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RESUME

Résumé

L’objectif de ce travail est 1’évaluationin vitro de la survie de 9 souches lactiques, les
souches (A, B, C, D, F, G, H, 1) isolée a partir des anchois et la souche probiotique
Bb12 ,dans des condition digestives stimulées a savoir: la salivele suc gastrique
(pepsine 0.3% PV), la pancréatine 0.1%, et lessels biliaires 0.3%.

Les résultats fournis par 1’étude in vitro de la survie des souches (A, B, C,
D, F, G, H, I) et Bb12 dans les différentes conditions digestives sont intéressants, les
bactéries lactiques testées ont affiché une résistance remarquable vis-a-vis des

conditions hostiles de tractus gastro-intestinal : acidité ; pepsine, sels biliaires.

Mots clé : bactéries lactiques, anchois, alphaamylase, sucgastrique, selsbiliaires, tractus

gastro-intestinal.
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Abstract

The purpose of this works: is the in vitro evaluation of the survival of 9 lactic acid
strains; the strains (A, B, C, D, F, G, H, ) isolated from anchovy and the probiotic
strain Bb12, under stimulated digestive conditions, namely: saliva; gastric juice (pepsin
0.3% PV); 0.1% pancreatin, and 0.3% biliary salt precedence.

The results of the in vitro study of the survival of these strains (A, B, C, D, F, G,
H, 1) and Bb12 in the various digestive conditions are interesting, the lactic acid bacteria
tested showed remarkable resistance to hostile conditions of the gastrointestinal tract:

acidity; pepsin, bile salts.

All the strains studied are resisted under simulated digestive conditions, while
there are strains with high resistance and strains with low resistance by supplying the
Bb12 reference strain.

Key words: lactic acid bacteria, anchovy, alpha amylase, gastric juice, bile salts, and
gastrointestinal tract.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Depuis quelques années, la dimension santé de 1’alimentation semble avoir pris
une importance nouvelle, et ce au détriment des autres qui lui sont prétées (poulain,
2001).

Cependant, L’idée qu’une partie des bactéries présentes dans notre alimentation
puisse avoir des effets bénéfiques pour la santé est beaucoup plus vielle que le terme
probiotique (Metchnikoff, 1907).

Des la naissance, notre tractus gastro-intestinal est colonisé par de nombreux
microorganismes qui vont constituer le microbiote digestif. Cet écosysteme
complexe et diversifié, propre a chaque individu, contribue au bon fonctionnement
intestinal grace aux multiples activités qu’il exerce. Cependant, 1’équilibre du
microbiote est fragile et sa rupture intervient dans la physiopathologie de diverses
affections intestinales, d’ou 1’idée de moduler de fagon positive un microbiote
déséquilibré par I’administration de probiotiques.

Le terme « probiotique » signifie « promovant la vie » et désigne des
microorganismes vivants qui, ingérés en quantité appropriée, produisent un bénéfice

pour la santé de I’hote qui vont au- dela des fonctions nutritionnelles de base.

Les probiotiques sont souvent des bactéries lactiques (lactobacilles et

bifidobactéries) ou des levures introduites dans I’alimentation sous forme de produits

lactés fermentés ou de suppléments alimentaires. Ces micro-organismes renforcent la

flore intestinale et vaginale. Leur présence permet notamment de lutter contre la

prolifération des bactéries pathogénes.
Plusieurs études cliniques ont déja démontre 1’efficacité de certains probiotiques
dans le traitement de maladies systémiques et infectieuses telles la diarrhée aigue et la

maladie de Crohn. D’autres études ont suggéré une application potentielle pour le

traitement des infections urogénitales, des cancers du colon, de dermatite atopique et

des maladies allergiques notamment 1’allergie alimentaire telle que 1’intolérance au
lactose.
Le but de cette étude est I'évaluation in vitro de la résistance de certaines souches

lactiques (A, B, C, D, F, G, H, I) isolées a partir de I’intestin de 1’anchois et une
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souche probiotique de réference E (Bb12) aux conditions digestives simulées (a-

amylase, pepsine, pancréatine et la bile).
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CHAPITRE I : PROBIOTIQUES

CHAPITRE | : PROBIOTIQUES

I. Les probiotiques

I.1.Historique

La notion de probiotique est retrouvée dans I'ancien testament. 1l a été écrit que la longévité
d'Abraham était associée a la consommation de lait. C'est la premiére observation a ce sujet.
Donc cela montre que la consommation d'un aliment fermenté peut avoir un effet sur la santé.
Plus tard, un historien romain, Plinius (-76), a recommandé l'utilisation de produits fermentés

laitiers pour le traitement des gastroentérites.

Au début du 20eme siécle, Elie Metchnikoff (collaborateur Russe de Pasteur) a observé que
les paysans Bulgares, qui consommaient quotidiennement des produits fermentés, étaient en

bonne santé et présentaient une certaine longévité

. En 1916, Nissle (un chercheur Allemand) a isolé dans la microflore intestinale d'un soldat,
qui a résisteé a I'épidémie de shigellose, une souche d'Escherichia coli qui pourrait prévenir les

infections entériques. C'est une souche de « fort index » capable de tuer Salmonella typhi.

En 1985, Gorbach et Goldin (Américains) isolent Lactobacillus rhamnosus ou souche GG
ou LGG. C'est la souche la plus étudiée jusqu'a présent dans le monde. C’est en 1995 que le

terme probiotique apparait.
| .2.Classifications des probiotiques

Les probiotiques sont souvent des bactéries lactiques (lactobacilles et bifidobactéries) ou des
levures introduites dans I’alimentation sous forme de produits lactés fermentés ou de

suppléments alimentaires,

1.2.1.Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des siecles pour la conservation et la
fabrication d’aliments, notamment des produits laitiers, bien avant que I’on ne connaisse
leur existence en tant que telles.

Elles constituent un groupe hétérogene réunissant plusieurs genres caractérisés par
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leur capacité a fermenter les glucides en produisant de 1’acide lactique.

La fermentation est dite homolactique lorsque 1’acide lactique est le seul métabolite
formé ; elle est qualifiée hétérolactique lorsque d’autres composés (éthanol, dioxyde de
carbone, acides organiques volatils) sont produits en plus de I’acide acétique.

Selon le mode de fermentation obligatoire ou préférentielle, on parle de bactéries

homofermentaires ou hétérofermentaires (Colado et al., 2005).

1.2.1.1 Les lactobacilles

Les lactobacilles font partie du phylum des Firmicutes, de la classe des Bacilli, de
I’ordre des Lactobacillales et de la famille des Lactobacillaceae. Ces bactéries ont une
forme de batonnets qui sont souvent groupes en chainettes (figure 01) (Leveau,
1993) ;(Felies, 2007).

Figure 01 : Lactobacillus casei (Corrieu, 2008).
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I.2.1.2 .Les coques

Les bactéries lactiques des genres Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Pediococcus et Leuconostoc sont des coques sphériques ou ovoides, généralement groupés

en paires, en chainettes ou en tétrades (figure 2).

Seuls les Streptococcus, les Enterococcus et éventuellement les Lactococcus sont utilisés
comme probiotiques. Ces trois genres appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe

des Bacilli, a I’ordre des Lactobacillales et a la famille desStreptococcaceae.

Figure 02: Streptococcus thermophilus (Corrieu,2008).

| .2.1.3 les bifidobactéries

Les premieres bifidobactéries isolées et décrites aux débuts du 20ieme siecle ont été

observées par Henri Tissier en 1906.

Il avait remarqué que les enfants nourris au lait maternel avaient une flore
microbienne intestinale beaucoup plus riche en bactéries de forme Y et irréguliéres,

contrairement aux enfants nourris au biberon. Tissier les nomma ainsi ; Bacillus bifidus.

Par la suite, le genre Bifidobacterium a été décrit en 1924 par Orla-Jensen lorsque Bacillus
bifidus a été renommé comme Bifidobacterium bifidus. A ce moment-13, ce genre ne

comportait qu’une seule espéce (Lealy, 2005).
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1.2.2. le bactérien non lactiques

D’autres bactéries, dont le métabolisme est différent des précédentes, font
¢galement preuve d’intérét en tant que probiotiques. Il s’agit notamment de la souche
Escherichia coli Nissle 1917 et de bactéries sporulées dont Bacillus subtilis et

Bifidobacterium cereus.
1.2.2.1. Les levures

Les levures, chez lesquels la forme unicellulaire prédomine, sont utilisees depuis des

siecles par I’Homme en panification et pour la fermentation de boissons alcooliques.

Depuis de nombreuses années, elles sont également utilisees comme
additifs alimentaires chez les animaux pour améliorer les performances zootechniques et

comme régulateur du microbiote intestinal chez 1’homme.

Les levures utilisees comme probiotiques sont des souches de
Saccharomyces cerevisiae, et en particulier une souche bien déterminée dénommée

Saccharomyces boulardii (figure 3) (Dalmasso G, Cottrez F et al., 2006).

B

Figure 03 : Saccharomyces boulardii (Dalmasso,2006).
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|.3.Définition d’un probiotique

Le terme probiotique a été utilisé pour la premiere fois en 1965 par I'équipe de
Lilly et Stillwell, afin de décrire les substances produites par un organisme pour stimuler la
croissance d’autres micro-organismes (Lilly et al.,1965). Ce terme dérive d’un mot grec
signifiant “promouvant la vie” (Reid et al.,2003). Puis, cette définition a évolué suite aux
travaux de Parker (Parker, 1974) qui a proposé que les probiotiques sont “des organismes

et des substances qui contribuent a la balance intestinale bactérienne”.

Depuis, plusieurs définitions ont été données aux probiotiques dépendamment
de leurs effets sur la santé et selon la définition adoptée par le groupe de travail mixte
formé par 1’Organisation des Nations Unies (ONU) pour 1’agriculture et 1’alimentation et
I’Organisation Mondiale pour la Sant¢ (OMS) (Report of FAO/WHO, 2002), les
probiotiques sont « des microorganismes vivants administrés en quantités adéquates et qui
sont bénéfiques pour la santé de 1’hte».

Les probiotiques les plus fréquemment documentés sont les bactéries lactiques
(lactobacilles, streptocoques et lactocoques) et les bifidobactéries. La classification des
probiotiques est stricte et organisée en genres bactériens, composés euxmémes d’especes
puis de souches. Cette classification est importante a considérer car les effets bénéfiques
des probiotiques sur la santé sont non seulement doses dépendants mais également souches
dépendants.
1.4.Criteres de sélection des souches a potentiel probiotique

Le choix des probiotiques dépend de ses propriétés qui sont variables selon I'espéce
ou la souche microbienne. Selon le rapport de la FAO/WHO (2002), un micro- organisme
doit étre soumis aux étapes de caractérisations suivantes avant d'avoir le statut probiotique:

>  Etre non pathogéne.

> Résister au pH acide de I'estomac et aux concentrations biliaires présentes dans I'intestin
gréle.

> Adhérer aux différents tissus épithéliaux du tractus gastro-intestinal.

> Avoir une bonne colonisation du tube digestif Produire des substances antimicrobiennes

capables d'inactiver des pathogenes moduler les réponses immunitaires.
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1.4.1. Critere fonctionnelle (tests in vitro)
1.4.1.1. Probiotique
Tolérance a I’acidité et la bile.
Antagonisme vis-a-vis des pathogenes.
Production des substances anti microbiennes (bactériocines).

Adhésion a diverses lignées de cellules intestinales et /ou mucus.

YV VvV VYV V VY

Réduction cholestérol.
> Stimulation de I’immunité.

1.4.1.2. Technologique

» Tolérance a I’oxygene.
» Resistance aux stress (NaCl, pH, température).
» Survie aux conditions de fabrication et de stockage.

1.4.2. Critere de sécurité (tests in vivo modéle animaux)
Historique de non pathogénicité (GRAS).
Pas résistance antibiotiques.

Aucune activité métabolique nocive.

vV V VY V

Pas de production de toxines d’activité¢ d’hémolytique.

» Absence d’effets secondaire.
1.4.3. La résistance a l'acidité gastrique

La survie des bactéries dans le suc gastrique dépend de leur capacité a tolérer les
bas pH. Le temps de passage peut étre d’une heure a quatre heures selon 1'individu et son
régime. Par consequent, quelques auteurs proposent que les souches probiotiques doivent
résister a un Phde 2.5 dans un milieu de culture pendant quatre heures (Ammor et al.,

2007).
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1.4.4. La résistance aux sels biliaires

Dans l'intestin gréle, la tolérance aux sels biliaires est un facteur important qui
contribue a la survie des probiotiques. Les bactéries qui survivent aux conditions acides de
l'estomac doivent alors faire face a 1’action détergente des sels biliaires libérés dans le

duodénum apreés ingestion des repas gras.

Les bactéries peuvent réduire 1’effet émulsifiant des sels biliaires en les
hydrolysant avec des hydrolases, de ce fait diminuant leur solubilité (Ammor et al., 2007
; Gu et al., 2008).

1.4.5. L’adhésions aux cellules épithéliales

La capacité d’adhésion a la couche intestinale est un critére de sélection
recommandé pour le choix des probiotiques, parce que c'est une condition pour la
colonisation des entrailles. L'adhérence constitue le premier mécanisme de défense contre
I’invasion des bactéries pathogenes.

Elle est basée sur la réalisation d’un ensemble de tests in vitro puis in vivo en
utilisant des cellules d’origine animale et/ou humaine (Palomares et al., 2007 ; Reyes-
Gavilan et al., 2011).

Chez le souriceau, la colonisation par la flore conventionnelle de I’intestin est
nécessaire a la fucosylation complete des glycoprotéines de la membrane entérocytaire
(Bry et al., 1996). L. rhamnosus GG, L. acidophilus et B. bifidum ne dégraderaient pas les
glycoprotéines du mucus intestinal, ce qui serait un gage de leur sécurit¢ d’emploi

(Ruseler-van Embden et al, 1995).

1.4.6. La production de substances antimicrobiennes

Les  bactéries lactiques  synthétisent des molécules a  action
bactéricide/bactériostatique comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le
dioxyde de carbone, le diacétyle et les bactériocines. Ces mécanismes antimicrobiens ont
été exploites pour améliorer la préservation des aliments (Titiek et al, 1996 ; Labioui et
al., 2005).

Beaucoup d’exemples existent d’une activité in vivo de bactéries probiotiques

productrices de bactériocines contre de pathogenes. L’admiration de L .acidophilus a des
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souris les protégent contre 1’infection par Helicobacter felis, la consommation de bactéries
vivantes de L.johnsonii par des enfants colonisés par H.pylori diminuait la production
d’uréase (Cruchet et al., 1998).des souches d’E.coli productrices de colicines ou de
microcines sont utilisées chez les animaux pour combattre des entéropathogenes Gram
négatifs typiques qui ne sont pas sensibles aux bactériocines des BAL (Cursino et al
2006).

1.4.7.Résistance aux antibiotiques

Les bactéries lactiqgues sont naturellement résistantes a beaucoup
d’antibiotiques grace a leur structure et physiologie. Les travaux de Temmerman et al.
(2003) ont montré que 68.4% des probiotiques isolés ont une résistance a un antibiotique
ou plus. Des souches de Lactobacillus ont été trouvées résistantes a la kanamycine (81%),
a la tétracycline (29.5%), a I’érythromycine (12%) et au chloramphénicol (8.5%). 38% des
isolats de Enterococcus faecium ont été trouveés resistants a la vanomycine. Dans la plus
part des cas la résistance n’est pas transmissible, cependant, il est possible que le plasmide
codant pour la résistance aux antibiotiques soit transféré a d’autre especes et genre. C'est
une raison significative pour choisir des souches manquantes du potentiel de transfert de

résistance (Denohue, 2004).
1.5. effets des probiotiques sur la sante de hote

1.5.1.Mécanismes d’action et d’adaptation des probiotiques

Les mécanismes d’action des probiotiques sont encore tres incomplétement connus.
Il est par ailleurs vraisemblable qu’ils varient en fonction du (ou des) probiotique utilise, et

peut-étre de la dose administrée.

Les effets des probiotiques résultent essentiellement de leurs interactions avec
le contenu digestif d’une part, a la fois avec les nutriments présents dans la lumiere
intestinale et avec les composants de la flore endogene, et avec le contenant d’autre part,
principalement les cellules épithéliales intestinales et les cellules immunocompétentes
(Backhed et al., 2005).

Le processus de résistance des bactéries aux stress rencontrés dans le tractus
digestif, ’adaptation de leur métabolisme a I’environnement nutritionnel de 1’hote, que sur

les déterminants de leur adhésion a la muqueuse intestinale ; les investigations concernent




CHAPITRE I : PROBIOTIQUES

un des trois mécanismes d’action communément attribués a ces bactéries qui sont (figure
4) :(Lebeer et al., 2008) .

» L’inhibition des pathogénes et la restauration de I”’homéostasie microbienne.
» La protection de 1’épithélium intestinal.

» Lamodulation des réponses immunitaires.

- semteny W" mem—— )
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Reésistance aux stress entre microbes ‘Production d'agants antimicrobians
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Figure 04 : Mécanismes d’action des probiotiques selon Leeber et al., (2008)

\_




CHAPITRE I : PROBIOTIQUES

1.5.2. Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé

Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été associés a la consommation des
probiotiques, beaucoup de ces effets ont été démontrés avec des études clinique sur
I’homme. Cependant, d’autre ne son pas avérés ou sont simplement basés sur des tests in

Vitro ou sur des essais avec des animaux (De Vrese et al., 2001).

1.5.2.1.Effets sur les fonctions intestinales Activité enzymatique

Les probiotiques, en produisant et/ou en augmentant 1’activité de nombreuses enzymes
digestives, permettent d’améliorer significativement la digestion et 1’absorption

intestinales, notamment chez des sujets ayant un déficit enzymatique.

L’un des effets des bactéries lactiques qui a été le plus mis en avant et démontré chez

I’homme est I’amélioration de ’intolérance au lactose.

Le lactose, présent exclusivement dans le lait et ses dérivés, est formé de glucose et de
galactose reliés entre eux par une liaison B. Sa digestion nécessite une lactase, ou B-
galactosidase, qui hydrolyse cette liaison et permet alors ’absorption des sucres simples
libérés. Chez les personnes souffrant d’intolérance au lactose, un déclin de la production de
cette enzyme est observeé au-dela de la petite enfance. La deuxieme cause d’intolérance
(intolérance secondaire) est représentée par les maladies dont la conséquence est une
réduction de la surface de digestion-absorption ou accélération de transit jéjunal (Burgain
et, al, 2012).

Plusieurs études ont montés que la P-galactosidase des bactéries lactiques
participait a la digestion du lactose dans I’intestin. En principe, le remplacement du lait
par du yaourt conduit a une meilleure absorption et une meilleure tolérance chez les sujets
présentant une intolérance au lactose. Il a été montré que les bactéries qui survivaient dans
I’intestin gardaient une activité métabolique suffisante pour hydrolyser le lactose, et que
celles dont la membrane est facilement lysée par les acides biliaires libéraient leur lactase
dans I’intestin (Flourie et al., 2007).

Dans le méme ordre d’idées, un travail a montré que I’ingestion de
Saccharomyces cerevisiae, qui est riche en saccharase, aidait a la digestion du saccharose
et supprimait les signes cliniques d’intolérance chez les enfants ayant une carence

congeénitale en saccharaseisomaltase (Marteau, 2004).
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1.5.2.2. Effets sur motricité intestinale

Certaines souches probiotiques accélérent le transit colique, total et/ou segmentaire.
A ce sujet, les effets de 1’ingestion de Bifidobacterium animalis DN- 173 010 ont été les
mieux etudiés.

Ainsi, une étude menée chez des volontaires sains agés de 21 a 42 ans, a montré
que I’ingestion quotidienne de trois pots de yaourt contenant Bifidobacterium animalis
DN-173 010 (10® UFC par gramme) pendant onze jours raccourcissait d’environ 20 % le
temps de transit colique par rapport a une méme période d’ingestion de yaourt sans
suppLes mécanismes impliqués ne sont pas connus. Les probiotiques pourraient agir
directement ou indirectement par 1’intermédiaire des effets de leurs produits fermentaires

sur 1’activité motrice colique (figure 5) (Adam et al., 2010).
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Figure 05 : Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Mercenier

et al., 2002).
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1.6. Les principales souches microbiennes a potentiel probiotique

Les souches ou especes probiotiques sont des composants normaux de la flore
intestinale (Dunne et al, 2001). En alimentation humaine, les genres microbiens les plus
utilisés comme probiotiques sont Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus (Berg,
1998). Par contre, en alimentation animale de nombreux genres bactériens et fongiques sont
utilisés, comme Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Pediococcus,
Enterococcus, Propionibacterium, Saccharomyces, Aspergillus et Torulopsis (tableau 1)
(Tannock,1997).
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Tableau 01 : Principales souches probiotiques (Shah, 2007).

Especes de
lactobacilles

d

L. acitophilis L (ce anser)
L. acidophils NCFM s
L. Case Shirota vauay

L. C3S8 DN-114 001 ounene
L. reutern ATCC 56720 sigas)
L. delbruecki subsp.
bulgaricus 2038 wey

L. 0asSen K7 we,

L. Johnsoni Lat pess

L. paracasel CRL43! (. umen
L. paracasei F19 medgham)
L. plantarum 296V preixe)
L. hamnosus GG el

L. crispatus

L. gallinarum

Especes de
bifidobactéries

B. longum BB&36 (Moinag)
B. breve Yakuit akut

B. Iactis Bo 12 er. Hasen)

B. Iactis HNO19 owisco

B. animalis DN 73010 owere)
B. Infantis 35264 ipmcer & Garbie

Autres bactéries
lactiques

S. thermaphils 1131 ey
E. faecalis Symbiofior (st
E. faecium SF8 icatios)

P. acidilacticl Bacioos (avensne

Microorganismes
« non-actiques »

S. boulard Utra-evure® secosen
5. cerevisiae

E. 00l Nissle 1817 tesprarm)

B subils

B. cereus
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1.7.Aliments probiotiques

Le marché mondial des aliments probiotiques est en forte croissance depuis le
début des années 2000, particulierement en Europe. Cette dynamique est notamment
soutenue par le lien existant entre alimentation et bénéfices santé.

Les probiotiques utilisés comme compléments alimentaires, de méme que les
aliments fonctionnels, sont considérés comme des denrées alimentaires et sont régis par la
Iégislation y attenant. lls se différencient des aliments diététiques qui sont destinés a une
alimentation particuliére et doivent faire I'objet d'une formulation ou d'un procédé de
fabrication spécifique pour se différencier de I'aliment courant, et des médicaments, en
particulie.

Les produits laitiers, plus particulierement les yaourts, sont les aliments
probiotiques les plus nombreux, avec en téte de file les produits Activia® et Actimel®
deDanone.pour ce qui est des allégations (Ninane et al,2009) et (FAO/WHO,2001).

1.8.Microbiotes intestinale

Les souches probiotiques d’origine humaine sont considérées comme les plus
compatibles avec le tractus intestinal humain.

Les probiotiques modulent la composition et 1’activité de la flore intestinale.
IIs ont une action protectrice en limitant la colonisation, la reproduction et I’adhérence de
bactéries pathogenes.

Le microbiote intestinal, appelé anciennement flore intestinale, se définit
comme |’ensemble des microorganismes présents dans I’écosystéme digestif et assurant
des relations symbiotiques avec 1’hote.

Le tube digestif de ’Homme héberge des bactéries, des virus et des Archaeae.
Parmi toute cette communauté microbienne, les bactéries forment le groupe le plus
largement représenté. On peut donc considérer que le microbiote intestinal correspond a

I’ensemble des bactéries qui colonisent notre tractus digestif (Quevrain, 2013).
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Il représente une biomasse et un potentiel génétique considérable avec 10
bactéries correspondant & environ 1000 espéces bactériennes, et plus de 5 millions de
genes, ce qui dépasse largement le nombre de cellules et genes eucaryotes. La diversité
qualitative et quantitative du microbiote intestinal crée un équilibre qui peut étre considérer
comme unique pour chaque individu, presque au méme titre qu’une empreinte digitale
(Sommer et al., 2013).

Le microbiote intestinal joue un role multiple et complexe, aussi bien sur le plan
nutritionnel que sur le développement des défenses immunitaires de la muqueuse

intestinale.

18
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CHAPITRE Il : L’APPAREIL DIGESTIF

I1.1.0rganisation sur I’appareil digestif

Le réle principal du tube digestif est de digérer, d'extraire les nutriments contenus
dans le bol alimentaire et d'éliminer ou transformer les produits non assimilables. Ces
processus débutent dans la bouche et se déroulent tout au long de la progression du
contenu dans lalumiére digestive jusqu'a l'anus. Comme la peau, la présence d'un
épithélium permetégalement au tube digestif d'établir une barriere entre le milieu
extérieur (lumiére digestive) etle milieu intérieur. Ces défenses sont renforcées par un
systeme immunitaire local capable decombler les défaillances de la barriére
(Ducarouge, 2006).

Le tube digestif héberge une communauté microbienne complexe et diversifiée,
composée principalement de bactéries mais incluant également des archées, des virus,
des champignons et des protozoaires. Les bactéries intestinales sont dix fois plus
nombreuses que les cellules eucaryotes constituant le corps humain. Ainsi, au niveau du
cOlon, la densité bactérienne atteint 1014 bactéries. Le microbiote intestinal établit une
relation mutualiste avec son héte et participe a la nutrition et au métabolisme, au
développement et a la maturation du tractus digestif, aux fonctions immuno-
modulatrices ainsi qu’a la protection contre les pathogenes. Quelques especes
bactériennes particulieres, comme celles du phylum Proteobacteria et la bactérie
Akkermansia muciniphila, appartenant au phylum des Verrucomicrobia, sont capables
d’adhérer, de coloniser et de dégrader la couche de mucus. La capacité de liaison au
mucus permet d'augmenter le temps de séjour des bactéries dans I’intestin. Celles
dégradant le mucus, du fait de la présence d'un large éventail d'enzymes, telles que les
glycosidases, les sulphatases ou les sialidases, possédent un réel avantage sélectif au

sein de la niche écologique mucosale (Dasilva,2013).

11.2.Physiologie digestive

Le systeme digestif inclut le tractus gastro-intestinal ainsi que les organes
accessoires de la digestion, notamment les glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire
et le pancréas exocrine. Le tractus gastro-intestinal permet I’acheminement des aliments

mais aussi la digestion chimique et enzymatique de ces derniers depuis leur ingestion au
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niveau de la bouche jusqu’a leur excrétion au niveau du rectum. Il est composé de la
bouche, de I’cesophage, de I’estomac, de I’intestin gréle, lui-méme comportant le
duodénum, le jéjunum et I’iléon et est terminé par le gros intestin. Il a pour fonction
I’absorption des nutriments (glucides, protéines, lipides, minéraux et vitamines), mais
aussi de I’eau et des électrolytes. Il joue aussi un réle de protection de 1’organisme en
prévenant le passage des bactéries et des autres substances indésirables provenant de la
lumiere intestinale, et exerce enfin un role de surveillance immunitaire via I’association
avec les tissus lymphoides. Les fonctions du tractus gastro-intestinal sont régulées par

des hormones du systeme nerveux autonome (Reed et al., 2009).

11.3.Composants de I’appareil digestif

11.3.1. La cavité buccale

La bouche joue un role dans la mastication que ce soit au niveau du broyage
c’est-a-dire la préparation a ’activité des enzymes mais aussi en terme de salivation :
humidification des aliments, sécrétion d’amylases (qui démarrent la digestion des
glucides) et alcalinisation. La bouche participe ¢galement a I’assimilation de certaines
substances.

I1 faut donc manger lentement et mastiquer longuement avant d’avaler, éviter de
« mastiquer » a vide mais aussi éviter les édulcorants qui déclenchent la stimulation
d’insuline.

La santé de la bouche est en étroite relation avec la santé¢ de I’intestin. Il y aura une
protection des muqueuses par les IgAs produites par le systeme immunitaire intestinal

sous I’influence de la flore intestinale (Rambaud ,2004)

11.3.2. L’estomac

L’estomac est une poche digestive interposée entre 1’cesophage et I’intestin
(Brooker, 1999).

L’estomac est divisé en trois parties : le fundus, le corps et ’antre. La premicre
zone, appelée cardia, sous-partie du fundus, relie le sphincter de I’oesophage inférieur a
I’antre (Huether et al.,2006).

L’estomac est une zone de stockage temporaire des aliments, qui sont alors
mélangés avec ’eau et les sucs gastriques afin de produire le chyme. Cet organe

controle ensuite le passage de son contenu vers la partie supérieure de 1’intestin gréle, le
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duodénum, via la régulation du sphincter pylorique. Les cellules caliciformes produisent

du mucus qui protege la muqueuse gastrique (Alcamo 1996).
Les dimensions de 1’estomac moyennement distendu sont de : 25 cm pour la
longueur, 11 cm pour la largeur, 9 cm pour le diameétre antéro-postérieur. La forme générale
de I’estomac est celle d’un J majuscule avec deux segments : un segment vertical et un

segment horizontal (figure 6).

Cardia {a)

Duodenum (d)

Figure 06 :L’estomac (Brooker, 1999)

L’évacuation gastrique commence en moyenne vingt minutes aprés le début du
repas et se termine cing a six heures apres ce dernier. Le pylore sélectionne, il laisse
passer les liquides et refoule les solides. Une heure aprés le repas, les solides sont
évacués trois fois moins vite que les liquides. Par ailleurs, seules les particules solides
de taille inférieure a 0,25 mm franchissent le pylore. L’évacuation des lipides est
particulierement lente, elle dure plus de six heures aprés 1’ingestion du repas (Bigo,
2017).

L’estomac présente une quantité bactérienne de 10 cellules par gramme de
contenu luminal. Le pH de I’estomac, acide chez I’Homme (entre 2,5 et 3,5), a un effet
délétere pour la majorité des bactéries ingérées au cours des repas. Seuls les micro-
organismes a Gram positif aérobies ou anaérobies facultatifs acido-tolérants sont
capables de survivre et sont composes de lactobacilles, de streptocoques ainsi que

d’especes de levures. Cependant, des bactéries anaérobies strictes résistantes a 1’acidité
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gastrique peuvent s’y implanter, comme le pathogéne Helicobacter pylori (H. pylori),
capable de se loger dans la couche de mucus (Holzapfel et al. 1998).

Le rdle principal de I’estomac est de transformer les aliments a 1’état de chyme
semiliquide afin de les rendre acceptables pour I’intestin. L’agent de cette
transformation est le suc gastrique. De plus, I’estomac sécréte un mucus qui forme une
couche de protection pour la muqueuse gastrique vis-a-vis de 1’acidité gastrique et qui,

en lubrifiant les ingestas en facilite le passage vers ’aval.

11.3.2.1. Suc gastrique

Au niveau de I’estomac est synthétisé le suc gastrique. C’est un liquide incolore,
de réaction trés acide. Sa sécrétion journaliere est d’environ 1500 cm3. Il est composé

d’acide chlorhydrique, de pepsine, de rénine et d’un facteur intrinséque (Bigo, 2017).

11.3.2.2. Acide chlorhydrique :

Le suc gastrique contient de 1’acide chlorhydrique sécrété par les glandes du
corps de I’estomac (Bigo, 2017).
L’acide chlorhydrique a pour réle :
Le dégraissage et le début de digestion des protéines. En effet, 1’acide chlorhydrique
favorise la lyse des macromolécules en molécules plus simples. Il joue aussi un réle
d’antiseptique pour détruire les bactéries ingérées en méme temps que la nourriture.
La précipitation de certaines protéines en milieu acide (caséine) limitant leur hydrolyse
par les enzymes, leur assimilation et leur reconnaissance par le systeme immunitaire.
L’extraction et la réduction des minéraux (le fer sera a 1’état Fe3+ au niveau de
I’estomac).
La stimulation de la sécrétion du pancréas.
L’activation des ferments protéolytiques ; il transforme notamment le pepsinogéne
(inactif) en pepsine (active).
11.3.2.3. Pepsine

Le suc gastrique contient également la pepsine qui est sécrétée sous forme de
pepsinogene par les cellules principales des glandes de 1’antre et du fundus. La pepsine
attaque les grosses molécules protidiques et les transforme en composés plus simples,

les polypeptides. Elle décompose également le caséogéne contenu dans le lait en un
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polypeptide et en caseine ; la caséine est une protéine qui est attaquée aussi par la

pepsine (Bigo , 2017).
11.3.2.4. Rénine :

Le suc gastrique peut aussi contenir de la rénine. Les cellules pariétales
produisent la rénine.
La rénine et la pepsine sont impliquées dans la digestion du lait chez le

nourrisson (Bigo, 2017).

11.3.3. Pancréas exocrine

C’est une glande mixte. C’est un organe digestif annexe qui joue un réle important dans
la digestion car il sécrete et déverse dans le duodénum une vingtaine d’enzymes qui
dégradent tout type de substances présentes dans les aliments. Le suc pancréatique,
produit de I’activité exocrine du pancréas, (Brouker, 1999) s’écoule par le conduit

pancréatique. Des glandes endocrines libeérent de I’insuline et du glucagon.

11.3.4. L’intestin gréle

Il s’agit de la partie la plus distale du tractus gastro-intestinal. Dans le
prolongement de I’intestin gréle, il est constitué du cacum auquel est rattaché
I’appendice, du colon, du rectum et se termine par le canal anal. Le gros intestin
présente une longueur comprise généralement entre 1,20 et 1,50 métres. La valve iléo-
caecale permet la transition entre 1’iléon et le caecum et assure ainsi la liaison entre
I’intestin gréle et le gros intestin. Le cOlon peut €tre divisé en 4 parties : le colon
ascendant, transverse, descendant puis la partie sigmoide. La principale fonction du
colon est la réabsorption de I’eau et des électrolytes, débutée dans I’intestin gréle. Le
canal anal se termine par deux sphincters : un involontaire interne et un volontaire
externe (Huether et al., 2006 ; Griffin-Sobel, 2007).

La fonction principale de I’intestin est d’absorber I’eau et les nutriments contenus dans

notre alimentation pour les rendre disponibles au reste de 1’organisme (Ducarouge

2006).
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11.4. Conclusion sur les fonctions digestives du tube digestif

La digestion est un processus qui permet la transformation mécanique ou chimique
des aliments en nutriments afin que ces derniers soient absorbés au niveau du systéme
digestif.

Dans cette premiere partie, nous avons vu que dans la bouche, les aliments sont broyés
par les dents. La salive les humidifie, les ramollit, les solubilise, et I’amylase attaque

I’amidon cuit.

De plus, le lysozyme a une action antimicrobienne. Les actions mécaniques sont
largement prédominantes et rendent les aliments préts a étre déglutis. La déglutition et
le transit oesophagien permettent une arrivée progressive du bol alimentaire dans
I’estomac. Il s’agit de phénoménes moteurs parfaitement coordonnés et controlés par le
systéme nerveux extrinseque.

Au niveau de I’estomac se forme le chyme : c’est le bol alimentaire broyé
finement, acidifi¢ par I’acide chlorhydrique, ou les différents nutriments se trouvent
solubilisés ou émulsifiés.

En définitive, les phénomenes mécaniques étaient plus importants dans la
bouche, I’oesophage et I’estomac. En revanche, 1’absorption est pratiquement nulle a
ces endroits. A I’inverse, les phénoméenes chimiques sont prédominants dans 1’intestin
gréle. Lorsque le chyme, acide, arrive au niveau duodénum, les sécrétions intestinales,
biliaires et pancréatiques se déversent dans le duodénum. Ces sécrétions attaquent de
fagon puissante les aliments.

C’est dans D'intestin gréle que se fait presque toute l’absorption. Le gros
intestin, qui est la partie terminale du tube digestif, a surtout pour fonction d’absorber
I’excés d’eau et de minéraux dissous. Les phénomenes chimiques sont représentés par le
métabolisme des bactéries. Les selles sont alors éliminées par le rectum qui est la

terminaison du gros intestin (Dupin , 1992) .
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES.

L'ensemble de ce travail a été réalisé au laboratoire des micro-organismes bénefiques,
des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS,)entre mareset avril 2019 de
I’université Abdelhamid Ibn Badis (INES), Mostaganem.

111.1. Matériels
111.1.1. Souches utilisées

Dans cette étude, neuf souches bactériennes ont été utilisées, dont huit ont été
nouvellement isolées a partir des intestins et de la chair de I’anchois et une souche

probiotique de référence Bb12.
*Dans le milieu MRS

CHi: A
CH:2:B
I1:C
I2:D
Bbl2: E

YV V. V V V

*Dans le milieu M17

CH:i:F
CH2:G
li:H
I2:1

Y V VYV V

111 -1-2 Appareils utilisés

L’étuve :Etuve universelle de 5 4220°C.

Spectrophotomeétre : UV-Visible double faisceau (JENWAY 7305 UV/VIS).
Centrifugeuse : (ROTOFIX 32 A).

Bain Marie (KOTTERMANN).

Agitateur magnétique (VELP scientifica).

AN NN N NN

vortex (Stuart).
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v Balance (KERN) Max 4219 d= 0.01g, Balance (KERN) Max 6100g d= 0.1g.
v PH métre (WTW Ph 330).
v Micro pipette (Smart) « 100 -1000 ul », Micro pipette (Unique) « 10 — 50 pL ».

111 .1.3. Les milieux de culture

- Bouillon MRS : Le bouillon MRS de MAN, ROGOSA et SHARPE (De Man et al, 1960),
référence E Merck, 64271 Darmstadt, Allemagne, a été utilisé pour la réactivation des

souches.

- Bouillon M17 : le bouillon M17 (Terzaghi et Sandine, 1975), (Merck) est utilisé pour la

réactivation des souches.

- MRS gélosé:le gélose MRSde MAN, ROGOSA et SHARPE (De Man et al. 1960)utilisé

pour la culture et dénombrement des bactérie lactique, etautoclavé 15 minutes a 121°C.

- M17 gélosé :est utilisée in vitro pour la culture et dénombrement des bactéries

lactiques et autoclavé 15 minutes a 121°C.

- Eau physiologique : utilisé pour lavage et la dilution.

111.2. Repiquage et revivification

Lessouches ont été réactivées et maintenues vivantes par un repiquage d’un inoculum de
1% dans le milieu MRS bouillon et le milieu M17 bouillon, incubées a 37°C pendant 24

h et sont ensuite conservées a 4°C.
111.2.Vérification de I'identité des souches

Avant de procéder aux cultures, les souches bactériennes utilisées ont été sujettes aux

colorations au bleu de méthyléne et de Gram.
111.2.2.Préparation de I’inoculum

72 heures avant de commencer chaque expérience, les cultures sont revivifiées par une
série de trois inoculations de 200 microlitres dans 10 ml de MRS bouillon et M17

bouillon et incubées a 37°C pendant 24h dans une jarre d’anaérobiose (Anaérocult).
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111.2.3. Ajustement de I'inoculum

L'ajustement de I'inoculum s'effectue a l'aide d'une cellule de Thomas. La formule de

dénombrement est la suivante :

X =4.10%n

Ou: X: nombre de cellules dans 1 ml.

N: nombre de cellules dénombrées dans un carré.

111 .2.4 Dénombrement et conditions de croissance

Le dénombrement des bactéries lactiques : A, B, C, D et F, G, H, | est réalisé (24 h a 48
h a 37°C), respectivement sur milieux M17 et MRS gélosé, celui de E(Bb12) sur milieu
MRS gélosé.

**L’incubation des boites inoculées est faite en anaérobiose (Bougie et systéme

d’anaérocult A) pour I’ensemble des souches étudiées.

111.3.Pré-identification des isolats
111.3.1. Caractérisationmacroscopique
Une observation macroscopique a permis de décrire 1’aspect des colonies obtenues sur

milieu solide (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosité, couleur).

111.3.2. Caractérisationmicroscopique

L’observation microscopique avec 1’objectif a immersion (G x 100) a permis de classer les
bactéries selon leur Gram, leur morphologie cellulaire et leur mode d’association (Joffin et
Leyral, 1996).

I11.4. Survieaux conditions digestives simulées
Les souches seront sujettes & un model gastro-intestinal dynamique simulé.
111.4.1. Effet de I’a- amylase salivaire sur les pobiotiques

e Préparer une solution stérile (filtres Whatman polysulfoné, 0.22 um) de a-amylase a
raison de 75 UE dans le tampon acétate de sodium (0.1 M, pH =5.6).
e Faire incuber 4 h a 37°C, 1 ml d’une culture bactérienne (concentration finale 1 a

5.10%° UFC/mI) dans 9 ml de la solution enzymatique. ...................... ™).




CHAPITRE Il : MATERIEL ET MAETHODES

eprendre 100 pL du milieu réactionnel diluéetdéposer desspots sur milieu MRS gélosé
et M17 gélosé.

e dénombrer les cellules viables aprés une incubation des boites de Pétri 24 et 48 h a
37°C.

o Mesurer la densité optique de ces solutions enzymatiques a t= 0 min et t=4h des souches
a une longueur d’onde 600 nm.
11 .4.2.Mesure de la taux de survie des souches vis-a-vis du jus gastrique,

pancréatine et de la bile (model gastro-intestinal simulé). @

e Compartiment Estomac
e Préparer les conditions simulées de 1’estomac avec de la pepsine (0.3%, p/v dans le
tampon HCL-KCIa pH = 2, stérilisée sur filtres millipores 0.22um).
e Prendre 100 pL du culot bactérien (*) de 111-3-1 (centrifugation a 5000 xg / 10 min a
4 °C) et le mélanger avec la préparation gastrique simulée.
e Incuber a 37°C pendant 120 minutes................ (**)
e Evaluer la survie des bactéries lactiques aux conditions hostiles de 1’estomac aux
intervalles de temps suivants : 0, 30, 60 et 120 min.
e Compartiment de pancréas

e Préparer les conditions simulées de pancréas avec les enzymes pancréatiques. (0,1%,
dans le tampon PBS, pH=8, sterilisées sur filtres millipores 0.22 um).
e Utiliser comme source du complexe enzymatique une capsule de Creon ®10 000
composée de :

- 150 mg de pancréatine

- 10000 F.1.P. unités de lipases

- 8000 F.I.P unités d’amylases

- 600 F.I.P unités de protéases
e Prendre 100 pL du culot bactérien (**) de 111-3-2 (centrifugation a 5000 xg / 10 min
a4 °C) et le mélanger avec la préparation pancréatique simulée.z
elncubera37°Cpendant 02 h ...........oooiiiiiiiinn.n (**%).
o faire les spots dans les boites pétries apres la dilution.
e Dénombrer les cellules viables aprés une incubation des boites de Pétri24h et 48h a

37 °C.
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o Compartiment Intestins

e Préparer les conditions simulées de I’intestin avec de la bile (0.3%, p/v dans le tampon
phosphate a pH = 8, stérilisée sur filtres millipores 0.22 um).

e Prendre 100 pL du culot bactérien (***) de 111-3-2 et le mélanger avec la préparation
intestinale simulée.

e Incuber a 37 °C pendant 16 h.

e Evaluer la survie des bactéries lactiques aux conditions intestinalespar dénombrement

sur milieu gélosé (méthode des spots) et par mesure de la densite optique a 600 nm.
111.4.4. Traitement statistique

Des résultats Chaque expérience a été indépendamment répétée trois fois dans un

dispositif en randomisation totale et les résultats obtenus ont été soumis a I’analyse de

variance (ANOVA) en utilisant le logiciel STATBOX (version 6.1, France).

La comparaison de moyennes a été réalisée par le test de Student-Newman-Keuls au
seuil de 5% pour comparaison multiple. AP<0.05, la différence est considérée

signification.
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CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSION

IV.1.Survie aux conditions digestives simulées
IV.1.1.Effet de ’a- amylase salivaire sur les souches testées

L’histoire d’amylase a commencé en 1811 lorsque la premiére enzyme de
dégradation d’amidon a été découverte par Kirchhoff, ceci a été suivi par la mise en
¢vidence d’une amylase digestive et une amylase de malt et c’est en 1930 qu’Ohlsson a
proposé le classementde p amylase et I’a 1,4-a-D-glucan-glucanhydrolase, EC. 3.2.1.1)
selon le type du sucreproduit par la réaction (Gupta et al., 2003).

Selon Kashket et al., (1988),les proportions de cette enzyme dans la salive serait
plusélevée a raison de 1.6g par 24 heures. Bien que trés active au niveau buccal (pH
entre 5 et 7), Cette enzyme se limite & ce niveau en raison du pH gastrique de 2 qui la
dénaturerait (Rosenblum et al., 1988).

Les résultats de la résistance des 9 souches testées a 1’a-amylase sont exprimés sur les
figures 7 et 8.Les souches utilisées ont montré leur résistance pendant leur passage a la

cavité buccale (la salive) avant d'arriver au niveau de I'estomac.

Au début les souches (F, H, 1) ont affiché un taux de survie tres important de 93,24%
jusqu’a 181,81%, par rapport & la souche Bb12 qui affiché un taux de survie de 89.9
%(figure 07).

Sous I’effet de I’a amylase, nous avons constaté une faible diminution de taux de survie
(89.9%) pour les cellules de la souche Bb12, contrairement aux souches (F, H, 1) qui
affichent un taux élevé aprés 1’action de I’a amylase, Ceci refléte la bonne tolérance de

ces souches aux conditions buccales.

Nos résultats se concordent d'une part avec les nombreux travaux qui démontrent une
tres bonne résistance chez les bactéries lactiques a 1’a-amylase salivaire (Reid et al
(2007).

Ensuiteles souches (A, B, C, D, G) ont affiché un taux de survie faible de 12,36%
jusqu’a 77,58%, par rapport au taux de survie de la souche de références Bb12 (90%).

Sous I’effet de I’a amylase, nous avons remarqué une diminution du taux de survie des
souches (B, C, D) par rapport au taux de survie de la souche Bb12.Ceci reflete une

faible tolérance de ces souches aux conditions buccales.
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Résistance a l'alpha amylase

TAUX DE SURVIE (%)

Figure 07 : survie des souches (A,B,C,D,F,G,H,I) et Bb12 apres 04 heures d’incubation

a 37°C+pH=5,6 en présence d’a- amylase salivaire.

Figure 08 : Résistance des bactéries lactiques aux conditions digestive simulées

(o- amylase salivaire.pH =5,6)
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IV.1.2.Mesure de la tolérance des souches testées vis-a-vis du jus gastrique, de la

pancréatine et de la bile
IV.1.2.1.Compartiment Estomac

La pepsine est une enzyme de suc gastrique qui joue un role dans la digestion des
protéines. Aprés avoir subies 1’o. amylase salivaire, les souches (A, B, C, D, F, G, H, I)
et Bb12 ont été mises sous 1’action de la pepsine (3g/L) associée a une acidité de pH= 2
simulant les conditions gastriques. Les effets de ces conditions sur les souches
bactériennes ont été suivis a des intervalles de temps de 0, 30, 60 et 120 min. Les
résultats obtenus sont représentés sur la figure 9 et la croissance bactérienne est illustrée

sur la figure 10.

A 30 min les souches (A, B, C, D, F, G, H) testées ont exprimé des taux de survie allant
de 22,5% jusqu’a 48,71%, par apport la souche Bb12 qui affiché un taux de survie de
225,9%.

Ces résultats révélent que les souches sont tolérantes a ces conditions hostiles de

I’estomac.

En contre partie la souche (1) est exprimé de taux de survie trés important 233.3%
par apport le taux de survie de Bb12, donc la souche (I) a une plus résistance aux

conditions de 1’estomac.

A 60 min les souches (A, B, C, D, F, G, H) testées ont exprimé des taux de survie
de 31,5%jusqu’a 62,5% , par apport la souche Bb12 qui affiché un taux de survie de
97,5% .

Et la souche (1) est exprimé de taux de survie trés important 307,4% par apport le
taux de survie de Bb12, donc les souches (A, B, C, D, F, G, H) ont une faible résistance

par contre la souche (1) a une forte résistance aux conditions de I’estomac.

A 120 min les souches testees (A, B, C, D, F, G, H)ont exprimé des taux de survie
entre 38,8% et 84,2%, il y a une moins résistance par apport la souche de référence. Et
on trouve que la souche (1) aussi a une bonne tolérante avec un taux de survie 213,3%

par apport le taux de survie de Bb12 (96,5%).
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Résistance a la pepsine
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Figure 09 : Survie des souches (A, B, C, D, F, G, H, I) et Bb12 aux conditions
gastriques simulées (3g/L pepsine + pH 2).

Figure 10 : Résistance des bactéries lactique aux conditions gastriques simulées (3g/L

pepsine + pH 2).
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Ces résultats sont en accord avec 1’étude réalisée par Rahli. (2013),qui ont prouvé
une résistante remarquable des souches étudiées additionnées de 3mg /mL de la pepsine
a pH 3 pendant 3h. D’une autre part, Tokath et al. (2015), ont rapporté que les taux de
survie de Lb .plantarum et Lb .breve exposées aux mémes conditions étaient importante

sauf pour la souche Lb. breve MF343.

1V.1.2.2.Compartiment Pancréas

L’influence des sécrétions digestives sur la survie des bactéries lactiques ingérées
n’a pas encore été clairement démontrée in vivo. Des modeéles in vitro existent
cependant et ont permis des études préliminaires (Charteris et al., 1998 ; Marteau et
al., 1997).

Aprés avoir traversé les barrieres buccales et gastriques, les souches étaient
transférées aux conditions pancréatiques simulées sous I’action de la pancréatine
(0.1%) pendant 2 h.

Les résultats affichés par les souches testées vis-a-vis de la pancreatine sont
représenté sur la figure 11, exprimés en taux de survie (%). La croissance bactérienne
est illustrée sur la figure 12.

Les résultats obtenus dans cette partie par les souches testées (A, B, C, D, F, G, H,
) et (Bb12) ont montré une tolérance a la pancréatine pour les souches (a 49,4% jusqu’a
60,3%)inférieur a celle de la souche Bb12 qui affiche (89,9%) du taux de survie a ces

conditions.
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Résistance a la pancréatine
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Figure 11: Survie des souches (A, B, C, D, F, G, H, I) et Bb12 sous conditions

pancréatiques simulées (1g/L pancréatine + pH 8).

Figure 12: Croissance des bactéries lactiques dans les conditions pancréatiques
simulées (1g/L pancréatine + pH 8).
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1V.1. 2.3. Compartiment Intestins

Aprés avoir traversé les barrieres buccales et gastriques, les souches étaient
transférées aux conditions intestinales simulées sous 1’action de la bile (0.3%, p/v)
pendant 16 heures, Les sels biliaires sont I’une des barrieres a franchir par les bactéries
probiotiques pour gagner leur site d’action, de ce fait la résistance des souches étudiée
en présence de 0,3% des sels biliaires a été testée, ensuite la proportion de cellules

viables a été évaluée.

Les resultats de ce test sont représentés sur la figure 13, exprimés en taux de survie (%),

la croissance bactréienne est illustrée sur la figure 14.

Les résultats obtenus dans cette partie par les souches testées (G,I) ont montré
une bonne tolérance aux sels biliaires pour la souche (G)77%et la souche(l) 89,6% par
rapport a la souche Bbl12dont le taux de survie est de 61,6 %, donc on note une perte

cellulaire pour la souche Bb12.

Résistance a la bile

=
=
>
o
=
(%]
w
a
x
5
<
'—

Figure 13: Survie des souches (A, B, C, D, F, G, H, I) et Bb12 sous conditions
intestinale simulées (3g/L de la bile + pH8).
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Figure 14 : Croissance des bactéries lactiques dans conditions intestinale simulées (3g/L de la

bile + pH8).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Boonklao et al. (2006), ou
les souches de Lactobacillus thermotolerans isolées de la matiére fécale de poulet
tolérent 0,3% de sels biliaires.

Des résultats publiés par Burns et al. (2008), ont montré que la plus part des
souches de Lb. delbrueckiissp. bulgaricuset Lb. delbrueckiissp. lactissont sensibles aux

sels biliaires. Alors que nos résultats montrent le contraire.

D’une part les résultats obtenus dans cette partie par les souches (A, B, C, F) ont
exprimé des taux de survie entre 27,3% et 57,1%, il y a une résistance faible par apport
la souche de référence Bb12.

D’aprés I’étude réalisée par (Marteau et al. 1997), qui a clairement démontré, in
vitro, que les sels biliaires avaient un effet bactéricide. De la méme maniére que pour
I'acidité gastrique, cette étude démontre une différence dans la sensibilité aux sels
biliaires entre les espéces bactériennesLb. bulgaricus et S. thermophilus ont un
pourcentage de survie trés faible par rapport aux taux affichés par Lb. acidophilus et B.
bifidum. Les sels biliaires auraient un effet détergeant sur les membranes cellulaires
résultant en une augmentation de la perméabilité cellulaire.
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Et D’autre part les souches testées (D, H et Bb12) ont exprimé des taux de survie
proches de 60,8% - 61,2% - 61,6% respectivement.

Sukumar et Ghosh (2010), ont rapporté que les souches de Pediococcus isolées a
partir des produits alimentaires fermentés d’origine indiens ont montré une tolérance

significative aux sels biliaire.

Une étude récente de Tokath et al. (2015),a montré que les souches de Lb.
plantarum et Lb. brevis (isolées de cornichons) ont présenté une résistance a 0,3% de
sels biliaires aprés 4 heures d’exposition, alors aucune des souches de Pediococcus

examinées étaient capables de résister a cette concentration aprés ce temps d’incubation.

Nos résultats de tolérance aux sels biliaires semble étre en concordance avec
plusieurs études ; Amar sidi Mohamed.(2015) ont étudié les potentialités probiotiques
de 15 souches de Lactobacillus et 07 souches de Streptococcus isolés a partir de
matieres fécales, les bactéries testées étaient nettement plus résistantes aux sels biliaires
a une teneur physiologique de 0,3% par rapport au milieu acide ou la plupart des

souches ont été inhibées.
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Conclusion

Au cours de ce travail ,des souches lactiques A, B, C, D, F, G, H, | ont été isolées,
purifiées et pre-identifiees a partir des échantillons de 1’anchois. Les objectifs fixés
étaient d’évaluer la résistance de ces souches ainsi que la souche probiotique de

référence aux conditions digestives stimulées.

Les résultats obtenus montrent que les souches sélectionnées ont présenté une

résistanceaux différentes conditions digestives hostiles lors de cette étude in vitro.

Les résultats du denombrement de croissance sur milieu MRS et milieu
M17pour le test d’alpha amylase (pH=5,6), représente une forte résistance comme la
souche (I) avec une valeur de 181,81% et une faible résistance comme la souche (D)
avec une valeur del2,36% par apport la souche de références Bb12 ayant un taux
de89,9%

Le potentiel de résistance des souches a été montré pour les autres tests ; de
pepsineet de bile tous les résultats montrent que la souche (1) aune forte résistance aux

conditions digestives et présente un taux de survie élevé.

Nos résultats permettent de placer ces souches lactique comme candidates
probiotiques qui doivent étre engagées dans un parcours expérimental complémentaire
visant a en explorer d’autres propriétés qui leurs permettraient de remplir les nombreux

critéresrequis pour I’acquisition du statu probiotique.
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ANNEXE

La composition des milieux de culture ci-apres, est calculée pour un litre de milieu de
culture. Tous les milieux préparés (bouillons ou gélosés) sont autoclavés a 121
C/15min.

*Milieu MRS (de man, rogosa et sharpe) (de man et al, 1960) :

GIUCOSE .. ettt e e 20g
PEPIONE L e 10g
Extraits de viande de boeuf ..o 8g
Acétate de sodium, 3H2O. ... 5¢
EXIraits de LeVUIe. .. ..ovoe e ity
KaHP O, oo, 29
Citrate d’ammONTUML. . ...ttt et e e et e e e e e e aaess 29
MOSO4TH20 . .. e 0,29
MNSO4AH20. .. .. 0,05¢
HoO . e 1000 ml
TWEEI 80, ..ot 1ml
PH 6,5

*Milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975)

Peptone trypsine de Cas€ine.........oouveieiiiiiiii i 10g
Peptone trypsine de Viande ..ot 2,5g
Peptone papaique de S0Ja.......oouiveiiiiiiiiii e S5g
EXIrait de 1eVUre. ..o 2,5g

Extraits de viande............oooiiiiiiiii e S5g
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ANNEXES

D-glycérophophate de SOdUIM........ ..ot 13g
MOS0 0,25¢
57 o7 1 1 S5g
ACIAe ASCOTDIQUE. .. .v ettt e 0,5g
20 1000 ml
PH . 7,1

Tampon citrate de sodium :

Component Mass Molarity
Sodium Citrate dihydrate (mw: 294 g/mol) 21.238 g 0.0722 M
Citric Acid (mw: 192.1 g/mol) 5.333 ¢ 0.0278 M

Préparer 800 ml d’eau distillée.

Ajouter 21.238 g de Sodium Citrate dihydrate a la solution.
Ajouter 5.333 g de Citric Acide a la solution.

Ajuster le pH a5,6 avec HCI ou NaOH.

Compléter a 1litre avec 1’eau distillée.

Tampon Hcl Kcl:

Component Mass Molarity
Potassium chloride (mw: 74.5 g/mol) 7.45¢ 0.1M
Hydrochloric acid (mw: 36.46 g/mol) 772 mg 0.02M

Preparer 800 ml d’eau distillée.
Ajouter 7.45 g of K CL.
Ajouter 772 mg de Hcl.
Ajuster le Ph final a 2

Completer a 1 litre avec I’eau distillée.
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*Tamponphosphate (PBS):

N L o s 8¢g

K 0,2g
NAZHPO S ..., 1,44 ¢
KH2POus . 0,24¢
H2 O o 1000 ml
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