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Résumé :

Les bifidobacteries sont des habitants naturels du microbiote intéstinal, ils
s’installent au niveau du colon au bout du 2eme ou 3eme jour suivant la
naissance chez les enfants allaités au sein. Et en vue de leurs effets tres
bénéfiques sur la santé de I’homme, ces derniers, sont incorporés dans les

aliments dits « probiotique ».

Neuf souches de bifidobactéries ont été isolées a partir des selles de nourissons.
L’ un des caractéristiques spécifiques de ces souches est la production de 3 moles
d’acide acétique et 2 moles d’acide lactique a partir de 2 moles de glucose, ces

deux acides ont été identifies par HPLC.

Parmi les criteres de selection des souches probiotiques est la résistance aux pH
acide de I’etomac, la tolérance aux sels biliaire de 1’intestin, la résistance aux
antibiotiques, 1’activit¢ antimicrobienne envers les souches pathogenes et
I’adhérence aux cellules épithéliales. Ces tests ont été réalises par des méthodes
in vitro dont le résultat a dévoilé une bonne activité probiotique des souches

appartenant a I’espéce longum.

Lors de la fermentation du lait, un taux élevé d’acidité a été produit et une bonne
croissance a été observer chez nos souches en culture mixte avec la souche

Streptococcus thermophilus.

Enfin, une diférence significative du taux de la viabilité de nos souches envers
certaines conditions technologiques (I’influence des aromes, 1’influence des

additifs et le stockage frigorifier) a été noté.

Mots-clés : bifidobactérium, probiotique, croissance, fermentation, viabilité.

-



Abstract:

Bifidobacteria are natural habitats of the intestinal microbiota, they settle in the
colon after the 2nd or 3rd day after birth in breast-fed infants. And for their
highly beneficial effects on human health they are incorporated in food as

"probiotic".

Nine bifidobacterium strains were isolated from new born feces and identified.
One of the specific characteristics of these strains is the production of 3 moles of
acetic acid and 2 moles of lactic acid from 2 mol of glucose, both of these acids
were identified by HPLC.

The criteria of the selection of probiotic strains is the resistance to acid pH in the
stomach, tolerance to bile salts of intestin, resistance to antibiotics, the
antimicrobial activity against pathogenic strains and adhesion to epithelial cells;
these tets were conducted by in vitro methods, the result revealed a good

probiotic activity of the strains belonging to the species longum.

During the fermentation of milk, a high level of acidity was produced and good
growth was observed for our strains in mixed culture with the strain

Streptococcus thermophilus.

Finally, a significant difference in the rate of the viability of our strains towards
some technological conditions (the influence of aromas, the influence of

additive and refrigerated storage) was noted.

Keywords: bifidobacterium, probiotic, growth, fermentation, viability.
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Introduction :

Pendant longtemps, le colon a simplement été considéré comme organe
d’¢élimination des restes du bol alimentaire par opposition a I’estomac ou a
I’intestin gréle, sieége des sécrétions enzymatiques et hormonales, responsable de

la digestion et de 1’absorption des nutriments.

Aujourd’hui le colon apparait comme un élément régulateur du bien-étre
intestinal, notamment par sa flore bactérienne complexe et le maintien de son
équilibre. Parmi toutes les especes présentent dans la flore, les bactéries
productrices d’acide lactique fascinent depuis quelque décennie les chercheurs

pour leurs effets bénéfiques pour la santé de ’homme dont les bifidobactéries.

Les bifidobacteries sont des habitants naturels du microbiote intéstinal, ils
s’installent au niveau de l’intestin au bout du 2éme ou 3éme jour aprés la
naissance chez les enfants allaités au sein. Et en vue de leurs effets bénéfiques
sur la santé¢ de I’homme ces souches sont incorporées dans les aliments dites

probiotique.

Les bactéries probiotiques sont des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont
ingérés en quantité suffisante, ont des effets bénéfiques sur I’equilibre et les

fonctions physiologiques du microbiote intestinal (FAO/WHO, 2002).

Les produits laitiers fermentés sont connus pour étre de bons vecteurs de
probiotiques notamment en raison de leurs larges consommations. Il a ainsi été
suggéré que la prise quotidienne des probiotiques doit &tre comprise entre 10° et

10° unités formant colonie (UFC) pour avoir un effet.

Le maintien de la viabilite et de la fonctionnalité des bactéries probiotiques
jusqu’a ce qu’elles atteignent leur destination dans le tube digestif est primordial
(Mattila-Sandholm et al., 2002). Cependant, des études conduites sur plusieurs
produits laitiers provenant du commerce montrent une perte de viabilité des

probiotiques au moment de leurs consommations. Il est donc indispensable que

.



les souches sélectionnées doivent montrer une capacité a survivre dans des
milieux a forte concentration en bile et en oxygéne et a faibles valeurs de pH, a
détenir des propriétés particuliéres de colonisation in vitro, et a étre capables
d’interagir avec 1’hote. Hors, les procédés de préparation et de fabrication
(fermentation, stockage) perturbent significativement la fonction probiotique et

donc I’efficacité des produits finis commercialisés.

Dans ce contexte, nous avons essayé d’élaborer des souches de bifidobactéries
potentiellement probiotique par des tests in vitro (résistance au pH acide de
I’estomac, résistance aux sels biliaire, 1’adhérence aux cellules ¢pithéliales et
’activité antimicrobienne envers les souches pathogenes) et les incorporer dans
la production d’un lait fermenté et testés I’influence de certain aromes et additifs
utilisés dans la production des yaourts probiotique et I’influence aussi du

stockage frigorifie a 4C° sur leurs viabilités.
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Chapitre I Tractus gastro-intestinale et microbiote

I. Tractus gastro-intestinale et microbiote :
I. 1 Tractus gastro-intestinale :

I. 1.1 Physiologie du tractus :

Le systeme digestif inclut le tractus gastro-intestinal ainsi que les organes
accessoires de la digestion, notamment les glandes salivaires, le foie, la vésicule
biliaire et le pancréas exocrine. Le tractus gastro-intestinal permet
I’acheminement des aliments mais aussi la digestion chimique et enzymatique
de ces derniers depuis leur ingestion au niveau de la bouche jusqu’a leur
excrétion au niveau du rectum. Il est composé de la bouche, de I’oesophage, de
I’estomac, de ’intestin gréle, lui-méme comportant le duodénum, le jéjunum et
I’iléon et est terminé par le gros intestin (Figure 1). Il a pour fonction
I’absorption des nutriments (glucides, protéines, lipides, minéraux et vitamines),
mais aussi de 1’eau et des ¢lectrolytes. Il joue aussi un role de protection de
I’organisme en prévenant le passage des bactéries et des autres substances
indésirables provenant de la lumiére intestinale, et exerce enfin un réle de
surveillance immunitaire via 1’association avec les tissus lymphoides. Les
fonctions du tractus gastro-intestinal sont régulées par des hormones du systeme
nerveux autonome (Reed et al., 2009).

La morphologie et la structure du tube digestif varie d’une personne a une autre
en terme de dimension et de zones de surfaces d’absorption (Desesso et

Jacobson, 2001).

I. 1.2 Description générale du systéme digestif :
Le tractus gastro-intestinal est un écosysteme complexe et ouvert aux
microorganismes exogénes. Sa muqueuse étant estimée a 200-300 m? il
représente la plus grande surface du corps en contact avec I’environnement.

L’écosystéme gastro-intestinal est généré par une alliance stable entre 1)

.



Chapitre I Tractus gastro-intestinale et microbiote

I’épithélium gastro-intestinal, 2) le systéme immunitaire et 3) une importante
flore microbienne. Si I’un des trois composants de 1’écosystéme est défaillant,
des pathologies peuvent survenir. Les interactions entre les microorganismes et
I’hote peuvent étre de trois types : symbiose, commensalisme ou pathogénicité.
L’hote est protégé contre la microflore intestinale pathogeéne par les barrieres

chimiques et physiques formées par 1I’épithélium gastro-intestinal (Backhed et
al., 2004).

I'estomac
Pylore

Angle colique
gauche

Duodénum

Colon transverse

Colon descendant
(gauche)

Appareil digestif (vue de face)

Figure 1 : Schéma simplifi¢ décrivant les compartiments de 1’appareil digestif
de I’'homme. D'aprés (Ouwehand et Vesterlund, 2003).

I. 2. Microbiote intestinal :

I. 2.1 Generalité:
Le microbiote intestinal désigne 1’ensemble de la population de
microorganismes vivant au sein du tractus gastro-intestinal en accord avec
I’hote. Il est composé de nombreuses especes bactériennes, et est de loin le

microbiote le plus peupleé et le plus complexe (Raibaud et Ducluzeau 1989).

F



Chapitre I Tractus gastro-intestinale et microbiote

La prévalence des bactéries dans le tractus gastro-intestinal dépend des
conditions qui y régnent. Deux catégories de bactéries sont distinguées : les
bactéries autochtones et les bactéries allochtones. Les bactéries autochtones ou
indigénes se trouvent habituellement dans des niches particulieres. On y trouve
des bactéries dominantes, de 10°® & 10" UFC/g féces, qui sont souvent
anaérobies strictes et composée de 25 a 40 especes, il y a aussi les bactéries
sous-dominantes, de 10° & 10° UFC/g féces. Les bactéries allochtones ou en
transit provenant d’autres habitats que le tractus qui sont inférieures a 10%g de
feces. La majorité des bactéries pathogenes sont allochtones. Quelques bactéries
pathogénes peuvent cependant étre autochtones. Elles vivent alors normalement
en « harmonie » avec I’hote, excepté lorsque 1’équilibre du systéme est rompu

(Hao et Lee 2004).

I. 2.2 Origine et développement du microbiote intestinal :
L’¢tablissement du microbiote intestinal résulte de diverses séquences de
colonisation bactérienne. Au moment de la naissance, le nouveau-né quitte un
environnement sterile (utérus) et se retrouve exposé a de nombreuses bactéries
provenant de sa meére (microbiotes vaginal, intestinal et cutané) et de son
environnement immédiat (milieu hospitalier ou autre, personnel hospitalier,
entourage...).

En effet, des la rupture des membranes foetales, les bactéries envahissent le
nouveau-né et colonisent les surfaces en contact avec ’extérieur (McLoughlin
et Mills 2011). Les bactéries sont détectables dans les feces quelques heures
apres la naissance (Del Chierico et al., 2012). Le niveau de colonisation de
I’intestin du nouveau-né est estimé a 10° & 10" UFC/g de féces, 48 heures aprés
sa naissance (Campeotto et al., 2007). Le tractus gastro-intestinal est d’abord
colonisé par les bactéries aérobies et anaerobies facultatives. En consommant
I’oxygéne, ces bactéries, permettent la colonisation par des bactéries anaérobies

strictes (Vael et Desager 2009). En effet, des études indiquent qu’en général, les




Chapitre I Tractus gastro-intestinale et microbiote

nouveaux-nés sont premierement colonisés par des entérobactéries (Escherichia
coli), des staphylocoques, des entérocoques (Enterococcus faecalis), des
streptocoques et des lactobacilles qui semblent créer un environnement réduit
favorable a I’établissement deux a trois jours aprés la naissance des bactéries
appartenant a des genres comme Bacteroides, Bifidobacterium et Clostridium
ainsi que les lactobacilles supportant mal 1’oxygéne (Coudeyras et Forestier
2010).

La composition du microbiote se diversifie en fonction de différents parametres
comme I’allaitement et se stabilise aprés la diversification du régime
alimentaire. L’équivalent du microbiote adulte est atteint en moyenne a 1’age de
deux ans (Leclerc et al., 2007). Des etudes indiquent que le vieillissement
entraine un déclin des bifidobactéries en faveur des entérobactéries
(Woodmansey 2007). Cette diminution des bifidobactéries peut avoir un impact
sur la santé du sujet age car ces bactéries sont impliquées dans la stimulation du
systeme immunitaire et dans les processus métaboliques, ce qui pourrait en
partie expliquer les problemes de malnutrition des sujets ages (Guigoz, Doré et
Schiffrin 2008).

I. 2.3 Distribution des bactéries dans le tube gastro-intestinal humain :
L’environnement gastro-intestinal comprend trois régions principales qui offrent
des conditions physico-chimiques tres différentes aux microorganismes qui s’y
trouvent.

Le premier compartiment, 1’estomac, se caractérise par la présence d’oxygene
apporté par la déglutition et par une forte acidité. De ce fait, I’estomac héberge
selectivement les microorganismes acido-tolérants et anaérobies facultatifs

comme les lactobacilles, les streptocoques, les levures, etc.
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Figure 2 : Le microbiote associé au tractus gastro-intestinal humain D’apres

(Coudeyras et Forestier 2010).
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Dans le deuxieme compartiment, I’intestin gréle, la microflore est constituée
essentiellement de bactéries anaérobies facultatives tels que les lactobacilles, les
streptocoques et les entérobactéries, et anaérobies strictes notamment les
bifidobactéries, les bactéroides et les clostridies.

Dans le dernier compartiment, le c6lon (dépourvu d’oxygene), le transit digestif
est plus lent et la flore microbienne est plus abondante, représentant 35 a 50 %
du volume du contenu du c6lon humain. La microflore du cdlon est tres
complexe et est dominée par les bactéries anaérobies strictes (Bacteroides sp.,
Clostridium sp., Bifidobacterium sp...). Tandis que les bactéries anaérobies
facultatives sont moins nombreuses et représentées par les lactobacilles, les
entérocoques, les streptocoques et les Enterobacteriaceae. Les levures (ex.
Candida albicans) sont peu représentées (figure 2).

La charge microbienne dans les différents compartiments a été estimée a environ
: 10%, 10** 107, 10”® et 10" unité formant colonies (UFC) par g dans
I’estomac, le duodénum, le jéjunum, I’iléon et le colon respectivement
(Ouwehand et Vesterlund 2003 ; Isolauri et al., 2004).

La diversité des especes bactériennes de chaque individu semble unique, mais

demeure relativement stable au cours de la vie.

. 2.4 Effets bénéfique :
Les bactéries du microbiote sont impliquées dans diverses fonctions bénéfiques
a I’hote, comme la prévention des infections causées par les pathogénes, la
digestion et la mise a disposition de nutriments ainsi que la maturation du

systéeme immunitaire associé aux muqueuses (Figure 3).

-
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Figure 3 : Les fonctions du microbiote intestinal D’aprés (O'Hara and
Shanahan 2006) :
I. 2.4.1 Participation a la nutrition :

Les bactéries du microbiote intestinal peuvent participer au métabolisme de
I’hote en consommant des éléments non digérés par 1’hote comme les
carbohydrates (pectine, cellulose...), fournissant ainsi des nutriments a 1’héte ou
a d’autres bactéries du microbiote.
L’activit¢ métabolique la plus intense se retrouve au niveau du colon qui
contient le plus grand nombre de bactéries (Srikanth et McCormick 2008).
Plusieurs glucides résistants d’origine végétale représentent une part importante
des sources de carbone utilisées par la flore colique comme 1’amidon résistant,
la cellulose, I’hémicellulose, la lignine, la pectine ou I’inuline (Louis et al.,
2007). De la méme fagon, de nombreuses protéines résistent aux protéases
pancréatiques dans I’intestin gréle et arrivent donc intactes dans le colon ou elles

sont dégradees par la microflore (Macfarlane et al., 1986).
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La fermentation des glucides résistants aboutit essentiellement a la formation de
SCFA (Short Chain Fatty Acid), principalement de 1’acétate, du propionate et du
butyrate, ainsi qu’a différents gaz tels que du CO2, CH4, H2, H2S (Topping et
Clifton, 2001). Ces SCFA sont une source d’énergie non négligeable utilisable
par 1’épithélium intestinal puisqu’ils couvrent 10 % a 15 % des besoins de
I’organisme et jouent un role positif, notamment le butyrate, dans le controle de
la prolifération et de I’apoptose des cellules tumorales de I’intestin (Comalada
et al., 2006).

En plus de sa participation dans I’hydrolyse des macromolécules apportées par
I’alimentation, le métabolisme du microbiote intestinal libére dans la lumiére du
tube digestif des vitamines B et K, essentielles a la santé de 1’hote, ou facilitent
I’absorption de la vitamine D issue du bol alimentaire, en augmentant

I’expression de son récepteur a la surface des entérocytes (Feng et al., 2005).

I. 2.4.2 Protection contre les pathogénes :
En dehors de son rble au niveau des défenses immunitaires de 1’hote, le
microbiote intestinal participe activement par d’autres mécanismes dans la lutte
contre les infections (Stecher et Hardt, 2008).
Parmi les genres les plus abondants dans la flore intestinale commensale, les
bifidobactéries et les lactobacilles ont été caractérisés pour leurs propriétés
antimicrobiennes et plusieurs de leurs mécanismes inhibiteurs ont été décrits.
La production par des bactéries lactiques de composés antibactériens tels que
des bactériocines et des molécules apparentées, des acides organiques ou le
peroxyde d’hydrogeéne (uniquement en présence d’oxygeéne). Les bactériocines
sont des molécules produites par des bactéries a Gram positif, comme les
lactobacilles et ayant des effets toxiques sur d’autres bactéries a Gram positif en
ménageant des pores dans les parois cellulaires.
Il agit également en perméabilisant les parois des bactéries a Gram négatif,

augmentant ainsi leur sensibilité a d’autres composés antimicrobiens.
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Par ailleurs, des bactéries lactiques peuvent entrer directement en compétition
avec des especes néfastes pour leurs sites d’adhésion. L. reuteri a la capacité de
se fixer sur le méme récepteur que celui de Helicobacter pylori. Certaines
souches de bifidobactéries inhibent quant a elles 1’adhésion d’Escherichia coli

entérotoxiques en exprimant une molécule d’adhésion similaire a la leur (Gill,

2003 ; Servin et Coconnier, 2003).

I. 2.4.3 Fonction imunologique :

Le développement de I’'immunité du nouveau-né est stimulé par la colonisation
bactérienne du tractus gastro-intestinal qui est dépourvu de germe in-utero.
Cette colonisation intervient dans le développement de I’'immunité innée et
adaptative.

Des résultats suggérent que cette relation entre le microbiote intestinal et le
systéme immunitaire est spécifique a I’hote et aussi a I’espéce. Une étude
récente montre en effet que I'influence du microbiote intestinal sur la maturation
du systeme immunitaire de I’hote est dépendante de la spécificité hote
microbiote. Dans cette étude, des souris axéniques (sans microbiote) ont ete
colonisées par un microbiote de souris, de rat ou d’humain. L’analyse des
cellules du systéeme immunitaire a révelé que les souris colonisées par les
microbiotes provenant de rat et d’humain présentent certaines caractéristiques
des souris axéniques c’est a- dire que leur systéme immunitaire semble étre peu
développé. De plus les souris axéniques colonisées par un microbiote de souris
sont mieux protégeées contre les infections comparees aux souris colonisées avec

un microbiote humain (Chung et al., 2012).
I. 2.5 Facteurs agissant sur la colonisation bactérienne :

I. 2.5.1 Influence du terrain génétique :
Malgre le fait que le nouveau-né se retrouve confronté a une multitude de
microorganismes a la naissance, son tractus gastro-intestinal ne sera colonisé

que par certaines bactéries capables d’interagir de fagon symbiotique avec

e
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I’héte. L’influence du terrain génétique sur la modulation de la colonisation
bactérienne a été mise en évidence par 1’observation de I’importante similarité
entre des microbiotes provenant de jumeaux.

Différentes études rapportent en effet que les similarités au niveau de la
composition du microbiote intestinal sont liees au degré de similitude du terrain

génetique (Stewart, Chadwick et Murray 2005).

I. 2.5.2 Influence du terme de naissance :
Le microbiote intestinal des nouveau-nés prématurés est moins diversifié et
présente un retard d’implantation, notamment pour les espéces anaérobies
strictes, comparé a celui des nouveau-nes a terme (Campeotto et al., 2007).
Ce retard peut s’expliquer par le fait que les enfants prématurés naissent souvent
par césarienne et qu’ils nécessitent parfois une lourde prise en charge (soins
intensifs, antibiotiques) associée a un environnement protégeé qui les sépare de

toute source de microorganismes (Lorenz 2001).

I. 2.5.3 Influence du mode d’accouchement :
Le mode d’accouchement influence fortement les conditions de la colonisation
du tractus gastro-intestinal du nouveau-né. Des études rapportent que les enfants
nés par cesarienne présentent une composition du microbiote différente de celle
des enfants nés par voie basse. De plus, la population bactérienne du microbiote
intestinal des enfants nés par voie basse est semblable a celle du microbiote
vaginal de leur mere tandis que le microbiote intestinal des enfants nés par
cesarienne presente des similitudes avec le microbiote cutané de la mére (Reid
et al., 2011). Les enfants nés par césarienne présentent en genéral un retard de
colonisation par les lactobacilles, les bifidobactéries et les Bacteroides associé a
une colonisation par des Clostridium plus rapide et plus intense par rapport aux

enfants nés par voie basse.
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I. 2.5.4 Influence de I’alimentation :

La composition chimigue du régime alimentaire apparait avoir un role
déterminant pour la définition du microbiote intestinal du tractus gastro-
intestinal immature (Poroyko et al., 2011). Chez les enfants nourris au sein, la
population bactérienne est plus uniforme et plus stable que celle des enfants
nourris avec des formules infantiles (Le Huérou-Luron et al., 2010). Un enfant
né a terme et nourri au sein possede un microbiote intestinal au sein duquel les
lactobacilles et les bifidobactéries prédominent par rapport a d’autres bactéries
potentiellement pathogénes alors que des coliformes de Bacteroides et
d’entérocoques prédominent chez les enfants nourris avec des formules
infantiles (Bezirtzoglou et al., 2011).

D’autre part, la consommation d’aliments dits fonctionnels du fait de leur
contenu en probiotiques, prébiotiques ou en protéines bioactives (lactoferine) a
également été décrite comme étant capable de modifier la composition du

microbiote intestinal (Prakash et al., 2011).

I. 2.5.5 Influence des traitements medicamenteux :

L’antibiothérapie est le principal facteur de risque associ¢ a 1’altération du
microbiote intestinal. Le manque de specificité attribué a certains antibiotiques
peut étre responsable de divers désordres notamment au niveau des différents
microbiotes d’un organisme.

Une étude a observé que les traitements a base d’antibiotiques réduisent la
diversité du microbiote fécal des nouveau-nés et retardent la colonisation par des
especes, considérées comme ayant des effets bénéfiques, telles que les
lactobacilles et les bifidobactéries. De plus, ces traitements durant les premiers
mois de vie favorisent la colonisation par des pathogenes opportunistes résistant
aux antibiotiques (Bonnemaison et al., 2003).

D’autres médicaments comme les anti-acides, les inhibiteurs des pompes a

protons, ou les anti-inflammatoires non stéroidiens peuvent modifier
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I’environnement intestinal et donc perturber 1’équilibre au sein du microbiote

(Huffnagle, 2010).

I. 2.5.6 Influence des conditions d’hygiéne :
L’¢établissement du microbiote intestinal dépend du degré d’exposition aux
bactéries. Cela explique pourquoi en général, le processus d’établissement du
microbiote intestinal est différent entre des enfants nés dans les pays emergents
par rapport aux pays industrialises.
Au cours des dernieres décennies, la colonisation précoce par les entérobactéries
semble avoir fortement diminué dans les pays industrialisés en faveur de la
colonisation par les staphylocoques (Adlerberth et al., 2006). Les procedures
strictes d’obstétrique et d’hygiene appliquées dans les maternités au moment de
la naissance semblent étre a 1’origine de la réduction de 1’exposition aux
microorganismes provenant de la mere et de D’environnement. Cela a pour
conséquence de modifier le processus de colonisation du tractus gastro-intestinal
du nouveau-ne.
On observe en effet dans ces pays un retard de la colonisation par des bacteries
appartenant aux groupes Bifidobacterium ou Bacteroides (Campeotto et al.,
2007) et aussi des bactéries des groupes Enterococcus, Lactobacillus et
Eubacteria (Sepp et al., 1997).
Ces différents facteurs influencent la composition du microbiote intestinal mais
on peut noter que le microbiote intestinal est résilient. Cela signifie que malgre
I’apparition de déséquilibres, la composition du microbiote intestinal tend a
retrouver son ¢état d’origine. Ces observations suggerent I’existence d’une

communication  réguliere  entre le  microbiote et son  hote.
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I1. Les bifidobacteries

Il. 1 taxonomie :

Les bifidobactéries ont été isolées et décrites pour la premiere fois par Henry
Tissier a la fin du X1Xéeme siécle (Tissier, 1900). Il a observé en abondance une
bactérie en forme de Y dans les féces d’enfants nourris au sein et absente chez
ceux nourris au biberon. Cette bacterie, Gram positive, non sporulée, non
productrice de gaz, non mobile, anaérobie et de morphologie bifide a été
dénommée Bacillus bifidus. Cependant, un microbiologiste Danois, Orla-Jensen,
a proposé de classer Bacillus bifidus comme une espéce a part entiére sous le
nom de genre Bifidobacterium (Orla-Jensen, 1924). Pour lui, les
bifidobactéries “constituent un genre séparé, formant probablement une
connexion entre les bactéries lactiques et les bactéries propioniques”.
Néanmoins, il n’y a pas eu de consensus taxonomique clair pour ce nouveau
genre et pendant une grande partie du 20éme siecle, les bifidobactéries ont été
classées comme membre du genre Lactobacillus, en raison de leur forme en

batonnet et de leurs caracteristiques fermentaires.

Ainsi, le terme générique de Bifidobacterium, proposé pour la premiéere fois par
Orla Jensen est confirmeé en 1974 dans la huitieme édition de Bergey's Manual
(Buchanan et Gibbons, 1974). En 1963, Reuter a effectué des tests
biochimiques et sérologiques sur des souches de bifidobacteries isolées des feces
d'enfants et d’adultes et a proposé l'arrangement suivant pour l'identification de
ces bactéries: des bactéries aux formes bacillaires ,anaérobie , Gram positif,
ressemblaient & des lactobacilles, excepté la variabilité morphologique, elles
fermentent le glucose en produisant de I'acide acétique et de I'acide lactique d'un
rapport 2:1 et fermentent 11 sucres additionnel des sucres déja étudiés. Sur cette
base il conclut que ces bactéries devraient étre classées dans la tribu

Lactobacilleae , famille Lactobacillaceae dans le genre Bifidobacterium.
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Scardovi et Trovatelli (1965) et De Vries et al. (1967) ont découvert une
nouvelle voie de fermentation des hexoses chez les bifidobacteries, qui ne se
trouve pas dans aucune des espéces du genre Lactobacillus. L'enzyme principale
de cette voie est une fructose-6- phosphate phosphoketolase qui clive le
fructose-6-phosphate en érythrose-4-phosphate et en  acétyle phosphate. En
1970, Scardovi et al ont commencés a appliqué intensivement le procedé
d'hybridation ADN-ADN afin d'évaluer la validité des especes de bifidobacteries
précédemment décrite et pour identifier de nouveaux groupes de séquences
ADN homologique parmi les souches qu'ils isolaient dans des diverses niches
écologiques. Cette technique d’identification est une avancé significative en
bactériologie déterminative et a aidé a résoudre une grande partie de la
confusion précédemment rencontré, quand a la différenciation d'espéce de
Bifidobacterium qui a été faite principalement sur le profil fermentaire d'hydrate

de carbone.

Cependant, 1’accumulation d’¢tudes détaillant 1’hybridation de I’ADN, le
contenu en G+C et le métabolisme spécifique, a permis de ressusciter le genre
Bifidobacterium. Les bifidobactéries forment un genre phylogénétiquement
cohérent au sein de I’embranchement des Actinobacteria (Masco et al., 2004).
Cet embranchement comprend également les corynebacteria, les mycobacteria et
les streptomycetes (Embley et Stackebrandt, 1994). Les bifidobactéries
représentent aujourd’hui plus de 30 espéces, isolées principalement du TGl
d’hommes ou d’animaux. Leur génome a un contenu en G+C généralement
éleve qui varie de 42 a 67% (Felis and Dellaglio, 2007). La teneur en G+C de
Bifidobacterium bifidum vaut approximativement 62% (Zhurina et al., 2011).
Le genre Bifidobacterium est différencié par rapport aux autres genres qui lui
sont proche par un ensemble de caractéres physiologiques et biochimiques
(Tableau 1).

.
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Tableau 1 : Différenciation du genre Bifidobacterium avec les genres qui lui
sont voisins (Heddadji, 2007).

Il. 2 Ecologie :

A ce jour, plus de 40 espéces ont été isolés et attribué au genre Bifidobacterium
(Heping et Cai., 2014) (Tableau 2). Ces bactéries ont été isolées a partir de
cing différentes niches écologiques : I’intestin, la cavité buccale, les aliments,

I’intestin des insectes, et les eaux usées (Prasanna et al ; 2014).
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Tableau 2 : les diférentes éspéces appartennant au genre Bifidobacterium.
Numero especes Date Source phylogroupe
d’isolement
1 B.actinocoloniiforme 2011 Bee-Gl B. asteroides
2 B. adolescentis 1963 Human-Gl B. adolescentis
3 B. angulatum 1974 Human-Gl B. adolescentis
4 B. animalis ssp. 2004 Rodent-Gl B.pseudolongum
animalis
5 B. animalis ssp. lactis 1997 Dairy products B.pseudolongum
6 B. asteroides 1969 Bee-Gl B. asteroides
7 B. biavatii 2012 Monkey-Gl B. scardovii
8 B. bifidum 1924 Human-Gl SS
9 B. bohemicum 2011 Bee-Gl SS
10 B. bombi 2009 Bee-Gl SS
11 B. boum 1979 Bovine-Gl B. boum
12 B. breve 1963 Human-Gl SS
13 B. callitrichos 2012 Monkey-Gl B. adolescentis
14 B. catenulatum 1974 Human-Gl B. adolescentis
15 B. choerinum 1979 Swine-Gl  B.pseudolongum
16 B. coryneforme 1982 Bee-Gl B. asteroides
17 B. cuniculi 1979 Rodent-Gl B. cuniculi
18 B. dentium 1974 Human-dental ~ B. adolescentis
19 B. gallicum 1990 Human-Gl B.pseudolongum
20 B. gallinarum 1983 Poultry-Gl B. pullorum
21 B. indicum 1969 Bee-Gl B. asteroides
22 B. kashiwanohense 2011 Human-Gl B. adolescentis
23 B. longum ssp. 2008 Human-Gl B. longum
infantis
24 B. longum ssp. 1963 Human-Gl B. longum
longum
25 B. longum ssp. suis 2008 Swine-GJ. B. longum
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26 B. magnum 1974 Rodent-Gl SS
27 B. merycicum 1991 Bovine-Gl B.adolescentis
28 B. minimum 1982 Sewage SS
29 B. mongoliense 2009 Dairy products SS
30 B.pseudocatenulatum 1979 Human-Gl B. adolescentis
31 B. pseudolongum ssp. 1992 Bovine-Gl B.pseudolongum
globosum
32 B. pseudolongum 1992 Swine-Gl B.pseudolongum
ssp.pseudolongum
33 B. psychraerophilum 2004 Swine-Gl B. cuniculi
34 B. pullorum 1974 Poultry-Gl B. pullorum
35 B. reuteri 2012 Monkey-Gl SS
36 B. ruminantium 1991 Bovine-Gl B. adolescentis
37 B. saeculare 1992 Rodent-Gl B. pullorum
38 B. saguini 2012 Monkey-Gl SS
39 B. scardovii 2002 Human-blood B. scardovii
40 B. stellenboschense 2012 Monkey-Gl B. scardovii
41 B. stercoris 2010 Human-Gl B. adolescentis
42 B. subtile 1982 Sewage SS
43 B. thermacidophilum 2003 Swine-Gl B. boum
ssp. Porcinum
44 B. thermacidophilum 2003 Sewage B. boum
ssp.thermacidophilum
45 B. thermophilum 1969 Swine-Gl B. boum
46 B. tsurumiense 2008 Rodent-dental SS

Dans le régne animal, la présence des bifidobactéries a été constatée
majoritairement dans le tube digestif des mammiféres. La présence des
bifidobactéries chez la souris est occasionnelle (Mitsuoka et Kaneuchi, 1977).
Scardovi et Trovatelli (1969) et Biavatti et al (1982) ont identifié trois espéces
de Bifidobacterium, B. asteroides, B. coryneforme et B. indicum chez les abeilles
(Biavati et al., 1982).
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Trois especes de bifidobactéries ont été isolées a partir des eaux usées : B.
minimum, B. subtile et B. thermacidophilum (Dong et al., 2000).
Il n'y a aucun test qui permet la détermination de l'origine d'une souche ;

animale ou humaine (Shah, 2011).

Il. 3 Caractéres morphologiques :

Les bactéries du genre Bifidobacterium presentent une forme globalement
bacillaire a Gram positif, anaerobie stricte, immobiles et non sporulante (Roy,
2011). Certaines souches développent des ramifications en formes V, Y, X, ou
d'autres formes. Cependant, ce polymorphisme dépend
principalement du milieu de culture et des conditions de croissance (Shah,
2011). Plusieurs constituants du milieu de culture peuvent influencer la forme de
ces bactéries; La concentration de N-acétylglucosamine (impliqué dans la
synthése de peptidoglycane) et les acides amines (lI'alanine, I'acide aspartique,
I'acide glutamique, et la serine). Plus les niveaux de N-acétylglucosamine et les
acides aminés sont bas, plus les formes seront fortement ramifiées. En revanche,
dans un milieu favorable les bacilles sont plus longs (Seppo et al., 2004).

Les colonies formés par les Bifidobacteries sont lisses, convexe,

creme ou blanche , luisante et de consistance molle (Shah, 2011).

3.1 Structure cellulaire :
La paroi cellulaire des bifidobactéries est constituee de plusieurs composants
structurels, y compris le peptidoglycane (muréine), acides téchoiques et les
polysaccharides. Le Peptidoglycane est composé de I’acide N-acétylmuramique
et N-acétylglucosamine et ses ponts inter-peptidiques difféerent entre les
différentes especes de Bifidobacterium, et méme entre les souches appartenant a
la méme espece. Cette caracteristique est parfois utilisée pour leurs
différenciations. Les polysaccharides de la paroi cellulaire de Bifidobacterium

sont constitues de glucose, galactose et rhamnose (Prasanna et al., 2014).

.
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La composition en sucres de la paroi varie entre les souches, en particulier le
pourcentage de rhamnose et de glucose. C’est le cas aussi des séquences d'acides
aminés dans le peptidoglycane qui peuvent varier d'une espece a une autre
(Seppo et al., 2004).

La structure du peptidoglycane des bifidobactéries est plus proche des

Lactobacillaceae que des Actinomycetaceae (Delcenserie et al., 2002).

Il. 4 Physiologie :

Il. 4.1 Anaerobiose :

Les bactéries aérobies et aérotolérantes utilisent l'oxygéne (0O2) comme
accepteur final d'électrons. Chez ces organismes, la croissance en aéerobiose se
traduit par conversion de 1’02 en eau (H20O). Par opposition, chez les
microorganismes anaérobies, 1’02 est une molécule toxique.

Les bifidobactéries sont décrites comme étant strictement anaérobies, bien que
certaines souches tolérent I’oxygéne (Simpson et al., 2005). La sensibilité a
I’oxygene peut différer entre les especes mais également entre les souches d’une
méme espece (Talwalkar et Kailasapathy, 2003).

Cependant, le degré de la tolérance a l'oxygene dépend de l'espéce de
bifidobactéries et au milieu de culture et dépend méme sur la morphologie des
souches ; par exemple si elles sont ramifiées ou pas (Prasanna et al., 2014).

Les especes du genre Bifidobacterium ne peuvent pas se développer en présence
d’oxygeéne, mais survivent cependant (Beerens et al., 2000). Certaines espéces

peuvent tolérer I'oxygene en présence de dioxyde de carbone (Shah, 2011).

4.2 Température et pH :
La température optimale de croissance des souches de Bifidobacterium est
comprise entre 37 a 41 °C, dont la température minimale varie de 25 a 28 °C et
la maximale varie de 43 a 45 °C (Roy, 2011). La température optimale pour la
croissance de Bifidobacterium d’origine humaine est comprise entre 36 et 38 °C,

alors que pour celles d'origine animale varie entre 41 et 43 °C. Aucune

e
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croissance en dessous de 20 °C, et ces organismes ne peuvent pas avoir une
thermorésistance supeérieure a 46 °C (Prasanna et al., 2014).

Le pH optimal pour la croissance de Bifidobacterium est de 6,5 a 7,0.
Pas de croissance au-dessous du pH 4,5 a 5,0 et au-dessus de 8,0 a 8,5 (Roy,
2011). La plupart des espéces ne surviennent pas plus d’une semaine a un pH
inférieur a 4,1 et méme a 4°C. Et a un pH inférieur a 2,5 la plupart des especes
meurent en moins de 3 h (Shah, 2011).

Il. 4.3 Résistance aux antibiotiques :

L'étude de la susceptibilité de différentes espéces de Bifidobacterium envers
certains antibiotiques a pour but de définir des milieux de culture sélectifs et de
maintenir les bifidobactéries dans le tractus digestif, en particulier pendant un
traitement antibiotique (Seppo et al., 2004).

Ainsi, il a été démontré que les bifidobactéries sont resistantes vis-a-vis de
nombreux antibiotiques tels que la kanamycine, la néomycine, la streptomycine,
la polymycine, la gentamicine, lI'acide nalidixique et le métronidazole (Biavati
et Mattarelli, 2006). En revanche, [I'ampicilline, la bacitracine, le
chloramphénicol, la clindamycine, I'érythromycine, la lincomycine,
nitrofurantoine, oléandomycine, la pénicilline G, et la vancomycine inhibent
fortement la plupart des espéces. La sensibilité a la tétracycline varie entre les
especes et méme entre les souches appartenant au méme espéce (Seppo et al.,
2004).

I1. 5 Besoin nutritionnel :

I1. 5.1 Besoins en composés azotés et source de carbone :

Les bifidobacerium sont d’une fagon générale, capable d’utilisés les sels
d’ammonium comme seule source d’azote. Mais les espéces B. suis, B. magnum,
B. choerinum, B. cuniculi and B. pseudolongum subsp. Globosum ne poussent

pas en absence d’azote organique. Et dans un milieu exempt d'azote organique,
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une quantité considérable de divers acides aminés sont excrétés par
les souches B. thermophilum, B. adolescentis, B.dentium, B. animalis et B.
infantis (Biavati et Mattarelli, 2006).

En général, les acides aminés produits en grandes quantités sont I'alanine, la
valine, et l'acide aspartique. A I’exeption de la souche B. bifidum qui peut
produire jusqu'a 150 mg / litre de thréonine. La glutamine synthétase et le
glutamate déshydrogénase du Bifidobacterium peut étre impliquée dans
I'assimilation des composés azotée par ces micro-organismes (Seppo et al.,
2004).

Les carbonates ou les bicarbonates sont des sources de carbone utilisées par les
bifidobacteries (scardovi, 1986). L'utilisation des hydrates de carbone comme
source de carbone varie d'une espéce a l'autre. L'espece B. infantis peut
fermenter quatre types d’hydrate de carbone alors que I'espece B. adolescentis
peut en fermenter plus de 19 (Shah, 1997). Toutes les souches d'origine
humaine sont capables d'utiliser le glucose, le galactose, le lactose et

généralement le fructose comme source de carbone.

Il. 5.2 Besoins en sels minéraux et vitamines :

Les besoins en minéraux ont été étudies surtout chez B. bifidum. Cette espece a
besoin de fer, de magnésium et de manganeése.

Le fer ferreux Fe?* est utilisé & un pH 5. Le transport dépend d'une ATPase de la
membrane, et son incorporation peut étre inhibée de fagcon compétitive par le
zinc. Le fer ferrique Fe* est utilisé uniquement & pH neutre. Par l'intermédiaire
des enzymes ferro, le fer est impliqué dans la production d'acide acétique par B.
bifidum (Seppo et al., 2004).

La plupart des especes de bifidobactéries d'origine humaine sont capables de
produire des vitamines telles que la thiamine (B1), riboflavine (B2), pyridoxine
(B6), acide folique (B9), cobalamine (B12), acide ascorbique (C), acide
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nicotinique (PP) et biotine (H). Toutefois, cette capacité est variable selon les
especes et les souches de la méme espéce (Biavati et Mattarelli, 2006).

Les capacités synthétisant ces vitamines pourraient étre importantes, les
approvisionnements de vitamine pour 1’hdte ne peuvent étre affectés car la
demande des vitamines par ces bactéries serait minimum ou zéro dans le

systeme gastro-intestinal (Shah et Lankaputhra, 2002).

Il. 5.3 Les facteurs bifidogenes :

> Définition :
Il'y a des différences entre les facteurs bifidogenes et les facteurs de croissance
pour les bifidobactéries en termes de leurs natures et de leurs fonctions. Les
facteurs de croissance sont des composés qui favorisent la croissance des
bifidobactéries in vitro mais ne peuvent pas étre livrés aux grands intestins ou
caecum pour favoriser sélectivement la prolifération des bifidobacteries.
En revanche, les facteurs bifidogénes sont définis en tant que composés,
habituellement a caractéere d'hydrate de carbone, qui ne sont pas digerés
directement par 1’hote et atteignent le gros intestin ou caecum, ou elles sont
préférentiellement métabolisées par les bifidobactéries comme source d'énergie
(Ait Abdeslam, 2008).
Les facteurs bifidogénes sont des substances qui peuvent survivre au
métabolisme direct de I’hdte et atteindre le gros intestin ou elles sont
préferentiellement métabolisées par les bifidobactéries (Ventura et al., 2004).
On peut distinguer actuellement trois principale groupes de facteurs
bifidogenes : les facteurs BB (BF1, BF2 et glycoprotéines), Bl et les facteurs BL
(Ballongue, 2004).
Le facteur BF1 est un complexe d’oligosaccharides présent dans le lait de
femme et aussi, dans des parties mineures, dans le lait de plusieurs autres
mammiferes. Ces oligosaccharides ont été classés en deux groupes, neutres et

acides. L'activite bifidogene est proportionnelle au nombre de résidus N-
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acetylglucosamine contenue dans les oligosaccharides (Biavati et Mattarelli,
2006).

Le facteur BF2 est un protéolysat spécifiguement obtenu a partir de caseine
bovine par hydrolyse, la trypsine, la papaine ou du pancréas (Biavati et
Mattarelli, 2006).

Les glycoprotéines isolées a partir de colostrum humain et le lactosérum du lait
semblent étre efficace contre les deux variantes, et ce type d'activité semble étre
lié a leur fraction de sucre (Seppo et al., 2004).

Les facteurs Bl et BL : Le facteur Bl qui stimule la croissance de B. infantis, est
détruit par lyophilisation, tandis que le facteur BL, qui active la croissance de B.
longum, est sensible au chauffage et a I'irradiation.

Ces facteurs sont abondants dans de nombreux extraits de plantes ainsi que des
extraits de foie et le lait. Les facteurs de Bl de lait humain sont de deux types : la
thermo-radiolabile Bl et la thermo-radiostable Bl. Ces facteurs sont des

protéines, de méme que les facteurs BL du lait humain (Seppo et al., 2004).

Il. 6. Métabolisme :
Chimio-organotrophes avec un métabolisme fermentaire, les bifidobactéries
peuvent cataboliser plusieurs sources de sucre et toutes peuvent fermenter le

glucose, le fructose et le galactose (Figure 4).

.
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Figure 4: Métabolisme genéral des bifidobacteries. D’apres (Lee et O'Sullivan,
2010). ABC : ATP binding cassette systems ; GPH : glycoside—pentoside—
hexuronide cation symporter family ; MIP : major intrinsic protein ; MSF :

major facilitator superfamily ; PTS : sugar phosphotransferase systems

Les hexoses sont dégradés par une voie métabolique particuliére, la voie de la
fructose-6- phosphate phosphoketolase (F6PPK) (EC 4.1.2.2) ou « bifid shunt ».

Il existe également une voie partielle de la glycolyse ainsi qu’une voie partielle

du cycle d’acide tricarboxylique (cycle de Krebs; les génes codant pour la

fumarase, I’oxoglutarate déshydrogénase et la malate déshydrogénase étant

absents). Des differences existent entre les especes dans leur capacité a

fermenter d’autres glucides ou des alcools.

La fermentation de deux moles de glucose produit approximativement trois

moles d'acide acétique, deux moles d'acide lactiqgue et 2,5 moles d'ATP.

L'enzyme clé de cette voie metabolique, la F6PPK, est considérée comme un
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identifiant taxonomique pour la famille des Bifidobacteriaceae (Felis et
Dellaglio, 2007).

Il est intéressant de noter que 8.9% des protéines prédites a partir du génome de

Bifidobacterium bifidum (Turroni et al., 2010) seraient impliquées dans le
transport et le métabolisme des glucides. Ceci est équivalent a 30% de plus

qu’observé chez d’autres organismes (Schell et al., 2002).

Il. 7. Propriétés génotypiques :

» La composition en bases cytosine-guanine de I’ADN
Les bifidobacteries sont phylogénétiquement distinctes des autres bactéries
lactiques avec un contenu en G+C genéralement élevé qui varie de 42 % a 67 %
(Benkaddour, 2013). Ce taux est en général supérieur a 55% par rapport aux
bases A+T. Miyake et al ont classez les bifidobactéries en deux groupes : les
« G+C pauvre » (45-55%) et les « G+C riches » (55-67%) tan disque Jian et al
2001 ont les a classer en 3 groupes : les « G+C riches » (55-67%), les « G+C
pauvres » (45%) et les bifidobactéries ayant un % G+C intermédiaire (55%)
(Heddadji, 2007).

» Les plasmides
Les plasmides ne sont ubiquitaires chez les bifidobactéries et lorsque sont
présents soient de petite taille (1000 a 1500pb), leur présence chez une éspece
donnée est plutbt considérée comme facteur de caractérisation que
d‘identification de cette éspéce (Mattarelli et Biavati, 2014). Dans ’etude de
Sgorbati et al.,, (1982), vingt pour cent des souches de bifidobactéries
contenaient un ou plusieurs plasmides. B. longum est la seule espéce d’origine
humaine dont 70% des souches sont porteuse d’ADN extrachromosomique. De
maniere étonnante, B. infantis, souvent présent avec B. longum dans les

prélévements, ne présente pas de plasmides (Kouame, 2013).
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A présent, les plasmides sont détectés chez cing especes de Bifidobacterium : B.
longum, B. breve, B. globosum, B. asteroides et B. indicum (Lee et O’Sullivan,
2006).
= B. longum (espéce du genre Bifidobacterium la plus fréquente dans
I'intestin humain) renferme treize modeles plasmidiques (1,25 a 9,5
MDa).
= B. globosum (bifidobactérie d'origine animale la plus courante) contient
un plasmide de chacune des trois classes de poids moléculaires (13,5-24,5
et 46 MDa).
= B. asterofdes (exclusivement trouvé dans l'intestin d'abeille) possede
quatorze types de plasmides (1,2 a 22 MDa) structuralement tres
hétérogenes.
= B. indicum (provenant également uniquement d'intestin d'abeille) : 60%
des souches isolées contiennent un plasmide unique de 22 MDa.
= B. breve (espéce fréquente dans l'intestin d'enfant) : C'est dans le but
d'utiliser cette souche pour des recherches en génie génétique que lwata et
Morishita (1989) se sont intéressés a B. breve et y ont mis en évidence des
plasmides dans 40 % des souches de cette espéce. Cependant, (Sgorbati et
al) n'avaient pas trouve de plasmide chez B. breve. L'équipe d'IWATA
expliguerait cette différence par l'origine écologique des souches testées,
les siennes provenant bien d'intestins humains (Baratte-Euloge, 1992).
» Les séquences d’ADN étudiées
L’étude de la séquence de I’ADN est un bon moyen pour pouvoir identifier une
espece bactérienne, mais aussi pour pouvoir etudier le lien de parenté entre des
souches appartenant a une méme espéce (Hedaddji, 2007) :
Le géne codant pour ’ARN ribosomal 16S : Le gene codant pour I’ARNr 16S
a été sequencé pour presque toutes les especes et sous especes de
bifidobactéries. Ce gene est tres bien conservé, jusqu’a 99% dans le genre

Bifidobacterium (Delcenserie et al., 2002).
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En tenant compte de leur différente niches écologiques en combinant ces
informations avec les analyses comparatives des séquences de leur ADN 16S,
ainsi que le séquencage de genes de ménages (clpC, dnaJ, xfp, dnaB, rpoC et
purF), les diferentes especes de Bifidobacterium peuvent étre regrouper en six
(06) groupes : B. adolescentis, B. asteroides, B. boum, B. longum, B. pullorum,
et B. pseudolongum (figure 5) (Turroni et al., 2011).

> Le géne codant pour la protéine Hsp60 :
La séquence partielle du géne codant pour la protéine de choc thermique de
60kDa (hsp60) de 30 especes de bifidobactéries ainsi que de Gardnerella
vaginalis a été¢ déterminée afin d’etudier la taxonomie du genre. Il a ete etabli
que la similitude de sequence est de 99,4 a 100% dans la méme espece, 96% en
cas de sous-especes et 73-96% (85% en moyenne) entre les différentes espéces.
La similitude entre la séquence du gene hsp60 de G. vaginalis et les séquences
de Bifidobacterium est de I’ordre de 75%. Cette classification semble etre
meilleure que la classification par le 16SrDNA car le dendrogramme obtenu est
mieux corrélé avec le contenu en G+C. Avec le classement phylogénique basé
sur hsp60, toutes les bactéries « G+C riches » (55-67%, la plupart des especes
du genre Bifidobacterium) sont dans un méme cluster tandis que les bactéries «
G+C pauvres » (45%, B. inopinatum) se retrouvent dans un autre cluster avec
Gardnerella vaginalis. Un troisieme groupe est formé par des bifidobactéries
ayant un « G+C moyen » (55%, B. denticolens) (Kouame, 2013).

» L’espace intergénique 16S-23S :
Les génes codant pour les ARN ribosomaux 16S et 23S forment un opéron
présent en plusieurs copies. Autant la séquence du 16SrDNA est un bon moyen
d’identification du genre Bifidobacterium, autant la séquence nucléotidique
située dans D’espace intergénique 16SrDNA-23SrDNA est un bon moyen
d’établissement des relations intraspécifiques. En effet, chaque souche est
caractérisée par sa séquence ITS « Internally Transcribed Spacer » (Delcenserie
et al., 2002).
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Ainsi, ces séquences sont de bons outils pour 1’identification des souches. Le
taux maximum de divergence entre les souches appartenant a la méme espéce
est de 13% (Leblond-Bourget et al., 1996).
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Figure 5 : Arbre phylogénétique des bifidobactéries obtenue par I‘analyse du
geéne codant pour L°ARN ribosomal 16S (Bottacini et al., 2014).
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I11. Les probiotique :

1. 1 Historigue et définition :

Le terme « probiotique » a bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué
dans le temps en fonction des connaissances scientifiques et des avancees
technologiques (Ait-Belgnaoui, 2006). Dans les années 1900, deux chercheurs
découvrent des microorganismes qui ont le pouvoir de moduler la flore
intestinale (Colarelli, 2010).

Le concept de probiotique a pour la premiere fois été proposé par Metchnikof,
sans toutefois faire appel au terme probiotique. Ce dernier avait observé que
certains paysans bulgares avaient une durée de vie plus longue que la moyenne
de I'epoque et il avait remarqué que ces derniers consommaient une grande
quantité de laits fermentes. A ce moment, il a attribué le prolongement de la
longévite a I'effet bénéfique sur la santé des micro-organismes vivants.

C'est suite a ces observations qu'il commenca a modifier la flore intestinale de
ses patients en leur donnant un lait acidifié par une souche de Lactobacillus
delbrueckii sous-espéce bulgaricus, une espece utilisée traditionnellement pour
la fabrication de yogourt (moroni, 2007).

Parallelement, Henry Tissier, pédiatre francais, remarque que les bactéries
trouvées dans les selles des enfants sains présentent une morphologie
particuliere, en Y, elles sont dites bifides. Lors d’un épisode infectieux tel que la
diarrhée, le nombre de ces bactéries diminue dans les selles des enfants malades.
Il suggere d’administrer ces bactéries positives en quantité importante chez les
jeunes patients souffrant de diarrhées afin de restaurer la flore microbienne
intestinale.

Metchnikoff et Tissier sont donc les premiers a €émettre 1’idée d’administrer des
microorganismes exogenes afin de pallier un éventuel dysfonctionnement de

notre écosystéme intestinal. Le concept « probiotiques » est né.
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En 1935, I'administration d'une préparation contenant des bactéries de I'espece
Lactobacillus acidophilus était utilisée pour soulager des symptomes de la
constipation (moroni, 2007). Mais il faudra attendre 1954 pour réellement voir
apparaitre le terme de « probiotique » dans la revue Hippokrates dans un article
intitulé « AntiRund probiotika » de Ferdinand Vergin. Dans cet article, il traite
des effets déléteres des antibiotiques et des effets positifs de certaines substances
antimicrobiennes sur la flore intestinale (Colarelli, 2010). Il nomme alors les
bactéries capables de synthétiser ces substances positives pour 1’hote «
probiotiques ».

Selon 1’étymologie grecque du mot, « pro » qui signifie « pour » et « bios »

« La vie », Vergin montre bien I’opposition entre les termes antibiotiques et
probiotiques. 11 cherche a souligner I’importance des effets bénéfiques
qu’apportent ces microorganismes sur la flore intestinale (Colarelli, 2010).

En 1965, Lilly et Stilwell, dans la revue Science, définissent les probiotiques
comme des substances produites par des microorganismes capables de stimuler
la croissance d’autres microorganismes (EM Consult, 2007).

Ensuite, Parker élargit cette définition a des « organismes et substances qui
contribuent a I’équilibre de la flore ». Cette définition inclut potentiellement des
produits métaboliques microbiens y compris les antibiotiques (Ait-Belgnaoui,
2006). C'est avec la définition de Fuller (1989) que se précise le concept de
probiotique. Ce dernier a defini les probiotiqgues comme : « Un supplément
alimentaire composé de micro-organismes vivants ayant des effets bénéfiques
sur I'nte par I'amélioration de la balance de sa flore intestinal ». Cette définition
supprime le terme « substance » de la définition proposée par Parker et souléve
I'importance de la viabilité des micro-organismes qui composent la préparation
dite probiotique (Fuller, 1989).

En 1992, Havenaar et Huis in’t Velt affinent un tout petit peu plus le terme en «

une culture viable composée d’une ou d’un mélange de bactéries qui, lorsqu’elle
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est appliquée a I’animal ou a ’homme, exerce un effet bénéfique sur 1’hdte en
améliorant les propriétés de la flore indigéne. » (Klaenhammer, 2000).

Les bases amenées par Parker et Fuller ont conduit a une nouvelle définition : «
Un supplément alimentaire composé de micro-organismes vivants ayant un effet
bénéfique sur la santé de I'h6te » (Salminen et al., 1998). Cette définition
conserve la nécessité de la viabilité des micro-organismes, comme proposé par
Fuller, mais modifie la cible des effets du probiotique.

En 1998, Guarner et Schaafsmaa précisent que les probiotiques sont « des
microorganimes vivants, qui lorsqu’ils sont consommés en quantités adéquates,
ont un effet bénéfique sur la santé de I’hote » (Klaenhammer, 2000).

Il est donc clair que toutes ces definitions soulignent que les probiotiques sont
un concept positif, vivant, améliorant le microbiote intestinal, si la
concentration consommeée est optimale.

En 2002, I’Organisation Mondiale de la Santé se penche sur le sujet afin
d’officialiser la définition et d’éviter toute dérive. Les probiotiques sont donc
déefinis comme « organismes vivants (appelés bactéries ou ferments) qui, ingérés
en quantité suffisante, procurent un bénéfice sur la santé de 1’hote » (Afssa,
2005). La recherche évoluant sur le sujet, il devenait primordial de déterminer
¢galement des directives pour 1’évaluation des microorganismes probiotiques et

pour justifier les allégations santés liées a leur consommation.

I11. 2 Critéres de sélection :

Afin de satisfaire a la définition des probiotiques, les micro-organismes doivent
survivre, persister temporairement dans le tractus digestif et montrer une activité
qui doit se traduire par des effets positifs pour I’hote (Izquierdo Alegre, 2009).
Selon le rapport de la FAO/WHO (2002), pour qu’un produit soit reconnu
comme étant probiotique, une évaluation du produit basée sur plusieurs critéres
doit étre effectuée (Tableau 03) (Amrouch, 2005).
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Tableau 03 : Critéres de sélections utilisés en laboratoires pour le screening des
probiotiques (Nousiainen et al., 2004).

Criteres But cherché
- Résistance a I’acidité gastrique. - Survie pendant le passage par I'estomac et
duodénum.
- Résistance aux sels biliaires. - Survie pendant le passage par 1’intestin gréle.
- Production d’acide - Production « de barriére acide » efficace dans
(a partir de glucose et de lactose) I'intestin.
- Adhésion au mucus et/ou aux - Colonisation efficace, réduction des sites
cellules épithéliales humaines. d’adhésion des pathogenes a la surface.
- Production de substances - Inhibition du développement des germes
Antimicrobiennes. pathogeénes.
- Résistance a la chaleur. - Survie pendant le processus de
transformation.
- Bonnes propriétés technologiques. - La stabilité, croissance sur une large échelle,
survie dans le produit, résistance aux
bactériophages.

Afin de démontrer qu'une souche possede ces caractéristiques, plusieurs tests in

vitro et in vivo sont nécessaires allant des simples essais de résistance aux pH
acides jusqu'aux études cliniques chez I'numain. Cependant, il est essentiel que
chaque souche a fort potentiel probiotique soit étudiée et documentée de facon
indépendante car les caractéristiques nécessaires a l'appellation probiotique ne
sont pas associées a l'espece bacterienne mais bien a la souche elle-méme
(Dunne et al., 2001). Ceci signifie que deux souches d'une méme espece
bactérienne peuvent avoir des capacités tres différentes I'une de l'autre et qu'il

est impossible d'extrapoler les résultats obtenus chez une souche a une autre.

@
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Une fois toutes les étapes de sélections franchies avec succes, une souche peut

étre considerée probiotique et utilisée dans des produits de nutrition humaine ou

animale (moroni, 2007).

Afin de garantir les effets recherchés, il est habituellement recommandé de

consommer les probiotiques & des doses de 10° & 10" UFCljour. Cependant,

certaines souches sont plus efficaces a des doses moindres alors que d’autres en

nécessitent de plus fortes. Les quantités administrées doivent donc étre évaluées

pour chaque microorganisme et ses conditions de mise en oeuvre (Grimoud,

2010).

Identification de la souche par des méthodes phénotypiques et
génotypiques (genre, espéce et souche)
= Dépdt de la souche dans une collection de cultures
internationale

Caractérisation fonctionnelle
v' [] Tests in vitro

Controle de sécurité
v"Invitro et/ou animal

A

v' ] Etudes sur animaux

v" Phase 1 étude sur ’homme

A 4

De préférence une

Etudes menées en Double Aveugle Contre Placebo (DACP). deuxieéme étude DACP
Phase 2 essais sur I’homme avec des résultats primaires
appropriés qui déterminent si la souche/produit est efficace

pour confirmer les résultats

l

Phase 3 test d’efficacité

Il est approprié de comparer les
probiotiques avec le traitement
standard d’une certaine condition

\ 4

Aliment probiotique

Figure 6 : Lignes directrices pour
I’évaluation des probiotiques en vue
d’une utilisation alimentaire

(FAO/WHO. 2002).

Label

v/ Contenu : genre, espece, souche

v/ Nombre minimal de bactéries viables et
date de péremption

v Conditions de stockage

v’ Détails de contact pour le consommateur
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1. 2.1 Criteres de sécurité :

Parmi les critéres reliés a la sécurité, I’identification taxonomique de la souche
est une étape importante dans 1’établissement de nouvelles souches
potentiellement probiotiques (Holzapfel et al., 2001). Chaque souche doit étre
identifiée par des techniques moléculaires fiables' et confrontée a une
nomenclature actualisée (Gueimonde et Salminen, 2006).

L’origine de la souche est également une condition importante car I’interaction
spécifique avec 1’hote est maximisée lorsqu’elle provient du méme habitat
(Alvarez-Olmos et Oberhelman, 2001). Les souches probiotiques doivent
également étre sans effet négatif et étre sécuritaires pour la santé humaine.

Le probiotique doit porter un nom reconnu scientifiguement et son identification
doit étre effectuée a 1’aide de méthodes récentes et valides combinant les tests

phénotypiques et génotypiques (Amrouch, 2005).

I11. 2.2 Criteres fonctionnelles :

> La résistance a I'acidite gastrique :
La survie des bactéries dans le suc gastrique depend de leur capacité a tolérer les
bas pH. Le temps de passage peut €tre d’une heure a quatre heures selon
I'individu et son régime. Par conséquent, quelques auteurs proposent que les
souches probiotiques doivent résister a un pH de 2.5 dans un milieu de culture
pendant quatre heures (Ammor et Mayo, 2007).

» La résistance aux sels biliaires :
Dans l'intestin gréle, la tolérance aux sels biliaires est un facteur important qui
contribue a la survie des probiotiques. Les bactéries qui survivent aux conditions
acides de 'estomac doivent alors faire face a ’action détergente des sels biliaires
libérés dans le duodénum apres ingestion des repas gras.
Les bactéries peuvent réduire I’effet émulsifiant des sels biliaires en les
hydrolysant avec des hydrolases, de ce fait diminuant leur solubilit¢ (Ammor et
Mayo, 2007).

.
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La bile est le second facteur important qui influence le pourcentage de survie
des microorganismes probiotiques. Le taux d'acides biliaires synthétisés dans le
foie a partir du cholestérol est estimé a 500-700 ml / jour. Ces acides sont
sécrétes par la vesicule biliaire dans le duodénum, apres la prise alimentaire par
un individu.

» Activité antimicrobienne :
Les bactéries probiotiques doivent essentiellement maintenir de bonnes
conditions sanitaires au niveau du tractus digestif, il est donc important qu’elles
soient aptes a inhiber le développement des germes indésirables soit :
- Par la production de substances antagonistes de type bactériocines ou autres
tels que les acides organiques et le peroxyde d’hydrogene.
- En empéchant I’adhésion des germes pathogenes aux cellules de la paroi
intestinale (Simon et al., 2005).

» Colonisation et adhésion aux cellules intestinales :
Il est généralement convenu que les bactéries probiotiques doivent adhérer au
mucus intestinal ou aux cellules épithéliales dans le but de persister dans
I'intestin. La capacité des BAL a adherer aux surfaces des muqueuses empéche
leur évacuation rapide par la contraction intestinale et aprés écoulement
péristaltique du digeste, et pourrait également conférer un avantage
concurrentiel. Un grand nombre de recherches ont été menées a I'écran des
bactéries probiotiques pour leur capacité a se fixer aux cellules intestinales
(Goktepe et al., 2006).
La capacité¢ d’adhésion a la couche intestinale est un critere de sélection
recommandé pour le choix des probiotiques, parce que c'est une condition pour
la colonisation des entrailles. L'adhérence constitue le premier mécanisme de
défense contre I’invasion des bactéries pathogeénes. 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).
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L’adhésion permet d’accroitre le temps de rétention des probiotiques dans
I’intestin et met en contact étroit les bactéries et les cellules épithéliales
(Gueimonde et Salminen, 2006). Ainsi, un probiotique ayant un fort
pourcentage d’adhésion pourra éventuellement stimuler le systéme immunitaire
et prévenir I’implantation de pathogeénes sur les cellules épithéliales de 1’intestin
par des mécanismes de compétition (Saarela et al., 2000). Les modeles in vitro
pour évaluer I’adhésion des probiotiques font appels a des lignées cellulaires
provenant de célons humains telles que les Caco-2 et HT-29 et a des techniques
conventionnelles de détection de I’attachement bactérien telles que
I’énumération par comptages sur plaques, par coloration Gram, par marquage
radioactif ou par de nouvelles approches comme I’ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) et la quantification par PCR en temps réel (Candela et
al., 2005). La capacité d’adhésion évaluée a I’aide de ces modéles in vitro est
différente pour chaque souche. Ceci est probablement lié a la physiologie et aux
facteurs d’adhésion tels que les compose€s protéiques, polysaccharides, charges
ioniques et aux acides lipotéichoiques propres a chaque souche bactérienne
(Crociani et al., 1995).

I11. 2. 3criteres technologiques :

Plusieurs aspects technologiques doivent étre pris en compte dans la sélection
des probiotiques pour conférer de bonnes propriétés sensorielles au produit fini,
tels que :

> Viabilité et stabilité des microorganismes

Pour exercer leur effet bénéfique sur la sante, les probiotiques doivent survivre
en grand nombre au procédé de fabrication, et a la période d’entreposage au
froid qui s’ensuit. Il est en effet généralement admis qu’un nombre minimal de
107 cellules viables par gramme de produit est nécessaire pour exercer un effet

probiotique. Cependant, la stabilité physique et génétique des cellules ainsi que

-
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toutes les propriétés nécessaires pour exercer leurs bienfaits sur la santé doivent
également étre assurees (lzquierdo, 2009).
De plus, ces souches devraient étre viables sans se multiplier pour ne pas
provoquer d’effet indésirable sur le golit ou I’ardme du produit ni augmenter
I’acidité (Mattila-Sandholm et al., 2002).
Par ailleurs, plusieurs études ont démontré que des cellules en phase stationnaire
de croissance, plus tolérantes aux stress environnementaux que des cellules en
phase exponentielle, devraient étre privilégiées pour la confection de produits
contenant des probiotiques en grand nombre (Heller, 2001).

> Propriété acidifiante :
La fonction acidifiante est la plus recherchée des bactéries lactiques qui a pour
effet une production importante d’acide lactique conduisant a une acidification
rapide et durable (Jones, 2004).
I11. 3 Principales souches probiotiques ;
Les bactéries probiotiques sont principalement des bactéries lactiques et des
bifidobacteries (Ait-Belgnaoui, 2006). En effet, ces bacteries sont des membres
de la flore normale de I’intestin (Dunne et al., 2001), connues pour ne pas
présenter de risques toxique ou infectieux (GRAS) et sont relativement faciles a
inclure dans des produits laitiers (lzquierdo, 2009). La plupart des

microorganismes employés comme probiotiques sont cités dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Classification de bacteéries lactiques considerées comme
probiotiques (Marteau et Seksik, 2005)

Lactobacilles Bifidobactéries Autres bactéries lactiques
Lb.acidophilus B.adolescentis Enterococcus faecalis
Lb.brevis B.animalis DN 173010 | Enterococcus faecium SF
Lb.amylovorus B.bifidum Lactococcus lactis ¢
Lb.bulgaricus B.bréve Leuconostoc mesenteroidesc
Lb.casei DN 114001 | B.infantis Pediococcus acidilactici

F
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Lb.casei shirota B.lactis Bb 12 Propionibacterium

Freudenreichii

Lb.crispatus B.langum Streptococcus thermophilus
Lb.gallinarum B.thermophilus
Lb.gasseri

Lb.johnsonii Lal

Lb.lactis

Lb.paracaseli

Lb.plantarum 299v

Lb.reutri

Lb.rhamnosus GG

Lb.cellubiosus

Lb.fermentum

Lb.salivarius

Il faut noter que les bactéries du genre Bifidobacterium sont de plus en plus
utilisées dans les produits probiotiques a causes des nombreux effets bénéfiques
sur la santé associéee a leur consommation (Kimura et al., 1998).

D’autre microorganisme ne faisant pas naturellement partie de la flore naturelle
humaine peuvent également étre utilisé comme probiotique et montré des effets
thérapeutiques importants tels que I’imunostimulation. L’un des meilleurs
exemples est représenté par Saccharomyces boulardii, une levure probiotique

dans les effets sont les meilleurs documenté (Izquierdo, 2009).

1. 4 Effets bénefiques :
De nombreux effets sur la santé ont été attribués aux probiotiques. Cette gamme
diversifiée passe du simple soulagement des symptémes associés a l'intolérance

au lactose a la protection contre certains cancers comme celui du c6lon. Voici
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une breve présentation des principaux effets bénéfiques sur la santé attribuées

aux probiotiques.

Tableau 5 : Effets positifs des probiotiques sur la santé humaine (effets

probables ou suspectés).

Effets des probiotiques

Mécanismes d’activité proposés

Amélioration de la digestion du

lactose

-Action de la B-galactosidase

bactérienne dans I’intestin gréle

Diminution des allergies

alimentaires

- Diminution du passage des protéines
alimentaires par diminution de la
perméabilité intestinale

- Stimulation du systéme immunitaire

Réduction du risque des diarrhées

- Résistance a la colonisation par des
pathogenes

- Stimulation du systeme immunitaire

Traitement des maladies

inflammatoires de I’intestin

- Modulation de la flore intestinale

- Stimulation du systéme immunitaire

Réduction du cholestérol

- Assimilation du cholestérol

- Déconjugaison des sels biliaires

Prévention du cancer du colon

- Stimulation du systeme immunitaire
- Production de composes
antimutagéniques

- Modulation des enzymes fécales
carcinogéniques

- Dégradation de carcinogenes

- Elimination des bacteries impliquées

dans la production de cancérogenes

La majorité des applications des

souches probiotiques sont en voie de

développement et beaucoup reste encore a faire. Un intérét particulier devra étre
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porté a la recherche de nouvelles souches plus efficaces, a la sélection des
souches appropriées et des concentrations a utiliser, a la maitrise des conditions
des essais cliniques et a I’exploration des mécanismes d’action.

» Amélioration de la digestion du lactose :
L'intolérance au lactose est causée par la diminution dans l'intestin de I'enzyme
qui hydrolyse de glucide : la B-galactosidase. Il provoque, lors d'ingestion de
produits laitiers, des diarrhées, des ballonnements et des gaz (de Vrese et al.,
2001). La diminution des symptémes dus a l'intolérance au lactose a été un des
premiers effets documentés des probiotiques (Marteau et al., 2002) et est
principalement di a la production de (B-galactosidase par de nombreuses
bactéries probiotiques (entre autre celles du genre Lactobacillus et
Bifidobacterium). Il a été démontré que les bactéries qui survivaient dans
I’intestin gardaient une activité métabolique suffisante pour hydrolyser le lactose
(Drouault et al., 199), et que celles dont la membrane est facilement lysee par
les acides biliaires libéraient leur lactase dans 1’intestin (Marteau et al., 1990).

» Réduction du taux de cholestérol sanguin :
Plusieurs hypothéses ont été émises pour expliquer ce fait, comme 1’assimilation
du cholestérol par les bactéries ou I’hydrolyse des sels biliaires conjugués.
Les acides biliaires, synthétiseés par le foie a partir du cholestérol, sont "recyclés"
et utilisés en moyenne trois fois pendant un méme repas. L’hydrolyse des sels
biliaires conjugués (les acides biliaires doivent étre conjugues a la taurine et a la
glycine pour étre solubles) rend néecessaire la synthese de sels biliaires
supplémentaires, ce qui conduirait a une réduction du cholestérol (Liong et
shah, 2005).
Une autre explication évoque une diminution du taux de cholestérol qui serait
uniquement due a la co-précipitation du cholestérol avec les sels biliaires
déconjugués, phénomene qui ne peut pas se produire in vivo car le pH est plus
élevé que dans un milieu de culture acidifié par les BAL. Des études ont été

réalisées sur des humains pour tester I’influence de la consommation de produits
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laitiers fermentés sur le taux de cholestérol sanguin, mais les résultats n’ont
jamais été concluants (Pereira et Gibson., 2002).

» Réduction du risque de diarrhée :
Plusieurs types de diarrhées sont dus a des infections microbiennes. Des effets
protecteurs de souches probiotiques contre certaines infections intestinales ont
été observés sur des modeles animaux. Les mécanismes potentiellement
impliqués incluent la production d’acide lactique, de peroxyde d’hydrogene,
d’autres substances antimicrobiennes telles que les bactériocines, la compétition
pour des nutriments ou des récepteurs d’adhésion, des actions anti-toxines et la
stimulation du systeme immunitaire (Gill, 2003).
Plusieurs études randomisées controlées sur I’homme ont montré 1’efficacité des
souches probiotiques pour prévenir ou atténuer les perturbations digestives liées
a la prise d’antibiotiques (Hickson et al., 2007) et les diarrhées nosocomiales
infantiles dues surtout a des rotavirus (Szymanski, 2006).

» Protection contre les pathologies intestinales :
Outre les infections intestinales, des études ont démontre I'effet des probiotiques
sur des pathologies intestinales comme des maladies inflammatoires du colon
(maladie de Crohn, pouchites ou colite ulcérative) ou le syndrome du célon
irritable (Bergonzelli et al., 2005). Malgreé des résultats relativement positifs sur
I'amélioration des symptdmes associés a ces pathologies, les études cliniques
demeurent peu nombreuses et il est difficile d'affirmer avec certitude que les
probiotiques ont des effets marqués sur ces maladies intestinales.

> Prévention du cancer du colon et autres cancers :
La flore intestinale et le systeme immunitaire jouent un réle important dans le
processus de la carcinogenese et certains probiotiques semblent pouvoir agir sur
la prévention et le traitement de tumeurs in vitro et chez les animaux (Marteau
et al., 2002). Certains essais ont montré que des probiotiques peuvent diminuer
le niveau des molécules impliquées dans le développement du cancer du coélon

comme certains enzymes, mutagenes et sels biliaires secondaires (Wollowski et
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al., 2001). Des études épidémiologiques ont montré une relation inverse entre la
consommation de produits laitiers fermentés contenant des lactobacilles ou des
bifidobactéries et I’incidence des cancers du colon et du poumon (Boutron et
al., 1996). Des études sur I’animal ont montré que la supplémentation de
I’alimentation avec des souches spécifiques pouvait prévenir I’établissement, la
croissance et la métastase des tumeurs induites chimiquement (Moreno de
LeBlanc et Perdigén, 2007).
Cependant, cette avenue pour l'utilisation des probiotiques reste tres attrayante
compte tenu de I'augmentation constante des cas de cancer.

» Stimulation du systeme immunitaire :
Les probiotiques possédent la capacité de stimuler le systeme immunitaire. Cette
stimulation passe par lintermédiaire de plusieurs mécanismes comme
I'activation de la production de macrophages et I'accélération de la phagocytose
par ces derniers (Perdigon et al., 1998), l'augmentation de la production de
lymphocytes T et la sécrétion d'interféron-y par ces derniers (Halpern et al.,
1991) et la stimulation de la sécrétion d'lgA lors d'une infection a rotavirus
(Kaila et al., 1992). Tous ces effets des probiotiques sur le systeme immunitaire
meénent a un combat plus efficace des infections bactériennes et virales, a une
diminution des symptdémes de certaines pathologies comme la maladie
inflammatoire du célon ou a une diminution des allergies alimentaires (Fooks
andGibson,2002).

.
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I. Matériel et Méthodes :

L’intégralité de notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de contrdle de
la qualité AFAK control a Oran et au niveau du laboratoire de microbiologie
appliquée a I'université Ahmed Ben Bella, Oran 1. Et le dosage des acides
organiques par I’HPLC a été mené au sein du laboratoire de recherche a

I’université Tahri Mohamed a Bechar.
Notre etude comprend les étapes suivantes :

> Isolement des souches de bifidobactéries a partir des selles de nourrissons,
suivi par une identification du genre et des especes.

» Mise en évidence des caracteres probiotiques par des tests in vitro.

» Fermentation du lait en culture pure et en culture mixte avec les bactéries
lactiques.

» Evaluation de I’influence de certaines conditions technologiques sur la
viabilité des souches potentiellement probiotique.

I. 1. Matériel :

I. 1.1 Matériel biologique :
e Provenance des souches :

v" Les bifidobactéries :
Les bifidobactéries sont des micro-organismes qui colonisent I’intestin du
nouveau nee juste apres la naissance. Des échantillons de selles de nourrissons
sains allaités au sein maternel, agés entre 03 et 06 mois, naissant par voie basse
et ne recevant pas de traitement antibiotique ont été préleve dans des récipients
stériles et maintenu en anaérobiose jusqu’au transport au laboratoire.

v" Les bactéries lactiques :
Les deux souches Streptococcus thermophilus et Lactobacillus dulbreiki ssp

bulgaricus utilisées lors de la fermentation du lait en culture mixte
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appartiennent au laboratoire de microbiologie appliquée université d’Oran,
Ahmed Ben Bella 1.

v" Les souches pathogénes :
Nous avons utilisé les souches pathogénes suivantes ;
La souche Escherichia coli ATCC23922, les souches staphylococcus aureus
(ATCC 25923 et ATCC 43300) et la souche pseudomenas aerogenosa ATCC
27453 proviennent du laboratoire de bactériologie CHU d’Oran Algérie.
La souche Escherichia coli ATCC25922 appartiennet au laboratoire de

microbiologie appliqué (LMA) a I'université d’Oran 1.

e Milieux de Cultures :

v Milieux de cultures pour I’isolement des bifidobactéries :

Milieu MRS-NNLP :

L’isolement des bifidobactéries a été réalisé sur milieu MRS (de Man, Rogosa et
gélose de Sharpe) additionné d’un mélange d’antibiotique ; 2 g de sulfate de
néomycine, 3 g d'acide nalidixique, 60 g de chlorure de lithium, et 4 g de sulfate
de paromomycine, a été préparé dans 1 L d'eau distillée et stérilisée par filtration
avec des filtres Millipore de 0,45 um et stockée a 4 ° C jusqu'a utilisation.

Le mélange (5 ml) a été ajouté a 100 ml de MRS avant utilisation (MRS-NNLP)
(Ong et al; 2009; AL-Otaibi, 2009; Karimi et al, 2012).

Le sulfate de néomycine et I'acide nalidixique, inhibent la croissance des bacilles
Gram positif et Gram negatif respectivement et le chlorure de lithium est
couramment utilisé comme agent sélectif dans I'énumération de bifidobactéries
(Karimi et al., 2012).

La cystéine chlorydrique stérilisé par filtration a été également ajoutée a raison
de 0,05% dans le milieu de culture précédant pour but d’abaisser le potentiel
d'oxydo-réduction dans les milieux de culture et créer de meilleures conditions

d’anaérobie pour la croissance des bifidobactéries, cet acide aminé est

.
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également considéré comme une source d'azote essentielle pour les
bifidobactéries (Roy, 2001).
Et pour la purification des isolats et le repiquage nous avons utilisé uniquement
le milieu MRS-cys.

v Milieux de cultures pour les bactéries lactiques :
Lors de la fermentation du lait en culture mixte, nous avons utilisé les milieux
MRS et M17 (voir annexe) pour la culture des Lactobacillus dulbreiki ssp
bulgaricus et des streptoccoccus thermophilus respectivement.

v Milieux de culture pour les souches pathogeénes :
Pour illustré I’activité antimicrobienne de nos souches nous avons utilisé le
bouillon nutritif, la gélose nutritif et le milieu Muller Hinton (voir annex).

v' Le lait utilisé pour la fermentation :
Afin de déterminer 1’activité biotechnologique des bifidobactéries, nous avons
utilisés du lait de vache, ce dernier a été collecté dans des conditions stériles
aupres des fermes situées a Oran puis transporté dans des glaciéres maintenues a
4C°. Une fois au laboratoire, le lait collecté a subi une pasteurisation pendant 30
mn au bain marie maintenu a 85C° puis refroidit et conservé au réfrigérateur
jusqu'a inoculation.
Tous les autres milieux de culture ainsi que leurs compositions et les produits
(chimiques et réactifs) utilisés dans la présente étude sont cités dans la section
Annexe.

I. 2. Méthodes :
I. 2.1 Isolement et purification des bifidobactéries :

L’isolement des bifidobactéries a partir des selles a été réalis¢ sur milieu MRS-
NNLP. 1g de chaque échantillon a été introduit dans un tube contenant 9ml
d’eau peptone additionné de 0,5% de cystéine HCL stérilisé par filtration.
Aprés homogénéisation des dilutions décimales ont éte effectué. 0,1 ml des
dilutions suivante (10° 10™ et 10™) a été. introduit dans des boites de pétri et

inoculé avec du milieu MRS-NNLP gélosé a raison de trois.boite pour chaque

.
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dilution puis incubés dans une jarre d’anaérobiose contenant des anaerocultes et
des gas pack (capable de produire du h, et du co,) a 37C° pendant 5 jours.

Les colonies poussées ont subi des purifications, cette derniére consiste a
réaliser des repiquages successifs sur gelose et bouillon MRS-cys, jusqu’a
I’obtention de colonies de méme taille, méme forme et méme couleur (Idoui et

al., 2009).

I. 2.2 Observation macroscopique et microscopique :
L’observation macroscopique consiste a noteé la taille, la forme, la couleur et la
viscosité des colonies, et celles présentant un aspect semblable a celui des
bifidobactéries ont eté selectionné pour 1’étude microscopique, cette derniére est
révélé par la coloration de Gram (voir Annexe). Cette coloration permet la
distinction de deux groupes majeurs de bactéries : a Gram positif et a Gram
négatif et aussi entre les coques et les batonnets ainsi que le mode de

regroupement (Ahmed et Kanawal, 2004).

Les bifidobactéries sont connu par leurs productions en plus de 1’acide
lactique (cas des bactéries lactique) de 1’acide acétique avec une concentration
de 2/3 moles respectivement. Et pour la mise en évidence de ces deux acides,

nous avons opte pour I’HPLC.

I. 2.3 Analyse des produits de la fermentation par HPLC :

e Milieu de culture utilisé pour la fermentation :
Le milieu MRS sans acétate de sodium a été préparé, car ce dernier pourrait
fausser les résultats des analyses des acides organiques. Le milieu MRS modifié
a été autoclavé pendant 15 mn a 121°C, puis additionné avec 0,05% (p / v) de la
cystéine-HCI (Qian Qian Wu et al., 2012).
Les acides organiques ont été déterminées en utilisant la méthode décrite par
(Ong et al., 2006; Qian Qian Wu et al., 2012; Elghali et al., 2012) avec les

modifications suivantes :

.
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e Préparation des échantillons :
A partir de la culture jeune sur bouillon MRS modifie, 1,5 ml a été centrifuges a
13 000 rpm pendant 30 minutes et les surnageants ont été filtrés a travers des
filtres millipores de 0,45 um. Les échantillons ont été dilués avec une solution
d’éthanol a 95% a raison de (1: 4, v/v) juste avant I’injection.

Les standards (I’acide lactique et ’acide acétique) ont été également dilués.

e Injection :

Une fois I’échantillon filtré et dilué il est tout de suite injecté dans un systeme
HPLC Shimadzu équipe d'un dégazeur a vide (proéminence degazeur PGU-
20AS), une pompe a gradient (proéminence chromatographe liquide LC-20AD),
un detecteur UV Vis / (SPD-20A) et une colonne (18C). La solution mobile
utilisé est I'éthanol a 95% avec un débit de 0,1 ml / min. La longueur d'onde du
détecteur UV était 210 nm.

Les acides organiques ont été identifiés selon leurs temps de rétention comparé a

celui des solutions standard d'acides lactique et acétique.

I. 2.4 Identification biochimique :

e Recherche de la catalase :
La catalase est un enzyme contenant du fer qui catalyse la décomposition du
peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en eau et en oxygene, cette enzyme est
synthétisée par la plupart des bactéries aérobie.
Le test consiste a déposer sur une lame une goutte d’eau oxygenée a 10 volumes
et d’y ajouté une colonie développée sur milieu solide. La présence de la
catalase se traduit par le dégagement de bulles gazeuses et le contraire indique
I’absence de I’enzyme (Marchal et al., 1991).

e Recherche de ’oxydase :
L’oxydase est une sous-classe des oxydo-reductase, c’est un enzyme qui
catalyse une réaction d’oxydo-réduction. La recherche de cette enzyme est trées

répondue pour I’identification des bacilles Gram negatif.

.
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Sur une lame on dépose un disque d’oxydase et une goutte d’eau distillé, un peut
de culture est préleveée et deposé sur le disque, le résultat positif se manifeste par

une coloration rose violette (Marchal et al., 1991).

e Recherche du citrate perméase sur milieu Kempler et Mc Kay 1980 :
L’utilisation du citrate est étudiée sur milieu Kempler et Mc Kay, ce milieu
contient une solution du ferricyanide de potassium et une solution de citrate
ferrique. La présence du citrate dans le milieu inhibe la réaction entre 1’ion
ferrique et le ferricyanide de potassium. Les colonies qui fermentent le citrate
lancent la réaction entre ces ions, il en résulte la formation de colonies bleus ou
ayant un centre bleu fonce€ apres 18 a 72h d’incubation. Les colonies incapables
de fermente le citrate restent blanche (Mami, 2013).

e Recherche du nitrate réductase :

Le nitrate réductase est un enzyme capable de réalisé la réaction de réduction
des nitrates soit jusqu’au stade des nitrites, ou jusqu’au stade diazote gazeux.
Les souches des bifidobactéries sont ensemencées dans un bouillon nitrate (1%
nitrate de potassium), apres une incubation a 37C° en anaérobiose, on ajoute 5
gouttes du réactif (Nitl) et 5 gouttes du réactif (Nit2) (Voir annexe).

Si le milieu prend une teinte rouge cela signifie que la bactérie possede un
nitrate réductase et s’il reste incolore, il y’a une possibilité que la bactérie
possede un nitrate réductase tres actif et qu’il a réduit les nitrites en diazotes
gazeux (consommation compléte des nitrites présent) pour cela on ajoute de la
poudre de zinc et on attend 5 mn ; si le milieu devient rose rouge, la bactérie est
nitrate réductase négatif. Si le milieu reste incolore, la bactérie est nitrate
réductase positif (Marchal et al., 1991).

e Recherche du type fermentaire :

Les souches sont repiquéees dans des tubes contenant le milieu MRS-cys liquide

mené d’une cloche de Durham et incubés en anaérobiose a 37°C pendant 24 h.

.
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La présence du gaz dans la cloche indique que la souche est hétérofermentaire et
son absence indique qu’elle est homofermentaire (larpent, 1990).
La mise en évidence de la production d’indole, de I'uréase, la protéolyse de la

gélatine et la protéolyse de I’esculin ont été réalisé sur galerie API 20A.

I. 2.5 Identification par la galerie APl 20A :
La galerie APl 20A permet de rechercher rapidement 20 caractéres pour
I’identification biochimique des bactéries anaérobies. Elle comporte 20 micro-
tubes contenant des substrats déshydratés, ces derniers sont inoculés avec la
suspension bactérienne a identifier.

e Préparation de I’inoculum :
Toutes les colonies poussées sur milieu MRS-cys ont été prélevées a I’aide d’un
écouvillon stérile et inoculées dans le medium, et pour bien émulsifier les
germes on a frotter 1’écouvillon par rotation contre la paroi de 1’ampoule.
L’opacité finale doit étre supérieure ou égal a celle de I’étalon 3de mcFarland
(voir annexe).

e Preparation de la galerie :
Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir Sml d’eau distillée
dans les alvéoles pour crée une atmosphere humide. Placer la galerie dans la
boite d’incubation et I’inoculé par la suspension bactérienne précédente tout en
¢vitant la formation des bulles d’air.

e Incubation de la galerie :
Toutes les boites sont incubées dans une jarre d’anaérobiose pendant 24-48h a
37C°.
Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par un
virage des couleurs. L’identification est obtenue a I’aide du catalogue analytique
ou d’un logiciel d’identification.

e Tests complémentaire :

» Test de thermo-résistance :
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Des tubes contenant du bouillon MRS-cys ont été repiqué par des suspensions
bactériennes de bifidobactéries puis maintenu dans un bain marie régler a 46,5
°C pendant 30 mn. Ces tubes sont par la suites incubés a 37°C pendant 48h sous
conditions d’anaérobiose (Klein et al., 1998).
Croissance dans un milieu hyper salé :
Ce test est réalisé pour éliminer les entérocoques, les souches de bifidobactéries
sont ensemenceées dans des tubes contenant du bouillon MRS-cys a 4% de NaCl
et a 6.5% de NaCl puis incuber a 37C° pendant 24h sous conditions
d’anaérobiose (Devriese et al., 1993). La croissance des souches a 6,5% de
NaCl témoigne la présence des entérocoques.

» Croissance en aérobiose :
Les souches de bifidobactéries sont repiquées sur bouillon MRS-Cys et incubés
a 37°C pendant 24h sous condition d’aérobiose.

» Influence de la température d’incubation :
Les souches de bifidobactéries sont repiquées sur bouillon MRS-Cys et incubés
pendant 24h sous condition d’anaérobiose a différente température 30°C, 37°C

et 45°C.

I. 2.6 Caractérisation des espéces :

Les sucres présents dans la galerie Api 20A ne sont pas suffisant pour faire une
identification plus précise des especes, pour cela I’étude du profil fermentaire a
été également teste pour les sucres suivant; fructose, galactose, inuline,
melibiose, ribose et sucrose.

Les souches sont repiquées sur milieu MRS-cys. Apres ncubation, 4ml des
cultures sont centrifugées a 5000 g pendant 5 mn et lavée deux fois avec 1’eau
physiologique (a 0,05 % de cysteine-HCI).

Le surnageant est éliminé et le culot est suspendues dans Iml d’eau
physiologique cystéine. Cette suspension sert a inoculer le milieu MRS-cys

liquide additionné de 40mg /I de pourpre de bromocrésol (BCP) comme

.



Matériel et Méthodes

indicateur de pH (Mannu et al., 2000) et supplémenté de 2 % des sucres cités
précédemment (Tamime et al., 1995).

Les préparations sont recouvertes de 1 ml de I’huile de paraffine stérile pour
obtenir 1’anaérobiose. L'incubation s’effectue a 37°C pendant 24 a 48 h. La
fermentation des sucres est révélée par le virement de I’indicateur le (BCP) du

violet au jaune.

I. .2.7 Conservation des souches :
La conservation des souches purifier a été réalisé sur milieu MRS-cys gélosé
préparé dans des tubes inclinés, puis incubé pendant 24h a 37°C. Les tubes sont
conservés en condition d’anaérobiose a 4°C pour une durée de deux semaines.
Et pour une conservation a long terme les souches sont congelées a —20°C dans
du lait écrémé contenant 30 % de glycérol, 10 % d’extrait de levure et 0,05 % de

cysteine-HCI (Saidi et al., 2002). (\Voir annexe)

I. 3. Mise en évidence in vitro de quelque caractere probiotique :
Les probiotiques ne doivent pas étre seulement capables de résister a leur
passage dans le tube digestif mais avoir aussi la capacité de proliférer dans
I’intestin pour exercer leurs effets bénéfiques sur 1’hote (Mailys, 2010).
Plusieurs tests doivent étre réalisés pour 1’évaluation des caracteres probiotiques

dont les suivant :

I. 3.1 Résistance aux pH acide de I’estomac :
La résistance des souches aux pH acide a été testée selon la méthode décrite par
Roopashri et al., 20009.
Une série de tubes contenant du bouillon MRS-cys ajustée a diférente valeur de
pH (2, 3, 4 et 5) par PTHCL IN a été préparé et autoclavé. Du bouillon MRS-cys
ajusté a pH 6,8 a été utilise comme témoin. Ces tubes ont été inoculés par la
culture jeune de nos souches a raison de 1% et incubées pour les intervalles de

temps suivants ; 0, 60, 120, 180 et 240 minutes. Et afin de ne pas perturbé les

.
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conditions d’incubation, des tubes indépendants ont été utilisé pour chaque
intervalles de temps.

Pour le dénombrement des cellules viables aprés chaque intervalle de temps,
nous avons prélevé des aliquotes de 1ml et réalisé des dilutions en cascade
jusqu'a 107. Les dilutions sont ensuite ensemencées en masse sur la gélose
MRS-cys et incubées en anaérobiose a 37°C pendant 48 a 72h.

Le taux de survie est calculé par I’équation suivante

Taux de survie (%) = logUFC a Tyh/ logUFC a Toh x 100

La résistance de nos souches a ce facteur hostile a également été estimée par
mesure de la densité optique a 560nm (Thirabunyanon et al., 2009): .

Cellules viables (%0) = (D.O. echantillon / D.O. témoin) x 100

I. 3.2 Reésistance aux sels biliaires :

La résistance des souches aux sels biliaires a été testée selon la méethode décrite
par Roopashri et al, 2009.

Une concentration de sels biliaire a 20% a été préparée dans de 1’eau distillée, et
sterilise par filtration sur membrane 0,45 Um. Et a partir de cette concentration
nous avons préparé une série de tubes contenant du bouillon MRs-cys a 0,3%,
0,5% et 1%. Un bouillon MRS-cys sans sels biliaire a été utilisé comme témoin.
Nous avons procédé au méme mode opératoire pour la résistance au pH acide ;
1ml de la culture jeune de nos souches a été aseptiqguement introduit dans les
tubes contenant les différentes concentrations de sels biliaires et incubé a 37°C
en anaérobiose pour les intervalles de temps suivant : 0, 60, 120 et 180 minutes.
Le dénombrer les cellules viables a été calculer par les deux équations citées

précédemment.

I. 3.3 L’activité antimicrobienne :
La détection de ’activité antibactérienne a été réalisé selon la méthode décrite
par Fleming et al., (1975), qui consiste a cultiver les souches de

Bifidobacterium et les souches pathogenes en double couche.

.
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Les différéntes souches de bifidobactérium ont été ensemencé a 1’aide d’un
multipoint sur milieu MRS solide. Aprés sechage a la température ambiante, les
boite de Pétri sont incubées en anaérobiose a 37 °C pendant 18h.
7 ml du milieu MH est inoculé avec 500 ul de la culture jeune de chaque souche
pathogéne puis coulé sur la couche précédente. Apres solidification, les boites
sont remises a 1’étuve et incubés en anaérobiose a 37°C pendant 24h.
La présence des zones claires autour des souches ensemencées par touche
indique I’inhibition de la souche indicatrice. Les diamétres des zones
d’inhibition sont mesures.

I. 3.4 Résistance aux antibiotiques :
L’ antibiogramme des souches de bifidobactéries a été réalisé par la technique de
diffusion en milieu MRS gélosée en utilisant des disques imprégneés
d’antibiotiques. Chaque souche de bifidobactérie a été incubé pendant 18h sur
milieu MRS liquide et I’inoculum bactérien a été standardisé¢ dont la DO 660
varie entre 0.08 et 0.1 pour avoir une densité cellulaire aux alentour de 10°
UFC/ml. L’inoculum a été ensemencée a 1’aide d’un écouvillon sur la surface de
la gélose MRS, déja coulée et solidifiée. Aprés séchage a la température
ambiante, chaque boite recoit cing (5) disques d'antibiotiques et incubés pendant
48h. Les diamétres des zones d’inhibitions ont été mesurés et les résultats ont été
exprimé comme sensible (S), intermédiaire (I) et résistant (R) selon les normes
recommandées (comit¢ de [’antibiogramme de la société francaise de
microbiologie, 2011) (voir annex). Les disques d’antibiotiques testés sont les
suivants ; néomycine (30U.1), chloramphénicol (30U.1), acide nalidixique (30
mcg), chloramphenicol (30 mcg), kanamycin (30 mcg), imipenem (10ug),
penicillin G (10 iu), cephalothin (30ug), cephazolin (30ug), spiramycin (100ug),
amoxicillin (30 ug), nitrofurantoin (300ug), tetracycline (30ug), ceftazidime
(30ug), cefoxitin (30 ug), vancomycine (30Ug), Gentamycine (10 mcg),
Streptomycine (10UI).

-
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I. 3.5 L’adhérence aux cellules épithéliales :
Pour la mise en évidence de ce test, la méthode décrite par (Wen-Hsin Lin et
al., 2007) a été utilisée, cette derniere comporte les étapes suivantes :

e Préparation des cellules épithéliales :
Un segment de I’iléum et du colon du poulet de chair ont été ouvert et laver avec
du PBS (voir annex). Les deux segments ont été maintenu dans du PBS a 4°C
pendant 30mn pour éliminer les mucus de surface. Puis rincer encor 3 fois par

du PBS. Les cellules ont été par la suite gratté dans du PBS stérile et examiner

par microscope photonique afin de $’assuré de|leur pureté et de I’élimination des

bactéries contaminant. Enfin la concentration des cellules épithéliales a été
ajusté a environ 5* 10* cellules / ml.

e Préparation des cellules bactériennes :
A partir de la culture jeune sur bouillon MRS-cys une centrifugation a éte
réalisé, le culot bactérien a été maintenu dans du PBS, puis des dilutions
décimales ont été réalisé jusqu'a obtention d’une concentration de 108 CFU/m.

e Réalisation du test :
Un millilitre de chaque suspension bactérienne a été mélangé avec 1 ml de la
suspension des cellules épithéliales de I’iléum et du colon séparément. Le
mélange a été par la suite maintenu a 37°C pendant 30 mn.
L’adhérence a été observée au microscope photonique aprées coloration au cristal
violet a 0,5%. Le test a été considérée comme positif s’il y’a adhérence de plus

de 15 bactéries par cellule.

I. 4. Fermentation du lait :

Préparation d’inoculum :

I. 4.1 Inoculum des bifidobactéries :
A partir de la culture jeunes sur bouillon MRS-cys, 2ml de chaque souche de
bifidobactéries a été introduite dans 10 ml du lait reconstitué ecrémé a 10% (p/v)
additionné de 0,5 % (p/v) d’extrait de levure et de 0,05% (p/v) de cystéine-HCI

-
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(Frank et al., 1993) et incubé a 37°C pendant 18h, la précutlure a été utilisé

comme inoculum.

I. 4.2 Inoculum des bactéries lactique :
A partir de la culture jeune des souches de Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus et Streptococcus thermophilus sur bouillon MRS et M17
respéctivement, 2ml a été introduite separément dans 10ml de lait reconstitués
écrémé a 10% (p/v) et incubés a 42 °C pendant 18h. Ces précultures servent

comme inoculum.

I. 4.3 Cinetique de croissance :

En culture pure :

Des flacons de 100ml de lait de vache ont été inoculés par les souches de
bifidobactéries a raison de 1% (v/v) puis répartie dans des tubes a raison de
10ml et incubés a 37°C en anaérobiose. Des prélevements ont été effectués au
temps 0, 2, 4, 6, 8, 10, et 24h d’incubation. Une série de tubes a €té préparé pour
chaque intervalle de temps pour ne pas fausser les résultats. Le dénombrement

des cellules a été réalisé sur milieu MRS-cys gélosé aprés dilutions décimales

En culture mixte :

Deux séries de flacon contenant 100ml de lait de vache stérile ont été préparé ;
la premiere série a été inoculées par les souches de bifidobactéries et la souche
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus a raison de 1% chaqu’une, et la
deuxieme série a été inoculé par des souches de bifidobactéries et la souche
Streptococcus thermophilus a raison de 1% aussi. Ces flacons sont par la suite
répartis dans des tubes a raison de 10ml puis incubés a 42°C. Des prélevements
ont été effectués au temps 0, 2, 4, 6, 8, 10, et 24h d’incubation. Une série de
tubes a été préparé pour chaque intervalle de temps pour ne pas fausser les
résultats. Le denombrement des cellules de bifidobactries a eté réalisé sur milieu

MRS-cys gelosé. apres dilutions decimales.

-
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I. 4.4 Détermination de I’acidité titrable :
Le dosage de I’acidité au cours de la croissance dans le lait de vache est effectué
selon la méthode décrite par (Accolas et al., 1977), en utilisant le NaOH (N/9)
en présence de I’indicateur Phénolphtaleine (a 1 % dans I’alcool).
A partir des tubes incubés contenant les cultures en lait, le contenu d’un tube est
versé dans un bécher dans lequel sont ajoutées 5 gouttes de phénolphtaleine. Le
titrage s'effectue a I’aide d’une burette avec de la soude dornic sous agitation.
On considere que le virage est atteint, quand la couleur blanche du lait vire au
rose pale et persiste pendant une dizaine de secondes.
Nous avons noté alors le volume de la soude utilisée. Les résultats sont exprimés
en degrés dornic selon la formule suivante :
Acidite =nx 10
Avec n : volume de la soude dornic.
1 degré dornic =1°D = 0,1 g d’acide lactique dans un 1 1 de lait.
En culture pure, 1’acidité titrable juste apres 1’inoculation est soustraite aux
valeurs de 1’acidité mesurée au cours de la croissance pour obtenir I’acidité

réellement produite (acidité acquise) (Heddadji, 2007).

I. 4.5 Suivi du pH au cour de la fermentation :
L’acidité développée dans le lait est suivie aussi par une mesure de pH a I’aide

d’un pH metre.

I. 5 Evaluation de la viabilité des souches potentiellement probiotique :
L’objectif de cette partie était d’évaluer 1’influence des aromes et des addifs
ainsi que du stockage frigorifie a 4°C pendant 21 jours sur la viabilité de
quelques souches sélectionnées présentant un fort potentielle probiotiques (L1,
L2, BV1, B1).

I. 5.1 Influence du stockage frigorifique a 4°C sur la viabilité :
Ce teste a ete rélaisé selon la méthode decrite par (Georgieva et al., 2009), cette

derniére consiste a inoculés des lots contenat 100 ml du lait écremé (traité

-
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préalablement pendant 10mn a 100°C) par chaque souche testée a raison de 5%
(selon le protocole d’inoculation utilisé dans 1’industrie algéreinne qui varie de 2
a 7%). Ces lots sont par la suite incubés pendant 18-20h a 37°C et stocké a 4°C
pour une durée de 21 jours.

Le dénombrement des cellules viables a été relaisé par culture sur MRS-cys
gélosé apres dilution décimales. Le taux de la viabiltés a été calculé par
I’equation suivante (Shao-Chi Wu et al., 2007) :

Viabilité (%) = (UFC aprés n semaine(s) de stockage / UFC initial) x 100

I. 6.2 Influence des arébmes sur la viabilité :

Les aromes les plus utilisés dans les industries laitiere algérienne sont ; banane,
fraise et vanille avec les concentrations suivantes; 0,2%, 0,2%, et 0,14%
respectivement. Et afin de testés leurs influences sur nos souches, la méthode
décrite par (Vinderola et al., 2002) réalisé sur bouillon MRS-cys a été utilises.
Une série de tubes contenant 3ml du bouillon MRs-cys a été préparé et inoculé
par les aromes cités au dessus avec les concentrations mentionnées. Les tubes
sont par la suite inoculés a raison de 2% pour chaque souche testée. Ces tubes
sont par la suite incubes en anaérobiose a 37°C pendant 24h. D’autre tubes sans
adition d’aromes ont été également incubés est servant comme controle.

Le dénombrement des cellules viables a été caluclés par mesure de la densité

optique par spectrophotomeétre a 600 nm selon 1’équation suivante ;
Cellules viables (%0) = (D.O. echantillon / D.O. témoin) x 100

Les valeurs inférieures a 30% et supérieur a 70% ont été considérer comme
négatif et positif respectivement. Et celle comprise entre ces deux valeurs sont

considérer comme faible.

I. 6.3 Influence des additifs sur la viabilité :
Les deux additifs E414 (gomme arabique) et E1442 (phosphate de diamidon

hydroxypropylé) sont les plus courament utilisés dans 1’industrie laitiére

g
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algérienne a raiosn de 0,1% w/v et 0,2% wi/v respectivement. Et afin de testé
leurs influences sur la viablités de nos souches nous avons utilisés la méthode
décrite par (Georgieva et al., 2009).

Le test a été réalisé sur bouillon MRS-cys répartie dans des tubes a raiosn de
2ml et additionné par les concentrations d’aditif cités au dessus. Les tubes ainsi
préparé ont été inoculés a raison de de 10% (v/v) de chaque souche testés et
incubés en anaérobiose a 37°C pendant 24h. Des tubes sans adition d’additif ont
été également incubés et servant comme témoin.

Le dénombrement des cellules viables a été caluclés par mesure de la densité

optique par sepectrophotometre a 600nm selon 1’équation précedente.
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Il1. Résultats :

I1. 1 Observation macroscopique et microscopique :
Les colonies formées sur milieu MRS-NNLP gélosé ont montré un aspect lisses,

convexe, luisant et de consistance molle avec un contour régulier dont le
diametre varie de 0,1 a 0,5 mm et d’une couleur blanchatre a créme. Cet aspect

est tres semblable a celui des bifidobactéries décrites par (Heddadji., 2007 ;

Shah., 2011 ; Benkaddour., 2013) (Figure 7).

Figure 7 : aspect macroscopique des souches de bififdobactéries (L1, B1, BV1).

L’ aspect microscopique des colonies apres coloration de gramme a montré en
géneral des bacilles & Gram positif avec des formes bifides (y et v) (figure 8).

Le tableau n°6 montre les différentes formes observées.
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Tableau 6 : Aspect macroscopique et microscopique
des souches de bififodbactérie (L1, B1, BV1).

Souches

Forme des colonies

Forme des cellules

L1

Bl

BV1

Colonies blanchatre et
punctiformes avec un

contour régulier

Colonies blanchatre et
opague avec une surface
lisse et un contour
régulier
Colonies blanchatre,
bombés, luisante et
visqueuse a surface lisse

et a contour régulier.

Cellules en batonnets
longs, a extrémité
arrondie et en forme

bifide (V,Y).

Cellules en béatonnets
courts,  spatulés, a
extrémité arrondie et en
forme bifide (V,Y).

Cellules en batonnets
courts a contour ondulés
et irrégulier et en forme
bifide (V,Y).
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Figure 8 : observation microscopique des souches de bifidobactéries (L1, B1,
BV1) avec G x1000.

Il. 2 Identification du genre :

Les acides organiques produites au cours de la fermentation sur milieu MRS
modifié ont éte identifies selon leurs temps de rétention comparé a celui des
solutions des standards de I'acide lactique et ’acide acétique. Au cours de la
fermentation, environ 3/2 moles d'acide acétique / lactique ont été produits
(figure 9 ; A, B, C), observations qui concourent avec les montants théoriques
rapportés par Scardovi (Ong et Shah, 2009) ce résultat nous permet de classifier

nos souches au genre Bifidobacterium.
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Figure 9 : la détermination des acides organique par la haute performance
liquide chromatography (HPLC) ; A ; le temps de rétention de 1’acide lactique,
B ; le temps de rétention de I’acide acitique, C ; le profil fermentaire de la
souche L2.

1. 3 Identification biochimique :

Tests enzymatique :

La mise en évidence des enzymes catalase, oxydase, nitrate réductase a montré
un résultat négatif pour toutes les souches testees, sauf pour la citrate perméase
qui a donner un résultat positif. Ce résultat nous confirme 1’appartennace de nos
souches au genre Bifidobacterium.

Type fermentaires :

Une bonne croissance au fond des tubes a été observée pour chagque souche
testée et sans dégagement de gaz, cela indique que toutes les souches sont homo-

fermentaires.
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4. ldentification par la galerie Api 20 A :

Le tableau suivant montre le résultat de 1’identification de nos souches par la
galerie Api 20A
Tableau 7 : identification des souches de bifidobactéries par galerie API 20A.

tests | Reaction/enzymes results Strains results

positive | negative | L1 |L2 |[L3 |L4 |BV |BV (BV |Bl |B2

1 2 3

IND indol formation Red Yellow - - E 5 - - - - -
URE | urease red Yellow - - | - - - - - -
GLU | Acidification glucose + + + + + + + + +
MAN | Acidification manitol - - - = = + - - -
LAC | Acidification lactose + + + + + + + + +
SAC | Acidification saccharose + + + + + + + + +
MAL | Acidification maltose Yellow | Purple + + + + + + + - =
SAL | Acidification salicin + + + + = 5 - + +
XYL | Acidification xylose + + + + = 5 - - -
ARA | Acidification arabinose + + + + - - - - -
GLE | Hydrolysis gelatin Diffusion | No - - - - - - - - |-

of black | diffusion

pigment | of

pigment
ESC | Hydrolysis esculin +- | - |- |- | H- A | - | | -
GLY | Acidification glycerol - - - - - - - - -
GEL | Acidification cellobiose - - - - - - - - -
MNE | Acidification mannose - - - - + + - - -
MLZ | Acidification melezitose | Yellow Purple + + - + - - - - -
RAF | Acidification rafinose + + + + + + + - -
SOR | Acidification sorbitol - - - - + + + - -
RHA | Acidification rhamnose - - - - - - - - -
TRE | Acidification trehalose - - - - - - - - -
M1 3 e TR ¥
i TSNS W W
e A - " ‘
: \
o] 3 ey
S A W | [ | BT

.
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Figure 10 : identification des souches de bifidobacterium (A: L1 ; B: BV1;C:
B1) par galerie API 20A.
Tests complémentaires :

> Test de thermo-résistance :
Aucune croissance n’a été observée pour une incubation a 46,5C°.
> Croissance en milieux hyper salé :
Toutes les souches testées ont montré leurs capacités de croitre dans des milieux
hyper salés a raison de 4% mais pas a 6,5%.
» Croissance en aérobiose :
Aucune colonie n’a poussé sur milieu MRS gélosé aprés une incubation a 37 C°

en condition d’aérobiose.

1. 5. Identification des espéces :
En plus du profil fermenatire des sucres présents dans la galerie APl 20A nous
avons ¢également testé la fermentation d’autre sucre dont le résultat est

mentionné dans le tableau suivant :

Tableau 8 : fermentation des sucres par les souches de bifidobactéries.

Fructose Galactose inuline Melibiose Ribose sucrose

L1 + + - + + B
L2 + + - + + _
L3 + + - + + -
L4 + + - + + -
BV1 + + + + + +
BV2 + + + + + +

=
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BV3 + + + + + +
B1 + + - + - +

B2 + + - + - +

L’ensemble des résultats obtenu par les galeries Api 20A et I’é¢tude du profil
fermentaire par la méthode classique nous a permis de noter les remarques
suivantes : Toutes les souches testées avais la capacité de fermenté le glucose,
lactose, saccharose, fructose, galactose et milibiose. Les sucres restant sont
considéré comme des sucres clefs pour la différenciation des especes.

Le résultat montre que les souches L1, L2, L3, et L4 avais la capacité de
fermenté une grande partie de sucres par rapport aux autres especes, les sucres
non fermentés par ces souches sont; inuline, sucrose, glycerol, manitol,
cellobiose, manose, sorbitol, rhamnose et trehalose, ce résultat nous permet de
classifier ces souches a I’espece longum. Les souches BV1, BV2 et BV3 ont pu
fermenter le sorbitol et non pas le salicin, ces souches appartiennent a I’espéce

breve. Les deux souches restantes appartiennent a 1’espéce bifidum.

Il. 6. Mise en évidence des caracteres probiotiques :

Il. 6.1 Résistance aux pH acide :

Les résultats de la résistance aux pH acide sont présentés dans la (figure 11 : A,
B, C). Aucune résistance n’a été remarquée a pH 1 pour toutes les souches
testées et méme aprés 1h d’incubation. A pH 2, toutes les souches ont montré
une chute rapide de viabilité au fil du temps d’incubation comparé a celle du pH
3 et pH 4. La seule souche qui a montré une résistance remarquable est la
souche L2, cette derniére a pu gardee un taux de survie important méme apres
4h d’incubation. Une autre souche qui a montré les mémes caracteéristiques de la

souche L2 mais avec un taux de survie moins important est la souche L4.
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On peut dire que ces deux dernieres souches ont montré un taux de survie
largement remarquable par rapport aux autres souches testés, qui eux n’ont
montré aucune resistance aprés 4h d’incubation pour toutes les valeurs de pH.

Pour les pH3 et pH4 toutes les souches ont pu gardées un taux plus aux moins
stable mais apres 2h d’incubation, les souches BV1, BV3, BV2 et BI n’ont pas
pu survivre. A la lumiére de ces résultats on peut dire que les souches L2 et L4
appartenant a 1’espéce longum ont montré une bonne résistance a ce facteur
hostile en gardant un taux plus au moin stable pour toutes les pH testés et au fil

du temps d’incubation.
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Figure 11 : Taux de survie (%) des souches de bifidobacterium longum (L1,
L2, L3, L4), bifidobacterium breve (BV1, BV2, BV3) et bifidobacterium
bifidum (B1, B2) ; (A) : apH2, (B) : apH 3, (C) : a pH4.

Il. 6.2 Résistance aux sels biliaires :

Le résultat de la résistance aux sels biliaires est mentionne dans la figure (12 ;
A, B, C). Nous avons remarqué que la tolérance est ont relation étroite avec le
taux de survie ; plus la concentration de la bile augmente plus le taux de la
survie diminue et cela est pour toutes les souches testées.

Pour toutes les concentrations de sels biliaires, toutes les souches avaient
présenté un taux de survie inférieur a 50% apres seulement 1h d’incubation. A
I’exeption de la souche L2 avec un taux trés proche de 50% pour 0,3% de sels
bilaires et aprés 2h d’incubation.

Deux autres souches L1 et L3 ont montré des taux suppérieur a 20% et égal a
30% pour les concentrations 0,5% et 0,3% respéctivement. Ainsi, toutes les
autres souches ont montré des taux inférieurs a 20% dont le plus faible taux été
obtenu par la souche BV3 avec 7% et 0% pour les concentrations 0,3% et 0,5%
respectivement. Seulement la souche L2 qui a présenté une résistance a 1% se
sels biliaires avec un taux egal a 20% apres 3h d’incubation.

On peut dir que c’est la souche L2 qui a montré une résistance importante suivi

par la souche L3, c’est deux souches appartiennent a 1’espéce longum.
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Figure 12 : Taux de survie (%) des souches de bifidobacterium longum (L1,
L2, L3, L4), bifidobacterium breve (BV1, BV2, BV3) et bifidobacterium

bifidum (B, B2) ; (A) : a 0.3%, (B) : a 0.5%, (C) : a 1%.
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Il. 6.3 Antibiogramme :

Toutes les souches testées ont montré une résistance aux antibiotiques suivants ;
I’acide nalidixique, kanamycine, ceftazidime et cefoxitin et une sensibilité aux
rifampin, chloramphenicol, spiramycin, amoxiciline et tetracycline. Le reste des

antibiotiques a montreé les résultats cités dans le tableau 9.

Tableau 9 : antibiogramme des souches de bifidobactéries.

L’antibiotique La L1 L2 L3 L4 BV1 BV2 BV3 Bl B2

dose
CNyp 10mcg S R S I I R I S I
RAs 5Smeg S S S S S S S S S
NA3, 30mcg R R R R R R R R R
Cao 30mcg S S S S S S S S S
Kso 30mcg R R R R R R R R R
IMI 10ug R S R I R I I S I
Pio 0iu S R | R S R S R R
KF3g 30 ug R R R R | R R I R
KZs 30ug S S S S S S S S S
SP1g0 100ug S S S S S S S S S
AML 5 30 ug R S S S S S S S S
F300 300ug S S S | S S S S S
TEzg 30ug R 1 R R S S S S S
CAZ;3 30ug R R R R R R R R R
FOX3o 30 ugy R R R R R R R R R
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Figure 13 : Antibiogramme de la souche L1.

Il. 6.4 L’activité antimicrobienne :

Le résultat de I’activité antimicrobienne a démontré que toutes les souches
n’avaient aucune activité inhibitrice envers pseudemonas aérogénosa ; les
autres souches ont montré une activité inhibitrice limitée envers les souches
pathogénes dont le résultat est mentionné dans le tableau 10 et la figure 14. La
seule souche qui a montré une activité inhibitrice assez importante est la souche

L4 appartenant a 1’espece longum.
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Tableau 10 : les diaémetres des zones d’inhibition en mm lors des interactions
des souches de Bifidobacterium et les bactéries pathogénes.

Escherichia | Escherichia [ staphylococcus | staphylococcus | pseudomenas

coli coli aureus aureus aerogenosa

ATCC23922 | ATCC25922 | ATCC 25923 | ATCC 43300 | ATCC 27453
L1 12 10 7 9 0
L2 13 9 6 8 0
L3 10 7 10 7 0
L4 15 13 10 7 0
BV1 11 9 0 4 0
BV2 9 8 4 3 0
BV3 10 11 7 ) 0
Bl 10 7 6 3) 0
B2 11 9 9 7 0

Figure 14 : Activiteé inhibitrice des souches L1, L2, L3, L4, B1 et B2 sur
A :Staphylococcus aureus ATCC 25923 ; B : Escherichia coli ATCC25922.

Il. 6.5 L’adhérence aux cellules épithéliales :

C’est 'un des critéres les plus importants lors de la sélection des souches

probiotique. Nous avons utilisé des cellules épithéliales d’origine animale (un
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segment de I’iléon et un segment du colon du poulet de chair). Le résultat a
dévoilé que toutes les souches testées n’ont montrés aucune adhésion auX
cellules épithéliales de I’iléon et du colon a 1’éxcéption de deux souches L2 et
L1 appartenant a I’espéce longum ; la premiere souche a montré une bonne
adhésion a I’iléon et au colon tandis que la souche L1 s’est adhéré uniquement

aux cellules épithéliales du colon.

Figure 15 : adhérence aux cellules épithéliales du colon de la souche L2.

Il. 7 Fermentation du lait :

Il. 7.1 Cinétique de croissance :

L’évolution de la croissance des bifidobactéries en culture pure et en culture
mixte avec les bactéries lactique est exprimée en log ufc/ml, les résultats sont
représentes dans la figure 16 (A, B, C).

Une meilleure croissance a ete observée chez nos souches en culture mixte avec
la souche St.thermophilus dont 1’association de cette derniére avec les souches
appartenant a I’espéce longum a atteint le nombre le plus élevé avec 28x 10°
ufc/ml pour la souche L2.

L’association de nos souches avec la souche lactobacillus bulgariccus a
egalement été bonne comparant avec celle en culture pure, dont les souches
appartenant a 1’espéce longum qui ont atteient les nombre le plus élevée avec 4x

10° ufc/ml et 28 x 107 ufc/ml Pour L2 et L3 respectivement.
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Une croissance tres lente a été observée chez nos souches en culture pure, ce

n’est qu’apres 24h de fermentation que les souches augmentent et atteint de bons

nombre de croissance.
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Figure 16 : Cinétique de croissance des souches de bifidobactéries B. longum
(L1, L2, L3, L4), B. breve (BV1, BV2, BV3), B. bifidum (B1, B2) (A); en
culture pure, (B) en culture mixte avec lactobacillus bulgariccus (C) en culture
mixte avec St.thermophilus au cours de la fermentation du lait.
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Il. 7.2 L’acidité titrable :

La figure 17 montre la cinétique d’acidité produite par les souches de
bifidobacteries en culture pure et en culture mixte avec les bactéries lactiques.
L’acidité produites par les souches de bifidobactéries en culture pure été faible
par rapport a celle produites en culture mixte avec les bactéries lactiques.

En culture pure, ce n’est qu’aprés 10h d’incubation qu’il y a eu production
d’acidité pour toutes les souches testées a I’exception de la souche L2, qui a
produit 32D° apres 8h. Le taux d’acidité augmente progressivement pour
atteindre 65D° pour la souche L2 et un taux qui varie entre 50 et 60D° pour les
souches L3, L4, Bl et BV aprés 24h d’incubation, alors que ces valeurs sont
obtenues aprés uniquement 10h d’incubation en culture mixte avec
streptococcus thermpohilus pour toutes les souches testées a I’exeption de la
souche L2 avec un taux plus important.

En culture mixte avec lactobacillus bulgariccus, les souches L1, L2, L3, L4,
BV1 et Bl produisent une acidité qui varie entre 50 et 60 D° aprés 10h
d’incubation, a cette heur les souches B1 et B2 produisent uniquement 42 et 44

D° respectivement.
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Figure 17 : Cinétique d’acidité (°D) produites par les bifidobactéries : B.
longum (L1, L2, L3, L4), B. breve (BV1, BV2, BV3), B. bifidum (B1, B2) (A) ;
en culture pure, (B) en culture mixte avec streptococcus thermophilus (C) en
culture mixte avec lactobacillus bulgariccus au cours de la fermentation du lait.

Il. 7.3 Suivi du pH au cour de la fermentation :

Comme cités précédemment, le taux d’acidité produite au cours de la
fermentation du lait varie entre les especes et méme entre les souches
appartenant aux meémes especes, cette production d’acidité conduit a un
abaissement de pH du milieu ; qui ce dernier est en relation étroite avec le taux
d’acidités produites.

Au cours de la fermentation du lait en culture pure le plus bas pH est obtenu par
la souche L3 appartenant au genre longum apres 48h de fermentation dont le pH
est égal & 5. g
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Les plus bas pH sont obtenus par les souches L2 et L3 appartenant a 1’espéce
longum au cours de la fermentation en culture mixte avec streptococcus
thermophilus et apres 10h de fermentation, a cette heur également tous les pH
sont inférieurs a 5.

En culture mixte avec lactobacillus bulgariccus et apres 10h de fermentation les
pH des mileux fermenté par les souches L2, L3 et L1 appartenenat a 1’espéce

longum sont egal a 4.5, 4.7 et 4.8 respectivement.

-1
el V)
—- _ e 3
v “\H_ == 4

=i BV1

=0—BV2
e BV3

pH
Lo R " S VS It S o B o ) L R o ¢

B2

Oh 2h 4h 6h 8h 10h 24h 48h
Temps

——|1
== 2
| 3
| 4
=sie=BV1
=0—BV2
e BV3

pH
Lo B R U ¥ N = s e

B2

Oh 2h 4h 6h 8h 10h

Temps

E



Résultats

c ——| 1
-2
8
. - _ e 3
6 - - ‘ e 4
5 ==l BV2
:E_ 4 —0—BV1
3 BV3
2
1 B1
0 T T T T T Bz
Oh 2h 4h 6h 8h 10h
Temps

Figure 18 : suivi du pH au cour de la fermentation du lait par les
bifidobactéries : B. longum (L1, L2, L3, L4), B. breve (BV1, BV2, BV3), B.
bifidum (B1, B2) (A) ; en culture pure, (B) en culture mixte avec
St.thermophilus (C) en culture mixte avec lactobacillus bulgariccus.

II. 8 Viabilités des souches potentiellement probiotiques :
4 souches ont été sélectionné pour I’évaluation de ce test; L1, L2
(bifidobacterium  longum), BV1 (bifidobacterium breve) et Bl

(bifidobacterium bifidum).

Il. 8.1 Viabilités pendant le stockage frigorifie a 4°C :

Le résultat de I’étude de la vaibilité des souches de bifidobactéries dans le fait
fermente et stocké a 4C° pendant 21 jours a dévoilé que le taux de viabilité est
élevé chez la souche L2 appartenant au genre longum et la souche Bl
appartennat a [’espéce bifidum avec un taux de 68,67% et 66,82%
réspectivement. Suivi par la souche L1 appartenant a I’espeéce longum avec
53,93%.

La seule souche qui a montré un taux de vaibilité moin important par rapport

aux autres souches est la souche BV2 avec 46,11%.
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Figure 19 : viabilité des souches de bifidobacteries L1, L2 (bifidobacterium
longum), BV1 (bifidobacterium breve) et B1 (bifidobacterium bifidum)
pendant le stockage frigorifié a 4°C.
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I1. 8.2 Influence des aromes sur la viabilité :
L’influence des aromes fraise, banane et vanille sur la viabilité de nos souches

est exprimés en pourcentage du taux de survie et présenté dans la figure 19.
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Figure 20 : taux de survie (%) des souches de bifidobactéries L1, L2, BV1 et
B1 sous I’influence des aromes ; (A) ; vanille, (B) ; banane, (C) ; fraise.

A partir de ces résultats, on remarque que I’influence des aromes sur les souches
testes est nettement remarquable car le taux de survie de ces derniers décroits
rapidement au fil des semaines.

C’est ’arome fraise qui a conduit a des taux de létalités les plus éleveés ; apres 21
jour de conservation, toutes les souches testées ont montrés un taux de survie
inférieur a 40% avec 20% et 17% pour L1 et B1 respectivement, ces taux sont
trés bas par rapport a celle obtenu par les deux autres aromes.

Et c’est I’arome vanille qui a représenté des taux de survie trés important avec

70%, 62%, 39% et 32% pour les souches L2, L1, BV1 et B1 respectivement suvi
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par I’arome banane avec 70%, 48%, 30% et 22% pour L2, L1, BVI et Bl
respectivement.
A la lumiere de ces résultats on constate que c’est les deux souches L1 et L2

appartenant a B. longum qui ont pu résister a I’influence de ces trois aromes.

8.2 Influence des additifs sur la viabilité :

Le résultat de I’influence des additifs E414 et E1442 sur la viabilité de nos
souches est représenté dans la figure 20.

Une résistance trés importante a été observée chez nos souches sous I’influence
de I’aaditif E1442 dont toutes les souches avaient présenté un taux supérieur a
50%, a I’exeption de la souche BV1 avec 33, 4%.

Et pour I’additif E414, le meilleur taux de survie a été noté par la souche L1
avec 56,3% suivi par les souches L2 et BV1 avec 482% et 49,3%

respectivement. C’est la souche bifidum B1 qui a montré le taux de létalité le

plus élevée.
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Figure 21 : taux de survie (%) des souches de bifidobactéries L1, L2, BV1 et

B1 sous I'influence des additifs ; (A) ; E414, (B) ; E1442.
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I11. Discussion :

Isolement et identification des bifidobactéries :

Les bifidobactéries sont les bactéries les plus dominantes dans les selles des
nourrissons allaités au sein (Roy, 2011). Ces derniers s’installent au niveau du
colon au bout du 2°™ ou 3°™ jour suivant la naissance (Jonathan, 2006).

Le niveau éleve de bifidobactéries observées chez les nourrissons allaites au sein
a été attribuée a la présence d'oligosaccharides bifidogénes dans le lait maternel
(Arboleya et al., 2011 ; Takumi et al., 2013).

Comme les bifidobactéries sont des anaerobies stricts, leurs isolements a
nécessité des conditions d’anaérobiose par I’utilisation des anaerocultes et des
gas-pack ainsi qu’un milieu de culture sélectif.

L’utilisation du milieu MRS-NNLP a révélé étre efficace pour leurs isolement,
effectivement ce milieu a été utilisé par (Tharmaraj, 2003 ; Ong et al., 2009;
AL-Otaibi, 2009; Karimi et al., 2012). Ces derniers ont noté que ce milieu est
sélectif pour I’isolement des Bifidobacterium.

Les antibiotiques additionneés au milieu MRS sont le sulfate de néomycine,
I'acide nalidixique, le chlorure de lithium, et le sulfate de paromomycine. Les
deux premiers inhibent la croissance des bacilles Gram positif et Gram négatif
respectivement et le chlorure de lithium est couramment utilisé comme agent
sélectif dans I'énumération de bifidobactéries (Karimi et al., 2012).

L’utilisation de la cysteine chlorydrique stérilisé par filtration semble étre trés
importante pour les bifidobactéries, selon (Roy, 2001 ; Shah, 2011 ; Sanchez-
Zapataa et al., 2012) cette derniere réduit le potentiel d'oxydo-réduction dans
les milieux de culture et crée de meilleures conditions d’anaérobiose.

La recherche de I’enzyme fructose-6-phoshate phospho-cétolase (F6PPK) est
trés importante pour I’identification du genre Bifidobacterium (Biavati et
Mattarelli, 2006).
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L’absence de I’enzyme FO6PPK dans les autres bactéries anaérobies a Gram
positif comme Lactobacillus, Arthrobacter, Propionobacterium,
Corynebacterium et Actinomycetacea qui peuvent étre morphologiquement
confondu avec les bifidobactéries est trés important pour 1’identification du

genre bifidobactérium (Lankaputhra, 1997).

Selon (Biavati et Mattarelli, 2006) la recherche des acides lactique et acétique
est aussi un moyen pour ’identification des bifidobactéries, car contrairement
aux bactéries lactigue qui produisent uniquement de I’acide lactique, les
bifidobactéries produise également de [’acide acétique avec 2/3 moles
lactique/acétique respectivement.

La mise en évidence de ces deux derniers acides a été révélée par la haute
performance liquide chromatographie (HPLC), effectivement apres fermentation
sur milieu MRS nos souches ont bien produit approximativement 2/3 moles de
I’acide lactique et 1’acide acétique respectivement. Ce résultat nous a bien
permis de classifier nos souches au genre Bifidobacterium. Ces résultats ont
également été noteé par (Dinakar et Mistry, 1994 ; Hilde et al., 2003 ; Elghali
etal., 2012).

Les Bifidobacteries produisent du L (+) acide lactique, qui est rapidement
absorbé dans le célon (Guerzoni, 2011) en comparaison avec le D (-) isomére
de l'acide lactique produit par d'autres bactéries telles que L. acidophilus et L.
bulgaricus (Rodrigues Florence, 2014).

L’identification biochimique est également importante pour la confirmation du
genre Bifidobactérium, nos souches ont présenté un resultat négatif pour la
catalase, 1’oxydase et la nitrate réductase et un résultat positif pour la citrate
perméase, des résultats similaires ont été noté par (Bahloul et al., 2012 ;
Mahmoudi et al., 2013).

Du point de vue physiologique, les bifidobactéries se caractérisent par leur

activité enzymatique leur permettant d’utiliser de nombreux sucres, comme le
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lactose, le galactose, la raffinose, le sucrose, I’amylopectine, I’amylose et le
xylan (Kouame, 2013).

En ce référant aux travaux précédent, I’ensemble des résultats de la fermentation
des différents sucres nous a permis de classifier nos souches au trois espéces
suivante ; B. longum (L1, L2, L3, L4), B. breve (BV1, BV2, BV3) et B. bifidum
(B1, B2).

Selon (Vlkova et al., 2005 ; Sonomoto et Yokota, 2011) Les especes les plus
dominante dans les selles des nourrissons sont; B. breve, B. longum, et B.
bifidum. Effectivement I’isolement des bifidobactéries a partir des selles a révélé
la présence de ces 3 especes différentes. Ce résultat a également été obtenu par
(Heddadji, 2007 ; Benkaddour, 2013).

Chez les nourrissons allaités au sein, bifidobacterium breve est la souche la plus
dominante suivi par bifidobacterium infantis, bifidobacterium longum et
bifidobacterium bifidum respéctivement (Sonomoto et Yokota, 2011).
L’observation microscopiques de ces especes a révelé un pléomorphisme
cellulaire et cela est du aux hexoses N-acétylés présent dans le milieu de culture

et qui influence le processus de synthese de la paroi cellulaire.

Une déficience du milieu de culture en hexoses N- acétylhexosamines influence
le processus de synthése de la paroi cellulaire et serait la cause du
pléomorphisme des bifidobactéries. En effet, Des formes bacillaires trés
ramifiées sont présentes en absence de N-acetylhexosamines. Des formes
bifurquées sont observées pour des concentrations "intermédiaires” en N-
acetylhexosamines. Et enfin, des formes bacillaires classiques apparaissent
lorsque le milieu de culture renferme des quantités importantes de N-

acetylhexosamines (Caescu, 2004).

Mais, le plus souvent, la morphologie cellulaire ne permet pas une bonne

differenciation du genre et de I’espece. Méme 1’aspect bifide des extrémités des
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batonnets sont rencontrés aussi chez les genres Corynebacterium et

Propionibacterium (Kouame, 2013).
La mise en évidence des caracteres probiotique :

Actuellement, ce sont les cing especes suivant qui ont préconisé une attention
particuliére pour la production d’aliment probiotique; Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
infantis, and Bifidobacterium longum. Et pour la fermentation du lait, I’espéce
bifidum est la plus largement utilisé suivi par longum et enfin bréve (Shah,
2011).

Les bactéries probiotiques utilisés dans les aliments pour la consommation
humaine sont genéralement d'origine humaine et ils ne sont pas pathogénes
(Salminen, 2011).

Les bactéries probiotiques contenues dans les produits commerciaux doivent
conserver les caractéristiqgues pour lesquelles ils ont été initialement
sélectionnés. Ceux-ci comprennent la croissance et la survie des micro-
organismes pendant la production des produits, le stockage, et la post-
consommation dans le transit de I'estomac vers l'intestin (Roy, 2011).

Généralement, les premiers criteres a recherché lors de la sélection de souches
probiotique sont la résistance au pH acide et aux sels biliaire, ces tests sont
congu pour s’assur¢ de leurs passage a travers |’estomac et [D’intestin

respectivement.

En général, les bifidobactéries ont été rapportés pour étre résistants
a lacide gastrique, le suc pancréatique et la bile, mais

de grandes différences existent entre les souches (Shigeru et al., 2001).

Le pH de I’estomac varie de 1 pendant le jeun a 4 aprés un repas et le temps du

passage a travers 1’estomac est-estimer-de 3h (Osmanagaoglu et al., 2010).
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Le résultat de la résistance aux bas pH, a dévoilé une différence significative du
taux de survie, mais aucune souche n’a pu résister au dela de 4h d’incubation a
I’exception de deux souches L2 et L4 appartenant a 1’espéce longum. Ces deux
derniéres ont pu garder un taux de survie plus au moins stable par rapport aux
autres souches. Les résultats sont en accord avec des études précédentes trouvé
par (Takahashi, Arboleya et al., 2013 ; Andriantsoanirina et al., 2013) qui

ont dévoilé que les éspéece longum sont les plus résisitant.

Contrairement a (Matsumoto et al., 2004) qui ont indiqué que les souches
appartenant a I’espece longum sont les moins resistante. Ainsi (Collado et al.,
2006) a trouvé que les souches les plus résistante sont celle qui appartiennent a
I’espéce bréve. D’autres chercheurs ont indiqué qu’il y a une relation entre la
prédominance de la souche B. bréve dans les selles et sa capacité de survivre
dans les conditions gastro-intestinales.

Des études ont indiqué que la pepsine peut protéger les cellules de
Bifidobacterium lors de [I'exposition a un pH bas en diminuant
I'hyperpolarisation des cellules, qui est suggéré d’etre associer a l'activité de H +
-ATPase (Matsumoto et al., 2004 ; Matto et al., 2006).

Et pour la tolerance aux sels biliaire, une resistance a été observée chez nos
souches pour les concentration 0,3% et 0,5%. Les seules souches qui ont
présenté un taux de survie important a 1% de sels biliaire sont L2 et L3
appartenant a I’espéce longum.

Nos résultats sont en accord avec des études similaires rapporté par (Clark et
Martin, 1994 ; Arboleya et al., 2011 ; Andriantsoanirina et al., 2013). Ces
derniers ont indiqué que c’est la souche longum qui a présenté un taux de survie
important. Contrairement a (Ibrahim et korovainy; 1993) qui ont indiqué que
la souche la plus résistante est B. infantis suivi par B. bifidum, B. breve et B.

longum respectivement.
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L’activité antimicrobienne de nos souches envers les souches pathogénes avait
dévoilé une activité inhibitrice importante envers staphylococcus aureus et
Escherichia coli. A T’exeption des souches bifidum qui n’avaient aucune
activité inhibitrice. Selon (Shah, 2011) cette inhibition est du a la capacité des
bifidobactéries de produire des substances antimicrobiennes telles que des
acides organiques (par exemple, acides lactique et acétique), du peroxyde
d’hydrogene et des bactériocines.

Selon (Shah, 2011) Les Bifidobacterium ont montré des propriétés
antimicrobiennes fortes contre les bactéries Gram-positives telles que
Staphylococcus aureus et Clostridium perfringens que contre les Gram négatif

telles que Salmonella typhimurium et Escherichia coli.

Des niveaux elevés d'inoculum doivent étre utilisé, car un produit alimentaire
doit contenir au moins 10 millions de bactéries vivantes par gramme lorsqu'il est
placé sur les rayons des magasins. En outre, la perte de la viabilité des cellules
qui se produit généralement pendant le transit gastrique doit également étre prise
en compte. Par conséquent, a la consommation, le produit doit contenir un
nombre suffisant de cellules pour fournir l'intestin avec la dose appropriée de

bactéries vivantes (Roy, 2011).

L'adhérence a la muqueuse intestinale est un critére clé de sélection des souches
probiotiques, il est considéré comme une condition préalable pour la
colonisation et la croissance. Ainsi L'effet probiotique est maximal lorsque ces
organismes s’adhérent aux cellules de la muqueuse intestinale (Roy, 2011).

L’adhérence aux cellules épithéliales testés sur model animal a été jugé comme
mauvaise, sur les neuf souches testées uniguement la souche L2 appartenant a
I’espéce longum qui a montré une adhérence au deux segment de 1’ilium et du

colon du poulet de chair.
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Selon (Fontaine, 1995) l'adhérence se fait par l'intermédiaire de récepteurs
spécifiques aux bifidobactéries, présents au niveau de la muqueuse ou

apparaissant apres traitement par les systéemes enzymatiques de la bactérie.

La premiére protéine décrite d'étre directement impliqués dans I’adhérence des
bifidobactéries est une lipoprotéine qui a été purifiée par chromatographie et

proposé en tant que promoteur d'adhérence (Wang, 2010).

Les parois du cOlon fournissent des sites écologiques particuliers pour la
prolifération de Bifidobacterium. Les acides lipotéichoiques associés avec les
parois de bactéries Gram-positives peuvent initier I'adhérence aux cellules
épithéliales de l'intestin.

Les sites les plus probables pour I'interaction entre les cellules épithéliales et les
bifidobactéries sont des protéines ou des glycoprotéines, qui peuvent se lier
fractions d'acides gras d'acides lipotéchoiques. Certaines souches de
Bifidobacterium, telles que Bif. infantis, sécretent des polysaccharides, qui
peuvent initier I'adhérence aux cellules épithéliales de l'intestin (shah, 2011).
Certaines souches de Bifidobacterium ont montreé leurs pouvoirs de s’adhérer

et de coloniser un grand nombre de différents types de culture de cellules

épithéliales intestinales (Carolina et al., 2012).

Aptitudes technologiques des bifidobactéries :

La fermentation du lait par les bactéries lactiques et les bifidobactéries conduit a
la production d’une acidité titrable qui détermine les propriétés technologiques
de ces bactéries. En revanche, la production de 1’acidité¢ dépend de plusieurs
parametres La température d’incubation, 1’état physiologique des bactéries, la

concentration de I’inoculum, et le lait utilisé (Heddadji, 2007).
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Au cours de la fermentation du lait en culture pure et en culture mixte, nous
avons notés la croissance de nos souches, 1’acidité titrable produites ainsi que

1I’évolution du pH.

Une meilleure croissance été observé chez nos souche en culture mixte avec
streptococcus thermophilus suivi par 1’association avec lactobacillus
bulgariccus. Et une croissance trés lente a été notée en culture pure. En effet,
certains auteurs ont mentionné qu’il existe une synergie active entre les souches
en culture mixte (Bensoltane et al., 2004, Chiriguene et al., 2006). Ce sont les
souches appartenant a I’espéce longum qui ont atteint les meilleurs nombres de

croissance que ¢a soit en culture pure ou en culture mixte.

Les Bifidobacterium pousse lentement dans le lait et et la pratique habituelle
consiste a ajouter des bactéries du yaourt pour améliorer le processus de

fermentation pour la production de yogourt probiotique (Ayse et al., 2004).

La croissance des bifidobactéries dans le lait est souvent lente ou limitée par
rapport a d'autres bactéries lactiques utilisées dans les produits laitiers
fermentes, et cela semble en partie en raison des faibles activités protéolytiques
(Roy, 2005).

D'autres études ont également montré que la croissance des bifidobactéries dans
le lait peut étre améliorée par l'addition de facteurs bifidogenes tels que les

hydrolysats de protéines (Gomes et al., 1998).

Ce genre est rarement utilisé seul en raison de ses faibles aptitudes fermentaires
sur milieu lait et il est souvent associé aux bactéries lactiques classiques telles
que Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus
(Riazi Et Ziar, 2010).

Une différence significative a été observée pour le taux d’acidités produites par

nos souches en culture pure et en culture mixte. En culture pure, ce n’est
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qu’apres 8h d’incubation qu’il y a eu production d’acidité titrable au alentour de
30 D° par la souche L2 appartenant a I’espéce longum, ce taux continu a évoluer
pour atteindre 65D° mais apres 24h d’incubation. Alors que cette valeur a été
obtenu aprés seulement 10h d’incubation en culture mixte avec Streptococcus
thermophilus, a cette heur également la souche L2 en culture mixte avec

lactobacillus bulgariccus a produit une acidité au alentour de 60 D°.

Cette production d’acidité conduit a un baissement du pH du milieu, et comme
la meilleure acidité été obtenu par 1’association des bifidobactéries avec la
souche streptococcus thermophilus, le plus bas pH a été également obtenu par
cette derniere avec un pH qui égal a 4, 4.1, 4,2 pour les souches L2, L3 et L4
respectivement. Et en culture mixte avec lactobacillus bulgariccus, le plus bas
pH ¢été obtenu par la souche L2 avec 4,6. L’abaissement du pH du milieu en
culture pure été tres lent, ce n’est qu’apres 48h d’incubation que le pH arrive a 5

par la souche L3.

L'avantage d'utiliser une culture mixte contenant des bifidobactéries et des
bactéries lactiques est non seulement la réduction du temps de la fermentation,
mais aussi d'éviter d'autres défauts que les produits fermentés par des
bifidobactéries en culture pure peuvent survenir, comme la séparation de
lactosérum, une texture gluante, goGt trop légére, de levure ou de godt vinaigré.
En outre, I'ajout de cultures de yogourt aux produits bifidus peut améliorer leur
dietéetique (Samona, 1996 ; El-Zahar at al., 2004).

Viabilité des souches potentiellement probiotique :

Le maintien de la viabilité des bifidobactéries dans les laits fermentés représente
un défi pour les industries laitiéres en raison de leur grande sensibilité a faible
pH et température lors du stockage. En plus, la diminution du nombre de
cellules peut aussi étre la consequence d'une sensibilité élevée a I'oxygene
(Rodrigues Florence, 2014).
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Au cours de la production de lait fermenté et le stockage a 4 ° C, les
Bifidobacterium sont exposés a des stress combiné. Tout d'abord, les conditions
acides générés par la production des acides organiques et la diminution des
valeurs de pH qui se produit au cours de la fermentation. Deuxiémement,
I'exposition a I'oxygene est inévitable lors de la transformation du lait fermente
dans l'industrie alimentaire, et les niveaux d'oxygéne ont tendance a augmenter
au cours du stockage refrigeré. Troisiemement, ces deux facteurs technologiques
ainsi que la faible température pendant I'entreposage frigorifique sont
considérées comme préjudiciables a la survie de bifidobactéries dans les

produits fermentés (Rodrigues Florence, 2014).

Le stockage au froid est aussi un moment critique au cours de la durée de vie des
laits fermentés, comme les souches de Bifidobacterium sont soumises a des
contraintes a basse température qui ne sont pas rencontrés dans leur

environnement intestinal normale (Rodrigues Florence, 2014).

Le taux de viabilités de nos souches dans le lait fermenté et stocké a 4C°
pendant 21 jours été élevee dont toutes les souches ont montré un taux superieur
a 50% a I’exception de la souche BV2 avec 46,11%.

Des pertes de viabilité entre 0 et 3 ufc/ml ont été rapportées précédemment par
d'autres auteurs pendant le stockage frigorifié des laits fermentés (Rosenthal &
Bernstein, 1998; Shin et al., 2000; Gilliland et al., 2002).

Selon (Shah, 2000) cette perte de viabilité des bifidobactéries pourrait étre due a
la formation d'acide, le pH, les autres micro-organismes et lI'oxygene dissous

dans le lait.

Selon (Rodrigues Florence, 2014) la fermentaion du lait par les

Bifidobacterium en culture mixte avec Streptococcus thermophilus ; espéce
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tolérante a I’oxygeéne, I'effet de 1’oxygene dissous dans le produit est fortement

réduit.

S. thermophilus peut agir comme un absorbeur d'oxygeéne, en consommant de
I'oxygéne dans le produit fermenté, c’est ce qui réduire I'exposition des

bifidobactéries a ces stress létaux.

Le systeme d'emballage exerce également une forte incidence sur l'oxygéne
dissous contenu dans les laits fermentes. 11 a été noté qu’au cours de la durée de
conservation du produit, la teneur en oxygéne de 20 ppm a augmenté de 50 ppm
dans l'emballage de polystyrene. En revanche, l'utilisation d'un matériau
d'emballage avec une couche de barriére a I'oxygeéne réduit la teneur initiale en

oxygeéne de 20 ppm a 8 ppm a plus de 42 jours (Rodrigues Florence, 2014).

L’un des composants qui peuvent affecter la viabilit¢ des souches probiotique
sont les aromes additionnés dans les yaourts, effectivement le résultat de
I’influence de ces dernieres sur la viabilité de nos souches a dévoilé que le taux

de survie été faible est décroit rapidement au fil des semaines de stockages.

Une différence significative a été observée pour le taux de survie de nos souches
influencées par les trois différents aromes ; fraise, Banane et vanille. Dont les
taux de létalités les plus élevé ont été obtenu par I’influence de 1’arome fraise,
suivi par I’arome banane et 1’arome vanille, n’empéche que seulement deux
souche appartenant a 1’espéce longum L1 et L2 ont présenté un taux de survie

important pour les trois aromes.
(Demers mathieu, 2015) a montré que les arémes fraises inhibé la croissance de

Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum et B. animalis.

Ainsi, I’ajout de certains additifs dans les produits probiotiques, peux influencer

la viabilité des souches probiotique. Effectivement nous avons notés des taux de
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1étalité de 88% pour la souche B1 sous I’influence de 1’additif E414 et 66,6%
pour la souche BV1 pour I’additif E1442. A I’exception des souches L1 et L2

avec des taux de survie égal et supérieur a 50% pour les deux additifs.
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I111. Conclusion général et perspéctive :

L’isolement a partir d’un milieu de culture sélectif MRS-NNLP et la production
de nos souches de deux acides organiques acétique et lactique avec 3/2 mol
respectivement nous a permis de confirmer I’appartenance de ces isolats au

genre Bifidobacterium.

La présence de ce genre bactérien est trés abondante dans les selles de
nourrissons allaité au sein dont les principales especes trouveé été B. longum, B.

breve et B. bifidum ; 4 souches, 3 souches et 2 souches respectivement.

L’objectif de notre études ¢€té d’élaborer des souches de bifidobactéries a
caractéres probiotique, c’est la raison pour laquelle des tests in vitro on été
réaliser, parmi ces tests ; la résistance au pH acid de I’estomac et la tolérance
aux sels biliaires dans I’intestin dont le résultat a dévoilé que toutes les souches
testés avais une résistance a ces deux facteurs hostiles et c’est plus
particulierement les souches appartenant a I’espéce longum qui ont montré un

taux de viabilité trés élevés.

Le 3°™ test été la résistance aux antibiotique, dont on n’a pas remarqué une
différence importante entre nos souches envers les antibiotiques testés. Et
concernant 1’inhibition des germes pathogenes, aucune souche n’avait une
activite inhibitrice envers pseudomenas aerogenosa, une inhibition limités a été
noté concernant I’inhibition des autre germes pathogenes Escherichia coli
(ATCC23922, ATCC25922) et staphylococcus aureus (ATCC 25923, ATCC
43300).

Enfin, pour I’adhérence aux cellules épithéliales de 1’iléon et du colon testés sur
model animale, seulement deux souches appartenant a I’espéce longum avais

montré une adhésion importante.
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Le 2°™ objectif de notre étude été la fermentation du lait en culture mixte avec
des bactéries lactiques, c’est plutdt 1’association de nos souches avec la souche
Streptococcus thermophilus qui a dévoilé une bonne croissance de ces derniers
ainsi qu’une production d’un taux d’acidité élevée par rapport a celle produite

avec Lactobacillus dulbreiki ssp bulgaricus.

Afin de pouvoir incorporés les souches qui ont montré des caractéristiques
potentiellement probiotiques dans la production des yaourts probiotique
quelques tests technologique ont été réalisé (I’influence des aromes, 1’influence
des additifs, et le stockage frigorifier), dont des taux de létalité trés variables

envers ces facteurs ont été noteés.

A partir de cette étude, on a pu conclure que c’est les souches appartenant a
I’espéce longum qui ont montré de trés bonne caractéristique probiotique, ces

derniers peuvent étre incorporé dans les aliments fermenté et demeuré viable.

En perspectives, il serait intéressant de réaliser les points suivants :

> ldentification génotypique des souches de bifidobactéries.

> Etude in vivo des propriétés probiotiques de ces souches.
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Annexe

e Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Extrait de levure 5 g
Extrait de viande 10 g
Peptone 10 g

Acétate de sodium 5 ¢
Citrate de sodium 2 g
Glucose 20 g
KH2PO4 2 g

Mgso4 0,25 g

Mnso4 0,05 g
Agar-agar 15 g
Cystéine-HCL 0,59
Eau distillée 1000 ml
PH=6,8

Annexe 1 :

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes

e Milieu M17 (Terzaghi
Peptone de caseine 10 g

ot Sanding

Peptone pepsique de viande 2,5 ¢

Peptone papaine de soja5 g
Extrait de levure 2,5 g
Extrait de viande 5 g
B-glycérophosphate 19 g
MgSO4 0,25 g

Lactose 5 ¢

Acide ascorbique 0,5 g
Agar-agar 20 g

Eau distillée 1000 mi
pH=7,2

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes

e Eau physiologique
Chlorure de sodium 8,5 g
Peptone 0,5 ¢
Eau distillée 1000 ml

,1975)
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Annexe

pH=7
Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes

e Laitécrémé
Lait écremé 10 g
Extrait de levure 0,5 g
Eau distillée 100 mi
pH=7
Autoclavage : 110 °C pendant 10 mn.

e Eau peptopnée
Peptone 10 g
NaCl5¢
Eau distillée 1000 mi
pH 7,2
Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes

e Reactifs de kovacs
Diméthyl-amino-4 benzaldéehyde 50 g
Acide chlorohydrique pur 250 ml
Pentanol 1 750 mli

e Les reactifs de Griess
Nitl
Acide Sulfanilique 8 g
Eau distillée 750 ml
Nit2
Alpha-naphtyl-amine 5 ¢
Acide éthanoique a 1 mol.dm3 1 dm3

e Milieu KMK (Kempler et Mc Kay, 1980)
Extrait de levure 3g
Biopolytone 2,59
Glucose 5¢
Agar 159
Eau distillée 1000ml
pH=6 ,8
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Le milieu est réparti a raison de 100 ml par flacon, puis autoclavé 15mn a 121°C
Au moment de I’emploi on ajoute :

1 ml d’une solution aqueuse de ferricyanide de potassium 10 %(P/V)

1 ml d’une solution aqueuse a 2.5 % (P/V) de citrate ferrique et citrate de
sodium (P/P)

Ces solutions stérilisation par filtration (millipores 0.22 pm) sont conservées a
I’obscurité a 4°C.

e Milieu Mueller-Hinton (Mueller et Hinton, 1941)
Infusion de viande de boeuf 3000 cm3
Peptone de caséine 17,5 g
Amidondemais 1,59
Agar-agar 17 g
pH=7.4
Autoclavage 120°C, 20 min

e Bouillon nutritif
extrait de viande 1 g
extrait de levure 2 g
peptone 5 ¢
chlorure de sodium 5 g
pH =7.4
Autoclavage 120°C, 20 min

e Gélose nutritive
extrait de viande 1 g
extrait de levure 2 g
peptone 5 ¢
chlorure de sodium 5 g
agar15g
pH =7.4
Autoclavage 120°C, 20 min

e Eau physiologique
Chlorure de sodium 8,5 g
peptone 0,5 g
eau distillee 1000 ml
ph =7
autoclavage : 120° ¢ pendant 20 minute
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e Lait écréme
lait ecreme 10 g
extrait de levure 0.5 ¢
eau distilléee 100 ml
ph =7
autoclavage 120°c, 20 min

e Eau peptonée
peptone exemple d’indole 10 g
chlorure de sodium 5 g
ph=7.2
Autoclavage 120°C, 20 min

e Tampon phosphate de sodium
Solution (a): 27,8 g NaH2PO4 dans 100ml d'eau distilléee
Solution (b): 53,659 Na2HPO4, 7 H20 dans 100ml d'eau distillée
Tampon 0,1 M: 39ml (a) + 61 ml (b) + eau distillee
Stérilisation a 110° pendant 20mn
Tous les milieux sont stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 20mn sauf ceux
contenant le lait (110° C pendant 10 min).
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Annexe 2
+* Coloration de Gram :

v" Préparer un frottis d’une culture bactérienne pure ;
v Recouvrir le frottis avec de cristal violet ; laisser agir une minute ;
rincer a ’eau distillée ;
v Verser du Lugol et le laisser agir pendant une minute ; rincer a ’eau
distillée ;
v" Décolorer a 1’alcool a 950 entre 15 et 30 secondes ; rincer a ’eau
distillée ;
v Recolorer avec de la fuchsine phénique ; pendant 10 seconde si elle est
concentrée ou 1 minute si elle est diluée. Rincer a 1’eau distillée ;
v Sécher au dessus de la flamme d’un bec Bunsen ;
v" Observer a I’objectif a immersion (objectif x 100) et a pleine lumiére.
Les bacteries « Gram-positif » apparaissent en violet foncé, les bactéries« Gram
négatif » en rose ou rouge.

+» Conservation des souches :

A partir de la culture jeune (18h) sur milieu liquide, les cellules sont récupérées
par centrifugation a 4000 r/min pendant 10 min dans des epeindorfs stériles. Une
fois le surnageant éliming, on ajoute le milieu de conservation sur le culot, puis

on mélange et on conserve les epeindorfs a -20C°,
» Composition du milieu de conservation :

Ce milieu contient 70% d’une solution de lait écrémé et 30% de glycérole
(stérilisé au bain marie a 100C° pendant 10mn). Ces derniers sont mis dans un

tube, bien mélangé et réprati dans les eppeindorfs précédant.
La solution du lait écrémé contient :

Lait écrémé 100g
Extrait de levure 0,50
Cystéine chlorydroique 0,59
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Eau distillée

1L
Ph=6,8 , autoclaver a 110C° pendant 10 mn.

% La densité optique et le Mcfarland :

Mcfarland standard No 0,5 1 2 3 4
1.0% Barium chloride (ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 |04
1.0% sulfiric acid (ml) 9,95 9,9 9,8 9,7 19,6
Approx. Celle density 1 10°ufc/ml | 1,5 3 6 9 12
% transmittance * 74,3 55,6 35,6 264 | 21,5
Absorbance * 0,132 | 0,257 | 0,451 | 0,582 | 0,669

*at wavelength of 600nm

Référence : http://scholar.google.com.secure.sci-

hub.cc/scholar?g=the+nephelometer%3A+an+instrument+for+estimating+the+number+of+ba

cteria+in+suspensions+used+for+calculating+the+opsonic+index+and+for+vaccines+
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Publication et communications

1/ Publication :

Kheira Mehdi, Miloud Hadadji, Bachir Benkaddour, Betache Guessas and
Mebrouk Kihal (2015). Resistance at Low Ph Values and Bile Tolerance for
Selection of Bifidobacterium Strains Isolated from New Born Feces as Potential
Probiotic. Advances in Environmental Biology, 9(14) July 2015, Pages: 122-
128.

2/ communication national:
> Selection of potentially probiotic Bifidobacterium strains based on their
acid-adaptation ability. 21éme journées nationale de microbiologie.
Béchar le 08 et 09 novembre 2015.

3/ communications internationals:
» Fermentation of milk by probiotic Bifidobacterium strains isolated from
new born baby feces. 2 eme congres internationals CI-SAN 2015.

Alager, 13-15 octobre 2015.

> Resistance at Low Ph Values and Bile Tolerance for Selection of
Bifidobacterium Strains Isolated from New Born Feces as Potential
Probiotic. The first international congress of Nutrition and Food

science “from bench to bedside”. Tlemcen 20-22 novembre 2015.

» Fermentation of milk by probiotic Bifidobacterium srains in pure culture
and in mixed culture. Séminaire Internationale des Biotechnologies
(SIBC). Constantine 19, 20 et 21 octobre 2015.
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