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Reésumé
Cette étude vise a explorer I’activité antibactérienne des bactéries lactiques a potentiel

probiotique vis-a-vis des bactéries d’altération.

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été isolées a partir de lait fermenté
traditionnel, Raib. Aprés leur isolement, caractérisation et identification par des méthodes
physiologiques, biochimiques et technologiques, Les souches ont été évaluées pour leur
pouvoir inhibiteur vis-a-vis les germes pathogenes par différentes méthodes : méthode de
disques, la méthode des spots et la méthode de diffusion sur gélose. Les résultats ont montré
que I’activité antagoniste des bactéries lactiques par la méthode des disques et la méthode des
spots est plus forte contre les bactéries a Gram négatif, tandis qu’avec la méthode de diffusion

sur gélose présente un large spectre inhibiteur contre les bactéries a Gram positive.

Mots clés : bactéries lactiques, souches pathogenes, probiotiques, activité anti-bactérienne.



Abstract
This study aims to explore the antibacterial activity of lactic acid bacteria with probiotic

potential against pathogens.

The bacterial strains used in this study were isolated from traditional fermented milk, Raib.
After their isolation, characterization and identification by physiological, biochemical and
technological methods, the strains were evaluated for their antimicrobial property against
pathogenic germs by different methods : disc method, the spot-on-lawn method and the agar
diffusion method. The results showed that the antagonist activity of lactic acid bacteria by the
disc and spot-on-lawn methods is stronger against Gram-negative bacteria, while with the

agar diffusion method shows a large inhibitory spectrum against Gram-positive bacteria.

Key words : lactic acid bacteria, pathogenic strains, probiotics, anti-bacterial activity,
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Liste des abréviations

o ADN : Acide DésoxyriboNucleique

o API 20/ API 50 : Appareils et Procédés d’Identification
o ARN : Acide RiboNucleique

o BHI : Brain Heart Infusion

o CO2 : Dioxyde de carbone

o EPEC : Entéro-pathogéniques Escherichia Coli
o FAO : Food and Agriculture Organization

o GC : Guanine Cytosine

o IgA : ImmunoGlobulines A

o 1gG : ImmunoGlobulines G

o MH : Mueller Hinton

o MO : Micro-Organismes

o MRS : Man Rogosa et Sharp

o OMS : Organisation Mondiale de la Santé

o pH : Potentiel d’Hydrogene

o PSS : Solution Saline Physiologique

o WHO : World Health Organization

Unités de mesures
o cm : Centimetre
o @:Gram
o ml: Millilitre
o mm : Millimétre
o tr/min : Tours par minutes
o ul: Microlitre

o pm : Micrometre
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Aer. Hydrophila : Aeromonas
B. : Bifidobacterium

BL : Bacilles Lactiques

Cl. : Clostridium

E. faecalis : Enterococcus

E. coli : Escherichia Coli

H. : Helicobacter

L. : Lactobacillus

LB : Lacto Bacillus

P. aeruginosa : Pseudomonas
S. aureus/ S. thermophilus : Staphylococcus
S. cremoris : Streptococcus
V. anguillarum : Vibrio



Liste des tableaux

Tableau 01 : Les différents genres de bactéries lactiques (Leveau et Bouix, 1993)................. 5

Tableau 02: Principaux produits issus de la fermentation des bactéries lactiques (Penaud,

Tableau 03: Réle des ferments lactiques en fromagerie (Branger et al., 2007).........ccccccveneee. 7
Tableau 04: Liste des principales souches microbiennes considérées comme probiotiques. . 12

Tableau 05: Les principaux effets bénéfiques attribues aux probiotiques (Salminen et al.,
2004 ; Patterson, 2008).......cceecuerierieeiereesieeieseesteeeeseesteseeseeenaeetesreenteeaesseenseeteeseenseesesneens 14

Tableau 09: Spectre antibactérien des surnageants acellulaire des six bactéries lactiques

isolées du produit laitier traditionnel (Raib). Mezaini et al. (2009)........ccccceevveeeveecereenreenen. 30



Liste des figures

Figure 01: Mécanismes d’action proposés des micro-organismes probiotiques dans le
traitement des infections entériques (Chemlal, 2012). .......cccoeoveiieiiecierieieeeseee e 17
Figure 02: Mécanisme d’inhibition de 1’adhésion des pathogénes par un effet barriére da a

I’adhésion spécifique (a) et non spécifique (b) des probiotiques. (Servin et Coconnier, 2003).

Figure 03: Mode d’action des acides organiques produits par les probiotiques contre les
pathogenes bactériens (Servin et Coconnier, 2003)*X-COOH = CH3-CHOH-COOH dans le
cas de I’acide lactique ou CH3COOH dans le cas de I’acide acétique. ........cccevveervenieeneeennnen. 19

Figure 04: Les différentes méthodes de détection de I’activité antibactérienne. .................... 26



Table des matiéeres

Remerciements
Dédicace
Résumé
Abstract
uadla
Liste des abréviations
Unités de mesures
Noms des genres bactériens
Liste des tableaux

Liste des figures

INEFOTUCTION ...ttt b et nbenneneas 1
CHAPITRE | : LES BACTERIES LACTIQUES ET LES PROBIOTIQUES.................. 3
I.1. LeS DaCtries IaCtiQUES .......ccvevuevieiiieieceeeceetes ettt 3
1.2 DEFINITION .ttt ettt 3
IR @ 1 g o 1 OO P SRRSO 4
1.1.3. TAXONOIMUE ...ttt sttt 4
1.1.4. Effets bénéfiques des bactéries laCtiqQUeS..........cceevueeeeiieeciicieseeeeec e, 5

1.2, LES PrODIOTIQUES ..ottt ettt s b e sttt b e 10
1.2, DEFINITION ..ottt sttt b e 10
1.2.2. HISTOITE .ttt 10
1.2.3. Lescritéres de sélection des probiotiQUES .........c.eceevieriereeiieseeseee e 11
1.2.4. Souches a fort potentiel probiotiQUe..........cceeevieieiieieceece e 12
1.2.5. Application des ProbIOtIQUES...........cceuiiirerininineeeeeee e 13

1.2.6. Role probiotique des bactéries [aCtiqUES ..........ccceeeeieeieriicieceeceee e 15



CHAPITRE Il : ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES PROBIOTIQUES................. 16

11.1. Mécanismes d’action des probiotiques ...............cc.cccoeiiiiiiiiiniiiiiencees 16
11.1.1. Compétition specifique et non-spécifique pour I’adhésion .............................. 17
11.1.2. Production de substances antimiCrobiennes..........c.ccecveveeiereeneeneniieneesenens 18
11.1.3. Compétition au niveau de I’utilisation des nUtriments..............ccccceevvevveviennnnne 19
11.1.4. Stimulation des mécanismes de défense IMMUNItAIre ...........cocoeceeeevierienenienne. 19

11.2. ELUAES ClINIGUES ..ottt sttt 20

CHAPITRE HHI: MATERIEL ET METHODES.......ccooieieieeereeeeeeeee e 23

L Y - 1 (=] T USRS 23
I11.1.1. Préparation des milieuxX de CUtUIE.........ccoreirinieieireeeee e 23
111.1.2. Origine des SOUCNES TESTS.......ecuiiiieiiieiecteeie ettt s ae e st sae e 23

L2, IMIBENOAES ...ttt ettt st e se e e e e esaensesaeneeas 23
111.2.1. Isolement des bacteries laCtiqQUES .........ceecueecierieiieie et 23
111.2.2. Détection de I'activité antibactérienne ..........ccocevevevenenesenceee e 24

CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSION .....oooiiiiiiiieiieieeeeeeeeee e 27

IV.1. ACtIVItE antiDACTEIIENNE .....c.iiieeeceee e 27
IV.1.1. MEthOde deS QISQUES.....cceiueerireieeeeieteiestes ettt sreenes 27
IV.1.2. MEthOde deS SPOLS.....c.eieeiceieieeee sttt ettt et et e sbeeaeennen 27

(@0 T [ (o] o 1O SO SRRSRPRRP 32
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. .........oo ittt 33

ANNEXES ...ttt 41



Introduction



INTRODUCTION

Introduction
Les bactéries lactiques constituent un vaste groupe dont la taxonomie est régulierement
remise a jour avec la progression des données moléculaires, elles regroupent un ensemble
d’especes hétérogenes dont le trait commun est la production d’acide lactique. Elles
appartiennent a divers genres comme Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Vagococcus,
Oenococcus, Tetragenococcus et Carnobacterium (Labioui et al, 2005).

Les bactéries lactiques isolées a partir de produits laitiers ont recu une attention accrue en tant
que conservateurs alimentaires potentiels en raison de leur activité antagoniste contre de
nombreux pathogénes d'origine alimentaire tels que Listeria monocytogenes. Elles sont
largement répandues dans la nature, généralement impliquées dans un grand nombre de
fermentations alimentaires spontanées, et elles ont été largement étudiées. Certains genres de
bactéries lactiques produisent des bactériocines et des substances analogues aux bactériocines
qui peuvent inhiber la croissance des micro-organismes d'altération et pathogenes (Mezaini et
al, 2009).

La capacité antimicrobienne des probiotiques est un trait trés important et comprend la
production de composés antimicrobiens, I'exclusion compétitive des agents pathogenes,
I'amélioration de la fonction de barriere intestinale et autres. Habituellement, les souches
probiotiques produisent plus d'une substance antimicrobienne qui peut agir en synergie,
augmentant le spectre des micro-organismes ciblés (Fijan 2016).

Les bactériocines, sont des substances protéiques produites puis excrétés a 1’extérieur des
cellules productrices, présentant une activité bactéricide ou bactériostatique a I’encontre d’un
grand nombre de germes d’altérations. Leur spectre d’activité peut étre plus ou moins large,

quelque fois limité aux especes proches phylogénétiqguement des bactéries productrices.

Ces substances naturelles pourraient étre utilisées comme agent de conservation sous forme
d’additif, soit d’inoculum bactérien producteur de bactériocines au cours du processus de
fabrication, permettant ainsi de diminuer le nombre d’intoxications alimentaires et

d’augmenter la durée de conservation et de commercialisation des aliments (Allouche, 2010).
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Dans ce contexte, I’objectif de cette étude consiste a :

v L’isolement et la caractérisation phénotypique des bactéries lactiques a partir d’un
produit laitier fermenté.

v" Mettre en évidence les différentes méthodes de détection de ’activité antibactérienne
et faire une revue des résultats de divers auteurs pour déterminer I’effet antagoniste de

certains souches probiotiques vis-a-vis les bactéries pathogenes.
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CHAPITRE | : LES BACTERIES LACTIQUES ET LES
PROBIOTIQUES

I.1. Les bactéries lactiques

Depuis ’aube de ’humanitg, les bactéries lactiques sont employées pour la fabrication et la
conservation d’aliments. La découverte de leur action sur le lait fiit probablement accidentelle,
mais leur utilisation a été perpétuée sous forme de levains.

Ces bactéries farent et sont encore utilisées sous forme de levains artisanaux, mais le
développement de I’industrie laitiére, a conduit a la production de ferments industriels capable
d’assurer a la fois la qualité et la constance du produit (Carr et al., 2002).

Malgreé leur importance économique, les bactéries lactiques n’ont pas toujours regu 1’attention
nécessaire ni de la part des microbiologistes ni de celle des industriels. Depuis quelques années,
elles deviennent un sujet d’étude privilégié de part le monde (Thapa, 2005). Elles sont utilisées
dans la préparation de nombreux aliments : produits laitiers (fromage, yaourts), carnés
(saucissons), produits a base de poisson et de plantes (choucroute, olives fermentées, ensilage).
Leur croissance s’accompagne d’une production d’acide lactique et de métabolites qui
améliorent la conservation et les qualités organoleptiques des produits (Drouault et Corthier,
2001 ; Carr et al., 2002). En plus de I’acide lactique, certaines produisent du gaz carbonique et
divers composés, dont certains contribuent a 1’ardme des produits laitiers. Leur présence dans
le tractus des mammiferes limite I’implantation d’agents pathogénes tout en sécrétant des
substances bénéfiques pour 1’hote. En effet, un certain nombre d’études cliniques chez
I’Homme ou sur des modeles animaux ont notamment confirmé 1’effet bénéfique des laits
fermentés et des yaourts dans le cas d’intolérance au lactose, de diarrhées virales ou de diarrhées
associées a la prise d’antibiotiques (Sullivan et Nord, 2005).

1.1.1. Définition

Les bactéries lactiques ou bactéries de 1’acide lactique sont des procaryotes, hétérotrophes et
chimio-organotrophes, Gram positifs géneralement immobiles, en formes de batonnet ou coque,
jamais sporulées (asporulées), catalase négatives, oxydase négatives, généralement nitrate
réductase négatives. Ce sont des bactéries anaérobies mais, aérotolérantes ne liquéfient pas la
gélatine, ne produisent pas I’indole ni d’hydrogene sulfureux. Leur capacité de biosynthese est
faible, ce qui explique leur polyauxotrophie pour divers acide aminés, des bases nucléiques, des
vitamines et des acides gras mais aussi leur métabolisme fermentaire, elles sont normalement
dépourvues de cytochromes et en conséquence inaptes a toute respiration (Desmazeaud, 1983 ;
Guiraud et al., 2003 ).
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Les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire qui, en utilisant des glucides, produisent
soit exclusivement de I’acide lactique (bactéries homolactiques strictes), soit de 1’acide lactique
et de I’acide acétique (bactéries hétérolactiques facultatives), soit de 1’acide lactique, de 1’acide
acétique, de 1’éthanol ou du CO- (bactéries héterolactiques strictes) (Desmazeaud, 1994 ; Carr
et al., 2002).

1.1.2. Origine

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, et on les trouve dans différentes niches écologiques. Les
especes des genres Streptococcus, Lactococcus, ou Leuconostoc se rencontrent plutdt chez les
hommes, les animaux, et les oiseaux. On peut les isoler de la peau des animaux, des matieres
fécales, mais aussi de I’ensilage, du foin ou des grains. Dans le domaine laitier, elles existent
sur les ustensiles en quantité considérable. Certaines espéces des groupes sérologiques A et B
peuvent étre pathogenes, mais les autres sont plutét saprophytes (Guiraud et al., 2003).

Les espéces du genre Lactobacillus sont répandues dans la nature. On les trouve dans les
végétaux ou elles assureront I’acidification de I’ensilage. On les trouve aussi dans I’intestin des
animaux et de I’homme, car Lactobacillus acidophilus résiste aux sels biliaires. On les isole
¢galement des cavités naturelles de I’organisme. Lactobacillus acidophilus entre dans la flore
normale du vagin, ou sa présence empéche I’invasion par Candida albicans. Les especes du

genre Pediococcus se rencontrent surtout sur les plantes (Hermier et al., 1992).

1.1.3. Taxonomie

La plupart des études génétiques sur les bactéries lactiques concernent les streptocoques
pathogeénes (Streptococcus pneunomiae par exemple) et les souches utilisées dans 1’industrie
laitiere. Depuis quelques années, des études se sont développées notamment sur Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus. (De Vos, 1999 ; Hugenholtz et
Kleerebezem, 1999). Cependant, parmi les souches alimentaires, Lactococcus lactis est la
bactérie la plus étudiée ; elle est de ce fait considérée comme 1’espece modele. Lactococcus
lactis est divisé en deux sous-especes principales, lactis et cremoris, initialement séparées sur
des bases phénotypiques (Davidson et al., 1996), puis a I’aide de séquencage des génes codant
pour les ARN ribosomiques 16 S (Klinj et al., 1991 ; Salama et al., 1991).

Onze genres bactériens figurent dans la catégorie des bactéries lactiques: Aerococcus,
Alloicoccus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus et Vagococcus. A ces genres, a été ajouté
récemment le genre Bifidobacterium (Kandler et Weiss, 1986).
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La composition de leur ADN permet de connaitre I’homogénéité des espéces constituant ces
genres (Tableau 01). Le pourcentage en base Guanine et Cytosine (G C%) de leur ADN montre
une composition assez proche pour les genres Streptococcus (34-46 %), Leuconostoc (36-43
%) et Pediococcus (34-42 %) (Schleifer 1986, Farrow et al., 1989). Par contre, le genre
Lactobacillus est caractérisé par 1’hétérogénéité de ses especes : (32-53%) (Kandler et Weiss,
1986 a, b). Le GC des Bifidobacterium varie de 55 a 67 % (Scardovi, 1986).

Tableau 01 : Les différents genres de bactéries lactiques (Leveau et Bouix, 1993).

Cellules Fermentation | ADN : GC%
Forme Arrangement
Streptococcus coque chaines homolactique 34-46
Leuconstoc coque chaines hétérolactique 36-43
Pediococcus coque tétrades homolactique 34-42
Lactobacillus bacille chaines homolactique 32-53
hétérolactique
Bifidobacterium variée variée acétique et 55-67
lactique

1.1.4. Effets bénéfiques des bactéries lactiques
1.1.4.1. Domaine alimentaire

1.1.4.1.1. Fermentation alimentaire
Les bactéries lactiques sont utilisées depuis longtemps dans la fabrication de divers
produits fermentés (Leroy et Devuyst, 2004). Elles interviennent dans la
transformation de divers produits agro-alimentaires (Tableau 02), comme le lait
(créme maturée, yaourt, fromage...), dans la vinification, la fabrication des salaisons,
fermentation des végétaux (Hamoum, ensilage) et en boulangerie traditionnelle
(Desmazeaud, 1998).

Les bactéries lactiques ont plusieurs rdles dans la production des produits fermentés. Le

premier role, intervient dans le changement de la saveur et la texture de 1’aliment, grace a

I’acide lactique sécrété par les bactéries lactiques tout au cours de leur croissance.
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Les bactéries lactiques produisent ainsi des peptides et des molécules comme 1’acétoine,
I’acétaldéhyde, le diacétyle ou 1’éthanol qui sont important pour la flaveur des aliments.

Tableau 02: Principaux produits issus de la fermentation des bactéries lactiques
(Penaud, 2006).

Genre Substrat Exemple de produit
Bifidobacterium Lait Laits fermentés
Lactobacillus Lait Yaourts, laits fermentés, kéfirs, fromages
Viande Saucissons secs, jambons secs
Végétaux Choucroutes, olive, ‘“yaourt’’ au lait de soja
Céréales Pain au levain, bieres
Lactococcus Lait Fromages, kéfirs
Leuconostoc Végétaux Choucroutes, olives, vins
Lait Fromages, kéfirs
Pediococcus Végétaux Choucroute
Viande Saucisses semi-séchées
Oenococcus Végétaux Vins
Streptococcus lait Yaourts, laits fermentés, fromages

En production laitiére, la fermentation lactique joue un réle primordial (Tableau 03), ¢’est-a-
dire, les ferments lactiques naturels ou commerciaux interviennent dans I’élaboration de tous
les produits laitiers fermentés (Pilet et al., 2005). Ces ferments assurent plusieurs fonctions,
telles que la protéolyse qui donne aux fromages leurs caracteres rhéologique (viscosité,
plasticité et 1’¢élasticité) et la production des agents épaississants pour améliorer la texture du

fromage.
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Tableau 03: Réle des ferments lactiques en fromagerie (Branger et al., 2007).

Propriétés des ferments

lactiques

Effets sur le produit

Transformer les sucres en

acide lactique

Abaissement du pH

conservation des produits

(1 limitation du développement de bactéries nuisibles
- modification de la micelle de caséine
- Solubilisation des minéraux liés a la caséine
- action sur 1’égouttage des caillés (teneur en eau)
- action sur la texture des fromages
- Diminution de la concentration en lactose
production de lactate (action sur la flaveur des

fromages)

Transformer les sucres en

CO2

Libération de CO2

- ouverture utile en pates molles et pates persillées

- ouverture nuisible en pates pressées




CHAPITRE I : LES BACTERIES LACTIQUES ET LES PROBIOTIQUES

Transformer les citrates

Formation de diacétyle

- recherché en fromages a pate fraiche et molles

Transformer la caséine

Protéolyse pendant la maturation

- activation de la croissance (peptides, acides aminés)

Protéolyse pendant 1’affinage

- modification de la texture, couleur, flaveur

Produire des polysaccharides

Epaississement du milieu pour les pates fraiches
- augmentation de la viscosité par libération de

- polysaccharide pendant la fermentation lactique
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1.1.4.1.2. Utilisation dans la conservation

La propriété des bactéries lactiques a produire des composés antagonistes est reconnue depuis
tres longtemps. Par cette capacité, l'utilisation des bactéries lactiques permet de satisfaire les

besoins au point de vue sanitaire en industrie alimentaire.

les bactéries lactiques, synthétisent certains métabolismes a effet antimicrobien tels que
I'éthanol, le peroxyde d'hydrogéne, le diacétyle (Atrih et Foster, 2001), des composés
antifongiques (Lavermicocca et al., 2000). Grace a ces propriété que les bactéries lactiques sont
reconnues comme de bons agent de conservation des produits alimentaires (Abee et al., 1995;
Rodgers, 2001).

» Production d’acide lactique

Issu de la fermentation lactique, cette derniére termine par une production importante
d’acide lactique, ce métabolisme conduit a une acidification forte et rapide. Le pH diminue
en fonction du temps, et le pH final est dépendant de la matiére premiere, par exemple, le
yaourt posséde un pH entre 4 et 4.5, la choucroute 4.8, et les saucissons entre 4.6 et 5.3. Le
développement de la microflore indésirable a ces valeurs sera difficile (M Federighi ,2005).

» Production des bactériocines
Les bactériocines sont utilisés sous forme d’aditif alimentaire (E234), ce qui minimise
I’utilisation des aditifs chimiques et artificiels dans les produits alimentaires (Nykanen et

al., 1999).

Les bactériocines ont une activité bactéricide et/ou bactériostatique, elles représentent une
large classe de substances antagonistes (Klaenhammer, 1988). Elles interviennent aussi
dans la fabrication des produits alimentaires fermentés, et elles contribuent a I'amélioration
du go(t, de I'aspect et de I'innocuité microbiologique de I'aliment. En plus d'améliorer la
saveur, la fermentation permet d'augmenter la durée de conservation du produit (Rogers,
1928 ; Rogers et Whittier, 1928).
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1.1.4.2. Domaine de sante

Dans le domaine de santé, les bactéries lactiques sont utilisées comme des probiotiques, c’est-
a-dire qu’elles exercent un effet bénéfique par I’amélioration de la flore intestinale de I’homme
ou de I’animal. Les espéces classifiées comme probiotique sont : Lb. acidofilus, Lb. casei, Lb.

jhonsonii, Lb. reteuri, Lb. delbruecki, subsp bulgaricus (Salminen etal., 2004)

1.2. Les probiotiques
1.2.1. Définition

Le terme probiotique a bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le temps en
fonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques (Ait-Belgnaoui et al.,
2006). 1l a était tout d’abord définit par Lilly et Stillwell en 1965 comme : « acteurs promoteurs
de croissance produits par des microorganismes » (Lamoureux, 2000 ; Ait-Belgnaoui et al.,
2006). Ensuite, Parker en 1974 a défini les probiotiques comme :

« organismes et substances qui contribuent a 1’équilibre de la flore ». en 1989, Fuller a proposé
une définition plus proche du sens actuel : « supplément alimentaire microbien vivant qui
affecte de facon bénéfique 1I’hdte en améliorant I’équilibre de sa flore intestinale ».

C’est en 2002 que la FAO (Food and Agriculture Organization) et I’OMS (Organisation
modiale de la santé ; WHO) ont formulé la définition suivante : « micro-organismes vivants qui
lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une action bénéfique sur la santé
de I’héte qui les ingeére».

1.2.2. Histoire

I1'y a un siecle, Elie Metchnikoff (scientifique russe, lauréat du Nobel et professeur a I’ Institut
Pasteur a Paris) a suggéré que 1’ingestion des bactéries lactiques offrait des bénéfices pour la
santé conduisant & une plus grande longévité. Ainsi, Metchnikoff a affirmé que “I’auto
intoxication intestinale” et que le vieillissement en résultant pouvait étre supprimé en modifiant
la flore microbienne de I’intestin et en remplacant des microbes protéolytiques tels que
Clostridium, par des microbes utiles, ceci explique que les paysans bulgares, grands
consommateurs de laits fermentés, vivaient tres vieux et en bonne santé (Tannock; 2002).
Quelques années plus tard, un médecin francais, Henry Tissier a isolé une bifidobactérie a partir
d’un enfant nourri au sein, et il I’a appelé Bacillus bifidus communis. Tout en affirmant que la
bifidobactérie réduirait la bactérie protéolytique qui cause la diarrhée, Tissier a suggéré qu'il y
avait une possibilité d'administrer aux enfants souffrant de ce symptome. Le terme
“probiotiques” fut d’abord introduit en 1965 par Lilly et Stillwell; par contraste avec les

antibiotiques (Lamoureux, 2000 ; Ait-Belgnaoui et al., 2006).
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1.2.3. Les critéres de sélection des probiotiques

Tout d’abord, pour sélectionner un micro-organisme autant qu’un probiotique, il ne doit
présenter ni toxicité ni pathogénie. D’autre part, les probiotiques doivent stimuler une réponse
immunitaire (Schiffrin et al., 1997) ainsi de produire des substances antimicrobiennes et de

réduire 1’allergie chez les sujets sensible (Gourbeye et al., 2001).

La viabilité et le survie au niveau du site d’action est un critére essentiel pour la sélection des
probiotiques, toutefois la capacité de résistance aux perturbations du tractus exige une
résistance aux obstacles majeur comme : le pH acide, les sels biliaires, antibiotiques...
(Percival, 1997 ; Lamoureux, 2000 ; Millette et al., 2008).

1.2.3.1. La résistance a ’acidité gastrique

Le comportement des bactéries dans un milieu acide dépend de la souche, de ce fait il est
nécessaire de connaitre le genre et I’espéce de la souche utilisée. A pH=2 certaines souches
dévoilent une résistance qui dure en moyenne 1h30, alors que pour d’autres, aprés 30 minutes
1 seule bactérie résiste a partir d’un milliards (Corcoran et al. 2005).
1.2.3.2. La résistance aux sels biliaires
Les sels biliaires sécretent dans le duodénum des molécules qui ont un role de détergent, ce qui
met les bactéries devant un autre obstacle a résister apres 1’acidité de I’estomac. En effet, les
bactéries peuvent réduire I’effet émulsifiant des sels biliaires en les hydrolysant avec des
hydrolases, de ce fait diminuant leur solubilité (Ammor et Mayo, 2007 ; Gu et al., 2008).
1.2.3.3. La résistance aux antibiotiques
La structure et la physiologie de certaines bactéries leur donne le pouvoir a résister a des
différents antibiotiques. 68.4% des probiotiques isolés ont une résistance a un antibiotique ou
plus. Des souches de Lactobacillus ont été trouvées résistantes a la kanamycine (81%), a la
tétracycline (29.5%), a I’érythromycine (12%) et au chloramphénicol (8.5%). 38% des isolats
de Enterococcus faecium ont été trouvés résistants a la vanomycine (Temmerman et al.,
2003).

1.2.3.4. Criteres technologiques

D’autres criteres sont aussi admises aux criteres de sélection des probiotiques, ces critéres sont
technologiques et sont : Bonnes propriétés sensorielles, Résistance aux phages, Viabilité durant
le traitement technologique, Stabilité dans le produit et durant le stockage (Saarela et al., 2000).
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1.2.4. Souches a fort potentiel probiotique

Les principales souches reconnues en tant que probiotiques chez I’humain sont des bactéries
appartenant aux genres Lactobacillus, Bifidobacterium, Enteroccocus, Streptoccocus et des
levures du genre Saccharomyces. Les especes associées a chacun de ces groupes sont

présentées au (Tableau 04).

Tableau 04: Liste des principales souches microbiennes considérées comme probiotiques.

Lactobacilles Bifidobactéries . Autres micro-
Autres bactéries )
organismes non

lactiques .
lactiques

L. acidophilus B. adolescentis  Enterococcus faecium Saccharomyces
L. casei B. animalis Streptococcus boulardii
L. crispatus B. bifidum thermophilus Saccharomyces
L. gasseri B. breve cerevisiae
L. johnsonii B. infantis B.
L. paracasei lactis
L. plantarum B. longum
L. reuteri

L. rhamnosus

Adapté de Holzapfel et al. (2001)

Parmi ces micro-organismes, les bactéries appartenant aux genres Lactobacillus et
Bifidobacterium sont les plus fréquemment utilisées avec le plus d’applications connues a ce
jour chez I’humain. A 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 ’objet de plusieurs études (Pedone et al., 2000;
Alvarez-Olmos et Oberhelman, 2001; Chouraqui et al., 2004). Néanmoins, le réle non-
négligeable de certaines autres souches de bifidobactéries dans la résistance de 1’hote aux

infections a été récemment décrit dans la littérature (Leahy et al., 2005; Picard et al., 2005).
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1.2.5. Application des Probiotiques
1.2.5.1. Applications alimentaires

Les différents produits commercialisés en tant que probiotiqgues humains ou animaux sont
constitués soit d’un seul microorganisme (produits dits monosouches) ou d’une association de
plusieurs espéces (produits dits plurisouches). Actuellement, les produits probiotiques sont

commercialisés sous trois formes (Patterson, 2008) :

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

e Un ingrédient ajouté a un aliment a base de lait ou de soja et augquel on permet
d’atteindre une concentration élevée par fermentation ;

e Des cellules séchées, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimés.
Utilisés pour I'enrichissement de certain yaourt et laites (Klaenhammer et al.,
2007).Cette utilisation est due aux effet nutritionnels et thérapeutique des ces bactéries
car elles enrichissent le milieu ou elles se trouvent en vitamines B et K, acide amines ,
et bactériocines responsables de l'inhibition des bactéries pathogenes (soomro et al.,
2002). Les bactéries les plus fréquemment utilisées comme probiotique sont des
Lactobacillus et des Bifidobacterium (Khan et Ansari, 2007).

1.2.5.2. Applications dans le domaine de santé
Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été associés a la consommation des probiotiques.

Le (Tableau 05) illustre la diversité des effets bénéfiques sur la santé :
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al., 2004 ; Patterson, 2008).

Tableau 05: Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Salminen et

Effets intestinaux Effets sur le systeme Autres effets
immunitaire
Controle des troubles *Modulation Réduction du
suivants : immunitaire risque de :
*Mauvaise digestion *Répression  des Certains
du lactose réactions cancers
Diarrhée due aux allergiques  par (colorectal,
rotavirus et diarrhée réduction vessie, col
associee aux De utérin, sein)
antibiotiques I’inflammation *Coronaropathie
*Syndrome du c6lon *Réduction  des *Maladie des
irritable risques Voies urinaires
*Constipation d’infection  par Infection des
eInfection par des agents voies
Helicobacter pylori pathogénes respiratoires
Prolifération courants supérieures
bactérienne dans (Salmonella, et infections
I’intestin gréle Shigella) connexes
*Maladies *Réduction du
inflammatoires cholesterol
chroniques de sérique et de
I’intestin la pression
*Prévention de artérielle
I’entérocolite
nécrosante du
nouveau-né
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Ces micro-organismes sont impliqués dans I'amélioration de la santé intestinale et influencent
positivement le développement et I'activité du systéme immunitaire. De nombreux effets leur
sont attribués (Gareau et al. 2010; Gill and Prasad 2008; Moayyedi et al. 2010) :
e I’aide a la mal-absorption du lactose due a I'activité lactase bactérienne (Vrese et
al. 2001)
e ’amélioration de la valeur nutritionnelle des aliments
e laprotection contre les infections gastro-intestinales (diarrhée du voyageur, diarrhée
infantile, diarrhée induite par antibiotiques...) (Isolauri et al. 1991; McFarland et al.
1994)
¢ le traitement des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) (Kruis et
al. 2004; Prantera et al. 2002)
e la lutte contre les infections a H. pylori (Nista et al. 2004; Wang et al. 2004)
e la stimulation du systéme immunitaire
¢ la lutte contre la constipation
e la prévention des infections uro-génitales
¢ laneutralisation de carcinogenes alimentaires

e laréduction du risque de maladie coronarienne (Ebel et al. 2012).

1.2.6. Role probiotique des bactéries lactiques

De nombreuses études rapportées, depuis une quinzaine d’années, montrent que les bactéries
lactiques sont de plus en plus utilisées sous forme de probiotiques qui sont des préparations
contenant des microorganismes et leurs métabolites, utilisés comme additifs alimentaires et qui
affectent de fagon bénéfique I’organisme de I’hote (Boulloche et al., 1994 ; Schaafsma, 1996).
Ces bactéries présentent des propriétés prophylactiques et thérapeutiques par exemple leur
activité anticholesterolémiante (Gilliland, 1985), leur action anticarcinogéne (Bogdanov et al.,
1975), leur potentiel vaccinal (Gerritse et al., 1990) et 1’effet protecteur des tractus digestif (Elo
etal., 1991).
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CHAPITRE Il : ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES PROBIOTIQUES

I1.1. Mécanismes d’action des probiotiques

Depuis longtemps, les consommateurs attribuent au yaourt des bénéfices sur la santé, mais il a
fallu attendre les années 1970 pour découvrir progressivement le réle joué par les bactéries
lactiques vivantes du yaourt dans le tube digestif. L’introduction récente sur le marché de
grande consommation de laits fermentés a base de bactéries lactiques d’origine entérique
(Bifidobacterium et Lactobacillus) a encore accru I’intérét d’une catégorie de consommateurs,
plus que jamais conscients de I’influence d’une alimentation saine sur la santé (Vermeiren,
2004).

De fagon générale, I’efficacité des probiotiques est liée a leur durée de présence dans le tube
digestif ce qui n’implique pas forcément qu’ils puissent le coloniser ou s’y développer. Les
mécanismes d’actions, bien qu’imparfaitement quantifiés sont qualitativement de plus en plus
connus. Chez I’animal monogastrique, ils agissent comme des régulateurs de la flore intestinale

en exercant soit (adapté de Calder et Kew, 2002; Kaur et al., 2002):

a) un effet prophylactique (antagonisme contres certains pathogénes par production de
substances antimicrobiennes ; compétition avec les pathogénes pour certains nutriments
ou pour les récepteurs de la muqueuse intestinale)

b) Et/ou un effet nutritionnel (augmentation de la digestibilité, production de nutriments
favorables)

C) et/ou un effet de détoxification (moindre production d’ammoniac, d’amines, ou de

cytotoxines).
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Mécanisme 2:
compétition non
spécifique pour
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Figure 01: Mécanismes d’action proposés des micro-organismes probiotiques dans le

traitement des infections entériques (Chemlal, 2012).

11.1.1. Competition spécifique et non-spécifique pour I’adhésion

Etant donné que la majorité des infections intestinales sontinitiées par 1’adhésion des
pathogénesaux cellules entérocytaires de 1’hdte, certains lactobacilles probiotiques auraient la
capacité de bloquer physiquement I’accés aux entérocytes (Gill, 2003; Servin et Coconnier,
2003; Servin, 2004; Picard et al., 2005). Ce mécanisme d’action serait similaire a celui exercé
par le microbiote intestinal résident face aux infections microbiennes (Liévin- Le Moal et
Servin, 2006).

Les mécanismes de compétition de I’adhésion se font généralement de deux fagons. Ils peuvent
survenir de fagon spécifique par I’intermédiaire des adhésines ou de fagon non spécifique en
impliquant des interactions électrostatiques ou hydrophobes, des forces passives et stériques
(Servin et Coconnier, 2003). Deux exemples de ces modes de compétition sont présentés dans
la (Figure 02).
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Figure 02: Mécanisme d’inhibition de 1’adhésion des pathogénes par un effet barriére da a

I’adhésion spécifique (a) et non spécifique (b) des probiotiques. (Servin et Coconnier, 2003).

Des études pionnieres effectuées par Bernet et al. (1993) ont démontré que des souches de
bifidobactéries humaines adhérant fortement aux cellules intestinalesCaco-2 inhibent
I’adhésion de micro-organismes pathogénes comme E. coli entéropathogénique (EPEC) et
Salmonella typhimurium a ces mémes cellules lorsqu’elles sont placées en compétition. Mack
et al. (1999) ont rapporté une inhibition compléte de 1’adhésion d’E. coli O157:H7 par 1’ajout
préalable de la souche Lb. plantarum 299v sur des cellules HT-29. Ces auteurs ont propose,
entre autres, que 1’adhésion préalable des probiotiques aux cellules intestinales contribuerait a
limiter ’accés des pathogeénes aux entérocytes en plus d’augmenter la sécrétion du mucus qui

pourrait lui aussi empécher I’adhésion des pathogenes aux cellules intestinales.

11.1.2. Production de substances antimicrobiennes

Le troisiéme mécanisme d’action des probiotiques concerne 1’inhibition de la croissance des
pathogenes grace a des composés antimicrobiens. Les bactéries appartenant au genre
Lactobacillus d’origine humaine peuvent produire des substances anti-microbiennes, telles que
les acides organiques, qui sont actives in vitro et in vivo contre les micro-organismes
entérovirulents impliqués dans les cas de diarrhées (Servin, 2004).

Les acides lactique et acétique sont produits via la fermentation des hexoses par les
lactobacilles. Ces acides organiques peuvent diffuser passivement a travers la membrane
bactérienne sous leur forme non dissociée (Figure 03). lls acidifient le cytoplasme aprés

dissociation et inhibent 1’activité enzymatique cellulaire des pathogénes acido-sensibles
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(Deng et al., 1999). Cette diminution du pH peut donc affecter la viabilité des pathogénes
bactériens (Bruno et Shah, 2002; Servin,2004).

Prohiotique

[ ~ )
i | Pathogene
Hexoses — Z-COOH > Y.C00H < 1000 +1

|

Inaciivation des enzymes y

Figure 03: Mode d’action des acides organiques produits par les probiotiques contre les
pathogénes bactériens (Servin et Coconnier, 2003)*X-COOH = CH3-CHOH-COOH dans le
cas de I’acide lactique ou CH3COOH dans le cas de I’acide acétique.

11.1.3. Compétition au niveau de I’utilisation des nutriments

L’inhibition de la croissance des pathogenes peut également s’effectuer par un processus de
restriction des nutriments. Il est évident que la capacité des micro-organismes a entrer en
compétition pour limiter les nutriments disponibles est un facteur non négligeable qui détermine
la composition du microbiote. Ainsi, une augmentation du nombre de lactobacilles obtenue lors
d’un traitement probiotique permettrait de diminuer les substrats disponibles pour

I’implantation de micro-organismes pathogénes (Fooks et Gibson, 2002).

I1.1.4. Stimulation des mécanismes de défense immunitaire

Le dernier mécanisme porte sur I’interaction des probiotiques avec le systéme immunitaire
pour accroitre la réponse immune de I’héte contre des entéropathogénes. Parmi les effets
observés, quelques auteurs soulignent une stimulation de I’immunité adaptative (IgA, IgG) et
innée (macrophages, basophiles, monocytes) par les probiotiques (Fooks et Gibson, 2002;
Gill, 2003; Servin, 2004).

Par exemple, Shu et Gill (2001) ont étudié I’effet dune souche commerciale de bifidobactéries
administrée sous la forme d’un lait fermenté chez des souris BALB/c et C57BL/6 dans le but
de prévenir I’infection a E. coli O157:H7. La souche de bifidobactéries a pu réduire la séveérité
de I’infection a E. coli O157:H7 et cette réduction a été associée a la stimulation immunitaire

obtenue par 1’ingestion de probiotiques.
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Ces auteurs ont attribué cet effet protecteur a une réponse en IgA anti-E. coli O157:H7 plus
forte chez les souris recevant la souche probiotique comparativement aux controles.

Une seule étude animale s’est intéressée a 1’activité antagoniste des probiotiques en relation
avec la réponse immune durant une infection entérique virale (Qiao et al., 2002). Dans cette
étude, des rotavirus rhesus ont été administrés par voie orale chez des souris BALB/c traitées
par la suite par des bifidobactéries (B. bifidum et B. infantis). Les niveaux d’IgA spécifiques
aux rotavirus dans les féces et dans le sérum étaient plus élevés chez les souris traitées avec des
bifidobactéries apres 1’infection que les souris infectées au rotavirus et ne recevant pas de
bifidobactéries. Les bifidobactéries agiraient dans ce cas comme des adjuvants en modulant une
réponse rapide de la muqueuse et une forte production d’IgA spécifiques pour atténuer la
sévérité de la diarrhée induite par rotavirus.

En résumé, les mécanismes d’action proposés dans cette section présentent 1’état actuel des
connaissances sur I’action des probiotiques contre des pathogénes entériques. Cependant, il est
important de noter que les mécanismes associés a des souches particuliéres ne peuvent pas étre
extrapolés a tous les micro-organismes probiotiques. Chaque souche doit étre étudiée de fagon
indépendante. De plus en plus d’équipes de recherche travaillent actuellement pour identifier

ces mécanismes d’action de probiotiques particuliers contre certains pathogenes.

11.2. Etudes cliniques

Actuellement, la plupart des études cliniques disponibles ayant démontré un effet positif des
probiotiques ont porté sur la prévention et le traitement des diarrhées occasionnées par des virus
(principalement les rotavirus), des bactéries (Campylobacter, Shigella, Salmonella) ou celles
liées a la prise d’antibiotiques (diarrhée opportuniste a Clostridium difficile) (Tableau 06).
Les études cliniques démontrant des effets positifs pour la prévention et le traitement des
infections entériques virales ont principalement été réalisées chez des nourrissons et des
enfants. Les jeunes enfants répondent particulierement bien aux probiotiques grace a leur
microbiote intestinal moins complexe comparativement a celui des adultes (De Vrese et
Marteau, 2007).
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CHAPITRE 1l

Etudes cliniques concernant 1’efficacité des souches probiotiques
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CHAPITRE 11 : ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES PROBIOTIQUES

Chez les enfants, la souche L. rhamnosus GG, qui demeure la bactérie probiotique la
plus étudiee, a démontré des résultats positifs sur la diminution de la durée de diarrhée a
rotavirus (Isolauri et al., 1994 ; Majamaa et al., 1995) et des diarrhées aigués dues a plusieurs
causes incluant les adénovirus et les rotavirus (Guandalini et al., 2000). D’autres souches
probiotiques ont également démontré un effet bénéfique sur la prévention des infections a
rotavirus. Ainsi, 1’équipe de Saavedra (1994) a étudié 1’effet prophylactique d’une souche
commerciale B. lactis Bb12 pour contrer ces infections. Cet essai a montré que 1’addition de
cette souche probiotique a des formules infantiles distribuées a des nourrissons hospitalisés a
significativement diminué I’incidence de la diarrhée et I’excrétion de rotavirus.
Les évidences cliniques concernant I’efficacité des probiotiques contre les entéropathogénes
d’origine bactérienne sont moins documentées. Hormis les quelques études présentées au
(Tableau 06) d’autres études concernant I’effet des probiotiques lors des diarrhées des
voyageurs, qui sont causées entre autres par E. coli, Salmonella, Campylobacter et Shigella
(Ericsson, 2003), ont donné des résultats limités et peu convaincants. Méme si quelques études
a double insu controlées au placebo ont montré par exemple que la souche L. rhamnosus GG
réduit I’incidence de la diarrhée des voyageurs (Dupont, 1997; Hilton et al., 1997), d’autres
auteurs ont noté une incidence non significative chez les voyageurs recevant ces bactéries
comparés au groupe placebo (Oksanen et al., 1990). Pour expliquer ces résultats, certains
auteurs ont avancé qu’il est peu probable qu’une seule souche probiotique ait une action in vivo
contre un large spectre de pathogénes (Leahy et al., 2005).
De par la complexité de mise en oeuvre, les études cliniques chez les humains restent rares et
généralement peu d’études ayant des effets non significatifs sont publi¢es (Sanders, 2003).
Toutefois, ces premiers résultats cliniques sur 1’efficacité des probiotiques restent extrémement
prometteurs. Cependant, il est encore prématuré¢ d’émettre des recommandations spécifiques
applicables en usage clinique pour le traitement de la diarrhée car les études disponibles
réalisées a double insu et contrdlées au placebo ont été effectuées principalement a I’aide d’un
nombre restreint de patients (n <100) (De Vrese et Marteau, 2007). D’autres études incluant un
plus grand nombre de patients sont actuellement nécessaires pour confirmer les études
précédentes, pour accroitre leur crédibilité face a la communauté médicale et aussi pour évaluer

I’effet des probiotiques a long terme (Reid et al., 2003; De Vrese et Marteau, 2007).
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CHAPITRE IIl: MATERIEL ET METHODES
111.1. Matériel

111.1.1. Préparation des milieux de culture

+ Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharp, 1960) : utilisée pour la culture et le dénombrement
des Lactobacillus dans les produits laitiers (Biokar Diagnostics, Beauvais, France).

+ MRS liquide

+ Milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) : utilisée pour le dénombrement des lactocoques
(particulierement Lactococcus lactis) et de Streptococcus thermophilus dans les produits
laitiers (Biokar Diagnostics, Beauvais, France).

+ M17 liquide

+ BHI : pour la culture d'un grand nombre de microorganismes, y compris de nombreux types

de pathogenes. (Biokar Diagnostics, Beauvais, France).

I11.1.2. Origine des souches tests
Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été isolées a partir de lait fermenté
traditionnel, Raib, fabriqué sans cultures de départ. Des échantillons ont été collectés dans

toutes les régions de Chlef.

Les souches cibles utilisées dans cette étude sont : Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Listeria innocua, Salmonella typhimurium,

Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis. (Mezaini et al, 2009).

111.2. Méthodes

111.2.1. Isolement des bactéries lactiques

> Les bactéries lactiques ont été isolées a partir du Raib, en homogeénéisant des
échantillons de 10 g de fromage dans 90 ml de solution saline.

» Une série de dilutions appropriees sur différents milieux: (BHI, MRS et M-17).

> Les plaques ont été incubées de maniere aérobie a 30° C pendant 48 heures, puis
plusieurs colonies ont été prélevées au hasard pour identification.

» La morphologie cellulaire et la coloration de Gram ont été examinées par microscopie
optique, et l'activité catalase a été réalisee.

> L'identification phénotypique était basée sur des caractéristiques physiologiques et
biochimiques, fermentation du sucre, en utilisant les tests de fermentation
(API1-20 CH et API-50 CH) .
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CHAPITRE 11l : MATERIEL ET METHODES

111.2.2. Détection de I'activité antibactérienne
I1 s’agit de plusieurs méthodes de détection de I’activité antibactérienne, les deux méthodes

décrit par Bilge Hilal (Cadirci et al, 2005) :

111.2.2.1. Préparation des filtrats
= Les bactéries lactiques ont été cultivées a 37 ° C eta 42 °C pendant 16 h. dans le
bouillon MRS. Apres culture de 16 h de culture, 1% du volume a été inoculé dans 150

ml du MRS bouillon et incubé & 37 ° C pendant 24, 48 et 72 h en anaérobiose .

= Les cultures de bacteéries lactiques ont été centrifugées a 15 000 tr / min pendant 15
min et les surnageants ont été récupérés dans des flacons coniques et le pH a été ajusté
a4,5. Le surnageant acellulaire a été stérilisé par filtration sur membrane (taille de
pores de 0,22 pum: (Kivang, 1990).

111.2.2.2. Préparation des inoculums
Les inoculums ont été préparées comme décrit par Kivang (1990), avec quelques

modifications.

= Des cultures de 16 h de bactéries pathogénes ont été centrifugées a 15 000 tr / min
pendant 15 minutes et les cellules ont été collectées et les surnageants jetés. Les
cellules ont été rincées deux fois avec une solution saline physiologique stérile (PSS),

ont été ajustées a 10 et 10° cellules / ml

111.2.2.3. Méthode de disques

La méthode de disques de Bhunia et al. (1988) a été suivi avec des modifications.

= Les bactéries pathogénes a des concentrations de 10° et 10° cellules / ml, ont été
ajoutées a 560 pl dans 7 ml de gelose molle BHI (gélose a 0,75%) et mélangées.
Ensuite, cet inoculum a été transféré sur des plaques d'agar MRS solide.

= Des disques en papier (diametre du disque 6 mm) ont été imbibés dans 30 pl de
surnageant acellulaire provenant du cultures de bacteries lactiques de 24, 48 et 72 h et
placé sur la surface de la gélose MRS et incubé a 37°C pendant 24 h en anaérobie
(Figure 04/a).

= Un disque imbibé par le bouillon BHI est placé sur de la gélose MRS, comme témoin.

= Apres incubation, une zone claire autour d'un disque indique qu’il s’agit d'une activité

antimicrobienne.
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111.2.2.4. Méthode des spots (spot-on-lawn)
Lawn : culture d'une nuit sur une plaque d'agar de 120ml.

Spot : 6 ul de culture d’une nuit repérée sur plaque d’agar. IGEM LMU-Munich, 2014).

Le test antimicrobien des spots a été décrit par plusieurs auteurs, plusieurs modifications de la
méthode ont été apportées. De plus, diverses autres expressions sont utilisées telles que le test

de la gélose, le test de dilution critique et le test d'antagonisme différé. (Fijan, 2016).

= Dans la méthode des spots, des cultures de 24, 48 et 72 h de cultures de bactéries
lactiques ont été repérées sur la surface des plaques de la gélose du MRS et incubées a
37°C pendant 24 h en anaérobiose.

= Des suspensions de cellules lavées 16 h de bactéries indicatrices ont été ajoutées a
(8%) 7 ml. La gélose molle BHI et ce mélange ont €té transférés sur milieu MRS
solide qui contenaient des cultures de bactéries lactiques pendant une nuit
(Figure 04/b).

= Le MRS bouillon a été repéré comme témoin.

= Apres 24 h et 37°C incubation en anaérobiose, la zone d'inhibition a été mesurée en
millimeétres (Schillinger et Lucke, 1989).
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R

Inoculum transféré sur plaque

Inoculum de cellules lavées
d’agar MRS

de bactéries pathogénes
dans gélose BHI molle

Surnageant acellulaire de bactéries

lactiques ajouté a des disques en papier Les disques placés & la suite sur milieu

MRS contenant de bactéries pathogenes

a) La méthode de disques

R

Inocu'_um de cellules lavees de Inoculum transféré sur plaque d’agar
bactéries pathogenes dans gélose MRS contenante une culture de bactéries
BHI molle lactiques

b) La méthode des spots

Figure 04: Les différentes méthodes de détection de I’activité antibacterienne.
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CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSION

IV.1. Activité antibactérienne

IV.1.1. Méthode des disques

Cadirci et al. (2005). Ont testé trois souches de Lactobacillus contre 10 micro-organismes
pathogenes, les résultats de la méthode des disques montrent que les bactéries Gram (-) étaient
majoritairement inhibées dans cette étude et B. subtilis ATCC 6633 était la bactérie le plus
sensible (Tableau 07).

Les résultats sont conformes aux résultats de Boudersa et al. (2017), Suite a la méthode des
disques le pouvoir antagoniste a révélé que les bacilles lactiques (BL) présentent I’activité
inhibitrice la plus forte. Elle est dirigée contre E. coli Gram (-) avec une moyenne de 11 mm,
une activité toutefois supérieure a celle observée contre S. aureus (9.67mm) et B. Cereus
(8mm) Gram (+).

I1V.1.2. Méthode des spots
Les résultats de Cadirci et al. (2005) de la méthode des spots, montrent que les bactéries Gram
(-) étaient majoritairement inhibées et P. aeruginosa ATCC 27853 était la bactérie la plus

sensible (Tableau 08).

L’étude de Pan et al. (2008) a montré également la présence d’une activité antimicrobienne
potentielle du probiotique candidat Cl. butyricum par la méthode des spots envers deux agents
pathogénes de poissons. Les résultats ont montré que Cl. butyricum avait une inhibition claire
de la croissance de deux agents pathogénes, V. anguillarum et Aer. Hydrophila Gram (-)
(diamétre de la zone d'inhibition> 0.8 cm), alors qu'il avait une faible inhibition Contre les
Gram (+) Lact. delbrueckii, et aucune inhibition envers Lact. acidophilus (diametre de la zone

d'inhibition <0.3 cm).
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Tableau 07: Effet antagoniste de Lactobacillus contre les souches pathogenes par méthode de disques. Cadirci et al. (2005).

L. helveticus L. plantarum L. casei

Cultures 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

bactériennes

10° | 10° | 10® | 10° | 10® | 10° | 10° | 10° | 10% | 10° | 10° | 10° | 10% | 10° | 10° | 10° | 10° | 10°

B. Subtilis ATCC 6633 11 8 21.5 21 12 10 12 11.5 | 21.5 | 20.5 12 11.5 9 11 11 9 12 10.5
S. Aureus ATCC 25923 11 10.5 7.5 9 10 10 11 9 8.5 9 9.5 10 11.5 | 95 7.5 9 12 10

E. Faecalis ATCC 29212 11 10.5 12 10 11.5 10 14 13.5 13 10 13 12.5 9 8.5 | 10.5 | 105 10 9.5

E. Cloaceae ATCC13047 10.5 9.5 8 7.75 9.5 10 10 8.5 8 7 10 9 9.5 9 8 7.5 10 10
E. Coli 0157 :H7 14 11 16 14.5 15 145 | 135 11 15 14.5 12 10.5 | 10.5 10 11.5 11 125 | 115

E. Coli ATCC 25927 12 11 13 125 | 125 | 115 12 11.5 14 13 13 125 | 95 9 10 9 11 10
E. Coli ATCC 25922 11 9 8 9 11 8.5 11 10 9 9 9 9 10 10 10 10 10 8.5

P.aeruginosaATCC10145 11 10 20 18 10 9 12 10.5 | 20.5 20 11 9.5 8 7.5 12 9 105 | 95
P.aeruginosaATCC27853 11 9 6.25 10 7.5 7.5 10 8 6.25 10 8 7.5 11 9 6.25 10 8.5 7.5

P. mirabilis ATCC 7002 11.5 | 115 8 8 9.5 9 10 10 8 8 10 8.5 10 10 10 7.75 11 8
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Tableau 08: Effet antagoniste de Lactobacillus contre les M.O pathogénes par méthode des spots. Cadirci et al. (2005).

L. helveticus L. plantarum L. casei

Cultures 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

bactériennes

10® | 10° | 10® | 10° | 10 | 10° | 10% | 10° | 10° | 10° | 10 | 10° | 10°® | 10° | 10® | 10° | 10° | 10°

B. subtilis ATCC 6633 18 18 34 27 29 25 20 19 23 22 25 23.5 | 20.5 19 21.5 23 23 18.5

S. aureus ATCC 25923 17 17 28 27 23.5 24 17 13 28 22 20.5 21 18 18 21 21 26 24

E. faecalis ATCC 29212 15 15 22,5 19 19.5 22 145 | 135 | 22 20 20 19 15 17 20 18.5 | 19.5 20

E. cloaceae ATCC 13047 23 13 16 15 21 21 16 15.5 18 17 18.5 18 16 17 20 21 24 11

E. coli 0157:H7 16 19 23 23 25 26 15.5 | 16.5 26 24 24 21 18.5 18 25 24 25.5 25
E. coli ATCC 25927 21 19 27 245 26 28 17.5 17 28 27 27 22 20 19 27 25.5 | 27.5 24
E. coli ATCC 25922 13 145 20 23 17 19 17 19 17 16 27 25 14 12 215 17 27.5 25

P.aeruginosa ATCC10145 20 15.5 23 21 28 19 17 15 28 25 26 27 19 22 26 22,5 30 30

P.aeruginosa ATCC27853 19 20 33 31 25.5 25 16.5 14 26 23 25 26 20 21 26 25 28 30

P. mirabilis ATCC 7002 16 17 26 27 235 | 25,5 | 145 | 145 | 26 25 23 26 18 16 21 20 30 31
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En outre, selon Mezaini et al. (2009). les résultats montrent que six isolats étaient actifs contre
une ou plusieurs souches testées. Cependant, la souche S. thermophilus T2 a montré un large
spectre inhibiteur contre toutes les bactéries cibles Gram (+) utilisées dans cette étude, sauf
contre Staphylococcus aureus. De plus, S. thermophilus T2 n'a montré aucune activité
inhibitrice contre les bactéries a Gram (-) utilisées dans cette étude: Escherichia

coli et Salmonella typhimurium (Tableau 09).

Ces résultats corroborent avec les résultats obtenues par Labioui et al. (2005). qui ont constaté
que les trois souches de bactéries lactiques les plus efficaces, BLh5, BLh10 et BLh17 ne
présentent pas le méme spectre d’action vis-a-vis des bactéries pathogénes. Elles sont toutes
actives sur les Gram (+), mais seule la souche BLh5 est efficace contre Proteus mirabilis
Gram (-). Et les trois souches présentent une forte activité antibactérienne contre Escherichia
Coli ATCC25921.

Tableau 06: Spectre antibactérien des surnageants acellulaire des six bactéries lactiques
isolées du produit laitier traditionnel (Raib). Mezaini et al. (2009).

Souche Souches inhibées

Lactococcus lactis S1 Listeria innocua , Enterococcus faecalis

Lactococcus lactis S2 Listeria innocua

Lactococcus lactis S7 Listeria innocua , Enterococcus faecalis Bacillus cereus
Lactococcus lactis S9 Listeria innocua , Bacillus cereus

S. thermophilus T2 Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Listeria innocua,

Enterococcus faecalis et Staphylococcus epidermitidis

S. cremoris R3 Enterococcus faecalis , Bacillus cereus

Lactococcus diacetylactis V1 Enterococcus faecalis
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D’apres les résultats, on constate que 1’activité antagoniste des bactéries lactiques par la
méthode des disques et la méthode des spots est plus forte contre les bactéries a Gram (-),
tandis qu’avec la méthode de diffusion sur gélose présente un large spectre inhibiteur contre
les bactéries a Gram (+).

L’activité antibactérienne des souches lactiques est probablement due a la production de
plusieurs agents antibactériens. L'activité inhibitrice sur les bactéries testées par la méthode
des spots est considérée comme meilleure, mais cela pourrait étre a cause de tous les
métabolites présents. Mais dans la méthode des disques, des surnageants de cultures de
bactéries lactiques ont été utilisés en anaérobies, des conditions ont été imposées pour
diminuer I' activité inhibitrice, ainsi, la zone d'inhibition qui a été observée autour des disques
peut dépendre uniquement de I'activité des bactériocines (Cadirci et al, 2005).

En outre, dans la recherche sur I'activité antimicrobienne, la méthode des spots est une
technique pratique et appropriée. Cependant, dans les enquétes sur la bactériocine, elle doit
étre contrblée avec la méthode des disques (Cadirci et al, 2005).

L’activité antimicrobienne observée dans 1’étude de (Mezaini et al, 2009) est exercée
uniquement contre les bactéries Gram positives, la bactériocine produite par S.
thermophilus T2 inhibe les souches Gram positives telles que Listeria

innocua et Enterococcus faecalis . et rarement les souches a Gram négatif.

Les bactéries Gram (+) sont généralement plus sensibles a 1’effet bactéricide des bactéries
lactiques. Les bactériocines sont surtout actives sur les pathogénes a Gram (+). L’activité
bactéricide de la souche BLh5 se retrouve exclusivement dans le milieu de culture. On a donc

formation de substances extracellulaires (Labioui et al, 2005).
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Conclusion
En conclusion, I'étude des bactéries lactiques aidera a sélectionner les meilleures souches pour
améliorer la sécurité microbiologique des produits alimentaires et augmenter leur durée de

conservation.

Les bactéries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux naturels, des végétaux (plantes
et fruits), des animaux et des humains (cavités buccales, flore intestinale, vaginales, féces et

dans le lait).

L'activité antimicrobienne ou antagoniste des probiotiques est une propriété importante qui
comprend la production de composés antimicrobiens contre des agents pathogenes,

I'amélioration de la fonction de barriére intestinale et autres.

Sur cette base le but principal de cette étude est de mettre en évidence ’activité antagoniste

des bactéries lactiques vis-a-vis de certaines bactéries d’altération.

Il existe de nombreuses méthodes pour déterminer les propriétés antagonistes des
probiotiques, y compris la méthode des spots, la méthode des disques, la méthode de diffusion
sur gélose et autres, par contact direct et indirect entre la souche testée et la souche

indicatrice.

La premiére partie de cette étude consiste a isoler, caractériser et identifier les souches de

bactéries lactiques a partir du lait fermente.

La deuxiéme partie ¢’était la détermination de leur capacité a produire des substances

inhibitrices contre les souches cibles.

D'apres les résultats obtenus, on peut conclure que I’activité antagoniste des bactéries
lactiques par la méthode des disques et la méthode des spots est plus forte contre les bactéries
a Gram négatif, tandis qu’avec la méthode de diffusion sur gélose les bactéries a Gram positif

étaient inhibées le plus, cela pourrait étre a cause des métabolites présents et leurs natures.
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Milieu d’isolement :

+ Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharp, 1960)

Pour 1 litre de milieu :

POLyPePtONe ...t e 10,00 g
Extrait de viande...........oooiiiiiiiiii e 10,00 g
Extrait delevure ........oooiiiiiii i 5,00 g
GIUCOSE .ttt 20,00 g
Phosphat dipotasSiQUE .........c.irineine i 2,009
Acétate de SOdIUM ......iineii e e 5,009
Citrate d’ammONIUM .......oiiuiiiti i e e e e e eaeenaeeaass 2,009
Sulfate de MagNESIUM .......oiuiniitii e 0,209
Sulfate de Man@anEse ..........couiveiiiiiiii i 0,059
Agar bacteriolOZIQUE .....oueietit it 15,00g
Bau diStillée ......onii 1000 ml

pH=6,8+ 0,1 Autoclave 120° pendant 20 min

+ MRS liquide tout les ingrédients du MRS solide mais sans Agar

+ Milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) Pour 1 litre de milieu :

TIYPLONE .. 2,509
Peptone pepsique de viande ...........o.oiiiiiiiiiii 2,509
Peptone papainique de SOJa ......o.vveiiiiiiii i 5,00 g
Extrait de leVUure. ... ...ooouiiii i 2,509
EXtrait de VIANGe ... 5,00 g
37 T 10 1] 5,00 g
Glycérophosphate de sodium ............coiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 19,00 g
Sulfate de magnésium ............ooiiiiiiii i 0,259
ACIAe aSCOTDIQUE ...ttt 0,509
Agar bacteriOlOZIQUE . ...ttt e 15,00¢g
Eau distillée ... ..o 1000 ml
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pH=7,1 £ 0,2 pour MRS normal et 5,4 pour MRS acidifié autoclave 120° pendant 20 min

+ M17 liquide tout les ingrédients du M17 solide mais sans Agar

+ Milieu BHI (Brain Heart Infusion) Agar (Becton, Dickinson 2013)

Pour 1 litre de milieu :

Infusion cceur-cervelle (matieéres solides) ........oovvviiiiiiiiiiiiii e, 8,0¢g
Digestion peptique de tissuanimal.............c.oooiiiiiiiiiiiii 5,0
Digestion pancréatique de Cas€ine ............oiuivuiiiiiiniiiii i, 16,0
Chlorure de SOAIUM .....voiiiit e e 5,0
GIUCOSE .ttt e e 2,0
Phosphate d’hydrogéne diSodique...........ooviiriiiiiiii e, 2,5
GlOSE ot 13,5

pH7,4+0,2

BHI liquide tout les ingrédients du BHI solide mais sans Agar
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