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Résumé :

Notre étude a pour but 1’évaluer certaines aptitudes probiotiques de 8 souches Lactobacillus
isolées a partir du lait de chamelle et de chevre, a savoir : S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 et S8.En
effet la résistance au PH acides de I’estomac et aux sels biliaires a été examinée chez ces

souches.

L’exposition des souches Lactobacillus aux PH acides de 2, 3 et 6.8 pendant 180 mn. A PH
2, c’est la souche S8 qui a révélé un maximum taux de viabilité qui est de ’ordre de 57 %
par rapport aux autres souches, suivie par les souches S4, S3 et S5 avec des taux de viabilité

de I’ordre de 38, 30 et 29 % respectivement.

La résistance au contact avec une solution contenant 0.5g/1 de sels biliaire, a montré que les
souches S4, S5, S1, S6, S3 et S7 ont montré une excellente résistance aux sels biliaires avec
des taux de viabilités respectives de 90, 82.5, 80, 75, 69, 23 et 66.12%, par contre les souches
S2 et S8 ont faiblement résisté a ces conditions avec des taux de viabilité enregistré de

I’ordre de 55.55 et 44.94% respectivement.

Mots clés : Lactobacillus, probiotique, sels biliaires, PH gastrique.

Summary:

Our study aims to evaluate certain probiotic strains Lactobacillus skills 8 isolated from camel
milk and goat, ie S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 and S8. Indeed the resistance to acid PH of the
stomach and bile salts was tested in these strains.
Exposure of Lactobacillus strains to acidic pH of 2, 3 and 6.8 for 180 minutes. At PH 2, that
is the S8 strain which showed a maximum viability rate which is of the order of 57%
compared to other strains, followed by the strains S4, S3 and S5 with the viability rate of the
order of 38,30 and 29% respectively.

Resistance to contact with a solution containing 0.5g / | bile salts, showed that strains S4, S5,
S1, S6, S3 and S7 resisted to bile salts with respective viabilities rate of 90, 82.5, 80, 75, 69,
23 and 66.12%, on the other hand, strains S2 and S8 weakly resisted these conditions with
viability rates of 55.55 and 44.94% respectively.
Keywords: Lactobacillus, probiotic, bile salts, gastric PH.
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Introduction

Les bactéries lactiques sont des microorganisme largement utilisées dans 1’industrie
alimentaire dans une variété de fermentation tels que le développement de produits a base de
viande, de Iégume et des produits laitiers, y compris de nombreux laits, formage, yaourt ou le
beurre(Dortu et Thonart, 2009).11 est aujourd’hui possible de sélectionner, identifier et
cultives des germes pour toute sorte d’usage : alimentaire (starters de fermentation), medicaux
(probiotiques) ou biotechnologiques (production de molécule : bactériocine, polysaccharides.
Il a été démontré que certaines souches de bactéries lactiques possédent des propriétés
intéressantes pour la santé, I’une de ces propriétés est de lutter contre les gastro-intestinal
provoquées par Helicobacter pylore, Salmonella sp, Escherichia coli (Hassen et Frank,
2001).

Les bactéries probiotiques sont des bactéries bénéfiques qui vivent dans I’intestin
humain et qui sont maintenant employées couramment comme compléments alimentaires
pour leurs effets positifs sur la santé humaine. La grande majorité des bactéries probiotiques
appartiennent aux genres Lactobacillus, Bifidobacterium, Propionibacterium et
Streptococcus.

Notre travail consiste a étudier in vitro certaines propriétés probiotiques de 8 souches
nouvellement isolées, notamment la résistance au PH acide simulé de I’estomac et aux sels

biliaire.
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I-1-Production laitiére du lait de chamelle

Les études sur les capacités de production du lait par la chamelle datent de la fin des
années cinquante avec les travaux de (Rosetti et al., 1955 cités par Yagil, 1982) qui

marquent véritablement le point de départ du mouvement d’exploration de ce produit.

La production du lait de chamelle a été sous-estimée en raison de la méconnaissance
de cette espéce et de son potentiel laitier. Selon les estimations de la FAO en 2002, 85% du
lait produit et commercialisé a travers le monde provient de la vache. La femelle du
dromadaire occupe une place minime, loin derriére la chévre et méme la brebis. Avec un
cheptel camelin 70 fois moins que le cheptel bovin, un tel décalage peut sembler justifié.
Cette production laitiere est variable, on peut citer comme production moyenne 5a10 I/j mais

parfois plus quand le type de 1’élevage est intensif, pendant 12 a 18 mois (Siboukeur, 2007).

I-2- Caractéristiques du lait de chamelle

Le lait de chamelle présente des caractéristiques originales, il a la particularité d’étre
Iéger, laxatif, et trés doux. Il est celui a la teneur la plus élevée de toutes les especes
analysees (bovin, caprin), quand il constitue un apport nutritionnel important. Une des
caractéristiques principales de lait, qui peut se conserver a 1’état cru pour une durée plus
longue, du fait qu’il est riche en anticoagulant, en substances bactéricides, et
bactériostatiques, qui ralentissent la prolifération des micro-organismes, d’ou 1’on conclut que
le lait de dromadaire peut étre d’une qualité trés bonne (Eldjnabiet al., 1990 cité par
Guerradi, 1998).

I-2-1- Caractéristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est de couleur blanche opaque, en raison de la structure et de la
composition de sa matiére grasse, relativement pauvre en B-carotene (Sawayaet al., 1984). Il
est d’un aspect moins visqueux que le lait de vache, et légerement sucré, avec un gout acide,
parfois méme salé ou amer (Ramet, 2003). Il a une saveur douce (Farah, 2004), cette
variabilité dans le gout est liée au type de fourrage ingéré (Wangoh et al., 1998 b).

I-2-2-Caractéristiques physico-chimiques

La densité moyenne du lait de chamelle est de 1,029 g /cm®. Il est moins visqueux que
le lait de vache, alors que sa viscosité moyenne est de 2,2 centipoises (Hassan et al., 1987
cité par Seboukeur 2007), avec une valeur de PH est entre 6,57 et 6,97 (Khaskheli et
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al.,2005). Le lait de dromadaire a une acidité Dornic plus faible que les autres especes, son
acidité moyenne en degré Dornic est de 14,66° D (Ghennamet al., 2007), et leur point de
congélation s’est avéré entre-0,57°C et -0,61°C (Wangoh, 1997).

I-2-3- Composition chimique et biochimique (propriétés nutritionnelle)

on peut considérer le lait comme une émulsion de matiére grasse dans une solution
aqueuse. D’aprés (Doyle et al., 2001), le lait renferme une grande quantité d’eau (87%), le
lactose (4,8%), les lipides (3,7%),la caséine (2,6%), 1’azote non protéique (urée, créatinine),

les protéines du petit lait (0,6%) et les sels minéraux.

Le dromadaire joue un réle majeur dans I’approvisionnement des habitants du
désert, par un lait de bonne qualité nutritionnelle dans des conditions extrémement hostiles de

température, de la sécheresse et du manque de paturages.

Le lait chamelle est plus riches en énergie (665 Kcal /litre) a cause de sa richesse
en lipides et en protéine (EI Agamy, 2006),il contient tous les nutriments essentiels présents
Dans les autres espéeces (Salmenet al., 2012).Sa composition chimique globale en relation
avec sa valeur nutritionnelle a fait 1’objet de plusieurs rapports, et les teneurs indiquées sont
des teneurs importantes et équilibrées en nutriments de base (protéines, matiére grasse et

lactose) avec des proportions assez importantes (Tableau 1).
I-2-3-1- Eau

L’eau est un facteur important qui affecte la composition du lait de chamelle, dont
sa teneur varie selon son apport dans I’alimentation. En effet, il a été montré que la restriction
en eau des chamelles se traduit par une dilution du lait (un régime riche en eau donne un lait

ayant un taux moins que dans un régime déficient) (Faye et Mulato, 1991).

I-2- 3-2-Glucides

Comme dans le lait bovin, le lactose est le glucide majoritaire présent dans le lait
camelin. Sa teneur (valeur max=56 g /Kg) varie avec la période de lactation (Hassan et al.,
1987).

I-2-3-3-Matiére grasse

La matiere grasse est considérée comme une source d’énergie, elle agit comme un

solvant pour les vitamines liposolubles et fournit des acides gras essentiels. Le lait de
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chamelle est plus faible en matiére grasse que le lait de vache, avec une moyenne de 3,5% (Al
Haj et Al Kanhal, 2010). Cependant, leur globules gras sont de trés petite tailles (1,2 a 4,2
pum de diameétre) et restent donc en suspension, contrairement au lait de vache (Chakhounia,
2011).

I-2-3-4-Vitamines

Le lait de chamelle contient des diverses vitamines, telles que les vitamines : A, C,
D, E et le groupe B. Mais ce lait se singularise par sa richesse relative en vitamines B3

(niacine) et en vitamine C, trois a cinq fois plus élevée que dans le lait bovin.

Les teneurs signalées sur I’apport de vitamine C, autour de 36a37, 4 mg /l. Cette
caractéristique est particuliérement intéressante, car 1’apport en ce type de vitamine est limité

(Chethouna, 2011).

D’apres (Haddadinet al., 2008), les concentrations moyennes en acide
pantothénique (B5), en acide folique (B9) et en vitamine B12 dans ce lait seraient aussi

beaucoup plus élevées (Tableau 1).
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Tableau 01 : Composition biochimique du lait de chamelle, en comparaison avec celle du lait

de vache.
Lait de chamelle Lait de vache
Composition biochimique (Haddadinet al., 2008) (Farah et al., 1992)
Vitamines mg/kg :

- Acide ascorbique © 33 11

- Acide folique (B9) 0,087 0,053

- Niacine (B3) 0,780 -

- Acide pantothénique (B5) 3,680 3,6
Minéraux mg/l (kappeler, 1998)

- Calcium 1060-1570 1000-1400

- Fer 1,3-2,5 0,3-0,8

- Potassium 600-2100 1350-1550

I-2-3-5- Protéines camelines

Pour le lait dromadaire, Les teneurs en protéines variant de 2,5 a 4 %. La teneur
moyenne en caséine et en protéines lactosériques varie entre 1,9 et 2,3 % et entre 0,7 et 1,0 %
respectivement (Farah, 1996 ; 2011).

1-2-3-6-Fraction azotée

La fraction azotée du lait de chamelle comme celle du lait de vache, cependant la
quantité en azote non protéique dans le lait de chamelle un peu plus élevée.

1-2-3-7- Sels minéraux

Le lait de chamelle est une source riche en sels minéraux en raison de certains
fourrages consommeés par les dromadaires (Yagil, 1982). Les sels présents sont diversifiés, et
la teneur totale en minéraux varie de 0,60 a 1,05 %. On y dénombre en effet des Macro et des

Oligoéléments qui se trouvent sous forme de sels (phosphates, chlorures, et citrates).
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I-3-Utilisation médicale et thérapeutique du lait de chamelle

Le lait chamelle est apprécié traditionnellement pour ses propriétés anti-infectieuse,
anti-cancéreuse, anti-diabétique et plus généralement comme reconstituent chez les malades
convalescents. Ces propriétés peuvent étre reliées a la composition du lait de chamelle, et
certain des composants pourraient étre associes a ces propriétes a particulierement les facteurs

antibactériens, I’insuline et la vitamine C.

I-3-1- Les facteurs antimicrobiens
Parmi les facteurs antimicrobiens, on retient essentiellement :
. ]
«+ Lactoferrine

La Lactoferrine (LF) est une glycoprotéine contenant deux sites capables chacun
de fixer un ferrique (Fe**). Cette capacité explique en partie son réle dans le contréle de la
croissance de certaines bactéries pathogenes, telles que Staphylococcies aureus et Escherichia
coli (Diarra et al., 2002).Sur le plan des propriétés physiques, la Lactoferrine de la chamelle,
comme beaucoup d’autres protéines laitiéres camelines, est plus thermorésistante que chez les

autres especes.

0,

¢ Lysozyme

Le lysozyme est une protéine naturellement présente dans les laits de
mammifeéres ou il représente un facteur antimicrobien puissant. Il se lie électrostatiquement
sur les surfaces anioniques des bactéries. Les bactéries gram-négatif sont plus résistantes au
lysozyme car elles contiennent une membrane externe de lipopolysaccharides, qui peut les
protéger. En revanche, les bactéries telles que Staphylococcus aureus,St.lentus, Lactobacillus
casei, Lb.plantarum, Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens,...etc., sont sensibles

au lysozyme (Kanuspayevaet al., 2003).

% Immunoglobulines

Les IgG jouent un role dans le systtme immunitaire chez les nouveau-nés. Le
taux des immunoglobulines est tres élevé dans le colostrum chez tous les mammiféres.
Cependant, la concentration d’immunoglobulines dans le lait varie selon les espéces

concernées, dont trois classes fonctionnelles d’IgG sont définies chez le dromadaire. Du point
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de vue structural, les 1gG du dromadaire sont plus proches des immunoglobulines humaines

que de celles des autres ruminants.

I1-3-2- Le facteur anticancéreux

La Lactoferrine joue un réle reconnu dans le traitement de certains cancers et ses
effets anti-tumoraux ont été étudies notamment chez le rat (Jouan, 2002). Partant de ces
résultats observés en laboratoire, (Chissovet al., 1995) ont élaboré une préparation a base de

Lactoferrine a utiliser dans les zones oro-pharyngiennes aprés une chimiothérapie.
I-3-3-Le facteur antidiabétique : I’insuline

L’amélioration du statut glycémique chez les diabétiques traités au lait de chamelle
serait due a la présence d’insuline en quantité importante. En tout état de cause, il semble que
la consommation réguliere de lait de chamelle a une action hypoglycémiante et régulatrice de

la glycémie chez les patients insulinodépendants (Kanuspayevaet al., 2003).
I-3-4-Les facteurs stimulants : la vitamine C

La réputation du lait de chamelle est en grande partie due a sa richesse en vitamine
C. De tous les laits de mammiferes collectés pour les besoins de 1’homme, celui de la
chamelle est le plus riche en cette vitamine, dont il joue un rdle biologique considérable par
ses propriétés anti-oxydantes. Récemment, il a été montré qu’elle avait aussi action une action
positive sur la réponse immunitaire des organismes agressés par diverses maladies

(Kanuspayeva et al., 2011).

I-4-Aptitudes a la transformation technologique du lait de chamelle

L’industrie laitiere occupe une place importante et particuliere dans
I’ Agroalimentaire. D’une part parce que I’industrie laiticre se caractérise par la transformation
d’une unique matiére premicre et d’autre part parce qu’elle produit une multitude de
fabrications et de produits différents. Le lait de dromadaire a des particularités qui limitent sa

transformation en industrie, aux produits dérivés par rapport a celle de la vache :

% 1l comporte une résistance particulierement elevee a la prolifération bactérienne, dans
les premiéres heures de son existence. En raison de sa teneur élevée en lysozyme, et en

vitamine C(Kamoun et Ramet, 1989).
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X/
°e

On retiendra que ce lait est pauvre en matiére seche dans sa composition totale. Aussi
sa composition minérale différe ; il y a moins de Ca®*, Na*, phosphore (Kamoun,
1995).

% L’acidification du lait de dromadaire, réalisée par voie fermentaire, soit par voie

exogene, donc était plus lente (Kamoun et Ramet, 1989).

% Leur matiére grasse est difficile a séparer par écrémage. Ceci est di a la faible taille
des globules gras et a leur composition particuliere en acide gras (Ruegg et Farah,
1991).

Le lait de dromadaire est pauvre en composition fromagers et son équilibre minéral,

X/
°e

particulier, amplifie son inaptitude a la transformation en fromage (Kamoun, 1990).

Toutefois, moyennant des adaptations technologiques pour le corriger, ce lait devient
transformable en produits laitiers avec des rendements et des qualités organoleptiques

satisfaisants. On peut citer a titre d’exemple les adaptations suivantes :

e Dans la fabrication du yoghourt et pour renforcer le gel, le lait est corrigé par un
apport de caséinates de poudre de lait de vache ou de brebis (Ramet, 1994).
e [L’adjonction de phosphate de calcium pour le rétablissement de 1’équilibre minéral.

e [L’utilisation des extraits d’enzymes gastriques de dromadaires (Siboukeur et al.,

2005).

Plusieurs produits peuvent étre dérivés de ce lait comme le beurre, le fromage, la creme

glacée.. .etc.

I-4-1-Fabrication de la créme et du beurre

La séparation de la créme par décantation prend un temps plus long que pour le lait
bovin. Ce comportement pourrait s’expliquer par une densité de la créme proche de celle du
lait écrémé, et /ou par les propriétés physicochimiques des globules gras (Yagil et Etzion,
1980b).

De ce fait, la préparation de la créme a partir du lait de dromadaire devrait s’opérer
plus avec appareils appropriés (type centrifugeuse) qu’avec des procédés traditionnels utilisés

(écrémage, spontané) (Farah et al., 1989).
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I-4-2-Fabrication de fromage

Certains fromages traditionnels de lait camelin  sont élaborés par thermo-
coagulation des protéines et obtention d’une pate humide en forme de galette & consommer
rapidement ou apres sechage naturel et/ou salage. Toutefois, les particularités des constituants
du lait de chamelle (petite taille des globules gras, présence d’un systéme antibactérien...etc.),

ne permettent pas le transfert aisé de la technologie fromageére du lait bovin au lait camelin.

C’est le cas de la fabrication des fromages a pate fraiche ou la formation du caillé
est assez du fait que I’acidification est limitée par le systéme antimicrobien du lait. En
revanche, des travaux ont montré qu’elle était possible moyennant ou un ajout de lait d’autres

especes, ou par I’utilisation paralléle de ferments lactiques (Mohamed et al., 1990).

D’autres agents coagulants sont proposés en dehors de la présure bovine. Il s’agit de
la pepsine bovine, de la présure cameline et enfin des protéases coagulantes microbiennes de

Mucomiehei et d’Endothia parasitica (Ramet, 1990).
I1- Le lait de chevre
I1-1-Définition du lait

Le congres international de la répression des fraudes a défini en 1909 le lait comme
suit : «le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompu d’une femelle laiti¢re
bien portante, bien nourrie et non surmenée, il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir

de colostrum».

Le lait est un édifice physico-chimique extrémement complexe dont la valeur
nutritionnelle est articulée autour de quatre nutriments principaux qui sont : Les protéines, les
lipides, les glucides et les sels minéraux ainsi que d’autres éléments (vitamines). Le lait cru
est un produit intéressant car n’ayant subi aucun traitement d’assainissement il conserve sa

valeur nutritive (Larpent et Bourgeois, 1996).
I1-2-Le lait de chevre
11-2-1-Définition

Le lait de chevre est plus blanc que le lait de vache et dont la saveur est plus prononcé,
les matiéres grasses du lait de chevre contenant un peu moins de cholestérol que celles du lait

de vache entier et sont plus digestibles (Anonyme, 2000).
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11-2-2-Valeur nutritionnelle du lait de chévre

Sa valeur alimentaire est en relation directe avec sa consommation ou son utilisation
industrielle, la principale utilisation est sa transformation en fromages, et a un degré moindre

pour la fabrication du yaourt et du beurre (Katant zopuolor, 1996).

L’importance de la valeur alimentaire du lait de chévre se traduit par sa composition
riche en eau, lactose, protéines et acides aminés, acide citrique, sels minéraux et matieres

grasses ce qui traduit sa bonne valeur nutritionnelle (Hachelaf et al., 1993).
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I1- Les Bactéries Lactiques
I1-1-Définition et caractérisation des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes unicellulaires, procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes (De Roissart, 1986) C’est-a-dire qu’elles tirent leur
énergie de la dégradation de matiére organique. Il s’agit de réaction d’oxydation qui se fait
par déshydrogénation (parfois couplée a une hydratation ou a une décarboxylation) (Guiraud,
1998).

En plus de ces caracteres biochimiques, il convient de prendre en compte leurs caractéres

microbiologiques :

- Les bactéries lactiques sont Gram (+).
- Elles ne sont pas sporulées.

- Elles sont pour la plupart immobiles.

-Elles sont dépourvues de cytochromes, étant incapabled’effectuer la synthése du noyau héme
des porphyrines donc sont incapables de respirer mais peuvent seulement effectuer un

métabolisme fermentaire (Guiraud, 1998)
I1-1-1-Propriétés Géneérales
11-1-1-1-Morphologie

Il existe deux grands groupes morphologiques : Les coques et les bacilles. Les coques
(Cocci) : sont des spheres plus au moins ovoides de 0,5 a 1,5 u m de diametre dont la division
peut engendrer les paires, des tétrades, des tétrades, des chainettes ou des amas. Ce sont des

bactéries non sporulées et immobiles.

Les bacilles : sont des bactéries en forme de batonnets qui peuvent avoir differents
aspect. AcoOté de batonnets droits classique, on peut trouver des coccobacilles ou de longues
chaines de bacilles. Le batonnet peut s’incurver dans certains cas ou s’allonger en filaments.

IIs sont de 0,5 a 0,2 um de diametres et 1,5 a environ 10 um de long (Hermier et al., 1992).

11
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11-1-1-2-Physiologie
11-1-1-2-1-Type respiratoire

Les bactéries lactiques sont des microorganismes hétérotrophes anaérobies qui tolerent
1’0, dans certaines mesures, 1’0, affecte leurs métabolismes mais aussi leur croissance, leur

survie et I’intégrité de leur génome (Duwatet al., 1995).

Elles ne sont pas particulierement adaptées a la vie aérobie mais elles peuvent tres bien
tirer profit de 1’oxygéne présent dans un environnement micro-aérobie en présence de faible

quantité de substrat carboné.

Ces conditions sont souvent celles que rencontrent ces bactéries dans leur

environnement naturel actuel (Fenton, 1987).
11-1-1-2-2-Mobilité

Le test de mobilité peut étre fait par les méthodes habituelles. Les bactéries lactiques

sont en majorité immobiles.
11-1-1-2-3-Température de croissance

Généralement ’action de la température intervient a plusieurs niveaux : activation du
métabolisme selon la loi d’Arrhenius, stress thermique et dénaturation des constituants

cellulaires.

- Le froid ralenti et bloque le métabolisme microbien, sans tuer la cellule. Pour les
bactéries lactique, la température optimale de croissance est variable selon les genres,
comme exemple les lactobacilles, Streptococcus thermophiles qui sont thermophiles
(Tableau 02).

12
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11-1-1-2-4- pH : Variable selon les genres et les especes (Tableau 02)

Tableau 02 : pH et température optimale de croissance pour quelques genres des bactéries

lactiques.
Genres et espéces Température optimale de pH optimal de croissance
croissance
Pediococcus acidilactici 40C-° Non identifié
Pediococcus damnosus 22 C° 5-5,5
Lactobacillus agilis 30C° 7
Lactobacillus héterohiochii 30cCe 5-7
Lactococcus piscium 10Ce 7

11-2-Classification des bactéries lactiques
11-2-1-Les coques

C’est le cas de Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc et Pediococcus. Ce sont des
sphéres plus ou moins ovoides (Figure 01) de 0,5 a 1,5um de diametre dont la division peut

engendre des paires, des tétrades, des chainettes sou des amas.

13
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Figure 1 : Leuconostoc lactis observé au M.E.T. (x 10000).

http://www.oocities.com/cheezyfr/photos/Leuconostoc.jpg

11-2-1-1-Le genre Lactococcus

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits
«Lactique», car ils sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possedent
aucun caractére pathogene. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils

sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al., 2005).

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de
longueur variable. Ce sont des bactéries anaerobies facultatives homofermentaires ne
produisant que de I’acide lactique L(+), seul Lactococcus lactis produit le diacétyle .leur
température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se développer a 10°C mais
pas a 45°C .Quelques espéces produisent des bactériocines. Elles sont capables de se
développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I’arginine (Tamime, 2002).

11-2-1-2- Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est trés mouvementée. Ce
genre est généralement divisé en trois groupes : pyogene (la plus part des espéces pathogenes

et hémolytiques), oral et les autres streptocoques (Scheilfer, 1985).

14
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La seule espece de Streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus qui a été inclue dans le groupe des « autres streptocoques », mais
ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré d’homologie avec

I’ADN de Streptococcus salivarius (Stiles et Holzapfel, 1997).
11-2-1-3-Le genre Enterococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type Aet
B sont des commensaux de I’intestin. Les especes rencontrées dans I’alimentation sont
essentiellement En. faecalis et les espéces proches. Les entérocoques sont des coques qui
peuvent étre mobile, homofermentaires, généralement différenciés par la fermentation de

I’arabinose et le sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C (Tamimeet al.,2007).

I1-2-1-4-Le genre Leuconostoc

Il représente les coques hétérofermentaires. La classification des espéces basée sur le
GC% a permis de distinguer trois espéces : Ln. Mesenteroides (et ses trois sous especes :
subsp. Mesenteroides. subsp. Dextranicum subsp. Cremoris), Ln. lactis, Ln.
Paramesenteroides et Ln.enos (Yang et Woese, 1989; Leveau et Bouix, 1993).
I1-2-1-5-Le genre Pediococcus

Il rassemble des coques homofermentaires dont la particularité qui les différencie des
autres genres est le regroupement en paires ou en tétrades. Le genre Pediococcus est
mésophile. Leur exigence nutritionnelle, leur faible activité protéolytique et le plus souvent
leur incapacité a utiliser le lactose, ne leur permettent pas d’acidifier et de coaguler le lait.
Leur Fermentation homolactique donne parfois de 1’acide lactique racémique (acide D. L.-
lactique).

Mais, fréeguemment la forme lévogyre L prédomine : les espéces osmophiles non
acidophiles nedonnent que cette forme. Ce genre est parfois utilisé comme levain lactique

pour les charcuteries (Guiraud, 1998).
11-2-2-le genre Lactobacillus

Les lactobacilles appartiennent a la flore normale de la cavité buccale, urogénitale et
du tractus gastro-intestinal de I’homme et de 1’animal. Ils représentent le groupe le plus
important des bactéries lactiques, contenant plus de 120 espéces et 20 sous especes.

Les lactobacilles se présentent sous forme de bacilles Gram positif, isolés ou en

chainettes, non sporulés et immobiles avec un pourcentage G+C inférieur a 50%. Les
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lactobacilles appartiennent au groupe des Firmicutes, a la classe des Bacilli, a I’ordre des
Lactobacillales et a la famille des Lactobacilliaceae. Ces bactéries peuvent se développer a
des températures basses ou extrémes comprises entre 2 et 50°C, avec un optimum compris
entre 30 et 40°C. Ils ont un métabolisme strictement fermentaire (homo ou
hétérofermentaires), aérotolérant ou anaérobies et acidophiles, avec un optimum de pH entre
5,5 et 6,2 (Kandler and Weiss, 1986). De plus ces microorganismes sont auxotrophes avec
de fortes exigences en facteurs de croissance tels que des glucides, des acides aminés, des
dérivés d’acides nucléiques, des sels et des vitamines (Morishitaet al., 1981). Les
lactobacilles sont isolés de diverses niches écologiques telles que les plantes, le sol, I’eau, les
produits laitiers, carnés ou végétaux fermentés ou en décomposition. Bien qu’ils y soient
moins représentés que les Bifidobactéries, les lactobacilles sont des habitants naturels des
tractus gastro-intestinaux et Urogénitaux de I’homme et de I’animal.

Les lactobacilles peuvent étre classés en trois groupes selon leur métabolisme fermentaire
(Tableau03).

* Groupe 1, homofermentaires obligatoires, produisant exclusivement de I’acide lactique

a partir de la fermentation du glucose. Les bactéries associées a ce groupe ne fermentent pas
les pentoses et parmi les especes les plus fréquemment isolées de produits alimentaires, on
trouve L. acidophilus et L. delbrueckii.

* Groupe 2, représente les hétérofermentaires facultatifs, qui produisent en plus de ’acide
lactique, de 1’éthanol, du CO,, de 1’acide acétique ou d’autres acides organiques a courte
chaine a partir de la fermentation d’hexoses. Ces microorganismes peuvent fermenter les
pentoses grace a I’enzyme transketolase, qui catalyse la transformation du xylose-5-phosphate
en glycéraldéhyde-3-phosphate (3éme maillon de la glycolyse). Les espéces les plus
représentées sont L. casei et L. plantarum.

* Enfin le groupe 3, inclut les hétérofermentaires obligatoires, qui fermentent les hexoses et
les pentoses en acide lactique, acide acétique et/ou éthanol et CO,. La production de gaz a
partir de la fermentation du glucose est un trait caractéristique de ces bactéries. Les
principales espéces de ce groupe sont L. fermentum et L. brevis (pour une revue détaillée,
Stiles and Holzapfel, 1997).
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Tableau 03:Les principaux groupes formés au sein du genre Lactobacillus, sur la base des

Les bactéries lactiques

caractéristiques phénotypiques (adapté de Stiles and Holzapfel, 1997).

Groupe 1

homofermentaires strictes

Groupe 2

héterofermentaires facultanifs

Groupe 3

hétérofermentaires strictes

I acidophilus
L. amylophilus
L. amylovorus
L. agviarius subsp. araffinosus
L aviarius subsp. Aviarius
L crispaius
I delbrueckii subsp. bulgaricus

L. acefotolerans
I agilis

L. alimentarius

L. bifermentans
I casei

L. coryniformis

subsp. forguens

I brevis
L. buchneri
L. collinoides
L. fermenium
L. ffuctiverans
L. fiuctosus
L. hilgardii

L. delbrueckii subsp. L. corymniformis L. Ekefir
delbruecksi subsp. coryniformis L. malefermentans

L. delbrueckii subsp. lactis L. cuvatus L oris

L. farciminis L. graminis L. panis

L gallinarum L hamsteri

L. parabuchreri

I gassert L homohiochii L parakefir
L. helverficus I infestinalis I pontis
L. jensenii L. murinus L. reureri

L. johnsonii L. paracasel subsp. paracasei L. sanfrancisco

L. kefirancfaciens L. tolsrans L. suebicus

L. kegfirgranum L. paraplantarum L. vaccinesfercus

L. mali L. plantarum L. vaginalis

L. ruminis L. pentosus
L salivarius subsp. salicinus I rhamnosus
L. salivarius subsp. salivarius L. sake

L sharpeaes

11-3-Habitat

Les bactéries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux naturels, des végétaux
(plantes et fruits), des animaux et des humains (cavités buccales et vaginales, feces et dans le
lait). Mais certaines especes semblent s’adapter a un environnement spécifique et ne sont
guere trouvées ailleurs que dans leurs habitats naturels (de Roissart, 1986).

Les espéces du genre Lactococcussont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
Réservoirs naturels de la plupart de ses espéces. L espéce Lactococcus lactis subsp. Lactisest
Isolée pour la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue comme
agent primaire de I’acidification du lait caillé (Sandine, 1988).

Parmi les espéces du genre Streptococcus,Streptococcus thermophilus est isolée du lait
pasteurisé, du matériel de laiterie et de levains artisanaux (Jones, 1978).

Les especes du genre Leuconostocsont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits,
des légumes (en particulier la betterave), des vegétaux en fermentation (comme la

choucroute), des produits de la panification (Suhigara, 1985) et des solutions visqueuses de
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sucre dans les sucreries (Devoyode et Poullin, 1988).Les especes du genre Pediococcussont
présentes surtout dans les végétaux en décomposition, parfois dans les boissons alcoolisees, le
lait, les différents fromages (Parmesan et autres fromages italiens) et les préparations
culinaires (Saucisses, anchois salés ou sauce de soja) (Chapman et Sharpe,
1981;Dellagilioet al., 1981A ; Uchida, 1982; Bacuset Brown, 1985B ; Villard et al., 1985).

Les especes du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents :
dans le lait et les fromages (Lb. casei subsp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb. brevis),
dans les laits fermentés (Lb. kefir, Lb. brevis et Lb. fermentum), dans les produits végétaux
fermentés, les marinades, 1’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées (Lb. brevis,
Lb.curvatus, Lb. buchneri et Lb. sanfranscisco) (Desmazeaud, 1996).

11-4-Les bactéries lactiques dans la microflore intestinale

Les tractus gastro-intestinaux et urogénitaux de 1’homme et des animaux sont les
principaux habitats naturels des bactéries lactiques, du fait qu’ils fournissent un
environnement stable et un approvisionnement continu en éléments nutritifs, sous forme
d’aliments ingérés ou sécrétés par I’hdte. On y retrouve plus communément les genres
Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus et Bifidobacterium. Généralement les espéces de
Lactobacillus isolées du tube digestif de I'hnomme comprennent L. acidophilus, L. salivarius,
L. casei, L. plantarum, L. fermentum, L. brevis et L. reuteri (Mikelsaaret al.,1987).Dans le
tractus gastro-intestinal humain, on compte une population microbienne de prés de 1013 a
1014 organismes (Gorbachet al., 1967). Celle-ci est constituée de plus de 1000espéeces, et le
génome total de ces commensaux ou « microbiome» est estimé a au moins 100fois plus de
genes que le génome humain complet (Hooper and Gordon, 2001 ; Gill et al.,2006).

Chez I'nomme, le nombre de bactéries lactiques est tres variable dans les différentes
sections du tube digestif, il augmente progressivement lorsqu'on passe de 1’intestin gréle vers
le cdlon (Figure 2). Dans l'iléon distal, le contenu dans la lumiére, est moins acide et les
mouvements péristaltiques plus lents, favorisant ainsi une densité bactérienne plus élevée qui
Atteint 105-108 cellules par gramme de contenu luminal (Gorbach et al., 1967 ; Holzapfel et
al., 1998). Le c6lon, quant a lui, est le plus grand réservoir de bactéries, les mouvements
péristaltiques des entérocytes sont lents et les aliments y ont un temps de séjour de 18 a4 68 h
(Mitsuoka, 1992), ceci permet aux bactéries de croitre dans le contenu luminal. La microflore
Colique est I'une des plus diversifiées parmi celles identifiée dans les autres écosystémes, elle
Compte plus de 400 espéces décrites & ce jour. Le nombre de bactéries varie entre 10 et

10"par gramme de contenu et constitue environ 30 & 50 % de la masse fécale.
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Les lactobacilles comptent parmi la flore dominante du microbiota intestinal et sont
présents tout au long du tractus gastro-intestinal en des quantités variables. lls représentent
environ 1% des micro-organismes, soit approximativement 10° & 107 bactéries/g de contenu
intestinal (Dal Bello et al.,2003; Tannock, 2005). Toutefois, en raison de leur métabolisme,
les lactobacilles colonisent l'intestin gréle proximal, c'est-a-dire le duodénum et le jéjunum, ou
ils accédent aux réserves de glucides provenant de I’alimentation de I’héte, qu’ils utilisent
comme des sources d’¢léments nutritifs (Bongaerts and Severijnen, 2001). Ce trait
phenotypique est reflété par un nombre important de génes codant pour des enzymes du
métabolisme des glucides ainsi que pour des transportes d’entre eux ont été décrits pour
certains lactobacilles et qui se rapportent directement a la place qu'ils occupent au sein du
tractus gastro-intestinal (Claesson et al., 2007).

Toutefois, la croissance de ces bactéries dans le tractus gastro-intestinal (GI) dépend
D’un certain nombre d’autres facteurs tels que 1’acidité, les sécrétions biliaires, la présence
D’immunoglobulines, d’enzymes, I’exfoliation des cellules épithéliales, la sécrétion du mucus

Ainsi que des mouvements péristaltiques (Holzapfel et al., 1998 ; Tannock, 1999).
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Figure2 : Composition de la microflore intestinale humaine (Isolauri et al., 2004).
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Pour résister a I’entrainement par le flux de matiére entrant dans la lumiére intestinale,
I’adhésion des bactéries aux différents constituants de la paroi intestinale est probablement un
facteur important, conditionnant le succés de la colonisation de la partie supérieure de
I’intestin (Savage, 1977; Fuller, 1989 ; Tannock et al., 1992). L’interaction physique des
Lactobacilles avec des composés de la surface intestinale de 1’hote est une fonction
indispensable a la compréhension de 1’écologie du Lactobacillus dans le tractus gastro-
intestinal humain. En comparaison avec les travaux effectués sur les mécanismes d’adhésion
des pathogénes de I’homme, trés peu d’informations ont été rapportées dans la littérature sur
les molécules de surface impliquées dans 1’adhésion de lactobacilles a la muqueuse
intestinale.

11-5-R0le et intérét des bactéries lactiques
I1-5-1-Domaine alimentaire

11-5-1-1 ROle sur la structure et la texture

L’acidification provoque la formation d’un caillé +ou- ferme selon les bactéries
lactiques présentes. Selon les produits, la texture recherchées est ferme (yaourt ferme) ou
onctueuse (yaourt brassé ; kéfir). Pour obtenir une consistance déterminée, I’utilisation des
souches plus ou moins acidifiantes peut étre couplée a celle des souches productrices de
polysaccharides (Satura et Federighi, 1998).

11-5-1-2 Réle dans la conservation

*Production d’acide lactique : Les bactéries lactiques ont un role important dans 1’inhibition
des flores non lactiques.

*Production de bactériocine : Ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un trés grand
nombre de souches de bactéries lactique, ils sont généralement thermorésistants.

11-5-1-3-Rdle sur les caractéristiques organoleptiques : Par production en dehors de I’acide
lactique, d’autres produits tels que le diacétyle et 1’acétaldéhyde, qui responsable des flaveurs

caractéristiques (Boudjemaa, 2008).

I1-5-2- Domaine de santé

L’intérét des bactéries lactiques en matiere de sant¢ humaine a ét€ initialement
proposé au début du siecle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus sp
pouvaient réduire la putréfaction intestinale en modifiant la flore intestinale. Le réle des

bactéries lactiques sur la santé était dans le cadre des probiotiques. Les bienfaits des bactéries
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lactiques sont de plus en plus étudiés, certains sont bien établis d’autres restes encore contre
Verses :

*Ameliore la digestion de lactose.

*Le traitement de certaines infections ou diarrhées.

*Diminution du cholestérol sérique et dé-conjugaison des sels biliaires.

*Utilisation dans 1’élaboration des vaccins (Calvez et al., 2009).
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I11-Les Probiotiques
I11-1-Définition

Un probiotique est un microorganisme vivant qui, lorsqu’il est ingéré en quantité
suffisante, exerce un effet positif sur la santé. Les probiotiques sont principalement des
bactéries et des levures présentes ou réintroduites dans la flore intestinale résidente (Gaggia et

al.,2010). Il Existe quatre grands groupes de Probiotiques :
A) Les ferments lactiques

Ils sont capables de produire de 1’acide par la fermentation de certains sucres comme

le lactose.
B) les Bifidobacteries

D’origine humaine ou animale, elles appartiennent a la flore intestinale normale. Ils

sont regroupés en deux catégories selon leur morphologie : Les lactobacilles et les coques.
C) les différentes levures de type saccharomyces

Elles sont principalement utilisées dans 1’industrie agroalimentaire.

D) Les autres sporules dont Bacillus subtilis et cereus

Le concept de probiotique fait appel a quatre notions importantes

-Un probiotique est un microorganisme vivant.

-Un probiotique est ingéré par voie oral.

-Un probiotique exerce un effet bénéfique.

-Un probiotique exerce son action en I’équilibre de la flore intestinale les probiotiques
peuvent étre considérés comme un moyen de véhiculer des principes actifs qu’ils contiennent
(enzymes, composants de paroi, peptides immuno—modulateurs, substances antibactériennes)

jusqu’ ‘a leur cibles d’action dans le tractus digestif (Marteau et al.,1993 et 1998).
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I11-2-Classification des probiotiques

Les probiotiques peuvent étre classés en quatre catégories (Tableau 04). La premiere
catégorie renferme les espéces du genre Lactobacillus. Les lactobacilles sont des bactéries
Gram-positif, classées dans le phylum des Firmicutes et appartenant a la famille de
Lactobacillaceae (Hammes and Vogel, 1995). Elles se présentent sous forme de bacilles ou
de coques et sont anaérobies facultatives, immobiles, non flagellés et non sporogenes. Les
lactobacilles forment une grande partie des bactéries lactiques qui sont capables de produire
de I’acide lactique par la fermentation de certains sucres comme le lactose. Ces especes
colonisent I'étre humain et sont généralement présentes dans le tractus gastro-intestinal, les
muqueuses vaginales et la cavité buccale (LandRouster-Stevens et al.,, 2005). Les
lactobacilles sont parmi les probiotiques les plus utilisés chez I'humain avec plus
d'applications connues notamment la fabrication des produits laitiers fermentés tel que le
yogourt (Klaenhammer, 1998). Parmi les souches commerciales les plus utilisées, on
retrouve les souches de L. acidophilus, L. casei, L. paracasei et de L. johnsonii (Holzapfel
and Schillinger, 2002).

La deuxiéme catégorie est composée des especes de Bifidobacterium. Ce sont des
bacilles a Gram-positif, anaérobies strictes, immobiles et forment le groupe bactérien
prédominant de la flore intestinale humaine (Mitsuoka, 1990). Les bifidobactéries sont
majoritairement utilisées comme probiotiques surtout par l'industrie agroalimentaire en raison
de leurs nombreux bienfaits sur la santé. C'est le cas de la souche commerciale B. animalisssp.
LactisBb12 (Mohan et al., 2006; Kabeerdoss et al., 2011).

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

agroalimentaire.
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Tableau 4: Liste des microorganismes considérés comme des probiotiques (Holzapfel,
Haberer et al., 2001).

Lactobacillus  Bifidobacterium Autres bactéries lactiques  Bactéries non-lactiques

L. acidophilus B. adolescentis  Enterococcus faecalis Bacillus spp,

L. amylovirus  B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli Nissle

L. brevis B. bifidum Lactococeus lactis Propionibacterium freudenreichit
L. casei B. breve Leuconostoc mesenteroides  Saccharomyces cerevisae

L. cellobius B. infantis Pediococcus acidilactici Saccharomyces bourlardii

L. crispatus B. lactis Sporolactobacillus inulinus

L. curvatus B. longum Streptococcus thermophilus

L. delbrueckii  B. thermophilum Streptococcus diacetylactis

L. farciminis Streptococcus intermedius
L. fermentum

L. gallinarum

L. gasseri

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

111-3- Propriétés et Critéres de sélection des souches probiotiques

Afin qu’un microorganisme puisse étre reconnu en tant que potentiel probiotique, il lui

faut répondre a certains critere.

Tout d’abord, il doit étre non pathogeéne et €tre reconnu comme sécuritaire. Il doit avoir la
capacité de survivre et de croitre dans les conditions physiologique du tube digestif, ainsi
gu’avoir une bonne tolérance au PH acide rencontré au niveau de I’estomac et sels biliaires

rencontrés au niveau du duodénum (Dunne et al., 2001).

L’adhérence aux cellules épithéliales de ’intestin est souvent citée comme un critére
de sélection (Guarner et Schaafsma, 1998).L’importance de cette caractéristique est mise en

évidence par le fait que beaucoup de probiotique ne colonisent pas I’intestin et ont donc

25



Chapitre III : Les probiotiques

besoin de se fixes pour avoir leur effet bénéfique. Par exemple, les bactéries du genre
Lactobacillus sont plus a méme d’adhérer aux lignées cellulaires intestinales HT-29 et Caco-2

que les Bifidobacterium (Thornton, 1996).
Le tableau Srapporte les criteres les plus utilisé pour la sélection des probiotiques.

Tableau 05 : Criteres de sélection des probiotiques (Nousiainen et al., 2004).

Critéres But cherché
Résistance a 1’acidité gastrique Survie pendant le passage par [’estomac et
duodenum
Résistance aux sels biliaires Survie pendant le passage par I’intestin gréle

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

I’intestin

Adhésion au mucus et/ou aux cellules | Colonisation efficace, réduction des sites

épithéliales humaines d’adhésion des pathogénes a la surface

Production de substance antimicrobienne Inhibition du développement des germes
pathogénes

Résistance a la chaleur Survie pendant le processus de transformation

Bonnes propriétés technologiques Stabilité, croissance sur une large échelle, survie

dans le produit, résistance aux bactériophages

I11-3-1-La résistance a ’acidité gastrique

La survie des bactéries dans le suc gastrique dépend de leur capacité a tolérer les bas

PH. Le temps de passage peut €tre d’une heure a quatre heures selon 1’individu et son régime.

Par conséquent quelques auteurs proposent que les souches probiotiques doivent
résistes a un pH de 2,5 dans un milieu de culture pendant quatre heures (Ammor et Mayo,
2007).

111-3-2-La résistance aux sels biliaires

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

duodénum apres ingestion des repas gras. Les bactéries peuvent réduire 1’effet émulsifiant des
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sels en les hydrolyses avec des hydrolases, de ce fait diminuant leur solubilité (Ammor et
Mayo, 2007 ; Guet al., 2008)

111-3-3-L’adhésion 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
entailles. L’adhésion constitue le premier mécanisme de défense contre 1’invasion des
bactéries pathogénes. 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).

En plus du pouvoir d’adhésion aux cellules épithéliales de 1’intestin, les probiotiques
peuvent se fixer au mucus qui recouvre les anthérocytes ou aux divers microorganismes que

I’on retrouve dans le tractus gastro-intestinale (Lamoureux, 2000).
I11-3-4-La production de substances antimicrobiennes

Les bactéries lactiques synthétisent des molécules a action bactéricide\bactériostatique
comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, le diacétyle et
les bactériocines. Ces mecanismes antimicrobiens ont été exploités pour améliorer la

préservation des aliments (Titiek et al.,1996 ; Labioui et al.,2005).
I11-3-5-Résistance aux antibiotiques

Les bactéries lactiques 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 d’Enterococcus faeciumont été

trouves résistants a la vancomycine.

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).
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I11-4-Les probiotiques et leurs effets benéfiques sur la sante

Plusieurs études ont démontré les multiples effets bénéfiques des probiotiques, en
effet, les probiotiques interviennent dans la prévention et le traitement de plusieurs diarrhées,
notamment la diarrhée du voyageur et la diarrhée associée a la prise d’antibiotiques
(Beausoleil et al., 2007; McFarland, 2007). lls sont aussi impliqués dans la réduction et le
traitement de certaines infections gastro-intestinales (Salminen et al., 2005). Ils contribuent
également a la modulation du systeme immunitaire et au
intestinale (Tableau 06, Figure 03) (Matsuzaki and Chin 2000;Madsen, Cornish et al.,
2001).

renforcement de la muqueuse

Tableau 06 : Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Salminen et al.,
2004 ; Patterson, 2008).

Effets intestinaux Effets sur le systéme Autres effets

Immunitaire

Controle des troubles -Modulation immunitaire -Réduction du risque de :

suivants :
-Mauvaise digestion du -Répression des reactions | -Certains cancers
lactose. allergiques par réduction de | (colorectal, vessie, col

-Diarrhée due aux rotavirus
et Diarrhée-associée aux
antibiotiques.

-Syndrome du cblon irritable

-Constipation.
-Infection par Helicobacter
pylore.

-Prolifération bactérienne
dans I’intestin gréle.

-Maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin
Prévention de I’entérocolite
Nécrosante du nouveau-né.

I’inflammation.

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

utérin, sein)
-Coronaropathie.

-Maladie des voies
urinaires

-Infection des vois
respiratoires supérieures et
infections connexes

Réduction du cholestérol
sérique et de la pression
artérielle.

Les probiotiques améliorent aussi la digestion des aliments et jouent un réle dans la
réduction des symptomes de I'intolérance au lactose (Nagpalet al., 2007). Les probiotiques
possédent aussi une action antimicrobienne gréce a la production des bactériocines

(Klaenhammer, 1988). Certains probiotiques ont démontré leur capacité a prévenir certaines
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maladies chroniques telles que la maladie de Crohn, I'obésité et le diabete (Schultz et al.,
2004; Yadav et al., 2007). D’autres travaux laissent présager qu’ils pourraient également

jouer un réle important dans la prévention du cancer du célon (Wollowski et al., 2001).

z Antibiotic- =
Lactose metabolism as:o;il:tefl Immune response &
& food digestion : Parasitic infections
diarrhea

Constipation
& ulcers

" t
=31/

Oral health | gmmmm | Probiotics | B vitamins

e N

Cholesterol
l normalization
Antioxidative — Reduction in
activity Urinary tract & upper | | plood pressure

respiratory fract
infection

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

11-5-Role des Probiotiques

*IIs participent a D’activation de I’'immunité et a la réduction d’allergies chez les sujets a
risque.

*La résistance a 1’acide gastrique et a la bile, permet aux probiotiques de survivre dans le tube
digestif ou réside une partie de I’immunité

*Les probiotiques participent au développement du systeme immunitaire chez le nourrisson et
I’améliorent chez la personne agée en augmentant le nombre de phagocytes et de lymphocytes
Natural killer, premiéres défense contre un agent exogeéne.

*IIs agissent également sur I’immunité en colonisant le tractus intestinal, réalisant ainsi « un

effet barriere » empéche d’une part la colonisation de 1’épithélium par des pathogénes et
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renforce d’autre part 'immunité au niveau des muqueuses intestinales en augmentant la

production d’IgA et de mucus, défenses locales au niveau des muqueuses (Makhloufi, 2012).
I11-6-Applications des Probiotiques

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

probiotiques sont commercialisés sous trois formes (Patterson, 2008) :

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

et de céréales.

-Un ingrédient ajouté a un aliment a base de lait ou de soja et auquel on permet d’atteindre

une concentration élevée par fermentation.
-Des cellules séchees, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimés.

Les probiotiques sont généralement associés aux produits laitiers de culture.la
gamme de produits probiotiques comprend maintenant des fromages, des cremes glacées et
des yogourts glacés de méme que des aliments et boissons non laitiers (Patterson, 2008).

I11-7- Mécanismes d’actions des Probiotiques

Les probiotiques font actuellement l'objet d'un certain consensus dans la
communauté scientifique grace a leurs effets bénéfiques sur la santé de I'néte. Plusieurs
mécanismes par lesquels certains probiotiques exercent des effets protecteurs ou
thérapeutiques ont été proposés. Toutefois, ces modes d'action ne sont pas encore
completement élucidés. Parmi ces principaux mécanismes d'action, on retrouve le
renforcement de la barriere intestinale, l'inhibition de Il'adhésion des pathogénes a la
muqueuse intestinale, la production de substances antimicrobienne et la modulation du

systéme immunitaire.

I11-7-1. Inhibition de I'adhésion des pathogénes : phénomeéne de compétition/exclusion
Les probiotiques exercent une action antimicrobienne directe en s’opposant a
I'invasion des microorganismes pathogénes dans le tube digestif tout en empéchant leur
adhésion aux parois intestinales (Vanderpool et al., 2008). En effet, il existe une compétition
directe entre les souches probiotiques et les germes infectieux pour occuper les sites

d’adhésion aux parois de I’intestin. Certains probiotiques ont une capacité d'adhérence au tube
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digestif et peuvent le coloniser de maniere prolongée. Cette propriété pourrait constituer un
avantage écologique favorisant leur implantation au niveau des parois intestinales et par
conséquent, l'inhibition de la fixation des germes pathogénes. Ainsi, les probiotiques jouent
un role de barriére physique contre les microorganismes pathogenes. Ce phénomeéne a été
observé chez certains lactobacilles qui adhérent aux villosités intestinales et inhibent la
fixation d’Escherichia coli entéro-pathogénes (Roselli, Finamoreet al., 2006; Collado,
Meriluotoet al., 2007).

I11-7-2-Production de substances antimicrobiennes

Les probiotiques pourraient également limiter la croissance des pathogenes en
exercent une action antimicrobienne indirecte. Cette derniére se réalise grace a la production
de différents composés antimicrobiens.
I11-7-2-1- Les bactériocines

Ce sont des composés protéiques qui ralentissent respectivement les invasions des
souches bactériennes (Klaenhammer, 1993). Ces substances nocives produites par les
probiotiques sont dirigées contre des bactéries phylogénétiquement proches de la souche
productrice. Elles agissent principalement sur la membrane externe des bactéries cibles en
formant des pores qui menent a la libération du contenu intracellulaire et a la mort de la
bactérie affectée. Les lactobacilles et les lactocoques, contrairement aux souches de
bifidobactéries, sont le plus souvent associés a la production de bactériocines (Fooks and
Gibson, 2002).La nisine, qui est produite par la bactérie Lactococcus lactis, est la

bactériocines la plus documentée.

I11-7-2-2-Les acides organiques

Les bactéries probiotiques ont la capacité de produire des acides organiques qui
contribuent a l'inhibition de la croissance des microorganismes entérovirulants (Servin,
2004). 11 s’agit de l'acide lactique et 'acide acétique, qui sont produits respectivement par les
lactobacilles et les bifidobactéries via la fermentation des hexoses. Ces acides organiques,
produits a partir de glucides ingérés lors de la prise alimentaire, contribuent a faire baisser le
pH intestinal. Leur diffusion passive a travers la membrane bactérienne sous leur forme non
dissociée permet, aprés leur dissociation, d'acidifier le cytoplasme et donc d'inhiber la

propagation, la croissance et la survie des agents pathogénes acido-sensibles.
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I11-7-2-3- Le peroxyde d*hydrogéne

Certaines bactéries lactiques produisent, en milieu humide, du peroxyde d'hydrogéne
(H202) qui inhibe de nombreuses souches bactériennes pathogenes (Ouwehand and
Vesterlund, 2004). La production du peroxyde d'hydrogéne accompagnée par celle d’acide
lactiqgue permet [l'inhibition du développement de certaines especes pathogenes comme
certains virus tel que le virus de la fievre aphteuse, certains champignons comme Candida

albicans, ou encore certaines bactéries comme Escherichia coli, etc.

I11-7-3-Stimulation de P’activité du systéme immunitaire intestinale
L'interaction des probiotiques avec le systeme immunitaire permet d'accroitre la

réponse immune de I’hote contre les agents entéropathogenes. En effet, les probiotiques
interviennent dans la stimulation de I’immunité adaptative, tel que la production des anticorps
de type IgA(Shu and Gill, 2002), ainsi que lI'immunité innée tel que la production des
macrophages, des monocytes, etc.(Oelschlaeger, 2010). Par conséquent, les 33 probiotiques
agissent comme des adjuvants en modulant une réponse rapide de la muqueuse intestinale et
renforcant ainsi le systéme immunitaire intestinal.
I11-7-4- Allégations santé associées a la consommation des probiotiques

Connus depuis des centaines d'années, notamment a travers les produits laitiers
fermentés traditionnels, les probiotiques font I'objet d'un véritable regain d'intérét de la part
des industriels. Ces derniers insistent d'ailleurs sur leur action bénéfique notamment sur le
systeme digestif et I'équilibre de la flore intestinale. En outre, l'intérét des consommateurs
pour ces produits bénéfiques pour la santé est également I'un des moteurs de la croissance du
marché des probiotiques. Mais, l'arrivée de nouvelles regles sur les allégations a freiné la
croissance des probiotiques. Récemment, Santé Canada a mis au point une nouvelle
réglementation concernant les allégations génériques relatives a la consommation des

probiotiques (Santé Canada, 2009).
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1V-1-Matériels
IV-1-1 Objectif du travail
Le but de notre travail est :

% Etude in vitro de certaines propriétés probiotique de 8 souches de lactobacilles

(résistance au PH acide de I’estomac et la résistance aux sels biliaire).
IV-1-2 Site d’étude

Ce travail a été réalisé au laboratoire (LMBAFS) Laboratoire des microorganismes

bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé.
IVV-1-3 Origine des souches

Les souches des bactéries lactiques isolées a partir du lait de chamelle et lait chévre et
identifiée génétiquement par Mme Boukezzoula. N.

IVV-1-4 Milieux de culture :

% Le milieu MRS (De Man et al., 1960) : Utilisé pour les Lactobacillus.
1V-2-Méthodes
IVV-2-1 Conservation des souches

Les souches sont cultivées sur milieu MRS gélosé inclinés a 37 °C pendant 48 h.

Ensuite les tubes sont conservés a 4°C. Les cultures sont repiquées toutes les deux

semaines (Scardovi,1986).
IV-2-2 Etudes des propriétés probiotiques des souches Lactobacillus :
IV-2-2-1 Mise en évidence in vitro des propriétés probiotiques :

L’objectif de cette partie de 1’étude est d’évaluer le comportement des souches de
Lactobacillus étudiées envers les conditions rencontrées au cours du passage a travers le

tractus gastro-intestinal humain.
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IV-2-2-1-1 Résistance aux conditions gastro-intestinales simulées :

Ce test a été réalisé selon la technique décrite par (Izquierdo, 2009 ; Kanamet al.,

2007 ; Mosilhey, 2003) et qui comporte les étapes suivantes :
Préparation des solutions acides simulées au PH de I’estomac humain :

Des solutions 1’eau distillée sont ajustées au PH 2 et 3 avec I’Hcl 1M. L’eau distillée au PH
6,5 est utilisée comme témoin. Les solutions sont préparées dans les tubes de 10ml stérilisées
et conservées a tempeérature ambiante avant leur utilisation par la suite 0,1ml de chaque
culture jeune des souches étudiées est transféré dans les tubes contenant les solutions
acides ‘incubation est faite a37°C en anaérobiose pour 180 minutes afin de simuler la survie
des especes dans les conditions acides de humain. Le dénombrement des cellules viables est

ensuite effectue.
Dénombrement des cellules viables dans les solutions de pH gastrique simulé :
Mode opératoire :

Pour dénombrer les cellules viables dans les solutions acides, nous avons prélevé 0,1 ml (100
pl) de chaque culture aprés le temps d’incubation et avons réalisé des dilutions en cascade
jusqu’a 10° dans une ’eau physiologie. Les derniers dilutions (10°) de chaque tube sont

ensemencées en surface sur la MRS gélose dans les boites de pétri (Figure 04).

Les boites de pétri ainsi préparées sont incubées a 37°C pendant 48 h en anaérobiose.
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Figure 04:Protocol de dénombrement des cellules viables des8 souches dans un PH gastrique

simulé.
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1VV-2-2-1-2- Résistance aux sels biliaires

La technique décrite par (Kotikalapudi, 2009 ; Thirabunyanon et al., 2009 ; Vijendra et
Prasad, 2005 ; Mosilhey, 2003) a été appliquée :

Préparation des solutions biliaires
Mode opératoire

e 0,5 g de sels biliaires est préparée dans 100 ml ’eau distillée.

e [’cau distillée sans sels biliaires est utilisées comme témoin.

e Les solutions sont préparées dans des tubes de 10 ml stérilisées et conservées dans
I’autoclavage a 120°C pendant 20 min.

e Par la suite, 0,1 ml de la culture jeune de chaque souche testée est transféré dans les
tubes contenant la solution des sels biliaires. Nous avons également préparé des tubes
témoin (sans sels biliaires). Les tubes sont incubés a 37°C en anaérobiose pour 240
min, le dénombrement est effectué avant 1’incubation (to) et aprés 240 min.

d’incubation (t240).

Dénombrement des cellules viables dans les solutions de sels biliaires

e Nous avons prélevé 1 ml de chaque tube et préparé des dilutions en cascade jusqu’a a
10°® dans I’eau physiologie.

e En suite I’incubation des boites de pétri a 37°C en anaérobiose pendant 48 h (Figure
05).
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Figure 05:Protocole de dénombrement des cellules viable des 8 souches dans une solution de

sels biliaire simulé aux conditions physiologiques.
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V- Résultats et discussion
V-1-Résistance aux conditions gastro-intestinales simulées
V-1-1-Tolérance aux pH acide de I’estomac

L’une des conditions principales pour qu’une souche puisse répondre a la définition
des Probiotiques est qu’elle doit étre viable pendant le transite gastro intestinale avant de
pouvoir s’adhérer et s’installer au niveau de I’intestin afin de déterminer la capacité de
survivre chez les souches isolées : S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 et S8. L’effet de 1’exposition a

un milieu acide simulant I’acidité gastrique a été examinée sur ces bactéries.

Ces derniéres ont été exposées a des PH acide de 2,3 et 6.8 pendant 180 mn, ensuite la

proportion des cellules viable a été évaluée.

D’apres les résultats obtenus, la concentration des cellules viables a diminué pour les
deux PH acides 2et 3 avec la progression du temps de contact avec les PH acide par rapport

au PH 6,8 (témoin) dont la perte de viabilité été négligeable (Figure06, 07 et 08).

100% -
90% -
80% -
= 70% -
X
2 60% -
£
S 50% - m ph2
(]
T 40% - ®ph3
3
= 30% A W ph6,8
20% -
10% -

0%

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

souches

Figure 06 : Résistance des souches S1, S2, S3 S4 S5 S6 S7 et S8 aux différents PH acides a 0

minutes de contact.
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Figure 07 : Résistance des souches S1, S2, S3 S4 S5 S6 S7 et S8 aux différents PH acides a

180 minutes de contact.
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Lors de I’exposition & PH3on constat que la souche S8 a enregistré la plus grande
portion de cellule viable aprés180 min d’exposition avec un taux de viabilité de75 %.Suivi
par ordre décroissant par les souches S5, S3,S2, S4, S7 et Slavec des taux de viabilité
de50,43, 42,38, 37 et 22% respectivement.

Le plus faible taux de viabilité est enregistré avec la souche S6 avec un taux de viabilité de
10%.

Lors de I’exposition au PH2, c’est la souche S8 qui a révélé un maximum taux de
viabilité qui est de I’ordre de 57 % par rapport aux autres souches, suivie parles souchesS5,
S4, S3, S1, S6 et S7 avec des taux de viabilité de I’ordre de 38, 30, 29, 15,9 et 4%
respectivement. Le plus faible taux de viabilité est obtenu avec la souche S2 qui est de 1’ordre
de 2%.
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Figure 08: Résultats de dénombrement de quelques souches testées apres exposition a des PH
acides (Originale, 2016).
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V-1-4-1-Résistance aux sels biliaires

Les sels biliaires sont I’une des barriéres a franchir par les bactéries probiotiques pour
gagner leur site d’action, de ce fait la résistance des souches S1,S2, S3, S4, S5, S6,S7 et S8en
présence de bile a été testé. Ces souches ont été exposées a 0.5 g/l de bile pendant 240 mn et

ensuite la proportion des cellules viable a été évaluée.

D’apres les résultats présentés dans la figure 09, aprés 240 minutes d’incubation dans
une solution contenant 0.5¢/l de sels biliaire, il apparait que les souches S4, S5, S1, S6, S3 et
S7 ont montré une excellente résistance aux sels biliaires avec des taux de viabilités
respectives de 90,82.5,80,75,69.23 et 66.12%, par contre les souches S2 et S8 ont faiblement
résisté a ces conditions avec des taux de viabilité enregistré de 1’ordre de 55.55 et 44.94%

respectivement.

En I’absence de sels biliaire on n’a enregistré aucun changement dans le taux de

viabilité de toutes les souches et qui est compris entre 95% et 98% (Figure 09 et10).
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Figure 09 : Résistance des souches testées a 0.5 g/l de sels biliaires.

43




Chapitre V : Résultats et discussion

Figure 10: Résultats de dénombrement de quelques souches testées apres contact avec les
sels biliaires & 0.5 g/l (Originale, 2016).
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Il est admis que pour que la majorité des probiotiques puissent avoir des roles
bénéfiques sur la santé humaine, il faut qu’ils gardent une certaines viabilité lors de la
transition intestinal. De ce fait, les probiotiques doivent pouvoir passer sans dommage
irréversibles la barriére acide de 1’estomac, puis, 1’effet inhibiteur éventuel des sels biliaires.
Ainsi, la capacité de survie des probiotiques dans 1’hote apres leur ingestion, dépend de leur
résistance intrinseque, des facteurs de 1’h6te et du véhicule par lequel ils ont été ingérés
(Marteau et Shamahon, 2003).

Le flux biliaire assure un role physiologique trés important puisque facilitant la
digestion des composés lipophiles provenant de 1’alimentation. C’est également un agent
antimicrobien influengant 1’établissement du microbiote intestinal. La tolérance a la bile est
un critere déterminant de sélection des bactéries probiotique, permettant ainsi la survie
pendant le passage a travers le tractus gastro-intestinal et la colonisation de 1’environnement

intestinale.

D’aprés les résultats inscris, il apparait clairement que les souches de bactéries lactique
(Lactobacillus) mise en contact avec une solution des sels biliaire a 0.5% pendant 240
minutes ont maintenu une remarquable fraction de cellules allant jusqu'a 90 %enregistré par la
souche S4, a I’exception une souche S8 ou le taux de viabilité n’a pas dépassé¢ 50% du
nombre initiale des cellules(Bruno,2012)a affirmé que la résistance a la bile est une
caractéristique souche dépendante et extrémement variable au sein des espéces et des genres.
D’aprés I’é¢tude de (Noriegea et al., 2004). Plusieurs souches de bactéries lactiques ont été
adaptées de facon stable aux sels biliaires, a travers une adaptation progressive aprés une

croissance dans des extraits de sels biliaires en concentration croissante.
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Conclusion

Conclusion

L’utilisation des bactéries lactiques en industrie laitiére a connu une énorme évaluation
dans les pays technologiquement avancés, 1’exploitation de ce genre est par contre tres limitée
dans certains autres pays comme d’Algérie, cette limitation concerne la diversité des produits
présents sur la marché mais également le nombre des souches introduites dans les produits
laitiers, cela est liée aux contraintes posees par les bactéries lactiques entre autre le genre

Lactobacillus.

L’investigation de la résistance de huit souches indigénes isolées a partir de lait de
chamelle et de chévre vis-a-vis de I’acidité gastrique simulée et aux sels biliaires a été

conduite.

Les résultats obtenus par cette étude in vitro ont montré une résistance remarquable
vis-a-vis les conditions acides ou elles ont préservé un taux de viabilité proche de 60 % et 50
% apres exposition aux PH 3 et PH 2 respectivement. En plus une excellente viabilité des
souches testées au voisinage de 80 % notamment par la souche S4, S5, Slet S6a été notée
apres 240 minutes de contact avec 0.5% des sels biliaires.

Les résultats obtenus montrent que ces souches peuvent présenter de bon candidats
pour les utiliser autant que Probiotiques et ceci aprés avoir testés le reste des critéres dont les

Probiotiques sont caractérisés.
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Annexe

Milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe) (De Man et al, 1960) :

GIUCOSE. .ttt ettt 20g.
PePtONe. ..o e 10g
Extraits de viande de boeuf ... 8g
Acétate de sodium, 3H 0. 5g.
EXtraits de leVUIe. . ....ooviieiii e, 4g.
[ I = SR 29
Citrate d’ammONIUM. ......ouiete ittt e e et et ee et e eee e eeeaennns 2g
MO SOu4, TH2O ... 0,2g.
MN S04,4H50. ..o 0,05g.
HoO o 1000ml
TWEEI 80 . et 1,0ml
PH oo 6,5£0,2

Stérilisation par autoclavage a 120 C° Pendant 20min.
Milieu MRS Solide:

MRS LIQUIAC. ..ot 1000 ml.

Stérilisation par autoclavage a 120 C° pendant 20 min.
L’eau physiologique:

LeaU AiStille. .o . 1000 M.

PH . 7.

Stérilisation par autoclavage a 120C° pendant 20 min.



Annexe

Solution PH :
L’eau distillée.
H ClI.

NaOH.
PH 2et 3 et 6,8.

Stérilisation par autoclavage a 120C° pendant 20 min.
Solution biliaire :
Sels BIHHAITE ....oneee 0,5¢

L€aU ISHILLEC. . . o e e, 100 ml

Stérilisation par autoclavage a 120C° pendant 20 min

Figure : Résistance des souches S1-S8 aux pH acide (2 et 3) pour 0 min.

temps Omin Omin Omin
souche pH2 pH3 pH6,8
S1 40% 50,80% 100%
S2 37,50% 56,25% 100%
S3 41,54% 61,50% 100%
S4 48,83% 69,76% 100%
S5 43,47% 65,21% 100%
S6 40% 56% 100%
S7 45,45% 70,45% 100%
S8 75% 85% 100%

Figure :Résistance des souches S1-S8 aux pH acide (2 et 3) pour 180min.

temps 180min 180min 180min

souche pH2 pH3 pH6,8
sl 15,22% 21,74% 100%
s2 2,14% 42,86% 100%
s3 26,08% 43,47% 100%
s4 35,55% 37,77% 100%
s5 28,57% 48,57% 100%
s6 9,63% 12,05% 100%
s7 4,44% 32,22% 100%
s8 54,46% 71,42% 100%
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Figure : Résistance des souches S1-S840.5% de sels biliaire pour 240.

souches 0.5% SB 0%SB

S1 80% 100%

S2 55.55% 100%

S3 69.23% 100%

S4 90% 100%

S5 82.50% 100%

. S6 75% 100%
S7 66.12% 100%

S8 45% 100%




