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Résumé 

Il est maintenant clairement établi que la vitamine B12 (cobalamine) joue un rôle important 

dans l'efficacité des fonctions cognitives. Pour comprendre comment le microbiote intestinal sain 

protège la carence en cobalamine dans le système nerveux central, nous proposons l’apport 

probiotique comme solution aux déficits neurologiques fonctionnels en rapport avec cette vitamine. 

Dans ce mémoire, nous avions continué l’identification des bactéries isolées par Abbassa et Moussa 

(2018) reconnues pour leur bonne production de cobalamine. L’identification portait sur le Gram et les 

caractères physico-chimiques, ainsi la fermentation des différents sucres permettant de cerner l’espèce 

bactérienne. L’étude in vivo (non réalisée) sur les souris (CD320 KO : génétiquement modifiées 

portant un déficit en gène codant le récepteur B12 ; comparées aux souches de souris sauvage) décrit 

les tests de Labyrinthe aquatique multi-T et de l’open field permettant de mettre en évidence le rôle 

neuro-fonctionnel de la vitamine B12 .Nos résultats sur l’identification macroscopique indiquent que 

tous les isolats donnent des colonies rondes et blanchâtres avec un aspect lisse, leur taille est d’environ 

1 à 2 mm de diamètre. Microscopiquement, le Gram est positif. Les isolats catalase et oxydases 

négatives ont été ensemencés sur les galeries Api 20A et le profil fermentaire examiné sur le site web 

Biomérieux a supposé l’appartenance des isolats de SL1 à SL10 à l’espèce L. fermentum, et les isolats 

SS1, SS2 et SS10 à l’espèce L. brevis en se basant sur le test de l’esculine. Dans l’étude in vivo 

conformément aux déficits comportementaux, le modèle knock-out montre une diminution de 

l'expression comportementale. Ses résultats ont montré que les souris KO (déficientes en B12 dans le 

cerveau)  avaient  une latence  de sortie du labyrinthe plus  longue comparées aux souris témoins WT. 

En utilisant un test de champs ouvert, Mimoun (2017) a montré que les souris KO présentaient 

essentiellement un niveau de stress plus faible puisqu'elles ont passé une partie significativement 

moins importante du temps à rester dans les zones non protégées par rapport aux souris témoins WT.  

L'étude du modèle CD320 KO pourrait permettre de mieux comprendre les effets de la carence en 

vitamine B12 observés chez l'homme. Un  traitement palliatif basé sur l’apport probiotique pourrait 

probablement identifier des réponses potentielles aux différents troubles neurologiques associés. 

 

Mots clés : Cobalamine, probiotique, isolats bactériens, identification, souris, comportement. 
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Abstract 

 It is now clearly established that vitamin B12 (cobalamin) plays an important role in the 

cognitive functions efficiency. To understand how the gut microbiota protects cobalamin deficiency in 

the central nervous system, we propose probiotic intake as a solution to neurological deficits related to 

this vitamin. In this work, we continued the identification of bacteria isolated by Abbassa and 

Moussa (2018) recognized for their good production of cobalamin. The identification focused on the 

Gram and the physicochemical characteristics, as well as the fermentation of the different sugars to 

identify the bacterial species. The in vivo study (not performed) on mice (CD320 KO: genetically 

modified carrying a gene deficiency encoding the B12 receptor; compared to strains of wild mice) 

describes the multi-T aquatic Labyrinthe and the open field tests highlighting the neuro-functional role 

of vitamin B12 . Our macroscopic identification results indicate that all isolates give round, whitish 

colonies with a smooth appearance, their size is approximately 1 to 2 mm in diameter. 

Microscopically, the Gram is positive. The catalase and negative oxidase isolates were inoculated on 

the Api 20A galleries and the fermentation profile examined on the Biomérieux website assumed that 

the isolates of SL1 to SL10 belonged to the species L. fermentum, and the isolates SS1, SS2 and SS10 

to the species L. brevis based on the esculin test. In the in vivo study and in accordance with the 

behavioral deficits, the knockout model shows a decrease in behavioral expression. His results showed 

that KO mice (deficient in B12 in the brain) had a longer labyrinth exit latency compared to control 

WT mice. Using an open field test, Mimoun (2017) showed that KO mice essentially exhibited a 

lower stress level since they spent, significantly, a less time staying in unprotected areas compared to 

control WT mice. The study of the CD320 KO mouse model could provide a better understanding of 

the effects of vitamin B12 deficiency observed in humans. Palliative treatment based on probiotic 

intake could probably identify potential responses to various associated neurological disorders. 

 

Keywords :  Cobalamin, probiotic, bacterial isolates, identification, mouse, behavior. 
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INTRODUCTION 

 

L’Homme vit continuellement avec une population de microorganismes complexe et 

diversifiée habitant son tractus gastro-intestinal (GI) appelée microbiote. L’un des principaux 

effets bénéfiques de cette alliance est la protection et l’amélioration de la résistance aux 

maladies infectieuses de l’organisme hôte (Hsieh et Versalovic, 2008). 

À la naissance, l'ensemble du tractus GI est stérile, mais il est rapidement colonisé par les 

bactéries apportées par la première alimentation. Après l'enfance, la composition de la 

microflore intestinale reste relativement constante jusqu'à la mort (Quigely, 2011). 

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques (BL) qui produisent par fermentation de 

l’acide lactique comme produit principal du metabolisme énergétique. Ils sont représentatifs 

du microbiote intestinal benefique de l’Homme et par conséquent sont les microorganismes 

les plus en vue en tant que probiotiques (Watson et al., 2008). 

Les probiotiques sont définis comme « des microorganismes vivants qui lorsqu'ils sont  

ingérés en quantités adéquates, confèrent des effets bénéfiques pour l'hôte » (FAO/OMS, 

2001).  

Plusieurs allégations santé sont attribuées aux probiotiques. Parmi les effets 

bénéfiques, les mieux documentés des probiotiques, figurent leur rôle positif dans la 

prévention et/ou le traitement des diarrhées infectieuses. Plusieurs études cliniques ont 

démontré l'efficacité des probiotiques, en particulier les souches de lactobacilles dans les 

diarrhées infantiles d’origine microbienne (Preidis et al., 2011). Plus récemment, des études 

ont suggéré qu’en plus de ses fonctions métaboliques et immunitaires, le microbiote intestinal 

prendrait également part à la communication entre l’intestin et le cerveau et influencerait le 

fonctionnement cérébral. Et aujourd’hui, les chercheurs se penchent sur les liens possibles 

entre un déséquilibre du microbiote intestinal et certains troubles psychiques : stress, 

dépression mais aussi maladies neurodégénératives (Parkinson, Alzheimer…) (Scheperjans 

et al., 2015). 

Le développement normal du cerveau nécessite la disponibilité de certains nutriments 

importants tels que les vitamines B9 et B12. Ces vitamines jouent un rôle dans la production de 

produits chimiques du cerveau qui affectent l'humeur et d'autres fonctions cérébrales. Par 

conséquent, de faibles niveaux de B12 et d'autres vitamines B telles que la vitamine B6 et l'acide 

folique peuvent affecter négativement la fonction cérébrale (de Jager, 2014). La carence en 
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donneur de méthyle a un impact sur le cerveau ainsi que sur le métabolisme révélé par les 

marqueurs du foie et du cœur (Obeid, 2013). Les données antérieures sur le fonctionnement 

du cerveau ont été attestées par des modifications comportementales (Blaise et al., 2007). 

Ainsi, afin d'étudier davantage les mécanismes pathophysiologiques liés à une carence en 

vitamine B12, dans ce mémoire, nous tentons à mettre en clair pour la première fois ; le rôle 

de la vitamine B12 produite par les bactéries probiotiques dans la bon fonctionnement 

comportemental médiatisé par le cerveau. Pour cela, des souches bactériennes productrice de 

cobalamine in vitro, préalablement isolées (Abbassa et Moussa, 2018) ont fait l’objet de 

notre démarche expérimentale.  

Le travail a été suspendu au niveau de sa partie in vivo suite à la pandémie mondiale. 
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CHAPITRE I: LES PROBIOTIQUES. 

I.1. Historique et définition des probiotiques 

Il y a un siècle, Elie Metchnikoff (microbiologiste russe, élève de Louis Pasteur et 

lauréat du prix Nobel) émit l’hypothèse que la bonne santé et la longévité de certaines 

populations de l’Europe de l’est seraient due à leur consommation quotidienne de laits 

fermentés (Sanders, 2000). Il suggéra que “l’auto-intoxication intestinale” et que le 

vieillissement en résultant pouvait être supprimé en modifiant la flore microbienne de 

l’intestin et en remplaçant des microbes protéolytiques qui produisent des substances toxiques 

comme les phénols, les indoles et l’ammonium à partir des protéines de la digestion par des 

microbes utiles. Il développa un régime alimentaire avec du lait fermenté par une bactérie 

appelée “Bacille bulgare” (WGO, 2008).  

Entretemps, plusieurs travaux se sont développés selon le concept que l’ingestion de 

microorganismes peut améliorer la santé de l’hôte. Ce fut Parker qui proposa pour la première 

fois en 1974 le terme « probiotique » qui signifie pour la vie afin de désigner les 

microorganismes et substances qui contribuent au maintien de l’équilibre de la microflore 

intestinale (Vasiljevic et Shah, 2008).  Plus tard, Fuller (1991) a redéfini les probiotiques de 

la façon suivante:  

« préparations microbiennes vivantes, utilisées comme additif alimentaire, ayant une 

action bénéfique sur l’animal hôte en améliorant la digestion et l’hygiène intestinale ». 

Depuis, plusieurs définitions des probiotiques ont succède sur la base des nouvelles 

connaissances de leurs modes d’actions et de leurs effets bénéfiques sur la sante de l’hôte. 

Actuellement, la définition la plus utilisée est celle proposée par Salminen et al. (1998). Elle a 

été validée par le groupe de travail conjoint mandate par l’Organisation des Nations Unies 

pour l’Agriculture et l’Alimentation (FAO) et par l’Organisation Mondiale pour la Santé 

(OMS). Ce groupe d’experts internationaux définit les probiotiques comme étant « des 

microorganismes vivants qui, administres en quantités adéquates, sont bénéfiques pour la 

sante de l’hôte » (FAO/OMS, 2001). Les principaux microorganismes probiotiques connus à 

ce jour sont des bactéries (lactobacilles, bifidobactéries, propionibactéries, Escherichia coli et 

entérocoques) et des levures (Saccharomyces boulardii) (Ouwehand et al., 2002). 
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Tableau 1 : Liste des principales souches microbiennes considérées comme probiotiques 

Adapté de Holzapfel et al. (2001). 

 

 

Lactobacilles Bifidobactéries Autres bactéries 

Lactiques 

Autres micro-

organismes non 

lactiques 

L. acidophilus 

L. casei 

L. crispatus 

L. gasseri 

L. johnsonii 

L. paracasei 

L. plantarum 

L. reuteri 

L. rhamnosus 

 

B. adolescentis 

B. animalis 

B. bifidum 

B. breve 

B. infantis 

B. lactis 

B. longum 

Enterococcus 

faecium 

Streptococcus 

thermophilus 

E. coli (‘Nissle 

1917’) 

Saccharomyces 

boulardii 

Saccharomyces 

cerevisiae 
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I.2. Souches à fort potentiel probiotique 

Les principales souches reconnues en tant que probiotiques chez l’humain sont des 

bactéries appartenant aux genres Lactobacillus, Bifidobacterium, Enteroccocus, Streptoccocus 

et des levures du genre Saccharomyces. Les espèces associées à chacun de ces groupes sont 

présentées au Tableau 1. 

Parmi ces micro-organismes, les bactéries appartenant aux genres Lactobacillus et 

Bifidobacterium sont les plus fréquemment utilisées avec le plus d’applications connues à ce 

jour chez l’humain. À titre d’exemples, les souches commerciales de lactobacilles ayant des 

propriétés fonctionnelles et des effets cliniques documentés incluent L. rhamnosus GG, L. 

casei DN-114 001, L. casei Shirota et L. reuteri comparativement aux bifidobactéries dont la 

principale souche, B. lactis Bb12, fait l’objet de plusieurs études (Pedone et al., 2000; 

Alvarez-Olmos et Oberhelman, 2001; Chouraqui et al., 2004). Néanmoins, le rôle non-

négligeable de certaines autres souches de bifidobactéries dans la résistance de l’hôte aux 

infections a été récemment décrit dans la littérature (Leahy et al., 2005; Picard et al., 2005) 

Les bifidobactéries sont des bâtonnets de morphologies variables dont la plus 

caractéristique est une forme en Y (Figure 1). Ce sont des bactéries à Gram-positif, non 

mobiles, catalases négatives et anaérobies strictes. Leurs conditions optimales de croissance se 

situent à des températures entre 37 et 41°C et à des pH compris entre 6,5 et 7,0. Les 

bifidobactéries sont hétérofermentaires et dégradent les hexoses en produisant de l’acide 

lactique et acétique dans un ratio molaire de 2:3 (Scardovi, 1986).  

 

 

 

Figure 1: Souche de bifidobactérie vue en microscopie électronique à balayage (Rouvet, 

2004). 
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Une approche multiphasique est souvent utilisée pour identifier des bifidobactéries. Cette 

approche comprend la présence d’une activité fructose-6-phosphoketolase (F6PPK), une 

enzyme clé du genre Bifidobacterium (Ventura et al., 2004). Elle fait également appel à 

l’identification par des techniques moléculaires via l’utilisation de sondes spécifiques à la 

région 16S ARNr de l’ADN du genre Bifidobacterium (Kaufmann et al., 1997; Ward et 

Roy, 2005). Pour l’identification de l’espèce, la technique d’homologie ADN-ADN demeure 

la méthode la plus fiable (Biavati et al., 2000).  

I.3. Les probiotiques et l’organisme humain 

   I.3.1. Le microbiote intestinal, un écosystème complexe 

       Le tractus gastro-intestinal humain est un environnement riche au sein duquel 100 mille 

milliards de microbes (1014) cohabitent. La grande majorité de ces organismes se retrouve au 

niveau du colon (1011-1012/mL), soit la plus grande concentration connue de microbes dans 

un écosystème (Ley et al., 2006a; Whitman et al., 1998). Ils contribuent à l’extraction de 

l’énergie des aliments ou au maintien de l’homéostasie intestinale. Par son rôle et sa 

complexité, ce microbiote est aujourd’hui considéré comme un organe à part entière 

(Backhed et al., 2005; Zocco et al., 2007). Ainsi, une modification de profil du microbiote 

est souvent associée à des pathologies intestinales ou à l’obésité (Ley et al., 2006b). A l’heure 

actuelle, environ 80% des espèces bactériennes du colon ne sont pas cultivables en routine par 

les méthodes de microbiologie conventionnelle (Blaut et al., 2002; Charalampopoulos et 

Rastall, 2009; Duncan et al., 2007). Les estimations sur le nombre de micro-organismes 

varient entre 500 et 1000 espèces différentes, soit plus de 7000 souches dont la grande 

majorité fait partie des phylums des Firmicutes et des Bactéroides et environ 2000 gènes 

distincts (Charalampopoulos et Rastall, 2009; Hooper et Gordon 2001; Ley et al., 2006a). 

A l’origine, le tube digestif de l’enfant est stérile in utero. Les premières colonisations se font 

principalement par l’intermédiaire de la flore vaginale, intestinale et cutanée de la mère lors de 

l’accouchement (O'Hara et Shanahan, 2006). Il semble également que les conditions 

d’hygiène, différentes entre pays nordiques et méditerranéens par exemple, soient à  l’origine 

de colonisations diverses (Adlerberth et Wold 2009; Lindberg et al., 2004). Avec les 

années, l’évolution de la composition du microbiote va être soumise à des facteurs génétiques 

(Zoetendal et al., 2001), environnementaux et alimentaires (Ley et al., 2006a; Turnbaugh et 

al., 2008; Turnbaugh et al., 2007). Par exemple, il a été observé sur des populations 

japonaises que leur flore intestinale a acquis de nouvelles capacités enzymatiques en intégrant 

un gène provenant de bactéries allochtones (Hehemann et al., 2010). De façon globale, trois 
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entérotypes différents sont identifiables chez l’homme, les « Bactéroides majoritaires », les « 

Ruminococcus majoritaires » et les « Prevotella majoritaires » (Arumugam et al., 2011; Wu 

et al., 2011). Cependant, malgré la présence d’espèces et de souches différentes, le 

microbiome inter-individu apparaît largement équivalent en terme de fonctionnalité (Qin et 

al., 2010; Turnbaugh et Gordon, 2009; Walter et Ley, 2011). L’organisation exacte de ce 

microbiote est encore majoritairement inconnue mais les études récentes montrent que la 

communauté microbienne intestinale se structure (Macfarlane et Dillon, 2007) et 

communique (Hughes et al., 2010). Enfin, chez l’individu sain, la composition de la flore 

intestinale est très stable au cours du temps même si des variations ponctuelles peuvent être 

observées (prise d’antibiotiques, hygiène, stress, changement de régime alimentaire…)  

(Sonnenburg et al., 2004; Walter, 2008). 

      I.3.2. Organisation du tube digestif 

     Le système digestif est divisé en sections distinctes, comportant chacune une flore 

microbienne spécifiquement adaptée aux conditions physico-chimiques.  

Ainsi, le tube digestif est composé de la cavité buccale, de l’œsophage, de l’estomac, de 

l’intestin grêle (duodénum, jéjunum et iléon), du gros intestin (côlon ascendant, côlon 

transversal et côlon descendant) puis du rectum et de l’anus (Figure 2). 

Le premier compartiment, l’estomac, est un réservoir (~1,3 L) dans lequel le chyme 

alimentaire est brassé et imprégné par les sucs gastriques. Le jus stomacal est constitué de 

mucus, de pepsinogène (converti en pepsine), d’acide chlorhydrique, de facteur intrinsèque et 

de gastrine (Wilson, 2008). Le chyme passe ensuite dans l’intestin grêle. Ce dernier mesure 

entre 4 et 7 mètres chez l’homme et comprend le duodénum (~0,25 m), le jéjunum (~2,5 m) et 

l’iléon (~3,5 m). Les parois mesurent 20 μm d’épaisseur (Ismail et Hooper, 2005) et sont 

recouvertes de villosités et de microvillosités formant une bordure en brosse. Les sécrétions 

intestinales maintiennent un pH légèrement basique (7 < pH < 8) et la quantité d’oxygène 

diminue. C’est au niveau de l’intestin grêle que les composés alimentaires sont dégradés en 

sucres simples, acides aminés et acides gras qui vont être absorbés. Les sels biliaires, le suc 

pancréatique et les enzymes (protéases, lipases et amylases) permettent la digestion du chyme 

alors que les composés non digérés (fibres, amidon résistant, quelques peptides et lipides) 

passent dans le gros intestin (Walter et Ley 2011). L’iléon comporte, dans sa partie distale, 

des agrégats de follicules lymphoïdes appelés « plaques de Peyer ». Ces follicules sont 

composés de cellules particulières qui échantillonnent le contenu luminal, les « cellules M »,  
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Figure 2: Structure et conditions physicochimiques du tractus digestif (Walter et Ley 2011). 
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et représentent l’un des sites d’induction de la réponse immunitaire de l’intestin (GALT) 

(Walter et Ley 2011). 

Les valeurs indiquées de pH et de distribution de temps de séjour (DTS) représentent des 

valeurs moyennes par section. 

Enfin, le gros intestin est beaucoup plus court que le grêle (~1,5 m) mais le temps de transit 

y est largement supérieur (Fonty et Chaucheyras-Durand, 2007). Il comprend le cæcum, 

le colon (ascendant, transverse, descendant et enfin, sigmoïde). Le pH est légèrement acide 

dans la partie proximale du gros intestin et augmente progressivement jusqu’à la neutralité, 

le Péristaltisme ralentit et le potentiel d’oxydoréduction diminue fortement. De plus, la 

forte concentration de micro-organismes entraine la production de gaz (H2, CO2, H2S, 

CH4). Le colon ascendant peut être assimilé à un fermenteur semi-continu et le colon 

descendant à un système batch (Fonty et Chaucheyras-Durand, 2007). A la différence de 

l’intestin grêle, le colon ne contient pas de villosités mais un épithélium de surface. 

      I.3.3. Composition du microbiote 

Les régions distinctes du tube digestif créent des habitats uniques au sein desquels les 

espèces autochtones occupent des niches écologiques et forment des populations stables dans 

le temps (Savage, 1977; Walter et Ley, 2011). Chaque jour, environ 1010
 micro-organismes 

transitent par l’estomac et se retrouvent dans un environnement hostile (acidité, O2…), en 

présence de souches acidotolérantes. La quantité de bactéries résidentes de l’estomac est 

d’environ 102-103
 par mL (Figure 3), dont 50 % font partie du phylum des Proteobacteria 

(surtout des Enterobacter et Helicobacter pylori) (Wilson, 2008). On retrouve également des 

levures du genre Candida. Dans l’intestin grêle, la densité cellulaire passe de 103-104 

cellules/mL au niveau du duodénum à 108 cellules/mL dans l’iléon (Walter et Ley, 2011). Ce 

sont surtout des Firmicutes. Malgré la présence de composés antimicrobiens (sécrétions 

biliaires et pancréatiques) la quantité de micro-organisme est multipliée par un chiffre 

compris entre 10 000 et 100 000 entre le duodénum et l’iléon.       

 

Au niveau du gros intestin, la quantité de micro-organismes croît fortement (Wilson, 

2008), allant jusqu’à représenter 50 % du volume du contenu (Cummings, 1998). Parmi les 

10
13

-10
14

 micro-organismes présents, la grande majorité sont des bactéries anaérobies strictes  



 
 

CHAPITRE I: LES PROBIOTIQUES.                                                                                     10 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Quantité et répartition des micro-organismes le long du tractus digestif 

(Walter et Ley, 2011; Wilson, 2008). 

Proteobacteria (■), Firmicutes (■), Fusobacteria (■), Actinobacteria (■), 

Bacteroidetes (■), Autres (■) 
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du phylum des Firmicutes, des Bacteroidetes (Bacteroides sp, Clostridium sp)  ou  des 

Actinobacteria   (Bifidobacterium   sp,   Atopobium   sp)   même   si  des  bactéries anaérobies 

facultatives sont également présentes (Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus). On note 

la présence de Proteobacteria (Escherichia coli). Enfin, en dehors de cette flore majoritaire, 

on retrouve également, en quantité moindre, des archées, des protozoaires et des champignons 

(Walter et Ley, 2011). 

      I.3.4. Microflore contaminant 

Elle est composée de la flore pathogène et de la flore d‘altération. 

I.3.4.1. Flore pathogène 

Elle fait partie de la flore contaminant du lait. Les bactéries pathogènes pour l‘homme 

peuvent être présentes dans le lait cru, ou dans les produits laitiers qui en dérivent. Elles sont 

capables de provoquer des malaises chez les personnes qui consomment ces produits. Les 

bactéries les plus importantes de cette flore pathogène sont le plus souvent mésophiles et les 

principaux microorganismes pathogènes associés aux produits laitiers sont : Salmonella, 

Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, 

Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, 

Shigella sonei et certaines moisissures (Vignola, 2002). 

I.3.4.2. Flore d’altération 

Incluse dans la flore contaminant, la flore d‘altération causera des défauts sensoriels de goût, 

d'arômes, d'apparence ou de texture et réduira durée de vie du produit laitier. Parfois, certains 

microorganismes nuisibles peuvent aussi être pathogènes. L‘un n'exclut pas l‘autre. Les 

principaux genres identifiés comme flore d'altération sont : Pseudomonas sp, Proteus sp, les 

coliformes soit principalement les genres : Escherichia et Enterobacter, les sporulées telles 

que Bacillus sp, Clostridium sp et certaines levures et moisissures (Vignola, 2002 et 

Richard, 1990). 

L’hôte joue un rôle et on conçoit un dialogue entre l’épithélium intestinal et la microflore 

(Gordon et al., 1992). La distribution des espèces bactériennes de cette microflore diffère 

dans les compartiments du tube digestif. Une population moins dense est observée dans 

l’estomac et le duodénum en raison des conditions acides, alors qu’une population plus 
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diversifiée et plus dense est observée dans le jéjunum et l’iléum. Le côlon est la partie la plus 

colonisée du tractus digestif (Salminen et al., 1998). 

Après une colonisation complète, la microflore intestinale est considérée comme un organe 

acquis après la naissance. Il est constitué d’une grande diversité d’espèces microbiennes 

assurant différentes fonctions pour l’hôte. La microflore du tractus gastro-intestinal a été 

estimée à près de 1013
 à 1014

 cellules microbiennes représentant 400 à 600 espèces et sous 

espèces (Bäckhed et al., 2004). C’est au niveau du côlon que la population est la plus 

abondante, avec environ 1011
 bactéries/g de contenu, constitué de façon dominante de genres 

anaérobies stricts. Les fonctions de la flore sont multiples. Une des fonctions majeures est son 

rôle métabolique par la fermentation au niveau colique des substrats d’origine endogène ou 

exogène et non absorbés dans l’intestin grêle (Bernalier et al., 2004). 

 

Cette microflore représente environ 10 fois le nombre total de cellules du corps humain. La 

prévalence des bactéries dans le tractus gastro-intestinal dépend des conditions régnant dans 

le compartiment du tractus. Deux catégories de bactéries ont été identifiées : les bactéries 

autochtones ou indigènes se trouvant dans des niches particulières, et les bactéries allochtones 

ou transitoires (comme les probiotiques) rencontrées dans d’autres habitats du tractus après 

une colonisation complète. 

A côté de ce rôle métabolique, la microflore intestinale joue un rôle majeur dans la résistance 

à la colonisation des bactéries exogènes qu’elles soient à potentialité pathogène ou non. Cette 

fonction de barrière est essentielle car elle maintient un équilibre relativement stable dans la 

microflore du tube digestif (Moreau et al., 2004 ; Forchielli et al., 2005). 

La microflore joue aussi un rôle de protection contre les bactéries potentiellement pathogènes 

par un effet barrière, en empêchant leur passage dans la circulation sanguine, en inhibant leur 

prolifération (production de substance antimicrobiennes) et en empêchant leur implantation 

dans le tractus digestif (compétition pour les nutriments et les sites d’adhésion) (Liévin et 

Servin, 2006). C’est parmi cette flore bénéfique autochtone de sujets sains que nous pouvons 

isoler des souches bactériennes potentiellement probiotiques adaptées aux conditions gastro-

intestinales et qui se trouvent dans la matière fécale (Vaughanet al., 1999 ; FAO/OMS, 

2002). 
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I.3.5. Les facteurs influencent la microflore 

Facteurs influençant la cinétique cette d’implantation de la fore digestive du nouveau-

né. De nombreux éléments vont influencé cette cinétique d’implantation et la composition de 

la flore intestinale du nouveau-né parmi lesquels le monde d’accouchement l’environnement, 

le types d’alimentation, l’âge gestationnel et l’antibiothérapie (Mailys et al., 2010). 

A la naissance, le tube digestif du nouveau-né est stérile, c’est-à-dire dépourvu de 

bactérie. La formation de cet écosystème débute rapidement dès la rupture des membranes 

fœtales et se poursuit pendant plusieurs mois. En effet, en l’absence d’un système 

immunitaire mature, le tube digestif du nouveau-né est particulièrement permissif. La 

symbiose "hôte-microbiote" se met en place progressivement principalement par contact avec 

la communauté microbienne provenant de la mère (flores vaginale, fécale, buccale) et de 

l’environnement (bactéries véhiculées par le personnel soignant, l’entourage, etc...) (Gras et 

al., 2011). 

Le nouveau-né, stérile in utéro, est rapidement colonisé dès sa naissance. Cette toute nouvelle 

flore est constituée de bactéries provenant de la flore fécale de la mère, principalement des 

entérobactéries et des bifidobactéries ; et de la flore vaginale de la mère, principalement des 

lactobacilles (accouchement par voie basse) ; et/ou de la flore provenant de l’environnement 

proche incluant l’air et le personnel soignant (accouchement par césarienne) (Campeotto et 

al., 2007 ; Grosdidier, 2010). 

Même si les facteurs bactériens, permettant l’implantation d’une souche donnée au niveau de 

la flore, sont encore peu connus, la colonisation suit néanmoins un schéma relativement 

organisé sous la dépendance de facteurs endogènes et exogènes qui vont influencer la 

composition de ce microbiote (Doré et al., 2010). 

 

I.4. Propriétés et Critères de sélection des souches probiotiques destinées à 

l’Homme 

Les propriétés des probiotiques varient selon l’espèce et la souche microbienne. 

Les souches probiotiques destinées pour l’alimentation humaine doivent avoir: 

· une origine humaine ou animale, 

· une bonne résistance à l’acidité gastrique et aux els biliaires, 

· une bonne adhérence au mucus et aux cellules épithéliales,  
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· une non toxicité, 

· une activité  antimicrobienne contre les bactéries potentiellement pathogènes, 

· de bonnes propriétés technologiques et des effets bénéfiques sur la santé 

(Ouwehand et al. 1999 ; Ishibashi et Yamazaki, 2001). 

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

grand nombre durant le traitement technologique lors de la fabrication, à la lyophilisation 

éventuelle, à l’entreposage et au stockage. Il est en effet généralement admis qu’un 

nombre minimal de 10 7 cellules viables par gramme de produit est nécessaires pour 

exercer un effet probiotique (Ishibashi et Shimamura, 1993). 

Cependant, la stabilité physique et génétique des cellules ainsi que toutes les 

propriétés nécessaires pour exercer leurs bienfaits sur la santé doit également être assurée 

(résistance aux phages). De plus, ces souches devraient être viables sans se multiplier pour ne 

pas provoquer d’effet indésirable sur le goût ou l’arôme du produit ni augmenter l’acidité 

(Mattila-Sandholm et al., 2002). 

Toutefois, certains de ces critères sont maintenant remis en question, comme la 

notion de viabilité, des études ont démontré que même des chessou non viables sont 

capables d’exercer certains effets positifs sur la santé (Apostolou et al., 2001b; Melmed 

et al., 2003). 

Pour être sélectionnées en tant que probiotiques chez l’Homme, les souches 

microbiennes doivent posséder certaines propriétés fonctionnelles, sécuritaires et 

technologiques (FAO/OMS, 2002 ; Tannock, 2003 ; WGO, 2008 ; Vasiljevic et Shah, 

2008).  

Les différents critères de sélection sont résumés dans le tableau 2. 
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Tableau 2 : Critères de sélection des probiotiques destines a l’Homme (FAO/OMS, 2002). 

 

 

 

 

CRITERES  

FONCTIONNELS 

 

- tolérance à l'acidité et aux enzymes 

gastriques.  

- tolérance à la bile et aux enzymes 

digestives.  

-  adhésion  aux  cellules  intestinales  et  

persistance  dans  le  tractus gastrointestinal.  

-  production  de  substances  

antimicrobiennes  et  antagonisme  

vis-à-vis des pathogènes.  

- effets sur la santé documentés. 

 

 

 

 

 

CRITERES DE 

SECURITE 

 

-  souche  pour  l'usage  humain  d'origine  

humaine  (isolée  du  tractus  intestinal  d'un  

Homme  sain)  ou  alimentaire  (utilisée  dans 

les produits fermentés).  

-  souche  déposée  dans  une  collection  de  

cultures  reconnue internationalement.  

-  souche  caractérisée  par  des  techniques  

phénotypiques  et génotypiques.  

- historique de non pathogénicité.  

-  pas  de  transmission  possible  de  gènes  

de  résistance  aux antibiotiques. 

 

 

CRITERES  

TECHNOLOGIQUES 

 

-  stabilité  au  cours  des  procédés  de  

production  et  dans  le produit fini.  

- conservation des propriétés probiotiques 

après production.  
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   I.4.1. Les souches probiotiques utilisées en alimentation humaine et animal 

Les souches ou espèces 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 bactérienset fongiques sont utilisés, comme : 

Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus, 

Propionibacterium, Saccharomyces, Aspergillus et Torulopsis (Tannock, 1997). 

En général, les souches probiotiques sont sélectionnées prioritairement pour leurs effets 

bénéfiques et leur sécurité d’utilisation (innocuité). Cependant, l’aptitude des souches 

bactériennes à stimuler la fonction immunitaire est très variable, seulement certaines souches 

sont reconnues capables d’exercer des effets immunomodulateurs sur l’organisme-hôte (Gill 

et al., 2000 et Amroche, 2005). 

Il est à noter que les bactéries du genre Bifidobacterium sont de plus en plus utilisées dans les 

produits probiotiques à causes des nombreux effets bénéfiques sur la santé associés à leur 

consommation (Kimura et al., 1998). Pour obtenir certains effets positifs sur la santé 

(réduction des infections intestinales, digestion du lactose, réduction du cholestérol…), une 

souche probiotique doit atteindre le gros intestin à une concentration d’environ 10
7
 cellules 

viables/gramme (Stanton et al., 2001). De ce fait, la concentration d’un probiotique dans un 

aliment doit tenir compte de cette contrainte pour permettre d’atteindre les concentrations 

ciblées dans le colon. Cette concentration dépend évidemment de la nature de l’aliment utilisé 

et de la quantité journalière consommée. 

   I.4.2. Mécanisme d’action des lactobacilles probiotiques contre les germes pathogènes 

 

Des mécanismes basés sur des études in vivo et in vitro ont été proposés pour 

expliquer les modes d’action majeurs associes aux probiotiques, entre autres les lactobacilles, 

pour prévenir la colonisation et la croissance des germes pathogènes (Kaur et al., 2002) 

(Figure 4). 

Les mécanismes d’action des lactobacilles probiotiques se résument comme suit : 

stabilisation de la flore intestinale par compétition avec des bactéries pathogènes au niveau de 

la fixation aux récepteurs (adhésion), 
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Figure 4 : Mécanismes d’action des probiotiques (Kaur et al., 2002). 

 

 



 
 

CHAPITRE I: LES PROBIOTIQUES.                                                                                     18 

 

• inhibition des germes pathogènes ou indésirables par production de métabolites tels  

que les acides organiques (diminution de pH), peroxyde d’hydrogène et production de 

substances antibactériennes comme les bactériocines, 

• stimulation du système immunitaire intestinale de l’hôte, 

• neutralisation de produits toxiques (ammoniac, amines et indoles) et diminution des 

biotransformations des sels biliaires et des acides gras en substances toxiques (Matilla-

Sandholm et al., 2002; Isalouri et al., 2004 ; Patel et Lin, 2010 ; Quigley, 2011). 

 

I.5. Le lait source de probiotiques 

   I.5.1. Définition du lait 

Le lait a été défini en 1908, au cours du Congrès International de la Répression des 

Fraudes à Genève comme étant : « Le produit intégral de la traite et ininterrompue d’une 

femelle laitière bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit être recueilli 

proprement et ne doit pas contenir de colostrum » (Alais, 1975). 

L'allaitement maternel a constitué depuis toujours le mode alimentaire naturel et, jusqu'à 

récemment, quasi exclusif des nouveau-nés et nourrissons. Avec le XXe siècle, l'alimentation 

artificielle, basée essentiellement mais non exclusivement sur l'emploi du lait de vache, a pris 

un réel essor dans les pays industrialisés où ce changement de comportement a répondu à un 

besoin social (Vis et Hennart, 1978). 

Le lait maternel, ce n’est pas qu’un aliment. Ce n’est pas que l’addition de lipides, de 

glucides, de protides, de vitamines, d’oligo-éléments destinés à faire grandir et grossir les 

petits humains, mais il est parfaitement adaptés à leur métabolisme. Le lait maternel, c’est 

aussi plein de facteurs de protection : anticorps, lactoferrine, lysozyme, caséine, fibronectine, 

protectine, protéines du complément, lymphocytes, cytokines, enzymes comme la catalase, 

oligosaccharides, etc. (Cleary, 2004). 

   I.5.2. Caractères physico chimiques du lait 

Le lait est un liquide opaque blanc mat, plus ou moins jaunâtre selon la teneur de la 

matière grasse en béta carotène (Bourgeois et al., 1996). 

Le lait humain contient environ 87 pourcent d'eau et son osmolarité, voisine de 290 

mOsm/litre, est proche de celle du plasma (de 250 à 290 mOsm/litre). La densité spécifique 



 
 

CHAPITRE I: LES PROBIOTIQUES.                                                                                     19 

 

du lait maternel varie de 1,026 à 1,037 et le poids des matières sèches varie de 100 à 175 

g/litre. Plus de la moitié de cette masse est constituée de lactose (de 70 à 80 g/litre), un quart 

environ de lipides (de 35 à 40 g/litre) et une part bien moindre de protéines (1 g/litre environ) 

et de minéraux (2 g/litre). 

I.5.3. La valeur nutritive du lait 

Le lait un substrat très fournissant à l‘homme et aux jeunes mammifères un aliment 

presque complet, protides, glucides, lipides, sels minéraux et vitamines sont présents à des 

concentrations tout à fait satisfaisantes pour la croissance et la multiplication cellulaire 

(Bourgeois et al., 1996). 

   I.5.4. Microflore lactique du lait 

Les chercheurs ont mené des analyses génétiques auprès de sept mamans et leur bébé. 

Ils ont été surpris de constater que les bonnes bactéries (probiotiques) se retrouvant dans le 

lait maternel puis dans les selles des nourrissons étaient identiques à celles provenant des 

intestins des mamans. 

Selon leur hypothèse, par un mécanisme encore inconnu, les probiotiques de la flore 

intestinale maternelle parviendraient donc à se frayer un chemin jusqu’aux glandes 

mammaires. Et de là, elles s’installeraient dans le système digestif du nourrisson. 

La présence de ces micro-organismes dans l’intestin des bébés n’étonne cependant pas les 

chercheurs. Les intestins des enfants logent naturellement plusieurs centaines d’espèces de 

bonnes bactéries qui favorisent le bon fonctionnement de leurs systèmes digestif et 

immunitaire (Anonyme 1, 2013). 

Elle fait partie de la flore normale du lait et se caractérise par son aptitude à fermenter le 

lactose avec production d‘acide lactique et donc, abaissement du pH. Les ferments lactiques 

laitiers constituent un groupe diversifié de bactéries qui ont néanmoins un certain nombre de 

caractéristiques communes : elles sont à Gram positifs, catalase négatifs, anaérobies 

facultatifs ou micro-aérophiles et hétérotrophes (Aiais, 1984 ; Claude et Champagne, 1998). 

L’ensemble de ces caractères précieux permet aux bactéries lactiques un développement plus 

rapide que les espèces considérées comme nuisibles (Saiedkouda et Boudabous, 1994). 

Le lait maternel est composé d’une flore bactérienne abondante et très diverse et notamment 

de Lactobacillus et de Bifidobacterium (Jean, 2017). 
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Le lait maternel n'est pas stérile, mais contient moins de 600 espèces différentes de bactéries 

différentes, y compris Bifidobacterium breve, B. adolescentis, B. longum, B. bifidum et B. 

dentium (Salminen et al., 2012). Ces bactéries peuvent provenir de la bouche du bébé, mais 

plus ils peuvent aussi intrigant venir de l'intestin de la mère. Une étude a montré que, dans un 

jour âgé de nouveau-nés Enterococcus et Staphylococcus sont les micro-organismes les plus 

fréquemment isolés (Solis et al., 2010). A partir de 10 jours jusqu'à l'âge de 3 mois, 

bifidobactéries devenir le groupe prédominant. Lactobacilles et bifidobactéries se trouvent 

dans le lait maternel et peut contribuer à la mise en place initiale du microbiote dans les 

quelques-uns des bactéries les plus courantes nouveau née (Olivares et al., 2006). 

Les nouveau-nés qui ont reçu du lait maternel ont également un microbiote intestinal plus 

favorable que ceux nourris au lait maternisé (Harmsen et al., 2000), ce qui est probablement 

dû à la présence de bactéries lactiques dans le lait maternel (Rudloff et al., 1993). Il a été 

suggéré que ces différences dans le microbiote intestinal pourraient être responsables de 

certains des effets bénéfiques observés chez les nourrissons allaités. On sait depuis plusieurs 

décennies que les lactobacilles et les biofobactéries inhibent la croissance de micro-

organismes pathogènes tels que Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Yersinia 

enterocolitica et Clostridium perfringens (Gilliland et al., 1977). 

 

I.6. La matière fécale source de probiotiques 

    La composition de la microflore intestinale est spécifique de chaque espèce animale ; 

voir même de l’individu (Ducluzeau et Raibaud, 1979). La matière fécale constitue une 

meilleure source d’isolement des bactéries probiotiques. Pour être sélectionnées, les souches 

probiotiques doivent remplir certains critères, in vitro, comprenant, la résistance aux 

conditions gastriques et intestinales, la capacité d'adhésion aux cellules épithéliales de l'hôte 

et l’origine humaine pour un emploi chez l’Homme (FAO / OMS, 2001). 

Le mode d’alimentation du bébé joue aussi un rôle important dans l’établissement de la 

flore digestive. Le lait maternel contient des oligosaccharides bifidogènes qui vont permettre 

le développement des bifidobactéries. Un enfant allaité plus de 4 mois présente moins de 

risque d’infections (diarrhées aigües 70%, otites 30%, infections respiratoires sévères 12%). 

Les laits industriels vont favoriser l’implantation d’une plus grande diversité de bactéries mais 

moins protectrices.  
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L’analyse comparative de composition de la flore fécale des nouveau-nés allaités au 

sein ou avec une préparation pour nourrisson révèle des taux variables des bifidobactéries, 

Escherichia coli et Bactéroides jusqu’à trois jours après la naissance. Au septième jour, chez 

les bébés recevant le lait maternel, les bactéries type Bactéroides, Lactobacilles et 

bifidobactéries représentent un grand pourcentage de la flore totale. Chez les bébés nourris 

avec une préparation pour nourrisson, ce sont plutôt les genres Bactéroides, Clostridies et 

Entérobactéries qui deviennent dominants. Ces derniers sont des marqueurs prédictifs de 

l’absence de lait maternel dans l’alimentation du nouveau-né. Apparemment le lait maternel 

semble retarder l’apparition en dominance d’une flore diversifiée et composée des genres 

Clostridies et apparentés (Cibik et al., 2004).  

Dès que l’alimentation commence à se diversifier (figure 5), la différence entre les 

enfants nourris au sein et celle des enfants nourris avec des laits infantiles s’estompe (Robin 

et Rouchy, 2011). 

 

 

Figure 5 : Chronologie de mise en place des bactéries chez l’humain (Robin et 

Rouchy, 2011). 
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. 

 

Un équilibre va s’installer entre les bactéries et l’hôte. On considère qu’à l’âge de deux 

ans, la flore intestinale quasi définitive est constituée. 

I.7. Effets des probiotiques sur  la santé   

Les souches probiotiques citées dans le tableau 3 présentent différents effets positifs :   

• La protection contre la diarrhée: la diminution du risque de diarrhées infectieuses causées soit, 

par les rotavirus chez les enfants, soit associées aux voyages (diarrhées du voyageur) 

(Roberfroid, 2008).  

• La réduction du taux de cholestérol : les probiotiques présentent une activité 

hypocholestérolémiante par l’assimilation du cholestérol et la déconjugaison des sels biliaires. 

L’équipe de Taranto en 1998 ont mis en évidence l’effet hypocholestérolémiant de L. reuteri 

CRL1098 consommé à 104 cellules par jour pendant 7 jours chez des souris 

hypercholestérolémiques dont la teneur totale en cholestérol a diminué de 40 % à la fin du 

traitement (Rousseau, 2004).  

• Amélioration des symptômes de malabsorption du lactose : L’activité de l’enzyme  β-

galactosidase chez certaines bactéries lactiques, assure l’hydrolyse du lactose dans les 

produits fermentés qui sont donc mieux tolérés que le lait (Rousseau, 2004).  Streptococcus 

thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus améliorent la digestion du 

lactose et réduisent les symptômes liés à l’intolérance au lactose. Ceci a été confirmé par un 

grand nombre d’études contrôlées portant sur des individus consommant des yaourts avec des 

cultures vivantes (WGO, 2008).  

• Effet immunomodulateur: les bactéries présentes dans la lumière intestinale sont capables 

d’adhérer aux cellules épithéliales, de libérer des composés dans la lumière intestinale et qui 

seront, ensuite, susceptibles d’être absorbés par l’épithélium intestinal et d’agir sur les cellules 

immunitaires (Eckmann et al., 1995 ; cités par Ait Belgnaoui, 2006).  

• Amélioration de la valeur nutritionnelle des aliments : comme, par exemple, la 

libération des acides aminés ou la synthèse des vitamines (Reddy et al., 1973; Fernandes et 

al., 1987; Gilliland 1990; O’Sulliva et al., 1992 ; cités par Parvez et al., 2006). 
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 Tableau3 : Exemples de souches probiotiques industrielles (WGO, 2008). 

 

 

Souches (désignations alternatives) Nom commercial Fabriquant 

Bifidobacterium animalis DN 173 010 Activia Danone/Dannon 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12  Chr. Hansen 

Bifidobacterium breve Yakult Bifiene Yakult 

Bifidobacterium infantis 35624 Align Procter & Gamble 

   Bifidobacterium lactis HN019 (DR10) Howaru™ Bifido Danisco 

Bifidobacterium longum BB536  Morinaga Milk Industry 

Enterococcus LAB SF 68 Bioflorin Cerbios-Pharma 

Escherichia coli Nissle 1917 Mutaflor Ardeypharm 

Lactobacillus acidophilus LA-5  Chr. Hansen 

Lactobacillus acidophilus NCFM  Danisco 

Lactobacillus casei DN-114 001 Actimel, DanActive Danone/Dannon 

Lactobacillus casei CRL431  Chr. Hansen 

Lactobacillus casei F19 Cultura Arla Foods 

Lactobacillus casei Shirota Yakult Yakult 

Lactobacillus johnsonii La1 (Lj1) LC1 Nestlé 

Lactococcus lactis L1A Norrmejerier  

Lactobacillus plantarum 299V GoodBelly, ProViva NextFoods Probi 

Lactobacillus reuteri ATTC 55730 Retueri BioGaia Biologics 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 53013 (LGG) Vifit et autress Valio 

Lactobacillus rhamnosus LB21 Verum Norrmejerier 

Lactobacillus salivarius UCC118   

Saccharomyces cerevisiae (boulardii) lyo DiarSafe, Ultralevure et 

autres 

Wren Laboratories, 

Biocodex, and others 

Testé comme mélange: Lactobacillus acidophilus 

CL1285 & Lactobacillus casei Lbc80r 

Bio K+ Bio K+ International 

Testé comme mélange:  Lactobacillus rhamnosus 

GR-1 & Lactobacillus reuteri RC-14 

FemDophilus Chr. Hansen 

Testé comme mélange: VSL#3 (mélange d’une 

souche de Streptococcus thermophilus, quatre de 

Lactobacillus spp & trois de Bifidobacterium spp 

VSL#3 Sigma-Tau 

Pharmaceuticals, Inc. 

Testé comme mélange: Lactobacillus acidophilus 

CUL60 & Bifidobacterium bifidum CUL 20 

  

Testé comme mélange:  Lactobacillus helveticus 

R0052& Lactobacillus rhamnosus R0011 

A'Biotica et autres Institut Rosell 

Testé comme mélange: 

Bacillus clausii strains O/C, NR, SIN, et T 

Enterogermina Sanofi-Aventis 
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Chapitre II : VITAMINE B12 : ETHIOLOGIE ET ETUDE. 

 

II.1. Vitamine B12  

   II.1.1. Découverte de la vitamine B12  

L'histoire de la découverte de cette vitamine est en relation avec les efforts pour traiter 

l'anémie pernicieuse. Selon Combe en 1822, cette maladie mortelle est liée à un 

dysfonctionnement du système digestif. Plus tard en 1849, Combe et Addison décrivaient les 

symptômes cliniques d'anémie pernicieuse. Jusqu'au début du XXe siècle, cette maladie était 

incurable. Bien que la vitamine B12 n’ait pas fait l’objet d’une attention particulière pendant 

le début du XXe siècle, au milieu des années 20, George Whipple (pathologiste et chercheur 

biomédical américain) a effectué des expériences sur des chiens atteints par l’anémie. Il a 

découvert qu'un régime contenant du foie cru ou d'autres tissus animaux pouvait conduire à la 

guérison de l’anémie. En 1926, George Minot et William Murphy ont montré que les patients 

souffrant d'anémie pernicieuse voyaient des améliorations remarquables quand ils adoptaient 

le régime du foie cru. Minot, Murphy et Whipple ont reçu le Prix Nobel de physiologie et de 

médecine en 1934 pour la découverte du facteur antipernicieux (Ball, 1998). En 1948, Karl 

Folkers et ses collègues ont isolé un composé cristallin rouge du foie et ont nommé ce 

composé, la vitamine B12. Ainsi, la vitamine B12 fut largement étudiée durant les décennies 

suivantes. En 1956, la structure chimique tridimensionnelle de l’adénosyl-vitamine B12 a été 

élucidée par Hodgkin et collaborateurs. Il a reçu le prix Nobel de chimie en 1964 (Gray, 

1955).  

   II.1.2. Structure de la vitamine B12  

La vitamine B12, également connue sous le nom de cobalamine (Cbl), est une 

molécule organométallique hydrosoluble ayant une masse moléculaire de 1356 g/mol. La 

molécule est constituée (figure 6) d’un noyau corrine central presque plan, qui contient quatre 

ligands sur l'ion cobalt central. Elle comporte deux chaînes axiales. L’une est en position α 

(en-dessous) avec un groupement pseudo-nucléotidique (diméthylbenzimidole-ribose-

phosphate) dont le groupe imidazole est relié au cobalt et dont le phosphate est relié à l’un des 

noyaux pyrroles. L'autre chaîne, en position β (au-dessus), est occupée par un radical 

anionique variable R. La nature et la fonction physiologique de la vitamine B12 est 

déterminée par les ligands occupant la position axiale supérieure de la molécule (Brown, 

2005). Les principales formes identifiées dans les tissus des mammifères sont : la 
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méthylcobalamine (Me-Cbl) et l’adénosylcobalamine (Ado-Cbl), qui agissent comme des 

cofacteurs, et l’hydroxycobalamine (OH-Cbl), le glutathionylcobalamin (GS-Cbl), qui sont 

des intermédiaires.  

Dans la plupart des tissus, Ado-Cbl est prédominant par rapport à Me-Cbl (Thakkar 

& Billa, 2015). La cyanocobalamine (CN-Cbl) est formée quand un ion cyanure est attaché à 

l'atome de cobalt. Ce composé est la forme stable produite industriellement (Kräutler & Kr, 

2005). 

 

 

 

 

Figure 6: Structure de la vitamine B12 (cobalamine). La vitamine B12 est composée 

d'un noyau corrine formé d’un atome de cobalt central relié à quatre noyaux pyrroles (A, B, 

C, D) et deux  avec un groupement pseudo-nucléotidique  chaînes axiales, l'une en position   

qui détermine le  diméthylbenzimidazole et l'autre un radical anionique variable R en 

position  nom du composé vitaminique (Brown, 2005). 
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   II.1.3. Sources alimentaires de vitamine B12 

  La vitamine B12 n'est synthétisée que par des microorganismes. Elle n'est pas présente 

dans les aliments d'origine végétale et se trouve principalement dans les produits d’origine 

animale. Les aliments riches en vitamine B12 sont la viande, les abats (foie, rognons), la 

volaille, le poisson, les crustacés, les fruits de mer, les produits laitiers et les œufs. Les algues 

vertes (aonori, laitue de mer), rouges (dulse, nori) et la spiruline (une micro-algue), sont 

également une bonne source. (Watanabe, 2007). 

   II.1.4. Les apports nutritionnels journaliers conseillés  

Le besoin physiologique en vitamine B12 est extrêmement faible. Selon le régime 

alimentaire, les apports conseillés quotidiens pour les adultes varient de 2 à 2,8 µg par jour. 

Le tableau 4 résume les apports nutritionnels recommandés selon les tranches d'âge des 

individus et les conditions physiologiques (AFSSA, 2001).  

 

Tableau 4 : Apports nutritionnels journaliers conseillés pour la vitamine B12 (μg/jour) 

(AFSSA, 2001). 

 

Catégorie Apports nutritionnels conseillés en vitamine 

B12 en microgrammes (µg/jour) 

 

Enfants de 1 à 3 ans 

 

0,8 

Enfants de 4 à 6 ans 1,1 

Enfants de 7 à 9 ans 1,4 

Enfants de 10 à 12 ans 1,9 

Adolescents de 13 à 15 ans 2,3 

Adolescents de plus de 16 ans et adultes 2,4 

Femmes enceintes 2,6 

Femmes allaitantes 2,8 
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Environ la moitié de l’excédent en vitamine B12 est stockée dans le foie. Chez l’adulte, la 

réserve hépatique varie entre 2 et 5 mg, ce qui est suffisant pour 3 à 5 ans (National 

Academy of Sciences, 2000). 

    II.1.5. Métabolisme de la vitamine B12  

La vitamine B12 est liée à trois protéines : l’haptocorrine (HC, ou protéines R), le 

facteur intrinsèque (FI) et la transcobalamine (TC) qui l’achemine dans les liquides 

extracellulaires. Après l'ingestion de nourriture, la vitamine B12 libérée des nutriments sous 

l’action de la pepsine et de l’acide chlorhydrique (HCl) se lie à l’haptocorrine, d'origine 

salivaire et gastrique (Figure 3 ; dans l’intestin, la vitamine B12 est libérée de la HC par les 

protéases pancréatiques. La vitamine B12 se lie alors avec une haute affinité au facteur 

intrinsèque (FI), une glycoprotéine de 45 kDa qui est résistante aux protéases, et sécrétée par 

les cellules pariétales dans le fundus et le cardia de l’estomac. Le complexe FI-Cbl traverse le 

jéjunum vers l’iléon distal où il est fixé sur des récepteurs membranaires spécifiques multi-

ligands, situés sur les microvillosités des entérocytes de l’iléon appelé cubam (Quadros, 

2010). 

Le récepteur Cubam est constitué de deux molécules : la cubiline, une protéine 

périphérique de 460 kDa (codée par le gène CUBN, chromosome 6) et amnionless, une 

protéine transmembranaire de 45-50 kDa (codée par le gène AMN, chromosome 7), 

(Pedersen et al., 2010). Ce récepteur possède une affinité élevée pour le complexe FI-Cbl, 

mais il ne se lie pas à la cobalamine, au FI seule (Quadros, 2010). Le cubam est essentiel au 

transport du complexe FI-Cbl à partir de la lumière intestinale vers l’intérieur de l’entérocyte. 

La protéine transmembranaire est co-exprimée conjointement avec la cubiline dans les 

épithéliums polarisés, en particulier dans les reins, les intestins et la vésicule ombilicale 

(Namour et al., 2011). Après l’endocytose, le FI est dégradé et la vitamine apparaît dans le 

sang, principalement liée à la transcobalamine II (TCII), protéine porteuse de 38 kDa 

synthétisée dans plusieurs tissus. Le complexe Cbl–TC II est capté par les cellules hépatique 

et autres organes par le récepteur d’endocytose CD320, protéine transmembranaire présente à 

la surface cellulaire de tous les tissus (Quadros et al., 2009). 

 

II.2. Etiologies de la carence en vitamine B12 

  Les étiologies principales de la carence en vitamine B12 sont : un apport nutritionnel 

insuffisant, le syndrome de malabsorption intestinale et des interventions médicales (Andrés 
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et al., 2005). Parmi les causes de risque de carence en vitamine B12 chez les adultes et les 

enfants, on retrouve une consommation insuffisante d’aliments d’origine animale ou de 

produits laitiers (Da Silva et al., 2014). Le nourrisson né de mère déficient en vitamine B12 

présente le risque de naître avec une carence en vitamine B12. (Langan & Zawistoski, 

2011). L'anémie pernicieuse (maladie de Biermer) est une maladie auto-immune caractérisée 

par la présence d’auto-anticorps dirigés contre le FI, entraînant une atrophie idiopathique de 

l’épithélium gastrique (Zulfiqar et al., 2012). Chez  l’adulte, cette maladie représente de 20 à 

50% des causes de carence en vitamine B12 (Stabler, 2013). 

   II.2.1. Manifestations biologiques et cliniques du déficit en vit B12  

Les altérations hématologiques sont très caractéristiques et indicateurs de la carence en 

vitamine B12, au contraire des troubles neurologiques, beaucoup plus variés, et souvent les 

premiers et parfois seuls signes cliniques. Il existe une corrélation inverse dans la sévérité des 

symptômes neurologiques et hématologiques mais les causes n’en sont pas connues (Pétavy-

Catala et al., 2003).  

a) Manifestations hématologiques  

Généralement, l’anémie par carence ou d’un trouble du métabolisme de la vitamine B12 

(anémie de Biermer) est lié au déficit en FI. Cette anémie est macrocytaire, mégaloblastique, 

normochrome, arégénérative. Elle s’accompagne d’une anisocytose due à un défaut de 

réplication de l’ADN par piégeage du 5-méthylTHF. Le premier signe de carence en vitamine 

B12 est la macrocytose. Elle apparaît avant l’anémie et résulte d’un asynchronisme de la 

maturation du cytoplasme et du noyau (Federici et al., 2007).  

b) Signes neuropsychiatriques  

La carence en vitamine B12 peut affecter le système nerveux central (cerveau, moelle épinière 

et nerf optique) et le système nerveux périphérique (Mabrouk et al., 2015). Les troubles 

neurologiques associés à la carence en vitamine B12 sont polymorphes. Ils comprennent la 

myélopathie, la neuropathie, les anomalies neuropsychiatriques et, moins souvent, l'atrophie 

du nerf optique (Sahoo et al., 2011). Dans le système nerveux, la vitamine B12 agit comme 

coenzyme dans la réaction de méthylmalonyl-CoA mutase, qui est nécessaire pour la synthèse 

de la myéline (Mota et al., 2016). La carence en vitamine B12 entraîne donc une synthèse de 

la myéline défectueuse conduisant à plusieurs dysfonctionnements du système nerveux central 

et périphérique. La première anomalie est habituellement une déficience sensorielle, se 
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présentant le plus souvent sous forme de paresthésie distale et symétrique aux membres 

inférieurs fréquemment associée à l'ataxie (Ralapanawa et al., 2015). 

Les manifestations neuropsychiatriques telles que la perte de mémoire, la dépression, 

l'hypomanie, la psychose paranoïde avec hallucinations auditives et visuelles, la folie 

mégaloblastique ont été décrites suite à une carence en vitamine B12 (Scherer, 2003). Il n'est 

toujours pas clair si une déficience légère ou modérée de B12 peut causer la démence et si la 

supplémentation de la diète avec B12 peut prévenir ou retarder l'apparition de démences 

comme la maladie d'Alzheimer (Li et al., 2017). 

 

II.3. La souris comme modèle génétique pour la carence en vitamine B12 

La souris est l'organisme modèle le plus utilisé dans la recherche biomédicale (Bond 

et al., 2013). Il est excellent pour les études génétiques parce qu'il est facile à entretenir, 

possède un génome bien caractérisé qui est similaire aux humains (99%) et permet de mimer 

plusieurs maladies humaines.  

Les modèles de souris génétiquement modifiés se sont révélés être un outil puissant 

dans l’étude de neuropathologies. La capacité de modifier génétiquement le génome de la 

souris en supprimant ou en remplaçant un gène spécifique a amélioré notre capacité à 

identifier et à valider les gènes cibles d'intérêt (Sacca et al., 2010). Dans notre laboratoire, de 

nombreux travaux ont été réalisés ces dernières années, avec un accent particulier sur le 

manque de vitamines B9 et B12 et les résultats négatifs qui en résultent sur divers systèmes 

du corps. L'unité U954 a développé plusieurs modèles animaux. Le modèle le plus utilisé est 

le rat carencé en donneurs de méthyle : les rats femelles sont nourris avec un régime déficient 

en vitamines B9 et B12, un mois avant l'accouplement, pendant la grossesse puis la période 

d'allaitement. Nous utilisons également un modèle de souris transgénique invalidée au niveau 

du gène CD320, (codant pour le récepteur membranaire TCblR / CD320 du complexe 

cobalamine/transcobalamine), a été générée à l’aide du système gene-trap. Chez ce modèle de 

souris, une carence sévère en vitamine B12 est observée spécifiquement dans le cerveau. Le 

TCblR / CD320 est nécessaire pour l'absorption de la Cbl liée à la transcobalamine (TC) dans 

les cellules (Quadros et al., 2008). Ces souris transgéniques ont un développement normal. 

Les études menées sur ce modèle ont montré que la carence en cobalamine provoque des taux 

élevés de HCY et d'acide méthylmalonique (MMA) dans le sérum et dans le cerveau. 

Cependant, la maladie du système nerveux central résultant d'une carence en vitamine B12 

chez les humains peut ne pas apparaître dans ce modèle de souris (Lai et al., 2013). 
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Chapitre III: MATERIELS ET METHODES. 

Ce  travail a été réalisé au laboratoire des micro-organismes bénéfiques, des aliments 

fonctionnels et de la santé (LMBAFS),Ines  faculté des sciences de la nature et de la vie de 

l’université Abdelhamid Ibn Badis, Mostaganem. Ce travail permet d’établir une relation 

entre le déficit en vitamine B12 et les fonctions comportementales médiatisées par le cerveau. 

Pour cela, des souches bactériennes productrice de cobalamine in vitro, préalablement isolées 

par (Abbassa et Moussa, 2018) ont fait l’objet de notre démarche expérimentale. 

Estimées à 30% au mois de Mars, les manipulations in vitro ont été arrêtées, celles in 

vivo n’ont pas eu lieu, suite à la crise sanitaire. Le protocole expérimental approuvé est 

détaillé comme suit : 

III .1. Matériels  

  III .1.1. Souches utilisées   

- Les souches bactériennes utilisées dans notre étude sont des souches lactiques déjà isolées et 

purifiées (Abbassa et Moussa, 2018) et qui sont  d’origine de laits maternels out de selles de 

bébés sains. Dix souches bactériennes désignées par SL (isolées du lait maternel), SS (isolées 

de selles de bébés) ont fait l’objet de ce travail. Ces souches ont prouvé une bonne production 

de cobalamine in vitro (Abbassa et Moussa, 2018). 

-  Les souris wild-type (WT) sauvages et knock-out CD320 (KO) génétiquement modifiées 

(Quadros et al., 2010 ; Mimoun, 2017), mâles et femelles jeunes (âge : 10  semaines) ont 

fait l’objet des travaux de l’in vivo. Les souris knock-out CD320 sont déficientes pour le gène 

CD320 qui code pour une protéine membranaire qui est un récepteur du transporteur 

Transcobalamine II, lié à la vitamine B12. 

  III .1.2.  Les milieux de culture utilisés 

• Bouillon MRS: Le bouillon MRS de MAN, ROGOSA et CHARPE  (De Man et al., 

1960),  référence (Merck, VM 10661) est utilisé pour la réactivation des bactéries. 

• MRS gélosé : Il s’agit du milieu MRS précédemment cité, additionné de 20 g/L 

d’agar-agar, réparti dans des flacons et autoclavé 15 minutes à 121°C. Il a été utilisé 

pour  le dénombrement des  souches, dans différents tests. 
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• MRS cystéiné : Il s’agit du milieu MRS précédemment cité, additionné de 20 g/L 

d’agar-agar et de chlorydrate de cystéine à 0.05%, réparti dans des flacons et autoclavé 

15 minutes à 121°C.  

• Bouillon MRS acidifié à pH =2  

III.2. Méthodes 

III.2.1. IN VITRO 

1- Réactivation des souches bactérienne 

Les bactéries utilisées sont sous forme congelées en cultures pures à -18°C. Elles sont 

activées et maintenues vivantes par un repiquage avec 100µl d’inocula dans 10ml de milieu 

de croissance MRS et incubées à 37 °C pendant 72 heures. Avant leur utilisation, un examen 

microscopique est nécessaire pour identifier les bactéries et contrôler leurs états de 

développement.  

2- Préparation de l’inoculum 

Dans un tube à essai contenant 9 ml de bouillon de croissance MRS, 1 ml de la culture 

pure est ajouté à l’aide d’une pipette stérile.  

Une agitation est nécessaire pour rendre parfaitement homogène le mélange. L’incubation se 

fait dans une étuve à 37°C pendant 24heures. L’inoculum est prêt à être utilisé pour les 

différentes expérimentations. 

 

3- Pré-Identification des bactéries lactiques 

• Aspect macroscopiques des colonies 

La détermination des caractères macroscopiques, se fait à l’œil nue. Les souches ont été 

cultivées sur le milieu gélosé MRS nous permet de renseigner sur la couleur, la forme, la 

taille, l’aspect, la consistance, l’opacité et l’odeur. 

• Aspect microscopique des bactéries (coloration de Gram) 

La coloration de Gram est la première étape de l’identification. 

La coloration d’un frottis doit être préparé comme suit : 

❖ Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique stérile. 

❖  Prélever un fragment de colonie à l’aide d’une pipette Pasteur boutonnée. 
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❖  Dissocier soigneusement l’inoculum dans la goutte d’eau, puis sécher et fixer le frottis 

au-dessus de la flamme du bec benzène sans trop chauffer (Leyral et Joffin, 2001). 

Une fois refroidi, on entame la coloration de Gram : 

❖ Recouvrir la lame de violet de Gentiane et laisser agir 1 minute. 

❖ Rincer rapidement à l’eau du robinet et éliminer l’excès d’eau. 

❖  Recouvrir la lame de lugol et laisser agir 30 secondes. 

❖  Rincer rapidement à l’eau du robinet et éliminer l’excès d’eau. 

❖  Recouvrir la lame de l’alcool à 95° pendant 10 secondes. 

❖  Rincer rapidement à l’eau du robinet et recouvrir la lame de fushine pendant 1minute. 

❖  Rincer rapidement à l’eau du robinet. 

❖  Sécher puis observer au microscope (objectif x100 à immersion). 

 

4- Caractères physico-chimiques  

✓ Test de catalase 

Cette activité a été réalisée selon le protocole expérimental décrit par Prescott et al. (2003). 

La Catalase consiste à mettre sur une colonie prélevée du milieu MRS gélosé à l’aide d’une 

pipette pasteur, quelques gouttes d’eau oxygénée à 10 % (Guiraud et al., 2003). 

✓ Test oxydase 

L’activité oxydase a été déterminée selon le protocole décrit par Kovacs et al. (1995). 

Une colonie pure prise de chaque milieu gélosé est mise sur papier Wattman imprégné de 

réactif Oxydase. Les bactéries produisant l’enzyme oxydase oxydent ce réactif pour former un 

Composé violet, l’indophénol ; la suspension devient alors violette après 20 à 60 secondes et 

la couleur persiste pendant 15 minutes environ (Delarras, 2007). 

✓ Nitrate réductase 

Ce test se fait par ensemencement de bouillon nitraté et incubation à 30°C pendant 24h. 

Ajouter quelques gouttes de réactifs NR1 et NR2 pour la détermination de la capacité des 

bactéries à réduire les nitrates en nitrites. 

✓ Test de croissance à différentes températures (Larpent, 1996) 
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Les souches bactériennes sont ensemencées dans leurs milieux sélectifs et tester leurs 

croissances à deux températures 15°C, 37°C et 45°C. Le développement des souches était 

apprécié après une semaine d'incubation pour les cultures à 15°C et après 24 et 48h pour les 

cultures à 37°C et 45°C, par comparaison avec un tube de milieu non ensemencé incubé à la 

même température (examen de la turbidité). 

5- Etude du profil fermentaire  

- Identification par la galerie Api 20 A 

Les galeries Api 20 A (Biomérieux, France) permettent une identification des bactéries 

anaérobies au niveau du genre ; et même parfois de l’espèce sur la base de la fermentation des 

différents sucres. La galerie Api 20 A est constituée de 20 cupules permettant l’étude de : L-

tryptophane, urée, D-glucose, D-mannitol, D-lactose, D-saccharose, D-maltose, salicine, D-

xylose, L-arabinose, gélatine, esculine, glycérol,  D-cellobiose, D-mannose, D-mélézitose, D-

raffinose, D-sorbitol, L-rhamnose, D-tréhalose.  

- Préparation des galeries Api 20 A 

Chaque galerie Api 20 A est constituée d’une bande comprenant chacune 20 cupules.  

o Cultiver les bactéries sur MRS-cys gélosé. 

o Après 24 h d’incubation, préparer l’inoculum en prenant quelques colonies isolées dans 

le diluant de l’Api 20.  

o Réunir fond et couvercle (figure 7). 

o Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.  

o Répartir environ 10 ml d’eau distillée ou déminéralisée stérile dans les alvéoles du fond 

pour créer une atmosphère humide.  

o Sortir la bande de son emballage, et la déposer dans le fond de la boite d’incubation.  

o Remplir les cupules à moitié jusqu’au trait indiqué, exception pour le test Indole, ajouter 

une couche de vaseline stérile et le test de gélatine où la cupule est totalement remplie. 
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Figure 7 : Schéma d’une galerie Api 20A. 

o Lire les résultats de fermentation après 24 et 48 h. 

o Procéder à l’identification des tests positifs selon le schéma suivant : 

 

 

 

Figure 8 : Tableau de lecture tel qu’il est indiqué dans la fiche technique de l’Api 20A 

Biomérieux. 

 

III.2.2. IN VIVO 
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Les souris sont élevées dans une animalerie à une température contrôlée de 22-23°C 

avec un cycle lumière/obscurité de 12h-12h, avec une humidité contrôlée. Les souris 

disposent d’un accès illimité à l'eau et à la nourriture. Les souris sont divisées en 4 groupes, 

deux groupes WT et CD 320 reçoivent  0,2 ml du mélange bactérien dans l’eau de boisson par 

voie orale (5 × 107 UFC / ml) du jour 1 au jour 5, tandis que les souris des deux autres 

groupes témoins reçoivent des quantités égales de solution saline normale comme placebo.  

Le protocole expérimental mis en place par Mimoun (2017 ; modifié par nous) dans le cadre 

de l’étude in vivo est présenté dans la figure 9 ci- dessous : 

 

 

 

 

Figure 9: Représentation schématique du Protocole expérimental à suivre. Il se 

compose de deux étapes, l’habituation pour deux jours consécutifs suivie par la 

deuxième étape (Learning). Dès la première étape d’habituation, les lots de 

souris WT et CD320 sont gavés du mélange bactérien pendant sept jours 

consécutifs.  Dans l’étape Learning, les souris sont injectées avec de cortisol 

pendant cinq jours consécutifs (Mimoun, 2017 ; modifié par nous). 

 

 

 

  1- Analyses comportementales  

➢ LABYRINTHE AQUATIQUE MULTI-T  
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Ce test permet d’évaluer les capacités d’apprentissage et de mémorisation hippocampo-

dépendantes chez la sourie ayant reçu ou non nos bactéries productrices de cobalamine dans 

une situation aversive (l’eau d’un bassin). Il est basé sur les aptitudes des individus à 

mémoriser un parcours dans lequel ils naviguent en fonction de repères environnementaux 

(non contrôlés par l’expérimentateur). Le dispositif expérimental de ce test est constitué d’une 

piscine en verre de forme quadrant (1 x 1m), rempli sur 25cm de hauteur d’eau rendue opaque 

par l’ajout de 50 ml de lait concentré. La température de l’eau est maintenue à 22°C. Le Point 

de sortie est une échelle en plastique gris opaque installé à l'extrémité du labyrinthe. La 

piscine se situe dans une pièce maintenue à 21-22°C et comprenant des indices visuels 

accrochés sur le mur entourant la piscine à 0,5 m de la piscine. Le trajet effectué par l’animal 

dans la piscine est filmé à l’aide d’une caméra reliée à un ordinateur qui numérise ce trajet et 

l’enregistre grâce à un logiciel. Les différentes variables mesurées sont : Le nombre d’erreurs 

(entrée avec les quatre pattes dans un bras impasse ou dans un bras déjà emprunté qualifié de 

« retour en arrière »), la latence d’atteinte de sortie du labyrinthe (entrée avec les quatre pattes 

dans le bras d’arrivée), la distance parcourue et la vitesse de nage. Le test est un succès 

lorsque les souris rejoignent la sortie sans avoir visité de voies sans issue ou sans être revenu 

en arrière. 

➢ LE TEST DE L’OPEN FIELD (L’ESPACE OUVERT)  

Ce test analyse le comportement exploratoire du rongeur dans une enceinte close. 

Traditionnellement, On l'utilise pour évaluer de comportement d’un animale vis-à-vis d’un 

environnement nouveau, ses fonctions motrices, mais aussi son l’état émotionnel. 

Un animal anxieux (déficit en vitamine B12) évite le centre ouvert, et reste près la périphérie 

de l’appareil. Les variables mesurées sont l’activité ambulatoire totale, le nombre d’entrées et 

le temps passé dans l’aire centrale. Le nombre de fèces est aussi relevé. 

L’appareil est constitué d’une arène circulaire de 1 m de diamètre avec une hauteur 35 cm. Le 

sol est constitué d’une plaque en verre sur laquelle a été dessiné au centre un cercle dit central 

de 50 cm laissant apparaitre entre ce cercle et les murs du dispositif un cercle dit périphérique 

de 100 cm. Plusieurs lignes radiales traversent les deux zones divisant l’arène en 8 quartiers 

périphériques et 8 quartiers centraux. 
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Chapitre IV : RESULTATS ET DISCUSSION. 

 

IV.1. Résultats d’identification des isolats  

IV.1.1.   Pré-identification des souches 

L’identification des souches qui ont été isolées à partir de laits maternels et selles de 

bébé (Abbassa et Moussa, 2018) et cultivées sur milieu MRS-cys et MRS acidifié en surface, 

est basée sur des observations macroscopiques, microscopiques et sur des tests 

physicochimiques. 

• Caractères macroscopiques 

L’étude de l’aspect macroscopique des souches probiotiques sur les boites de Pétri sont 

observées à l’œil nu pour caractériser la forme, la taille, l‘aspect ainsi que la couleur des 

colonies. Les différentes observations (figures 10 et 11) montrent que toutes les souches 

cultivées sur le milieu MRS-cys solide donnent des colonies petites ou moyennes et parfois 

grosses, rondes et blanchâtres avec un aspect lisse, leur taille est d’environ 1mm à 2 mm de 

diamètre (Tableau 5) 

 

Tableau 5: Résumé de l’observation macroscopique des souches étudiées. 

 

 

Les souches Forme Aspect Couleur 

SL1 Petite Lisse Blanchâtre 

SL2 Petite Lisse Blanchâtre 

SL3 Petite Lisse Blanchâtre 

SL4 Grosse Lisse Blanchâtre 

SL7 Grosse Lisse Blanchâtre 

SL8 Grosse Lisse Blanchâtre 

SL9 Moyenne Lisse Blanchâtre 

SS1 Petite Lisse Blanchâtre 

SS2 Petite Lisse Blanchâtre 

SS10 Moyenne Lisse Blanchâtre 
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Figure 10 : Observation macroscopique de la souche SL1 cultivée sur milieu MRS-

cys. 

 

 

 

 

Figure 11: Observation macroscopique de la souche SS1 cultivée sur milieu MRS-cys. 
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• Caractères microscopiques 

Un nombre de bénéfices pour la santé des nourrissons du lait maternel sont liés 

aux bactéries qu’il contient ainsi qu’à ses oligosaccharides (HMO – Human Milk 

Oligosaccahrides, oligosaccharides du lait humain), qui agissent comme des prébiotiques 

contribuant à l’établissement des bactéries bénéfiques. Pour essayer d’apporter une réponse à 

cette question, une équipe de scientifiques (Pannaradj et al., 2017) a suivi 107 paires 

« mères/enfants » sains pendant cinq ans. Les chercheurs ont examiné le contenu microbien 

des seins des femmes, de la peau autour des mamelons ainsi que de leur lait, puis ont analysé 

les selles des nourrissons afin d’identifier les microbes composant leur microbiote intestinal. 

Ils ont constaté que les bactéries des excréments des bébés étaient plus proches des 

microbes de leur mère que de ceux des autres mères participant à l’expérience. Selon les 

auteurs, ceci suggèrerait que les bactéries colonisant l’intestin des bébés passent de la mère à 

l’enfant à travers le lait maternel. Les auteurs affirment que ces travaux constituent l’étude la 

plus vaste à ce jour faisant état du transfert de microorganismes du lait à l’intestin du bébé. 

 Dans une étude menée par l’équipe américaine de Kozak et al. (2015), les bactéries 

suivantes peuvent, à la fois, exister dans les laits des mamans et dans les selles de leurs bébés 

: Bifidobacterium longum subsp. infantis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri et 

Enterococcus faecalis. Ces bactéries ont été parmi 126 isolats appartenant aux genres 

Bifidobacterium sp, Lactobacillus sp, Corynebacterium sp, Propionibacterium sp, Rothia sp, 

Enterococcus sp, Staphylococcus sp et Streptococcus sp, prélevés des mamans ou de leurs 

bébés. 

✓ Lecture de test coloration de Gram  

- Certaines bactéries présentent dans la préparation une couleur violet sont les bactéries à 

Gram positif. 

- D’autres, présentent une couleur rose sont les bactéries à Gram négatif. 

L'aspect microscopique a révélé que les cellules sont Gram positives apparaissant sous 

différentes formes avec différents modes d‘association. 

La technique de coloration de Gram a été appliquée, uniquement pour déterminer le Gram et 

la  forme des isolats coques et bâtonnets. Seulement les isolats à Gram positif ont été retenus.  
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Les bactéries ont la forme de coques et sont disposées en paires (diplocoques) ou en courtes 

chaînettes et en amas (figure 12). Le mode d’association varie d’un isolat à l’autre. Ces 

observations permettent de les classer initialement selon le Gram, leur morphologie et leur 

mode d’association (Joffin et Leyral, 1996). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 12 : Observation microscopiques (Objectif X100) des isolats lactiques après coloration 

de Gram. 
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✓ Lecture de test catalase  

La recherche de la catalase constitue une étape importante dans l’identification des bactéries 

lactiques 

- Le dégagement de bulles de gaz signifie qu’il ya a production de l’enzyme catalase et que le 

test est positif (Bourgeois et Larpent, 1996). 

- L’absence de bulles de gaz signifie que le test est négatif. 

Pour toutes les colonies testées le test catalase est négatif. Ce qui laisse suggérer que ces 

bactéries sont des souches lactiques (figure 13). 

 

 

 

 
 

 

Figure 13: Toutes les souches sont catalases négatives. 

 

 

✓ Lecture de test oxydase  

- Le développement d’une couleur bleue signifie que le test est positif ce qui signifie que 

l’isolat possède l’enzyme oxydase. 

- Si la couleur ne change pas, le test est négatif. 

Toutes les souches sont catalase et oxydase négatives. Nous avions retenu 10 isolats 

possédant les caractères décrits par la littérature comme étant des bactéries lactiques. 

 

✓ Lecture de test Nitrate réductase  

- L’apparition d’une couleur rouge indique la présence de nitrate réductase. 

- Si Absence de coloration, ajouter le zinc 
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-Réaction positive : absence de coloration 

-Réaction négative : apparition en 5min d’une coloration rose ou rouge (figure 14). 

 

 

 

Figure 14: Résultat du test de nitrate réductase. 

 

 

 

 

✓ Lecture de test Croissance à différentes températures  

Le développement des souches est apprécié après 24 à 48 h par comparaison avec un 

tube de milieu non ensemencé, incubé à la même température (appréciation visuelle de la 

turbidité) (Bjorkroth et al., 1998 ; Guiraud, 2003). 

Le test de croissance à différentes températures (15, 37 et 45°C) est important car il 

permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des bactéries lactiques thermophiles. 

Ce test est réalisé en bouillon MRS. La croissance est appréciée par un trouble du milieu après 
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24 heures d’incubation à 15, 37 et 45°C en comparaison avec un tube témoin non ensemencé 

(Hassaine, 2013). 

Le test de croissance à différentes températures a montré que les souches SS1, SS2 et SS10, et 

de SL1 à SL9 peuvent pousser entre 15° et 37°C mais n’ont pas pu pousser à 45°C : ce sont 

des bactéries mésophiles (tableau 7). 

 

Tableau 7 : Résumé du test de croissance à différentes températures. 

 

 

Souches 

Température  

15°C 37°C 45°C 

SL1 + + - 
SL2 + + - 
SL3 + + - 
SL4 + + - 
SL7 + + - 
SL8 + + - 
SL9 + + - 
SS1 + + - 
SS2 + + - 
SS10 + + - 

 

+ : test positif         /       – : test négatif 

 

 

 

    IV.1.2. Résultats de l’identification par les galeries Api 20A 

Après avoir effectué les examens de la recherche de la catalase, de l’oxydase et de la 

coloration de Gram, toutes nos bactéries sont Gram positives, catalase et oxydase négatives et 

sont présumées comme bactéries lactiques (Kihal, 1996 ; Carr et al., 2002). 
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Les résultats qu’a révélés l’analyse par les Api 20A sont ci-dessous illustrés dans la 

figure 15 : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Résultats des profils obtenus après 24 h d’incubation, restant inchangés après 

 48 h de nos isolats bactériens sur Api 20A. 
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Les souches se rapprochent dans le profil sucre car elles fermentent tous les sucre de la galerie 

(résultat positif après ajout du réactif BCP). L’analyse des résultats par le site web 

Biomérieux a révélé les espèces suivantes : 

- L. fermentum capable de dégrader l’esculine (SL1 à  SL10) : absence de fluorescence sous 

UV. 

- L. brevis incapable de dégrader l’esculine (SS1, SS2 et SS10) : absence de fluorescence sous 

UV. 

La distinction entre-elles était basée sur le test de la production d’acétoïne (Abbassa et 

Moussa, 2018) et la dégradation de l’esculine. 

Ces résultats sont très en accord et complètent les données trouvées par Abbassa et Moussa 

(2018). 

 

IV.2.   Résultats de la démarche comportementale des souris 

 

Le cerveau est particulièrement sensible aux carences en donneurs de groupements 

méthyles puisque les groupes méthyles sont essentiels à sa fonction (Kirsch et al., 

2013).  Des études épidémiologiques ont montré que des déficiences dans le métabolisme 

de la vitamine B12, soit alimentaires, soit génétiques, sont associées à des troubles 

neurologiques (Wei et al., 2011). En effet, une déficience en vitamine B12 est associée à 

une accélération du déclin cognitif, un vieillissement anormal des structures cérébrales et 

à la démence (Clarke, 2006; Scalabrino, 2009). 

Les souris TCblR (Transcobalamin cobalamin recepteor) / CD320 KO (notées KO) 

n'expriment pas le récepteur de la transcobalamine fonctionnel, donc l'absorption 

cellulaire de la vitamine B12 par cette voie n'est pas possible. En conséquence, 

l'appauvrissement de la vitamine B12 se produit dans le cerveau des souris TCblR / 

CD320 KO contrairement au cerveau des souris Wild Type (notées WT) qui présentent 

une expression normale de TCblR (Quadros et al., 2010). 

Afin d’étudier les performances cognitives liées au comportement chez la sourie, 

un test de labyrinthe aquatique a été réalisé par Mimoun (2017). Les données 

comportementales sont représentées sur la figure 19.    L’analyse des résultats après 4 

sessions consécutives d'apprentissage a  montré que les souris KO (déficientes en B12 

dans le cerveau)  avaient  une latence  de sortie du labyrinthe plus  longue et  un  nombre  



 
 

Chapitre IV : RESULTATS ET DISCUSSION.                                                                             46 

 

0.000
1 

0.000
2 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Principaux paramètres obtenus dans le test du labyrinthe aquatique 

pour les souris wild-type (WT) et knock-out CD320 (KO) (A, B). Aucune différence n'a 

été enregistrée entre les mâles et les femelles dans chaque groupe. Donc, les données ont 

été regroupées pour chaque sexe (Quadros et al., 2010 ; Mimoun, 2017). 

Les données représentent la moyenne ± S.D. ; N = 6 à 9/ groupe. Test ANOVA, différence 

entre animaux wild-type et knock-out. 
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d'erreurs commises plus élevé que les souris WT témoins (figure 16A et B).  Les résultats 

décroissants, obtenus pour chaque paramètre chez les souris WT selon les sessions, montrent 

des capacités croissantes pour apprendre à échapper au labyrinthe, au contraire des souris KO. 

Afin de tester le rôle putatif du stress et des corticoïdes dans la régulation de 

l'apprentissage, Mimoun (2017) a injecté des doses physiologiques d'hydroxycortisone (8 mg 

/ kg / jour I.P.) dans les souris WT et les souris KO juste avant d’effectuer à nouveau le 

labyrinthe aquatique. Les résultats ont montré une normalisation des performances puisque les 

latences d'évasion et le nombre d'erreurs obtenues par les deux groupes de souris n'étaient pas 

significativement différents.  

L’hypothèse de l'implication de l'axe du stress et plus particulièrement des corticoïdes 

semble être confirmée à la fois par des résultats comportementaux et histopathologiques. En 

effet, en utilisant un test de champs ouvert, Mimoun (2017) a montré que les souris KO 

présentait essentiellement (c'est-à-dire sans stimulation) un niveau de stress plus faible 

puisqu'elles ont passé une partie significativement moins importante du temps à rester dans 

les zones non protégées par rapport aux souris témoins WT (figure 17). De plus, les souris KO 

produisent significativement moins de fèces dans les situations comportementales que les 

souris WT; ce qui représente également un indice de niveau de stress basal plus faible chez les 

KO.  

Enfin, un dosage plasmatique du cortisol circulant montre que les souris WT et KO 

produisent le même niveau de cortisol en situation non-stressante (prélèvement réalisé dans 

leur boîte d'élevage). Un dosage réalisé immédiatement après la 5eme session du test du 

labyrinthe aquatique montre également que les niveaux de cortisol sont équivalents entre WT 

et KO; et que ce labyrinthe n'engendre pas plus de stress qu'une situation en boîte d'élevage. 

Mais lors d'une situation de stress, comme par exemple la stimulation par choc électrique, les 

souris KO produisent significativement plus de cortisol que les souris WT (figure 17). 

Il a été trouvé que le microbiote intestinal influence les comportements de type 

anxieux et dépressif de souris, et influence la physiologie de ces animaux (Mir, 2017).  

Comme les probiotiques sont impliqués dans la production de la vitamine B12, tout 

déficit en cette vitamine implique un désordre du microbiote intestinal et l’augmentation de la 

probabilité d’atteintes de types neuro-psychiatrique. C’est dans ce contexte que nous avions 

voulu faire notre expérimentation sur les souris. 
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Figure 17 : L'évaluation des indicateurs de stress. Le paramètre présence dans la zone la 

plus protégée (près des parois) du test de l'Open-field est présenté (panneau de gauche). 

Le nombre de fécès produits pendant les 5min du test est présenté (panneau du milieu) 

(Mimoun, 2017). 

Les dosages du cortisol plasmatique dans 3 situations sont présentés (panneau de droite: 

"not stressed" = prélèvement sanguin par anesthésie douce dans la boîte d'élevage; 

"stressed" = prélèvement sanguin 15min après un choc électrique aux pattes des souris; 

"Water maze" = prélèvement sanguin 15min après la 5eme session dans le labyrinthe 

aquatique). 
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CONCLUSION 

 

La vitamine B12 ou cobalamine, est indispensable au fonctionnement normal du 

cerveau. Elle est synthétisée uniquement par les bactéries, les champignons microscopiques et 

les algues. Il est donc nécessaire de consommer des produits animaux (œufs, viande, poisson) 

hébergeant ces microorganismes pour en assurer la synthèse ou disposer de bactéries capables 

de synthétiser la cobalamine. 

Ce travail est la continuité de celui de Abbassa et Moussa (2018) qui ont réussi à 

isoler des bactéries lactiques productrices de cobalamine. Toutefois, il faut savoir tout d'abord 

que les différentes souches bactériennes provenant du même milieu d’isolement, comme le 

cas ici du lait maternel ou de selles de bébés sains, ne sont pas équivalentes en termes d'effets 

biologiques et cliniques. De ce fait, les résultats de travaux sur une souche donnée ne peuvent 

être extrapolés à une autre souche, même si elles appartiennent au même genre ou à la même 

espèce bactérienne.  C’est pourquoi la première partie in vitro réalisée visait à continuer 

l’identification de ces isolats initialement identifiés. Cette approche est effectuée par les 

étapes suivantes : 

Identification les isolats des souches de lait maternel et de selles de bébé par les tests 

usuels : coloration de Gram, catalase, oxydase, nitrate réductase, croissances a différence 

températures et une identification par comparaison des profils fermentaires des sucre en 

utilisant les Api 20A de Biomérieux. Nos résultats ont permis de constater que toutes les 

isolats sont Gram positives, catalase et oxydase négatives et sont présumées comme bactéries 

lactiques mésophiles. Les souches se rapprochent dans le profil sucre car elles fermentent tous 

les sucres de la galerie. La distinction entre les isolats était possible en se référant aux tests de 

la production d’acétoïne réalisé par Abbassa et Moussa (2018) et  celui de la dégradation de 

l’esculine réalisé par Api20A.  

L’analyse des résultats par le site web Biomérieux a révélé les espèces suivantes : 

- L. fermentum capable de dégrader l’esculine (les isolats de SL1 à  SL10) : absence de 

fluorescence sous UV. 

- L. brevis incapable de dégrader l’esculine (les isolats SS1, SS2 et SS10) : absence de 

fluorescence sous UV. 
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Ces résultats sont très en accord et complètent les données trouvées par Abbassa et Moussa 

(2018). 

Les résultats de l’étude in vivo est ceux de Mimoun (2017).  Conformément aux 

déficits comportementaux, le modèle knock-out montre une diminution de l'expression 

comportementale. Les souris KO (déficientes en B12 dans le cerveau)  avaient  une latence  de 

sortie du labyrinthe plus longue comparées aux souris témoins WT. Ces observations ont été 

confirmées par le test de champs ouvert où Mimoun (2017) a montré que les souris KO 

présentaient essentiellement un niveau de stress plus faible puisqu'elles ont passé une partie 

significativement moins importante du temps à rester dans les zones non protégées par rapport 

aux souris témoins WT. L’apport probiotique par des souches productrices de cobalamine 

pourrait faire reculer davantage les scores élevés de stress. C’est dans ce contexte que nos 

prévisions étaient dessinées.  

Faute de la persistance de la pandémie de Covid-19, ce travail a été arrêté au niveau de sa 

partie in vivo. Comme continuité de tout travail de recherches utile, il serait intéressant: 

- De faire l’identification moléculaire des différents isolats et la mise en évidence de leurs 

caractéristiques probiotiques. 

- De réaliser effectivement la partie in vivo décrite dans le protocole expérimental de ce 

travail. 
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