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Introduction

Le corps humain abrite des milliards de cellules microbiennes dont les actions
coordonnées sont considerées comme important pour la vie humaine. De telles populations de
cellules microbiennes atteignent leur densité la plus élevée dans le compartiment intestinal, ou
ils forment collectivement une communauté microbienne complexe connus sous le nom de

microbiote intestinal. (Lozupone et al., 2012 ; Milani et al., 2017).

Les probiotiques sont définis comme des «micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont
administrés en quantités suffisantes, conferent un avantage sanitaire a [I'héte» par
I'Organisation mondiale de la santé. Bien que l'idée d'utiliser les probiotiques pour des
prestations de santé ne soit pas nouvelle, I'intérét a considérablement augmenté ces derniéres

annees (Islam, 2016).

Les probiotiques sont connus pour étre une stratégie potentielle pour prévenir et traiter
de nombreuses maladies gastro-intestinales, notamment la diarrhée virale, la diarrhée du
voyageur, la diarrhée associée aux antibiotiques, Helicobacter pylori infection et maladie
inflammatoire de I'intestin (MICI) (Chen et al., 2015).

Les lactobacilles et les bifidobactéries sont les principaux microorganismes reconnus
par leur avantages nutritionnelles en tant que probiotiques pour la santé. (Bahri et al., 2014).

Les lactobacilles sont des bactéries Gram-positives exigeantes qui peuplent les habitats
riches en nutriments associés aux aliments, aux aliments pour animaux, aux plantes, aux
animaux vertébrés et invertébrés et aux humains. En raison de leur utilisation dans les
applications alimentaires, biotechnologiques et thérapeutiques, les lactobacilles ont une

importance économique considérable. (Duar et al., 2017).

Des souches de lactobacilles et bacilles Probiotiques isolées a partir de diverses sources
sont utilisees comme des candidats probiotiques et il est peu probable que chaque
espece/souche possede toutes les caractéristiques souhaitées qui en feront un probiotique plus

efficace et actif (Swain et al., 2014 ; Parveen rani et al., 2016).



Introduction

Dans notre travail on a proposerait de réaliser un tour d’horizon sur le potentiel
probiotique des Lactobacillus et plus particulierement sur 1’évaluation du potentiel

probiotique de Lactobacillus isolées a partir de selles de nourrissons.

L’objectif premier de ce travail était d’isoler et identifier des souches de lactobacilles a
partir de selles de nourrissons afin d’évaluer leur profil probiotique par des tests in vitro.
Toutefois, suites aux conditions de 1’épidémie due au COVID-19 une analyse d’articles a été
adoptée. Un article en relation avec I’intitulé du mémoire est comme partie pratique puis les

résultats sont analysé et discuté avec d’autre article dans la méme thématique.
Le manuscrit comporte deux parties :

- Une premiére partie relative a I’¢tude bibliographique comprenant deux chapitres dont
le premier ; Généralité sur les lactobacilles, la deuxieme présente généralité sur les

probiotiques.

- Une deuxieme partie expérimentale présentant le matériel utilisé et les méthodes. En
outre, dans cette partie, nous présentons les résultats obtenus et discussions. Enfin une

conclusion générale résume les différents résultats obtenus et les perspectives de ce travail.
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1.1. Les lactobacilles

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques (LAB) qui produisent par fermentation de
I’acide lactique comme produit principal du métabolisme énergétique. Ils sont représentatifs
du microbiote intestinal bénéfique de ’Homme et par conséquent sont les microorganismes

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

1.2. Taxonomie

Le genre Lactobacillus fait partie du phylum des Firmicutes, classe des Bacilli, ordre
des Lactobacillales, la famille des Lactobacellaceae. 1l regroupe des especes présentant des
caractéres phénotypiques tres hétérogenes, cette hétérogénéité est due a un GC% allant de32-
55% (Mokoena, 2017).

Actuellement le genre Lactobacillus comprend 261 espéces (a mars 2020) extrémement
divers sur les plans phénotypique, écologique, génétique et niveaux otypiques (Zheng et al.,
2020).

1.3. Habitat

Les lactobacilles forment un groupe hétérogene de bactéries, ubiquistes et trés
répandues dans I’environnement vegeétal, animal et humain (Tailliez, 2004). (tab. 1) présente

les différents habitats de quelques especes de lactobacilles.

Tableau 1 : Habitat des lactobacilles adopté a partir (Miller et al., 2016 ; Montoro et al.,
2016 ; Etzold et al., 2014)

Habitat Espéce Activité ou produit
Matériel végétal en Lb.Plantarum, Lb.Casel, Cornichons, ensilage et
décomposition Lb.acidophilus choucroute

Laiterie Lb. delbrukii, Lb.lactis Fromage, yaourts

Tractus gastro-intestinal des | Lb. Salivarus, L. gasseri, L. Formation de carie dentaire
animaux rhamnosus Flore normale

- oral Lb.Casi, Lb.Plantarum

- intestinal Lb. gasseri

Vagin des mammiferes Lb.vaginalis, Lb.ssp Flore normale

1.4. Caractéres morphologiques

Les lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, non sporulées et généralement non

Mobiles. Ils sont la forme de batonnets longs et fins ou trés courts ou coccobacilles, groupées
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en paires ou en chaines (Azam et al, 2017). La figure 1 montre 1’aspect microscopique d’une

souche de lactobacilles observée par microscopie €électronique.

Figure 1 : Aspect microscopique d'une souche de lactobacilles observé par microscope

électronique a balayage. (Tirée de www.inra.fr)

1.5. Caractéres culturaux

Les colonies des lactobacilles sont généralement de petites tailles, lisses, brillantes non
pigmentées et souvent opaques. Dans les cas rares, certaines especes comme Lb.plantarum,
donnent des colonies jaunatres ou rougeatres. Les lactobacilles cultivent également, bien que
plus difficilement, sur gélose enrichie en sang frais ou cuit donnent de petites colonies sans

zones d’hémolyse (Denis et al., 2007).

Le milieu de culture et d’isolement de base le plus connu est le milieu Man Rogosa et

Sharpe (MRS) (Jomehzadeh et al., 2020).

1.6. Exigence nutritionnelle

En plus de la source de carbone et d’azote, les lactobacilles sont caractérisés par des
exigences nutritionnelles en vitamines et en base azotés. Toutes les especes ont un besoin
absolu en vitamine. Les déficiences en vitamines (B12) peuvent induire une diminution a la
synthése de I’ADN et entrainer des changements morphologiques et les cellules deviennent
filamenteuses. (De Vos et al., 2009).

Les ions Mg2+ ou Fe2+ sont nécessaires pour la croissance de lactobacilles, le
manganese et le magnésium interviennent comme activateurs d’un grand nombre de réactions
enzymatiques et comme stabilisateur de la structure des acides nucléiques, de I’intégrité des

ribosomes et de la membrane cellulaire de lactobacilles (De Vos et al., 2009).
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1.7. Caracteres physiologiques et biochimiques

IIs sont anaérobies facultatifs, mais poussent mieux sous atmospheére enrichie de 5 a
10% de CO2 (Laprent, 2000), leur pH optimum de croissance est de 5,5 mais ils poussent
aussi a pH neutre. Leur température optimale de croissance est généralement de 37°C pour la

plupart des espéces (Prasad et al., 2020).

Les lactobacilles sont catalase négative, nitrate réductase négative ils sont
microaérophiles ou anaérobies. Le métabolisme énergétique des lactobacilles est fermentaire
(Chaudhari et al., 2012). Les lactobacilles sont subdivises selon leur type fermentaire en trois
groupes selon la classification d’Orla-Jensen remaniée par Kandler et Weiss 1986 selon (De
vos et al., 2009).

Le groupe |: Comprend les espéces homofermentaires obligatoires, ¢’est-a-dire qui
produisent uniquement de I’acide lactique a partir du glucose et qui sont incapables de
fermenter les pentoses ou le gluconate. Elles possedent un fructose 1,6-diphosphate aldolaseet
une phosphofructokinase. Ce groupe est constitué majoritairement d’espéces présentes chez
I'Homme et les animaux et qui participent a I'équilibre de la microflore de I'organisme.

Exemple : Lb.acidophilus et Lb.gasseri.

Le groupe Il : Comprend les espéces a métabolisme hétérofermentaire facultatif. Ces
especes utilisent la voie homofermentaire mais elles sont capables d’utiliser la voie
hétérofermentaire dans certaines conditions comme une concentration de glucose limitée.
Elles ont un fructose 1,6-diphosphate aldolase et une 6-phosphogluconate déshydrogénase.

Exemple : Lb.casei, Lb.sake, Lb.curvatus et Lb.plantarum.

Le groupe III : Comprend les espéces hétérofermentaires obligatoires qui forment des
quantités équimolaires de COz2, d'acide lactique, d'acide acétique et / ou d'éthanol. Les
pentoses sont fermentés en acides lactique et acétique par la voie de la phosphocétolase. En
outre leur présence dans les produits laitiers et carnés, certaines especes se développent dans
le tube digestif de I'nomme et participent a I'équilibre de la flore intestinale. Exemple : Lb.

brevis et Lb.fermentum.
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2.1. Historique et définition

Au début du XXeme siecle, Elie Metchnikoff (scientifique russe, lauréat du Nobel et
professeur a I’institut Pasteur a Paris) a postulé que les bactéries produisant de 1’acide lactique
(LAB) offraient des bénéfices pour la santé, il identifie deux bactéries bienfaisantes : St.
thermophilus et Lb.bulgaricus (Guarner, 2017). En 1917, c’est au tour du scientifique Alferd
Nissil de faire une avancée important dans ce domaine en isolant pour la premiere fois une
souche non pathogene d’Escherichia coli (E.coli Nissle 1917), il s’agit d’une des exceptions
de probiotiques n’appartenant pas aux bactéries lactiques (Kimmel, 2018). En 1954,
Ferdinand Vergin a été le premier a associer le terme « Probiotique », au fait que les
microorganismes bactériennes peuvent nous servir du bien et de nous garder en vie (Abul
Kalam Azad et al., 2018). Puis en 1989, Roy Fuller a ajouté une précision sur la nécessité de

la viabilité des probiotiques et a précisé leur effet bénéfique sur I’hote (Simon, 2019).

En 2002, I’organisation des nations unies pour l’agriculture et I’alimentation et
I’organisation mondiale pour la santé (FAO et L’OMS) ont établi récemment des lignes
directrices pour I’utilisation du terme « Probiotiques » dans les aliments et formulent la
définition suivante : « les probiotiques sont des microorganismes vivants qui lorsqu’ils sont
administrés en quantités adéquates, exercent une action bénéfiques sur la santé de I’héte qui
les ingere » (Budi¢, 2019).

2.2. Classification des probiotiques

Les probiotiques peuvent étre classés en quatre catégories. La premiére catégorie est le
genre Lactobacillus, les lactobacilles sont des bactéries Gram-positif, elles se présentent sous
forme de bacilles ou de coques et sont anaérobie facultatives, immobiles, non flagellés, et non
sporogénes (Bondy et al., 2021). Les lactobacilles généralement reconnues comme parmi les
bactéries d’acide lactique qui sont capables de produire de ’acide lactique par la fermentation

de certains sucres comme le lactose (Salvetti et al., 2012).

La deuxiéme catégorie est les bifidobactéries (bifidus) sont phylogénitiquement trés
éloignées des bactéries lactiques (Pokusaeva et Fitzgerald, 2011), elles se présentant sous
forme du batonnet & Gram-positif, elles peuvent étre isolées ou s’assembler en chaines ou
amas, immobiles, non sporulantes et anaérobies strictes (Killer et al., 2011). Le troisiéme
groupe de probiotiques comprend d’autres bactéries lactiques en forme de coques telles que

les Enterococcus et les Streptococcus (Eslami et al., 2020).
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Le quatrieme groupe constitué de microorganismes non-lactique, Bacillus subtilis,

B.cereus ou encore les bactéries appartenant a 1’espece Propionibacterium freudenreichiiet

Escherichia coli Nissle1917, ainsi que certaines levures de type Sacharomyces (Kaspar et al.,

2008).

Tableau 2 : Liste des microorganismes considerés comme des probiotiques (Naimi, 2014).

Lactobacillus

Bifidobacterium

Autre bactéries

Micro-organismes non

lactiques lactiques
Lb.acidophilus Bf.adolescentis Et.faecalis B.subtilis
Lb.amylovirus Bf.animalis Et.faecium B. cereuse
Lb.brevis Bf.bifidum Lactococcus lactis E.coli Nissle1917
Lb.casei Bf.breve Leuconostoc Propionibacterium
Lb.cellobius Bf.infantis mesenteroides freudenreichii
Lb.crispatus Bf.lactis Pediococcus Sc.cerevisae
Lb.curvatus Bf.longum acidilactici Sc.boulardii

Lb.delbrueckii
Lb.farciminis
Lb.fermentum
Lb.gallinarum
Lb.gasseri
Lb.paracasei
Lb.plantarum

Lb.rhamnosus

Bf.thermophilus

Sporolactobacillus
inulinus
St.thermophilus
St.diacetylactis

St.intermedius

2.3. Propriétés et critéres de sélection des souches probiotiques

Les probiotiques présentent des propriétés fonctionnelles, sécuritaires et technologiques

(FAO/WHO, 2002), le choix des probiotiques dépend de ces propriétés et du type

d’utilisation, ces propriétés sont propres a chaque souche et ne peuvent pas étre extrapolées

d’une souche a I’autre méme au sein d’une seule espece (Ebel, 2012). Les principaux criteres

de sélection des probiotiques sont décrit dans (tab. 3).
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Tableau 3 : Criteres de sélection des probiotiques adapté par Salminen (2006).

Critéres de Identification taxonomique précise.
sécurite Origine humaine pour I’utilisation chez I’humain.

Souche caracteérisée par des techniques phénotypiques et genotypiques.
Historique de non pathogénicité et non-invasion de I’épithélium intestinal.

Pas de transmission possible de genes de résistance aux antibiotiques.

Criteres Tolérance a I’acidité, a la bile et aux enzymes digestives.

fonctionnels Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus intestinal.

Production de substances antimicrobiennes (bactériocines, acide organiques,
peroxyde d’hydrogéne ou autres composés inhibiteurs) et antagonisme
envers les pathogenes.

Immunomodulation.

Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santeé.

Critéres Stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini.

technologiques | conservation des propriétés probiotiques aprés production.

Non modification des propriétés organoleptiques du produit fini.

2.4. Mécanismes d’action

Les modes d’action des probiotiques sont multiples et complexes et varient d’une
souche a l'autre en fonction des applications recherchées (Bleau, 2020). Parmi les
mécanismes d’action des probiotiques est le renforcement de la barriere épithéliale, plusieurs
études indiqué que les probiotiques améliorer de ’expression des génes impliqués dans la
signalassions des jonctions serrées (Zaylaa, 2018), ils peuvent également augmenter
I’expression de genes responsables des mucines (MU2 et MU3) et la sécrétion de mucines sur
des cellules intestinales comme un mécanisme pour améliorer la fonction de la barriere et
I’exclusion des agents pathogénes (Arléne et al.,2018). D’autre mécanisme est la production
de substances inhibitrices de la croissance des pathogenes telles que I’acide organique, le
peroxyde d’hydrogeéne, le dioxyde de carbone et les bactériocines d’inhibition a large spectre
(Diaz et al.,2019), d’autre part les probiotiques entrent en compétition avec les agents
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pathogénes pour les sites d’adhésion situés sur les muqueuses intestinales, par ailleurs ils sont
également entrent en compétition pour les nutriments (Mohapatra et al.,2012), modification
du pH local de maniere a créer un environnement défavorable aux pathogenes (Kagambega et
al., 2019).

Finalement, ils ont aussi le potentiel moduler le systétme immunitaire incluant
I’immunité innée et adaptive. Des effets sur le systéme immunitaire inné tels que la
production de cytokines anti-inflammatoire telles que I’interleukine (IL-10 et TGF-R) et
inhiber la production des cytokines pro-inflammatoires telles que (TNF-a, IFN-y, IL-6,1L-8 et
IL-1R) (Joffre et al.,2018), augmentant la sécrétion de mucines, la stimulation de I’activité des
phagocytose, lymphocytes Natural Killer (NK) et régulent les réponses des lymphocytes T
(LT) (Yousefi et al., 2018), les études réalisées sur des enfants en bas age ont permis de
comprendre I’impact des probiotiques sur I’'immunité adaptive par la sécrétion d’IgA au
niveau de la muqueuse intestinale vis-a-vis de pathogenes viraux ou bactériens (Milliot,
2015). Par conséquent, les probiotiques agissent comme des adjuvants en modulant une
réponse rapide de la muqueuse intestinale et renforcant ainsi le systéme immunitaire
intestinale (Galdeano et al., 2019).

2.5. Effets bénéfiques des probiotiques sur la santé humaine

Les probiotiques ont été largement étudies et explorés commercialement dans de
nombreux produits différents dans le monde (Lokhande et al., 2020), sans aucun doute, les
probiotiques varieront dans leur efficacité et il se peut que les mémes résultats ne se
produisent avec toutes les espéces (Butel, 2013).

Des études suggeérent que I’ingestion de probiotiques peut étre recommandée comme
approche préventive pour maintenir ’équilibre de la microflore intestinale et pour
I’intervention dans des maladies et troubles spécifiques (Prabhurajeshwar et Chandrakanth,
2017).

Plusieurs effets bénéfiques des probiotiques sur la santé humaine sont résumées dans le
(tab. 4).
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Tableau 4 : Les principaux effets bénéfiques des probiotiques sur la santé humaine adopté a
partir de (Debeyer, 2020 ; Kagambega et al., 2019 ; Aureli et al., 2011).

Effets intestinaux

Effets sur le systeme
immunitaires

Autre effets

Amélioration de I’intolérance au
lactose.

Réduction de diarrhée aigué
infectieuse, diarrhées liée aux
antibiotiques et diarrhées du
voyageur « turista ».

Contrdle des troubles suivant :
infection par Helicobacter pylori,
syndrome du colon irritable (SII),
maladie inflammatoire chronique de
I’intestin (MICI), constipation, les
infections liées & Clostridium
difficile.

Modulation ou
maturation du systéme
immunitaire.

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

Reégulation de la réponse
immune allergique et

inflammatoire.

Réduction du risqué de certains
maladies comme les cancers (colorectal,
vessie, col utérine), maladies des reins,
des voies respiratoires, du cceur,
Alzheimer, 1’obésité et le diabéte.
Réduit la concentration sérique de
cholestérol et la tension

artérielle chez les hypertendus.
Améliorer la santé génito-urinaire.

Optimise effets des vaccins.

2.6. Effets probiotiques des lactobacilles

De nombreuses études scientifiques pionnieres sur les effets probiotiques des

lactobacilles. 1l a été rapporté que Lb.casei, et Lb.delbrueckii a montré une inhibition

maximale contre cing agents pathogéenes bactéries: Staphylocoque spp, Bacille spp,

Klebsiella spp, Pseudomonas spp, et E. coli spp (Estifanos.,2014 ; Deng et al., 2015).

De plus, le thé fermenté par Lb.paracasei subsp. paracasei NTU 101 a un effet

réducteur plus important sur le gain de poids corporel et la teneur en graisse corporelle (Wang

et al., 2017). En plus, Lb.plantarum NTU 102 a été bénéfique pour les lésions de la muqueuse

gastrique et la réponse immunitaire a Litopenaeus vannamei (Chiang et Pan, 2011).

Il a également été rapporté que la souche Lb.rhamnosus GG est efficace dans la

prévention des toxicités radio-induites et induites par la chimiothérapie (Capurso, 2019).
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Afin d’identifier et d’établir les caractéristiques du potentiel probiotique des souches de
Lactobacillus, la partie matériel et méthodes a été inspirée a partir des travaux menés par
(Kirtzalidou et al. 2011), intitulé "Screening for Lactobacilli with probiotic properties in the

infant gut microbiota".

3.1. Isolement et identification des isolats de lactobacilles

3.1.1. Echantillonnage

Les matiéres fécales ont été colletées a partir de 63 nourrissons, en bonne santé,
naissaient a terme, allaité au sein ou nourris au lait maternisé. La collecte des matiéres fécales

ont été faites apres 4,30 et 90 jours apres 1’accouchement.
3.1.2. Isolement et purification

L’isolement a été faite selon la méthode rapportée par (Kotsou et al., 2008). Les
échantillons ont été dilué et ensemencés en utilisant la méthode d’isolement en surface sur
milieu MRS en boite de Pétri (Man Rogosa Sharp) (annexel). Les boites de pétri ont été
incubés en condition anaérobie a 37°C pendant 48 a72h afin d’obtenir des colonies bien

distinctes.

Aprés I’incubation les colonies bactériennes obtenues ont été purifiés par plusieurs

repiquages successifs sur milieu MRS agar dans les mémes conditions d’isolement.
3.1.3. Identification

L’identification phénotypique préliminaire des isolats été faite selon (Kotsu et al., 2008)
en utilisant la coloration de gram, le test de la catalase et sur la capacité de fermentation des

sucres par la galerie AP1 50 CHL .

Les isolats Gram positif, catalase négatifs et de forme batonné ont été suspecté étre des
lactobacilles et ont ét¢ maintenus en milieu MRSc bouillon supplémenté avec 20 % de
glycérol a -80°C, les isolats ont été actives deux fois dans le bouillons MRSc avant chaque

experience.

L’identification des souches de Lactobacillus 1’échelle de 1’espéce a été confirmée par

ribotypage de I’ADN16s et vérifiée par séquencage de produits PCR, I’ADN bactérien a été
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extrait de cultures bactériennes a 1’aide du Kit NucleoSpin® Tissue selon les instructions

décrites par le fabricant.

Deux amorces universelles PO (5"-GAGAGTTTGATCCTGGCTGAG-3") et P6 (5-
CTACGGCTACCTTGTTACGA-3) ont été utilisés pour I’amplification du géne de I’ARNr
16s.

L’identification des souches de Lactobacillus par le logiciel BLAST, ainsi les séquences
traitées ont été comparées a des bases de données GENBANK pour I’attribution des espéces.

3.2. Mis en évidence in vitro de quelques propriétés probiotiques
3.2.1. Tolérance a I'acide

Nombreuses études ont utilisées 1’acidité afin d’évaluer la survie des souches
probiotiques lors du passage de I’estomac, dans cette étude des souches de Lactobacillus ont
été testé vis-a-vis différents pH bas.

La tolérance a des pH bas a été effectuée selon la technique décrite par (Charteris et al.,
1998). Les sucs gastriques simulés ont été préparés comme suit : une solution tampon PBS,

contenant la pepsine (0,3g/L) et de NaCl a 0,5% (P/V), a été ajustée a pH a 2 et 3 avec HCL.

La solution a été repartie dans des tubes essais a raison de 10 ml puis autoclavée a
121°C pendant 15 min.

Chaque suspension cellulaire du des cultures de Lactobacillus sélectionnées contenant

environ 10° cellules/ml ont été ajoutées a la solution pH 2, 3, et mélangé. Des aliquotes de

1ml ont été prélevées a temps 0, 1,5 et 3 h heures afin de déterminer le comptes viables.

La récupération des cellules a été faite par la méthode d’ensemencement en profondeur
dans le MRS apreés dilution de chaque solution de pH avec une solution saline stérile a 0,85%.

Les boites de pétri ont été incubées en anaérobie a 37°C pendant 72 h.

3.2.2. Tolérance a la bile

La tolérance a la bile des isolats a eté examinee selon la méthode décrite par (Kotsou et
al., 2008). Les cultures bactériennes ont eté centrifugées a 2236 g pendant 5 min, ensuite le
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culot est récupéré et remis en suspension dans 0,5 ml de MRS pour étre utilis¢ comme

inoculum.

Un volume de 5 ml de MRS contenant 0,3% de bile, ou MRS (contréle) a été inoculé
avec 50 ul de I'inoculum décrit ci-dessus. Des aliquotes de 0,1 ml ont été prélevees a temps 0
h et aprés 24 h d'incubation a 37°C dans une chambre anaérobie pour la détermination des

comptes viables comme décrit précédemment.

3.2.3. Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par diffusion sur disque en utilisant la
méthode de diffusion en milieu gélosé. Les antibiotiques testés sont a savoir : des inhibiteurs
de la synthése de la paroi cellulaire (I'ampicilline 10pg, Amoxicilline 20 pg / Acide
clavulanique 10 pg, céphalothine 30 pg, vancomycine 30 pg, bacitracine 10 pg), des
inhibiteurs de la synthese des protéines (I’Amikacin 30 pg, Kanamycine 30 pg, tétracycline
30 pg, chloramphénicol 30 pg, érythromycine 15 pg), et des inhibiteurs de la synthése des

acides nucléiques (Ciprofloxacine 5 pg, Rifampicine 5 pg).

Des boites contenant de la gélose MRS ont été ensemencées par des cultures
bactériennes fraiches, ensuite, les boites ont été laissées a tempeérature ambiante pendant 15

min avant le dépot de disques contenant les antibiotiques.

Aprés incubation en anaérobiose a 37°C pendant 24 h, les diamétres des zones

d’inhibition ont été mesurés.
3.2.4. Activité antimicrobienne

Pour la détection de Il'activité antimicrobienne une modification de la méthode de spots
décrite par (Schillinger et Like, 1989) a été utilisée pour étudier la capacité des souches de
Lactobacillus a inhiber des agents pathogenes intestinaux : E.coli ATCC 25922, E. coli EDL
933, Sa.choleriasuis DSM554, L.monocytogenes DSM12464, Et.faecalis ATCC51299,
Et.hirrae CIP5855, S.aureus ATCC6538.

Un volume de (3 pl) des cultures fraiche de 24 h est déposé en spots (tache) a la surface
de boite de MRS et incubées en anaérobie a 37 °C pendant 24 h. Ensuite un volume de 20 ml
de gélose BHI fondue contenant 0,7% agar et inoculé par 0.3 ml des souches indicatrice est

versé sur la surface des boite de MRS ensemenceée par les souches lactiques.
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Aprés incubation en anaérobie pendant 24 h a 37°C, les boites ont été examinées pour
le développement de zones claires. Les souches présentant des zones d'inhibition supérieures
a 1 mm vis-a-vis des bactéries indicatrices ont été considérées comme possédant une activité

antimicrobienne.
3.2.5. Test d'adhésion

L'adhésion bactérienne des souches de Lactobacillus aux cellules épithéliales humaines
Caco-2 de type entérocyte (ATCC HTB-37) a été étudiée selon la méthode décrite par (Kotsu

et al., 2008). Le test a ete réalisé selon les étapes suivantes :
- Préparation des cellules Caco-2

Les cellules ont été cultivées en routine dans le milieu essentiel minimal d'Eagle
modifié par Dulbecco (DMEM, PAA Laboratories GmbH, E15-843, avec L-glutamine et
pyruvate de sodium) additionné de 10% de sérum bovin foetal (PAA Laboratories GmbH,
A11-043), 100 U ml™* pénicilline et 100 ug ml* streptomycine. L’incubation des cellules

Caco-2 a éteé réalisée a 37°C dans une atmospheére enrichie de 5% et 95% de COs.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de culture cellulaire a 6 puits a des
concentrations de 1,7 x 10* cellules par puits. Le milieu de culture a été changé tous les deux

jours. Les plaques de culture ont été incubées pendant 15 jours a 37°C avec 5% de CO:s.
- Préparation des cultures bactériennes

Les cultures bactérienne fraiches ont été centrifugées a 3500 g pendant 5min puis les
culots ont été lavés deux fois avec du PBS (pH 7,4), puis remises en suspension dans le milieu
DMEM sans antibiotiques, et resuspendus dans cette solution jusqu’a obtenir une

concentration de 1x 10°cellules.ml~1.
- Adhésion des bactéries aux cellules Caco-2

Pour les tests d'adhésion, les monocouches Caco-2 ont été lavées 2 fois avec Tampon
phosphate salin (PBS; 0,724 gl-1 N / A2HPO4, 0,18523 gl-1 NaH2PO4, 9 gl-1 NaCl, ajusté a
pH 7,4) et préincubé avec 3 ml de milieu DMEM frais non supplémenté d’antibiotiques
pendant au moins 30 min avant I'inoculation avec des souches de Lactobacillus pour éliminer

les cellules non attachées aux monocouches. Ensuite 1 ml de la solution DMEM de chaque
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souche de Lactobacillus (10°cellules.m1™?) a été ajouté aux puits, et incubée pendant une 1,5
h a 37°C dans une atmosphere a 5% de COa.

Ensuite, aprés I’incubation, les puits a été laves 3 fois avec du PBS pour éliminer les
cellules bactériennes non adhérentes. Les bactéries adhérentes aux cellules Caco-2 ont été
fixées avec du méthanol, colorées a Gram par du cristal violet et déterminées au microscope a

immersion en comptant 30 champs randomisés par lamelle (grossissementx100).

Lb.acidophilus DSM20079 a été utilisé comme souche de type non adhésif (contréle

négatif).
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4.1. Isolement et identification

Dans ce travail, Soixante quatorze (74) souches de Lactobacillus ont été isolées a partir
de selles de 63 nourrissons sains. 44 souches ont été selectionnées et examinés par des tests in

vitro pour évaluer leur potentiel probiotique.

L’examen microscopique des 44 souches a révélé qu’elles sont de forme bacille, Gram

positif et catalase negative.

L’identification par Kit API 50 CHL ainsi par amplification puis séquencage de genes
codant ’ARNr 16s ont montré qu’ils appartenaient au genre Lactobacillus et ils étaient
étroitement liés a Lb.gasseri (41%), Lb.paracasei (18%), Lb.crispatus, Lb.salivarius, Lb.oris,
deux souches identifiées comme Lb.rhamnosus et deux souches comme Lb.fermentum (voir
tableau?2).

L’espéce Lb.gasseri s’est révélé I’espéce prédominante d’apres les résultats enregistrés
avec un pourcentage de 41%. Plusieurs auteurs ont confirmé la présence de Lactobacillus

dans les selles de nourrissons.

Une étude rapportée par Halimi et Mirsalehian. (2016), ou 120 souches de Lactobacillus
ont été isolées a partir de 80 échantillons de selles de nourrissons allaités, 4gés de 1 a 6 mois,
I’espéce predominante était Lb.rhamnosus (44%). Les autres espéces ont partagees les scores
suivant: Lb. gasseri (19,5%). Lb.paracasei (15%), Lb.fermentum (17,5%) et enfin
Lb.plantarum (2%), Lb.crispatus (1%) et le groupe Lb.delbrueckii (1%).

Une autre étude menée par Xanthopoulos et al. (2000), portée sur 20 isolats de
Lactobacillus isolées a partir de selles de nourrissons a permet d’identifier 5 espéces a savoir ;
Lb.paracasei subsp.paracasei (6 souches), Lb.rhamnosus (6 souches), Lb.gasseri (3 souches),

Lb.reuteri (3 souches) et Lb.acidophilus (2 souches).

En comparant les resultats obtenus par ’article pris comme notre partie expérimentale et
Halimi et Mirsalehian. (2016) ainsi Xanthopoulos et al. (2000), les espéces Lb.gasseri,
Lb.rhamnosus, Lb.paracasei et Lb.fermentum ont marquée une présence partagée entre les

trois travaux.
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Tableau 5 : Analyse de pourcentage des souches Lactobacillus identifiées communs adoptée
a partir 3 études réalisées par (Xanthopoulos et al., 2000 ; Kirtzalidou et al., 2011 ; Halimi et
Mirsalehian., 2016).

Flude (Xanthopoulos | (Kirtzalidou (Halimi_ et Moyenne
Souches Lb et al., 2000) etal., 2011) M”Z%Ifg)lan"
Lb.gasseri 15% 41% 19% 25.1%
Lb.paracasei 30% 18% 15% 21%
Lb.rhamnosus 30% 4.5% 44% 26.1%
Lb.fermentum 0% 4.5% 17.5% 7.3%

4.2. Etude de caracteres probiotiques
4.2.1. Tolérance a la bile

La tolérance a la bile est un critére de sélection in vitro des bactéries probiotiques et est
généralement considérée comme nécessaire pour évaluer leur aptitude a résister aux effets des
acides biliaires qui conditionnent leur aptitude a survivre aux conditions du tractus gastro-
intestinal (TGI) et a coloniser I’environnement intestinal (Reyes-Nava et al., 2016). Les

résultats de test de la tolérance a la bile sont indiqués dans (tab, 6).
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Tableau 6 : Tolérance a la bile des isolats de Lactobacillus aprés 24 h d’incubation avec
présence de bile. Les valeurs représentent la transformation log10 des comptes viables
(Kirtzalidou et al., 2011).

|dent fication Hil= Caomitral
ah 24h oh 24h
1 L orispatus LT ES] 57T (02) EFFITRT] 82 (E )
3 L salivaris AT (L0 TESS (1T 485 (008) 290 (11)
4 L paramss 7210 (i) T2 (0L0E) TA2(005) TR
[ L gocesri BEY (00T) 51 () T13(002) .46 (0 )
7 L gasseri T2 (fL0S) 5307 (L) 157 (004) EE RN}
=] Lreuteri 713 (fLOE) 43 (00z) 708 (005) Q7 (i)
[a] L gaseeri 736 (007 464 (L15) TA1(006) 96 (a2 )
Clla L geacei TR (L) 5107 (L) 641 (009) S ()
Cllh L gosei B9 (00T 577 (QL1a) BH9 (005) 9100 ()
il L iz i (i013) TTET (i) 632 (005) H52 (019
12 L crispaius 499 (0L0S) T2 (L1E) 397 (028) A4 (15
C13 L aris 718 (@L1a) 583 (0L07T) 727 (002) 900 (06
C14 L fermentum 527 (fui2) 285 (00X) 534 (003) 924 (08 )
[S L] L gosei 7,40 (fL1d) [N iTie] TO2(00Z) 950 (11
20 L gasseri 725 (L11) 253 (02) 739(002) HE2 (017
o L gaseeri 585 (QL15) 7047 (02 613 (005) TIT (L12)
7 L fermentum 739 ((LOG) AT6S (0L19) 721 (006) LT ]
[ L gosei 7 (@11} 704 (LOS) 728 (002) 288 (008 )
30 L gasseri LATERYTi] 740 = (L) G228 (009) 390 (030
[ ] L gaseeri 719 (L0 610 () TA8(004) ETRTIE]
35 L gaseeri 714 (0L48) 127 () T28(007) 900 (s )
Cad L plantanm 728 (L0S) 450 (0L15) 721 (002) G ()
[ 3] L parmmss TER (L) T (LOS) TEA(D01) TN
44 L rhamnosus 4,40 (0L0S) 7617 (00T 448 (007 TA2 (03 )
45 L gaseeri AR () 453 (00T) 704 (004) 253 (010
a6 L goceri 678 (L0E) AHD (0L0) TA3(004) HBE (006
[ L brevis B56 (00Z) 728 (QL14) 631 (007 917 (17
[ 2] L crispaius A6 (L) 528 (L11) BAS(002) 1 (12
5 Lerispatus 704 (LT 7SS (LOT) T24(006) 88 (L)
] L salivari ATT (1T 75T (0L2S) 402 (007 BT ()
[ L aris 559 (fL0d) G707 (0L11) 548 (Daa) 739 (08 )
(7] L orispatus 17 (i) 141 (028) 639 (0.08) 4 (i)
[ L rhamnosus BTG (L0E) 772 (L03) GI8(00T) HET (06
] L gaseeri 652 (001) 616 (18] 654(002) 264 (011
[t L salivari 296 (0L0Z) A9 (1T 297(002) QY3 (a2
[az] L gosei 578 (L) 2347 (012) S73(022) ETENRER]
64 L gasseri G206 (00Z) H51°(012) B36(021) AT7 (L6
[ar] L paramss T2 (L) T2 (Q12) TO6(002) Q3 (L15)
s L paramss A2 (L1Z) BA(QL11) 627 (005) 241 ()
[aEd] L paromss 625 (00a) 047 (L) BAT(021) .40 (007 )
[ Lparamesi S.97 (L10) ST (0LOT) BA6(007) 90 (i)
cn L paramss 704 (L) 772 (L0S) 703 (005) 259 (a7
cn L gaseeri T3 (L15) 341 (02 552 (004) THI (L15)
[ L gocesri BT (IL12) 06 (L) 590 (016) Qi (L16)
200748 Lanidaphihe 12 (i) EELTH] 720 (006) BE5 (11}

Selon les résultats obtenus, Vingt souches sur quarante quatre présentaient une
tolérance élevée aux 0,3% de sels biliaires aprés 24 h d’exposition, car ils ont pu se

développer d’une maniére significative (p < 0,05).

Ces résultats sont en accord avec les résultats de Davoodabadi et al. (2015), ou selon
leurs résultats, 27 souches de Lactobacillus ont montré une tolérance élevée au 0,3% de bile

apres 8h d’exposition.

Tulumoglu et al. (2013) en évaluant les caractéres probiotiques de 20 souches de
Lactobacillus, ont trouvé que toutes les souches présentent une résistance importante en
présence de 0,25%, 0,5% et 0,75% de bile. Toutefois, la résistance a 0.25% était moins
importante par apport a 0,5% et 0,75. Dans cette étude 5 souches ont montrées la capacité a

résister a 0,75% de bile et seulement une souche a résister a 0,25 %.
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Une autre étude portée par Wang et al. (2010) a mentionnée une résistance intéressante

de la souche Lb.paracasei FO8 et Lb.plantarum C06 au 1% de bile.

Les lactobacilles sont capable de métaboliser les acides biliaires ce qui les protégent
contre la bile grace au mécanisme de déconjugaison des acides biliaires par les enzymes biles
salts hydrolase (BSH), et le mécanisme de I’extrusion de la bile grace aux systémes multidrug
resistance (MDR) (Foley et al., 2020).

En effet, la variation des résultats d’une étude a I’autre peut étre due a la différence de

I’activité de BSH et la capacité de dégradation des sels biliaires des souches testées.
4.2.2. Tolérance a ’acide

Un autre critére essentiel dans la sélection d’un microorganisme a potentiel probiotique

est sa capacité de survivre aux pH bas (Wang et al., 2010).

Dans cette étude, apres le test de tolérance a la bille les 20 souches ont été testées pour

la résistance aux conditions de pH (pH 2 et pH 3), les résultats sont indiqués dans (tab, 7).
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Tableau 7 : Tolérance au pH des isolats de Lactobacillus aprés 1,5 et 3 h d’incubation a pH 3
et pH 2, respectivement. Les valeurs représentent la transformation log 10 des comptes
viables (Kirtzalidou et al., 2011).

pH3 pH2
Oh 1.5h 3h Oh 1.5h 3h

C1 724(027) 6.49 (0.49) 4.41° (0.26) 7.39(011) <3.00 <3.00

(o] 723 (141) 7.13(1.53) 6.89 (1.66) 835 (0.18) 4.47(1.15) <3.00

c4 749 (0.06) 7.66(0.30) 7.70 (0.35) 7.64 (0.20) <3.00 <3.00

ci 858 (017) 8.64(0.22) 8.14 (0.47) 845 (0.30) 7.83 (060) 5.16(0.60)
ci2 758 (030) 7.08(0.20) 7.05 (0.18) 7.71(0.34) <3.00 <3.00

c21 7.81(019) 7.84(0.18) 7.53 (0.03) 7.95 (0.03) 4.874(0.13) <3.00

c27 748 (005) 7.56(0.19) 7.52(0.31) 7.51(0.19) 4.57(1.39) 3.86%(1.18)
C30 743 (038) 7.36(0.36) 742 (0.37) 7.54 (0.53) 7.02(0.48) 6.74(0.58)
C35 795 (0.16) 7.91(0.21) 6.62 (1.32) 7.88 (0.25) 5.65* (0.21) 4.137 (0.55)
C44 787 (049) 7.05"(0.41) 6.97 *(027) 6.99 (0.54) <3.00 <3.00

C51 835 (1.00) 6.92(1.47) 8.23 (0.59) 7.62 (0.51) <3.00 <3.00

53 587 (125) 5.52(1.32) 4.84 (1.83) 539 (1.12) <3.00 <3.00

54 627 (0,70) 6.13 (0.66) 592 4(071) 6.11 (0.74) 3.65% (0.79) <3.00

C58 727 (007) 7.28(0.13) 7.15 (0.07) 7.17 (0.03) 3.74% (0.51) <3.00

C63 7.81(022) 7.60(0.30) 7.47 (0.43) 7.86 (0.27) 6.49(1.04) 3.57%(1.05)
C64 793 (017) 7.56(0.14) 7.55 (0.07) 7.78 (0.09) 6.88 (0.15) 535(1.10)
CGa 7.79 (048) 7.43(0.26) 7.40 (0.23) 7.67 (0.32) <3.00 <3.00

C6o 792 (002) 7.68(0.11) 7.88 (0.08) 7.77 (0.16) 3.82%(0.48) <3.00

c70 830(012) 8.41(0.21) 829 (0.15) 877 (0.10) 3.14% (1.00) <3.00

cn 737 (020) 7.71(0.22) 7.69 (0.26) 7.64 (0.28) <3.00 <3.00
20079 7497 (025) 7.91(0.20) 7.75(0.22) 819 (0.15) 7.21(0.50) 497 * (0.89)

La plupart des souches 85% (17 souches) étaient tolérants a pH 3 aprés 3h d’incubation
ou les souches n’ont pas marqué une différence entre t= 0 et t= 3h (tab, 7). D’autre part, 6
souches (L.gasseri C30, L.oris C11, L.gasseri C63, L.gasseri C64, L.gasseri C35, L.gasseri
C21) se sont révélées résistantes a pH 2 aprés 1,5 h mais seulement deux souches (L.gasseri
C30 et L.gasseri C64) sont trouvées résistantes apres 3h d’incubation au méme pH.

Ces résultats en accord avec ceux obtenus a partir d’étude de Tulumoglu et al. (2013),
ou leurs résultats montrent que pour toutes les souches isolées des selles d’infants, les
nombres de cellules viables ont diminué aprés 4h d’incubation avec la réduction des valeurs
de pH.

A pH 3 le pourcentage de survie de la plupart des souches de Lactobacillus était

important que leur survie a pH 2.

De méme, d’autre étude enregistrée par Koutsou et al. (2008) ont egalement déclaré de
bons taux de survie pour 24 souches a pH 3 aprés 3h d’incubation, au contraire, la viabilité

des souches de Lactobacillus était trés faible a pH 2.

Néanmoins, un taux de survie enregistré dans la présente étude pour les souches
Lb.paracasei, été plus faible que celui signalé par Bahri et al. (2014), ou la souche

Lb.paracasei B13 a montré une résistance a pH 1,5 apres 2 h d’incubation.
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Les lactobacilles sont naturellement bien adaptés a des pH bas par la production d’acide
organique et I’acide lactique lors de la fermentation lactique, qui entrainent une diminution de
pH et par conséquent fournissant des conditions optimales pour leur croissance au pH
stomacal trés bas (Van de Guchte et al., 2002).

Les lactobacilles peuvent réagir au stress acide par trois mécanismes ; en limitant
I’entrée des acides dans leurs cytoplasme, en alcalinisant le milieu intracellulaire grace aux
ATPases et en protégeant les macromolécules contre les dérivés chargés par les protéines
chaperonnes (Nantani et Abe, 2011).

Dans la présente étude on a constaté que la plupart des souches de Lactobacillus testées
avaient une plus grande tolérance au suc intestinale qu’au liquide gastrique. De tels résultats
ont été signalés par Halimi et Mirsalehian, (2016) et Tulumoglu et al. (2013).

Par contre, Bahri et al. (2014) ont annonces que cing souches de Lactobacillus ont
montré une résistance remarquable au liquide gastriqgue mais seulement quatre souches

avaient une bonne tolérance aux conditions intestinales simulées.
4.2.3. Sensibilité aux antibiotiques

Les résultats obtenus ont indiqué que toutes les souches testées étaient sensibles a
I’ampicilline, amoxilline, tétracycline, érythromycine, chloramophénicol, rifampicine et a la
céphalothine sauf Lb.brevis C48 ou a marquée une résistance intermédiaire pour le dernier

antibiotique.

Ces résultats se convergent ceux mentionnés par Arici et al. (2004), Xanthopoulos et
al. (2000) et Bahri et al. (2014), ou ont rapportées que les lactobacilles sont généralement
sensibles aux antibiotiques inhibiteurs de la synthése de protéines comme le
chloramophénicol, érythromycine, tétracycline, et sensibles aux antibiotiques inhibiteurs de la

paroi bactériennes telles que I'ampicilline.

En outre, quatre souches Lb.rhamnosus C44, Lb.rhmanosus C58, Lb.paracasei C65,
Lb.paracasei C69 étaient résistantes a la bacitracine et trois souches de Lb.paracasei C41,
Lb.paracasei C68, Lb.paracasei C70 étaient intermédiaires. Toutefois, toutes les souches
étaient résistantes a I’amikacine sauf la souche Lb.plantarum C40 qui était sensible et les

souches Lb.crispatus C12, Lb.fermentum C14 et L.rhmanosus C44 qui étaient intermédiaire.
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Ces resultats sont similaires a ceux signalé par Koutsou et al. (2008) ou ont rapporté que
toutes les Lactobacillus testées sont résistantes aux principaux types d’antibiotiques, tels que

la bacitracine et a I’amikacine.

D’autre part, quinze souches a savoir, Lb.paracasei C4, Lb.oris C13, Lb.fermentum
C14, Lb.plantarum C40, Lb.paracasei C41, Lb.rhmanosus C44, Lb.brevis C48, Lb.salivarius
C53, Lb.oris C54, Lb.rhamnosus C58, Lb.paracasei C65, Lb.paracasei C68,Lb.paracasei
C69, Lb.paracasei C70, Lb.paracasei C71 étaient résistantes a la vancomycine .

Des résultats similaires ont été retrouvés par Davoodabadi et al. (2015), Jomehzadeh et
al. (2020), Kotsou et al. (2008) et Halimi et Mirsalehian. (2016), ou la plupart des souches de

Lactobacillus testées étaient résistantes envers la vancomycine.

Ces résultats étaient prévisibles car certaines especes de Lactobacillus sont connus pour
étre naturellement résistant a la vancomycine, par exemple: Lb.rhamnosus, Lb.casei,

Lb.plantarum, Lb.fermentum, Lb.brevis et Lb.curvatus.

En effet les genes de résistance a la vancomycines chez les lactobacilles sont
chromosomiquement codeés et non inductible ou transfert (Kirtzalidou et al., 2011).

De plus toutes les souches étaient résistantes a la kanamycine sauf Lb.salivarius C3 et
Lb.crispatus C51 qui était intermédiaires. De méme, Wang et al. (2010) ont rapporté

également que toutes les souches de lactobacilles étaient résistantes a la Kanamycine.

Enfin, la plupart des souches étaient résistantes a la criprofloxacine sauf les souches
Lb.salivarius C3, Lb.rhamnosus C44, Lb.salivarius C53 et Lb.paracasei C58 qui étaient
sensibles et les souches Lb.paracasei C4, Lb.paracasei C41, Lb.salivarius C60, Lb.paracasei
C65 et Lb.paracasei C71 qui étaient intermédiaires, et on pense qu’il s’agit d’une

caractéristique potentiellement naturelle des lactobacilles.

4.2.4. Activité antimicrobienne

Les résultats de la méthode de spots ont montré que seul la souche Lb.fermentum C27
présentait une zone d’inhibition contre E.coli ATCC259922, E.coli EDL 933 et Et.hirae
CIP58.

Par contre, Halimi et Mirsalehian. (2016), Bahri et al. (2014) et Tulumoglu et al.
(2013), ont rapporté une bonne activité antibactérienne par toutes les Lactobacillus testés
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contre toutes bactéries pathogenes: E.coli, S.aureus, L.monocytogenes, P.aeruginosa,

Sa.Typhimurium, B.cereus.

Dans la présente étude les souches Lb.crispatus C1, Lb.salivarius C3, Lb.gasseri C30
Lb.gasseri C63 et Lb.gasseri C64 présentait une zone d’inhibition contre S.aureus
ATCC6538, la souche Lb.gasseri avaient la plus haute activité d’inhibition contre la bactérie
S.aureus ATCC6538.

Tandis que, le résultat trouvé par Halimi et Mirsalehian. (2016), a montré que parmi les
bactéries étudié, les isolats de Lb.gasseri avaient la plus faible activité d’inhibition contre les
bactéries pathogenes : S.aureus, L.monocytogenes, E.coli et P.aeruginosa, parce que les
isolats Lb.gasseri pourrait produire moins de composés inhibiteurs que autres souches testées.

Les souches Lb.salivarius C3, Lb.fermentum C27, Lb.gasseri C63, Lb.paracasei C70 et

Lb.paracasei C71 présentaient une forte activité inhibitrice contre Sa.choleriasus DSM554.

Ces résultats sont bien meilleurs que les résultats trouvé par Koutsou et al. (2008), ou
seulement la souche Lb.acidophilus LA-B2 présentait des zones d’inhibition contre
Sa.choleriasus DSM554.

Par ailleurs, seule la souche Lb.salivarius C3 présentait une zone d’inhibition contre
L.monocytogenes, cette constatation différe des résultats rapportés par Halimi et Mirsalehian.
(2016) et par Bahri et al. (2014) qui sont constaté que L.monocytogenes était
significativement sensible & tous les souches de Lactobacillus testé.

Les lactobacilles possédent une activité antimicrobienne contre une série de bactéries
pathogeénes qui peuvent étre attribuées a une adhérence compétitive a 1I’épithélium ou a la
production de composés inhibiteurs tels qu’acides organiques, peroxyde d’hydrogene,

bactériocines ou reutérnie (Kirtzalidou et al., 2011).
4.2.5. Test d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales

Les souches probiotiques de lactobacilles ont plusieurs mécanismes qui leur permettre
d’adhérer aux cellules épithéliales intestinales. Cette propriété pourrait conférer un avantage
concurrentiel qui est un critére de colonisation de souches de lactobacilles dans le tractus

gastro-intestinale humain (Dayong et al., 2014).
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En effet, la lignée cellulaire Caco-2 est une lignée cellulaire d’adénocarcinome au
colon qui exprime les caractéristiques morphologiques et physiologiques d’entérocytes
humains matures normaux, et est donc largement utilise comme modéle in vitro pour
sélectionner et évaluer les propriétés adhésives des souches de Lactobacillus (Kirtzalidou et
al., 2011).

Il a été rapporté que la quantité de cellules lactobacilles se liant a les cellules Caco-2

sont directement liées au nombre de bactéries ajoutées a chaque puits (Kotsou et al., 2008).

L’adhésion des souches de lactobacilles aux cellules humaines intestinales Caco-2 a été

évaluée et les resultats sont indiqués dans (tab, 8).

Tableau 8 : Les cellules de lactobacilles adhérentes aux cellules intestinales Caco-2
(Kirtzalidou et al., 2011).

PTlearn Los 10

1 1.54 (0,117
C= .19 (039
Cel 2,12 (018
C11 088 (0.54)
ey e 203 (0UO0E))
C21 2.12 (OL16)
CI0 1.67 (0.13)
C3ES 065 (D25)
Cea 2,252 (OLE3)
C51 1.21 {021
CS3 2.7 (OIS
T | 2,05 (0.14)
CS8 2. .54 (025
CG3 166 {030
CGa 1.0 {0265
CG8 1.67 (0. 117
CEO 1.50 {0307
CFO 1.84 (035
C71 1.87 (0.12)
DS MWZ2OO79 1.68 (016

Les résultats montrent que des différences significatives ont été observées dans les
propriétés adhésives des souches de Lactobacillus, la comparaison entre la souche témoin
négative Lb.acidophilus DSM20079 et les autres souches ont révélé de maniére significative
une meilleure adhérence aux monocouches Caco-2 pour les souches Lb.salivarius C3 et
Lb.rhamnosus C44.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux précédemment signalés par Koutsou et al.
(2008) qui ont trouvé que la souche Lb.rhamnosus parmi les souches les plus adhésives aux

monocouches Caco-2 par rapport au témoin négative Lb.acidophilus DSM20079.
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Cependant une étude précédente, montre que les trois souches Lb.reuteri FO3,
Lb.paracasei FO8 et Lb.plantarum CO06 avait une bonne adhérence aux cellules Caco-2, par
apport a la souche de référence Lb.rhamnosus GG ATCC 53103 (Wang et al., 2010).

par rapport & la méme souche de référence cité, Davoodabadi et al. (2015) ont marqueés
cing souches de Lactobacillus possédant une capacité élevée d’adhésion aux cellules

intestinales humaine HT-29.

Bien que, Jomehzadeh et al. (2020), ont marqué que six souches de Lactobacillus avait
une bonne adhésion, parmi lesquelles la souche Lb. fermentum N7 a présenté la plus fort taux

adhésions, et 25 autres souches présentait des propriétés adhésion modérées a faibles.

L’adhésion des bactéries probiotiques sur les cellules épithéliales humaines a été
suggérée comme un mécanisme important pour empécher la colonisation par des
entéropathogenes et constitue une propriété spécifique de la souche (Davoodabadi et al.,
2015).
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Conclusion

En conclusion, cette analyse nous a donné 1’opportunité de mettre & jour nos

connaissances sur certaines des caractéristiques des lactobacilles humaines.

Comme nous I’avons trouvé précédemment, les probiotiques sont des
microorganismes, lorsqu’ils sont ingérés en quantités adéquates, conférent une avantage pour
I’hote et peut étre utilisé comme alternative possible a traitement conventionnels pour
nombreuses maladies. Les lactobacilles sont également généralement jouent un réle important

dans la nutrition, I’immunité et la défense contre les agents pathogenes (Foley et al., 2020).

Etant donné que la recherche de nouvelles souches probiotiques est essentielle pour
répondre aux besoins croissants du marché (Foley et al., 2020). Au cours de ce travail
I’objectif fixés est visait a évaluer le potentiel probiotique des souches de lactobacilles isolées
a partir des selles de nourrissons et ont été examinés par des testes in vitro pour évaluer leur
potentiel probiotique. Ces tests comprenaient 1’étude de leur aspect sécuritaire par la
sensibilité aux antibiotiques, leur survie aux conditions gastro-intestinales simulées, 1’activité
antimicrobienne contre des germes pathogénes intestinaux et 1’adhésion aux cellules

épithéliales intestinales.

Cette étude indique que les selles des nourrissons en bonne santé est une bonne origine

pour I’isolement de différentes espéces de Lactobacillus avec un potentiel probiotique.

Les résultats suggérent que parmi les souches de lactobacilles testées, les deux souches
Lb.salivarius C3 et Lb.Rhamnosus C44, remplissaient les critéres probiotiques in vitro que les

autres isolats testees, et sont de bons candidats pour d’autres essais in vitro et in vivo.

Il est assez difficile pour qu’une souche répond a toutes les caractéristiques probiotiques
désirables, et méme certaines souches commercialement utilisées comme probiotiques ne

remplissent pas un ou plusieurs de ces critéres.
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Annexes 1

Composition de milieu de culture d’isolement Gélose MRS (Bouguerra, 2012)

Milieu MRS (g/l)
Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose

Phosphate dipotassique
Acétate de sodium
Tween 80 (polysorbate 80)
Citrate d’ammonium
Sulfate de megnésium
Sulfate de maganése

Agar

PH 5,7 +0,1. Stérilisation a 120°C

109

109
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Annexes 2
Coloration de Gram (Bahri, 2014)

Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sue une lame bien propre

Prélever une colonie et mélanger avec la goutte d’eau physiologique, strier et fixer a la

chaleur par passage rapide sur la flamme d’un bec benzéne

Ajouter le Violet de Gentiane pendant 1 mn, jeter le colorant

Ajouter le Lugol pendant 1 mn

Décolorer avec de 1’alcool pendant 30 secondes

Ajouter le deuxieme colorant, la Fushine et laisser 1mn puis laver a I’eau

Sécher la lame et mettre une goutte d’huile a immersion puis passer a 1’observation

microscopique au grossissement x 100.
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Résumé

Les lactobacilles sont 1’un des principaux microorganismes probiotiques qui ont un grand effet bénéfique
sur la santé humaine. Le but de cette étude est basé sur 1’évaluation de quelques caractéres probiotiques des
souches de Lactobacillus isolées a partir de selles de nourrissons. 44 souches ont été sélectionnées a partir de
selles de 63 nourrissons sains et examinés par des tests in vitro pour évaluer leur potentiel probiotique. Les
isolats ont été cultivés sur milieu MRS, leur identification phénotypique et génotypique est aboutis qui sont de
forme bacille, Gram positif, catalase négative et appartenaient au genre Lactobacillus, 1’étude de leur caractére
probiotique comprenaient leur survie aux conditions gastro-intestinales simulées, leur sensibilité aux
antibiotiques, leur activité antimicrobienne et leur adhésion aux cellules épithéliales intestinales. Les résultats de
ces tests ont montré que seulement les deux souches Lb.salivarius C3 et Lb.Rhamnosus C44, remplissaient les
critéres probiotiques in vitro, et se sont présentés comme de bons candidats pour d’autres essais in vitro et in

Vivo.

Mots clé : Lactobacillus, probiotiques, selles, nourrissons, in vitro.
Summary

Lactobacilli are one of the main probiotic microorganisms which have a great beneficial effect on human
health. The aim of this study is based on the evaluation of some probiotic characters of strains of Lactobacillus
isolated from the stools of infants. 44 strains were selected from the stools of 63 healthy infants and examined by
in vitro tests to evaluate their potential probiotic. The isolates were cultured on MRS medium, their phenotypic
and genotypic identification is successful which are bacillus, Gram positive, catalase negative, and belonged to
the genus Lactobacillus, the study of their probiotic character included their survival under simulated
gastrointestinal conditions, their sensitivity to antibiotic, their antimicrobial activity and their adhesion to
intestinal epithelial cells. The results of these tests indicate that only two strains Lb.salivarus C3 and
Lb.rhamnosus C44, met the probiotic criteria in vitro, and are presented as good candidates for further in vitro

and in vivo assays.

Keywords: Lactobacillus, probiotics, stool, infants, in vitro.



