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Abstract

Spirulinaconfirme  itsrole  as  Alicament, itsexceptionalnutritional value has a
significanttherapeuticinterest. It has an effect on the intestinal flora. This studyisintended to
demonstrate the influence of Spirulina on the growth of Bifidobacterium.

We have usedSpirulinaplatensiswithbifidobacteriacontained in the infant milk in order to
augment their effectives beacausetheselatersplay an important role in the regulation of the
intestinal flore.

The Spirulina has protein levels revealed a significant 56,2 g/L + 0,54.At the end of the study,
the enrichment of infant formula (Célialer age) fermentedwith a strain of Bifidobacterium
(Bifidobacteriuminfantis) withspirulina due to 1% significantlyimproved the acidification
speed of bifidstrain (VpH =97,10%)after 24 hours of fermentation, and accel erates the growth
rate from 0.38 to 0.20 min-1 reducing the time of generationfrom4.88 to 2.60 mn.

Keywords: Bifidobacteriuminfantis,Spirulina, Infant formula, Acidifyting power and growth,
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La spiruline confirme son réle d'alicament, sa valeur nutritive exceptionnelle présente
un intérét thérapeutique non négligeable. Elle possede un effet sur la flore intestinale. Cette
étude apour but de démontrer I'influence de la spiruline sur |a croissance des bifidobactéries.
Et le pouvoir acidifiant.

Nous avons utilisé la souche Spirulinaplatensisau profit des bifidobactéries contenus dans le

lait infantile Célia 1% age afin d’ augmenter leursnombrecar ces derniéres jouent un réle
important dans larégulation de laflore intestinale.
La spiruline a révélé un taux de proténes important soit 56,2 + 0,54 g/.Au terme de I’ éude,
I'enrichissement du lait infantile (Célial®™ age) fermenté avec une souche de bifidobacterium
(Bifidobacteriuminfantis) avec la spiruline en raison de 1% a améioré significativement la
vitesse d' acidification de la souche bifide (VpH =97,107) aprés 24 h de fermentation, et
accélére son taux de croissance de 0,38 30,20 mn™ et réduit le temps de génération de 4,88 &
2,60 mn.

M ots clés:,Bifidobacteriuminfantis,Spiruline, Lait infantile,Pouvoir acidifiantet croissance
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I ntroduction

La spiruline dont le nom scientifique est Spirulinasp. OuArthrospirasp.est une algue
bleue microscopique qui se développe dans les régions tropicales et subtropicales. Apparue
sur laterreil y a 3,5 milliard d'années, dle figure aujourd'hui parmi les étres vivants les plus
vieux de notre planéte et attire de plus en plus I'attention des scientifiques. Elle posséde de
multiples utilités: Agro-alimentaire, pharmaceutique, écologique et biotechnologique(Char py
et al.,2008).

De nombreuses études ont montré des effets positifs de sa consommation sur la santé humaine
et animale (Fox,2002).

La spiruline est une algue bleu-vert, depuis des années, considérée comme un complément
alimentaire sain et efficace par un nombre grandissant de personnes(Simpore et al.,2006). La
spiruline est utilisée dans la lutte contre la mal nutrition car nul autre aliment ne peut apporter
jusqu'a 70% de protéines, autant de minéraux, vitamines, anti-oxydant et acides gras poly-
insaturés.De ces qualités découlent pour nous un grand intérét de son utilisation dans
['alimentation infantile.Des éudes transversales ont montré que la flore coligue du nourrisson
sous allaitement maternel est dominée par les bifidobactéries tandis que les entérobactéries

prédominent chez I’ enfant nourri au lait artificiel (Char py et al.,2008).

Tsuchihashi a montré en 1987 que I'gout de 5% de la spiruline dans |’aimentation
augmentait de 3 fois la population des Lactobacillus des intestins de rats. Chez les humains,
les Lactobacillus sont connus pour leurs 3 fonctions majeurs: ils facilitent la digestion des
nutriments, protégent contre les infections et stimulent le systéme immunitaire.La
gpirulineagit comme aliment fonctionnel, nourrissant la flore intestinale, surtout le
lactobacille et le bifidus.Le maintien d"une population saine de ces bactéries dans |'intestin
réduit les problemes provoqués par des ééments pathogenes commeE. Coli et Candida

albicans.

Le but de ce présent travail est I’ éude del’influence in vitro de la spiruline sur la croissance
de la flore intestinale en particulier sur les bifidobactéries.La premiere étape de cette éude
consiste a réaiser le contréle microbiologique et physicochimique du lait infantile (Célia
1%8ge). La seconde étape est orientée vers la caractérisation de la souche
Bifidobacteriuminfantis dans le lait infantile 1¥age seul et enrichi en spiruline a raison de
1%.Deux parametres technologiques ont fait I’ objet de cette éude soit le pouvoir acidifiant

(pH) et la cinétique de croissance (biomasse).



Chapitre | La spiruline

l. Historique

Lorsque les Européens aborderent en Ameérique centrale, ils découvrirent que les Azteques
tiraient du Grand Lac Texcoco, situé prés de Mexique, une sorte de «boue» bleue a haute
valeur nutritive, «detecuitlatl» (Perez, 1997).

EnAfriquecertaines tribus du Sahara, consomment depuis bien longtemps la
spiruline,puiseedansdesl acsetmaresouel | ecroital’ étatnaturel ,sousformedegal ettesnommees'’ Di
hé’(Vidalo,2008).

La spiruline, bien que déja décrit par Wittrock et Nordstedt en 1844, ne fut vrament

redécouverte qu’ en 1940 au Tchad par un botaniste francais du nom de Dangeard.

En Algérie, la production de la Spiruline reste au stade artisanal et expérimental. L’ unique
producteur connu a ce jour est Mr Hiri Abdelkader qui connait parfaitement le processus de
production de cette espece d’'algue. Il dispose d'un bassin installé a Tamanrasset d’ une
superficie d’ environ 20m? et produit 20kg de spiruline séche par an. Plusieurs avantages
peuvent s offrir pour la production de la Spiruline en Algérie notamment les conditions
climatiques du Sud du pays (Vidalo,2008)

. Caractéristiqguedela spiruline
La spiruline est une cyanobactérie. Elle appartient donc au domaine des bactéries et se classe
parmi les bactéries Gram négatives (Charpy et al.,2008)
Les cyanobactéries peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires ; dans ce dernier cas, leurs
cellules s arrangent en amas de type de colonies ou, le plus souvent, en filament compose de
cellules aignées (ces filament sont appelés trichomes). Ces trichomes sont hélicoidales,
observables uniquement en milieu liquide, et ils sont caractéristiques du genre. C'est d'ailleurs
delaquelaspirulinetient son nom (Charpy et al., 2008)
La spiruline est considérée comme une algue bleu-vert planctonique microscopique souvent

de forme spiralée (Per ez, 1997).

+ Son habitat aquatique

+ Laprésence d un systéme photosynthétique producteur d’ oxygene

+ Samorphologie proche de celle des algues

+ Sacouleur liée asateneur en pigment bleu (phycocianine) et vert
(Chlorophylle)
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C’ est un des plus primitifs organismes apparus sur la Terre il ya plus de 3,5 milliard d années
(Perez, 1997).

La spiruline est une cyanophycée microscopique d une longueur moyenne d environ 250um.
Elle est composée de filaments mobiles de 10 a12um de diamétrenon ramifi€ et enroulés en

spirale, généradement en 6 ou 7 spires (figure 1) ( Tabutin et al .,2002).

= ;;-L‘
s i |
& g

l!l
1|i

Figuren®0l1l: Arthrospiraplatensis(100)(Tabutin et al .,2002)

I11.  Taxonomiedelaspiruline

Laclassification de la spiruline est comme suit :

4+ Régne:Monera

< Sousrégne : Procaryota

4 Phylum : Cyanophyta

4| Classe : Cyanophyceae

4+ Ordre : Nostocales

4 Famille : Oscillatoriaceae

4 Genre:Arthrospira

4 Espéce :Arthrospiraplatensis
Espéce et sous- espece : Arthrospiraplatensis, A. maxima, A. toliara, A.lonar,
A.craterMexicana, A. paracas ..etc (Vidalo, 2008).
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V. intérétsnutritionnelsdela spiruline
La spiruline présente des propriétés thérapeutiques. Elle renferme plusieurs molécules ayant
fait I’objet d' éudes pour leurs activités biologiques. C'est d’abord L’ impressionnante teneur
en protéines de la spiruline qui a attiré I’ attention des chercheurs comme des industriels. Par la
suite, le nombre de propriétés particulierement intéressantes sur le plan nutritionnel sont
apparues : composition protéique équilibrée, présence de lipides essentidls rare ainsi que de
nombreux minéraux et vitamines (flaquet,1996).

IV.1. Protéines et acides aminés

Lateneur en protéines de la spiruline est élevée. Elle représente 60% a 70% de matiere

seche (Fox, 1999) et possede la plupart des acides aminés dont les acides aminés essentiels
(Bujard et al., 1970). Lesteneurs des acides aminés sont présentés au tableau 1(Annexes 01)

IV.2. Leslipides et lesacidesgras
IV.2.1. Leslipides totaux

Le pourcentage des lipides totaux est compris entre 6 et 13% de poids sec en
spiruling(Flaquet,1996).

IIs se subdivisent en deux fractions : une fraction saponifiable ou « acide gras » (83%) et
unefraction insaponifiable (17%) (Clément ,1975).

IV.2.2. Lesacidesgras
L’acide gamma- linoléique constitue jusqu’a 40% des acides gras de la spiruline, qui figure
parmi les meilleurs sources connues d’ acides gammalinol é que(Flaquet, 2006).
Cette présence mérite d' étre soulignée du fait de sa rareté dans les aliments courants et que
c'est un précurseur de médiateur chimiquedes réactions inflammatoires et immunitaires
(Flaquet, 2006).
Laspiruline est également riche en sulfolipides, qui intéressent les chercheurs pour leur activité
protectrice contre des infections virales. Le composant lipide sulfoquinovosyldiacylglyceérol
(SQDG), par exemple, a démontré par expérience in vitro sa capacité ainhiber |a transcriptase
inversedu VIH (Kiet et al., 2006).

IV.3. Glucides et polysaccharides

Les glucides représentent environ 15% a 25% de la matiére seche de la spirulineElle est
spirulane calcique (Ca-SP) et |e spirulane sodique (Na-SP)(Flaquet, 2006).

Ces polysaccharides présentent d’intéressantes propriétés anticoagulantes immunostimul antes

4
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et antiviraes (Flaquet, 2006).

IV.4. Lesvitamines
Les vitamines jouent un réle important dans le développement harmonieux et le maintien en
bon équilibre de I organisme humain dans son ensemble. La spiruline possede la vitamine A
(sous forme de précurseur : le B-carotene en quantité particuliérement élevée, 15 fois plus
carotte), le complexe vitaminiqgue B (B1l, B2, B3, B6, B9, B12). La composition de la

spiruline en vitamines est représentée dans le tableau 2 (Annexe 01)

IV.5. Pigments
La spiruline contient des chlorophylles -a (typique des végétaux), des caroténoides dont le
principal est le B-carotene et des phycobiliproteines tells la phycocianine et |a phycoérythrine.
Ces pigments sont responsables de la couleur caractéristique de certaines especes.

Les teneurs en pigments de la Spirulinaplatensis apparai ssent dans le tableau 3 (Anexe0l)

IV.6. Selsminéraux et les oligoéd éments
Laspiruline est naturellement riche en certains minéraux essentiels particulierement importants
lors de la malnutrition. 1l est utile de mentionner qu’il est possible de jouer sur les intrants et
ains de facilement modifier le contenu en acide gras ou en certains minéraux (Johnson et
Shubert,1986).

IV.6.1. Fer
La spiruline naturelle a des teneurs en fer alant jusqu'a 500mg/K bien que des valeurs
supérieurs a 1000mg/K g aient été trouvées (Campanella, 1999). Le feravec sa biodisponibilité
elevée, fait de la spiruline une source de fer particulierement adéquate pour les femmes
enceinte souvent anémiées (Johnson et Shubert,1986).

IV.6.2. Zinc
La spiruline ne contient généralement que des traces de zinc (21-40mg/g) mais peut facilement
en étre enrichie (Flaquet et Hur ni,2006)

IV.6.3. Magnésium
La spiruline est naturellement riche en magnésium et la biodisponibilité decelui-ci pour
I’homme a été démontrée(Flaquet et Hur ni,2006)
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V. Laproduction dela Spiruline

La production de la spiruline se fait a plusieurs échelles : artisanale, semi-industrielle
et industrielle. Les ééments de différentiation de ces modes de production sont la surface
totale des bassins de culture et leur surface unitaires, les moyens et matériaux utilises, les
degrés de technologie, les objectifs le processus de fabrication de la spiruline passe cependant
par les mémes étapes obligatoires.

V.1. Production artisanale
Les fermes artisanales de Spiruline sont des systemes d’ exploitation nécessitant un faible
apport en énergie. La surface des bassins est trés variable, n’ excédent pas certains de m? pour
une surface totale inferieure & 3000m* Les moyens mis en ceuvre peuvent étre rustiques,
faisant appel au bon sens et al’ingénierie. (Charpy et al.,2008)
L’eau utilisée est nécessairement celle du puits villageois le plus proche. Les bassins sont
soumis au gré des intempeéries, pluies, vents de sable, déjections d’ oiseaux... la production est
exclusivement dévolue a la consommation locale. (Vidalo,2008)
La plus grand partie de la spiruline produite dans le monde est issue de bassins artisanaux,
initiés, construits et financés par des programmes humanitaires extrémement actifs et
efficaces.) (Charpy et al.,2008)

V.1.1. Méthodes de production artisanale
» Parametrede production
e Température

Doit se situer entre 20 et 37°C.au dessous de 20°C, la croissance et stoppé.

e Lalumiére
Une intensité lumineuse éevée sans agitation conduit ala photolyse du micro algue.
Une forte intensité lumineuse conjuguée avec une forte agitation donne la croissance
optimale.
En lumiére et agitation faible, la croissance est lente, mais la pigmentation plus marqué, ¢’ est-
adire que lacouleur est vert plusfoncé et e bleu de la phycocyanine apparait (Fox,1999).
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Etant moins soluble dans |’ eau chaud que dans I’ eau froid, I’ élévation de la température réduit
son taux, limitant la croissance. Une température trop basse réduit aussi |a croissance. Donc,
dans la zone de 34 a 40, I’ addition de CO, stimule la croissance. (Ariel,2006)

e pH

Elevé et dcalin. Le pH optimum pour la croissance de la spiruline est autours de 9,5

» Lemilieu deculture
Les spirulines vivent dans une eau a lafois salée et acaline. De ce fait |a elles sont protégées

contre germes et parasites.

L’eau utilisé pour le milieu de culture doit étre de préférence potable (mais ne sentant pas
fortement le chlore) ou au moins filtré, le plus important étant I’é@imination des algues

étrangeres.

La composition des milieux de culture peut varier énormément, selon la disponibilité des
produits chimiques nécessaire aleur éaboration.

La sdinité sera d’environ 13g/litre avec une concentration en acali de 0,1 molécule-
gramme/litre.

L’ alcalinité est habituellement apportée par du bicarbonate de sodium, mais ce dernier peut
étre remplacé en partie par la soude caustique ou du carbonate de sodium qui ont d’ailleurs
I’avantage de relever le pH initial du milieu de culture (par exemple: 5¢g/l de bicarbonate +
1,6¢/l de soude donnent un pH de 10).

La sdinité complémentaire est apportée par les différents engrais et du chlorure de
sodium.(milieux vaut utilisé un sel non raffiné).

La spiruline a également besoin pour sa croissance des engrais contenant : azote (N),
phosphore (P), potassium (K), qui sont les trois principaux ééments, mais soufre (S),
magnésium (Mg), calcium(Ca) et fer(Fe) doivent aussi étre s'ils ne sont pas apportés en
guantité suffisante par |’ eau, le sel et les engrais.

Les sources naturelles d’ azote pour la spiruline sont I’ammoniac et I’ urée. Le plus souvent est
utilisé un nitrate qui n’ est pas toxique a forte concentration.

L’eau, le sal et les engrais apportent généralement assez de micro-éléments (bore, zinc, cobalt,
molybdene, cuivre, etc.) (Jourdan, 2006)
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v' Ensemencement

Pour ensemencer, de préférence prendre une semence 100% spiralée, de grandes tailles,
d’ un beau vert tirant vers le bleu-vert, filtrant facilement. Car, un trop fort pourcentage de
droites conduit a des difficultés de récolte, il suffit de transvaser dans un milieu de culture
neuf un certain volume de culture provenant d’un autre bassin en production jusgu’a ce

que la couleur devienne verte. On ensemence de préférence le soir (Jourdan, 2006).

v/ Conduit et entretien delaculture
e Agitation
Les roues a aubes constituent les systemes d' agitation les plus utilisé; le but est de
remuer |” eau et non de créer un dénivellement comme on le croit généralement (Fox, 1999).

On agite au moins 4 fois par jour, mais la fréquence minimum dépend des conditions
et de la souche: elle augmente avec I'intensité de la lumiere et de la flottaison. Au milieu
d’une journée tres chaudes, sans ombrage, |’ agitation d’ une souche spiralé flottant fortement

doit étre trés fréquente (au moins deux fois par heure) ou méme continu.( Jour dan,2006).

e Evolution de pH
Un bon test de croissance d’ une culture est son augmentation de pH. Une autre fagon de
vérifier que la photosynthese est activé et d’' observer le dégagement d’ oxygene ala surface du

bassin en | absence d’ agitation. (Jourdan, 2006).

e Ombrage
L’ombrage est important pour des température basses ( ou la spiruline peut mourir par la
photolyse). Il faut aussi ombrer le lieu pour économiser I’eau en raison seche ou s la
température s éevé au-dessus de 38°C dans la culture. (Dupire, 1998).

e Niveaudel'eau
Veiller agouter de |’ eau dans e bassin (de préférence le soir) pour maintenir le niveau voulu.
Ne pas gjouter plus de 10% du volume du bassin par jour. (Jour dan,2006).

v' Récolte et extrusion

Dans de bonnes conditions il est possible de récolter chague jour 1/6 al/3 de la culture. La
culture est filtrée a travers deux dispositifs, en général superposé. Le premier est constitué
d’une toile fine (maillage environ 3000Um de vie) qui retient les grumeaux, insectes, larves et
feuilles. Le second est un tissu a mailles plus fines (environ 30 Um) qui retiennent la
spiruline. (Charpy et al., 2008)
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La biomasse obtenue est pressée/ essorée. La spiruline fraiche ainsi obtenue peut étre

consommeé directement, ou séché pour conservation.

v' Séchage et conditionnement

La biomasse va ensuite étre répandue en spaghetti sur une grille pour sécher soit au soleil,
soit sur un séchoir électrique. (Dupire, 1998).

La norme de la teneur en eau de la spiruline seche est inférieure & 10%. En général la
spiruline vouée ala commercialisation contient 7% d’ eaw.

La spiruline seche est alors broyée sous forme de poudre ou sous forme de paillettes
et conservée dans un récipient éanche al’ abri de I’humidité et de lalumiéere. La spiruline
peut etre conditionnée dans des sachets, boites ou flacons sous formes de brindilles, de
poudre, de gélules et de comprimes.

V.2. Production semi industrielle et industrielle
Les systémes de production semi industrielle et industrielle se différencient par
I’ordre de grandeur de I'investissement, la surface des bassins de culture, le tonnage de
production, et |a sophistication des techniques de production.

Les fermes semi-industrielles sont des systemes de production qui peuvent étre
modulaires et démarrer a partir de petites exploitations de type artisanal. Ces fermes sont
constituées de 25 bassins de 20041000m? avec une surface totale exploitée entre 3000m?
et 1 hectare. Leur capacité de production annuelle est de 10 a 50 tonnes (Ayala et
al.,2006).

A I'opposé il existe quelques unités de production industrielle de spiruline, que I'on
trouve dans le marché mondial. Quel ques sept a huit mille tonnes produites en 2006.

Les deux plus importantes unites de production sont implantées I’ une aux USA dans le
désert de Californie, I autre en chine.

Cette production se distingue des précédentes par I'importance des moyens mis en
place dont ceux pour les contréles de qualité, sa capacité de production et son objectif,
purement commercial.

Une exploitation industrielle, d’une surface totale de plusieurs hectares, peut produire
entre 50 et 500 tonnes de Spiruline seche par an. Les bassins ont une surface de 1000 a
5000m?. La plupart des productions industrielles utilisent des systémes informatisée

contrdlant automatiquement la production. (Char py et al.,2008).
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VI. Lesactivitésthérapeutiquesdela spiruline
Parmi les activités thérapeutiques delaspirulineon a:

+ Renforcement du systémeimmunitaire

Plusieurs expériences attestent que la spiruline régulerait favorablement le systéme
immunitaire, elle augmente le systeme d’ activation des microphages, I activation des cellules T
et I’activité des cellules NK. Ce processus permet lalibération d’interféron gamma (IFN- y) ce
qui peut finalement rendre les virus inactifs. Ces actions se font par le biais des
Polysaccharides(lwata et al.,1990).

+ Effetscontrelatoxicitédesreins
D’ aprés Yamane et al. (1988), les rats ayant une forteteneur en mercure montrent des urines
riches en azote et un sérum riche en créatine, indicateurs d’ une infection des reins. L’ gjout de
30% de spiruline dans le régime alimentaires fait diminuer les taux de ces indicateurs, par
I'intermédiaire de la diminution de I’ activité de certaines enzymes (acaline phosphatase et
glutamic-oxal o-acétate transaminase). |l est suggéré que la phycocyanine serait responsable
de cette diminution d’ activité et de la détoxification desreins.

+ Laspirulineen tant que complément alimentaire

De sa richesse micronutriment, acides aming, vitamines, antioxydant, minéraux, la spiruline
pourrait ére d’'un grand intérét dans la récupération nutritionnelle des enfants malnutris. Un
de (Sall et al., 1999) amontré qu'il s agit d’un produit accepté, bien toléré et qui assure
une prise pondéral e satisfaisante et une normalisation des marqueurs biochimiques. Aussi, les
gualités nutritionnelles de la spiruline la rendent trés intéressante dans la lutte contre la
mal nutrition.

La spiruline peut étre un complément minéral et vitaminique susceptible d étre utilisé

dans les préparations alimentaires des enfants(Char py et al.,2008).
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I. Dé&finition

Les bifidobactéries appartiennent a la famille des bactéries lactiques. Elles participent a la
fermentation du lait, de plus, elles produisent de grandes quantités d'acide lactique, ce qui entraine une

baisse du pH qui est favorable et qui inhiberait la croissance d'autres germes.

Ces bactéries ont la particularitée de coloniser lintestin. Leurs présences durables
favoriseraient donc une bonne santé intestinale et le renforcement du systéme immunitaire
(Ballonge, 1993)

I[I. Caractéres généraux

Les Bifidobacteries sont des bactéries a Gram positif, anaérobies strictes, immobiles, non
sporulantes, elles sont hétéro-fermentaires, avec un pourcentage de bases GC compris
entre 55 et 67%, et dont les compositions en peptidoglycanes sont tres variables
(Ballonge, 1993).

Leur pH optimum de croissance est compris entre 6,5 et 7 mais elles ne croient pas a
pH 4,5-5,0 ni apH 8,0 —8,5 (Scardovi, 1986).

Les Bifidobactéries ont une grande variété de forme: coccoide, allongée avec des
protubérances et des bifurcations, en culture fraiche.Elles adoptent souvent une morphologie

caractéristique en forme de Y. (Figure n°02)

Figure n® 02 : Aspect microscopique de Bifidobacteriumadol escentisGr ossissement (L eveau
et Buix,1993)
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I1.1 Classification
La classification de Bifidobacteries est comme suit(Mitsuka,1984) :

-

Regne: Bacteria

Embranchement : Actinobacteria

'S

& Classe:Actinobacteria

i~

Sous-classe : Actinobacteridae
Ordre: Bifidobacteriales

L

Famille : Bifidobacteriaceae

#

Genre: Bifidobacterium

|

i

Espéce : Bifidobacteriruminfantis ,Bifidobacteriumlongum....

[11. Métabolisme

Toutes les especes de bifidobacteries sont nitrate- réductase- négative. On trouve dans la
majorité des especes des souches possedant une activité urease. L’ammoniaque est
généralement utilisé comme source d azote par toutes les especes (Scar dovi,1986).

Les résultats obtenus par Sakata et al.(2002) et portant sur 25souches de
Bifidobacteriumlongum  (12souches de  Bifidobacteriumlongumsubsp.infantis, 11
souchesBifidobacteriumlongumet 2 souchesBifidobacteriumsubsp. Suis) sont présentés ci-

dessous :

v' Toutes les souches fermentent le fructose, le glucose, le lactose, le maltose, le
mélibiose, |e ribose, le raffinose et |e saccharose.

v Aucune souche ne fermente I’ amygdaline,glycerol. le cellobiose et le glyceral.

v Toutes les souches du Bf.biovarsinfantisfermentent le ribose mais aucune souche ne
fermente le L-arabinose.

v" Toutes les souches du Bf.biovarsinfantisfermentent le L-arabinose,

v' Toutes les souches duBf.bivorsilongum fermentent lel-arabinose, le ribose et le D-
xylose ; aucune des deux souches ne fermente |e L-arabinose.

v Toutes les souches du Bf.biovarlongumfermentent le L-arabinose, le ribose et le D-
xylose. Aucune souche ne fermente I’amidon, I’esculine, I'inuline, le mannitol, la
salicine et le tréhal ose.
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Les deux souches du Bf.biovarfermentent le L-arabinose, le mannose et le D-xylose. Aucune
des deux souches ne fermente I’amidon, la dextrine, I'esculine, I'inositol, I'inuline, le

mannitol, le mélézitose, le ribose, le sorbitol, lasalicine. (Sakata et al.,2002)
IV. Colonisation microbienne du tube digestif des nourrissons

Durant la vie intra utérine, le feetus se développe dans un environnement stérileRomond et
Romond, 1994)

A la naissance, on assiste a la colonisation bactérienne du tube digestif. Cette flore
atteinte au bout de 48 heures un taux compris entre 10° et 10™* germes par gramme de selles,
c'est-a-dire un taux voisin de ce qu'on trouve chez |'adulte (Bourlioux ,1994)

Cette population microbienne est fortement influencée par le mode d'alaitement (Petschow et
Talbott, 1991)

V. Lesprobitiques

Selon Descheemaeker (2000),Les probiotiques ou agents biothérapeutiques sont des
micro-organismes vivants (microbes, levures), administrés sous forme soit alimentaire
(choucroutes, yaourt, lait fermenté) soit lyophilisée, et qui exercent un effet bénéfique sur
notre santé, en rétablissant un meilleur équilibre au niveau de notre flore intestinale.

Les principales souches connues en tant que probiotiques chez I’humain sont des
bactéries appartenant aux genres Lactobacillus, Bifidobactérium, Enterococcus,Stréptococcus
et des levures du genre Saccharomyces.Les especes associées a chacun de ces groupes sont
représentées au tableau 5(Annexes)

De fagon plus spécifique, pour qu’un organisme soit considéré comme étant potentiellement
probiotique il doit présenter les caractéristiques suivantes: (Tannock,1995; Salminen et
Isolauri, 1996 ; Stanton et al.,2001).

v' Etre un habitat naturel de I’ intestin.

v’ Etre capable de coloniser le milieu intestinal, persister et se multiplier.

v Adhérer aux cellules intestinadles et exclue ou réduit I'adhérence des
pathogenes.

v Avoir un métabolisme actif et produire des substances inhibant les pathogenes
(acides, H,0,, bactériocines...).

v" Noninvasif, non cancérigene et non pathogéne.

v’ Etre capable de co-gréger pour former une flore normale équilibrée.
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v Survivre aux différents procédés technol ogiques de production.
V.1. Le mécanisme d’action
« Compétition spécifique et non spécifique

Les deux premiers mécanismes possibles pour I’ action des probiotiques concernant leur
capacité a adhérer a la muqueuse intestinale. Etant donné que la majorité des infections
intestinales sont initiées par |I'adhésion des pathogénes aux cellules entérocytaires de
I"h6te certaines bifidobactéries et lactobacilles probiotiques auraient la capacité de
bloquer physiquement |’accés aux anthérocytes (Gill, 2003; Servin et Coconnier,
2003 ; Servin, 2004 ; Picard et al., 2005).

L es mécanismes de compeétition de I’ adhésion se font généralement de deux fagons.
IIs peuvent survenir de fagon spécifique par I'intermédiaire des adhésines ou de fagon
non spécifique en impliquant des interactions éectrostatistiques ou hydrophobes, des

forces passives et stériques (Servin et Cocconnier, 2003).

Le deuxieme mécanisme d'action des probiotique concerne I’inhibition de la
croissance des pathogeénes grace a des composés antimicrobiens. Les bactéries appartenant
aux genres Lactobacillus et Bifidobactérium d'origine humaine peuvent produire des
substances antimicrobiennes, telles que les acides organiques, qui sont actives in vitro et in
vivo contre les micro-organismeentérovirulents impliqués dans les cas de diarrhées (Servin,
2004). L’acide lactique et acétique sont produits via la fermentation des hexoses par les
Lactobacilles et Bifidobactéries. Ces acides organiques peuvent diffuser passivement a travers
la membrane bactérienne sous leur forme non dissociée. Ils acidifient le cytoplasme aprés
dissociation et inhibent I’ activité enzymatique cellulaire des pathogénesacidosensibles(Deng
et al,.1999).

Cette diminution du pH peut donc affecter la viabilité des pathogénes bactériens (Bruno et
Shah, 2002 ; Servin, 2004).
% Compétition au niveau d’ utilisation des nutriments

L’inhibition de la croissance des pathogéne peut également s effectuer par un
processus de restriction des nutriments. 1l est évident que la capacité des microorganismes a
entrer en compétition pour limiter les nutriments disponibles est un facteur non négligeable
qui détermine la composition du microbiote. Ainsi, une augmentation du nombre de

Bifidobacteries ou de Lactobacilles obtenue lors d’un traitement probiotique permettrait de
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diminuer les substrats disponibles pour I’'implantation de microorganisme pathogénes(Fooks
et Gibson, 2002).

« Stimulation de mécanisme de défense immunitaire

Le dernier mécanisme porte sur l'interaction des probiotiquesavec le systeme

immunitaire pour accroitre la réponse immunitaire de | héte contre des entéropathogénes.

Parmi les effets observés, quelques auteurs soulignent une stimulation de I'immunité

adaptive (IgA, 1gG) et innée (macrophage, basophiles, monocytes) par les
probiotiques(Fooks et Gibson,2002 ; Gill, 2003 ; Servin, 2004)

V.2. Lesprincipaux effets bénéfiques de probiotiques

Un certain nombre d’ effets sur la santé sont associés a |’ utilisation du probiotique parmi eux :
(Mercenier et al., 2003 ; Parvez et al.,2006)

>

Amélioration de la digestibilité de la ration aimentaire (par exemple: protéine,
polysaccharide).

Aides aladigestion du lactose par I’ activité de p-gal actosidase bactérienne.
Stabilisation et équilibre de lamicroflore intestinale

Réduction (de risque) de troubles intestinaux (infection gastro-intestinales,
constipation).

Réduction du risque et durée de la diarrhée (a rotavirus, diarrhée infectieuses, associé
aux antibiotiques, liés au Clostridium difficile, diarrhées de voyageur).

Baisse du taux de cholestérol dansle sang.

Inhibition des bactéries indésirables et pathogenes(infectiongastro-intestinae;
Helicobacterpylori, Escherichia coli, Salmonella Typhymurium, Clostridium difficile,
infections de |’ éendue urinaire ; infection de I’ é&endue respiratoire) .

V1. Lesprébiotiques

V1.1 Définition

Un prébiotique est défini comme « un ingrédient alimentaire non digestible qui produit un

effet bénéfique chez I'hdte en stimulant de maniére sélective la croissance et/ou |’ activité

d’'une ou plusieurs espece(s) bactérienne(s) dans le célon (Gibson et Roberfroid, 1995 ;
Roberfroid, 2001).
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Comparés auxprobiotiques qui introduisent des bactéries exogenes, les prébiotiques modulent
les bactéries endogeénes, c est-a-dire la composition de I’ écosysteme naturel, en privilégiant
les microorganismes exercant un effet positif (Bifidobactéries et Lactobacille) (Robertfroid,
2001)

Pour étre considéré comme prébiotique, un ingrédient aimentaire doit (Gibson et
Roberfroid,1995).

v’ Etreni hydrolysé ni absorbé dans le tractus gastro-intestinal.

v’ Etre sélectif pour un nombre limité de bactéries endogenes.

v' Modifier lamicroflore intestinale en améliorant sa composition.

v Induire des effets intestinaux ou systémiques bénéfiques pour la santé de I’ hote.

VI1.2. Le symbiotique

Un symbiotique est un mélange de probiotiqueset de prébiotiques qui affecte positivement
I’hdte en amdiorant la survie et I'implantation d’ espéces microbiennes vivantes apportées
sous forme de suppléments alimentaires dans le tractus gastro-intestinal, et par conséquent, la
santé et |e bien-étre de I’ héte (Chour aqui, 2002).
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Notre travail expérimental s est effectué durant une période de 07 mois, nous I’ avons
réalisé en trois étapes , la premiére durant laquelle nous avons réalisé les différentes anayses
bactériologiques et physicochimiques de notre lait infantile < Célia 1% age >, Identification de
la souche bifide, Caractérisation de la souche bifide dans deux milieux de culture (lait seul,
lait enrichi en spiruline locale (région de Tamanrasset), Suivre la cinétique de croissance et le
pouvoir acidifiant des bifidobacteries, aeu lieu au laboratoire d’ anal ytique et microbiol ogique
du centre de recherche et de dével oppements de Saidal el Harrache.

|. Matériel
[.1. Matériel biologique

1.1.1. Souches bifides

Les souches de Bifidobacteriumont été isolées a partir des selles de nourrissons sous
alaitement maternel exclusif A I'hopital de Frantz- Fanon Blida
|.1.2. Souche spiruline
La spiruline a été récoltée et séchée dans|arégion de Tamanrasset.
1.1.3. Lelait infantile

Il S agit de lait infantile 1%° age sous la dénomination «Célia 1¥age ».
1.1.4. Milieux de culture

Plusieurs milieux de culture sont proposés pour isoler les bifidobactéries. Nous avons
cependant retenu le milieu Man Rogosa et Sharp (MRS) et gélose nutritive.
II. Méthodes
II.1.Enquéte sur lesdifférentstypesd’allaitement

e Objectif del'étude
L'objectif de cette étude est de présenter les différents types d'alaitement adoptés par les
mamans (naturel, artificiel, mixte) selon ; lamarqgue, le prix, disponibilité et valeur nutritive.
Ainsi que ses effets (constipation, colique, diarrhées, problémes digestifs....).
e Déroulement del’enquéte

L'enquéte a été réalisée au niveau de I’ hdpital Hassiba Ben Bouali dans le service pédiatrie
pendant un mois sur tous les nourrissons hospitalisés ou qui sont venus en consultation
externe (contrdle de croissance, conseils diététiques, prise en charge des cas de pathologies
courantes) et qui sont sous allaitement maternel exclusif, sous allaitement artificiel et sous
allaitement mixte.

La population ciblée est constituée des enfants &gés de 0 a 7 mois sur 60 enfants. Un

guestionnaire a été éaboreé pour collecter les informations générales rel atives aux nourrissons
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(age, sexe, poids, type d’accouchement, antibiothérapie, type d’ alaitement,.. etc.) (Annexes
01).

I1.2. Isolement de bifidobactéries a partir des selles de nourrissons

e Echantillonnage
Les bifidobactéries proviennent des selles fraiches des nourrissons (diarrhéique ou non),
allaité exclusivement au sein (alaitement naturelle).

L’ échantillonnage est effectué au niveau de I hopital pédiatrique de Hassiba Ben Bouali

Blida, Les selles sont préleveées stérilement a partir de la couche jetable.

e Modeopératoire
1 g de sdlle est mélangé avec 9 mide d'eau physiologique sous la hotte (dans un
environnement stérile). Le méange qui est appelé solution mere est ensuite mis dans un tube
aessai hermétiquement fermé, il s agit deladilution 10, Incubation & 37 °C pendant 18h.

On prépare 7 dilutions dans 7 tubes différents de fagcon a prendre 1 ml de solution a partir de
la solution pré-enrichie et ains de suite. Chague tube contient préalablement 9 ml d’eau
physiologique. On obtient donc 7 tubes 102, 10, 10 10°, 10°, 107, 10°® de dilutions.

On préléve 1 ml, &I’ aide de pipettes, de chague tube des trois derniers dilutions : 10°°,
107, 10® et on les ensemence aseptiquement dans 3 boites de pétri stériles (ensemencement
en profondeur).On réalise 2 essais pour chague échantillon afin d avoir des résultats avec
précision (Figure n°03)

On chauffe la gélose MRS dans un bain Mari afin qu’'elle devient liquide a couler dans
les boites de Pétri (gélose en surfusion a 45°C).On effectue un mouvement de « 8 » pour
homogénéiser le milieu et la dilution. Une fois la gélose se solidifie, on les met a I’ éuve a
37°C pendant 48h.
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1g de selle fraiche + 9 ml de d’ eau physiologique

(10%) J‘

Incubation a 37 °C pendant 18h

1072 10° 10% 10°

Ensemencement en masse dans la
gélose MRS

Incubation a 37°C pendant 48h

Figuren®03 : Protocole d’isolement des bifidobactériesa partir des selles de nourrisson.
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I1.3. Contréle de pureté de la souche bifidobactéries

Les colonies sont sélectionnées selon leur aspect morphol ogique (observées grace a une loupe
binoculaire) ainsi que sur la base de leur mobilité, de leur forme, de leur état frais et de la
coloration de Gram. Les colonies des bifidobactéries sont repiquées sur le bouillon MRS,Puis
les tubes sont incubés en anaérobiose (en ajoutant de I’ huile de paraffine stérile ala surface du
tube) pendant 24 h a 37°C. Aprés quoi les souches seront repiquées sur MRS a pH 6,4. La
purification est effectuée par quatre repiquages successifs d’ étalement en milieu MRS solide.

I1.3.1.1dentification biochimique de la souche bifide

a. Test delacatalase
Une colonie d'une culture de moins de 24 heures de chague isolat a été déposée viaune anse
sur une lame, une goutte de peroxyde d hydrogéne a ensuite éé goutée. La présence de
catalase se traduit par I'apparition d'une effervescence. Les isolats ne possédant pas de
catalase sont incapables de dégrader le peroxyde d'hydrogenells sont catalase négatifs

caractéristique des bifidobactéries.

b. Coloration de Gram

Ce test a été réalise sur des cultures jeunes de moins de 24 heures. Un frottis de cellules a
été réalisé sur une lame. Des solutions de cristal violet et de lugol ont été respectivement
appliquées sur le frottis pendant 1 min, suivi d'un lavage a I’eau. De I’ éhanol a 90% a été
appliqué sur le frottis, qui ensuite a été traité avec de la fuschine pendant 30 secondes. Le
frottis a été observé au microscope photonique sous immersion au grossissement 100 X. Les
isolats ayant une coloration violette sont Gram positif (+) tandis que ceux présentant une

coloration rose sont Gram-négatifs (-).
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c.Pour confirmer la pureté de la souche étudiée, nous procédons au test biochimique
dela galerie APl 20E(figure n°04)

Figure n° 04:1dentification biochimique de la souche Bifidobacteriuminfantis par
galerie APl 20E.

11.3.2. Conservation dela souche bifide

Une seule colonie est récupéré et ensemencée sur milieu Columbia, 48 heures plus tard,
aprés vérification de |'appartenance au genre Bifidobacterium par coloration de Gram et test
de catalase, on prend a nouveau une colonie et on |I’ensemence dans un tube de 9ml de
bouillon MRS, aprés 24 heure d'incubation la souche sera congelée et conservée au
congéateur a- 18°C.

I1.4. Contréle bactériologique et physicochimique du lait infantile
Le lait infantile 1 *® age est soumis & des contrdles de qualité physico-chimique et

microbiologique.

» Lesanalyses physico-chimiques
Le matériel destiné aux examens physico-chimique doit étrepropre, sec et ne doit pas avoir
d'influence sur les propriétés du produits, telles que la flaveur, la consistance, ou la
composition du produit.

» Lesanalyses microbiologiques
En vue d’'analyses microbiologiques, le matériel doit étre parfaitement propre, stérile sec au
moment de son utilisation. Le prélévement doit se faire de maniére aseptique et le récipient
pour échantillon doit étre ferme immédiatement apres échantillonnage (norme international
SO 9001).
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I1.4.1.Analyses physicochimique de |’ échantillon

1. Détermination del’extrait sec total (EST) (NF T90-029)
La matiere seche de lait est la masse exprimeée en pourcentage pondéral. Elle est exprimée par
la masse en gramme de la matiere seche du lait.

e Principe
Le principe de cette méthode est basé sur I’ évaluation de I’ eau dans une quantité de lait.

e Modeopératoire
Le dessiccateur étant en marche, on mesure la masse de la capsule vide, on étale ensuite 2 gr
de I’ échantillon sur la capsule puis on I’introduit dans le dessiccateur, on fixe latempérature a
102°C.

e Expression derésultat
Quand la dessiccation est compléte, I’ appareil s arréte automatiquement et affiche lavaleur de

|’extrait sec total.

Taux d’humidité: H% =100-EST

2. Mesurage du potentiel d”hydrogéene (pH) (NF T01-013)
Le pH ou potentiel d’ hydrogéne est proportionnel ala concentration des protons (H*) dans la

solution.

[H]=10""

3. Mesuredel’aciditétitrable
L’ acidité titrable correspond alateneur en acide lactique du lait. Elle est conventionnellement
exprimée en gramme d’ acide lactique (AFNOR,1986).

e Principe
Le lait contient de I'acide lactique qui est titré par la soude (NaOH) en présence d un
indicateur coloré (phénolphtaléine).

Laréaction chimique est suivante :

Soude
CH3-COH-COOH + NaOH —&H3;-COH-COONa+ H,0
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4. Détermination de la teneur en matiere grasse (AFNOR, 1986)

La méthode accido-butyrométrique(méthode de Gerber) est une technique conventionnelle
permettant d’ évaluer la teneur en matiere grasse des produits laitiers, elle est basée sur la
dissolution des protéines par addition d acide sulfurique et d’acool iso amylique pour la

separation de lamatiére grasse (M G).

Mode opératoire

Introduire 10 ml d’ acide sulfurique « d=1,1986 » dans le butyrometre.
Additionner 11ml de I’ échantillon.

Ajouter 1ml d’acool iso amylique.

Fermer |e butyrometre par un bouchon propre et sec.

AN N NN

Tenir le butyrometre avec un chiffon et retourner le 3 a 4 fois en agitant jusqu’a
dissolution des é éments de I’ échantillon.
v" Mettre le butyrométre dans la centrifugation en équilibre avec un autre butyrométre

contenant de |’ eau.

11.4.2.Analyses microbiologiques

Les analyses microbiol ogiques effectuées sur les échantillons de lait infantile 1% age visaient
a controler la qualité hygiénique de ces produits. Nous avons réalisé ces analyses dans le
|aboratoire de microbiologie aCRD <Saidal>.

1. Préparation dela suspension mére et des dilutions décimales

Le lait infantile destinés aux analyses microbiologiques dans notre étude est un produit
solides donc pas directement pipetables, de ce fait, ils nécessitent une fluidisation représentée
par ce quon appelle: la suspension mere. Cette suspension doit étre préparée dans des
conditions d'asepsie rigoureuse en manipulant sous hotte.On a procédé a leurs préparations
selon lanorme 1SO 9001.

On introduit aseptiquement 25g dans un récipient stérile et taré ; gjouté ensuite 225ml d’eau
physiologique ou TSE puis homogénéise, cette suspension constitue aors la dilution mere
(DM) quicorrespond aussi aladilution /10 ou 102

On introduit ensuite aseptiquement a I’ aide d’ une pipette stérile Iml de la DM dans un tube
stérile contenant au préalable 9ml d’ eau physiol ogique.Cette dilution constitue la 1/100 ou 10°

2 Onprocéde de laméme maniére pour les autres dilutions.
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+ Recherche et dénombrement de la flore microbienne
Le choix des especes microbiennes a rechercher dans nos produits: lait infantile a été
effectué conformément aux normes Algériennes.
En effet, les analyses microbiologiques reposent sur la recherche et le dénombrement
des germesles plus significatifs de |’ état hygiénique du produit, nous avons effectué :
e La recherche et le dénombrement des germes totaux qui est un indice de I’ état
général delaqualité du produit ;
e La recherche et le dénombrement des groupes de germes indicateurs de
contamination fécale : les coliformes et les Clostridiumsulfito-réducteurs ;

e Larecherche des germes pathogenes : Les salmonelles et |le Staphylococcus aureus ;

1. Recherche et dénombrement des ger mes aérobiesa 30 °C
e Principe
Les microorganismes aérobies et anaérobies facultatifs se développent dans un milieu
nutritif de gélose non sélective (PCA) a 37°C pendant 48 heures. Apres incubation ils
apparai ssent sous forme de colonies lenticulaires (Giraud, 2003).
e Technique
On introduit aseptiquement 1ml de chaque dilution (10,104 10°) dans deshoites dePetrie
stériles et on coule la gélose (PCA) en surfusiona 45°C. On agite les boites manuellementen
faisant des mouvements circulaires pour mélanger I'inoculum et la gélose. Aprés
refroidissement on incube a 37°C pendant 48h.
e Lecture
Il s'agit de compter les colonies qui sont sous formes lenticulaire en masse jaunes ou
blanchétres en tenant de :
Ne dénombrer que les boites contenant entre 30 et 300 colonies, en multipliant le nombre de
germes trouveés par I'inverse de sa dilution. Faire la moyenne des colonies entre les différentes
dilutions.
2. Recherches et dénombrement des colifor mes (totaux et fécaux)
e Principe
Les coliformes fermentent rapidement le lactose a 32°C pendant 24 a 48 heures avec le
dégagement de gaz. Pour cela on utilise des milieux de culture contenant le lactose comme
source de carbone et d’ énergie.

Pour notre étude nous avons utilisé le VRBL.
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e Technique
A partir des dilutions décimales ((10™,102,10%),on porte aseptiquement 1ml avec une pipette
Pasteur de chague dilution dans une boite de Pétri préparée a cet usage. Cette opération doit
étre effectuée en double pour chague dilution car :
v' La premier série de boite incubée a 37°C, et sera réservée a la recherche des coliformes
totaux.
v La deuxieme série de boite sera incubée a 44°C, et sera réservée a la recherche des
coliformes fécaux (E.coli)
= On complete ensuit les boites environ 20 ml de gélose VRBL puis en refroidit a
45°C.
= On fait ensuite des mouvements circulaires en forme de 8 pour bien mélanger la
gélose al’inoculum.
= On laisse solidifier les boites sur la paillasse, puis on I’incube pendant 24 a 48
heuresa:
— 37°C pour la premiére série de boites (recherche de C. totaux)
— 44°C pour ladeuxiéme série de boites (recherche de C. fécaux)
e Lecture
Les coliformes (totaux et fécaux) apparaissent en masse sous forme de petites colonies
de couleur rouge et foncé et de 0.5 mm de diamétre, fluorescents. Le nombre de colonies

seramultiplié par I'inverse de la dilution correspondant.

3. Recherches et dénombrement de Staphylococcus aureus (Staphylocoque dor é)
e Principe
L’enrichissement sur Giolitti Cantonii (GC) additionné de tellurite de potassium ;
agent sélectif et indicateur de réduction et base sur le principe de I’inhibition par le tellurite de
potassium et le chlorure de lithium.
e Technique
Préparation du milieu d’ enrichissement :
Au moment de |I’emploi, ouvrir aseptiquement le flacon contenant le milieu Giolitti Cantonii
puis gjouté 15ml de la solution Tellurite de potassium, Bien mélanger, le milieu pris|’emploi.
e Ensemencement
A partir des dilutions décimales retenues, porter aseptiquement 1ml par dilution un

tube avis sté&rile
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— Ajouter par lasuite environ 15ml du milieu d enrichissement
— Bien mélanger le milieu et I’ inoculum.
e Incubation
Incuber a 37°C pendant 24 a 48h.
e Lecture
Seront considérer comme positifs, les tubes ayant vires au noir.Pour s assurer qu’il
sagit bien d'un développement de Saphylococcus aureus, ces tubes feront |’ objet
d’un isolement sur gél ose Chapman.
Les boites de Chapman ainsi ensemenceées seront incubées a leur tour a 37°C pendant
24 348h, aprés ce délai, repérer les colonies suspectes a savoir les colonies de taille
moyenne, lisse, brillante, convexes et entourées d’ un halo noir d’ environ 1 a5 mm de
diameétre due aune lipolyse et protéolyse du jaune d’ ceuf. Les résultats s expriment par
(germe/ml).
4. Recherche et dénombrement de Salmonella
e Principe
La mise en évidence de la contamination d' un produit par salmonelle se fait en 03
étapes :
+ Pré-enrichissement (24 heures)
+ Enrichissement en milieu liquide (SFB) pendant 24 heures a 37°C
+ |solement sur milieu sélectif solide (gélose Héktoene) pendant 24h a37°C
e Technique
e Pré-enrichissement
A partir de la dilution mere, prélever 25ml et introduire dans un tube a essai contenant
100 ml du milieu BLMT (bouillon lactose mannitol tamponné). Cette étape permet la
récupération des bactéries stressées (Bour geois et al.,1990)
e Enrichissement
Il s’ effectue en prenant 1ml du milieu de pré-enrichissement, gu’ on introduit dans 10
ml de milieu SFB. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures.
e Isolement
Il se réalise sous forme de stries sur milieu sélectif solide a partir du milieu liquide
d enrichissement. Le milieu utilisé pour I'isolement des samonelles est la gélose
Hécktoénequi contient essentiellement des agents sélectifs comme les sels biliaires,

des sucres notamment le lactose.
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e Identification et lecture
Les colonies caractéristiques des salmonelles sont lactose négatif, H.S positive, bleu

versates, avec ou sans centre noir (Bourgeoiset al.,1990 ; Guiraud, 2003 ).

5. Recher che et dénombrement des Clostridium Sulfito-réducteurs

e Principe
Le milieu utilisé est la gélose viande-fois (VF) additionnée de sulfite de sodium et
d aun de fer. L’action des Clostridium sulfito-réducteurs conduit a la réduction de
sulfite de sodium en présence d’alun de fer en sulfure de fer, donnant des colonies
noires.

e Technique
On prend 3 tubes a essai, deux tubes a essai contenant 5ml de solution mére et le
troisieme contenant 1ml de la solution mere plus 4ml d’ eau physiologique, sont portés
au bain Marie a 80°C pendant 10 mn afin de tuer les cellules végétatives et d’ activer
les formes sporul ées.
Les tubes sont aussitot refroidis al’eau du robinet avant de faire couler stérilement la
gélose viande foie, additionnée de sulfite de sodium (5ml) et d’aun de fer (2ml).
L’incubation sefait al’ éuve a 37°C pendant 72 heures.

e Lecture
Les colonies de Clostridium sulfito-réducteurs apparaissent entourées d’un halo noir
caractéristique. Chague colonie noire est issue de la germination d une spore, d’'ou
I’expression du résultat en nombre de spore par gramme ou millilitre du produit

(spore/mg ou spore/ml).

6- Recherche et dénombrement des levures et moisissures

e Principe

Le milieu utilisé doit inhiber la croissance de toutes les bactéries. 1l doit renfermer
donc une substance inhibitrice de leur développement (antibiotique) la substance
choisie est donc I’ oxytetracycline pour OGA et la chloramphénicol pour Sabouraud
(SBA) (Guiraud, 2003).
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e Modeopératoire

A partir de ladilution décimale 10" ensemencer aseptiquement 0.1ml dans une boite de pétrie
contenant de la gélose Sabouraud, étaler cette suspension a |'aide d'un réateaustérile, puis

incuber a 25°C pendant 3 a5 jours.
e Lecture

Les colonies de levure ressemblent a celle des bactéries mais plus grandes.Elles sont
brillantes, rondes, bombées et de couleurs différentes, alors que celles des moisissures ont un
aspect velouté, de couleur blanche ou pigmenté de tailles plus grandes que les précédentes.

Les résultats sont exprimés en nombre de germes par ml ou gramme de produit.

I1.5.Suivi de I’acidification et de la croissance de Bifidobacteriuminfantisdans le lait

écrémereconstitué seul et danslelait additionné de spiruline

[1.5.1. Lareconstitution du lait infantile adapté 1% age
La préparation du lait adapté premier age a été faite par mesure d’ une quantité adéquate de
la poudre de lait.Celle-ci a été reconstituée dans I’ eau osmosé stérile a raison de 33,679
(7cuillére) dans 210 ml d'eau (reconstitution indiquée sur I’ emballage).

Une fois la poudre dissoute dans I’ eau, le lait est réparti dans des tubes a essais a raison
de9ml Lelait est stérilisée al’ autoclave a 110°C. Pendant 10 minutes. Le lait est conservé au

congéateur a-20°C. Jusqu’ au moment de son utilisation. (Figuren°05)

Figuren® 05 : Lareconstitution delait adapté 1¥ age
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Nous avons préparé, une série de tubes, chaque tube contient 9 ml de lait écrémé reconstitué,
et d’'autre série dont les tubes contiennent 9ml de lait écrémé reconstitué additionné de 1% de
spiruline.

Lelait reconstitué seul et enrichi avec la spiruline et pasteurisé a 110°C pendant 10mn est
réaisée dont le but d'éliminer tous les germes pathogenes et indésirables. Apres
refroidissement a 45°C nous avons ensemenceé les deux séries de tubes avec 1ml de la culture
pré-enrichi de Bifidobacterium.

L'incubation est effectuée a 37°C et en aérobiose pendant 24h,Pour chague temps (To, T,
Ta, T, Ts, T24), NOUS avons suivi I'évolution du pH et de la flore bifidobacteriumdans le lait

seul et danslelait additionné de 1% spiruline. (Figure n°06)
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Pré-culture de 18 h de Bifidobacteriumsp.

1ml 1ml

_—— e e e — = o [ —_—— - - ————

9 ml delait écrémé reconstitué seul 9 ml delait additionnéde 1% spiruline

To T2 Ta Te Tg Tox To T2 T4 Te Tg Tx

Incubation a 37° C en aérobiose

-Lecture du pH
-Dénombrement de la souche bifidesur gélose MRS.
(Toutes les 2h pendant 8h et aprés 24h d’incubation)

Figuren® 06: Suivi de pouvoir acidifiant et de la croissance de Bifidobacteriumsp dans le

lait écrémeé seul et danslelait additionné de spiruline.
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« Dénombrement de Bifidobacteriumspsur gélose MRS :

v’ Préparer 6 boites de Pétri stériles, pour chaque dilution (10°®, 107, et 10®) dans 2 boites
de Pétri 1 ml de chague dilution est ensemencé en profondeur sur gélose MRS, fondu et
refroidi a45°C, bien homogénéiser le milieu et I’inoculum (mouvement de 8).

v Aprés solidification du milieu, ajouter une deuxiéme couche du milieu MRS (double
masse) pour créer |’ anagrobiose.
v Incuber a37°C pendant 02 jours.
+« Technique du dénombrement
= Examiner les boites, et choisir celles contenant entre 15 et 300 colonies
Compter avec soin les colonies en marquant au fur et a mesure, al’aide d’ un
marqueur, sur le fond extérieur de la boite.
v’ Interpréter les résultats en faisant par exemple la moyenne des résultats obtenus pour

les deux boites de laméme dilution (Joffin et Joffin, 2000).

I1.6.Etude de la résistance de Bifidobacteriuminfantisaux antibiotiques

> Principe
Cette méthode a pour but de déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)
d’une souche bactérienne vis-a-vis de divers antibiotiques. La détermination de cette
valeur est peu précise, mais elle est consacrée par I’ usage et elle bénéficie d’ une masse

importante d'informations recueilles a son sujet.

» Mode opératoire

e Prélever une colonie bactérienne puis mélanger dans un tube de 9 ml d'eau distillée
stérile

e Mettreletubeal’ é&uvea37°C/ 30 min

e Verser le contenu du tube sur la gélose nutritive préal ablement fondue dans une boite
de Pétri

e Retourner laboite de Pétri pour verser I’ exces du liquide

e Placer laboite de Pétri al’ éuve pendant 15 a 30 min pour sécher le film liquide resté
alasurface de lagélose

e Retirer laboite puisfixer les disques d antibiotiques ala surface de la gélose

e Replacer laboite de Pétri al’ étuve
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> Expression desrésultats
Aprés incubation des boites de Pétri, les puits s entourent de zones d'inhibition
circulaires correspondant a une absence de culture. Lorsque la technique est parfaitement
standardisée, les diamétres des zones d’inhibition dépendent uniquement de la sensibilité du

germe.

Figuren® 07:Activité inhibitrice d’ antibiotique sur la souche Bifidobacteriuminfantis

I1.6.1.Déter mination des catégories S/1/R
Les trois catégories cliniques ont été retenues pour I'interprétation des tests de sensibilité in
vitro : Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (1)

Catégories CMI (MG/L) Diamétre (mm)
Sensibilité CMI<c Diamétre> D
Résistant CMI>C Diameétre<d
Intermédiaire c<CMI<C Diamétre<D

c : concentration critique basse
C :concentration critique haute
d :diamétre critique inférieur

D : diamétre critique supérieur
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Tableau06: L es différents antibiotiques utilisés

Code Antibiotiques Résultats
Résistance | Intermédiaire | Sensibilité

AMC Ampicilline <13 14-16 >17
STR Streptomycine 6 7-9 > 10
C Chloramphénicol <12 13-17 > 18
CL Colistin <10 - >11
SXT Triméthprime/Sulfaméthoxazole | <10 11-15 > 16
OX Oxacilline <10 11-12 >13

I1.7.Calculs des variations de pH, des vitesses d acidification (V pH), du temps de
génération (G) et du taux de croissance (l)

L’ évolution de la population bactérienne est déterminée par dénombrement sur milieu
solide (nombre des UFC/ml).

L’ activité acidifiante est caractérisée par quatre paramétres (Zourari et Desmazeaud,
1991)

- Vm: vitesse maximale d’ acidification exprimée en mUpH/h

- Tm: tempsou intervient Vm (en h).

- pHi: pH initial.

- pHf: pH final. =A /A

La mesure de la croissance par dénombrement (UFC/ml) permet de calculer le temps de
génération (G) ainsi que le taux de croissance (U) (Prescott, 1995).

= u= /. =—x100
T : temps.
L og N : logarithme du nombre des UFC obtenu au temps fina (Ts).

Log N;: logarithme du nombre des UFC obtenu au tempsiinitial (T;).

TA : taux d’ accroissement.
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Résultats

|.2. Contréle dela qualité physicochimique delait infantile

Les résultats de la caractérisation de certains paramétres physicochimiques de lait

infantile 1% &ge sont résumés dans | e tableau 07
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Tableau 07 : Lesrésultats d’analyses physicochimique

Lait adapté 1% age Normes
L’ extrait sec total (EST) (%) 96.45 95-97
Humidité (%) 3.55 3-5
Aciditétitrable (D°) 13 12-14
Matiere grasse (%) 3 0.3-4
pH 6.87 6,8—6,9

D’ apres ces résultats :
Nous remarquons que le lait infantile 1% age présente :

Un I’extrait sec total est de 96.45 % ; elle est inclue dans I'intervalle exigé par les normes
algériennes. Et un taux d humidité est de I’ ordre de 3.55 % ,concernant I’ acidité titrable et de
13D°.

Letaux dela matiere grasse: Le lait infantile est de bonne qualité avec un taux de matiére
lipidique faible de I'ordre de 3% qui est conforme aux normes de Journal Officiel de la
République Algérienneg( JORA. 1998)ce quiconfirme que la poudre a une reconstitution
parfaite, sans risque de formation de grumeau insoluble ains qu'un bon respect de

conditionnement et de stockage durant tout |a période de conservation

UnpH de 6,87 + 0,01, qui est conforme a celui recommandé par les normes frangaises qui se
limite entre 6,8 et 6,9. Le pH bas de lait infantile peut étre attribué a la forte concentration en

acide gras voldtils.
|.3. Contrdle dela qualité bactériologie de lait infantile

Comme le lait infantile seul ou enrichie avec la spiruline et utilisée comme milieu de culture
permettant la croissance de I’ espece Bifidobactériuminfantis, nous avons procédé au contréle

delaqualité bactériologique du lait infantile.

Les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur ces derniers sont mentionnés dans
le tableau 08
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Tableau08:L es résultats des analyses bactériologiques effectuées sur le lait infantile «
Célia1* age »

Germes Germes/g de lait
infantile reconstitué

M ésophiles totaux A dilution 10" :21
A dilution 10°:18
A dilution 10°:7

Coliformes totaux Absence

Coliformes fécaux Absence

Staphylocoques aureus | Absence

Clostridium Absence

sulfito- réducteur

Salmonelle Absence

Streptocoques fécaux | Absence

Levures et Moisissures | Absence

D'aprés les résultats obtenus:Le lait adapté Célia 1¥age est d'une excellente qualité
hygiénique puisqu’il est exempt de bactéries d’ atération et pathogene. En ce qui concerne les
meésophiles totaux |es résultats montre la présence de 7 germes/g et ceci conforme aux normes
(journal officiel N=34, 1998).

Selon Gill (1997), les qualités technologiques des poudres de lait dépendent des modalités de
leurs fabrications et des conditions de stockage.

| .4.Confirmation del’identification de la souche Bifidobacteriuminfantis
|.4.1. Lacoloration de Gram

Le teste de la coloration de Gram n’a donné gque des bactéries colorées en violet. Donc les
bifidobactéries sont de Gram positif. Elles ont fixé le violet de Gentiane dans leur cytoplasme
méme apres décoloration avec |'alcool. La paroi de la cdlule bifide est dépourvue de

composeés lipidiques, qui présentent une affinité vis-a-vis de |’ alcool.
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|1.4.2. Letest dela catalase

En ce qui concerne le test catal ase effectué sur Bifidobacteriuminfantiss est révélé négatif car
il 'y apas eu d' effervescence dans la colonie lors de son contact avec |’ eau oxygénée donc il

n'y apas eu de dégagement gazeux (du dioxygene) ains la bactérie est dépourvu de catalase.
|.4.3. Résultats d’identification biochimique

Les résultats de confirmation de I'identification biochimique de la souche bifide sont

regroupés dans | e tableau 09

Tableau09 : Résultats des tests biochimiques par la galerie APl 20 E de la souche

Bifidobacteriuminfantis

Test | ONP [ ADH | LDC [ ODC [CIT [H2S [URE [T [IND [VP[G [G [MA [INO [ SOR [ RHA | SAC | MEL | AMY [ ARA
s G D EL|L [N

A u
Bf.i
nfan | - - - - - - - - |- - |+ |- |t - - - + - - -
tis

L’ identification effectuée, toujours en référence aux travaux de Mitsuoka (1984), Nos

résultatsconfirment que cette souche bifide appartient al’ espéce Bifidobacteriuminfantis
|.5. Evolution de pH du lait infantile seul ou enrichi lors de la fermentation

Les bifidobacteries sont caractérisées par leur pouvoir acidifiant, qui apparait par la haute
diminution du pH dans le lait seul ou enrichi et cela est di a la production mixte d’acide
acétique et I’ acide lactique (voie hétéro fermentaire) ; en effets les bifidobacteries produisent
ces deux acides organiques dans un ratio molaire de 3 moles de lactate, 2 moles d’ acétate, et

cela en métabolisant une grande variété d’ hexose par le cycle du fructose-6-phosphate.

Les résultats du suivi de I’ évolution du pH dans le lait infantile cultivé avec Bf.infantis tous
les 2 heures pendant 6 heures et apres 24heures sont représentés au niveau du tableau 10 et

figures n°09

Tableau 10 : Résultatsdel’évolution de I’ acidification du lait adapté 1¥age (Célia) seul

et enrichi avec la Spiruline séchée fermentée par Bifidobacteriuminfantis
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Temps pH du lait fermenté pH du lait fermenté
pH + seul
Spiruline
To 7,1 6,8
T, 7 6,73
Ty 6,8 6,64
Ts 6 6,3
Tg 57 579
Tog 4,5 4,99
8
7 .
T
Q 6
< =@— Lait +spiruline
5 = lait seul
4
TO T2 T4 T6 T8 T24
Temps (h)

Figure n° 09 :Evolution du pH du lait infantile (Céia) 1¥age seul ou enrichi avec la

Spiruline fermentée par Bifidobacteriuminfantis

Chaque 2 heures nous avons noté une diminution de pH, aprés 8 heures atteignant une valeur

de 5,79 pour lelait seul et de 5.70 pour lelait enrichi avec la spiruline.

Le plus bas pH et de 4.50 remarqué dans le milieu de fermentation du lait infantile enrichi

avec la spiruline, qui peut s expliquer par le fait qu'il y’a une forte production de I’ acide

lactique et acétique liee au métabolisme des hexoses par un grand nombre de

bactériesBifidobacteriuminfantis,donc ce milieu favorise la multiplication de la flore bifide

et en paralée leur métabolisme, ¢’ est-a-dire, production des acides et diminution du pH.
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|.6 Evolution des comptes de Bf.infantisdans le lait adapté 1% age (Célia) seul ou enrichi

avec la souche Spiruline

Bf.infantisest caractérisée par son haut pouvoir de croissance sachant que théoriquement elle
présente un temps de croissance de 100 mn. Les résultats du suivi de cinétique de croissance
de la souche bifide dans le lait infantile seul, lait infantile enrichi avec la Spiruline, tous les 2
heures pendant 6 heures et apres 24 heures de fermentation sont présentés au niveau des
tableaux11,12

Tableau 11. Détermination des comptes moyens de Bf. infantiscultivée dans le lait

infantile seul 1¥age (Célia).

Nombre de colonies de Bf.infantis
Temps
Nombre des UFC/ml Log du nombre des
UFC/ml
Dilution décimales Dilution décimales
10° 107 10°® 10°
To 60 20 10 7,56
T> 43 40 22 7,57
Ty 70 23 4 7,62
Te 95 45 10 7,80
Tg 300 180 14 8,33
Tog Ind 215 35 8,05

Ind : Indénombrable

Tableau 12: Déterminations des comptes moyens de Bf. infantiscultivé dans le lait

infantile 1¥age (Célia). Enrichi avec la spiruline
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Nombr e de colonies de Bf.infantis
Temps
Nombre des UFC/ml Log du nombre des
UFC/ml
Dilution décimales Dilution décimales
10° 107 10° 10°
To 50 10 4 7,65
T, 40 17 8 7,40
Ta 75 35 10 7,69
Te 115 40 7 7,84
Ts 230 65 12 8,12
Toa 300 Ind Ind 8,43

Ind : Indénombrable

9

y /
E
S~
prd
D 8
w
[}
T
pt : -
£ 75 - lait+spiruline
§ lait seul
2

7

6,5

TO T2 T4 T6 T8 T24
Temps

Figure n® 10: Cinétique de croissance de Bf.infantis cultivé dans le lait infantile (Célia)
1% age seul et enrichi avec la spiruline.

|.7Les résultats de la cinétique de la croissance suivi tous les 2 heures et aprés 24
heures:
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D’apres ces résultats obtenus, nous remarquons que le nombre des UFC de
Bifidobacteriuminfantis augmente pour les deux milieux de lait, en effet on atteint apreséh
d’incubation un nombre de 115.10° UFC/mI pour le lait infantile enrichi avec la spiruline et

de 95.10%pour le lait infantile seul.

Les calculs des variations de pH, des vitesses d’ acidification (V pH), du temps de génération
(G) et du taux de croissance (1) de Bf.infantiscultivée dans le lait adapté 1% age seul et enrichi

avec la spiruline sont mentionnés dans le tableaul3.

Tableau 13: Calculs des variations de pH, des vitesses d’acidification (v pH), du temps
de génération (G) et du taux de croissance (1) de de Bifidobacteriuminfantiscultivé dans

lelait adapté 1% age seul ou enrichi avec dela spiruline.

Milieu de | ApH V Ph G M
fermentation

Lait infantile| 1,81 7,10 4,88 (mn) 0,38 (mn™)
Seul

Lait  infantile| 2,33 97,10° 2,60 (mn) 0,20 (mn™)
enrichi avec la

Spiruline

Selon les résultats du tableau N°14 le milieu lait infantile enrichi avec la spiruline est le
meilleur milieu dans lequel |a souche Bifidobacteriuminfantis a un temps de génération de
2,60 mn soit 0,20 divison par minute. Avec une vitesse d'acidification de 97, 10

“mUpH/mn.

|.8. Résultats de la sensibilité de la souche Bifidobacteriuminfantis aux antibiotiques
Les résultats de la sensibilité de la souche bifide vis-avis de 6 antibiotiques
(Ampicilline, Streptomycine, Triméthprime etc.) sont représentés au niveau de tableau 15.

Tableau 14: Résultats de la sensbilité de la souche Bifidobacteriuminfantis aux

antibiotiques
Code Antibiotiques Diamétre(mm) | Sensibilité
AMC Ampicilline 35 S
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S Streptomycine 10 S
C Chlorampheénicol 30 S
CL Coalistin 10 R
SXT Triméthoprime/Sulfaméthoxazole | 20 S
OX Oxacilline 15 S
R : Résistant

S: Sensible

N I

[

BN

Figure n®11: Spectre d action de quel ques antibiotiques vis-&Vvishifidobacteriuminfantis

A droite:

(Photographie originale)

d : Effet de Colistin sur les Bf. infantis

e: Effet d Oxacilline sur les Bf.infantis

f . Effet de Streptomycine sur les Bf.infantis
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A gauche:
a: Effet d Ampicilline sur les Bf.infantis
b : Effet d’ Thriméthprime/ Sulfaméthoxazolesur les Bf.infantis
c : Effet d Chloramphénicol sur sur les Bf.infantis

Dapres les résultats dantibiogramme, nous remarquons que la souche
bifidobacteriuminfantisest résistante a |’antibiotique: Colistin, et elle est sensible aux
antibiotiques tel que: Chloramphénicol, Ampicilline, Streptomycine, Chloramphénicol,

Triméthprime/ Sulfaméthoxazole, Oxacilline.

Il. Discussion
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Les bifidobacteries sont considérées comme des microorganismes nutritionnellement
prétentieux, parce que pour leur culture il faut qu on assure des facteurs de croissance
spécifigues. Ainsi les peptides sont considérer comme des sources d’' azote adéquates pour la

croissance des bifidobacteries (Bar ascu, 2006).

D’ apres les résultats obtenus nous remarquons que la culture de |’ espéce Bf. infantisdans le
lait infantile enrichi avec la spiruline en raison de 1% donne de meilleurs résultats sur
I’ effectif des colonies bifides que dans e lait infantile seul, et aussi le lait se signifie que ¢’ est

un milieu qui stimule la croissance de Bf.infantis.

Nous avons remarqué aussi qu’'a partir de temps Tgon Vvoit une croissance de la souche
bifideet T, est le meilleur temps dans lequel on note la croissance la plus élevé de
Bf.infantisdans les deux milieux de fermentation. Sachant que le milieu lait enrichi avec la
spiruline donne la valeur maximale de croissance (8,42 10°UFC/ml), donc cette souche hifide
sadapte bien avec la spiruline, et qu’'aTlg nous sommes en plein phase exponentielle de
croissance de cettesouche.

Les laits infantiles contenant les bifidobactéries possedent de nombreux avantages
nutritionnels et technologiques (Samona et al., 1996). Bezkorovainy (2001) a rapporté que
les facteurs bifidigenes peuvent optimiser la croissance des hifidobactéries dans I’intestin.
D’autre part en présence de la spiruline, la capacité des souches bifides a croitre sur milieu
lait étant donné que leur phase de latence est raccourcie a seulement 2 h (Samona et al.,1996)
Et comme nous avons cité auparavant, la spiruline est une micro-algue aux propriétés
étonnantes, trés riches en nutriment 70% de protéine. Elle en contient de 60 & 70% et aussi

des acides aminés essentiels a un pourcentage de 47%. Qui sont tout assimilables.

On peut conclure a partir des résultats de cet expérience que les besoins de cette souche bifide
en source d’'azote assimilable lié a son activité protéolytique faible remede par la présence de
tous les acides aminées et protéines facilement assimilable de la spiruline qui est en synergie
avec lelait infantile. Et n’ oublions pas que cette Spiruline fournit aussi des é éments minéraux
et des vitamines aident ala croissance des souches (sa forte teneur en Fer).

En ce qui concerne I’ activité fermentative des bifidobacteries, nous avons observé qu’elle
avait éé faible pendant les premieres heures d’'incubation et elle en corrédlation avec la
croissance des bifidobacteries a cette période, le fait que nous avons noté une chute du pH

remarguable dans les deux milieux apres 24h d’incubation a 37°C, soit 4,50 dans le milieu
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lait enrichi avec la Spiruline, nous permet d’ affirmer que la Spiruline a un effet stimulateur

sur |" activité fermentative des souches bifides.

Ces résultats sont comparables a celle de Tsuchihashi a montré en 1987 que I’ gjout de
5% de Spiruline dans I’ alimentation augmentait de 3 fois la population des Lactobacillus des
intestins de rats. Chez les humains, les Lactobacillus sont connus pour leurs 3 fonctions
majeures : ils facilitent la digestion et |’absorption des nutriments, protégent contre les
infections et stimulent le systeme immunitaire. Chez les malades du SIDA, une mauvaise
absorption des aiments associés a un terrain opportun aux infections ne font qu’ augmenter
I’ expression des symptémes de la maladie. C’est pourquoi un complément en Spiruline est
recommandeé pour maintenir la population de Lactobacillus et ainsi ralentir la progression du
Virus.
Dans |’ objectif de contribuer al’ amélioration de la santé de la population gréce a
L’ utilisation de la Spiruline. Elle serait intégrée dans un programme diversifié de lutte
Contre lamalnutrition. Sa culture locale montrerait aux populations qu’ elles peuvent agir
Sur leur développement. La Spiruline ne fait cependant pas partie du protocole officiel de
Traitement de la malnutrition, la Spiruline apporterait aux enfants un regain d appétit, est
recue comme un bienfait par les meres qui la considerent comme une « vitamine ». Les
meédecins lui attribuent une action préventive a la malnutrition lorsqu’il est possible de se la
procurer localement en complément de la nourriture de base. Ils I' utilisent a raison d’une
cuillerée de 2 a 3g /35 jour. Au Centre de Traitement Ambulatoire (CTA) de Ouagadougou
elle est prescrite par trois médecins en accompagnement des traitements aux Anti Rétro-
Viraux (ARV), aux personnes atteintes du VIH SIDA. Elle apporterait 1) un gain de poids 2)
un gain en lymphocytes CD4 3) une diminution des infections opportunistes. Plusieurs
travaux de recherche ont été publiés par Simpore et al.( 2007), le plus récent portant sur les
effets de la Spiruline sur les défenses immunitaires des enfants malnutris atteints du VIH. Le
Ministere de la santé a lancé une série d’ études épidemiologiques et cliniques sur I’ efficacité

dela Spiruline. Des recherches sur I’amélioration de la culture de Spiruline sont en cours.
Dans le chapitre «Essais nutritionnels chez I’'homme» de Flaquet& Hunri(2006), des

expériences positives de réhabilitation nutritionnelle avec la Spiruline sont rapportées. Parmi

celes-ci :
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+ L’ expérience de renutrition infantile portant sur pres de 600 enfants de Bangui (RCA)
de 0-5 ans, avec un mélange de 5g Spiruline+ sardine (Dupire 1998)

+ L’ expérience de réhabilitation nutritionnelle comparative portant sur 84 enfants HIV
positifs et 86 HIV-négatifs (Simpore et al., 2006) montant I’impact favorable de la

Spiruline dans la renutrition d’ enfants infectés par le virus du SIDA.
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Conclusion générale

Bifidobacteriuminfantis est une souche qui a été isolée a partir des selles de nourrissons alaité
exclusivement au sein. Le milieu MRS représente un bon milieu de culture pour la croissance

de notre souche d' intérét.

Deux milieux de culture ont fait I’intérét de notre étude: lait infantile 1% &ge (Célia) seul et

lait infantile 1% age enrichi avec la spiruline.

Une optimisation de la croissance ainsi que le pouvoir acidifiant de la souche ont été obtenu
dans le lait infantile 1%age (Célia) enrichi avec la Spiruline ceci peut ére expliqué par les
facteurs fonctionnels contenus dans la Spiruline ainsi que sa richesse en ééments nutritifs

indispensables a la croissance de Bifidobacteriuminfantis.

Un suivi du pouvoir acidifiant tous les 2h e pendant 24 h pour la
souchebifidobacteriuminfantis montre que la souche présente un pouvoir acidifiant tres
appréciable (A pH = 1,81) aprés 24 h de fermentation dans le lait infantile 1% ge seul et de
2,33 pour lelait infantile enrichi avec la spiruline.

Concernant le suivi de la cinétique de croissance de la souche montre qu'il y a une
augmentation de biomasse avec un taux de croissance de 0,20 mn™ et un temps de génération

del’ordre de 2,60mn lorsqu’ elle est cultivée dans le lait infantile enrichi en spiruline.

D’ apres nos résultats |’ gjout de spiruline en raison de 1% dans le lait infantile d’ un nourrisson

améliore significativement la croissance de la souche bifide.

En perspective, la spiruline peut étre utilisée en alimentation infantile au tant que compl ément
alimentaire en raison de ses valeurs thérapeutique idéal et aussi comme fortifiant, dont on peut
I’utiliser aux traitements de diverses pathologies en se basant sur la composition de cet
organisme et les études sur les activités de ses composants. Elle devrait étre administrée tres
tét chez le nourrisson et le jeune enfant pour empécher I'installation des carences qui
surviennent surtout a partir du sevrage et tout ce qui est pathogéne, ele rééquilibre la
composition de la flore intestinae en favorisant |I'implantation des bifidus en raison de sa

richesse en fibres et en glucosamine.

Il serait intéressant aussi de réaliser des éudes ultérieures sur la quantité adéquate de la
spiruline qui doit étre gjoutée ou combinée au lait infantile. Ces mémes études pourraient

évaluer |’ aptitude de cette micro algue a se combiner a différents aliments notamment ceux
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qui jouent un réle curatifs ou qui peut étre spécifiés aux gens malades comme par exemple le
yaourt. Il serait intéressant d’ utiliser 1a spiruline dans la lutte thérapeutique ou préventifs vis a

vis des maladies d’ origine aimentaire et autres.
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AnnexeQ7

Tableau 15

Composition de lait adapté ler age « Célia » indiqué sur I’emballage

COMPOSITION 100 ml 100g
MOY ENNE reconstitution a de poudre
13,5%
Energie KJ 290 2145
Kcal 69 513
Protéines g 15 11,2
Caséine g 0,6 4.4
Proténes de sérum g 0,9 6,8
Glucides g 7,5 55,8
Lactose g 6,2 46,2
Maltodextrines g 0,2 1,6
Amidon g 1,1 8,0
Lipides g 3,7 27,2
Acide linoléique mg 608 4500
Acide a- mg 101 750
linoléque
Minéraux
Sodium mg 16,2 120
Potassium mg 62,1 460
Chlorite mg 43,2 320
Calcium mg 64,8 480
Phosphore mg 43,2 320
Magnésium mg 54 40,0
Fer mg 0,7 55
Zinc mg 0,7 5,0
Manganese Hg 8,1 60,0
Cuivre Hg 47,3 350
lode Vo] 10,8 80,0
Sélénium Hg 15 11,0
Vitamines
A Mg 81,0 600
RE
D Hg 1,4 10,2
E mg 0,7 55
A-TE

K Hg 8,1 60,0
C Mg 10,8 80,0
Thiamine (B1) Hg 67,5 500
Riboflavine (B2) Hg 135 1000
B6 Hg 60,8 450
B12 ug 0,2 1,2
Niacine Hg 743 5500
Acidefolique Hg 13,5 100




Annexes

Acide Mg 405 3000
pantothénique

Biotine Hg 2,0 15,0
Choline mg 8,1 60,0
Inositol mg 34 25,0
L-camithine mg 15 11,0
Taurine mg 6,8 50,0
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Tableau 1: Composition de la spiruline (Spirulina maxima) en acides aminés en g pour
100g de matiére seche (Bujard et al., 1970)

Acides

aminés non | Isoleucin | Leucine | Méthionin | Lysin Tryptopha | Valine

essentiels (en | e e ne

9)

Teneurs(g) | 3,5 54 14 2,9 9,0 4,0

Acides

aminés Alanine | Acide Arginin | Cystéine | Glyci | Histidine | Proline | Sérine | Tyrosin
essentiels (en Aspartiq | e ne e

0) ue

Teneurs(g) | 4.8 6,1 4,3 6,0 3,2 1,0 2,7 3,2 3,0

Tableau 2: Teneur en vitamines en ug/g de matiere seche de spiruline (Flaquet et

Hurni,2006)

Vitamines Bl B2 B3 B5 B6 B8 B9 B12 C
hydrosoluble

Teneur 34-50 | 30-46 | 130 46-25 |58 (005 |05 |0,10-0,34 | Traces

B1= Thiamine, B2 =Riboflavine, B3 =Niacine, B5 =Pantothénate, B6 =Pyridoxine,
B8 =Biotine, B9 =Folate, B12 =Cobalamine, C =Acide ascorbique

Vitamines Provitamine Cryptoxanthine Vitamine E (Alpha-tocophéral)
liposolubles
Teneur 700-1700 100 50-190
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Tableau 3: Teneurs en pigments exprimées en mg/100g de matiere seche de
Spirulinaplatensis(Tabutine et al.,2002)

Pigments Teneurs en mg/100g de matier e seche
Chlorophyllestotales 115

Chlorophylle a 61-75

Caroténoides (orange) 37

Phycocyanine (bleu) 1500-2000

Phycoérythine (rouge) 2900-10000

Tableau 4: Teneur en minéraux de spiruline cultivée (en pg/10g de sa matiere séche)
(Flaquet et Hurni,2006)

Minéraux Teneur Minéraux Teneur
Calcium 1300-14000 Cuivre 8-10
Phosphore 6700-9000 Chrome 2.8
Magnésium 2000-2900 Manganese 25-37

Fer 580-1800 Sodium 4500

Zinc 21-40 Potassium 6400-15400

Tableau 5: L es principaux microor ganismes a effets probiotique (Holzapfe et al., 2001)

Lactobacillus.s

Bifidobacterium.sp

Autres bactéries lactique

Autres

p microorganismes
L.acidophilus Bf.adolescentis Enterococcusfaecalis Bacillus cereus
L.casal Bf.animalis Enterococcusfaecium E.coli

L.crispatus Bf.bifidum Lactococcuslactis Propionibacteriumsp
L.bulgarcicus | Bf.infantis Leuconstocsp. Sachromycesbourlardii
L.gallinarum Bf.lactis Pediococcusacidilactic

L.gasseri Bf.longum Soorolactobacillusinulis

L.johnsonii Streptococcus thermophilus

L.paracasel

L.plantarum
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Annexe 04
A partir desdilutions décimales:
L
Y
-— — —
10 102 103
\E/ , N~
Imi1 miiml
v

v

o © @

- Ajouter environ 20 ml degélose TDYM

- Laisser solidifier sur paillasse

- Ajouter une double couche (5 ml)

- Incuber a30°C, 24 —-48¢€t 72 h

- Dénombrer les colonies lenticulaires en masse.

Figuren® 11: Recherche et dénombrement des ger mes aérobies
M ésophiles totaux
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A partir desdilutions décimales:

M N
N
L v
N
10? 1072 10°
N~
N~o—
1l 1ml
1ml
v A 4 v
Imi 1ml @ 1ml @
. -
——
37°C, 24 a
. -
44°C, 24 a48h

Ajouter auparavant environ 20 ml de gélose VRBL Laisser solidifier sur paillasse
Dénombrer |es colonies fluorescentes ayant poussé en masse

Colonies rouge ou viol et

Figuren®12:Recherche et dénombrement des Coliformes en milieu solide
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A partir des dilutions décimales :

N TN N
N N N
Y T Y
N N N
10™ 10 1073
N~ N~ N~
1 Iml Iml
15ml m 1% 15ml m
GC T GCGC — P
N N ] N
-— - -—
N~ ~— — ~
l 37°C, 24448 h l
YN
N
Y
N
N~

Réaction Positive Réaction Négative
Isolement sur Chapman

37°C, 24 a48h

Figuren®13 : Rechercheet déenombrement de Staphylococcus aureus
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A partir desdilutions décimales:

~N TN
() (T
> 4>
10_1 10_2 N~ N~

/| |

1ml 1ml 1ml 1ml
y

Ajouter 15 ml de gélose V F par tube

Laisser solidifier sur paillasse, puisincuber a37°C, 48h.

- LA

\_/ M

e | o °

R & U
y

Dénombrer |es colonies noires ayant pousse en profondeur

Figuren°14 : Recherchede sporesd’ Anaérobies Sulfito-Réducteurs

Et de Clostridium perfringens

A partir desdilutions décimales:
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N N N N N
< Y TN ] L
N o N N N
10 107 10° TSE OGA
N~ N~ N~ N~ N~
4qgttes 4gttesAgttesagttes
\ -
—

22°C, 5jours, avec lecturetous lesjours.

Figuren©15: Recherche et dénombrement de Levureset Moisissures

Solution mere
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25 ml

%

100 ml de milieu BLMT

U

Incubation a37°C/24 H

(

Pré-enri chissement

1 ml delasuspensi onde%réenrichi ssement

[0

Incubation a37°C/24 H —

Enrichissement

0,1 ml de la suspension d’ enrichissement est ensemence en stries sur lagélose Hectoéne

V

]

Incubation a37°C/24 H

Figuren®16: Recherche et denombrement des salmonellesdes souches bifides

Annexe06
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Tableau delecture dela galerie miniaturisée Api 20E

Tests Substrat Caractererecherché Resultats
Négatif Positif
Ortho-nitro- Beta-galactosidase incolore Jaune
ONPG phenylgalactos
ide
Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/oran
ADH i
gé
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
Ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/oran
oDC .
gé
Citrate de Utilisation du citrate Vertpae/jaun | Bleu-
ciT .
sodium e vert/vert
HoS Thiosulfate de | Production d'H2S Incolore/grisa | Dép6t noir/
- sodium tre finliseré
Urée Uréase Jaune Rouge/oran
URE .
JRE gé
Tryptophane Tryptophanedésaminase TDA / Immédiat
TDA jaune Marronfon
cé
Tryptophane | Production d’indole IND / 2 mn, maxi
IND jaune Anneau
rouge
| P| Pyruvate de Production d’ acétoine VP1+VP2/10mn
\
— sodium - 2
incolore Rosé-rouge
Gélatine de Géatinase Non diffusion | Diffusion
Kohn d_u
| EL| pigment
— noir
GLU Glucose Fermentation/oxydation Bleu/bleu- Jaune
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vert
Mannitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu- Jaune
MAN
vert
Inositol Fermentation/oxydation Bleu/bleu- Jaune
INO
vert
Sorhitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu- Jaune
SOR
vert
Rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/bleu- Jaune
RHA
vert
Saccharose Fermentation/oxydation Bleu/bleu- Jaune
SAC
vert
Melibiose Fermentation/ oxydation Bleu/bleu- Jaune
MEL
vert
Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/bleu- Jaune
AMY
vert
ARA Arabinose Fermentation/oxydation Bleu/bleu- Jaune
vert

Annexes 03
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Appareillages et verreries
Appareillages
v Four Pasteur
v' Etuve d'incubation (30, 37, 44 °C) de type PRODILAB France
Balance anaytique de type METTLER TOLEDO
Microscope optique de NOVEX HOLLAND
Autoclave de type AV X Electronic
Réfrigérateur a4°C. pour le stockage des milieux de cultures et des échantillons
pH metre de type HANNA

bain Marie

AN N N N NN

Verreries
v Pipettes graduées : 5, 10 et 25 ml
v Pipettes Pasteur

v' Tubesaessais

v Erlenmeyer

v' Bécher

v' Burette

v’ Eprouvette graduée

v Entonnoir

v' Lames et lamelles du microscope
v' Lamelles

v

Fioles
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Annexe 08

e

Figuren®l17: Laspiruline Figuren®18: lait infantile (Célia 1% age)

Figuren®19: Lagalerie Api 20E Figuren® 20 : Autoclave

Figuren® 21: Compteur de colonies Figuren® 22 : Etuvea 37°C
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Figuren® 23 :Microscope optique Figuren® 24 :Bec bunsen

Figuren®25: Bain MarieFiguren©26 : Incubateur



