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Résumé

Depuis longtemps, les bactéries lactiques jouent un réle important dans 1’industrie alimentaire. Les
probiotiques sont notamment des bactéries des genres comme Lactobacillus et lactococcus et
Bifidobacterium, possédent des propriétés antimicrobiennes et sont largement utilisées dans
I’industrie alimentaire, Ces bactéries jouent un role crucial dans divers écosystémes et ont un impact

positif sur la santé humaine.

Nos recherches ont porté sur I’extraction des souches lactiques a partir d’échantillons de lait cru de
chamelle et de chévre collectés dans les régions de Laghouat et Mostaganem. Cette procédure a
donné un total de 15 souches Gram positives et catalase négatives. Dans notre étude, nous avons
orienté nos recherches vers I’examen de la capacité des bactéries lactiques obtenues a lutter contre
les Uro-pathogeénes. Grace a I’utilisation de diverses méthodologies microbiologiques, nous avons

réussi a isoler 15 souches classées dans les genres suivants :

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, Lactococcus lactis subsp
cremoris, Lactococcus lactis subsp lactis, Enterococcus faecium, Streptococcus thermophulis,

Bifidobacteriumn adolescentis.

Les infections urinaires représentent un probléme de santé particulierement important et occupent
une place majeure dans la pathologie infectieuse, La majorité de ces infections sont due a des
entérobactéries avec un pourcentage de 80%, dont Escherichia coli qui est la bactérie la plus
communément observée. Les Cocci a Gram positif viennent en 2éme position. Grace a la mise en
ceuvre de la méthode de diffusion par puits, un examen a ¢té mené pour étudier I’impact inhibiteur
des bactéries lactiques produisant des bactériocines sur trois souches de référence : Staphylococcus
aureus ATCC 43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Citrobacter freundii ATCC13316,
Candida albicans ATCC10231, Klebsiella pneumoniae ATCC700603 et Proteus mirabilis
ATCC35659. Les résultats de cette étude ont démontré des résultats positifs et remarquables pour
tous les isolats de bactéries lactiques. L’objectif principal de cette recherche portait sur 1’effet
antagoniste des souches lactiques contre les Uro-pathogenes pour une caractérisation afin de choisir

les souches qui ont un effet probiotique élevé.

Mots clés : bactéries lactiques, lait cru, probiotiques, infections urinaires, Uro-pathogénes, effet

probiotique.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria have long played an important role in the food industry. Probiotics, which include
bacteria from genera such as Lactobacillus, Lactococcus and Bifidobacterium, possess antimicrobial
properties and are widely used in the food industry. These bacteria play a crucial role in various
ecosystems and have a positive impact on human health.

Our research focused on the extraction of lactic strains from samples of raw camel and goat milk
collected in the LAGHOUAT and MOSTAGANEM regions. This procedure yielded a total of 15
Gram-positive and catalase-negative strains. In our study, we focused on examining the ability of the
lactic acid bacteria obtained to combat Uro-pathogens. Using various microbiological

methodologies, we succeeded in isolating 15 strains classified in the following genera:

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, Lactococcus lactis subsp
cremoris, Lactococcus lactis subsp lactis, Enterococcus faecium, Streptococcus thermophulis,

Bifidobacteriumn adolescentis.

Urinary tract infections (UTIs) are a particularly important health problem, occupying a major
place in infectious pathology. The majority of these infections are caused by enterobacteria (80%),
of which Escherichia coli is the most commonly observed bacterium. Gram-positive cocci come in
2nd place. Using the well diffusion method, an investigation was carried out into the inhibitory
impact of bacteriocin-producing lactic acid bacteria on three reference strains: Staphylococcus
aureus ATCC 43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Citrobacter freundii ATCC13316,
Candida albicans ATCC10231, Klebsiella pneumoniae ATCC700603 and Proteus mirabilis
ATCC35659. The results of this study showed positive and remarkable results for all the lactic
bacteria isolates. The main objective of this research was to characterize the antagonistic effect of

lactic strains against Uropathogens in order to select strains with a high probiotic effect.

Key words: Lactic acid bacteria, Raw Milk, Probiotics, Urinary tract infections, Uro-pathogens,
Probiotic Effect.
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INTRODUCTION

Les bactéries lactiques, connues pour leur propriété probiotique, jouent un Role

crucial dans le maintien de 1’équilibre microbien de notre organisme.

Principalement représentées par des especes telles que Lactobacillus et
Bifidobacterium, ces bactéries sont largement présentes dans le microbiotes intestinal et
vaginal. Elles sont particuliérement reconnues par leur capacité a produire des substances
antimicrobiennes, notamment 1’acide lactiques, les bactériocines et le peroxyde
d’hydrogene. Ces composés permettent non seulement de réguler le pH mais aussi
d’inhiber la croissance de divers agents pathogeénes, y compris les uropathogenes

responsables des infections urinaires (1U) (Ng et al., 2018).

Les infections urinaires elles-mémes representent un probleme clinique courant
(Zergoug et al, 2016). Sont des affections courantes touchant principalement les
femmes : 50% des femmes souffriront d’au moins un épisode symptomatique au cours de
la vie, bien que les infections urinaires surviennent dans 20% des cas chez I’homme
(Francois et al., 2013). La majorité des infections urinaires sont causées par E. coli
uropathogéne et d’autres agents pathogénes comprennent Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis et Enterococcus faecalis entrainent des symptomes désagréables et
peuvent, si elles ne sont pas traitées correctement mener a des complications graves telle

que des infections rénales. (Salahshoori et al., 2022).

Le traitement standard des IU repose généralement sur 1’utilisation des antibiotiques,
mais I’augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques représente un défi
majeur pour la médecine moderne. Dans ce contexte, la recherche de solutions

alternatives et complémentaires devient essentielle.

Les probiotiques, qui incluent largement les bactéries lactiques, sont définis comme
des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates,
conférent des bénéfices pour la santé de ’hote. On les trouve généralement dans les
aliments fermentés et les compléments alimentaire et ils peuvent contenir diverses

especes bactérienne et fongique (Martin et Langella, 2019).

Leurs mécanismes d’action sont divers : compétition pour les nutriments et I’espace,
production de substances antimicrobiennes, modulation de la réponse immunitaire, et

renforcement de la barriére épithéliale. L’utilisation des probiotiques dans la prévention



et le traitement des infections urinaires repose sur leur capacité a rétablir et maintenir un
microbiote sain, créant un environnement défavorable a la colonisation par des bactéries
pathogénes. Des études cliniques ont montré que certaines souches probiotiques peuvent
réduire I’incidence des IU récurrentes, offrant une alternative prometteuse aux traitements

antibiotiques conventionnels.

L’objectif de cette étude est de comprendre et d’évaluer I’effet antibactérien des
bactéries lactiques isolées contre des souches pathogenes responsables des infections
urinaires. Pour atteindre cet objectif, nous avons procédé a I’isolement de bactéries
lactiques a partir lait de chévre et de Chamelle et a partir du Yaourt « Acti+ », suivi d’une
série de tests biochimiques et physiologiques pour caractériser ces souches. En paralléle,
des souches pathogenes de réference (ATCC) et des cultures urinaires contenant
Escherichia coli et Enterococcus faecalis ont été utilisees. Les tests biochimiques et de
confirmation ont été réalisés pour valider I’identification de ces pathogenes. Enfin, des
tests d’antagonisme ont été menés pour évaluer I’effet antibactérien des bactéries

lactiques isolées contre ces souches pathogenes.
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I. LESBACTERIES LACTIQUES

1. Geénéralités :

1.1. Historique :

Les bactéries lactiques sont de trés anciens micro-organismes dont les ancétres ont
pu voir le jour il y a trois milliards d’années (avant les Cyanobactéries). Elles ont été
utilisées pour la fermentation des aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour autant
comprendre la base scientifique de leur utilisation, mais tout en essayant de produire des
aliments de meilleure conservation et de meilleure qualité (Boudersa et al., 2017).

Il faudra attendre Pasteur et ses travaux sur la fermentation en 1857 pour établir un
lien entre la fermentation lactique et les bactéries. La premiere culture bactérienne pure
sera d’ailleurs une culture de Lactococcus lactis obtenue et décrite par Joseph Lister en
1873 cité par Penaud, (2006). Metchnikoff isole en 1904 le « bacille bulgare »
(Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) présent dans le yaourt (Mechai,2009).

Au début du XXeéme siécle, Elie Metchnikoff remarque que la longevité et la bonne
santé des paysans bulgares est liée a leur consommation de produits laitiers fermentés et
suggere que certains micro-organismes pourraient exercer des effets bénéfiques sur la
santé humaine (Daoudi et al, 2018).

1.2. Définition :

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogéne de microorganismes

caractérisé par la production de l'acide lactigue comme produit final a partir de la

fermentation des carbohydrates (Mozzi et al., 2010).

Elles sont sous forme de Cocci ou des batonnets a Gram positif, elles sont asporulantes,

généralement immobiles, dépourvues de catalase et d'oxydase, aéro-anaérobie facultatives et

acidotolérantes. Toutefois, leurs caractéristiques peuvent étre changées sous certaines conditions

de stresse exemple, le pH, l'acidité et la température. (Konig et Frohlich, 2009 ; Lin et al., 2020)

Elles exigent des carbohydrates fermentescibles, des acides aminés, et des vitamines pour leur

croissance (Corrieu et al., 2008).



2. Origine et Habitat :

Gréce a leur flexibilité d’adaptation physiologique, les bactéries lactiques sont en mesure de
coloniser des milieux tres divers du point de vue physico-chimique et biologique. Dans différents
écosystemes, les bactéries Acido-Lactiques sont capables d’exercer des effets bénéfiques ou plus

rarement, de causer des altérations biologiques.

Selon Fenton et al, I’origine premicre des bactéries lactiques se trouve dans les plantes
vertes, et au fil du temps et grace a I’évolution et a I’adaptation, ces micro-organismes ont investi
d’autres environnements pour s’établir dans différents habitats qui offrent les conditions requises
pour leur alimentation (Fenton, 1987 ; Kelly et al., 1998 ; Carr et al., 2002). Ainsi, le lait est
désormais un lieu de prédilection pour les bactéries lactiques ou elles peuvent accéder via le
corps des animaux ou encore par le biais des excréments ou végétaux. C’est pourquoi on retrouve

ces micro-organismes associés a divers produits laitiers fermentés selon (Dellaglio et al., 1994).

o Les espéces appartenant au genre Lactobacillus se trouvent en divers lieux :

- Dans le lait et les fromages (Lb. casei subsp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb.
brevis), dans les produits laitiers fermentés (Lb. kefir, Lb. brevis et Lb. fermentum), dans
les denrées végétales soumises a fermentation, les marinades, I’ensilage, le vin ainsi que
dans les viandes fraiches ou fermentées (Lb brevis, Lb curvatus, Lb buchneri et Lb San
Francisco) (Desmazeaud, 1996)

o Les especes du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
réservoirs naturels de la plupart de ses espéces. L’espéce Lactococcus lactis subsp. Lactis
est isolée pour la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue
comme agent primaire de 1’acidification du lait caillé (Sandine, 1988). Parmi les especes
du genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée du lait pasteurisé, du
matériel de laiterie et de levains artisanaux (Jones, 1978).

o D’autres espéces du genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus sont isolées du lait
pasteurisé, du matériel de laiterie et de levains artisanaux. Les especes du genre
Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits, des légumes (en particulier
la betterave), des végétaux en fermentation (comme la choucroute), des produits de la

panification et des solutions visqueuses de sucre dans les sucreries.



3. Caractéristiques générales des bacteéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-
organotrophes (Dellaglio et al., 1994).

Ces microorganismes ont pour principales caractéristiques d'étre a Gram positif
généralement immobiles, asporulées, anaérobies mais aérotolérantes, et de ne possede ni
catalase (certaines souches possédent une pseudo-catalase), ni nitrate réductase, ni
cytochrome oxydase (Dellaglio et al.,1994), capables de croitre a des températures
comprises entre 10°C et 45° C et a des pH allant de 4.0 a 4.5.

Les bactéries lactiques regroupent un ensemble d'espéces hétérogenes, elles se
caractérisent par la production d’acide lactique comme produit majeur du métabolisme
(Salminen et al., 2004 ; Labioui et al, 2005 ; Kénig et Frohlich, 2009 et Pringsulaka
et al., 2011).

Ces bactéries ont un métabolisme fermentaire strictement saccharolytique qui, en
utilisant des glucides, produit soit exclusivement de [lacide lactique (bactéries
homolactiques strictes). Soit de l'acide lactique et de l'acide acétique (bactéries
hétérolactiques facultatives). Soit de l'acide lactique, I'acide acétique ou de I'éthanol et de
CO2 (bactéries hétérolactiques strictes). Certaines especes ou certaines souches peuvent
en outre produire des acides, formique ou succinique. (Dellagio et al., 1994).

Ces bacteries ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles. (Dellagio
et al., 1994 et Hogg, 2008).

3.1. Caractéres immunologiques :
Les bactéries lactiques peuvent étre sensibles a leurs propres substances de défense

comme la bactériocine, elles se prémunissent a l'aide d'une protéine qualifiée «
d’immunité ».

C’est une lipoprotéine d’immunité codée par le géne Lanl : Cette protéine s’attache
a la surface externe de la membrane et interagit avec la bactériocine afin d’empécher son
insertion dans la membrane et ainsi former des pores. La structure de ces protéines est
trés variable (Dortu, 2008).



4. Classification :
4.1. Classification phénotypique :

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur la
morphologie, le mode de fermentation de glucose, la croissance a différentes
températures, la capacité de croissance a de hautes concentrations de sel (6.5%, 18%), la
tolérance aux pH acides, la configuration de l'acide lactique produit a partir de glucose,
I'hydrolyse de l'arginine, la formation d'acétoine, etc. Les marqueurs chimio-
taxonomiques comme la composition en acides gras et les constituants de la paroi
cellulaire peuvent aussi étre utiles dans la classification (Konig et Frohlich, 2009)

4.2. Classification génotypique :

L'analyse comparative des séquences d'’ARN ribosomal 16s a entrainé des
changements importants dans la taxonomie des bactéries lactiques (Salminen et al.,
2004). Les bactéries lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la classe des
Bacilli et I'ordre des Lactobacillales qui renferme six familles avec 35 genres (figure 1.9)
(De -Vos et al., 2009).

e Le genre Lactobacillus :

Les lactobacilles, appartenant aux bactéries lactiques, sont un groupe diversifié au
sein des Firmicutes, de la classe des Bacilli, de I'ordre des Lactobacillales et de la famille
des Lactobacillaceae. Ils font partie de la flore normale de la cavité buccale, de
l'urogeénital et du tractus gastro-intestinal. Avec 261 especes et 20 sous-especes, les
lactobacilles constituent le groupe le plus important des bactéries lactiques. Ce sont des
bacilles longs et fins, parfois incurvés, souvent en chaines, immobiles, asporulés, catalase
négative, et se développent a des températures optimales de 30 a 40°C. Ils ont des besoins
nutritionnels complexes, nécessitant des acides aminés, des vitamines, des acides gras,
des nucléotides, des glucides et des minéraux (Zheng et al., 2015 ; Menad, 2018).

e Le genre Streptococcus :

Les cellules de ces genres sont généralement de formes sphériques ou ovoides,
disposees en paires ou en chaines, avec une formation de chaines plus clairement observée
dans des cultures liquides (Patel et Gupta, 2018 ; Park et al., 2019).

Elles sont Gram positif, non mobiles, et d'un diametre inférieur a 2 um, elles
fermentent les glucides principalement en acide lactique sans production de gaz. Leur
température optimale de croissance est de 37°C, mais elles ne peuvent se développer a
15°C ni a un pH de 9,6, en présence de 4% de NaCl ou de 0,1% de bleu de méthylene,



Et produit de l'acide lactique uniquement a partir de quelques sucres tels que le

fructose, le glucose, le mannose, le lactose et le saccharose (Klaenhammer et al, 2005).
Appartenant a la famille des Streptococcaceae, anaérobies ou aérotolérantes
sporulées, quelques espéces sont capsulées (Delorme et al., 2010). Streptococcus
thermophilus, la seule espéce utilisée en technologie alimentaire, est isolée du lait
pasteurisé et des levains artisanaux. Sa température optimale de croissance est d'environ
42°C (Bekhouche, 2006).
e Le genre Lactococcus :

Les lactocoques sont séparés des streptocoques lactiques suite aux études de
(Schleifer et al., 1985) basées sur des criteres moléculaires, pour créer le genre
Lactococcus.

Ce sont des coques a gram positifs, de 0,5 a 1 pm de diametre. Ils présentent un
groupement typigque en chainettes, immobiles, dépourvus de spores et rarement capsulés.
Aéro-anaérobie facultatifs, de type mésophile, leur température optimale varie de 10 a
40°C avec un optimum de croissance de 37°C mais sont incapables de se développer a
45°C, a pH 9,6 et en présence de 6,5% de NaCl (Mofredj et al., 2007).

L’activité métabolique de lactococcus varie, mais toutes les especes se caractérisent
par I’absence de catalase et 1’utilisation de la voie fermentaire pour la dégradation de
certains glucides, sans production de gaz. Ils sont donc homofermentaires et produisent
exclusivement de I’acide lactique (Simpson et al., 2004).

e Le genre Bifidobacterium :

Traditionnellement, le genre Bifidobacterium a été associé aux bactéries lactiques.
Par la suite, il été séparé en raison du contenu G+C supérieur a 50% et affecté au phylum
des Actinobacteria.

Elles ont la forme irréguliére d’un V ou une morphologie bifide en forme de Y, elles
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. (Aibeche et al,2020)

Elles sont hétérofermentaires et se caractérisent par la présence d'une enzyme, le
fructose - 6- phosphate phosphocétolase, celle- ci leur permet de fermenter les hexoses
en produisant de l'acide acétique et de l'acide lactique (Axelsson et al., 2004 ; Pilet et al.,
2005 ; Ho et al., 2007).

e Le genre Enterococcus :
Ces bactéries, appartenant a la famille des Streptococcaceae, Ce genre regroupe les

streptocoques fécaux, notamment Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium, qui
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sont des commensaux de I’intestin et souvent rencontrés dans I’alimentation (Delorme et
al., 2010).

Sont des Cocci & Gram positif, non mobiles, anaérobies ou aérotolérantes, sporulées,
quelques especes sont capsulées. Elles sont homofermentaires, fermentant 1’arabinose et
le sorbitol, (Rakhis et al, 2016) et peuvent tolérer des conditions de croissance variées,
incluant des températures de 10°C a 45°C, avec une température optimale entre 35°C et
37°C (Garcia et Rice, 2019). Elles tolérent également des concentrations salines élevées
(jusqu'a 6,5% de NaCl) et des pH élevés (jusqu'a 9,6). (Ruiz et al., 2008)

e Le genre Leuconostoc (Ln.) :

Ce genre comprend 10 especes fastidieuses dans leurs exigences nutritionnelles, de
forme ellipsoidale a sphériques généralement allongées qui s'arrangent en paires ou en
chaines, non acidophiles avec un pH optimum de croissance égal a 6.5 certains peuvent
croitre méme a un pH de 4.5 ; sont des hétérofermentaires obligatoires (Bjorkroth et
Holzapfel, 2006 ; Yehia et al., 2017).

La température optimale est comprise entre 20°C et 30°C mais la croissance peut

aussi avoir lieu méme a 5°C (Janget al., 2002 ; Cholakov et al., 2019).

Oenococcus

Streprococcus

Leuconaostoc

Weissella

Lactobacillus

Alloiococcus

Dotosigramlun:

Figure 1: Arbre
phylogénétique,
basé sur I’analyse
Ppindlimitirti e comparative
des — séquences
Bifidobacteritum d’ ARNI'I 6S,

montrant les principaux groupes phylogénétiques des bactéries lactiques et les
genres non reliés Bifidobacterium et Propionibacterium



5. Métabolisme des bactéries lactiques :

5.1. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques :

Selon Luquet, la fermentation des sucres par les bactéries lactiques conduit
principalement a la production d’adénosine triphosphate (ATP) et d’acide lactique. En
technologie laitiére, la fonction primaire des bactéries lactiques est de convertir le lactose
du lait en acide lactique, qui intervient a divers stades de la fabrication des produits laitiers
(contribue a la coagulation du lait, provoque la déminéralisation et I’égouttage du caille,
et agit sur le goQt ainsi que sur la conservation des produits laitiers fermentés). (Luquet,
1986)

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font
pas exception a la régle. Heterotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de
substrats carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries
lactiques peuvent étre des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des
pentoses (xylose, ribose, arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylol) ou des
disaccharides (lactose, saccharose, cellobiose, tréhalose).

La fermentation des sucres s’effectue essenticllement en trois étapes (Atlan et al, 2008) :

» Le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;

» Le catabolisme du lactose selon une voie homofermentaire donnant lieu a ’acide

lactiqgue comme unique produit de dégradation du glucose ;

» Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon le genre ou espéce, les bactéries lactiques utilisent principalement 1’une
des deux voies majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaire
(Embden-MeyerhofParnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate)
(Atlan et al, 2008).
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Figure 2: Voies majeures de fermentation chez les bactéries lactiques
(Martensson, 2002).

e Voie homofermentaire ou EMP :

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espéces de Lactocoques,
Pediocoques, ainsi que certains Lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions
optimales de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules
d’ATP par molécules de glucose consommée. Le fructosel-,6-bis phosphate aldol ase est

une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP (Thompson et Gentry-

Weeks, 1994).

e Voie hétérofermentraire ou voie des pentoses phosphate :

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide
lactique, de I’acétate, de 1’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaire. Les principaux
groupes de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostoc et certains

Lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus du systeme de PTS (Thompson et

Gentry-Weeks,1994).
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6. Interaction bactéries lactiques — Hotes :

Les bactéries lactiques se trouvent a 1’état libre dans 1’environnement ou vivent en
association avec un héte (homme ou animal) dans un écosysteme bactérien tel le tractus
gastro-intestinal ou génital des mammiferes (Klein et al., 1998).

Les différentes especes de Lactobacillus, Lactococcus lactis et / ou Lc. garvieae, les
plus rencontrées en industrie agroalimentaire, étant communément utilisées comme
ferments (starter culture) pour la production de produits laitiers. Par ailleurs, les bactéries
lactiques sont également a I'origine de la fermentation utilisée pour la préparation de
boissons a partir de plantes (boza, cidre...), il s’agit dans ce cas des especes appartenant
aux genres Lactobacillus et Leuconostoc (Galvez et al., 2011).

Les bactéries lactiques ont toutefois la capacite de vivre en symbiose entre elles ainsi
qu’avec un hote. La symbiose est une association intime et durable entre deux organismes
hétérospécifiques (espéces différentes), parfois plus. Le tractus gastrointestinal des
mammiféeres est colonise par les bactéries lactiques (Bifidobacterium, Lactobacillus,
Leuconostoc, et Weisseilla). Cependant, D’appareil génital chez la femme est
principalement colonisé par Lactobacillus, auxquelles il apporte des nutriments comme
le glycogene. En acidifiant le milieu, ces bactéries apportent une protection contre des
pathogeénes responsables d’infections vaginales comme Trichomonas vaginalis,
pathogene responsable de la trichomonase vaginale (Bjorkroth et Holzapfel, 2006, Ruiz
et al., 2009) ou encore Candida albicans a I’origine de la vulvo-vaginite (Falagas et al.,
2006, Pirotta et al., 2004).

7. Intérét des bacteéries lactiques :

Les bactéries lactiques jouent un rdle important que ce soit dans 1’industrie
alimentaire ou dans le domaine thérapeutique.

7.1. Dans I’industrie alimentaire :

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus
thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits
fermentés (Yateem et al., 2008).

Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre autres sont
aussi des produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al., 2005).
L’utilisation de ces dernicres a pour but I’amélioration des caractéristiques

organoleptiques des produits fermentés et I’augmentation de leur durée de conservation
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sans ’utilisation de conservateurs chimiques, et ce grace aux substances antimicrobiennes
qu’elles sécrétent (Dortu et Thonart, 2009).

Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains critéres :
absence de pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques, capacité de dominance, facilit¢ de culture, de conservation, et
maintenance des propriétés désirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001).

7.2. Dans le domaine thérapeutique :

Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a I’hdte en conférant
une balance de la microflore intestinale, en jouant également un réle important dans la maturation
du systeme immunitaire (Yateem et al., 20018). Différentes études ont démontré le r6le préventif
aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010).
D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité
proteolytique (EI-Ghaish et al., 2011).

Uehara et al., (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bacteries
pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations

fréquentes et répétées de la vessie.
II. LESPROBIOTIQUES

1. Historique et définition :

La définition du terme « Probiotique » a évolué dans le temps en fonction de la
réflexion des chercheurs, des connaissances scientifiques et des avancées technologiques
(Vasiljevic et Shah, 2008).

Au début des années 1900, le lauréat du prix Nobel, Elie Metchnikoff a associé la
longévité accrue des ruraux bulgares a la consommation réguliére de produits laitiers
fermentés tels que le yaourt. 1l a suggéré que les lactobacilles pourraient contrecarrer les
effets putréfiant du métabolisme gastro-intestinal (Martirosyan et Leem, 2019).

En 1906, le pédiatre francais Henry Tissier a observé que les selles des enfants
souffrant de diarrhées contenaient un faible nombre de bifidobactéries par rapport aux
selles d’enfants en bonne santé. Il suggéra alors d’administrer ces bactéries aux patients
diarrhéiques pour les aider a restaurer un microbiote intestinal sain (Liévin et Servin,
2014).
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En 1989, Fuller redéfinit les probiotiques comme des « compléments alimentaires
qui ont un effet bénéfique sur I'animal héte en améliorant son équilibre microbien
intestinal » (Burns et Rowland, 2000).

Le terme probiotique dérivé du grec « pro bios », qui signifie littéralement « en
faveur de la vie ». En 2002, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et I’Organisation
des Nations Unies pour I’alimentation et I’agriculture (FAO) officialisent la définition du
terme probiotique afin d’éviter toute dérive. Les probiotiques sont donc définis comme «
des organismes vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent un effet
bénéfique sur la santé de I'hdte » (Markowiak et Slizewska, 2017).

L’histoire souligne donc que la définition actuelle pourrait encore évoluer, car les
champs de recherche pour mieux connaitre et comprendre 1’action des probiotiques sont
encore nombreux (Yan et Goldman, 2020).

2. Sources des probiotiques :

La source conventionnelle de probiotiques a usage humain, recommandee par la
FAO/WHO, est le TGI. De nombreuses souches probiotiques ont été isolées de I’intestin,
telles que : Lb. salivariussubsp. Lb. acidophilus, ainsi qu’a partir des matiéres fécales
humaines, telles que B.longum et Lb.acidophilus, et moins fréquemment 1’estomac
humain, comme : Lb.fermentum, Lb.gasseri, Lb.vaginalis, Lb.reuteri et Lb.salivarius
(Zielinska et Kolozyn, 2018).

Les principaux vecteurs alimentaires des probiotiques sont les yaourts et les laits
fermentés. Ils fournissent un pH de I’environnement dans lequel la bactérie probiotique
doit survivre. Cependant, de nombreuses etudes montrent que les souches probiotiques
sont trouvées également dans les substrats fermentés non laitiers comme : les céréales,
les légumineuses, les choux, les légumes, etc. (Anandharaj et al., 2014).

Outre les aliments, les probiotiques peuvent également étre disponibles sous forme
de liquide, de poudre, de gel, des granulés, des pates, des capsules, des sachets, des
médicaments et des compléments alimentaires. Toutes ces formes de produits contiennent
un grand nombre de bactéries qui restent dans un état stable du fabricant aux
consommateurs (Yadav et Shukla, 2017).

3. Classification des probiotiques :

Les probiotiques peuvent étre classés en quatre catégories (Tableau 1.2). La premiére
catégorie renferme les especes du genre Lactobacillus. Les lactobacilles sont des bactéries

Gram-positif, classées dans le phylum des Firmicutes et appartenant a la famille de
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Lactobacillaceae (Hammes and Vogel, 1995). Elles se présentent sous forme de bacilles
ou de coques et sont anaérobies facultatives, immobiles, non flagellées et non sporogenes.
Les lactobacilles forment une grande partie des bactéries lactiques qui sont capables
de produire de I’acide lactique par la fermentation de certains sucres comme le lactose.
Ces espéces colonisent I'étre humain et sont généralement présentes dans le tractus gastro-
intestinal, les muqueuses vaginales et la cavité buccale (LandRouster et al., 2005).

Les lactobacilles sont parmi les probiotiques les plus utilisés chez I'numain avec plus
d'applications connues notamment la fabrication des produits laitiers fermentés tel que le
yaourt (Klaenhammer, 1998). Parmi les souches commerciales les plus utilisées, on
retrouve les souches de L. acidophilus, L. casei, L. paracasei et de L. johnsonii (Holzapfel
and Schillinger, 2002). La deuxiéme catégorie est composée des espéces de
Bifidobacterium. Ce sont des bacilles a Gram-positif, anaérobies strictes, immobiles et
forment le groupe bactérien prédominant de la flore intestinale humaine (Mitsuoka,
1990).

Les bifidobactéries sont majoritairement utilisées comme probiotiques surtout par
I'industrie agroalimentaire en raison de leurs nombreux bienfaits sur la santé. C'est le cas
de la souche commerciale B. animalis ssp. LactisBb12 (Kabeerdoss et al., 2011).

Le troisieme groupe de probiotiques comprend d'autres bactéries lactiques en forme
de coques telles que les Enterococcus et les Streptococcus. Quant au quatrieme groupe,
il est constitué de micro-organismes non-lactiques notamment les bactéries sporulées
(Bacillus cereus), les bactéries appartenant a I'espéce Propionibacterium freudenreichii
ainsi que certaines levures de type Saccharomyces principalement utilisées par 1’industrie

agroalimentaire.
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Tableau 1 : Liste des microorganismes considérés comme des probiotiques

L.paracasei L.plantarum L.reuteri L.rhamnosus L.gasseri
L.acidophilus  L.amylovirus L.casei L.cellobius L.crispatus
L.delbrueckii L.farciminis L.fermentum L.gallinarum

B. adolescentis

B. infantis

Enterococcus

faecalis

Sporolactobacillus

inulinus

Bacillus spp

(Holzapfel et al., 2001).
Lactobacillus

Bifidobacterium
B. animalis B. bifidum
B. lactis B. longum

Autres bactéries lactiques

Enterococcus Lactococcus Leuconostoc
faecium lactis mesenteroides

Streptococcus Streptococcus Streptococcus

thermophilus diacetylactis diacetylactis

Bactéries non lactiques

Escherichia Propionibacterium  Saccharomyces

coli nissle freudenreichii cerevisiae

4. Roles probiotiques des BAL :

L.johnsonii

L.curvatus

B. breve

B. thermophilum

Pediococcus

acidilactici

Streptococcus

intermedius

Saccharomyces

boulardii

De nombreuses études rapportées, depuis une quinzaine d’années, montrent que les

bactéries sont de plus utilisées sous forme de probiotiques qui sont des préparations

contenant des microorganismes et leur métabolites, utilisés comme additifs alimentaires

et qui affectent de fagon bénéfique 1’organisme de I’hote.

Ces bactéries présentent des propriétés prophylactiques et thérapeutiques par

exemple leur activité anticholesterolémiante, leur action anticarcinogéne, leur potentiel

vaccinal et I’effet protecteur des tractus digestif (Chemlal,2012).

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 réle sur
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I’intestin par ’inhibition des germes pathogeénes et prévention et/ou le traitement des
diarrhées infectieuses (Bahri, 2014).

5. Propriétés et Criteres de sélection des souches probiotiques :

Afin qu’un microorganisme puisse étre reconnu en tant que potentiel probiotique, il
lui faut répondre a certains critéres. Tout d’abord, il doit étre non pathogéne et étre
reconnu comme securitaire. 1l doit avoir la capacité de survivre et de croitre dans les
conditions physiologiques du tube digestif, ainsi qu’avoir une bonne tolérance au pH
acide rencontré au niveau de I’estomac et sels biliaires rencontrés au niveau du duodénum
(Dunne et al., 2001).

Selon Guarner, L’adhérence aux cellules épithéliales de I’intestin est souvent citée
comme un critére de sélection. Le tableau 2 rapporte les criteres les plus utilisés pour la
sélection des probiotiques.

Tableau 2 : Criteres de sélection des probiotiques (Nousiainen et al., 2004)

Criteres But cherché
Résistance a I’acidité gastrique Survie pendant le passage par I’estomac et
duodénum
Résistance aux sels biliaires Survie pendant le passage par I’intestin
gréle

Production d’acide (a partir de glucose et | Production (de barriére acide) efficace dans

lactose I’intestin
Adhésion au mucus et /ou aux cellules Colonisation efficace, réduction des sites
épithéliales humaines d’adhésion des pathogénes a la surface
Production de substance antimicrobienne Inhibition du développement des germes
pathogenes
Résistance a la chaleur Survie pendant le processus de

transformation

Bonnes propriétés technologiques Stabilité, croissance sur une large échelle,

survie dans le produit,
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6. Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé :

Plusieurs études ont démontré les multiples effets bénéfiques des probiotiques, en

effet, les probiotiques interviennent dans la prévention et le traitement de plusieurs

diarrhées, notamment la diarrhée du voyageur et la diarrhée associée a la prise

d’antibiotiques (Beausoleil et al., 2007 ; McFarland, 2007).

Selon Salminen, les probiotiques sont aussi impliqués dans la réduction et le

traitement de certaines infections gastro-intestinales. lls contribuent également a la

modulation du systéme immunitaire et au renforcement de la muqueuse intestinale
(Tableau 3, Figure 3) (Matsuzaki and Chin 2000).
Tableau 3 : Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Salminen

et al., 2004 ; Patterson, 2008).

Effets intestinaux

Controle des troubles
suivants :

1. Mauvaise digestion du
lactose.

2. Diarrhée due aux rotavirus
et Diarrhée-associée aux
antibiotiques. Syndrome du
cblon irritable.

3. Constipation.

4. Infection par Helicobacter
pylori.

5. Prolifération bactérienne
dans D’intestin gréle.

6. Maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin
Prévention de I’entérocolite

Nécrosante du nouveau-né.

Effets sur le systeme

Immunitaire

1. Modulation
immunitaire.

2. Répression des
réactions allergiques
par réduction de
I’inflammation.

3. Réduction des risques
d’infection par des
agents pathogenes
courants (Salmonella,
Shigella).

Autres effets

Réduction du risque de :

1. Certains cancers

(colorectal, vessie, col

utérin, sein).

2. Coronaropathie.

3. Maladie des voies
urinaires.

4. Infection des voies

respiratoires

supérieures et infections

connexes.
5. Réduction du

cholestérol sérique et de

la pression artérielle.

> Les probiotiques améliorent aussi la digestion des aliments et jouent un réle dans la

réduction des symptomes de l'intolérance au lactose (Nagpalet al., 2007).

17




> Les probiotiques possédent aussi une action antimicrobienne gréce a la production
des bactériocines (Klaenhammer, 1988).

> Certains probiotiques ont démontré leur capacité a prévenir certaines maladies
chroniques telles que la maladie de Crohn, I'obésité et le diabéte (Schultz et al., 2004
; Yadav et al., 2007).

» Dr’autres travaux laissent présager qu’ils pourraient également jouer un rdle

important dans la prévention du cancer du cdlon (Wollowski et al., 2001).

Antibiotic-
Lactose associated Immune reponse &
metabolisme & diarrhea Parasitic infections
food digestion

Coronary heart Constipation &

disease uclers
Oral health B vitamins
Diabetes Cholesterol
normalization
Antioxidative Urinary tract & Reduction in
activity upper respiratory blood pressure
tract infection

Figure 3 : Schéma des principaux bienfaits des probiotiques (Nagpal et al., 2012).

7. Mécanismes d’action des probiotiques :

Il existe différents mécanismes d'action par lesquels les probiotiques exercent un
antagonisme vis-a-vis plusieurs microorganismes (Yan et Polk, 2009).

Parmi ces mécanismes (Figure 4) :

¢ Inhibition de la croissance des pathogénes.

e Amélioration de la fonction barriére.

e Modulation du systeme immunitaire (Monteagudo-Mera et al., 2019).
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Figure 4 : Mécanismes d'action des probiotiques (Kim et al., 2016).

(1) Les probiotiques inhibent les pathogénes en se faisant concurrence pour la

nutrition et le site de liaison, ou en sécretent des agents antibactériens.

(2) Les probiotiques améliorent la jonction serrée et favorisent la sécrétion de

mucines.

(3) Les probiotiques contribuent a I’homéostasie intestinale par un effet

d’immunomodulation.

7.1. Inhibition de la croissance des microorganismes
pathogénes :

Les probiotiques exercent des effets antagonistes directs par la production de
substances antimicrobiennes, notamment les bactériocines, l'acide, le peroxyde
d’hydrogéne, et les défensines (Yan et Polk, 2009), ou des effets indirects, par la création
d’un environnement défavorable a I'implantation et a la prolifération des bactéries
pathogenes spécifiques par modification du pH intestinal.

Les probiotiques conduisent a la formation d’acide gras a chaines courtes, les acides
organiques (acide lactique, acétique, propionique, acide succinique, etc.), qui acidifient
le milieu intestinal empéchant ainsi la croissance des microorganismes acido-sensibles
(Faure et al., 2013). L’inhibition de la croissance des pathogénes peut également
s’effectuer par un processus de restriction des nutriments. Les probiotiques entrent en
compétition avec les pathogenes vis-a-vis des nutriments disponibles dans le milieu
(Coudeyras et Forestier, 2010).

7.2. Ameélioration de la fonction barriére :
Les probiotiques renforcent I’effet barriére anti pathogenes, ils s’opposent a

I’implantation des micro-organismes pathogénes dans le tube digestif par compétition sur
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les sites d’adhésion grace a leur potentiel d’adhésion a la muqueuse intestinale (Faure et
al., 2013).

Certains probiotiques participent a I’effet barriére des muqueuses et I'exclusion des
agents pathogénes en stimulant la production des mucines et des peptides antimicrobiens
mais aussi en améliorant I’intégrité de 1’épithélium, notamment la formation des jonctions
serrées (Coudeyras et Forestier, 2010).

7.3. Modulation du systeme immunitaire :

Les bactéries probiotiques peuvent exercer un effet immunomodulateur. 1l a été
découvert que ces bactéries contribuent a I'noméostasie intestinale par une interaction
avec le systeme immunitaire inné ou adaptatif (Kim et al., 2016). Ils ont la capacité
d'interagir avec les cellules épithéliales et dendritiques, monocytes, macrophages et
lymphocytes. La réponse immunitaire adaptative depend des lymphocytes B et T, qui sont
spécifiques d'antigénes particuliers.

En revanche, le systtme immunitaire inné répond a des structures communes
appelées motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP) partagés par la grande
majorité des agents pathogenes. La réponse principale aux agents pathogenes est
déclenchée par les récepteurs de reconnaissance de motifs les (PPR), qui se lient aux
PAMP.

Les PPR les mieux étudies sont des récepteurs de type péage (TLR). En outre, les
récepteurs de lectine extracellulaires de type C (CLR) et les récepteurs de type protéine
(NOD) de type domaine d'oligomérisation de liaison nucléotidique intracellulaire (NLR)
sont connus pour transmettre des signaux lors de linteraction avec des bactéries
(Bermudez et al., 2012).

8. Applications des Probiotiques :

Les différents produits commercialisés en tant que probiotiques humains ou animaux
sont constitués soit d’un seul microorganisme (produits dits mono-souches) ou d’une
association de plusieurs especes (produits dits pluri-souches). De nos jours, les produits
probiotiques sont commercialisés sous trois formes (Patterson, 2008) :

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

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

-Des cellules séchées, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimés.
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v' Les probiotiques sont généralement associés aux produits laitiers de culture.
v La gamme de produits probiotiques comprend maintenant des fromages, des
crémes glacées et des yogourts glacés de méme que des aliments et boissons

non laitiers (Patterson, 2008).

1. LES INFECTIONS URINAIRES
A.L’appareil urinaire :

1. Définition :

L’appareil urinaire est 1’un des appareils excréteurs de I’organisme (Figure 5). Il a
pour fonction d’assurer 1’épuration du sang : il extrait en effet du sang circulant, les
déchets qui résultent du métabolisme et assure leur rejet a I’extérieur sous forme d’urine.
Par son action d’élimination sélective, il concourt de plus au maintien de la constance du
milieu intérieur. Il se forme et commence a fonctionner avant la naissance (Lepot, 2011).

2. Composition :

e Deux reins, qui fabriquent I'urine ;

e Deux ureteres, qui acheminent des reins jusqu’a la vessie ;

e Lavessie, qui collecte I'urine en attendant son excrétion ;

e L’urétre, par lequel I'urine est vers ’extéricur (Hakkache, 2015).

Urétre

Figure 5 : Anatomie de I’appareil urinaire
2.1. L’appareil urinaire haut :
e Lesreins:
Les reins sont deux organes en forme d’haricots. Ils sont situés a l’arricre de
I’abdomen, pres de la colonne vertébrale. Les résidus de filtration et ’exces d’eau forment

I’urine. Ils assurent la filtration du sang et le maintien de I’homéostasie (ou équilibre
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acido-basique et équilibre des concentrations des différents électrolytes) (Laforet, 2009).
Leur poids est de 140g, mesurent 12cm de long, 6cm de large et 3cm d’épaisseur. Leur
coloration est rouge, leur consistance et ferme avec une surface lisse et réguliere (Laville
et Martin, 2007).

Cortex
Medulla

Artére interlobaire
Veine interlobaire
Artére rénale

Veine rénale

Bassinet

Uretére

Calice

Figure 6 : Anatomie du rein chez ’humain (Jaworski, 2006).
e Lesuretéres:

Ce sont deux canaux collectant I’'urine au niveau des reins pour I’acheminer jusqu’a
la vessie. Ils mesurent un peu moins de trente centimétres de long chez 1’adulte (Laforet,
2009).

2.2. L’appareil urinaire inférieur :

e L’urétre:

L’urétre est un canal qui permet I’expulsion de 'urine vers la vessie puis vers
I’extérieur du corps humain ; sa position et sa longueur sont différentes chez les deux
sexes, il est trés court chez la femme contrairement a I’homme ou il joue une double
fonction : I’extraction des spermes et I'urine a la fois (Lansier et al. 2002 ; Lamarre,
2015).
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Figure 7 : Description anatomique de ’appareil génito-urinaire chez
I’humain. A gauche chez I’homme et a droite chez la femme (Hawa, 2006)
e Lavessie:
La vessie situee sous le péritoine, en arriére de la symphyse pubienne (en avant de
I’utérus chez la femme et du rectum chez I’homme), est un organe musculaire creux
sphéroide ou s’accumule 1’'urine entre les mictions. Le col de la vessie, sa partie la plus

basse, s’ouvre dans 1’urétre (Smeltzer et Bare, 2006).
3. L’urine :

3.1. Définition :

L’urine est un liquide formé dans les reins par les néphrons, qui assurent une filtration
du plasma au niveau des glomérules (Harlay, 1997). C’est un liquide jaune et clair,
transparent, sécrété par les reins et éliminé par les voies urinaires, qui constitue le
principal véhicule d’élimination des déchets de 1’organisme (Domart et Bourneuf,
1989).

B. Infection urinaire :

1. Dans I'Algérie :

Les infections urinaires occupent le 1* rang des infections bactériennes nosocomiales
(Vuke, 2014). Les IU posent un probleme majeur de santé publique du fait de leur
fréquence trés élevée. Elles sont dues a des bactéries d’origine digestive et sont
généralement monobactériennes. Il s’agit dans la majorit¢é des cas (90%)
d’Entérobactéries. Ces infections surviennent plus fréqguemment chez la Femme. Selon
des données épidémiologiques, 40 a 50 % des femmes ont eu au moins une infection

urinaire dans leur vie. Cette fréquence augmente avec 1’age (Aries et al., 2014). Chez la
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population pédiatrique, les garcons a partir de 3 ans ont moins de risque d’IU, et ce risque
semble se réduire aprés la circoncision (Daniel et al., 2003).

2. Dans le monde :

Selon Schappert et Rechtsteiner ; Aux Etats-Unis, environ 8 millions de
consultations annuelles concernent les 1U. Chez les femmes, avec 10% des femmes entre
18 et 75 ans consultant pour une 1U chaque année et 50% ayant un épisode de cystite
aigué avant 32 ans (Fihn, 2003 ; Hooton, 2012) ; chez les hommes, les 1U représentent
20% des cas, surtout apres 50 ans, souvent liées aux pathologies prostatiques. (Griebling,
2005).

3. Epidémiologie et physiopathologie :
3.1. Définition :

L’infection urinaire est définie comme une colonisation d’un agent infectieux dans
les voies urinaires et non I’urine, on estimer la présence d’une infection urinaire, quand
’urine qu’est normalement stérile contient plus de 10° UFC/ml de germes, accompagnées
par des symptomes qui sont variables, mais le plus connu, le besoin trop fréquent d’uriner,
I’impériosité de ce besoin, des douleurs dans la vessie, douleurs lombaires ; sensation des
bralures en urinant, fievre de plus de 38°C (Francois et al. 2013 ; Pauline, 2018).

v" Onydistingue deux types :

3.1.1. Infection urinaire communautaire (Endogene) :

Infection urinaire d’origine communautaire, dite endogéne lorsqu’elle est acquise
hors de I’hopital c’est-a dire une infection non nosocomiale (Delaeare ,2000). Elle est
provoguée par la propre flore du malade a partir des germes cutanés (staphylocoques a
coagulase négative, corynébactéries), ou muqueuses du périnée, de la peau de I’abdomen
ou digestifs d’origine intestinale (entérobactéries, streptocoques, anaérobies) (Lentilhac,
2002 ; Botto, 2003).

3.1.2. Infection urinaire hospitaliere (Exogene) :

Infection urinaire d’origine clinique (hospitaliére) est dite nosocomiale, provoquée
par un germe provenant d’un autre patient hospitalisé, lorsqu’elle est acquise dans une
structure de soins ou d’une manicre plus générale reliée a la prise en charge du patient,
de maniere directe ou indirecte par I’intermédiaire de matériel ou de l'environnement

soignant (Girard et al., 2009).
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3.2. Facteurs de risques des 1U :
Différents facteurs favorisant I’infection urinaire ont été identifiés (Foxman et al.,
2000 ; Foxman, 2002) :

o Activité sexuelle
e Utilisation de spermicides
e Troubles du comportement mictionnel (mictions rares, retenues, incomplétes)
e Diabéte deséquilibré et/ou compliqué (neuropathie vésicale).

3.3. Types d'infection urinaire :

a. Les infections urinaires basses :

e La Cystite :

La cystite est de loin la forme d'infection urinaire la plus courante. La cystite est une
infection localisée a la vessie, le plus souvent d’origine bactérienne, bénigne, toujours
I’infection se fait par voie ascendante. Souvent elle est due a une infection par Escherichia
coli présente dans lintestin. Plus rarement, peut étre due au champignon Candida
albicans (candidose) (Mohammedi, 2013).

Les symptomes sont : des urines troubles (purée de pois), parfois hématurie
(terminale), absence de fievre et de douleurs lombaires, des brllures et douleurs a la
miction, une pollakiurie (augmentation de la fréquence des mictions) et une miction
impériosité (Barouni, 2017).

e L’Urétrite :

L'urétrite touche uniquement lurétre. Il s'agit d'une infection sexuellement
transmissible (IST) courante chez les hommes, mais les femmes peuvent aussi en souffrir.

Différents agents infectieux peuvent causer l'urétrite. Les plus communs sont la
chlamydia et le gonocoque. Les symptoémes sont : une dysurie avec brilures
mictionnelles, un écoulement urétral et parfois une hématurie typiquement initiale
(Guyalbert, 2008).

e La prostatite :

Infection chronique ou récidivante de la prostate par des agents bactériens
(Delavierre, 2007). Une bactériurie significative ne peut étre mise en évidence que chez
quelque 5% des patients ayant une symptomatologie. Les signes évocateurs sont les
mémes que ceux d’une cystite chez la femme a la différence qu’elle est fébrile chez

I’homme. C’est la cause la plus fréquente d’infections urinaires a répétition chez I’homme
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(Bruyere et al., 2008 ; Emonet et al., 2011). Elle débute chez I’adulte jeune par une
fievre élevée, intense, avec frisson, des myalgies et des arthralgies associées a des signes
d’infection urinaire tels que la brilure mictionnelle (Daniel et al., 2003).
b. Les infections urinaires hautes :
e La pyélonéphrite :

Elle se définit par une inflammation aigué calicielle, pyélo-urétrale et
parenchymateuse rénale d’origine bactérienne. Cette infection atteint donc non seulement
la voie excrétrice et les cavités intra-rénales, mais également le parenchyme rénal voisin
(Debre et al. 1992).

Les symptdmes sont : une fiévre et frissons, des douleurs lombo-abdominale et une

pyurie avec urines troubles (Guyalbert, 2008)

4. Caracteristiques des Uropathogenes :

e Escherichia coli :

Escherichia coli fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Gram negatifs,
anaérobies facultatifs, non sporulés, oxydase négative. Il s’agit de courts batonnets
mobiles au moyen de flagelles. Bactérie généralement commensale de la microflore
bactérienne normale du tube digestif de ’homme. Escherichia coli peut également étre a
l’origine de pathologies extra-intestinales (méningites, infections urinaires) ou

intestinales (Zergoug, 2017).

e Enterococcus faecalis :

Ce sont des Cocci a Gram positif, sphériques ou ovoides, catalase (-) et oxydase (-).
La présence d'un acide teichoique de paroi porteuse de I'antigéne D les rapproche plus
particulierement des Streptocoques du groupe D, de méme que leur présence dans
I'intestin de I'homme et de certains animaux (Compus de Microbiologie Médicale).

Les deux espéces les plus fréquemment isolées sont E. faecalis et E. faecium. Elles
font partie de la flore normale du tractus gastro-intestinal, des voies génitales féminines
et dans une moindre mesure de la cavité orale. Néanmoins, ce sont des pathogénes

opportunistes et sont responsables d'infections urinaires (Benabdelkrim et al, 2017).

e Proteus spp :
Selon Awvril., 1988, les espéces du genre Proteus spp, appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae, sont des bacilles Gram négatif fins (0,5u) et protéiformes (d’ou leur
nom). Bactéries saprophytes du tube digestif (5% de la flore aérobie), Proteus spp sont

extrémement mobiles.
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Chez I’homme, les infections les plus fréquenté par ces bactéries concernent
I’appareil urinaire, il s’agit de la souche la plus souvent isolée dans les infections
urinaires, aprés Escherichia coli (Madec., 1990)

e Klebsiella spp :

Klebsiella Gram négative, ce sont des bactéries immobiles en diplobacilles
généralement capsulées, trés abondantes dans la nature, commensales de ’homme et
responsables d’infections opportunistes hospitalicres. Parmi les espeéces couramment
rencontrées, Klebsiella pneumoniae qui est un agent de pneumopathies aigues, représente
une cause fréquente d’infections urinaires nosocomiales (Madigan et Martinko, 2007).

Les infections associées a Klebsiella spp sont, plus fréqguemment, urinaires mais
touchent aussi les voies respiratoires supérieures, les voies biliaires et les plaies
chirurgicales (Harrison, 2002). La production de la capsule fait aussi obstacle aux
défenses de I’hote en perturbant la phagocytose (Perry et al., 2004).

e Staphylococcus spp :

Staphylococcus spp, coques a Gram positif, présente des cellules immobiles
sphériques de 0,5 a 2,5 um de diamétre, isolées par paires ou en amas.

Les infections urinaires a staphylocoques sont la plupart du temps dues a l'espece
S.saprophyticus. Cette bactérie est un pathogene opportuniste important qui entraine des
infections des voies urinaires (cystite, pyurie ou pyélonéphrite), en particulier chez les
jeunes femmes sexuellement actives. S. saprophyticus est considéré comme la deuxieme
cause d'infections des voies urinaires chez ces patientes (Jidar, 2007).

e Candida albicans :

Les levures représentent une infection réelle des voies urinaires. On distingue
Candida albicans, parmi les dizaines d’espéces qui sont pathogenes pour ’homme, le
pathogene de loin le plus freguemment isolé (Feigin et Cherry, 2004).

Les espéces du genre Candida sont des commensaux naturels du tube digestif, de la
peau et de I’appareil génital chez la femme. La cystite & candida se développe par voie
ascendante (Querin et Valiquette, 2000).

e Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas est considéré comme bactérie nosocomiale possédant un pouvoir

pathogene étendu, responsable de nombreuses infections : pneumonie, gastroentérites

infantiles et infection urinaire (Hamraras et al. 2015 ; Benabdelkrim et al. 2017).
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Ce bacille & Gram négatif est opportuniste, mobile, aérobie strict, posséde une oxydase et
ne fermente pas le glucose, ce qui le différencie des Entérobactéries (Achille, 2006).
L’espéce la plus fréquemment isolée en milieu hospitalier est Pseudomonas
aeruginosa ou bacille pyocyanique. Elle est responsable des infections urinaires
iatrogénes, résultant d’une contamination par manceuvres instrumentales endo-urinaires

(sonde a demeure, urétrocystoscopie) (Toutou, 2006 ; Bezziche et al. 2018)

e Citrobacter spp :

Ce sont des bactéries commensales du tube digestif de I’homme, elles sont retrouvées
surtout chez les sujets immunodéprimés (les sujets agées, transplantés rénaux et les
diabétiques) et sont principalement isolées d’urine (Kouta, 2009).

Les espéces de Citrobacter sont des agents étiologiques responsables de bactériémie,
méningite, diarrhée, abcés cérébral, et ont un réle essentiel dans les infections urinaires
(Gill et al. 1999).

POURCENTAGE DES GERMES PATHOGENES RESPONSABLE DES
INFECTIONS URINAIRES
Pseudomonas

Enterocoques 504
5%

Proteus

Klebsielld' *°

4%

E. coli

78%

Figure 8 : Pourcentage des germes pathogenes responsables des Infections Urinaires selon

I’Agence francaise des infection urinaires, 2008.
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5. Mécanisme de défense :

La place des défenses de I’appareil urinaire a été démontrée récemment. Son
importance reste cependant moindre que pour d’autres organes comme les appareils
digestifs ou respiratoires, mais les agressions sont toutefois fréquentes et moins intenses
(Duhamel, 2013).

> L'uretre ; est le premier obstacle a I'invasion bactérienne. Initialement, elle entrave la
colonisation. Sa longueur joue un role important contre 1’ascension des bactéries
provenant de la flore périnéale (Hopkins et al., 1998 ; Hickling et al., 2015).

» Chaque miction permet I’élimination d’éventuelles bactéries présentes dans la vessie.
(Duhamel, 2013).

> Le volume de flux urinaire, la vidange réguliere et compléte de la vessie 2 a 4 fois
par jour est un moyen d’expulsion de germes (Lobel et al., 2007).

» La flore vaginale est essentiellement riche en lactobacilles produisant de ’acide
lactique. Cette acidité empéche la croissance des bactéries uropathogénes et leur
colonisation de I’arbre urinaire (Hickling et al., 2015).

6. Processus d’adhésion des uropathogénes - bactéeries lactiques :

Selon Velraeds Parmi les étapes primordiales lors de la colonisation de 1’h6te par les
uropathogenes notamment au sein de 1’écosystéme urogénital, est leur adhésion aux tissus
épithéliaux. Les bactéries lactiques probiotiques présentent un réel intérét, et ce grace a
leurs propriétés pouvant ainsi réduire 1’adhésion des microorganismes aux muqueuses
intestinales et vaginales, en agissant sur les muqueuses les stimulant ainsi a la production
de mucus, en entrant en compétition pour les sites d’adhésion des pathogénes ou bien par
action direct sur le pathogéne lui-méme en bloquant son interaction avec 1’épithélium,
notamment par leur capacité d’auto- et de Co-agrégation

Il est par ailleurs prouvé que les espéces de Lactobacillus comme L. acidophilus
peuvent inhiber 1’adhésion des souches de Escherichia coli uropathogenes a diverses
surfaces.

Mc Millan et al. 2011 a pu montrer I’aptitude d’une souche de L. rhamnosus, a

déplacer un biofilm d’Escherichia coli uropathogenes.

7. Effet antibactérien des bactéries lactiques vis-a-vis des

Uropathogenes :
Différents agents antimicrobiens ayant la capacité d’inhiber le développement des

bactéries pathogénes sont produits par les bactéries lactiques. Cependant, lorsqu’ils
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atteignent une certaine concentration, ces composés peuvent interrompre la croissance
des souches productrices (auto inhibition). Ces interactions négatives faisant intervenir la
production de substances inhibitrices, s’agiraient d’amensalisme (Gilliland, 1985). Ces
métabolites, tels que le dioxyde de carbone, les acides organiques, le peroxyde
d’hydrogéne ou encore les bactériocines participent a ce phénoméne (Caplice et

Fitzgerald, 1999 ; Van de Guchte et al, 2001 ; Sieuwerts et al, 2008).

e Les substances antibactériennes :
" Acides organiques :

L’effet antagoniste des acides organiques résulte de I’action de leur forme non
dissoci¢e. En effet, la forme non dissociée de 1’acide peut traverser passivement la
membrane et acidifier le cytoplasme par libération du proton, ce qui affecte le
métabolisme cellulaire en inhibant certaines fonctions (Klaenhammer, 1993 ; Janssen
et al, 2007). En plus de I’effet du pH, I’acide non dissocié¢ fait chuter le gradient
électronique de proton, entrainant la bactériolyse et finalement la mort des bactéries
sensibles (Eklund, 1989).

. Peroxyde d’hydrogéne (H202) :

L’effet antimicrobien de H202 peut résulter de 1’oxydation de groupes sulthydryle
provoquant la dénaturation d’un certain nombre d’enzymes, et de la peroxydation des
lipides membranaires qui augmentent la perméabilité de la membrane. Le H202 peut étre
aussi un précurseur pour la production des radicaux libres bactéricides tels que les
superoxydes (O2) et les radicaux hydroxyles (OH") qui peuvent endommager I’ADN
(Ammor et al., 2006).

. Diacétyle (C4H602) :

Le diacétyle est un composant d’ardme, produit par des souches lactiques qui
fermentent le citrate. Ce composant inhibe la croissance des bactéries Gram négatives en
réagissant avec ’utilisation d’arginine. Jay (1982) a montré que les bactéries Gram
négatives étaient plus sensibles au diacétyle que les bactéries Gram positives. Cette
molécule est caractérisée par une large activité antimicrobienne a des concentrations
allant de 200 a 1 000 pg/ml (Lanciotti et al., 2003), et a 344 pg/ml inhibe les souches de
Listeria, Salmonella, Yersinia, Escherichia coli et Aeromonas (Ammor et al, 2006).

" Dioxyde de carbone :
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Le dioxyde de carbone a un double effet antimicrobien. Sa formation crée un milieu
anaérobie et le dioxyde de carbone lui-méme a une activité antimicrobienne. Le
mecanisme de cette activité est inconnu, mais il a été suggéré que les décarboxylations
enzymatiques sont inhibées et que I’accumulation de dioxyde de carbone dans la bicouche
lipidique provoque un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire.

Lors de faible concentration du dioxyde de carbone, la croissance de certains
organismes peut étre stimulée, tandis que des concentrations plus élevées peuvent
empécher la croissance. En raison de son activité antimicrobienne, le dioxyde de carbone
est maintenant couramment utilis¢ comme principal composant des emballages sous
atmosphére modifiée. Les bactéries Gram-négatives sont plus sensibles au dioxyde de
carbone que les bactéries Gram-positives (Ouehand et Vesterlund, 2004 ; Zalan et al,
2010).

. Les bactériocines :

Selon Mami et al., (2008) ont affirmé qu’il existe certaines bactériocines qui ont un
effet contre les bactéries a Gram négatif. Dés leur synthese, elles sont sécrétées dans le
milieu extracellulaire, transportées par un systeme de transfert (Galvez et al., 2007).

Generalement ces substances sont produites par des bactéries a Gram positif, elles
sont caractérisées par un faible poids moléculaire mais également on observe quelques
bactéries a Gram négatives qui ont la capacité d’avoir une activité bactériocinique
(Chatterjee et al., 2005).

Ces moyens de défense inhibiteurs peuvent étre a la fois bénéfiques et nuisibles vis-
a-vis de la santé de I’hote ; néanmoins ils contribuent fortement au maintien de I’équilibre
de la flore intestinale. (Klaenhammer, 1993). L’hote est affecté positivement, et ce en
améliorant la balance de cette flore intestinale par le biais des bactéries lactiques (Fuller
et al., 1989).

Cependant, ces derniers permettent également la création des conditions défavorables
pour le développement des flores pathogénes (Mauntzairis et al., 2007).

De nombreuses souches de lactobacilles présentent un effet protecteur pour
’organisme hote contre une variété des entéropathogenes incluant Salmonella (Gill et al.,

2001), C. difficile_(Billes et al., 1995), et E. coli (de Waard et al., 2002)
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Chapitre 11

Partie Expérimentale



I. OBJECTIF ET PERIODE DE STAGE :

Le but de notre étude est d’évaluer le profil de I’effet des probiotiques vis-a-vis des
agents pathogeénes responsables des infections urinaires au niveau de Laboratoire de
Microbiologie n°1 de 1’'universit¢ Abdelhamid Ibn Badis (ITA) de MOSTAGANEM,

réaliser dans une période de 3 mois allant de Mars a Mai 2024,

Il. MATERIELS ET METHODES
A. Bactéries lactiques :

1. Prélevement des échantillons :

Les échantillons de lait cru ont été prélevés aseptiquement a partir du lait de chévre
provenant de fermes de la region de Mostaganem (Ouled Hammou) ; amenés le jour
méme au laboratoire et lait de chamelle de la région de Laghouat ; amenés le lendemain
dans des flacons en verre de 250 ml stériles conservés dans une glaciéere. Les échantillons

ont été soigneusement étiquetés (Lieu et date de prélevement).
L’enrichissement est réalisé en incubant les échantillons a 37°C pendant 24h-48h.

Pour ce qui est bifidobactéries, I’échantillonnage a été effectué a partir de yaourt

« Acti+ » et incubé a 37°C pour la revivification pendant 24h.

2. Isolement et purification des souches :

L'isolement des bactéries lactiques est réalisé apres une période d'incubation a 37°C,
jusqu'a obtention de la coagulation.
2.1. Préparation des milieux de cultures :
Afin d’isoler les bactéries lactiques, différents milieux de cultures sélectifs
ont été utilises :
e Le milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe) avec un pH= 6.4 + 0.2 ayant été utilisé
pour I’isolement des Lactobacilles (De man et al., 1960).

e Le milieu MRS cysteiné c.a.d. milieu MRS additionné de 0.05% cystéine

chloridrique avec un pH = 6.4 + 0.2 ayant été utilisé pour I’isolement des

bifidobactéries (Scardovi, 1986, Hadadji et al., 2005).
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2.2. Préparation des dilutions décimales :

I ml d’échantillon de lait est pesé aseptiquement dans 9ml d’eau physiologique
(NaCl a raison de 0.9%), des dilutions décimales sont réalisées (10 jusqu’a 10?) et
homogénéisées.

1 ml de chaque dilution est ensemencé en masse et en surface pour assurer la
croissance d’autres germes sur milieu de culture spécifiques MRS.

L’incubation des boites de pétri est faite a 30°C en anaérobiose pour les Lactobacilles
et a 37°C en aérobiose pour les Lactocoques, pendant 24-48 heures. (NORME NF ISO
7218, 2007).

Pour ce qui est de I’isolement des bifidobactéries, un gramme de I’échantillon de
Yaourt « Acti+ » a été additionné a 9 ml d’eau physiologique, homogénéisé et centrifugé
a (4000 rpm/15 min). Le culot obtenu a été ensemence en surface et en profondeur de
milieu de culture MRSc.

Incubées dans une jarre d’anaérobiose avec une bougie a une température de 37°C
pendant 72h. (Beerns, 1990 ; Frank et al., 1993).

2.3. Purification :

Afin de purifier les souches, des repiquages successifs sont effectués sur les bouillons
(MRS et MRSc) et gélose (MRS et MRSc). La purification des souches consiste a les
ensemencer en stries sur des boftes de Pétri coulées avec des milieux MRS (solide). Les
boites sont ainsi incubées a 30°C pendant 24h. L’opération est répétée jusqu’a I’obtention
des colonies pures (Zarour et al, 2013).

3. Conservation des souches :

a. Conservation a courte terme :

Les isolats purifiés ont été ensemencé sur gélose inclinée (MRS et MRSc), incubé
pendant 18 h a 30°C (Lactocoques) et 37°C (Lactobacilles et Bifidobactéries) et conservé
a 4°C. Le renouvellement des cultures se fait toutes les quatre semaines (Saidi et al.,
2002).

b. Conservation a long terme :

A partir des cultures jeunes de 18h, préalablement purifiées sur milieu liquide, la

culture jeune sera ajoutée a 30% de glycérol (agent cryoprotecteur) dans les Eppendorf

de 1.5ml, et conservé a -20°C
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4. Test d’orientation de I’identification des bactéries lactiques :

Les méthodes classiques d'identification sont basees sur la recherche pour chaque
souche, d'un certain nombre de caracteres morphologiques, physiologiques et
biochimiques (De Roissart, 1986).

4.1. Caractérisation phénotypique des isolats :

Les colonies obtenues sont soumises aux principaux tests d’identification catalase et
oxydase suivi d’un examen macroscopique et microscopique (coloration de Gram).

Cette étude est basée sur 1’observation visuelle de la culture des isolats sur milieu
MRS et MRSc solide ; pour caractériser la taille, la forme et la couleur ainsi que la
disposition et la mobilité des cellules bactériennes isolées (Badis et al., 2005)

4.1.1. Caractérisation macroscopique :

Ce test permet d’observer a I’ceil nu la morphologie des colonies sur des milieux
solides, en déterminant des parametres tels que la taille, la couleur et la forme des colonies
(Badis et al., 2005).

e Forme : rondes et légérement bombes.

e Couleur : plus ou moins blanches.

e Taille : colonies petites a moyennes.

e Texture : lisse, muqueuse (visqueuse).

e Aspect de la bordure : Régulier, ondulé, lobé.
4.1.2. Caractérisation microscopique :

Ce test est révélé par la coloration de Gram, celle ci permet de différencier les
bactéries Gram positifs et les bactéries Gram négatifs, les batonnets et les coques. Elle est
basée sur la différence de structure de la paroi (Guiraud et Galzy, 1989), et selon la
composition et la perméabilité (Petranxien et Lapied, 1981).

Les étapes de la coloration de Gram sont les suivantes :

- Fixer le frotti.

- Recouvrir le frottis de la solution de violet de gentiane. Laisser agir 1 minute.

- Rejeter le colorant. Laver a I’eau.

- Recouvrir la préparation de Lugol. Laisser agir 1 minute.

- Rejeter le Lugol. Laver a I’eau.

- Décolorer a I’alcool 95° pendant 10 secondes.

- Rincer a I’eau courante.
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- Recouvrir la lame de la solution de Fuchsine diluée. Laisser agir pendant 30
secondes a 1 minute
- Laver abondamment a I’eau, égouttée, sécher entre deux feuilles de papier buvard
tres propres.
v Observer au microscope :
= Les bactéries Gram négatif sont roses.

= Les bactéries Gram positif ont de coloration violette (Bourdon et al., 1981).

Frottis | Violet de gentiane  Lugol Alcool Fuchsine
(1 min) (1.30 min) (10 sec) (30 sec)

con:iill HH HH I

con =]

Figure 9 : Procédure de la coloration de Gram. (Amiri et Boualleg, 2014)
4.2. ldentification physiologique et biochimique des souches :
a) ldentification physiologique :
e Recherche de la catalase :
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene
(H202) produit par la souche :
Catalase
2H,0; » 2H,0 + O3

Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde

d’hydrogene (H202). Si elles possedent la catalase, elles dégradent le peroxyde
d’hydrogene en eau et dioxygene visible par la formation de bulles. L’activité catalytique
consiste a prélever une colonie sur gélose MRS et MRSc et dissociée dans une goutte
d’eau oxygénée (H202), I’apparition de bulles est signe d’une réaction positive (la

bactérie est dite catalase positive) (Ahmed et Irene, 2007).
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e Test de croissance & 15°C et 45°C et thermorésistante :

Ce test est important de point de vue taxonomique, car il permet de distinguer les
bactéries lactiqgues mésophiles des bactéries lactiques thermotolérants, il a été réalisé
apres inoculation du bouillon MRS par des cultures fraiches, les cultures ont été incubés
a différentes températures 15° et 45°C.

Le tube a 45°C est examiné au bout d’un délai de 24 a 48 heures et celui a 15°C apres
7 jours (Carr et al., 2002).

Pour ce qui est de la thermorésistance, a partir des pré-cultures de chaque isolat, un
ensemencement a été effectué sur MRS et MRSc. Ces tubes sont chauffés dans un bain-
marie a 60°C pendant 30 minutes. IIs sont ensuite refroidis sous un jet d’eau froide, puis
incubés a 30°C et 37°C pendant 24 heures (Carr et al., 2002).

e Culture en présence de NaCl :

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (Na
Cl) donne des renseignements précieux, pour l'identification.

Elle est testée par ensemencement du bouillon MRS supplémenté de 4% et 6,5% de
NaCl et I'incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures.

On note l'aptitude a crofitre sur ces milieux par I'apparition de trouble (Leveau et al.,
1991).

e Croissance sur pH 9,6 et4,5:

Les isolats sont mis en culture sur bouillons MRS et MRSc ajustés a pH 9.6, puis
incubés a 30 et 37°C pendant 24h (Mathara et al., 2004).

Ajusté les mémes bouillons a pH 4.5 et refait les mémes étapes que celles décrites a
pH=9.,6. La croissance se traduit aussi par ’apparition d’un trouble dans le tube.

b) Identification biochimique :
e Détermination du Type fermentaire :

Ce test permet de classer les bactéries en Hétérofermentaire ou Homofermentaire.
On ensemence abondamment un tube de 10 ml de bouillon MRS dans le milieu, on
introduit une cloche de Durham, le dégagé par les bactéries Hétérofermentaires
s’accumule dans la cloche aprés I’incubation a 30°C pendant 24h a 48h (Garvie, 1986).

e Etude du profil fermentaire (fermentation des sucres) :
L’identification des especes de bactéries lactiques est basée essentiellement sur la

fermentation des sucres. Un total de 7 sucres a été utilisé pour I’ensemble des isolats, afin
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d’établir leur profil fermentaire, et qui sont les suivants : Glucose, Lactose, Fructose,
Maltose, Sucrose, saccharose, Glycérol.

Pour ce test, des microplaques ont été utilisés. Les isolats sont cultivés sur les
différents milieux et incubés aux températures comme cité précédemment, pendant 24h.

Les cultures sont par la suite centrifugées (5000 rpm / 5 min) et lavées deux fois en
utilisant de 1’eau peptoné saline. Seulement le culot est retenu et resuspendu dans 1 ml
d’eau peptoné saline (Guessas et al., 2012).

Chaque microplaque recoit 10 pl & partir de suspensions cellulaires bactériennes
obtenues a 0.1 ml de milieu MRS et MRSc contenant I’indicateur coloré : le pourpre de
bromocrésol (BCP) additionnée des solutions sucrées précédemment cités, a raison de
2%. Une fois les cultures prétes, elles sont recouvertes d’une couche d’huile de paraffine
stérile afin d’assurer I’anaérobiose. Les cultures sont incubées a 30 et 37°C de 24h a 48h.
La révélation se fait par virage de couleur du violet au jaune de I’indicateur coloré (BCP)
(Guessas et al., 2012).

e Hydrolyse de ’Arginine (ADH) :

Ce test est intéressant dans la caractérisation des bactéries lactiques. Cette enzyme
ayant I’aptitude de libérer ’ammoniac et la citrulline a partir de ’arginine. 11 s’applique
de la fagon suivante :

Dans chaque tube a essais, on introduit 1ml d’une culture jeune a laquelle on ajoute
9 ml du milieu ADH.

Aprés I’incubation a 37°C pendant 24h, les souches d’arginine positifs catabolisent
I’arginine et libérent I’ammoniac (NHz) par le virage de la couleur au jaune (Guiraud,
1998).

B. Les infections urinaires :

1. Prélevement des échantillons :

Le recueil de culture pure d’échantillon d’urine a été réalisé au niveau de service de
Laboratoire d’analyses biologiques de MOSTAGANEM (Dr. ETALHI)

La boite recueille appartient a une femme agée de 88 ans

1.1. Récupération des bactéries déja identifiées :

Au total, 6 souches pathogenes ont été collectées de I’année 2024. Provenant de
divers prélevements, elles ont été isolées par le laboratoire de Microbiologie de
I’Universit¢ de MOSTAGANEM Abdelhamid Ibn Badis par Mme « MAGHNIA »
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Les souches conservées ont été repiqué sur gélose nutritif ; ensuite, purifié sur
plusieurs milieux sélectifs et identifié grace aux techniques conventuelles (Coloration de
gram et divers tests biochimiques).

2. Milieux et conditions de culture :

Les souches pathogenes ont été isolés et cultivées sur différents milieux, a savoir le
milieu Désoxycholate, Hektoen, Chapman, Citrate de Simmons, King A, Gélose nutritif
et le Cétrimide (Annexe 1) a 37°C pendant 18 a 24 heures en aérobiose (Benyagoub et
al., 2013).

Le milieu Muller Hinton (MH) est utilis¢ pour I’antagoniste (Benyagoub et al.,
2013).

3. Isolement des Uropathogénes :

Apres ensemencement des échantillons d’urines sur les milieux cités précédemment,
une croissance est observée aprés une incubation a 37°C / 24h. Des purifications
successives sont effectuées par la suite, et ce afin d’obtenir des colonies bien isolées et
distinctes (Al-Jeboury, 2010).

4. Identification des Uropathogenes :

Aprés obtention de cultures pures, il s’ensuit une pré-identification des isolats. Une
caractérisation morphologique (forme, taille, couleur et aspect), microscopique
(Coloration de Gram). Les isolats sélectionnés ont été soumis au test de la catalase et
oxydase (Meziani, 2012).

4.1. Teste biochimiques :
a. Mannitol-mobilité :

Est un milieu permet I’é¢tude de la dégradation de mannitol qui est un produit de
dégradation du mannose. L’ensemencement par piqire centrale a 1’aide d’un fil droit, et
incuber a 24 h a T° optimale. Ce milieu est utilisable uniquement pour la bactérie
fermentative (Sayad, 2008).

e Virage de milieu en jaune dit que mannitol*
e Milieu rouge : mannitol
b. Citrate de Simmons :

Ce test permet de détecter I'utilisation du citrate comme seule source de carbone et
d’énergie.

L’ensemencement du milieu coulé en tube incliné, se fait au moyen d’une anse de
suspension bactérienne en eau distillée ou physiologique ou directement a partir d’une

colonie avec une strie centrale et longitudinale (Bougatoucha et Boudelaa, 2010).

38



C. Test de ’indole :

Ce milieu synthétique permet de réaliser trois tests biochimiques qui interviennent
dans la différenciation et/ou dans I’identification des entérobactéries. Le milicu urée —
indole contient du tryptophane, de 1'urée et du rouge de phénol comme indicateur de pH

La recherche de I'uréase consiste a constater I'alcalinisation d'un milieu contenant de
I'urée d'ou l'utilisation de milieu urée-indole.

Ensemencer un milieu urée — indole avec une suspension bactérienne. Incuber 18 a
24 heures a 37 °C. (Denis et al., 2007)

d. Gélose Viande Foie :

La gélose viande foie (VF) est un milieu utilisé pour la recherche du type respiratoire
des bactéries, ainsi que pour I’isolement en profondeur des anaérobies.

Un échantillon d’isolat a été piqué a travers le centre du milieu jusqu'au fond du tube
a ’aide d’une pipette Pasteur et on remonte en spirale. Ne pas visser le bouchon a fond,
sinon on empéche la formation du gradient d’O2 Les tubes ont été incubés dans
I'incubateur a 37°C pendant 24 heures (Meziani, 2012).

C. Mise en évidence de P’activité antibactérienne :

e Méthode des puits (méthode de Barefoot et Klaenhammer, 1983) :

Les bactéries lactiques sont repiquées dans du milieu MRS liquide et incubées
pendant une période de 18h a 30°C. Aprés incubation, une centrifugation est réalisee a
4000 tr/min pendant 20 min, puis en récupérant le surnageant.

Des puits de 6 mm de diametre sont creusés a I’aide d’une pipette pasteur sur gélose
de Mueller Hinton inoculé par la souche indicatrice (pathogene), les puits sont remplis
avec 60 uL du surnageant. Les boites de Petri sont mises a une temperature de 4°C/2h
pour permettre la bonne diffusion de la substance antibactérienne (Doumandji et al.,
2010). Apres incubation de 24h a 37°C, les diamétres des zones d’inhibition ont été

mesurés en mm.
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Figure 10 : méthode de diffusion en puits utilisées pour la recherche des
substances antimicrobiennes (Djinni, 2009).
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CHAPITRE 111 :

RESULTATS ET
DISCUSSION



. BACTERIES LACTIQUES

1. Isolement et purification :

1.1. Caracteristiques organoleptiques :

Le lait de chévre blanc mat, due a I’absence de p-Carotene, contrairement au lait de
vache a une odeur assez neutre. Parfois en fin de lactation, une odeur caprique apparait et
apreés stockage au froid pour acquérir une saveur caractéristique (Goursaud, 1995).

e Un aspect homogene ne présente pas de grumeaux.

e Une couleur blanc mat due a I’absence de B-caroténe qui est responsable de la
couleur blanche de la matiére graisse.

1.2. Isolement :

L’examen macroscopique sur les milieux solides MRS et MRS cystéine revele la
présence de deux types distincts de colonies.

e Les premiéres, observées sur le milieu MRS ; sont circulaires, bombées, de couleur
blanche avec un diametre variant de 1 a 2 mm.

e Les secondes, développées sur le milieu MRS cystéine, présentent une forme
circulaire, Iégerement visqueuse avec des bords réguliers, de taille variée mesurant
entre 1 a 3 mm apres une incubation de 48-72 heures.

1.3. Purification :
a) Sur milieu solide :

L'aspect macroscopique permet de décrire des colonies obtenues sur milieu solide
MRS et MRS cystéine apres incubation a 30°C pendant 24h, présentant des critéres
relativement comparables aux critéres de colonies de bactéries lactiques données par
(Ana et al, 2005).

Nous avons constaté sur milieu solide des colonies pures de méme taille d'environ 1
a 2 mm de diametre, de forme circulaire, et de couleur blanchétre.

b) Sur milieu liquide :

Dans le milieu MRS et MRS cystéine liquide la croissance des bactéries apparait sous
formes de trouble.

Et pour une souche pure, ce trouble est concentré au fond du tube a la recherche des
conditions anaérobiques de ces bactéries avec une zone transparente de 5mm a la surface
du milieu liquide (Kihal, 1996 ; Carr et al, 2002).
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Figure 11 : Aspect macroscopique des bactéries lactiques aprés incubation a 30°C
pendant 24h on anaérobiose.
2. Conservation des souches :
A partir des cultures jeunes de 18 heures ; les souches purifiées sont par la suite
conservées sur gélose inclinées a 4°C pour une conservation a court terme, et dans les

Eppendorf pour une conservation a long terme a -20°C.

Figure 12 : Conservation des souches a court terme.
3. Pré- identification :
3.1. Coloration de Gram :
L’aspect microscopique des souches apres coloration de Gram a révélé deux formes
de cellules : coques et batonnets. Les coques sont disposees en paires (diplocoques) ou en
courtes chainettes. Tandis que la forme batonnet est associée en paire ou en chainettes.

3.2. Test de recherche de la catalase :
Selon les caractéristiques phénotypiques des bactéries lactiques, les 15 souches qui

ont été isolées et testées ne possédent pas I'enzyme catalase donc le test est négatif (-).
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(c) : Entérocoques ; Forme Coque

Figure 13 : Observation microscopique des souches lactiques

Tableau 4 : Criteres morphologiques des bactéries lactique isolées a partir de lait

B1 a partir de yaourt.

Souches Catalase Gram Forme Mode d’association

S1 - + Bacille En chaine
S2 - + Bacille Isolée
S4 - + Bacille En chaine
S5 - + Bacille En chaine
Al - + Cocci Diplocogue et En chaine
A2 - + Cocci
A3 - + Cocci En amas
F1 - + Cocci En amas
F2 - + Cocci Diplocoque et en petit chaine
F3 - + Cocci En petit chaine
Y1 - + Cocci Diploide
Y2 - + Cocci Isolée et en amas
Y3 - + Cocci En chaine

CH5 - + Cocci En chaine
B1 - + Bacille Isolée forme Y
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4. Caractérisation phénotypique et biochimiques des isolats :
4.1. Caractérisation physiologique :
e Test de croissance a 15°C et 45°C et thermorésistante :

Le test de croissance a 15°C et 45°C, ainsi que I'évaluation de la thermorésistante
permettent de diviser les souches en des groupes. Dans cette étude les résultats sont variés
pour les températures de 15°C et 45°C mais la majorité des souches sont incapables de se
développer a 60°C a l'exception des souches (S5 et CH5).

e Culture en présence de NaCl :

Différentes concentrations de NaCl (4% et 6.5%) sont utilisées pour tester les souches
et d’évaluer leur aptitude a croitre aprés une incubation a 37°C pendant 24 heures ; la
majorité des souches ont la capacité de croitre a concentration de 4% de NaCl ; seulement
4 souches (Y1, Y2, Y3, B1) sont capables de croitre a 6.5% de NaCl.

e Croissance sur pH 9,6 et4,5:

La culture des souches a pH 4,5 et pH 9,6 apres une incubation a 37°C pendant 24
heures montrent que les souches isolées sur bouillon MRS a pH 6,4 ; certains sont
capables de croitre sur bouillon MRS a pH 4,5 et certains sont capables de croitre sur
bouillon MRS a pH 9,6 ; par ailleurs, seulement deux souches étaient capables de croitre
apH4,5etaussiapH9,6 (SLetYl).

4.2. Caractérisation biochimique :
e Détermination du type fermentaire :

L'utilisation de cloches de Durham dans un milieu liquide contenant du glucose est
une méthode pour la détection de la formation de gaz, et déduire ainsi le type fermentaire
(Badis, 2004).

Ce test nous a permis de différencier les isolats homofermentaires des isolats
Hétérofermentaires. (Kihal et al., 1996).

o
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Figure 14 : Résultat du type fermentaire pour les isolats purs.
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e Hydrolyse de I’Arginine (ADH) :
L’enzyme Arginine Dihydrolase (ADH) catalyse respectivement la decarboxylation

de I’arginine présente dans le milieu.

Cette dégradation aboutit a la formation de produits basiques ;

I’alcalinisation du

milieu est révélée par un virage de I’indicateur de pH (le pourpre de bromocrésol) a sa

teinte (violette).

Coloration jaune signifie ADH™ ; coloration violette signifie ADH".

Tableau 5 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques des isolats
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Figure 15 : Test Hydrolyse de I’ Arginine (ADH).

Souches S1|S2|S4|S5 | A1l | A2 | A3 F1 F2 | F3 | Y1 | Y2 | Y3 |CH5|B1
T°15 - - - + + + + + - - - + + - -
T°45 + + + + - - - + + + + + + + +
T°60

- - - + - - - - - - - - - - -
pH 9,6 + - - - + - - + - - - - - - -
pH 4,5 + + + + + - - + + + + + + + +

NaCl 6,5% - - - - + - - - - - + - - - -

NaCl 4%

T. H H H H H H H H H H H H H H H
Fermentaire
ADH + + + - + - - + - - - - - - -

leur profil fermentaire de 7 sucres par 15 souches lactiques isolées.

H : Homofermentaire ; CS : Citrate de Simmons

e Etude du profil fermentaire (fermentation des sucres) :

Pour une meilleure identification des souches isolées au niveau de I’espéce on a établi
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En utilisant le milieu MRS BCP contenant le bleu de bromothymol (indicateur de
pH) ; I'utilisation de sucres se traduit par un virage de 1’indicateur colorée vers le jaune
(+) ; s’il n y’aura pas un virage de couleur c’est (-).

Tableau 6 : Profil fermentaire de 7 sucres sur 15 souches isolées.

Souches | Glucose | Lactose | Fructose | Sucrose | Maltose | Glycérol | Saccharose
S1 + + + + + + +
S2 + + + - + - -
S4 + + + + + + +
S5 - - - - - - -
Al + + + + + + +
A2 + + + + + - +
A3 + + + + + - +
F1 + + + + + - -
F2 + + + + + - +
F3 + + + + + + -
Y1 + + + + + + +
Y2 + + + + + + +
Y3 + + + + + + +

CH5 + + + + + + +
B1 + + + + + - +

5. Identification des souches lactiques :

Tableau 7 : L’identification des souches lactiques isolées a partir de lait et le

yaourt.

Souches Genre et espece
S1 Lactobacillus delbrueckii
S2 Lactobacillus delbrueckii
S4 Lactobacillus delbrueckii
S5 Lactobacillus helveticus
Al Lactococcus lactis subsp lactis
A2 Lactococcus lactis ssp cremoris
A3 Lactococcus lactis ssp cremoris
F1 Enterococcus faecium
F2 Streptococcus thermophilus
F3 Streptococcus thermophilus
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Y1 Streptococcus thermophilus
Y2 Streptococcus thermophilus
Y3 Streptococcus thermophilus
CH5 Streptococcus thermophilus
Bl Bifidobacterium adolescentis

. INFECTIONS URINAIRES

1. Prélévement d’échantillon :
La culture pure d’échantillon qui est collecté, enregistré comme culture positive ;

I’infection des voies urinaires a été confirmée par 1’isolement de la culture pure.

Figure 16 : Echantillon de la culture pure.
2. Repiquage des souches pathogénes ATCC :

Les six souches collectées sont ensemencées sur gelose nutritive, puis purifiees sur

différents milieux.

(1) : P. aeruginosa ; (2) : C. freundii ; (3) : S. aureus

Figure 17 : Ensemencement des souches ATCC sur Gélose Nutritive.
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Tableau 8 : Les références des souches pathogenes.

Souches Pathogenes Références
Staphylococcus aureus ATCC 43300
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Proteus mirabilis ATCC 35659
Candida albicans ATCC 10231
Citrobacter freundii ATCC13316

3. Isolement et pré-identification des Uropathogenes :

L'isolement et l'identification préalable des isolats provenant d'échantillons d'urine
positifs et les souches ATCC ont permis de déterminer les genres bactériens responsables
de ces infections, apreés leur culture sur divers milieux de culture.

Tous les isolats ont démontré une réaction catalasique positive (présence de bulles
au contact du H20>), et une oxydase négative.

L’identification des souches est basée sur I’observation macroscopique et

microscopique des souches isolées :

1 : isolement d’Escherichia coli sur milieu Hektoen

2 : isolement de P. aeruginosa sur milieu a base de Cétrimide
3 : isolement de S. Aureus sur milieu Chapman

Figure 18 : Observation macroscopique des isolats pathogenes.
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Tableau 9 : les différents milieux d’isolement des Uropathogénes avec les

caractéristiques phénotypiques.

Milieux de cultures

Uropathogénes

Coloration de Gram

La Forme

Hektoen/Désoxycolate Escherichia coli Gram’ Bacille, isolées
Gélose Nutritif Enterococcus faecalis Gram® Cocci se disposés en paires
(diplocoques)
Chapman Staphylococcus aureus Gram® Cocci se dispose en grappes
(grappes de raisin)
Citrate de Simmons Citrobacter freundii Gram’ Bacille, isolées
A base de Cétrimide | Pseudomonas aeruginosa Gram’ Bacille, isolées
/King A
OGA Candida albicans Levure Sphériques en petit grappes
Gélose Nutritif Proteus mirabilis Gram’ Bacille, isolées
Gélose Nutritif Klebsiella pneumoniae Gram’ Bacille, isolées

4. Tests biochimiques :

a.

Mannitol-mobilité :

Le milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate est utilisé pour I’identification présomptive des

entérobactéries. Ce test permet d’étudier simultanément la fermentation du mannitol ainsi

que la mobilité des germes dans le milieu.

> Les résultats sont variés selon la fermentation du mannitol et la mobilité.

e Mannitol :

Virage de couleur de milieu rouge vers le jaune indique que la souche fermente le

mannitol est donc mannitol (+) ; si le milieu reste inchangé (rouge) indique gue la souche

ne fermente pas le mannitol est donc mannitol (-).
e Mobilité :

La mobilité des germes dans le milieu indiqué par un trouble et si les souches sont

immobiles nous voyons juste la pigQre dans le centre de milieu.

Milieu Rouge : mannitol (-) / Milieu Jaune : mannitol (+)

Figure 19 : Résultats du mannitol
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b. Utilisation de Citrate :
Dans ce test les il y a des souches qui utilisent le citrate comme source de carbone
qui est introduit dans le tube. Le résultat positif se traduit par le virage de couleur vert du

milieu vers le bleu ; et certaines souches n’ayant pas utilisée le citrate alors la couleur du

»

milieu est inchangée.

i

Figure 20 : Résultat d’utilisation de Citrate
C. Test d’indole :
Pour réaliser ce test, bouillon Schubert est introduit dans un tube stérile pour
identifier Escherichia coli ; incuber a 37°C pendant 24 heures.
La présence d’indole se traduit par la formation d’un anneau rouge, apres addition

du réactif Kovacs.

Figure 21 : La présence d’Indole
d. Gélose Viande Foie :
Les résultats sont divises sur 2 types respiratoires :
- Culture sur toute la hauteur du milieu : aéro-anaérobie facultatif.

- Culture seulement en haut : aérobie stricte.

(1) : aéro-anaérobie facultatif / (2) : aérobie stricte
Figure 22 : Résultats du type respiratoire sur milieu VF.
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Tableau 10 : Résultats des tests biochimiques des Uropathogene ;
Test de Mannitol-Mobilité, utilisation de Citrate, test de I’'Indole, test de Viande

Foie.
Tests E. coli E. K. P. C. C. S. aureus P.
faecalis | pneumoniae | mirabilis | albicans | freundii aeruginosa

Mannitol + + + + - - - -
Mobilité | Mobile | Mobile Mobile Mobile | Immobile | Mobile | Immobile Mobile

Citrate - + + + - + - +

Indole + / / / / / / /

VF AAF AAF AAF AAF AAF AS AS AAF

= Mannitol : fermentation de mannitol (+) / absence de fermentation (-)
= Citrate : utilisation de citrate (+) / n’utilise pas le citrate (-)
= Indole : présence d’indole (+)

» Viande Foie : (AAF) : aéro-anaérobie facultatif / (AS) : aérobie stricte
I1l. EFFET ANTAGONISTE

L’activité antimicrobienne des 15 souches ¢tudi¢es a ét€ mise en évidence par la
technique des puits, ces souches lactiques ont été testées vis-a-vis des souches
pathogénes.

Les résultats obtenus pour ’antagonisme sont effectués apres 24 heures d’incubation
a 37°C et se visualisent par la formation des zones d’inhibition autour des puits avec des
diameétres de zones d’inhibition variable de 0 & 45mm.

Tableau 11 : Diamétre de la zone d’inhibition des souches lactiques en contact direct
avec les souches pathogenes « Effet antibactérien ».

Klebsiella Candida

albicans

Escherichia Enterococcus Citrobacter Pseudomonas  Proteus Staphylococcus

coli faecalis freundii mirabilis

pneumoniae

aeruginosa aureus

20mm 20mm 20mm 20mm 20mm 20mm 10mm 45mm
20mm 20mm 27mm 20mm 20mm 20mm 25mm /

20mm 25mm 20mm 20mm 20mm 20mm 10mm 20mm
20mm 20mm 12mm 20mm / 20mm 20mm 10mm
20mm 20mm 20mm 20mm 20mm 20mm / 20mm
20mm 30mm 15mm 20mm 20mm 10mm / 20mm
15mm 20mm 20mm 20mm 20mm 20mm 20mm 20mm
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Figure 23 : Effet antagoniste des souches lactiques sur les souches pathogénes illustrée

par la zone d’inhibition sur gélose Muller Hinton.

Les résultats montrent une évaluation détaillée de 1’effet antagoniste des 15 souches
lactiques (S1, S2, S4, S5, Al, A2, A3, F1, F2, F3, Y1, Y2, Y3, CH5, B1) contre les huit
souches pathogenes a Gram™ (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii) a Gram® (Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus) et la levure (Candida albicans).
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Figure 24 : Histogramme d’activité antibactérienne des souches lactiques contre les
souches pathogenes.
IV. ANALYSE DES RESULTATS
e Escherichia coli (E. coli) :

Toutes les souches lactiques testées montrent une activité inhibitrice significative
contre E. coli, avec des zones d’inhibition variant de 15mm a 24mm. Les souches
Lactobacillus delbrueckii (S2, S4) et streptococcus thermophilus (Y3) montrent une
inhibition légerement supérieure a 20 mm, ce qui indique une efficacité significative
contre E. coli, Les autres souches montrent une inhibition uniforme de 20mm, sauf S1
(Lactobacillus delbrueckii) qui a enregistré une zone d’inhibition de 15mm.

e Staphylococcus aureus (S. aureus) :

Les résultats sont plus variés pour S. aureus. La souche S1 (Lactobacillus

delbrueckii) et Streptococcus thermophilus (CH5) montrent une forte activité

antibactérienne contre S. aureus avec des zones d'inhibition respectives de 45mm et
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30mm indiquant une activité antibactérienne trés forte Les autres souches ont des zones
d’inhibition entre 10mm et 30mm.
e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) :

La plupart des souches lactiques montrent une inhibition uniforme de 20mm contre
P. aeruginosa, a I’exception de S5, qui n’a montré aucune inhibition (Omm). Cela indique
une activité antibactérienne relativement constante parmi les souches testées, sauf pour
S5.

e Candida albicans (C. albicans) :

Les résultats pour C. albicans montrent une grande variabilité. La souche S2
(Lactobacillus delbrueckii) présente une forte inhibition de 25mm, cette variabilité peut
indiquer des différences significatives dans la capacité des souches lactiques a produisent
des composés bioactifs tels que la reutérine, des peptides cycliques, des acides gras, etc.
qui ont des propriétés antifongiques (Nasrollahzadeh, et al., 2022). Tandis que Al, A2
et Y2 montrent une absence totale d’activité¢ (0 mm). Les autres souches montrent des
inhibitions entre 10mm et 20mm, suggérant une activité modérée a faible contre C.
albicans.

e Enterococcus faecalis (E. faecalis) :

Les souches lactiques montrent une activité variee contre E. faecalis, avec S2
(Lactobacillus delbrueckii) ayant la plus grande zone d’inhibition de 27mm. Les autres
souches ont des inhibitions allant de 10mm a 20mm, sauf A2 (Lactococcus lactis sp
cremoris) et Y3 (streptococcus thermophilus) qui montrent des activités legérement plus
faibles (15mm).

e Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) :

Les zones d’inhibition sont assez uniformes contre K. pneumoniae, variant de 20 mm
a 30mm. Les souches A2 (Lactococcus lactis sp cremoris) se distinguent avec une
inhibition de 30 mm, ce qui suggére une forte activité antibactérienne. Selon
(Cheriguene, 2014) les Lactococcus lactis cremoris représente un effet antibactérien
contre les souches pathogenes

e Proteus mirabilis (P. mirabilis) :

Les résultats montrent une inhibition uniforme de 20mm pour la plupart des souches,

a ’exception de A2 (Lactococcus lactis sp cremoris) 10mm, indiquant une activité

antibactérienne globalement constante parmi les souches testées.
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e Citrobacter freundi (C. freundii) :
Les zones d’inhibition sont également uniformes contre C. freundii, variant de 20mm
a 25mm. La souche F2 (Streptococcus thermophilus) se distingue avec une inhibition de

25mm.
V. DISCUSSION DES RESULTATS

a. Efficacité des souches lactiques :

Les souches de Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus et
Bifidobacterium montrent une activité antagoniste significative contre divers pathogénes
urinaires, suggeérant leur potentiel comme agents probiotiques. En particulier, certaines
souches comme Lactobacillus delbrueckii (S1) et Streptococcus thermophilus (CH5)
montrent une inhibition notable contre des pathogenes spécifiques comme S. aureus et C.
freundii, respectivement.

b. Comparaison entre les souches pathogenes :

Les souches pathogenes semblent réagir differemment aux souches lactiques.

E. coli, Klebsiella pneumoniae et Citrobacter freundi montrent une inhibition
relativement uniforme par la plupart des souches lactiques. En revanche ; S. aureus et C.
albicans montrent des réponses beaucoup plus variables, indiquant que certaines souches

lactiques sont plus efficaces contre certains pathogenes spécifiques.

c. Effet probiotique :

Les résultats montrent que certains souches lactiques, telles que Lactobacillus
delbrueckii (S1) et (S2) et Lactococcus lactis sp cremoris (A2), pourrait avoir un effet
probiotique éleve et une forte activité antibactérienne contre plusieurs pathogenes.

Lactobacillus delbrueckii pourrait étre développée pour cibler S. aureus, et pourrait
étre efficace contre E. faecalis et C. albicans.

Ce qui en fait de bon candidats pour des applications probiotiques ou comme agents
antibactériens naturels.

Les variations observées entre les souches indiquent des différences dans la
production de substances antibactériennes et antifongiques, ce qui pourrait étre exploré

plus en détail pour le développement de nouveaux traitements.
d. Comparaison de résultats :

Selon les résultats de Bouchibane (2022) ; les Enterococcus ne présentent aucune
activité contre Proteus mirabilis comparent avec nos résultats, Enterococcus faecium

représente une zone d’inhibition de (20mm) contre Proteus mirabilis.
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Cependant, Cheriguene et al. (2007) ont également mentionné que les souches
lactiques isolées du lait de chevre produisaient des bactériocines.

L’effet antimicrobiennes des souches lactiques isolées est trés appréciés vis-a-Vvis les
Gram®: Staphylococcus aureus et les Gram: E. coli (Bouchibane, 2022) et Klebsiella
pneumoniae dont les plus grandes zones ont été enregistré chez les souches qui appartient
aux genre Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus ont montrés des halos d’inhibitions

moins importants que celle du genre Lactobacillus.
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CONCLUSION

Les bactéries lactiques, connues pour leur propriété probiotique, jouent un role

crucial dans le maintien de 1’équilibre microbien de notre organisme.

Les infections urinaires représentent un probléme clinique significatif en raison de
leur fréquence, de leurs symptomes désagréables, et de leur potentiel de complications
graves ; le traitement standard des IU repose généralement sur [’utilisation des
antibiotiques, mais I’augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques
représente un défi majeur pour la médecine moderne. Dans ce contexte, la recherche de

solutions alternatives et complémentaires devient essentielle.

L'utilisation des probiotiques, y compris les bactéries lactiques, offre une solution
prometteuse et complémentaire pour la prévention et le traitement des infections

urinaires, en particulier face a la montée de la résistance bactérienne aux antibiotiques.

L’étude faite sur I’effet probiotique des souches lactiques contre divers souches
pathogenes par la production des substances metabolites permettent ainsi de pallier aux

problemes de résistance aux différents infections pathologiques.

Dans le cadre de la réalisation de ce travail, nous avons travaillé sur différents isolats
lactiques obtenus a partir de Lait (chamelle, chevre), Yaourt (Acti*). En parallele, des
souches pathogenes de référence (ATCC) et des cultures urinaires contenant Escherichia

coli et Enterococcus faecalis ont été utilisées.

Dans un premier temps, nous avons procédé a I’isolement des bactéries lactiques,
suivi d’une série de tests phénotypiques et biochimiques qui ont permis d’identifier les
genres suivants (Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus et

Bifidobacterium)

Dans un deuxiéme temps, nous avons mené une série de tests biochimiques pour

identifier les Uro-pathogenes et des tests de confirmation des souches ATCC.

Enfin, nous avons testé nos isolats lactiques (au total de 15 souches) par la méthode

des puits vis-a-vis des Uro-pathogénes, afin de tester et mesurer I’activité antimicrobienne

Les résultats montrent que les souches de probiotiques étudiées ont un effet inhibiteur

significatif sur la croissance des agents pathogenes responsables des infections urinaires.
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Les souches de Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus et
Bifidobacterium montrent une activité antagoniste significative contre divers pathogénes

urinaires, suggerant leur potentiel comme agents probiotiques.

Les souches pathogénes semblent réagir differemment aux souches lactiques.

E. coli, Klebsiella pneumoniae et Citrobacter freundii montrent une inhibition
relativement uniforme par la plupart des souches lactiques. En revanche ; S. aureus et C.
albicans montrent des réponses beaucoup plus variables, indiquant que certaines souches
lactiques sont plus efficaces contre certains pathogenes spécifiques.

o Effet probiotique :
Les variations observées entre les souches indiquent des différences dans la
production de substances antibactériennes et antifongiques, ce qui pourrait étre exploré

plus en détail pour le développement de nouveaux traitements.

En conclusion, cette étude confirme le potentiel des probiotiques comme alternative
ou complément aux traitements antibiotiques traditionnels pour la gestion des infections
urinaires. L’utilisation de probiotiques pourrait offrir une approche thérapeutique
prometteuse, réduisant la dépendance aux antibiotiques et minimisant le risque de
résistance bacterienne. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour valider ces
résultats in vivo et évaluer I’efficacité clinique des probiotiques dans la prévention et le

traitement des infections urinaires récurrentes.
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ANNEXES

ANNEXES |
Milieu MRS (De Man, Rogosa and Sharpe, 1960)
Extrait de levure 059
Extrait de viande 109
Peptone 10 g
Acétate de sodium 59
Citrate d’ammonium 2g
Glucose 209
KH2PO4 24
MgSO4 0,259
MnSO4 0,05¢g
Agar-agar 159
Eau distillée 1000 ml
pH =6,8
Milieu MRSc (De Man, Rogosa and Sharpe, 1960) + Cystéine
Extrait de levure 05¢
Extrait de viande 109
Peptone 10g
Aceétate de sodium 059
Citrate d’ammonium 02 ¢g
Glucose 20 g
KH2PO4 02 g
MgSO4 0,259
MnSO4 0,05¢g
Cystéine-HCI 059
Eau distillée 1000 mi

pH =6,8



Milieu MRS bouillon (De Man, Rogosa and Sharpe, 1960)

Peptone 02¢g
Extrait de levure 059
Extrait de viande 10¢

Glucose 20 g

Polysorbate 80 0lg

Citrate d’ammonium 02¢g
Acétate de sodium 059

Sulfate de magnésium 0,10¢g

Sulfate de manganése 0,05¢

Phosphate disodique 029

pH =6,2

Milieu MRS-BCP Sans Extrait De Viande :'"Man, Rogosa, and Sharpe

Broth with BCP (Bromocresol Purple)"

Extrait de levure 059
Extrait de viande 10¢
Peptone 109
Aceétate de sodium 05¢
Citrate de sodium 02¢
Glucose 20¢g
KH2PO4 02g
MgSO4 0,25¢
MnSO4 0,05¢g
Pourpre de bromocrésol 0,025 mg
Eau distillée 1000 ml
pH =6,8

Milieu Mueller-Hinton (Mueller et Hinton, 1941)
Infusion de viande de beeuf 3000 cm?®
Peptone de caséine 1759
Amidon de mais 159
Agar-agar 179

pH=7.4



Milieu désoxycholate William |. Taylor, 1965

Peptone 109
Citrate de sodium 0lg
Lactose 10¢g
Rouge neutre 0,039
Désoxycholate de sodium 0lg
Chlorure de sodium 05¢g
Hydrogénophosphate de potassium 02¢g
pH=7,1

Milieu Hektoen (Sylvia Hektoen, 1968)

Protéose peptone 129
Chlorure de sodium 059
Citrate de fer ammoniacal 159
Lactose 12 g
Fuchsine acide 0,19
Agar-agar 149
Extrait de levure 03 g
Sels biliaires 09 g
Salicine 02¢g
Saccharose 12 ¢
Bleu de bromothymol 0,065 g
pH =7,5

Milieu chapman (George Chapman, 1945)

Peptone 109
Extrait de viande 0lg
Chlorure de sodium 759
Mannitol 10 ¢
Rouge de phénol 0.025¢g
Agar 15¢

pH=7.4



Milieu Citrate de Simmons (James Simmons, 1926)

Citrate de sodium 0lg
Hydrogénophosphate de potassium 0lg
Dihydrogénophosphate d'ammonium 0lg
Agar-agar 15¢
pH=6,9

Milieu Cétrimide (King, Ward, et Raney, 1954)

Peptone de gélatine 16 g
Acide nalidixique 159
Sulfate de potassium 10g
Chlorure de magnésium 1449

Agar-agar 10 ¢

pH=7,1

Milieu King A (Elizabeth O. King, 1954)

Peptone dite "A" 20 g
Glycérol 10 ¢
Sulfate de potassium 109
Chlorure de magnésium 149
Agar purifié 12 ¢
pH=7,2

Gélose nutritive (Julius Richard Petri, 1880)

EXTRAIT DE VIANDE 0lg
EXTRAIT DE LEVURE 029
PEPTONE 059
CHLORURE DE SODIUM 059
AGAR 15g

pH =7.4



Bouillon nutritive (par litre)

Extrait De Viande
Extrait De Levure
Peptone

Chlorure De Sodium
pH =7.4

Bouillon Schubert

Tryptoptone

Tryptophane

Mannitol

Bile de beeuf déshydratée
Chlorure de sodium
Phosphate monopotassique
Phosphate di-potassique
Lauryl-sulfate de sodium
Eau

pH =7.6

Milieu Mannitol mobilité

Hydrolysat trypsique de caséine
Mannitol

Rouge de phénol

Nitrate de potassium

Agar-agar

pH =76

Milieu VF (Viande Foie)

Base viande foie

Glucose
Agar
pH =74

01G
02G
05G
05G

12¢g
01g
099
259
059
1.5¢
3.50
0.29
1000ml

109
759
0,049

350

3049
02¢

06 g



Milieu OGA ""Oxydase Test Agar"'

Extrait de levure 059
Glucose 20 ¢
Agar-agar 12 g
pH =7,0

ANNEXES 11

Eau physiologigue

Chlorure de sodium 8,59
Peptone 0,59
Eau distillé 1000 ml
pH =7

Eau Peptonée

Peptone Exemple d’indole 10 g
Chlorure de sodium 5¢
pH=7.2

Annexes |11 : Photos des Résultats

Figure 1 : Isolement des souches lactiques a partir du lait sur
Gélose MRS et Bouillon MRS
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Figure 2 : Isolement des bifidobactéries a partir du Yaourt sur
Gélose MRSc et Bouillon MRSc
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Figure 4 : Croissance bactérienne a 15°C.

§
il |

(@) : NaCl 4% ; (b) : NaCl 6.5%

Figure 5 : Croissance sur différentes concentrations de NaCl

(@ :pH4.5; (b):pH9.5
Figure 6 : Croissance sur différentes concentrations de pH



1:S1/2:S2/3:5S4/4:S5/5:F1/6:F2/7:F3/8:Y1/9:Y2/10:Y3/11:
Al/
12: A2/13:A3/14:B1/15: CH5
A : Témoin/ B : Glucose / C : Lactose / D : Fructose / E : Sucrose / F : Maltose

Figure 7 : Profil Fermentaire des Souches Lactiques

1 : Observation microscopique d’E. coli 2 : Observation microscopique de S. aureus



3 : Observation microscopique de C. freundi 4 : Observation microscopique

de P. aeruginosa

5 : Observation microscopique de C. albicans

Figure 8 : Observation microscopiques des Uropathogénes

Figure 9 : La recherche du Catalase chez S. aureus



Annex04 : Tablcaux de références.

Tableau 01 : Caractéristiques des Lactobacillus.

Tableau 02 : Caractéristiques des Leuconostoc.




Tableau 03: Caractéristiques des Enterococcus, Lactococeus et Streptococcus.

Figure 11 : Les tableaux de références des souches lactiques



