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Isolement et identification des bactéries lactiqu  a potentiel probiotique a partir

du lait de chevre

Résumé

La sélection des souches de bactéries lactiques pour leurs aptitudes industrielles ou leurs
probables potentialités probiotiques a pris tout son essor dans de nombreux pays. Notre étude
s’est intéressée aux bactéries lactiques isolées a partir du lait de chevre.

Au cours de ce travail 20 souches des bactéries lactiques ont été isolées a partir du lait de chévre
et purifier (10 souches sur gélose MRS et 10 souches sur gélose M17) puis pré -identifier par
des techniques de microbiologie classique (étude macroscopique, microscopique, teste
physiologique et biochimique). Ces tests ont revelé que les 10 souches ensemencées sur gélose
MRS appartiennent au genre Pediococcus et celle de M17 appartiennent au Streptococcus
thermophilus. Les 20 souches ont été soumises a des tests d’évaluation de potentiel
probiotique : la tolérance aux barriéres biologiques (acidité et sels biliaires), résistance aux
antibiotiques et aussi I’activité antimicrobienne. Par contre la recherche des bactériocines par
la méthode de diffusion en puis a donné un résultat négatif pour toutes les souches étudiées.
Les résultats de ’activité antimicrobienne ont révélé que 10 souches de Pediococcus et 9
souches de Streptococcus thermophilus excrétant dans le milieu de culture des substances
inhibitrices capables d’inhiber la croissance de Staphylocoque aureus et Bacillus spizizenii,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoiae avec des zones d’inhibition
variables.

L’¢tude de profil probiotique a montre la capacité¢ des souches a résister aux barrieres
biologiques du tube digestif et la sensibilité de la plupart des pediocoques et Streptococcus
thermophiles pour la gamme des antibiotiques testées, sauf la résistance de Streptococcus
thermophiles contre 1’Amikacine. Le lait de chévre est riche en bactéries lactiques qui

présentent de bons potentiels probiotiques.

Mots clés : bactéries lactique, probiotique, microbiologie classique, activité antimicrobienne,

bactériocines, sels biliaires.



Isolation and identification of lactic acid bacteria with probiotic potential from goat

milk

Abstract

The selection of lactic bacteria strains for their industrial aptitudes or probable probiotic
potentialities has increased in many countries. Our study was interested in lactic bacteria
isolated from goat milk.

During this work, 20 strains of lactic acid bacteria were isolated from goat milk and purified
(10 strains on MRS agar and 10 strains on M17 agar) then pre-identify by conventional
microbiology techniques (macroscopic, microscopic, physiological, and biochemical testing),
these tests revealed that the 10 strains plated on MRS agar belong to the genus Pediococcus and
that of M17 belongs to the thermophilus streptococcus. The 20 strains were submitted to tests
for evaluation of probiotic potential: tolerance to biological barriers (acidity and bile salts),
resistance to antibiotics, and also antimicrobial activity. On the other hand, the research of
bacteriocins by the method of diffusion in well gave a negative result for all the studied strains.
The results of the antimicrobial activity revealed that 10 strains of pediococcus and 9 strains of
thermophilus streptococcus excreted in the culture medium inhibitory substances capable of
inhibiting the growth of Staphylococcus Aureus and Bacillus Spizizenii, Escherichia coli,
Pseudomonas Aeruginosa and Klebsiella Pneumoiae with different zones of inhibition.

The probiotic profile study shows the ability of the strains to resist the biological barriers of
the digestive tract and the sensitivity of most pediococcus and thermophilic streptococcus to
the range of antibiotics tested, except for the resistance of thermophilic streptococcus against
Amikacin.

Goat's milk is rich in lactic bacteria which has good probiotic potential.

Keywords: lactic acid bacteria, probiotics, classical microbiology, antimicrobial activity,

bacteriocins, bile salts.
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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique.

ARNTr : Acide ribonucléique ribosomique.
ATCC : American Type Culture Collection.
ATP : Adénosine triphosphate.

CO2 : Dioxyde de carbone.

°C : Degré Celsius.

DO : Densité optique.

°D : degré Dornic.

FAO : Food and Agriculture Organization.
g : gramme.

GC% : Pourcentage en Guanine et Cytosine.
H : heure.

H>0> : Peroxyde d'hydrogene.

HCI : acide chlorhydrique.

M17 : Milieu de tarzaghi.

MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desorption lonisation/Time Of Flight.
MH : Mueller Hinton.

ml : millilitre.

Mm : millimetre.

MRS : Milieu de Man Rogosa et Sharpe.
NaCl : Chlorure de sodium.

OMS : Organisation Mondiale de la Santé.
PCR : polymérase Chain réaction.

PH : Potentiel hydrogene.

R : Résistante.

S : Sensible.

Ssp : sous espece.

T° : Température.

pl : microlitre.

Rpm : Revolutions per minute.
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Introduction

Les bactéries lactiques sont des microorganismes présentant des caractéristiques
morphologiques, physiologiques, et métaboliques variées (Dortu et Thonart, 2009). On les
trouve essentiellement dans les produits laitiers (yaourt, fromage, lben...), mais aussi dans
d’autres niches écologiques en étant seules ou en association avec d’autres microorganismes
bénéfiques comme les levures (Stoll, 2003). Elles sont utilisées de différentes maniéres, comme
les ferments ou les starters de fermentation (Djerdir, 2018), les agents de bioconservation, et
les probiotiques (Abid, 2020).

Les aliments fonctionnels dans lesquels sont incorporées des bactéries lactiques
probiotiques connaissent depuis une dizaine d’années un trés gros essor commercial (Djerdir,
2018). Les probiotiques sont definis comme étant des microorganismes vivants qui une fois
ingérés en quantités adéquates exercent des effets bénéfiques pour la santé de I’hote (OMS,

2001).

Ces effets positifs sont le soulagement des maladies d’origine digestive (comme
I’intolérance au lactose), I’amélioration du transit intestinal, la prévention de certaines maladies
comme l’augmentation du taux de cholestérol dans le sang, les diarrhées, les maladies
inflammatoires chroniques de [I’intestin (MICI), ainsi que d’autres infections d’origine
microbienne (infections a Clostridium difficile et a Campylobacter) (Gueimonde et al.,2006,
Lamer et al.,2020).

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

pharmaceutiques (Lamer et al.,2020).

L'objectif de notre présent travail est d'isoler des bactéries lactiques a partir du lait de

chevre, et d'étudier in vitro leurs potentiels probiotiques.
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1.1 Le lait de chévre

1.1.1 Définition de lait

Le lait est un liquide blanc mat, légérement bleuté ou plus ou moins jaunatre, opaque
a odeur peu marquée et au goQt douceatre, sécrété particulierement par la grande mamelle
des animaux mammiferes femelles pour nourrir leurs nouveaux nés (Kumar et al., 2016).
Le lait est un liquide biologique comestible, et une matiere premiére de base pour tous les
consommateurs. Il peut étre incorporé dans les collations, dans les repas ou transformé en
produits dérivés. Généralement, le terme ‘lait’ évoque le lait de vache (Derouiche et
Zidoune, 2015). Le lait de cette espéce laitiere est tres revendiqué par les consommateurs
du monde entier. Beaucoup de gens pensent que le lait de vache est le meilleur lait, or, le lait
de chevre est d’autant plus intéressant et plus riche que ce dernier (Aries et Soufane, 2018).

1.1.2 Le lait de chevre

C’est une source de bienfaits pour la sant¢ de I’homme. Le lait de chévre frais
possede une acidité, soit un pH de 6,6 environ (proche de la neutralit¢ donc il n’y a pas
d’acide lactique) ou 16°D. On peut éviter le développement des germes de contamination
(coliformes, pathogéne) par 1’acidification des produits laitiers, par abaissement du pH
(CORCY ,1991).

En Algérie, le lait de cheévre a longtemps ét€¢ marginalisé, développé a 1’échelle familiale
dans les régions montagneuse et consommé a 1’état cru ou fermenté (Boumendjel et al.,
2017).

1.1.3 Composition du lait de chevre
Le lait contient des nutriments essentiels et est une source importante d’énergie
alimentaire, de protéines de haute qualité et de matieres grasses. Le lait peut apporter une
contribution significative aux besoins nutritionnels recommandeés en calcium, magnésium,
sélénium, riboflavine, vitamine B12 et acide pantothénique.

Le lait de chevre se rapproche plus du lait de vache que celui de la femme. (FAO, 2017).
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Selon Fredot, (2009) le lait en général est constitué de quatre phases :

Une émulsion de matiéres grasses constituée de globules gras et de vitamines
liposolubles (A, D) ;

Une phase colloidale qui est une suspension de caséines sous forme de micelle.

Une phase aqueuse qui contient les constituants solubles du lai « protéines solubles
lactose, vitamine (B, C), sels minéraux, azote non-protéique » ;

Une phase gazeuse composée d’O., d’azote et de CO. dissous qui représentent

environ 5 % du volume du lait.

Ces phases sont en suspension les unes dans les autres. Il existe des facteurs qui

permettent de rompre cette suspension (pH acide, présure) qui fait coaguler la phase

colloidale et qui sera utilisée lors de la fabrication des dérivés du lait.

I.1.4 Caracteéristiques du lait de chévre

1.1.4.1 Les criteres organoleptiques

Selon Sahraoui et al. (2016), les caractéristiques organoleptiques sont :

Couleur : blanc mat, contrairement au lait de vache, le lait de chévre ne contient pas
du B—caioténe.

Odeur : fraichement trait, le lait de chévre a une odeur assez neutre parfois en fin de
lactation, il a une odeur dite Caprique.

Saveur : douceétre agréable particulierement au lait. Le lait de chevre fraichement
trait posséde une saveur plut6t neutre ; par contre, aprés stockage au froid il acquiert
une saveur caractéristique. Dans certains pays anglo-saxons, la saveur du lait de
chevre est un critére de sélection car sa commercialisation en état est trés répandue.

Aspect : propre, sans grumeaux.

1.1.4.2 Les caracteres physico-chimiques

Les principales propriétés physico-chimiques utilisées dans I’industrie laitiére sont :

Ph

Le PH renseigne précisément sur 1’état de fraicheur du lait. S’il y a une action des

bactéries lactiques, une partie du lactose du lait sera dégradée en acide lactique, ce qui

entraine une augmentation de la concentration du lait en ions hydronium (HR 3ROP + P) et

donc une diminution du pH. Le pH de lait de chévre, se caractérise par des valeurs allant de
6, 45 a 6,90 (Amiot et al., 2002).
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= Ladensité
C’est le rapport du poids de 1’élément recherché a un volume donné sur le poids de
I’eau du méme volume. La densité varie de 1,028 4 1,035 (Amiot et al., 2002). Suivant deux
facteurs a savoir les solides non gras et la matiére grasse (Boumendjel et al., 2017). La
densité du lait de chévre se situe entre 1,0265 et 1,031 (Amroun et Zerrouki, 2014).
= Acidité Dornic
L’acidité Dornic est relative a la concentration d’acide lactique présent dans le lait
issu de la fermentation du lactose par des bactéries (Amiot et al., 2002). L’acidité Dornic
est généralement de 18°D, ceci, dépend de I’espece laitiere. L’acidité Dornic du lait de

chévre varie de 12,85 & 18,88 (Boumendjel et al., 2017).

1.1.4.3 Les caractéristiques microbiologiques
Le lait de chévre contient une microflore naturelle (bactéries, moisissures et levures).
Certains germes présents dans les produits laitiers sont méme indispensables a la

transformation du lait et d’autre germes sont a I’inverse a role nuisible (Champagne et

Moineau,2003).

e Flore originelle

La flore originelle des produits laitiers se définit comme I’ensemble des
microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis. Ces microorganismes, plus ou
moins abondants, sont en relation étroite avec 1’alimentation (Keskin et al., 2004). Le lait
qui sort du pis est pratiquement stérile (Belfar,A etFferhatia 2020). Les genres dominant
de la flore originelle sont principalement des microorganismes utiles pour la transformation
ultérieure du lait frais tel que Lactobacillus et Streptococcus (flore dite acidifiante ou
lactique) (lapointe-Vignola et al. 2002).
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e La flore contaminante

La flore contaminante est 1’ensemble des microorganismes ajoutés au lait, de la récolte
jusqu’a la consommation (Heuchel et al., 2001 ; Michel,2012). La contamination exogéne
est en général massive par rapport a la concentration d’origine mammaire (Wissam, s.,Assia
2020). Elle est extrémement variable en importance suivant les conditions de production et
de conservation du lait (Yadav et al., 2016). Les bactéries d’altération atteignent le produit
fini durant la transformation ; causant ainsi une forte acidification et une formation d’odeur
désagréable, le cas des coliformes. Ces derniers sont des indicateurs de contamination fécale
a prendre en compte (Lamontagne et al., 2002). De méme pour les bactéries pathogenes,
elles sont d’origine externe et peuvent étre dangereuse pour la santé publique 1’exemple de

Staphylococcus aureus, Salmonelles, Escherichia coli... (Aissaoui et al., 2019).

e Laflore lactique

Les bactéries lactiques sont impliquées dans un grand nombre de fermentations
spontanées de produits alimentaires (Stiles et Holzapfel, 1997), ce qui a conduit a la
reconnaissance de leur statut « Generally Recognized As Safe », excepté pour les
entérocoques (Klaenhammer et al., 2005). Elles ont un réle fondamental dans les équilibres
microbiens du lait. Ainsi, leur développement excessif ou insuffisant peut induire des défauts
de texture et de golt des fromages. Elles constituent un moyen biologique efficace pour la
préservation des qualités hygiéniques des aliments, du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-
vis des microorganismes nuisibles (Caridi et al., 2003).
En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes, comme des acides organiques, du peroxyde d’hydrogeéne, du dioxyde de

carbone, de la reutérine, du diacétyle et des bactériocines (Dortuet Thonart, 2009).
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1.2 Les bactéries lactiques

1.2.1 Historique

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sédiments datant de 2,75 milliards
d’années bien avant I’apparition d’oxygene dans I’atmosphére, ce qui pourrait expliquer leur
caractere anaerobie (Quiberoni et al., 2001). Mais leur utilisation n'a été que depuis 4000
ans sans pour autant comprendre la base scientifique de leur utilisation, mais tout en essayant
d’avoir une meilleure qualité et d’avoir une meilleure conservation des aliments a base de
viande, des poissons, des légumes, des fruits et de lait (Saloffe, 1994).

C’est a I’époque des grandes découvertes de la microbiologie, a la fin de 19eme siecle,
que des chercheurs se sont penchés sur la fermentation du lait pour trouver la cause de sa
coagulation acide, d’autres ont conclu que la présence des bactéries lactiques est responsable
de I’acidification du lait et de la maturation des crémes (Storch, 1890 ; Conn, 1889 ;
Wigmann, 1896 ; De Roissard et Luquet, 1994). Ainsi, selon Lister (1873) ; la premiére
culture pure de bactéries lactiques était celle de Bacterium lactis (probablement Lactococcus
lactis) (Metchnikoff, 1908 ; Sandine et al., 1972 ; Carre et al., 2002).

1.2.2 Définition

Les bacteéries lactiques sont définies comme des cellules procaryotes, non pathogénes
regroupant un ensemble d’espéces hétérogenes (Badis et al., 2005 ; Labioui et al., 2005).
Ces microorganismes produisant de I1’acide lactique comme produit principal du
métabolisme. Elles sont principalement utilisées en tant que starter dans les produits
alimentaires (Labioui et al., 2005 ; Dortu et Thonart, 2009). Cette utilisation est due aux
effets nutritionnels et thérapeutiques de ces bactéries car elles enrichissent le milieu en
vitamines (B et K), en acides aminés, en composés organiques (acides lactique et acétique),
en enzymes (lactase) et en bactériocines responsables de I'inhibition des bactéries
pathogénes (Dib et al., 2012). Les bactéries lactiques sont bien tolérées par les animaux et
I’homme ce qui a conduit a la reconnaissance de leur statut GRAS « Generally Recognized
As Safe » (Adams.1988), excepté certaines especes d’entérocoques et certains ont obtenu le
statut QPS (Quality Presumption of Safety) (Streit,2008).
Actuellement, ces bactéries lactiques interviennent dans I’industrie alimentaire sans oublier

leur utilisation et effet dans la santé (Djerdir, 2018).
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1.2.3 Les caractéristiques

Les bactéries lactiques ont été défini par Orla-Jensen (1919) et caractérisées dont deux
caracteres principaux ne peuvent pas étre contesteés : le gram positif et la non sporulation.
Les bactéries lactiques sont des cocci ou des batonnets, non mobile, oxydase négative, et
anaérobie, catalase négative a I'exception de certains genres de pseudocatalase, tolérant a ph
acides. Elles sont mésophiles ou thermophiles qui peuvent se développer a des températures
comprises entre 10°C et 45°C (Corrieu et Luquet, 2008 ; Natachaet al., 2017). Le contenu
en GC de leur ADN varie de 33 a 54%, ce qui les classe dans les bactéries a faible
pourcentage de GC (Muto et Osawa, 1987).
Les bactéries lactiques synthétisent leur ATP grace a la fermentation lactique des
glucides. On distingue trois groupes (Figure 1) :
- Homofermentaires : I’acide lactique est le seul produit de la fermentation du
glucose.
- Hétérofermentaires facultatif : la fermentation du glucose aboutit a la formation
d’acide lactique et de 1’acide acétique.
- Hétérofermentaires strict : elles produisent en plus, de 1’acide lactique, de 1’acide

acétique ou de 1’éthanol et du CO»,

NAD NADH + H"

-
v ~
Fructose-6-P Glucose- 6-P
ATP NAD
Froctose-1,6-P Ribulose-5-P
A l
/ \ Xylulose-5-P
= A
> Sy

Glycéraldéhyde-3-P ~<————s  Dihydroxyacétone-P Glycéraldéhyde-3-P Acétyl-P

2NAD 20 P — NAD coa
2 NADH +2 H* NADH + H* M

2 (1,3-Diphosphoglycérate) 1,3-Diphosphoglycérate Acétyl-CoA

ADP NADH + H'
ATP coAa NAD

oglycérate) 3-Phosphoglycérate Acétaldehyde

NADH + H*
2 (2-Phosphoglycérane) NAD

2-Phosphoglycérane Lactate

ADP

ATP

b1

2 (3-Phosp

- )

H.0

2 Phosphoenolpyruvate H:0 /{

2 ADP d Phosphoenolpyruvate
2 ATP ADP

2 Pyruvate ATP

2NADH +2 H* )l Pyruvate
>nAD NADH + H*

2 Lactate NAD

Lactate

Homofermentation Hétérofermentation

a. b.

Figure 1 . Représentation schématique des deux voies homofermentaire et hétérofermentaire chez
les bactéries lactiques (Bahri, 2014).
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1.2.4 Classification

1.2.4.1 Critere de classification

La classification phénotypique des bactéries lactiques est principalement basée sur
des caractéristiques phénotypiques (la morphologie) et biochimiques [la méthode de
fermentation du glucose, la croissance a différentes températures, la capacité a se développer
sous une concentration élevée en sel (6,5%, 18%), la tolérance aux pH acides, alcalins a
I'é¢thanol, et a l'acide lactique. Les marqueurs de classification chimique tels que la
composition en acides gras et la composition de la paroi cellulaire peuvent également étre

utilisés pour la classification (Konig et al., 2017).

Avec le temps, ces caractéristiques sont devenues insuffisants pour la classification
des especes. Cependant, avec l'apparition de nouvelles technologies de PCR et de
séquencage de I'ADN du gene de I'ARNTr 16s, I'identification est devenue pratique, simple et
précise (Holzapfel et Wood, 2014). Plus récemment, l'identification s'est basée sur des
outils protéomiques comme (MALDI-TOF) qui est une méthode simple, rapide et peu
colteuse et qui donne des pourcentages élevés des identifications correctes
(Benmechernene et al., 2014 ; Mokdad, 2020).

1.2.4.2 Les principaux genres

Actuellement les bactéries Lactique se trouvent dans deux embranchements distincts :
Firmicutes et Actinobacteria (figure2). L'embranchement des Firmicutes renferme les genres
les plus importants : Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus et Weissella qui appartiennent a l'ordre des Lactobacillales, caractérisé par
une faible teneur en GC (31-49%) (Russell et Gould, 2012 ; Mokoena, 2017).
L'embranchement des Actinobacteria renferme le genre Bifidobacterium, qui est caractérisé
par une teneur élevée en GC (58-61%). Elles sont groupées en six familles Aerococcaceae
(7 genres), Carnobacteriaceae (16 genres), Enterococcaceae (7 genres) Lactobacillaceae (3
genres), Leuconostoccaceae (4genres) et Streptococcaceae (3 genres) (Klaenhammer et al.,
2005 ; Horvath et al., 2009 ; Holzapfel et Wood, 2014).
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Phylum Class Order Family Genus Species

—
.
Aerococcaceoe \_’/ E. faecalis \

l

Carnobacteriaceae
Enterococcus L. plantarum
/ L buchneri
Enterococcaceae L diolivorans
Lactobacillales : Lactobacillus L. reuteri
Loctobacillaceae Pediococcus —— P. pentosoceus
Firmicutes s Bacilli ;
Leuconostoc = Leu. mesenteroide
Leuconoctocaceae '< i
Oenacoccus = 0. oeni
Bacteria Bacillales
Streptococcaceae -t Lactococcus = Lc. lactis
StreptoCoCCUSm—— S, i
Actinobacteria S P S. thermophilus

Bacillocece \/\
Actinobacteria \ Bacillus

B. coogulans

Bifidobacteriales \
Bifidobacteriaceoe — Bifidobacterium = Bif. bifidum

Figure 2 . Apercu schématique de la phylogénie des bactéries lactiques (Sauer et al.,2017).

» Lactobacillus

Découvert pour la premiere fois par Beijerinck en 1901, il comprend actuellement plus
de 200 especes reconnues (Diaz et al., 2020), qui présentent une diversité phylogénétique,
phénotypique et écologique extréme (Zhang et al.,2014). Le genre Lactobacillus est le
genre principal de la famille des Lactobacillaceae. Les lactobacilles représentent un genre
important des bactéries lactiques et quantitativement le plus important des germes du groupe
des bactéries lactiques. Leur morphologie microscopique varie d’une espéce a 1’autre de
coccobacilles aux bacilles fines et allongées (Figure 3). On rencontre des Lactobacilles dans
la flore intestinale et la flore vaginale (Zhang et Cai, 2014).

La plupart des Lactobacillus se developpent a un optimum de température situé entre 30
et 40°C. Certaines souches de lactobacilles dites « thermophiles » restent viables a 55°C

quand le pH optimum de croissance est de 5,5 (Cholet, 2006).
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Les Lactobacilles se subdivisent en trois sous-groupes (Salminen et al. 2004 ; Zhang et
Cai, 2014).

- Groupe N°1 : anciennement appelé Thermobacterium. Il regroupe les lactobacilles
homofermentaires stricts et thermophiles. 1ls sont incapables de fermenter les
pentoses et le gluconate.

- Groupe N°2 : anciennement appelé Streptobacterium. Il rassemble les lactobacilles
hétéros fermentaires facultatifs et mésophiles qui se développent a 15°C. Leurs
cellules sont courtes, souvent arrangées en filaments.

- Groupe N°3: anciennement appelé Betabacterium. Ces espéces ont un métabolisme
strictement hétérofermentaire. La fermentation des hexoses produit de I'acide
lactique, de I'acide acétique (ou de I'éthanol) et du CO.

Cette classification est la seule reconnue, bien qu’elle soit imparfaite car le séquengage
de I’ADNr 16S et le contenu en GC % qui varie énormément d’une espéce a une autre (32 a
53%) et I’absence d’homologie ADN-ADN significative entre beaucoup d’especes, sont

aussi le reflet d’une parenté phylogénique éloignée (Hydersah, 2010).

Figure 3 : Morphologie en microscope électronique de Lactobacillus (x7000) (Bottazzi
Vittorio, 1988, Mami ,2013).

A : Lactobacillus casei B : Lactobacillus acidophilus
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> Streptococcus :

Ces bactéries sont des cocci sphérique ou ovoides regroupés en paires ou en
chainettes ; en général immobiles ; a partir des glucides leur metabolisme est
homofermentaire. Elles produisent un certain nombre d’agents antimicrobiens (Hols et al.,
2005).

La température optimale de croissance est de 37°C et le pH est de 9.6 (Badis et al.,
2005). Ce sont des commensales ou pathogénes chez I'hnomme et les animaux. La seule
espéce de Streptocoque utilisée en technologie alimentaire est Streptococcus thermophilus
(Chandan et al., 2017) (Figure4).

Figure 4 : Morphologie en microscope électronique de Streptococcus thermophilus (X4000)
(Liebefeld,2002).

» Enterococcus :

Le genre Enterococcus se caractérise par leur développement a 10 et 45°C, leur
aptitude a croitre en présence de 6,5% NaCl, et leur grande résistance aux facteurs de

I'environnement (kumar, 2014).

Il Comprend un groupe omniprésent de bactéries a Gram positif qui présentent un
grand intérét pour la santé humaine en raison de leur réle d'agents causals majeurs dans les
infections associées aux soins de santé. Les entérocoques sont des espéces résilientes et

polyvalentes capables de survivre dans des conditions difficiles, (Monica, et louis 2020).
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» Leuconostoc :

Les bactéries lactiques du genre Leuconostoc sont généralement de forme sphérique.
Ce sont des bactéries hétérofermentaires, capables de produire de I'éthanol, de l'acide
lactique, de I'acide acétique et du dioxyde de carbone, entre autres métabolites (Bjokroth et
Hozapfel, 2017).

Il se développe sur une plus large gamme de concentrations de sel (et de sucre) que
toute autre bactérie lactique ; il peut tolérer des températures de 3,9 °C a 30 °C ; et il peut

pousser dans une large gamme de pH (4,5-7,0 bien qu'il prospére a 5,5-6,5) (Swsen ,2012).

» Weissella :

Les bacteries assignees au genre Weissella sont des cellules Gram-positives,
catalase-négatives, non endosporées, de morphologie coccoide ou en forme de batonnet
(Collins et al., 1993 ; Bjorkroth et al., 2009, 2014) et appartiennent au groupe de bactéries
généralement connues sous le nom de bactéries lactiques. Sur le plan phylogénétique, les
Weissella appartiennent aux Firmicutes, a la classe des Bacilli, a I'ordre des Lactobacillales
et a la famille des Leuconostocaceae (Oliveira et al., 2015). Ills sont obligatoirement
hétérofermentaires, produisant du CO2 a partir du metabolisme des hydrates de carbone
(Tohno et al., 2015).

» Lactocoques :

C’est des bactéries lactiques non mobiles, non sporulées, a faible GC% et a Gram
positif. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que
de I'acide lactique L (+) a partir du glucose (Kim, 2014). Seul, Lactococcus lactis ssp, lactis
biovar et diacetylactis produit le diacétyle (Teuber et Geis, 2006). Elles sont toutes
mésophiles, la température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se
développer a 10°C mais pas a 45°C (Mofredj et al., 2007 ; Kim, 2014 ; Yu et al., 2017).
Elles sont utilisées comme culture starter dans la production d'une large gamme de produits
laitiers fermentés ou elle contribue a la conservation des aliments (Smid et Kleerebezem,
2014).
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> Bifidobactéries :

Le genre Bifidobacterium est un groupe probiotique essentiel dans les produits laitiers
(Issa et Tahergorabi, 2019). Ils sont des bacilles a Gram positif (Figure5), anaérobies
stricts, a haut pourcentage en guanine-cytosine, non sporulés, de forme irréguliére,
comportant souvent des ramifications (Ho et al., 2007). Ces bactéries glucidolytiques
dégradent les hexoses par une voie particuliére. Ils ont généralement un pH optimal de
croissance autour de 6.5 a 7 et une température de croissance comprise entre 37°C et 41°C
(Axelsson, 2004 ; Biavati et Mattarelli, 2015).

Figure 5: Aspect microscopique des cellules de Bifidobacterium animalis (x6000)
(roh et Bouix, 1993).

» Pediocoques

Les Pedicoques sont, comme leur nom l'indique, des cocci. lls sont acido -tolérants et
disposés en tétrade et en paires lors de I'observation microscopique (Figure 6). Le genre
Pediococcus fait aussi partie de la classe des Bacilli, I'ordre des Lactobacilles mais de la
famille | des Lactobacillaceae (Prescott et al., 2003). Les pédiocoques sont anaérobies
facultatifs, non mobiles. La majorité des espéces peut croitre entre 10 et 45°C et dans un
milieu contenant 6,5% de NaCl (Holzapfel et al.,2009 ; Lahtinem et al., 2012).

Figure 6 : Aspect microscopique des cellules de Pediococcus sp (X7000)
(Leveau et Bouix, 1993).
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1.2.5 Habitats

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Grace a leur souplesse
d’adaptation physiologique, elles peuvent coloniser des milieux tres différents du point de
vue physicochimique et biologique (Dortu et Thonart, 2009). Elles ont pour habitats de
nombreux milieux naturels, des vegétaux (plantes et fruits), des animaux et des humains (la

peau, cavité vaginale et buccale, féces et le lait) (Boukhalfi, 2020).

1.2.6 Domaines d'utilisation des bactéries lactique :

Les Bactéries lactiques sont trés utilisées dans 1’industrie agroalimentaire. Elles
permettent de changer la saveur de I’aliment, sa texture et aussi comme additifs alimentaires
(production d’exopolysaccharides et de mannitol) (Sanchez., 2009). D’autre part, les
bactéries lactiques produisent des peptides et des molécules comme [I’acétoine,
I’acétaldéhyde, le diacétyle ou I'éthanol qui sont importants pour la flaveur des aliments.
Elles jouent aussi un role trés important dans la fermentation des aliments (fruits, légumes,
viandes, lait ...etc.), en améliorant leur valeur nutritionnelle, leur digestibilité et en
développant aussi leurs propriétés organoleptiques. Ceci est di a l'action des enzymes
glycolytiques, lipolytiques et protéolytiques. Ces enzymes transforment les nutriments en
composes ayant des propriétés sensorielles et qui a la fin modifient la structure, I'aréme de
I'aliment fermenté et augmente la durée de leur conservation sans ajout de conservateurs
chimiques (Todorov et al., 2012) (Figure 7).

L'intérét des bactéries lactiques en domaine médical était utilisé pour le traitement de
dysfonctionnements intestinaux, et aussi dans le cadre des probiotiques (Boumedien, 2013).
D’autre études, ont démontré le potentiel a promouvoir la santé cutanée et a exercer une
réponse immunitaire cellulaire nécessaire a la défense cutanée (YAN Boumediene et al,
2014). Ensuite les utiliser dans un procédé semi industriel pour obtenir d’autres produits
fermentés avec une meilleure qualité hygiénique et a caractére thérapeutique trés poussé,
surtout que ces derniéres années, des recherches se sont accentuées pour trouver des voies
de thérapies a base des probiotiques pour le traitement de diverses maladies chroniques
(LAIRINI et al., 2016). Les bacteéries lactiques sont aussi utilisées pour la production de
bactériocines (Rodriguez, 2003), et pourraient étre impliquées dans la production de
protéines thérapeutiques ou comme vecteurs de vaccins (Langella., 2001) (Figure 7).
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Figure 7 : Applications des bacteéries lactiques dans (a) les industries
agroalimentaires et (b) la biotechnologie.
Abréviations : G6P glucose 6-phosphate ; F6P, fructose 6-phosphate, et PEP, phosphoenolpyruvate

1.2.7 Propriétés antimicrobiennes des bacteries lactiques

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens tels que les
acides organiques, le peroxyde dhydrogene, le diacétyle et les bactériocines, qui sont
utilisées dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005 ;
Benyoucef, 2018).

» Acides organiques (acide lactique et acide acétique) :

Les acides organiques comme [’acide lactique, I’acide acétique ou 1’acide propionique
sont produits par les bactéries lactiques lors du processus de fermentation alimentaire et
permettent d’inhiber la croissance des bactéries qui ne peuvent se développer a pH acide.
Sous la forme indissociée, I’acide lactique et I’acide acétique traversent passivement la
membrane cytoplasmique et pour de fortes concentrations d’acides, le milieu intracellulaire
peut s’acidifier & un point tel que les fonctions cellulaires sont inhibées et le potentiel
membranaire est annulé (Ammor et al., 2006). Ainsi, I’accumulation d’acide organique est
directement inhibitrice pour les microorganismes nuisibles qui présentent un seuil bas de
résistance aux changements de pH intracellulaire (Hutkins, 2006).
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La production des acides lactique et acétique et donc I’abaissement du pH ont un effet
essentiellement sur les microorganismes acido-sensibles tels que Pseudomonas, Salmonella,
E. coli et Clostridium. L’acide lactique est toxique pour beaucoup de bactéries mais aussi
des champignons et des moisissures (Haller et al., 2001). L’acide lactique n’est pas le seul
acide inhibiteur. En effet, quand 1’aliment contient peu de sucres, I’inhibition sera
partiellement causée par d’autres produits tels que I’acide formique, I’acide benzoique et le

diacétyl (Corsetti et al., 2015 ; Benyoucef, 2018).

» Le peroxyde d'hydrogene (H20) :

Les bactéries lactiques ont la capacité de produire du peroxyde d'hydrogéne en présence
d'oxygeéne lors de l'action de certaines enzymes comme le nicotinamide adénine hydroxyle
dinucleotideoxydase (NAHD), la flavonoprotéine oxydase et le glycérophosphate oxydase
(Ross et al., 2002). La bactérie lactique ne produira pas de catalase pour I'élimination du
peroxyde d'hydrogéne (Benyoucef, 2018).

» Production des bactériocines :

Les bacteries lactiques inhibent le développement de certains micro-organismes grace a
la synthése de molécules antibactériennes parmi lesquelles se trouvent les bactériocines
(Belguesmia et al., 2011). Les bactériocines, toxines peptidiques produites par les bactéries,
offrent un potentiel prometteur comme substituts ou conjugués aux Ccomposés
bioconsarvateurs et thérapeutiques. Ces bactériocines sont des divers groupes de peptides
antimicrobiens et sont une caractéristique importante dans la sélection de souches
probiotiques (Malik et al., 2012).

Les bactériocines peuvent étre utilisées comme additifs alimentaires. Actuellement, la
nisine est un agent de conservation. La production de bactériocines améliore la capacité du
lactobacillus a contrdler la croissance des bactéries pathogenes et des bactéries alimentaires
dans les produits alimentaires (Wan, 2017).

L'usage des bactériocines n'est pas restreint au domaine alimentaire. Celles-ci servent
aussi comme agents de thérapie naturelle comme alternatifs aux antibiotiques (Smaoui,
2010).
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1.3 Les probiotiques

1.3.1 historique et définition

L'histoire de probiotique remonte a des centaines d'années avec la consommation des
aliments fermentée, leurs bienfaits sur la santé ont été connus depuis longtemps (Ranadheera
et al., 2010 ; Gharib, 2020).

La possibilité que la consommation de bactéries inoffensives exerce des effets
bénéfiques pour I'étre humain a été postulée d'abord par Elie Metchnikoff (1845 -
1916). Lorsqu' il a observé qu’un nombre surprenant de personnes en Bulgarie vivait plus de
100 ans. Cette longévité ne pouvait pas s’expliquer par les avancées de médecine moderne, car
la Bulgarie, I’un des pays les plus pauvres d’Europe a 1’époque, ne bénéficiait pas de telles

avancées.

Le Dr. Metchnikoff a associé 1’augmentation de la longévité observée a la
consommation des microorganismes vivants provenant des produits laitiers fermentés car ils
les consomment trop. De plus, il a supposé que 1’acide lactique produise, ainsi que d’autres
facteurs non identifiés, agirait de facon synergique pour inhiber la croissance de bactéries de la
putréfaction dans le c6lon (Singh et al., 2011 ; Gharib, 2020).

Le terme probiotique a vu le jour en 1965 par opposition aux antibiotiques. Il a été défini
par Lilly et Stillwell comme des facteurs dérivés des micro-organismes et stimulant la
croissance des autres micro-organismes (Dolié, 2018). Ce terme dérivé du grec « pro bios »,
qui signifie littéralement « en faveur de la vie » par opposition aux effets délétéres des

antibiotiques.

En 2002 que la FAO (Food and Agriculture Organization) et I’OMS (Organisation
mondiale de la santé ; WHO) ont formulé la définition suivante : « microorganismes vivants
qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une action bénéfique sur la santé

de I’hote qui les ingere » (Ait-Belgnaoui et al., 2006).

1.3.2 Les Principaux Microorganisme probiotiques

Plusieurs especes de bactéries ou levures sont considérées comme étant probiotiques.
Malgré cette grande diversité, ce sont les genres Lactobacillus et Bifidobacterium qui sont les

plus étudiés (Rayavarapu et Tallapragada, 2019).
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Bien que d'autres especes des genres : E. coli, Bacillus, et également Sacharomyces (Soccol et
al., 2014 ; Prado et al., 2015), ainsi des Pediccocus, Leuconostoc, Propionibacterium et
Streptococcus (tableau 1) (Shah, 2007 : Ranadheera et al., 2010).

Tableau 1 : Principales espéces utilisées comme probiotiques (Robinson, 2002).

Lactobacillus sp Bifidobacterium sp Autre
Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium adolescentis  Bacillus cereus ssp
L. amylovorus B. animalis Escherichia coli souche nissle
L. casei B. bifidum Enterococcus faecalis
L. cripatus B. breve Enterococcus faecium
L. delbrueckii subso. Bulgaricus  B. infantis Lactococcus lactis
L. gallinarum B. lactis Leuonostoc mesenteroides
L. gasseri B. longum Pediococcus acidilactici
L. jonhsonii Propionibacterium freudenreichii
L. paracasei Streptococcus thermophilus
L. plantarum Saccharomyces cerevisiae
L. reuteri Saccharomyces boulardii
L. rhamnosus Sporolactobacillus inulinus

1.3.2.1 Les ferments lactiques

Ce sont des microorganismes capables de produire de I'acide lactique par la fermentation

de certains sucres comme le lactose ; ils sont regroupés en deux catégories :

A) les lactobacilles : Lactobacilles bulgaris, Lactobacillus acidiphilus, Lactobacillus casei.

B) Les lactocoques : Entéroccocus, streptoccocus (Mermouri, 2018).

1.3.2.2 Les bifidobactries

Les bifidobactéries sont souvent citées comme ayant de fortes capacités probiotiques.

Cependant, I’utilisation industrielle de ces souches n’est pas aussi répandue que celles des

lactobacilles (Muller et al., 2009).

1.3.2.3 La levure du genre saccharomyces

Des 1953, la levure probiotique, S. boulardii, a été commercialisée comme médicament
pour prévenir la diarrhée aigué. Depuis lors, le microorganisme a été considéré dans plus de
100 études cliniques analysant ses bienfaits pour la santé intestinale et la levure probiotique est
reconnue par la communauté médicale et scientifique (Hosjak, 2018). S. boulardii est un
probiotique sir et fiable, qui contribue a 1’amélioration de plusieurs problématiques gastro-

intestinales (charnile,2021).
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1.3.2.4 Les bactéries sporulées

Représentées essentiellement par Bacillus subtilis et Bacillus cereus (Mermouri, 2018).
Les spores de B. clausii sont utilisées comme suppléments médicaux commercialisés sous le
nom Enterogermina, il est indique pour aider a prévenir la gastro-entérite chez les nourrissons
et les enfants (Cutting, 2011 ; Belhamra, 2017).

1.3.2.5 Escherichia coli Nissle
C’est une bactérie Gram négatif non pathogéne appartenant a la famille
d’entérobactéries. C’est une souche probiotique bien connue avec multiples effets bénéfiques
sur I'némostasie intestinale. Contrairement a d'autre souche d'E coli, elle ne produit pas de
facteurs de virulence (Schultz, 2008 ; Belhamara, 2017).

1.3.2.6 Propionibacterium freudenreichii

Est une bactérie non mobile a Gram positif. Elle est chimiohétérotrophe, présente un
effet prébiotique car elle stimule la croissance des bactéries saines, les bifidobactéries (Bouglé,
1999 ; Cousin, 2010).

1.3.3 les criteres de sélection des bactéries probiotique

Le choix des probiotiques dépend de ces propriétés et du type d’utilisation. Pour qu’un
produit soit reconnu comme étant probiotique une évaluation du produit basée sur plusieurs
criteres doit étre effectuée suivant les recommandations de la FAO/OMS (lzquierdo, 2009 et Li
et al. 2019) (Tableau?2).

Tableau 2 : Critéres de sélections utilisés aux laboratoires pour le screening des probiotiques
(Nousiainen et al., 2004).

Critéres But recherché
Résistance a I’acidité Suivit pendant le passage par I’estomac et le duodénum
Résistance aux sels biliaires Suivit pendant le passage par I’intestin gréle

Production d’acide (a partir du glucose et de lactose) Production « de barriere acide » efficace dans I’intestin

Adhésion au mucus et/ou aux cellules épithéliales Colonisation efficace, réduction des sites d’adhésion des
humaines pathogenes a la surface

Production de substances antimicrobiennes Inhibition du développement des germes pathogénes
Résistance a la chaleur Survie pendant le processus de transformation

Bonnes propriétés technologique Stabilité, croissance sur une large pathogénes dans le

produit, résistance aux bactériophages.
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1.3.3.1 Criteres de sécurité

Des principes généraux et des criteres pratiques ont été mis en place in vitro pour

sélectionner les souches probiotiques les plus sécuritaires :

o ldentification des souches

Parmi les criteres reliés a la sécurité, I'identification taxonomique de la souche est une
étape importante dans I'établissement de nouvelles souches potentiellement probiotiques.
Chaque souche doit étre identifiée par des techniques moléculaires fiables et confrontée a une
nomenclature actualisée (FAO/WHO 2002). Actuellement, le séquencage de la région 16S est
la méthode moléculaire de référence pour identifier I'espéce d'une souche, mais cette méthode
est longue et requiert une large collection de souches de référence (FAO WHO 2002).

e Innocuité

Un microorganisme probiotique doit présenter une innocuité totale pour le
consommateur et ne présenter aucune propriété indésirable possible comme la résistance aux
antibiotiques, cytotoxicité, activité hémolytique (Dalli et al., 2017), ainsi I'absence de transfert

des génes entre les probiotiques et les bactéries du microbiote...etc (Burgain, 2012silv).

e Origine
Les souches probiotiques d’origine humaine sont plus compatibles avec le tractus
intestinal humain, elles peuvent cependant étre d’une origine autre qu’humaine (animale,

alimentaire, ou vegétale), tant qu’elles ne sont pas reconnues comme étant dangereuses
(Piquepaille, 2013).

1.3.3.2 Criteres Fonctionnels

Pour étre en conformité avec la définition de la FAO/OMS (2001), les souches
probiotiques doivent survivre, persister temporairement dans le tractus digestif et montrer une
activité qui doit se traduire par des effets positifs sur la santé de I’hote (Turner et al ; Mattia

pia Arena et al., 2018), les critéres fonctionnels a vérifier sont les suivants :
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e Lasurvie au cours du transit digestif

Un microorganisme probiotique doit impérativement franchir I'estomac qui constitue une
imposante barriere (Morelli, 2007). Aprés le stresse acide de I'estomac, les microorganismes
probiotiques sont mélangés dans de la bile et dans le jus pancréatique qui contiennent des sels
biliaires et des enzymes pancréatiques affectant sévérement la viabilité de ces bactéries (Shima
et al., 2009). Plusieurs études ont démontré le pouvoir de certaines souches de Lactobacillus a
résister au stresses du transite digestif. Ce pouvoir est di certainement a leur origine humaine
mais aussi grace a la protection gu'offrent les aliments dans lesquels ils sont adjuvés (Ross et
al., 2005).

e Activité hydrolytique des sels biliaires

Le flux biliaire assure un réle physiologique trés important puisqu’il facilite la digestion
des composés lipophiles provenant de 1’alimentation. C’est également un agent antimicrobien
influengant 1’établissement du microbiote intestinal (Begley et al., 2005). L hydrolase des sels
biliaires sont généralement des enzymes intracellulaires, insensibles a I'oxygene qui catalysent
I'nydrolyse des sels biliaires. Un certain nombre de BSH ont été identifiés et caractérisés chez
des bactéries probiotiques. La capacité des souches probiotiques a produire des BSH a été

souvent considéré comme critere de sélection des souches probiotiques (Lahmer et al., 2020).

e Adhésion a la muqueuse intestinale
Une bonne adhésion du probiotique représente sa capacité a se fixer aux cellules de
I’intestin. Si 1’adhésion est satisfaisante, le temps de présence des souches probiotiques dans
I’intestin sera augmenté. En effet, un probiotique ne fait que transiter dans 1’organisme (sauf
dans le cas de dosages tres €levés). Une bonne adhésion permet d’optimiser 1’interaction entre
les bactéries du microbiote et les systemes liés (systéme immunitaire notamment) (Palomares
et al., 2007 ; Reyes-Gavilan et al., 2011).

e Activité antimicrobienne
L'activité antimicrobienne est I'un des criteres de la sélection des souches probiotiques.
Les bactéries lactiques synthétisent des molécules a action bactéricides ou bactériostatiques
comme les acides organiques, le peroxyde d'hydrogéne, le dioxyde de carbone, le diacétyle et

les bactériocines (Belhamra, 2017).
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1.3.3.3. Criteres Technologiques

En plus des criteres de sécurité et des criteres fonctionnels qui ont déja été cités, de

nombreux aspects technologiques doivent étre pris en compte pour la sélection des souches

probiotiques, et ces aspects sont les suivants :

Les bactéries susceptibles d'étre produites et utilisées comme ferments lactiques ne
doivent évidemment pas présenter de caractére pathogéne et ne pas générer des
substances toxiques comme amines biogenes. C'est le cas de la plupart des especes de
bactéries lactiques, qui ne possédent pas le statut GRAS a l'exception de certains
Entérocoques (Dib, 2015).

Viabilité et stabilité des microorganismes (Harzallah et Belhadje, 2013).
Conservation des propriétés probiotiques dans le produit fini et les souches probiotiques
doivent rester stables lors de la conservation de produit et doivent étre fournies en
dosage appropriés jusqu'a la date d'expiration (Ahmadova, 2013).
Attribution des propriétés organoleptiques qui attirent le consommateur. Les produits a
base de probiotiques doivent posséder de bonnes propriétés organoleptiques, surtout le
godt (Bahri et al., 2014).

Résistance aux phages (Mattila-Sandholm et al., 2002).

1.3.4 Mécanismes d’action des probiotique

Les bactéries probiotiques pouvaient avoir de multiples et divers effets sur I’organisme

de I’hote. Différents microorganismes peuvent influencer I’environnement luminal intestinal,

les fonctions de barriere de 1’épithélium et de la muqueuse, ainsi que le systéme immunitaire

associé (Robin et Rouchy, 2001). Les probiotiques peuvent exercer leurs effets sur différents

types cellulaires impliqués dans les réponses immunitaires innée et adaptative, comme les

cellules épithéliales, les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, les lymphocytes B,

les lymphocytes T (incluant les cellules T régulatrices), et les cellules NK (Corr et al. 2009).

Le Tableau 3 présente de maniere simplifiée les principaux mécanismes d’action des

probiotiques. Ces mécanismes sont illustrés sous forme de schéma (Figure 8).
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Tableau 3 : Principaux mécanismes d’action de probiotiques d’aprés Ng et al. (2009)

Mécanismes d’action des probiotiques
Diminution des Oh luminal par la production de métabolites acides
Sécrétion de peptides antimicrobiens
Activité antimicrobienne  Inhibition de I’invasion bactérienne par compétition pour les nutriments
Inhibition de 1’adhésion bactérienne aux cellules épithéliales par
compétitions pour les récepteurs

Stimulation de la production de mucus
Augmentation des : _ : R : o .
) N Augmentation de I’intégrité de la barriére intestinale (jonctions serrées)
fonctions de barrieres
Effets sur les cellules épithéliales intestinales

Effets sur les cellules dendritiques

Immunomodulation Effets sur les monocytes/macrophages
Effets sur les lymphocytes : Lymphocytes B
Lymphocytes T
Cellules NK
4) Probiotiques Pathogérjes Lumiére de I'intestin

Jonctions serrées

= 7 - ‘— ,,¢D ,

o RS U SIAE

Peptides Antimicrobiens

(5) &, T ) (&)

Cellules M E - Cellule épithéliale
intestinale (entérocyte)
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T - (CPA)
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Figure 8 . Résumé schématique des mécanismes d’action des probiotiques (Villeger, 2014).

(1) Activité antimicrobienne directe (sécrétion de bactériocines/défensines).

(2) Inhibition des pathogénes par compétition pour les nutriments et les sites d'adhésion a la muqueuse.
(3) Augmentation des fonctions de barriere en stimulant la sécrétion des mucus, de peptides
antimicrobiens et le maintien des jonctions serrées.

(4) Activité antimicrobienne indirecte par diminution du pH luminal.

(5) Immunomodulation de I'activité des cellules épithéliales et des cellules immunitaires.
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1.3.5 Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé
Plusieurs avantages pour la santé sont attribués a I'ingestion des probiotiques dont certains
ont été prouvés scientifiguement et d'autres nécessitent encore des études plus approfondies

chez I’homme (Bouguerra,2021).

1.3.5.1 Effets bénefiques sur la santé animale

L’introduction des probiotiques dans I’alimentation animale a prouvé une efficacité
commune chez de nombreux animaux, dans le maintien et le rééquilibrage de la flore intestinale
(Mermouri, 2018). De nombreux probiotiques sont en effet utilisés dans 1’alimentation animale
dans le but de limiter 1’utilisation d’antibiotiques et de maintenir leur bien-étre, conduisant de

ce fait a ameéliorer leur croissance donc leur prise de poids (Alard, 2017).

1.3.5.2 Effets bénéfiques sur la santé humaine

Les probiotiques ont des effets bénéfiques. Ces derniers peuvent étre répartis en deux groupes : des
effets bénéfiques sur I'équilibre de la microflore intestinale et des effets thérapeutiques. La figure 9
illustre la diversité des effets bénéfiques sur la santé.

Réduction des produits du catabolisme

elmineés par le fote et le rem
Augmentation de la valeur nutritionnelle ( bonne

digestion et absorption des minéranx et
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Amelioration de la digestion du lactose

(sécrétion de lactose) I
| /

" Influence positive sur la flore [ PrObiOtiqueS J

Prevention des infections mtestinales
( virus, Helicobacter pylort..) et

intestinale.

hypertension et athérosclérose ( réduction du
taux de cholestérol)

urogénitales
Bonne croissance et le bien-étre {
Régulation de la motilité intestmale I Modulation de systéme immunitaire
( constipation, syndrome d’irritation intestinale) Réduction de I'inflammation ou des réactions
’ Prévention de : osteoporose, cancer, allergiques

Figure 9. Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Mercenier et al.,
2003).
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e L’élimination ou diminution d’intolérance au lactose
L'intolérance au lactose est provoquée par l'absence de synthese de la lactase ou B-
galactosidase par les cellules de la surface épithéliale de l'intestin. De ce fait, n'étant pas
assimilé, le lactose est responsable de troubles intestinaux chez les personnes déficientes en
cette enzyme. Les bactéries lactiques produisent la B-galactosidase qui hydrolyse le lactose en
glucose et galactose. L'utilisation des bactéries lactiques comme probiotique facilite la
digestibilité du lactose chez les personnes atteintes d’intolérance (Chemlal-Kheraz, 2013).

o Effets sur le systeme immunitaire
Il a été établi que les bactéries lactiques étaient capables d’agir positivement sur le
systeme immunitaire, affectant a la fois la réponse immunitaire innée et adaptative, réduisant

ainsi la colonisation par des agents pathogénes (Saiz Vieco, 2019).

e Maladies allergiques
Des études cliniques ont montré 1’effet de la préparation Enterogermina sur la
modulation de la réponse immunitaire chez des enfants allergiques souffrant d’infections

respiratoires chroniques (Villeger, 2014).

e Réduction de trouble associées au systéeme gastro-intestinale
Les probiotiques ont pour but d’aider la flore microbienne naturelle intestinale et par
conséquent, leur plus grande évidence, sur la santé humaine, concerne leur rdle sur I’intestin
par I’inhibition des germes pathogénes et la prévention et/ou le traitement des diarrhées
infectieuses (Bahri,2014).

La consommation de lactobacilles probiotiques peut changer la composition et 1’activité
métabolique de la flore intestinale par la production d’acides gras a chaines courtes et de gaz.
De plus, ils affectent la mobilité intestinale réduisant par cet effet les symptémes
(Belkeziz,2020).

e Diminutions du taux de cholestérol dans le sang

L'habilité des lactobacilles a dégrader les acides biliaires participant a la synthése du
cholestérol, et confirme ainsi le role avantageux de ces ferments dans la régulation du

métabolisme humain (chemlal-Kheraz, 2013).
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e Autre effets bénéfiques liées aux souches probiotiques
Réduction du risque de Hadef,2012) :
- Certains cancers (colorectal, vessie, col utérin, sein).
- Coronaropathie, maladie des voies urinaires.

- Infection des voies respiratoires supérieures et infections connexes.

1.3.6 Applications des probiotique

Les différents produits commercialisés en tant que probiotiques humains ou animaux
sont constitués soit d’un seul microorganisme (produits dits monosouches) ou d’une association
de plusieurs espéces (produits dits pluri-souches). De nos jours, les produits probiotiques sont
commercialisés sous trois formes (Ezzariga, 2015) :

e Un concentré de culture ajouté a des aliments et boissons a base de produits laitiers, de
fruits et de céreales.

o Un ingrédient ajouté a un aliment a base de lait ou de soja et auquel on permet
d’atteindre une concentration élevée par fermentation.

o Des cellules séchées, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimeés.

Les probiotiques sont généralement associés aux produits laitiers de culture. La gamme
de produits probiotiques comprend maintenant des fromages, des créemes glacées et des
yogourts glacés de méme que des aliments et des boissons non laitiers (Ezzariga, 2015).

La survie des probiotiques dans les produits est affectée par plusieurs facteurs au cours
des processus de transformation et de stockage. Les nouvelles technologies, comme la micro-
encapsulation et la technologie des cellules immobilisées, offrent une protection additionnelle
aux organismes probiotiques et de nouvelles fagons d’inclure des probiotiques dans les produits
alimentaires. Les fabricants commercialisent de nouveaux vecteurs d’administration de
probiotiques comme des pailles et des capsules de bouteille qui, lorsque percées ou brisées,

délivrent des doses thérapeutiques de probiotiques dans un produit alimentaire (Tahlaiti, 2019).
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Notre travail qui porte sur I’isolement et identification des bactéries lactiques a potentiel
probiotique a partir de lait cru de chévre, a été réalisé en deux parties. La premiére qui porte
sur I’isolement et 1’identification phénotypique, physiologique et biochimique des bactéries
lactiques a été réalisée au sein du laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida. La deuxiéme
partie qui s’intéresse a 1’étude et recherche des caractéristiques de ces bactéries lactiques a
potentiel probiotique a été réalisée au niveau de deux laboratoires de contrdlé de qualité et
de conformité « Bioqual et Altesse » sur une période allons de 05 avril jusqu’au 20 juin
2022).

1.1 Matériel

I1.1.1 Matériel non biologique

Le matériel non biologique représenté par I’appareillage, la verrerie, les produits

chimiques et les milieux de culture est consigné en annexe V.

11.1.2 Matériel biologique
Dans cette étude, nous avons utilisé du lait cru de chévres provenant des fermes
d’élevage situées dans la région de Soumaa Blida.
Pour les tests d’activité antibactérienne, nous avons utilisé 5 souches pathogénes. Ces

dernieres ont été fournies par le laboratoire d'hygiéne, Blida (Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques des souches pathogénes

Souches pathogeénes Gram Milieu selectif Code
Escherichia coli Gram - Gélose nutritive ATCC 8139
Staphylocoquus Aureus Gram + Gélose nutritive ATCC 6538
Pseudomonas Aeruginosa Gram - Gélose nutritive ATCC 9027
Bacillus Spizizenii Gram + Gélose nutritive ATCC 6655
Klebsiella Pneumoiae Gram - Gélose nutritive /
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11.2 Méthodes

11.2.1 Echantillonnage

Les échantillons du lait cru de cheévre proviennent des fermes d’élevage situées dans la
ville de Blida. Apres lavage a I’cau savonneuse, ringage a I’eau javellisée puis séchage avec
une lingette stérile du pis de la chévre, le lait est recueilli dans des 3 flacons stériles (200
ml/flacon), puis acheminés stérilement le jour méme dans une glaciére jusqu’au laboratoire
et conservés au réfrigérateur jusqu’a leur analyse.

11.2.2 Isolement des bactéries lactiques

L’isolement des bactéries lactique est réalisée sur milieu MRS pour but d’isolée les
bactéries lactiques du genre Pedicoque, Lactobacillus, Enterococcus et sur milieux M17

pour but d’isolée les Streptococcus thermophilus.

e Préparation des susceptions décimales :

La susception est un processus qui consiste a réduire la concentration d'une substance
dans une solution (Begloul, 2012). Cette solution ne doit pas induire de variations
qualitatives ni quantitatives sur la flore microbienne présente. Il doit aussi assurer la survie
de tous les microorganismes mais ne doit pas favoriser leur multiplication.

Aprés homogénéisation du lait de chévre cru, une série de dilution a été effectué. A
I'aide d'une pipette stérile 1 ml de notre échantillon est prélevé et introduit dans un tube a
essai contenant 9 ml d'eau physiologique ; la dilution 1/10 ou 107 est ainsi obtenue.
L’opération été répété jusqu’a ’obtention de la dilution 10 (Terza hi et sanidine ,1975).

Les ensemencements sont realisés en utilisant les dilutions décimales obtenus a
partir de I’échantillon initial (De man et al.,1960) (Figure 10,11).

Figure 10 . Préparation des dilutions décimales (photographie originale)
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Figure 11. Diagramme d’isolement des bactéries lactiques

e Mise en culture
La méthode consiste a verser a l'aide d’une pipette pasteur stérile un volume de 1 ml de
dilution dans chaque boite de pétri (1 boite par dilution) puis inondée par le milieu en
surfusion, en homogénéisant le milieu avec des mouvements en 8 afin de réaliser un

ensemencement en masse.
Apres solidification des milieux, les boites avec le milieu MRS sont incubées a 37°
pendant 48-72h en anaérobiose pour I’isolement des Lactobacillus, Enterococcus et les
Pediocoques. Les boites ensemencées sur milieu M17 sont incubées a 45° pendant 24-48h

en aérobiose pour I'isolement des Streptocoques lactiques (Badis et al., 2005).
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11.2.3 Purification des isolats

La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur bouillon et gélose

(M17 et MRS) (Hicham,Lakehal 1998). Quelques colonies bien isolées qui appartiennent
aux dilutions préalablement réalisées ont été repiqués dans des tubes stériles contenant 3 ml
de chaque bouillon. Les tubes sont incubés pendant 24h a 37°C pour les bouillons MRS et a
45°C pour les bouillons M17. L'apparition du trouble confirme une croissance bactérienne.
Les boites de pétri contenant la gélose préalablement coulée et solidifiée sont
ensemencées a partir des tubes ayant montré une croissance bactérienne a I’aide d’une anse
en platine et selon la méthode d’épuisement de charge (méthode de quadrants). L’incubation
a été faite pendant 48h a une température de 37°C pour les boites contenant le milieu MRS

et de a 45°C pour les boites contenant milieu M17.

11.2.4 Caractérisation et identification des bactéries lactiques

Apreés avoir obtenu des cultures homogenes, 1’identification des souches a été réalisée
par l'application des techniques de la microbiologie classique, baséees sur la recherche d'un
certain nombre de caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques (Lairini et
al.,2014).

11.2.4.1 Etude morphologique

Cette etude est basée sur 1’observation macroscopique et microscopique

A- Examen macroscopique
L’examen macroscopique permet de décrire 1’aspect des colonies (la forme, la taille,
couleur et consistance) sur les milieux MRS et M17, dans le but d'écarter tout ce qui ne peut

pas étre des bacteéries lactiques (Belarbi, 2011).

B- Examen microscopique
L’observation microscopique permet de définir certains caracteéres morphologique et
organisationnels de bactéries : coque ou bacilles, organisées en chainettes ou isolés, bactéries
Gram positif ou négatif (Singleton,1999). Ces caracteres sont déterminés selon la méthode
de coloration de Gram qui consiste a :
> Préparation d’un frottis
Une goutte d’eau physiologique été déposé sr une lame propre. A 1’aide d’une anse en platine

une fraction d’une colonie isolée est étalée d’une fagon mince et homogene pour obtenir un
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frottis. Ce dernier a été séché a I’air libre puis fixé par 3 passages rapides et brefs de la lame
au-dessus d’une flamme d’un Bec Bunsen (frottis situé sur le dessus).
> Etapes de la coloration différentielle de Gram

Le frottis fixé est coloré pendant une minute au violet de gentiane. Il est ensuite rincé
rapidement a I'eau courante, traité pendant une minute par une solution de Lugol, et de nouveau rincé
rapidement. On soumet alors le frottis coloré a une étape de décoloration en le traitant avec I’alcool
95%, il s'agit de I'étape critique : la lame est maintenue inclinée et en fait couler le solvant sur le
frottis pendant 10 secondes. Celui-ci est alors immédiatement rincé a I'eau courante. A ce stade les
cellules gram (-) seront incolores, les cellules gram (+) violettes. On soumet ensuite le frottis a une

contre coloration d’une minute a la fuchsine pour colorer les cellules gram (-). Aprés un bref rincage,
on séche le frottis et on I'examine a l'objectif a immersion (grossissement X100) (Denis et
al.,2011).

11.2.4.2 Examens physiologiques et biochimiques

e Test de catalase
La catalase est une enzyme respiratoire produite par les bactéries aérobies strictes ou
facultatives. Cette enzyme dégrade le peroxyde d'hydrogéne (H202) en eau (H20) et en

oxygene (O2) selon la réaction suivante :

Catalase
2H207 =———ep O, + 2H20

Cette activité a été réalisée selon le protocole expérimental décrit par Prescott et al.,
2003. Ce test consiste a mettre une colonie prélevée du milieu MRS et M17 gélosé a 1’aide
d'une anse stérile dans de I'eau oxygénée a 10 volumes préalablement déposer sur une lame.
Le dégagement de bulles de gaz signifie qu'il y a production de I'enzyme catalase et que le
test est positif.

o Testd’oxydase

Ce test est un critere d’identification des bactéries lactiques. A 1’aide d’une pipette
Pasteur, une colonie bactérienne est déposée sur un disque (9 mm) préimprégne du réactif
N-diméthyle paraphényléne diamine. Apres quelque instant, les bactéries produisant
I’oxydase deviennent violettes (Guiraud, 1998). Les bactéries oxydases négatives sont

retenues.
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e Test de croissance a difféerentes températures
Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles
des bactéries lactiques thermophiles (Leveau et al., 1991).
Des souches jeune de 18h sont ensemencer dans des tubes remplies de 5ml de
bouillon M17 et MRS et incubé pendant 24 h aux températures a 22°C, 37°C et a 45°C, la
croissance est appréciée par I’apparition de troubles (Guessas et al., 2004).

e Recherche du type fermentaire

Les bactéries lactiques pendant leur croissance dégradent les sucres contenus dans le
milieu de culture en empruntant soit la voie homofermentaire dont le produit final est
essentiellement I’acide lactique ou hétéroferlentaires qui produit en plus de ’acide lactique,
de I’éthanol, de 1’acétate et du CO, (De Roissart et Luquet, 1994).

La recherche du type fermentaire permet de classer les bactéries en hétérofermentaire
ou homofermentaire. Des cultures jeunes sont cultivées dans des tubes contenant du 10 ml
du bouillon MRS ou M17 contenant des cloches de Durham et incubées a 37°C pendant 24h
a48h. Les bactéries hétérofermentaires se manifeste par I’apparition de bulles dans la cloche

qui signifie la production de gaz (CO2) (Garvie, 1986).

e Croissance a différentes concentrations de NaCl

Ce test permet de savoir si les bactéries sont capables de croitre dans un milieu
hypersalé. Les cultures sont ensemencées dans les boillons MRS et M17 a 3% (3g de NaCl
par 100 ml de milieu), et 6,5% de NaCl. Les tubes contenant les milieux MRS sont incubés
a 37°C pendant 24h. Les tubes contenant le boillon M17 sont incubés a 45 c®. La capacité
a croitre dans ces milieux hostiles est appréciée par une croissance dans les milieux de
culture et par comparaison avec un tube témoin réalisé avec une culture dans du MRS et

M17 sans NaCl. Les résultats positifs se traduisent par un trouble (Carr et al, 2002).

11.2.4.3 Conservation des isolats

Les souches sont conservées a long terme par congélation a -4°C sur bouillon MRS
et M17 supplémentés de glycérol (glycérol stock). Une culture des souches a conserver est
effectuée en utilisant un bouillon MRS et M17. Aprés croissance des bactérie, 30% de
glycérol stérile est ajouté en raison de leur action protectrice est due au fait qu'ils empéchent
les cristallisations dans les conditions du refroidissement avec 70% de la culture qui est

ensuite répartie dans des Eppendorf (a raison de 1ml) et mise a la congélation
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(Nancib,2007). Cette méthode est adaptée pour des conservations de I'ordre de plusieurs

mois & une année (Saidi et al, 2002) (Figure 12).

A
B)

Culture de 18h bouillon MRS

!

70 % Bouillon >
MRS ou M17 l

30 % de glycérol est ajouté au Bouillon, le tout
dans des tubes d’Eppendorf

!

Conservation a —4°C

(B)

Figure 12. Conservation a long terme des isolats.

: conservation des isolats sur MRS ou M17 (photographie originale)
: schéma explicatif de la conservation a longe duré
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11.2.5 Aptitudes probiotiques des bactéries lactiques isolées

11.2.5.1 la résistance aux antibiotiques

Pour réaliser ce test, la méthode de diffusion en milieu solide a été utilisée. Chaque
souche d’une culture jeune de 18 h d’incubation, est ensemencée par écouvillonnage sur
gélose (MRS / M17) déja coulée et solidifiée. Chaque boite recoit six (6) disques
d'antibiotiques a savoir : Amikacine, Erythromycine, Clindamycine, Chloramphénicol,
Oxacilline, Gentamicine (Tableau 5 ; Figure 13). Aprés incubation a 37° pendant 24h, les
diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés (Idoui et al., 2008).

Tableau 5 : Disques d’antibiotiques utilisés

L’antibiotique  Abréviation Lacharge en pg Diamétres critiques (mm)
R S

Chloramphénicol C 30 <12 =218
Amikacine AK 30 <16 =16
Oxacilline OX 5 <22 =23
Erythromycine E 15 <12 215
Clindamycine CD 2 <14 221
Gentamicine CN 10 <12 =15

R : résistant, S : sensible

Figufe 13. Sensibilité des souches lactiques aux antibiotiques
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11.2.5.2 Test de thermorésistante

La thermorésistance a pour but d’isoler ou identifier les souches résistantes a une
température de 60°C. Les cultures bactériennes doivent étre jeunes et pures et inoculées en
milieux liquides (MRS ou M17). Les tubes sont introduits dans un bain marie a 60°C pendant
30 minutes. Il faut prendre garde de ne pas souiller les bords des tubes en inoculant et de
refroidir rapidement les tubes apres chauffage. Aprés refroidissement, les tubes sont incubés
a 37°C pendant 24 heures. Un résultat positif se traduit par I’apparition d’un trouble (De
Roissart et al, 2006).

11.2.5.3 Test de tolérance aux sels biliaires

Les souches ayant montré une sensibilité aux antibiotiques ont été utilisées pour la
réalisation de ce test. La technique rapporteée par Lin et al. (2007) a été appliquée. Pour
I'application de cette technique, 12 tubes pour chaque bouillon MRS et M17 ont été
préalablement préparés. Dont 4 de chacun servira de témoin (T) et les 8 autres de chaque
bouillon (16 tubes au totale) sont préparés a 0.3% et 1% de sels biliaires (SB). Les tubes
prépares ont fait 1’objet de la mesure de leur DO a 620nm a T=0h et aprés T=4h d'incubation
a37°C.

11.2.5.4 Test d’activité antimicrobienne

Cette partie de notre étude est consacrée a tester 1’activité inhibitrice de tous nos isolats
lactiques isolés contre des bactéries pathogenes a Gram positif et a Gram négatif. Ce test a

été mis en évidence par deux méthodes :

a. Méthode directe de double couche
Le test a été réalisé selon la méthode de Fleming et al., (1975). La gélose Mueller
Hinton a été solidifiée dans les boites de pétrie et a l'aide des écouvillons stériles, un
ensemencement en strie a été effectué avec cing bactéries pathogénes de référence
(Pseudomonas aeruginosa ATTC 6655, Staphylococcus aureus ATCC 9027, Bacillus
spizizenii ATCC 6655, Escherichia. Coli ATCC 8139 et klebsiella pneunoniae) (Figure 14).
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. N

Figure 14. Les souches pathogénes ensemencées sur gélose incliné.

Un volume de 10 pl des isolats préalablement cultivés sur bouillon MRS / M17 et
incubé pendant 18H a 37°C a été déposé a 1’aide d’une micropipette sur des disques vierge
stériles (6mm de diamétre). A I’aide d’une pince stérile, ces disques ont été déposés sur les
boites de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton préalablement ensemencé par les souches
pathogénes. Les boites sont laissées sécher. Apres le séchage, on coule le milieu MRS et
M17 conformément a la méthode de la double couche (Figure 15).

Figure 15. Teste de I’activité antimicrobienne (la méthode de doubles couches).

La lecture des boites s'effectue apres 24h d'incubation a 37°C en aérobiose. Les
souches présentant une zone transparente sont considérées comme productrices de

substances antimicrobiennes. La taille des zones d'inhibition produites a été mesurée en mm.

Page | 38



Matériel et méthodes

b. Méthode indirect des puits
La méthode des puits est celle décrite par Barefoot et Klaenhammer (1983). Elle
permet de mettre en contact le surnageant de la souche lactique productrice de la substance
antimicrobienne avec les souches pathogénes dans un milieu solide.
Des cultures lactiques ont été incubées sur milieu liqguide MRS et M17 a 37°c et 44°C
pendant 18h. Apres incubation, les cultures ont été centrifugées a 4000rpm/10min (Figure
16).

Figure 16 . Teste de I’activité antimicrobienne la méthode des puits.

Des boites de Pétri sont ensemencées a l'aide des écouvillons stériles avec des
bactéries pathogénes dans du milieu MH solide. Aprés solidification, des puits de 5mm de
diamétre sont creusés, remplis par des surnageants de culture a tester et incubées a 37°C
pendant 24h.

L’effet des surnageants se traduit par la formation des halos clairs autour des puits.
La lecture des résultats est effectuée par la mesure des diamétres des halos d’inhibitions

selon la formule :

Diametre d’inhibition = somme des diameétres perpendiculaires - le diamétre de puits.
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11.2.5.5 Tolérance aux acides

Le test de tolérance aux acides a été réalisé en utilisent la technique décrite par
Hydrominus et al. (2000) et Ding et Shah (2009).

Avant de réaliser ce test, les souches bactériennes testées ont été cultivées dans le
bouillon MRS et M17 a 37 °C pendant 6h. 70ul des cultures bactériennes jeunes (de 6h) sont
inoculées dans 7ml du bouillon MRS et M17 ajusté a différentes valeurs du pH (pH 2, pH 4
et pH 6.5) par du HCI.

Le résultat de la croissance bactérienne est obtenu par la détermination de la densité
optique (DO 620 nm) apres 6 et 24h d'incubation a 37 °C (Sieladie et al. 2011).
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Résultats et discussion

I111.1 Résultats

I11.1.1 Etude morphologique

La morphologie des bactéries lactiques est un caractére important pour leur
identification dont les dimensions, le contour, la couleur, la viscosité, la pigmentation,
I’opacité sont des caractéres précieux qui permettent une premiére approche vers
I’identification (Laursen et al., 2006). Apres la purification, 10 isolats sur milieux MRS et

10 sur milieux M17 ont subi un examen macroscopique et microscopique.

Les résultats de I’examen macroscopique des isolats lactiques cultivés sur milieux
solide MRS et M17 tels que la forme, la taille et le contour sont illustrés par la figurel7 et

résumé dans le tableau 6.

Figure 17. Observation macroscopique des colonies des souches cultivée.

(A) Observation sur gélose M17 ; (B) Observation sur gélose MRS.
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Tableau 6 : Résultats des tests macroscopiques

Les souches Forme Taille Couleur
LCMR1 Circulaire 2mm Blanchétre
LCMR2 Circulaire 1 mm Blanchatre
LCMR3 Circulaire 1 mm Blanchatre
LCMR4 Circulaire 1 mm Blanchatre
LCMR5 Circulaire 1.5 mm Blanchétre
LCMR6 Circulaire 2mm Blanchétre
LCMR7 Circulaire 1 mm Blanchatre
LCMRS Circulaire 0.5mm Blanchatre
LCMR9 Circulaire 1 mm Blanchétre
LCMR10 Circulaire 1.5 mm Blanchétre

LCM1 Circulaire 1.2 mm Blanchétre
LCM2 Circulaire 1.5mm Blanchatre
LCM3 Circulaire 1 mm Blanchétre
LCM4 Circulaire 1 mm Blanchétre
LCM5 Circulaire 1 mm Blanchétre
LCM6 Circulaire 1 mm Blanchatre
LCM7 Circulaire 0.8 mm Blanchétre
LCMS8 Circulaire 1.5mm Blanchétre
LCM9 Circulaire 1 mm Blanchétre
LCM10 Circulaire 2mm Blanchatre

Code LCMR : représente les souches ensemencées sur gélose MRS.
Code LCM : représente les souches ensemencées sur gélose M17.

L’observation macroscopique des cultures en milieux liquide a permis de constater que
tous les isolats possédent un trouble homogeéne indiquant une bonne croissance aprés 24h
d’incubation (Figure 18).

Wy

Témoin 3 ey (B)

Figure 18. Cultures des souches sur milieu MRS (A) ou M17 (B) apres 24h d’incubation.
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e Résultats de I’examen microscopique

Apres la coloration de Gram, nous avons passé a 1’observation microscopique

(GX100) en utilisant I’huile @ immersion. Toutes les bactéries étudiées se sont révélées Gram
+ (100%), de forme coques et sont disposées, en paire, groupées en amas et parfois en courtes

chaines. Ces colonies se sont distinguées par deux formes (figure 20,21 et le tableau 8) :

- 10% présentent une forme coccobacilles isolées, en amas, en tétrade et aussi en chaine.

- 90% des isolats ont une forme cocci disposes en tétrade, en paire, groupés en amas et

parfois en courtes chaines.

M cocoobacilles

W cocci

Figure 19 . Les proportions des bactéries lactiques isolées.

. . ‘\‘.
. - \ - & = . -

-~ . i

L W -
Figure 20 . Observation microscopique (GX100)

A, B : Observation microscopique des isolats lactiques sur gélose MRS.
C, D : Observation microscopique des isolats lactiques sur gélose M17.
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I11.1.2 Résultat d’examens physiologiques et biochimiques

e Test de catalase

Le test de catalase a révéelé que les souches sont catalase négative. Toutes les souches
étudiées ne représentaient pas d’effervescence lors de 1’ajout d’une goutte de H>O>
(Figure2?2). Ce résultat refléte I'incapacité des souches & dégrader le peroxyde d'hydrogene.
La majorité des bactéries lactiques sont des anaérobies facultatifs et n'ont pas besoin de
synthétiser la peroxydase (Larpent, 1997).

Ces caractéristiques (Gram+, catalase -) permettent leur classification au groupe des

bactéries lactiques (Belyagoubi, 2014 ; Kassas, 2017).

Absence d’effervescence

Figure 21 . Résultat de teste catalase.

A : résultat négative du test catalase sur gélose M17.
B : résultat négative du test catalase négative sur gélose MRS.

e Teste oxydase

Tous les isolats ont montré une absence de la coloration violette meme apres quelques

secondes, ce qui révéle un résultat d’oxydase négatif. (Figure 22)
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Absence de la coloration
Figure 22 . Résultat de teste oxydase.

A : résultat négative du teste catalase sur gélose MRS.
B : résultat négative du teste catalase négative sur gélose M17.

Tableau 7 : Résultats des caractéristiques microscopique et biochimiques.

Les souches Forme Arrangement Catalase Oxydase Gram
LCMRI1 Cocet Tzolées, En chaine en tétrade = - +
LCMR2 Cocet En chaine en tétrade - - +
LCMR3 Coccobacille  En courte chaine 1soler - - +
LCMR4 Cocet Isolées, En chaine en tétrade - - +
LCMRS Cocc1 En chaine, en diplocoques - - +
LCMR6 Cocet En chaine en tétrade - - +
LCMR7 Coccobacille En amas - - +
LCMRS Cocet En chaine, en tétrade - - +
LCMR9 Cocet En chaine. 1zolées = - +
LCMRI10 Cocet En chaine en tétrade - - +
LCM1 Cocet Isolees - - +
LCM2 Coce1 En diplocoques - - +
LCM3 Cocc1 Isolées, En chaine en tétrade - - +
LCM4 Cocet En amas - - +
LCM35 Cocci En courte chaine 1soler - - +
LCMo Cocci En diplocoques - - +
LCM7 Cocci En amas - - +
LCMS Cocei En chaine, en tétrade - - +
LCM9 Cocet En tétrade - - +
LCM10 Coce1 En chaine, en diplocoques - - +
+ : Résultats positive - : Résultats négative

Le tableau 8 résume les résultats des caractéristique microscopique et biochimique de
nos isolats étudier. La majorité des souches ont eté de forme cocci, sauf LCMR3 et LCMR7
des coccobacilles. Toutes les souches ont été de Gram+, catalase et oxydase -.
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e Croissance en différentes températures

Ce test permet de faire la différence entre la flore thermophile et mésophile (Carr et
al., 2002). Apres incubation a 22°C, 30°C et a 45 °C, la plupart des souches sont
thermophiles ou nous observons une croissance sur le bouillon MRS et M17 aprés 24h
d’incubation. Cependant seulement 1 souche (LCM6) parmi les 20 souches n’a pas montré

une croissance sur les trois températures (Figure 23, Tableau 9).

Figure 23. Résultat de croissances des souches lactique dans different température.

e Résultat du type fermentaire
Les résultats de ce test ont montré que toutes les souches testées ne produisent pas de
COgpar la fermentation du glucose. Les résultats obtenus indiquent que toutes les souches

sont des bactéries lactiques homofermentaires (Figure 24).

E W 9§ 4 Iy & _ L4 i V
3

Témain Témoin

(&) @
Figure 24. Résultat de type fermentaire

A : souches lactiques dans le boillon MRS (LCMR1, LCMR2, LCMR4, LCMRS).
B : souches lactiques dans le boillon M17 (LCM4, LCM5, LCM8, LCMT7).
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e Résultat de la Croissance a différentes concentrations de NacCl.

Ce test a révélé que toutes les souches cultivées sur milieu MRS sont capables de

résister a des concentrations 3% et 6,5% de NaCl, a I’exception des souches cultivé sur M17

qui sont sensibles a 6.5%. (Figure 25 et Tableau 9)

Figure 25 . Résultats de la croissance de NaCl & deux concentration 3% et 6.5%.

Tableau 8 : Caractérisation physiologique des isolats lactiques.

Isolats

N
N

LCMR1
LCMR2

LCMR3
LCMR4
LCMR5
LCMR6
LCMR?7
LCMRS8

LCMR9
LCMR10
LCM1

LCM2
LCM3
LCM4
LCM5
LCV6 -
LCMm7 +
LCM8 +

+

+

+ + 4+ o+ + + + o+ + A+ o+ + o+ o+

LCM9
LCM10
+ : Résultats positive

Températures °C

30 45
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

- : Résultats négative

+ + + + + + o+ + o+ + A+ + o+ o+ o+ o+ o+ W

Concentration de NaCl (%)

6.5

+ + + + + + o+ + o+ o+

Type fermentaire

Homofermentaire
Homofermentaire

Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire

Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire

Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire

Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire
Homofermentaire
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Globalement, les caracteres phénotypiques (macro-microscopique, physiologiques et
biochimiques) ont certifié de citer une hypothese que les souches lactiques isolés sur
milieu MRS appartiennent au genre Pediocoque et que les souches isolées sur milieu M17

représente le genre Streprocoques.

111.1.3 Aptitudes probiotiques des bactéries lactiques isolées

e Résultat de ’antibiogramme

Les résultats de la résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques a travers les
diametres des zones inhibitrices émergeantes apres 24h d’incubation sont groupés dans les
Tableau 10.

Tableau 9 : Résultats de I’antibiogramme des isolats lactique.

Les souches E cD Ak

0

Ox CN10

LCMR1

LCMR2
LCMR3

LCMR4

LCMR5
LCMR6
LCMR?7
LCMRS8
LCMR9
LCMR10
LCV1
LCM2
LCM3
LCM4
LCM5
LCwv7
LCM8
LCM9
LCM10

(%]

nwv unu u —
1
- VL v uvu vu u uvu u —

— — —
v n umu unun un

nwv v un —-— unvu un

(%]

nmu uvmu uuvu unu uuu unoumvum uu unuumu n u u u un

nwu uvmu OH v unu v unu unuounu u un ouna
D X0 XDV O XD XXV XIXVWXIXWI®OL OLOLOLOHLOL KO OB OB O O

nw umvu v .uvuuvu u.unuo un un —

E : Erythromycine, CD : Clindamycine, AK : Amikacine, C : Chloramphenicole, Ox : Oxacilline, CN10 :
Gentamicine.
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L'activité a été évaluée comme étant sensible, S (2-21 mm) ; intermédiaire, | (16-20
mm) et résistant, R (< 15 mm). Les diamétres critiques sont définis pour chaque antibiotique
par le Comité de 1’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM)
(Liasi et al. 2009).

Les résultats ont révélé des zones d’inhibition presque similaires pour toutes les souches.
Les souches se sont révélées sensibles a 5 antibiotiques testées pour les souches ensemencées
sur gélose MRS et sensibles a 4 antibiotiques pour les souches ensemencées sur gélose M17.

Cependant une résistance a été notée par les toutes souches isolées sur milieu M17
(LCM1, LCM2, LCM3, LCM4, LCM5, LCM7, LCM8, LCM9, LCM10) contre
I’ Amikacine. Les résultats sont représentés également par la figure 26.

Disque d’antibiotique

Zone d’inhibition (halo clair)

Gélose ensemencée au préalable avec
la souche cible

Figure 26 . Résultat de la sensibilité de Streptococcus thermophilus aux antibiotiques
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e Résultats de la thermoreésistance

L’exposition des isolats sur bouillon MRS et M17 a une température de 60°C pendant 30

min permet de révéler que tous les isolats ont résisté a cette température a 1’exception de

LCM6. (Figure 27)

Témoin |

Figure 27. La croissance des souches isolées thermorésistantes

e Résultat de tolérance aux sels biliaires
D’aprés les résultats obtenus (Figure27), on constate que toutes les souches montrent
une viabilité élevée en présence de toutes les concentrations testées en sels biliaires (0.3%,

1%) (Figure 28).

1.2
1
== IRS LCMR3
—.—
E 03 MRS LCMR5
S &= MRS LCMR7
(o)
Q 06 MRS LCMR8
—g— M17 LCM1
0.4 —@— M17 LCM3
—g= V17 LCM4
0.2 —g=— M17 LCM8
0

Temoin 0,30% 1,00%

Figure 28 . Données de tolérance aux sels biliaires de certains isolats lactiques.
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e Résultats de activité antibactérienne

a. Méthode directe de double couche

Afin de déterminer le spectre de [I’activit¢ antimicrobienne des bacteéries
lactiques, nous avons réalisé le test de confrontation direct préconisé par Fleming
et al., (1975) vis-a-vis de deux souches pathogénes a Gram positif (Staphylocoque
Aureus et Bacillus Spizizenii) et trois souches a Gram négatif (Escherichia coli,
Pseudomonas Aeruginosa et Klebsiella Pneumoiae). Cette méthode permet
d’évaluer D’effet antagoniste par la mesure des diametres des zones d’inhibitions.
Chacune des bactéries de nos échantillons a été testée comme inhibitrice (souches
lactique) et indicatrice (souches pathogenes).

Les résultats des interactions bactériennes par la méthode directe entre les
souches inhibitrices et les souches pathogenes témoignent que toutes les souches
lactiques possédent la capacité d’inhiber la croissance des souches pathogenes
représenté par des zones claires avec bordures bien distinctes avec des diametres
qui varie en fonction de la bactérie pathogéne et de la bactérie lactique.

Les diametres varient entre 2 et 20mm. Selon Cardinal et al. (1977) et Tahiri
(2007), les inhibitions dont les diameétres sont > 10mm sont considérées comme

ayant un effet inhibiteur éleve. (Figure 29)

(A) (B)

Figure 29 : résultat de I’effet antimicrobien par méthode directe des souches testées .

(A) :inhibition d’isolat LC MR4 par Escherichia coli
(B) : inhibition d’isolat LC M3 par Pseudomonas Aeruginosa
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La mesure de spectre d’inhibition démontre que les souches sélectionnées ont un
pouvoir d’inhibition jusqu’a 83%, le diamétre d’inhibition varie vis-a-vis les souches
pathogénes dont le taux des inhibitions exercées par les bactéries lactiques contre
Escherichia coli et Bacillus Spizizenii est de 100%, 85% contre Pseudomonas Aeruginosa,

alors que contre Staphylocoque Aureus et Klebsiella Pneumoiae est de 65%. (Figures 30,31)

M présence d'inhibition

M absence d'inhibition

Figure 30 . Pourcentage d’inhibitions des bactérie lactiques.

1200
100%

ED%

Taux d'inhibition(%:)

0%

E.cali 54 PA BS KP

Souche pathogénes
Figure 31 . Taux d’inhibitions des bactéries lactiques contre les souches pathogeénes.

E. coli : Escherichia coli ; SA : Staphylocoque Aureus ; PA : Pseudomonas Aeruginosa ;
BS : Bacillus Spizizenii ; KP : Klebsiella Pneumoia
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1. Vis-a-vis E. coli

Escherichia coli
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Figure 32. Activité antibactérienne des isolats lactiques vis-a-vis E. coli.

La figure 32 montre une inhibition considérable de la souche d’E. coli par la majorité
des souches lactiques avec des diamétres d’inhibition varient entre 6 a 16 mm pour les

souches sur milieu MRS et 6 a 14 mm sur milieu M17.

D’apres les résultats, les souches LCMR2, LCMR3, LCMR4, LCMRS, LCMR6,
LCMR7, LCMRS8, LCMR10 et les souches LCM1, LCM2, LCM3, LCM5, LCM4, LCMS,
LCM9, LCM10 ont manifesté un spectre d’activité antibactérienne plus important avec des

diamétres > 10 mm.

2. Vis-a-vis Bacillus Spizizenii

Bacillus Spizizenii
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Figure 33. Activité antibactérienne des isolats lactiques vis-a-vis Bacillus Spizizenii.
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D’aprés les résultats des zones d’inhibition, nous remarquons que la souche de Bacillus
Spizizenii a été inhibée par les 20 isolats lactiques avec un diameétre de zone d’inhibition
varie entre 4 a 20 mm. LCMR7, LCMRS8 ont la meilleure activité antibactérienne sur MRS

avec un diamétre de 18 mm et LCM10 sur M17 avec un diamétre de 20 mm (Figure33).

3. Vis-a-vis Pseudomonas Aeruginosa

Pseudomonas Aeruginosa
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Figure 34. Activité antibactérienne des isolats lactiques vis-a-vis Pseudomonas Aeruginosa.

Selon la figure 34, nous remarquons qu’il y a une variabilit¢ dans D’activité
antibactérienne des souches étudiées.

On note que les souches LCMR8, LCM3 présentent un spectre d’activité antibactérienne
plus important avec des zones d’inhibition dans I’ordre 13, 12 mm par comparativement aux

souches LCMR3, LCM4, LCM7 qui ne présentent aucune zone d’inhibition.

4. Vis-a-vis Staphylocoque Aureus

Staphylocoque Aureus
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Figure 35. Activité antibactérienne des isolats lactiques vis-a-vis Staphylocoque Aureus.
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D’apres les résultats des zones d’inhibition obtenus dans la figure 35, nous remarquons
que les isolats lactiques n’ont pas un spectre d’activité antimicrobien important contre la
souche de Staphylocoque Aureus.

Les souches LCMR3, LCMR4, LCMR7, LCM3, LCM4, LCM5, LCM8 ne présente
aucune zone d’inhibition comparent aux souches LCMRI1, LCMR2, LCMRS5, LCMR®,
LCMR9, LCM1, LCM2, LCM7, LCM9 dont les diameétres des zones d’inhibitions sont

faibles et varient entre 2 a 4 mm.

5. Vis-a-vis Klebsiella Pneumoiae

Klebsiella Pneumoiae
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Figure 36 . Activité antibactérienne des isolats lactiques vis-a-vis Klebsiella Pneumoiae

La figure 36 montre que 35 % des isolats lactiques ne présentent aucune inhibition
contre Klebsiella Pneumoiae et que LCMR10 et LCM8 ont un spectre d’activité
antibactérien plus important que les autres souches avec respectivement des diameétres de 12

mm et 10 mm.
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b. Méthode indirecte des puits

Figure 37 . Inhibition obtenue par la méthode de Barefoot et Klaenhammer (1983) par les
souches lactiques (LCMR8, LCMR2, LCM1, LCM10) vis-a-vis E. coli (A) et
Staphylocoque Aureus (B).

Les isolats pré-identifiés ont été testés par la méthode de Barefoot et Klaenhammer
(1983), pour la détection de souches lactiques productrices de substances protéiques
antimicrobiennes. Cette méthode permet de mettre en contact le surnageant des isolats avec
les souches pathogeénes indicatrices. L’activité inhibitrice se traduit par I’apparition de zones
d’inhibition autour des puits.

Les résultats enregistrés ont permis de constater une absence totale des zones d’inhibitions

autour des puits malgré de nombreuses répétitions (Figure 37).

e Résultat de la tolérance aux acides
Les souches de bactéries lactiques a potentiel probiotique ont été examinées pour
leur habilité a tolérer de forte concentration en acide dans des bouillons MRS et M17 ajustés
a des pH 2 ;4 et 6,5. Les résultats en été obtenu en calculent la densité optique aprés 6h et
24h d’incubation.
La survie a pH 6.5 était favorable pour toutes les souches de bactéries lactiques
sélectionnées. Tous les isolats ont démontré une viabilité a pH 4, ont continué leur

surcroissance a pH 2.

Page | 57



Moyenne DO620nm

Résultats et discussion

Souche
LCMR LCM
2,5000-
2,0000
1,5000
1,0000
0,5000-
0,0000-
&h 24h &h 24h
Heur Heur

Figure 38. Tolérances aux acides des souches lactique.
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I11.2 Discussion genérale

Le lait est un écosystéme naturel des bactéries lactiques. Il est I’un des produits
laitiers le plus consommable en raison de son importance nutritionnelle (Paci Kora,2004 ;
Kiemptore,2013).

Notre étude consiste a isoler, purifier et identifié des souches lactiques a partir du lait
de chévre sur les milieux MRS et M 17 afin d’évaluer par la suite leur potentiel probiotique.
Les bactéries lactiques ont la réputation d'avoir des exigences nutritionnelles nombreuses et
complexes rendant parfois leur culture fastidieuse en laboratoire. De faits de leurs exigences
nutritionnelles, les milieux de culture doivent étre riches en sucre, en matiéres azotées et

surtout en facteurs de croissances (Pilet et al., 2005).

Les tests préliminaires de 1’examen macro-microscopique de cette étude ont été
réalisés pour différencier entre bactéries lactique et d’autres bactéries. Tous les isolats testés
sont de Gram +, catalase -, oxydase -. Selon les caractéres de détermination des bactéries
lactiqgue (bactéries a gram +, généralement immobiles, asporulées, catalase négative,
oxydase négative) (Motyl et al.,2009). Les 20 isolats obtenus a partir du lait de chevre sont

des bacteéries lactiques.

Les résultats microscopiques de notre étude ont montré la présence de 2 formes coque
et coccobacille avec une présence majoritaire de coque (90%) par rapport au coccobacille.
Nos résultats se rapprochent de ceux cités par plusieurs études menées dans le méme
contexte que le notre et réalisées sur des produits laitiers tels que les laits crus et les fromages
(Badis et al., 2005 ; Hammi ,2016 ; Benhouna ,2019), mais contrairement aux resultats
trouvés par Tahlaiti (2019) qui a noté une prédominance des batonnets par rapport aux
coques. Ces résultats peuvent étre expliquée par le fait que les espéces de bactéries lactiques
détectées dépendent essentiellement de la nature du lait cru et des conditions d'analyse (Saidi
et al., 2002).

L'identification des souches a été réalisee en suivant les recommandations de Carr et
al. (2002), Axelsson (2004) et Hammes et Hertel (2006). L'orientation de l'identification est
basée sur la morphologie, la croissance a différentes températures, la capacité de croissance
a de hautes concentrations de sel (3% ; 6,5%) et le type fermentaire (Konig et Frohlich,
2009).
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Les souches de nos études sont thermophiles poussent a 45°C sauf la souche
(LCMB6) est mésophile capable a se développer qu’a 22°C et 30°C. Tous les isolats sont
homofermentaires ne produit pas de gaz et elles peuvent croitre a une concentration de NaCl
de 3% et 6.5%.

Sur la base de nos résultats et en se référant sur les calés d'identification des bacteries
lactique : les 10souches isolées sur gélose MRS appartienne au genre Pediocoques, tandis

que les 9 souches ensemencée sur milieu M17 sont des streptococcus thermophilus.

La deuxieme étape de notre étude consiste & mettre en évidence les bactéries lactiques
qui ont un potentiel probiotique, en étudiant leur activité antibactérienne, antibiogramme,

thermorésistance, tolérance aux sels biliaires et a I’acide.

L'activité antimicrobienne directe est une propriété trés importante dans la sélection
des probiotiques, permettant ainsi la conservation des aliments et la prévention des infections

gastro-intestinales (Champomier-verges et al., 2020).

Les résultats des interactions bactériennes par la méthode directe entre les souches
inhibitrices (bactéries lactiques) et les souches indicatrices (bactéries pathogenes)
témoignent que les souches du genre Pediocoque et streptococcus thermophilus possédent
la capacité d'inhiber la croissance des bactéries pathogénes dont le spectre
d’inhibition est de 83% cas d’inhibition et 17% d’absence d’inhibition, avec des
diameétres qui varie en fonction de la bactérie indicatrice et en fonction de la

bactérie lactique.

Nos résultats ont démontré que le taux d’inhibition vis-vis d’Escherichia coli et de
Bacillus Spizizenii est de 100% et 85% contre Pseudomonas Aeruginosa, alors que contre

Staphylocoque Aureus et Klebsiella Pneumoniae est de 65%.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Bougeurra, (2020) et Mokdad, (2020) qui
ont constaté que les isolats lactiques étaient actifs contre toutes les bactéries indicatrices a

Gram (+) et a Gram (-) et I'effet inhibiteur differe d'une souche a une autre.

La présence des zones d'inhibition en cas d'utilisation d'une culture lactique entiére
est due au métabolisme du lactose en acide lactique qui abaisse le pH et crée un
environnement défavorable au développement des bactéries pathogenes (Fleming et al.,
1975 ; Barefootet klaenhammer, 1983), au peroxyde dhydrogene (Barefoot et

Klaenhammer, 1983) ou aux bacteriocines (Klaenhammer, 1993 ; Benyoucef, 2018).
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Plusieurs études ont montré que I'activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis
des bactéries pathogenes est due a la libération des substances de nature protéique (les
bactériocine) (Klaenhmmer,1993 ; Benyoucef,2018).

Il serait donc utile d'identifier la nature (bactériocine ou autre) et le nombre de
molécules bioactives responsables de cette activité. De ce fait, lors de cette étude, nous

avons entamé la recherche des bactériocines par la méthode de diffusion (puits).

En travaillant dans les conditions expérimentales permettant d'éliminer I'influence
des acides, nos souches Streptococcus thermophilus et Pediococcus sp n’ont révélé aucun
spectre d’inhibition contre les cinq souches Pathogenes testés. Ces résultats
obtenus témoignent que nos souches ne sont pas capables de produire des bactériocines. Ce

qui concorde avec ceux de Remdane et Djeni (2021).

Les probiotiques devraient ne pas étre pathogénes ou toxinogeénes. En raison de leur
consommation humaine, la sécurité de ces organismes est primordiale car leur résistance aux

antibiotiques peut constituer I'une des menaces possibles (Zarour et al., 2018).

Plusieurs études ont montré la résistance naturelle d'une gamme importante de
bactéries lactiques aux antibiotiques (Botes et al., 2008). 1l est nécessaire avant de lancer
une culture probiotique de vérifier que les souches bactériennes impliquées ne contiennent
pas des genes de résistance aux antibiotiqgues (Ammor et Mayo., 2007). L’étude de la
résistance, des souches lactiques, aux conditions gastriques et intestinales simulées, a leur
adhésion aux cellules épithéliales de la ligné animale et leur activité antibactérienne contre

des microorganismes pathogenes.

Pour cela, dans cette étude, différents groupes d'antibiotiques ont été mis en test. La
majorité des souches du genre Pediocoques étaient sensibles & 1'Erythromycine,
I’amoxicilline, chloramphénicol et la Gentamicine tandis, qu’clles présentent une

intermédiaire de sensibilité avec la Clindamycine.

Cependant, les Streptococcus thermophilus preésentent une sensibilité a
I'érythromycine, clindamycine, oxacilline, Gentamicine, par contre elles varient entre
sensible et intermédiaire a 1’Amikacine, et elles présentent une résistance au

chloramphenicol.
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Résultats et discussion

Nos résultats se rapprochent de ceux de Mokdad et al. (2020). 1l convient de noter
que la résistance aux antibiotiques des bactéries de la culture de démarrage ne présente pas

de risque direct pour les consommateurs car elles ne sont pas pathogenes.

La résistance aux sels biliaires est I’un des critéres importants pour la sélection des
souches probiotiques car 1’intestin gréle et le c6lon sont les premieres niches de colonisation
de I’organisme hote par les souches probiotiques (Aynur Ahmadova et al., 2013).
L’exposition des cultures de nos souches a différentes concentrations de sels biliaires (0.3%
et 1%) a montré que la plupart des Pediocoques ont tres bien survécu en présence de 0.3%
de sels biliaires (95%), cependant une diminution de la résistance a été constatée en présence
de 1% (52%) de sels biliaires. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportes par
Benyoucef et al. (2017).

Le pourcentage de viabilité de S. thermophilus était comparable a celui du témoin, et
était estimé a 98% et de 96% pour les concentrations de 0.3% et 1%. Cependant les souches
de S. thermophilus ont montré une plus grande tolérance aux sels biliaires que les

Pediococcus. Nos résultats sont similaires avec ceux de Bagci et al. (2019).

Le critere essentiel dans la sélection d’un microorganisme potentiel probiotique est
sa capacité d’atteindre, de survivre dans le tractus digestif et notamment aux pH acides
(Argyryet al., 2013). C’est la raison pour laquelle nous avons testés 1’exposition prolongée
de nos souches aux conditions acides similaires a celles de 1’estomac a été realisée par leur

exposition a differents ph (2 ;4 et 6,5) pendant 6h et 24 h d’incubation

Les résultats de la tolérance a 1’acidité in vitro montrent que toutes les souches du genre
Pediococcus et de streptococcus thermophilus ont pu survivre a pH acides, une légere

réduction par rapport au contrdle a été enregistrée a pH=4 et pH=2 par rapport aux pH=6.

Les résultats obtenus sont en accord avec les données bibliographiques qui dit que le pH
des bactéries lactiques est compris entre 5 et 7 (Novel, 1993).

De méme, la plupart des bactéries lactiques comme les streptocoques sont naturellement
bien adaptés a un pH acide, elles sont capables non seulement de produire des acides mais
de fonctionner a pH acide. Nos résultats montrent également que les pediocoques tolére aussi

I’acidité, ceux-ci sont en accord avec ceux trouvés par Millette et al., (2007).
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Résultats et discussion

D’aprés nos résultats, on peut dire que nos souches lactiques isolées du lait de chévre du
genre Pediococcus et Streptococcus thermophilus pourraient étre de bons candidats

probiotiques.
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Conclusion

Les bactéries lactiques ont un intérét majeur pour I’amélioration de la qualité et de la
sécurité alimentaire. Elles sont utilisées entant que supplément nutritionnelle et
médicamenteux qui exercent un effet bénéfique a la santé humaine et animale. Ces bactéries
d’origine laitiere, nous montrent apres chaque étude effectuée des particularités surprenantes

les unes que les autres.

Le rythme d’apparition de nouveaux produits probiotiques est en augmentation
constante depuis plusieurs années, c’est une progression au nombre de publication

scientifique consacrées aux probiotiques.

L’objet principal de cette étude était donc d’évaluer quelques aptitudes probiotiques
apres I’isolement des bactéries lactiques partir du lait de chévre provenant de la région de

Blida. A travers nos résultats, il ressort que :

» Sur la base des tests de la microbiologie classique, nous avons pu isoler, sélectionner
et pré-identifier de 10 souches lactiques appartenant au genre Pediococcus et 10
souches de streptococcus thermophilus.

» Les résultats de 1’étude des aptitudes technologiques ont montré que I’ensemble des
Pediocoques et streptococcus thermophilus étudiés présentent in vitro des propriétés
probiotiques intéressantes telle que le pouvoir antibactérien, résistance aux
antibiotiques et enfin la tolérance aux stress acide et aux sels biliaires. Toutefois,
cette étude est un point de départ pour approfondir et caractériser les propriétés
biotechnologiques des bactéries lactiques. De plus, ces informations pourraient étre
utilisées dans 1’élaboration d’un programme de recherche afin d’identifier et de
sélectionner des souches probiotiques a des fins thérapeutiques.

» Selon le teste d’antagoniste nous avons trouvé que nos souches étaient productrices
des substances inhibitrices vis-a-vis des bactéries pathogenes, de plus les souches
lactiques ont montré une résistance moderée vis-a-vis des conditions hostiles telles
que les sels biliaires a 0,3% et 1% dont on a remarqué une certaine résistance méme

apres 24h d’exposition.
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Conclusion

Cette recherche s’inscrit dans la perspective d’une future utilisation des souches
probiotiques sélectionnées dans le contrdle et le traitement des infections. Par conséquent
d’autres études sont nécessaires pour justifier leur emploi en tant que telles. Ces derniéres

doivent étre axées sur :

o L’Application du génie génétique pour I’identification des souches lactiques isolées.

o L’étude de I’adhésion aux cellules épithéliales d’origine humaines.

o La purification des substances antimicrobiennes synthétisées par ces souches afin de
confirmer leur nature et leurs modes d’action.

o Etude des propriétés technologique (la protéolyse, la lipolyse, pouvoir acidifont).

o L’étude de I’hydrophocité et auto agrégation.

o Evaluation in vivo de profil probiotique.
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Annexe | : Clef d’identification des bactéries lactique

Lactic acid bactena: gram-positive, catalase-negative
!

(as from glucose "
Cocel Rods - Arginine ¥
Lactobacillus
4 Terads - (homofermentive strains) D Lactate DL

Pediococcus I—" * 1€ 7 Coccior  Rods
L Thetmo- Strepto- coccoidial rods Lactobacillus

(heterofermentative strains)
0°C 65% faclcnum hacterium  Leuconostoc = Betabackerium
; NaCl

Lactococcus  Streplococcus  Enterococcus

-

Figure 39 .Schéma géneral de différentiation des genres appartenant aux bactéries
lactiques (Carret al.,2002)

Annexe Il : La composition des solutions utilisées

o Lacomposition d’eau physiologie 9 /ml :

Bau distillé .........coovvieic s 1000 ml
PEPIONE ... lg
NACH. ... 99



o Lacomposition de solution NAOH 1N :

Bau diStillé ..o 100 ml

Annexes

Annexe Il : La composition des réactifs et colorant utilisée

o Lacomposition de violet de gentiane ou cristal :

Violet de gentiane.........ccoceveverininiinieie e 10gou(59)
PRENOL ... 5¢g

Ethanol 2 0.95........cccivveieicee e, 20 cm®

EaU diStillé ..., 1 dm?3

JOAE .. 50
lodure de potasSium........cccooeveiiieninieee e 10g
Bau distillé ..o 14 ml

o Lacomposition de Fuchsine de Ziehl :

Fuchsing basiqUe..........cccoviereniiiiee e 10¢g
PRENOL ... 509
ETNANOL......ceiecececececeeecececececece e 0.5cm?



Annexe I11 : la composition des milieux de culture

o Lacomposition gélose MRS :

PEPLONE ... 109
Extrait de Viande..........coccooeviniiinieieeene s 8¢
EXtrait de [eVUre.........covoviiiiiiiieee e 49
GIUCOSE ... 20 g
Acétate de sodium trihydraté............ccccooevvrinniinennn. 59
Citrate d’ammonium..........ccceevveeniieeniineesnieesnnee e 29
TWEEN 80 .. 1ml
hydrogénophosphate de potassium...........cccccceeveeueenee. 249
Sulfate de magnésium heptahydraté................c......... 0.2¢
Sulfate de manganése tétrahydraté ...............cccceeveee. 0.05¢g
AGAN .o 10 ¢
Eau diStillee .......ocovveiiiiieeee 1000 mi
PH 6.2

Annexes

» La composition de boillon MRS : tous les composants de gélose MRS sauf 1’agar.

» Autoclave 120 ° pendant 20 min

o Lacomposition de milieu Mueller Hinton

Extrait de viande..........ccccevveviiie s 29
Hydrolysat acide de Caseine..........c.ccoceevrvrerircrenenenn 175¢
AMION 1 159
AGAT e 109
Bau distillé .........cooveiee s 1000 ml
PH e 7.4

» Autoclave 120 ° pendant 20 min


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
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o Lacomposition gelose M17 :

TIYPLONE. ..o 2549
Peptone papainique de SOja...........cceverreeieerieninieanncns 5¢
Peptone pepsique de viande............cccoovvevvereiiieinennns 25¢
EXtrait de Viande.........ccoeveiiiiiiniiiecene e 50
EXtrait de IeVUrE.......c..oeeiviiiee e 250
Béta-Glycérophosphate de sodium.............cccceveevenee 19¢
Sulfate de magnésium...........ccceevvieieeie i 0,25 ¢
LACTOSE ... e 59
Acide asCorbiqUE ........coeiiriririee 059
Agar-agar bactériologique ...........ccooviiiiiiieiiineen, 159
Eau distillée .....ccoevveieie e 1000 ml
PH s 71+0,2

» La composition de boillon M17 : tous les composants de gélose M17 sauf 1’agar.
» Autoclave 120 ° pendant 20 min

o Lacomposition la gélose nutritive :

PEPIONE ..o 10g
Extrait de viande............ccccovviiiiiiie i, 5¢
Chlorure de Sodium .........c.cooviiiiiiiicie s 5¢g

Bau diStille.......cooeiiee e 1000 ml
AGAN .o 159

PH 7.2

» Autoclave 120 ° pendant 20 min


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ascorbique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar

Annexe IV : Appareillage et Verrerie.

Verrerie

Erlenmeyer de 1000 ml .
Flacons stériles de 200 ml.
Lame et lamelle en verre .
Pipette pasteur .

Tubes stériles .

Autres matériels et Produits chimiques :

Boites Pétri

Anse de platine

Portoirs

Papier parafilm

Barreau magnétique
Seringue stérile
Ecouvillon

Huile d’immersion
Glycérol

Alcool 95°
N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride
Le peroxyde d'hydrogene
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o Figures des appareils utilisées

Bec bunsen Bain marie Etuve bactériologique a 37 °

Balance de précision

Agitateur vortex Agitateur muni d’une plaque Réfrigérateur
chauffante

Spectrophotometre PH métre Centrifugeuse




