubées en aérobiose à 37°C pendant 24h.

La technique était réalisée selon le guide de Standardisation de l’Antibiogramme à
l’Echelle Nationale, 6ème édition (2011) et les recommandations du Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (2007).

Résultats de l’antibiogramme de la souche Escherichia coli ATCC 25922

Ampicilline
(10µg)

Gentamicine
(10µg)

Acide
nalidixique
(30µg)

Oxacilline (1
µg)

Pénicilline (10
U/I)

S S S S S
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