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Introduction générale

Les probiotiques sont définis comme « des microorganismes vivants qui
lorsqu'ils sont ingérés en quantités adéquates, confeérent des effets bénéfiques pour I'hote
» (FAO/OMS, 2001). La sélection de ces dernires se base non seulement sur leur effet
benifique sur la santé de 1’hdte ou dans le traitement liées au systéme gastro-intestinale
(Corcoran et al., 2001), mais aussi sur leur capacité a adhérer a la muqueuse intestinale
(Ehrmann et al., 2001) ainsi que pour leur capacité¢ a survivre aux stress du transit
digestif (Elahi et al., 2008) et dons résister au suc gastrique et aux sels biliaires (Ruiz-

moyano et al., 2008).

La majorité de micro-organismes probiotiques appartiennent principalement
aux genres de Bifidobacterium et Lactobacillus qui sont des habitants naturel de la flore
intestinale du poulet (Gabriel et a/, 2005) et de celui de 1’abeille (Powell et al., 2014). 11
y a ¢également d'autres genres de bactéries et de quelques levures employées

couramment (Malago et al, 2011).

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques (BL) qui produisent par
fermentation de I’acide lactique comme produit principal du métabolisme énergétique.
I1s sont représentatifs du macrobiote intestinal bénéfique de I’Homme et par conséquent
sont les microorganismes les plus en vue en tant que probiotiques (Kesarcodi - Watson
et al., 2008). Plusieurs études cliniques ont démontré 1'efficacité des bactéries lactiques
probiotiques, en particulier les souches de lactobacilles dans les diarrhées infantiles
d’origine microbienne (Preidis et al., 2011). Les lactobacilles sont aussi utilisés comme
des levains dans plusieurs variétés de fromage, les aliments, végétaux fermentés et les

viandes fermentées (Leory et de Vuyst, 2004).

C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude, qui consiste a
I’isolement de genre de Lactobacilles a partir des excréments du poulet et les identifiés

puis I’évaluation de quelques aptitudes probiotiques de souches isolées.
Pour atteindre cet objectif notre travail comporte les étapes suivantes :
» L’isolement et caractérisation phénotypiques des Lactobacillus.
» Etude de certains facteurs physiologiques des Lactobacillus.

» Etude de quelques propriétés probiotiques des Lactobacillus.

]




Introduction générale

Ce travail comporte deux parties d'investigations complémentaires :

- Une premiere partie relative a I’étude bibliographique comprenant deux
chapitres dont le premier ; Généralité sur les probiotiques, la deuxiéme présente

généralité sur les Lactobacilles

- 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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Généralité sur les Probiotiques

I.1. Probiotiques
I.1.1. Historique et définition

Le terme probiotique a bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le
temps en fonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques. La notion
de probiotique a été¢ développée principalement grace aux travaux de Metchnikoff ayant
suggéré que 1’ingestion de bactéries lactiques vivantes accroit la longévité en réduisant dans
le tube digestif la population de bactéries putréfiates ou produisant des toxines. Une des
premicres définitions des probiotiques a été proposé par Lilly et Stillwell en 1965 comme «

facteurs promoteurs de croissance produits par des microorganismes ».

Depuis ce temps, la définition du terme probiotique a €té modifiée a plusieurs reprises

(Ait-Belgnaoui et al. 2005).

En 1989, Roy Fuller a mis I’accent sur la demande de viabilité des probiotiques et

a incorporé 1’idée qu’ils avaient un effet bénéfique sur I’hdte (Guarner et al., 2008).

La FAO et ’OMS (2002), ont établi récemment des lignes directrices pour 1’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 bénéfique sur la santé de 1’hdte qui les ingere ».

I.1.2. Classification des probiotiques

Les probiotiques peuvent étre classés en quatre catégories .La premiére catégorie
renferme des espeéces du genre Lactobacillus. Les lactobacilles sont des bactéries Gram-
positif, classées dans le phylum des Firmicutes et appartenant a la famille de Lactobacillaceae
(Hammes et Vogel, 1995). Elles se présentent sous forme de bacilles ou de coques et sont
anaérobies facultatives, immobiles, non flagellés et non sporogenes. Les LB forment une
grande partie des bactéries lactiques qui sont capables de produire de 1’acide lactique par la
fermentation de certains sucres comme le lactose. Ces especes colonisent I'étre humain et sont
généralement présentes dans le tractus gastro-intestinal, les muqueuses vaginales et la cavité

buccale.

La deuxiéme catégorie est composée des especes de Bifidobacterium. Ce sont des bacilles a

Gram-positif, anaérobies strictes, immobiles et forment le groupe bactérien prédominant de la

|
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intestinale humaine (Mitsuoka, 1990). Les bifidobactéries sont majoritairement utilisées comme
probiotiques surtout par l'industrie agroalimentaire en raison de leurs nombreux bienfaits sur la
santé. C'est le cas de la souche commerciale B. animaliss sp. LactisBb12 (Kabeerdoss et al.,
2011).

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

1.1.3. Mécanisme d’action des probiotiques

Les probiotiques agissent principalement en stimulant les interactions entre 1’intestin
(cellules épithéliales intestinales), le systéme immunitaire (cellules immunocompétentes) et le
contenu digestif (nutriments et flore endogeéne) (Backhed et al/,. 2005). En revanche, les
mécanismes d'action des probiotiques sur 1'hote sont complexes, multiples et dépendent de la
souche microbienne considérée (Rambaud, 1993). En outre, les vrais mécanismes d’action des
probiotiques restent méconnu (Organisation mondiale de Gastroentérologie, 2008).

Les deux premiers mécanismes d’action des probiotiques sont la compétition spécifique
et non-spécifique pour 1’adhésion, ceci concerne leurs capacités d’adhésion a la muqueuse
intestinale, en tenant compte que la plupart des infections intestinales sont dii a ’adhésion des
pathogénes aux entéroycyte. Cependant, certaines souches de Bifidobactérium et de
Lactobacillus auraient la capacité de bloquer ’accés vers ces cellules (Servin, 2004; Picard et
al., 2005) par une compétition a 1’adhésion. Ce mécanisme d’action serait similaire a celui
exercé par le microbiote intestinal face aux infections microbiennes (Liévin-Le Moal et
Servin, 2006).

L’activité antibactérienne et antivirale, par la sécrétion directe de bactériocines sont des
principales propriétés des probiotiques (Cotter et al., 2005). Une influence importante des
bactéries de I’intestin sur la fonction immunitaire est suggérée par un grand nombre de
structures lymphoides organisées dans la muqueuse de I’intestin gréle (plaques de Peyer).

Certains composés exocellulaires ou endocellulaires des micro-organismes (pathogenes
ou non) sont impliqués dans les effets immunomodulateurs (Medzhitov et al., 1997). Les
effets des probiotiques sur I’inhibition de la croissance des bactéries pathogénes Gram
négatif, et sur la stabilisation de la barriere épithéliale sont également associés a une

diminution de la translocation bactérienne. Ainsi chez ’animal, le traitement par certains
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probiotiques tels que Lactobacillus (Suzuki et al., 1997) ou S. bourlardii (Berg et al., 1993)

diminue la translocation bactérienne

I.1.4. Propriétés et critéres de sélection des souches probiotiques

Afin de satisfaire a la définition des probiotiques, les micro-organismes doivent posséder
propriétés de survie, d’activité et de persistance dans le tractus digestif qui leurs permettront
d’exercer des effets bénéfiques sur 1’hote. Ces propriétés sont propres a chaque souche et ne
peuvent pas étre extrapolées d’une souche a 1’autre méme au sein d’une seule espeéce (Dunne

etal.,2001). Principaux critéres de sélection des probiotiques sont décrit dans le tableau 1

Tableau 01. Principaux critéres de sélection des probiotiques (Ouwehand et al., 2002; Gueimonde
et Salminen, 2006).

Critéres - Identification taxonomique précise.
de sécurité -Origine humaine pour utilisation chez I’humain.
-Souche caractérise par des techniques phénotypiques et génotypiques.
-Historique de non pathogénicite et non-invasion d’épithélium intestinal.
-Pas de transmission possible de génes de résistance aux
Antibiotiques

Critéres -Tolérance a I’acidité, la bile et aux enzymes digestives.
fonctionnels -Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus
intestinal.

-Production de substances antimicrobiennes (bacteriocines, acides

antagonisme envers les pathogenes.
-Immun modulation.
Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la sante.

organiques, peroxyde dhydroge ne ou autres composes inhibiteurs) et

Critéres -Stabilité au cours des proceédes de production et dans le produit fini.
technologiques -Conservation des propriétés probiotiques aprés production
-Non modification des propriétés organoleptiques du produit fini

I.1.5. Effets bénéfiques des probiotiques

Afin de satisfaire a la définition des probiotiques, les micro-organismes doivent posséder
propriétés de survie, d’activité et de persistance dans le tractus digestif qui leurs permettront
d’exercer des effets bénéfiques sur 1’hote. Ces propriétés sont propres a chaque souche et ne
peuvent pas étre extrapolées d’une souche a 1’autre méme au sein d’une seule espeéce (Dunne
et al., 2001) La figure 01 résume les principaux effets bénéfiques des probiotiques sur la

santé.
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Figure 01. principaux bienfait des probiotique (Nagpal et al., 2012)

I.1.6. Effets secondaires associés a la consommation des probiotiques

La majorit¢ des LB sont utilisées depuis trés longtemps dans divers procédés
alimentaires et possédent une longue histoire de consommation humaine (Ishibashi et
Yamazaki, 2001). Les bactéries lactiques et les probiotiques ne sont donc pas considérés
comme étant des organismes pathogeénes ou opportunistes et le statut « GRAS » (Generally
Recognized As Safe) leur est conféré, ce qui signifie que les risques associés a leur
consommation sont trés faibles (Feord, 2002). La possibilit¢ de translocation bactérienne,
processus par lequel les microorganismes traversent le tractus gastro-intestinal vers d’autres
parties du corps, comme les nodules lymphatiques, le sang, le foie, les reins ou la rate, semble
entrainer des effets néfastes pour la santé. S’il y a perte d’intégrité¢ au niveau de I’épithélium
cutané ou intestinal découlant d’une blessure, d’un cancer ou d’une anomalie provoquée par
un agent toxique, n’importe quelle bactérie présente dans I’intestin peut atteindre le sang ou
certains organes et entrainer des effets néfastes (Ishibashi et Yamazaki, 2001). La crainte est
qu’une consommation excessive des probiotiques accentue ce phénoméne et en aggrave les
conséquences. Cependant, malgré les milliards de doses de probiotiques consommés
annuellement a travers le monde, les complications observées sont extrémement rares et ne
sembles se produire que dans des cas particuliers, surtout chez les patients agés, les individus
immunodéprimés ou les gens ayant de graves probleémes intestinaux (Cassone et al., 2003)
rapportent une épidémie de Saccharomyces boulardii dans 1’unité¢ des soins intensifs d’un
centre hospitalier secondaire de Rome, Italie. Cette épidémie a affecté trois patients qui

n’avaient pas recu de S. boulardii et I’infection aurait été transmise par le site d’insertion d’un
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cathéter. Toutefois, une conclusion semble faire de plus en plus I’unanimité dans le domaine
de probiotiques : les probiotiques ne devraient pas étre administrés directement pour des
maladies sévéres ou chez des individus fortement immunodéprimés comme dans le cas de
lésions intestinales, en raison du risque accru de translocation bactérienne (Tamboli et al.,
2003).
1.1.7. Applications des probiotiques
Les différents produits commercialisés en tant que probiotiques humains ou animaux
sont constitués soit d’un seul microorganisme (produits dits mono-souches) ou d’une
association de plusieurs espéces (produits dits pluri-souches). De nos jours, les produits
probiotiques sont commercialisés sous trois formes :
-Un concentré de culture ajouté a des aliments et boissons a base de produits laitiers, de fruits
et de céréales.
-Un ingrédient ajouté a un aliment a base de lait ou de soja et auquel on permet d’atteindre
une concentration élevée par fermentation.
-Des cellules séchées, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimés (Patterson, 2008).
Les probiotiques sont généralement associés aux produits laitiers de culture.la gamme
de produits probiotiques comprend maintenant des fromages, des crémes glacées et des

yogourts glacés de méme que des aliments et boissons non laitiers (Patterson, 2008).

)
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I1.1. Propriétés générales de lactobacilles

Les LB regroupent de nombreuses especes bactériennes omniprésentes dans la nature,
mais rarement pathogenes, (Denis et al., 2007).

Les lactobacilles sont des bactéries Gram positif, catalase négatif, en forme de
batonnets ou coccobacilles isolés ou en chaines quelquefois trés longues, immobiles ou
mobiles grace a des flagelles péritriches, asporogeénes, anaérobie facultatives ou
microaérophiles et inaptes a réduire le nitrate et a hydrolyser la gélatine (de Roissart et
Luquet, 1994).

Les LB ont un métabolisme soit homofermentaire avec production uniquement d’acide
lactique a partir du glucose, soit hétérofermentaire avec production d’acide lactique, d’acide
acétique et de CO2 (Desai, 2008). En outre, ces bactéries sont caractérisés par des exigences
nutritionnelles nombreuses; en plus de la source de carbone et d’azote, toutes les espéces ont
un besoin absolu en vitamines telles que la vitamine (BS), la niacine (B3) et en cobalamine
(B12), et les ions Mg2+ et Mn2+ ou Fe2+ sont aussi nécessaires pour la croissance des
lactobacilles (De Vos et a/.,2009) un large spectre de température de croissance (2 a 53°C) ;
elles sont acidophiles avec un pH optimal de croissance de 5,5 a 6,2 (de Roissart et Luquet,
1994).

La figure 2 montre 1’aspect microscopique d’une souche de lactobacilles observée par

microscopie ¢électronique

Figure 02. Lactobacillus sp (Anonyme 1,2020)




Généralité sur le Lactobacilles

I1.2. Habitat

Les LB sont isolés de diverses niches écologiques, ils sont principalement retrouvés
dans les substrats riches en hydrates de carbone, ainsi que dans d’autres habitats tel que les
muqueuses de ’homme et de ’animal (cavité buccale, intestinale et vaginale), ils sont
retrouvés en faibles quantités sur les végétaux mais s’y développent rapidement lorsqu’ils

sont abimés (Tailliez, 2004).

I1.3.Taxonomie

Au sein des BAL, les LB constituent un genre important reconnu pour sa capacité
fermentaire ainsi que pour la santé et la nutrition humaine (Kannahi et Viji.,, 2014).1ls
appartiennent au groupe des phylum Firmicutes, a la bienfaits classe des Bacilli, a ’ordre des
LB et a la famille des Lactobacillaceae (De Vos et al., 2009). Le genre Lactobacillus est
quantitativement le plus important des genres du groupe des BL découvert, il comprend
actuellement, plus de 175 d'espéces reconnues qui présentent une diversité phylogénétique,

phénotypique et écologique extréme (Salminen et al. ; 1998).

I1.4. Caracteres biochimique

Les LB sont catalase négative, certains ont une pseudocatalase. Ils sont dépourvus de
cytochrome. Généralement, nitrate réductase négative, gélatinase négative et ils sont
microaérophiles ou anaérobies Le métabolisme énergétique des LB est exclusivement
fermentaire (Prescott et al., 2003).

En se basant sur le mode de fermentation le genre LB a été subdivisé en trois groupes:
Groupe I : comprend les especes homofermentaires obligatoires thermophiles, qui se
développent a 45°C mais pas a 15°C. Produisent uniquement de I’acide lactique a partir du
glucose et qui sont incapables de fermenter les pentoses ou le gluconate. Ce groupe est
constitué majoritairement d’especes présentes chez I’homme et les animaux et qui participent
a I’équilibre de la microflore de 1’organisme (Guiraud et Rosec, 2004).

Groupe I1

Ce sont des especes hétérofermentaires facultatives, c'est-a-dire capable d’utiliser la voie
hétérofermentaire a partir du glucose, dans certaines conditions comme une concentration du
glucose limitée. Ces LB sont mésophiles qui se développent a 15°C et comportent 1’espeéce
Lb. casei qui est également le lactobacille dominant du lait (Guiraud et Rosec, 2004).

Groupe II1

)
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Comprend les LB hétérofermentaires obligatoires qui forme des quantités équimolaires

de CO2, d’acide lactique et acétique et /ou éthanol Ce groupe rassemble des especes

relativement hétérogenes, surtout mésophiles, dont certaines font partie de la flore des levains

de panification (Federighi et al., 2005; De vos et al., 2009).

Dans les conditions standards les espéces de ce genre sont anaérobies facultatives ou

aérotolérantes. Elles sont catalase négative a 1I’exception de Lb. kunkeei, et quelques souches

de Lb. mali, mais possédent une peroxydase, leur permettant de pousser en présence d’O2

(Amantidou et al., 2001)

Tableau 02. Principaux groupes formés au sein du genre Lactobacillus, sur la base des

caractéristiques phénotypiques (Saad, 2010).

Groupe I Homo-

fermentaires strictes

Groupe II Hétéro-

fermentaires facultatifs

Groupe III Hétéro-

fermentaires strictes

Lb. acidophilus

Lb. amylophilus

Lb. amylovorus

Lb. aviariussubsp.
Araffinosus

Lb. aviariussubsp. Aviarius
Lb. crispatus
Lb.delbrueckiisubsp.
bulgaricus

Lb. delbrueckiisubsp.
delbrueckii

Lb. delbrueckiisubsp. lactis
Lb. farciminis Lb. gallinarum
Lb. gasseri Lb. helveticus
bL.jensenii Lb. johnsonii Lb.
kefiranofaciens Lb.
kefirgranum Lb. mali Lb.
ruminis Lb. salivarius subsp.
salicinus Lb. salivarius
subsp. salivarius Lb.

sharpeae

Lb. acetotolerans
Lb. agilis
Lb. alimentarius
Lb. bifermentans
Lb. casei
Lb. coryniformis subsp.
torquens
Lb. coryniformis subsp.
Coryniformis
Lb. cuvatus
Lb. graminis
Lb. Hamsteti
Lb. Homohiochii
Lb. intestinalis
Lb. murinus
Lb. paracasei subsp.
paracasei Lb. paracasei
subsp tolerans
Lb. Paraplantarum
Lb. plantarum

Lb. pentosus

Lb. brevis
Lb. buchneri
Lb. collinoides
Lb. fermentum
Lb. fructivorans
Lb. fructosus
Lb. hilgardii
Lb. kefir
Lb. malefermentans
Lb. oris
Lb. panis
Lb. parabuchneri
Lb. parakefir
Lb. pontis
Lb. reuteri
Lb. Sanfrancisco
Lb. suebicus
Lb. vaccinostercus

Lb. vaginalis
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Lb. rhamnosus

Lb. sake

I1.5. Identification des lactobacilles

L’identification d’espeéce de Lb peut étre difficile a réaliser par les méthodes
biochimiques en raison du trés grand nombre d’espéces existantes. Elle repose essentiellement
sur des tests de fermentation des sucres. La galerie APIC50 CH avec I'utilisation du milieu
pour Lb, est la méthode biochimique la plus utilisée et probablement la plus fiable (de
Roissart et Luquet, 1994 ; Ozgan et Vural, 2011).
L’utilisation des outils de taxonomie moléculaire comme hybridation quantitative ADN/ADN
et le séquengage des genes d’ADNr 16s ont permis de lever des ambiguités et de nommer
précisément les espeéces de Lb d’intérét en santé et en alimentation humaine (Déllaglio et
Felis, 2005)
I1.6. Effet probiotique des lactobacilles

Certains LB du tractus gastro-intestinal ont également été associés a des bienfaits
pour la santé qui ont donné lieu a leur désignation comme probiotique. Il ressort de certaines
¢tudes de la diarrhée des voyageurs, que la souche Lb. GG est efficace en prévention des

diarrhées survenant chez les touristes (Fedorak et Madsen, 2004).

Aussi, I’ingestion de lait contenant Lb. acidophilus par des personnes intolérantes au

lactose améliorerait la digestion chez ces derniers (Leveau et Bouix, 1993).

Les lactobacilles probiotiques inhibent 1’adhésion des pathogénes aux cellules
intestinales (Kim et Ho, 2010). Certains lactobacilles auraient la capacit¢ de bloquer

physiquement I’acces des pathogenes aux entérocytes (Lebeer et al. 2010).
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II1.1. Matériel et Méthodes

II1.1.1. Collecte et culture des échantillons

Vingt échantillons de caecums de poulets sains ont été collectés a partir de différentes
régions. Le contenu des caecums est dilué et une série de dilution décimale a été effectuée

dans du tampon PBS (0,1 M, pH 7,2).

Un volume de 100 pl d'échantillons dilués ont été étalés en surface de gélose MRSc
additionné¢ de 1% de CaCO; préalablement coulée en boites de Pétri (Merck, Darmstadt,
Allemagne). Les boites ont été ensuite incubées a 37 © C pendant 3 jours afin d’obtenir des
colonies bien distinctes. Uniquement les colonies montrant une production d’acide ont été

sélectionnées pour une caractérisation avancée.
III.1.2. Screening et identification des isolats.

Les isolats sélectionnés ont été soumis a une coloration de Gram, au test de la catalase

et a une observation microscopique pour déterminer la morphologie.

Les isolats de lactobacilles a Gram positifs, catalase négatifs et de forme batonné ont
été suspecté étre des lactobacilles et ont été maintenus en milieu MRS bouillon supplémenté

avec 20% de glycérol a -80 ° C.

Avant chaque expérience, tous les isolats étaient cultivés deux fois en milieu MRSc

bouillon.

Les 13 isolats de LAB présentant des caractéristiques correspond au genre

lactobacillus ont été soumis a test de confirmation au moyen de PCR.

A cette fin, I'ADN génomique total des isolats de LAB a été extrait en utilisant le kit
de purification d'ADN génomique (TransGen Biotech Co., Ltd., Beijing, Chine) suivant les
instructions du fabricant. Les amorces 5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3> et 5
CCGTCAATT [Y] MTTTRAGT3’ ont été utilisées afin d’amplifier les séquences d'ADNr
16s.

Les fragments ont été amplifiés dans un thermocycleur Techne-TC 512 dans les
conditions suivantes : dénaturation initiale a 94 °© C pendant 2 min suivi de 30 cycles de
dénaturation a 94 ° C pendant 1 min, recuit a 52 °© C pendant 1 min et extension a 72 ° C

pendant 2 min puis la finale extension a 72 °© C pendant 5 min.

Le fragment amplifié a été analysé sur gel d'agarose et séquencé par la firme Gen Script

Company, Nanjing, Chine. Les séquences obtenues ont été comparées a celles préexistant
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dans la banque des génes en utilisant le grogramme BLAST. Les séquences ont été déposées
dans la banque de geénes. L’alignement des séquences a été effectué¢ en utilisant le logiciel

clustalw2. (Tamura et al., 2004)

II1.1.3. Survie sous condition GIT

I11.1.3.1 Tolérance aux acides et tolérance a la bile.

La tolérance aux acides a été déterminé selon la méthode décrit par (Yu et al. 2013).
Les isolats sont cultivé dans un bouillon MRS a 37 ° C pendant une nuit puis inoculé (1%v/v)

en milieu MRS bouillon ajusté préalablement a pH 2,0, pH 3,0 et pH 6,5 avec HCI (3,0 M).

Le compte viable a été déterminé aprés 180 mn d’incubation a 37° C. le taux de survie

des isolats a été calculé selon 1’équation suivante :
Taux de survie (%) = Final (Log cfu / mL) / Initial (log cfu / mL) x 100.
I11.1.3.2Activité d’hydrolyse des sels biliaires

Hydrolyse des sels biliaires a été examiné par la méthode des spots. un volume de 10uL
de d’une culture fraiche est déposé sur des boites de gélose MRSc supplémenté avec 0,37 g/
L de CaCl2 et 5g /L de sel de sodium de 1'acide taurodésoxycholique. Les géloses ont été

ensuite incubées en aérobiose a 37 ° C pendant 3 jours.

La formation d’un précipité autour des colonies a été considérée comme résultat positif.

L’expérience a été effectuée trois fois.
I11.1.4.Résistance au lysozyme

La résistance au lysozyme était évaluée selon la méthode rapportée par (Dias et al.
2015) avec mineur modification. Les différentes cellules des isolats ont été cultivées dans un
bouillon MRSc a 37 © C pendant 24 heures, ensuite les cellules ont été centrifugées, lavées 2

fois avec tampon PBS (0,1 M, pH 7,2) et remise en suspension dans le méme tampon.

Un volume de 1ml a été inoculé¢ dans 10 mL de MRSc additionné de 100 mg/l de
lysozyme. Une suspension bactérienne inoculée dans MRSc bouillon sans lysozyme a été
considérée comme un témoin. Tous les traitements ont été¢ incubés 120 minutes 37° C. le
compte viable a été effectué sur gélose MRSc. les boites de gélose ont été incubées a 37° C
pendant 3 jours. le taux de survie est calculé selon I’équation suivante : taux de survie%=

(log cfu/ml final/log cfu/ml intial) x100(Rajoka 2018) .

I11.1.5.Production des exopolysacharides
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Le pouvoir des isolats a produire des polysaccharides a ét¢ examiné suivant la méthode
decrite par Manini et al 2016. Les isolats ont cultivées en surface de gélose MRSc pendant 5

jours. Les boites de gélose MRSc ont été¢ examinées selon I’apparence de la propriété mucoid.

IT1.1.6.Résistance aux antibiotiques

la résistance des isolats LAB envers les antibiotiques a ¢té testés par la méthode de
diffusion en disque selon (Domingos-Lopes et al., 2017). Les discs d’antibiotiques sont
utilisés pour déterminer la résistance a 11 antibiotiques a savoir, la vancomycine 30 pg,
tétracycline 30 pg, streptomycine (10 pg, rifampicine 5 pg, pénicilline 10 pg, ofloaxcine Sug,
kanamycine30 pg, érythromycine 30 pg, gentamycinelO pg, chloramphénicol 30 pg et
amoxicilline 20 ug.(Rajoka.2018)

Les disques ont été placés en surface de boites de gélose Mueller-Hinton ensemencée
préalablement par les isolats. Apres incubation a 37 ° C pendant 24 h, le diametre du halo

entourant les disques a été mesuré a I’aide d’un pied a coulisse.

Chaque isolat a été classé comme sensible, résistant ou intermédiaire selon le
diametre de la zone d'inhibition en accord avec le Tableaux du Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI 2014). Toutes les analyses ont ét¢ effectuées en triple.
I11.1.7.Activité anti-microbienne

L'activité antimicrobienne a €té testée par la méthode de diffusion en puits sur gélose

décrite par Bian et al., 2010 et Fontana et al., 2015).

20 ml de gélose TSA (45 ° C) ont été mélangés avec 500 uL de culture d’une nuit de
souches indicatrices et versés dans des boites de pétri. Des puits de 6 mm de diamétre sont
ensuite creusés dans la gélose puis remplis avec 100 uL de surnageant natif de la culture
des souches lactiques. Les boites sont laissées par la suite a une température de 4°C pendant

30 minutes pour la diffusion de surnageant, puis incubées a 37° C/24h.

L’activité antibactérienne se révele par D’apparition de zones d’inhibition autour
des puits. Apres quoi , les boites ont été examinées si il y a Dapparition de zones
d’inhibition autour des puits. Les diametres des zones d’inhibition apparues sont mesurés en

millimeétres.

II1.1.8.Assimilation du cholestérol
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un volume de 10 ml bouilllon mras contenant 0,3% oxgall, 0,2% thioglycolate de
sodium p/v et 100p g/ml de cholestérol est inoculé par les souches isolées (1% v/v et incubé
en anaérobiose a 37° c pendant 24 heures. MRS bouillon contenant uniquement la
thioglycolate a été utilis€ comme controle. Apreés incubation, les cellules sont centrifugé
(10000 g, 4° C, 10min) et la concentration restante de cholestérol t dans le bouillon a été
déterminée en utilisant la méthode modifié au phtaladéhyde de (Rudel et Morris 1973). Les
observations ont ét€¢ comparées a une courbe standard préparée en utilisant des concentrations
appropriées de cholestérol lues a 550 nm, et le pourcentage de réduction a été déterminé dans

le bouillon épuisé en comparant les valeurs avec un témoin non inoculé.
I11.1.9.Adhésion aux cellules Caco-2

Les cellules Caco-2 ont été cultivées dans des flacons de culture cellulaire en
utilisant le milieu EAGLE modifi¢ de Dulbecco (DMEM) supplémenté avec L-glutamine(2
mM), 10% de sérum bovin feetal inactivé par la chaleur, 100 pg/ml de streptomycine, 1%

d’acide aminé non essentiel et 100 pl/ml de pénicilline.

Les cellules Caco-2 ont ensuite été ensemencées dans des plaques de culture de 24 puits
a une concentration de 2,5x10° cellules par puits et les laissant se différencier 3 jours, en
changeant le milieu chaque jour. Les cellules ont été incubées a 37 © C dans une atmosphere

contenant 5% de CO,.

Les cultures d'une nuit des isolats ont été centrifugées, lavées deux fois en utilisant du
PBS (0,1 M, pH 7,2) et remises en suspension dans le méme tampon a des dilutions

appropriées (Absorbance OD 630 0,2, environ 2 x 108 CFU / ml).

des cultures d’une nuit des isolats ont été centrifugées, lavées deux fois en utilisant du
PBS (0,1 M, pH 7,2) et remises en suspension dans le méme tampon a une absorbance de 0,2

a 630nm(approxitivement2 x 10° UFC / mL).(Rajoka .2018)

Ensuite, les cellules bactériennes ont été ajoutées dans chaque puits et les cultures ont

été incubées a 37 © C pendant 4 h.

Apres I’incubation, les cellules ont été¢ lavé avec PBS (0,1 M, pH 7,2) et lysé avec

une solution de Triton X-100 a 0,1%.

Les cellules lysées ont été diluées et étalé sur milieu MRSc agar, puis incubées a 37 °©

C pendant 3 jours.
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Le pourcentage d’adhésion bactérienne a été calculé comme suit :
% D'adhésion = (bactéries adhérentes / total des bactéries ajouté) x 100.
I11.1.10.Analyses statistiques

Les valeurs sont données sous forme de valeurs moyennes et d'écart type avec des

déterminations en triple.

Les résultats de ’ANOVA ont été suivis avec le Multiple de Tukey Test de

comparaison dans tous les tests et différents étaient considéré comme statiquement significatif

sip <0,05.
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IV.1Résultats et discussion

IV.1.1. Identification des lactobacilles

Un total de 120 isolats ont €té isolés d’intestin de volailles. 13 isolats ont présentés une
apparence de bactéries lactiques sur milieu MRSc supplémenté avec 1% de CaCO3 et ont été

ensuite aléatoirement sélectionné pour d'autres expériences.

Les 13 isolats étaient Gram positif, catalase négative, sous forme batonnet et montrant

une zone claire autour des colonies.

les isolats étaient mésophiles et capables de croitre a 30 et 37 © C et en présence de 2,5

a 5% de concentration de NaCl dans le milieu. Un arbre phylogénétique a été construit basé

sur leurs séquences d'ADNTr 16S en utilisant leS méthodes voisines (Fig. 1).

Les résultats de séquencage de I’Adn 16s ont montré que les isolats ont montré que les
isolats SHA101, SHA103, SHA104, SHA107, SHA111 et SHA113 avait 99% d'homologie

avec I’espece Lactobacillus reuteri,

les isolats SHA106, SHA108, SHA109, SHA110 et SHA112 avaient 99% d'homologie
avec I’espece Lactobacillus vaginalis. Quant a I’isolat SHA105 et SHA102 ont montré une

homologie de 100 avec Lactobacillus johnsoniin et Lactobacillus fermentum, respectivement.

Les séquences génétiques de 'ARNr 16S de 13 isolats ont été déposées au Gene Bank

sous les numéros d'acces motionné dans (tableau3).
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Tab. 3. Les séquences génétiques de I'ARNr 16S de 13 isolats

Code d’isolat Espéce Pourcentage homologé Code de Gene Bank
SHA101 KY679594
SHA103 KY 679596
SHA104 Lactobacillus reuteri 99% KY679597
SHA107 KY 679600
SHAI111 KY 679604
SHA113 KY679605
SHA106 KY 679606
SHA108 KY679601
SHAL09 Lactobacillus vaginalis 99% KY679602
SHA112 KY679605
SHA105 Lactobacillus johnsonii 100% KY679598
SHA102 Lactobacillus fermentum 100% KY679595

IV.1.2. Tolérance aux acides et a la bile

La tolérance a I’acidité est une caractéristique importante que les souches doivent avoir

pour quelle aura un impact positif sur le systéme gastro-intestinale

Les sels biliaires a tendance a endommager la structure de membrane cellulaire et c'est
pourquoi la tolérance aux sels biliaires est une caractéristique importante de toutes les souches

qui peut survivre dans l'intestin.

La capacité de souches isolées a survivre dans des conditions acides a été évaluée in
vitro. La (figure 3) montre les taux de survie des souches isolées a pH 2,0 et pH 3,0 aprés 3 h

d'incubation.

Dans l'ensemble, a pH 3,0, le taux de survie était plus élevé en comparaison avec pH 2,0

pour tous les isolats testés.

La taux survie de SHA101, SHA102, SHA103, SHA104, SHA105, SHA106, SHA107,
SHA108, SHA109, SHA110, SHA111, SHA112 et SHA113 ont été retenus plus de 82 et 93%
apres exposition a pH 2,0 a pH 3,0 pendant 3 h.

Les résultats ont démontré que toutes les souches testées ont exprimées une résistance

¢léve aux conditions acides.

=
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Les taux de survie des différents isolats différaient considérablement par rapport au

contrdle (P> 0,05) a chaque valeur de pH.

La (figure 4) montre le taux de survie des 13 isolats en milieu MRSc supplémenté avec

0,5 et 1% de sel biliaire apres 3 h d'incubation.

Les résultats ont montré que les 13 isolats résistaient a diverses concentrations en sels
biliaires. Cependant, avec l'augmentation de la concentration leur taux de croissance a
diminué.

Trois isolats, SHA115, SHA116 et SHA117 ont montré une viabilit¢é maximum.
Cependant, l'isolat SHA116 a montré une meilleure tolérance de sel biliaire a 0,3, 0,5 et 1%

par apport aux autres isolats.

10T | ampH65(Control)  2empH20  Jam pH 30
ke ;
T
M P4
o 80
E
R
=
7 40
0

SHAIOI SHAIDR SHAIDS SHAIN? SHAIOD9 SHAILIL  SHAIDD
SHAID? SHAID4 SHAIO6 SHALE SHALID  SHAL2
Lartobarcillus isolates

Fig. 3. Taux de survie de 13 souches de Lactobacilles isolées dans des conditions acides (pH

2,0 et pH 3,0) pendant 3 h.
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Fig. 4. Taux de survie de 13 souches de lactobacilles isolées a 0,5 et 1% de sels biliaires.
IV.1.3. Activité de I'hydrolase des sels biliaires
Les 13 isolats ont montré la capacité d'hydrolyser le taurodésoxycholate de sodium.

La présence d’un autour des colonies apres croissance sur gélose MRSc en boite
supplémenté avec CaCl2, 0,37 g/l et 5 g/L l'acide taurodésoxycholique de sodium
(tableau 2).

IV.1.4. Résistance au lysozyme

Les isolats testés ont montré une résistance au lysozyme a des concentrations allant

jusqu'a 100 mg / L.

la résistance globale des isolats au lysozyme était exprimé en pourcentage du taux de

survie allant du minimum 70% au maximum 90%.

La (Figure 5) mentionne le taux de survie des bactéries apres traitement au lysozyme

pendant 120 min.

Les isolats SHA103, SHA110 et SHA 113 montré une résistance élevée (> 90%) apres

120 min d’incubation et cela est considérée comme un traitement séveére.

Tous les isolats testés ont été identifiés comme résistants a lysozyme (100 mg / L).
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Fig. 6. Capacité d'adhésion des isolats a la lignée de cellules Caco-2. La capacité d'adhérence

est calculée en pourcentage d'isolats adhérant au

nombre total d'isolats ajoutés.

IV.1.5. Production d'exopolysaccharride

Tous les isolats avaient la capacité de produire d’exopolysaccharide en gélose MRSc

supllementé avec glucose (2% v / v) comme source de carbone (tableau 5).

IV.6. Résistance aux antibiotiques

L’antibioresistnce des isolats a été testé vis —a-vis 11 Antibiotiques par la méthode des

disc (tableau 4).

Selon la concentration critique tous les isolats étaient résistants a la vancomycine (30

pg / disque), tétracycline (30 pg / disque), streptomycine (10 pg / disque), rifampicine (5 pg/
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disque), pénicilline (10 pg / disque), ofloaxcine (5 pg / disque), kanamycine (30 ug /
disque), érythromycine (30 pg / disque), gentamycine (10 pg / disque).

Et sensible au chloramphénicol (30 pg / disque) et amoxicilline (20 pug / disque).
IV.7. Activité anti-microbienne

Tous les isolats ont montré une zone d’inhibition (avec diameétre supérieur a 15 mm)
contre les trois déformations_indicatrices. Cependant, les résultats obtenus a partir du la

méthode de diffusion des puits d'agar variait de 6 a 14 mm parmi différentes souches.

Comparativement, 1’antimicrobienne activit¢ de tous les isolats contre E. coli et

Staphylococcus (8—13 mm) était plus €élevé que contre Salmonella (7 mm) (Tableau 6).

Tableau04.Sensibilité aux antibiotiques des isolats

Isolates

Andbiotics | Dee |5 |8 |8 |2 |8 |8 |E|&|2 |2 |z |8
L& &S ISIS I8 08|88 |8 &

[V i i i i i i i o iy i iy 0

Vancomycin Wpg/dsc R (R (R (R |R |[R |[R R (R (R [R (R (R
Tetracycling Wyg/ds R |S (R |[R (R [R (R |[K |[R |[R (R |R |R
Streptomycin - |l0pg/disc (R (R |[R (R |[R |[R |R |[R (R (R (R (R (R
Rifampicin Supidis (R (R R R R (R )R R B R R |R (B
Penicillin Opg/dsc R (R (R R (R |R (R (R [R |[R |R |k |R
(loaxcin Sugii= (R (R R R R (R R R | R (R |k (R
Kanamycin Vpg/dsc R (R [ R |[R R |K KR (R (R |[R (R (R
Erythromycin ~ 30pg/dsc (R (R (R (R |§ |[R |[R (R (R |§ |R |§ (R
(sentamicin Wpg/disc /R (R |[R |[R (R (R (R (R |R |[R |R |R |R
Chloramphenicol | Mpg/dsc (R (S (R (R |§ |§ R |8 (§ [§ (R [§ (R
Amoxicillin Mpg/dsc |5 1§ (8 |§8 (8 |8 (8 |8 |8 |§8 |§ |8 |8

* 5= susceptible, R = resistant.
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Tableau 5. Capacité de réduction du cholestérol, activité BSH et production

d'exopolysaccharrides

Isolates Assimilation du Activité BSH production
cholestérol, pg / mL d’Exopolysaccharide
SHA101 22.51+£0.1 + +
SHA102 19.32 £ 0.11 + +
SHA103 21.5+0.14 + +
SHA104 22.17+0.19 + +
SHA105 22.51 £ 0.11 + +
SHA106 21.81 £ 0.15 + +
SHA107 20.17+£0.19 + +
SHA108 11.3+£0.19 + +
SHA109 19.18 + 0.14 + +
SHA110 20.1 £0.19 + +
SHA111 21.2 £0.10 + +
SHA112 19.9 + 0.45 + +
SHA113 20.54 +0.88 + +

IV.8. Assimilation du cholestérol

)
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Les résultats montrent que la quantité de cholestérol assimilé pendant 24 h d'incubation

a 37 ° C arévélé une variation allant de 22 a 11 pg / mL.

Les isolats SHA101, SHA103, SHA104, SHA105, SHA106, SHA107, SHA110,
SHAT111 et SHA113 avaient des capacités d'assimilation du cholestérol (<20 pg / mL)

(tableau 3), tandis que l'isolat SHA108 (11 pg / mL) avait moins assimilation du cholestérol
(tableau 1).

IV.9. Adhésion aux cellules Caco-2

La capacité d'adhésion des isolats aux cellules intestinales ¢était évaluée en utilisant des

cellules Caco-2.

Aucune différence significative n’a été trouvée parmi différents isolats sur I'adhérence
capacités. Comparativement, l'isolat SHA105, SHA109, SHA110 et SHA113 ont montré¢ la
capacité d'adhésion la plus forte (90%) a la cellule Caco-2

Tableau6.Activité antimicrobienne (mm) des isolats contre une bacteSHA potentiellement

pathogéne
Isolates Staphylococcus petrasii Salmonella enteric sv. E.coli ATCC 25922
subsp. typhimurium CMCC (B)
Pragensis KY196531 50115
SHA101 10.3+0.51 8.6+0.51 13.3+0.51
SHA102 9.5+0.11 8.1+0.51 12.8+0.51
SHA103 11.2+0.14 7.8+0.51 12.4+0.51
SHA104 12.7+0.18 8.5+0.51 13.1+£0.51
SHA105 12.5+0.15 8.0+0.51 9.3+0.51
SHA106 11.8+0.10 7.9+0.51 14.1+0.51
SHA107 20.17+0.19 7.83+0.51 11.2+0.51
SHA108 11.3+0.19 8.3+0.51 10.8+£0.51
SHA109 9.8+0.12 9.1+£0.51 13.5+0.51
SHA110 10.1 £0.13 8.7+0.51 10.2+0.51
SHAI111 11.2+0.15 7.6 +0.51 11.1+£0.51
SHA112 9.9+0.10 8.1+0.51 9.8+0.51
SHA113 10.4 £0.18 8.9+0.51 14.2+0.51

* Presented values are mean of triplicate determinations. += Growth, — = no growth.
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IV.II. Discussion

Afin qu’un microorganisme puisse €tre reconnu en tant que potentiel probiotique, tout
d’abord, il lui faut répondre a certains criteres, il doit étre non pathogeéne en répondant aux
aspects sécuritaires. Il doit avoir la capacité de survivre et de croitre dans les conditions
physiologique du tube digestif, ainsi qu’avoir une bonne tolérance aux PH acides rencontré au
niveau de I’estomac ainsi que les sels biliaires rencontrés au niveau du duodénum (Dunne et
al., 2001). Dans cette étude, 13 isolats de lactobacilles ont été obtenus a partir d'intestin de
poulets sains et ont été sélectionnés en fonction de leur capacité de survie dans les conditions

artificiellement simulées au systeme digestif.

les isolats ont montré un taux de survie dépassant les 90% en présence des sels biliaires
(1% p/v), ces résultats sont comparables aux résultats enregistré par Zommiti et al.(2017)
pour la souche Lb. Curvatus DN317. De méme que, le niveau de concentration biliaire utilisé

dans cette étude a été plus élevé que celui habituellement utilisé dans d'autres études.

Les 13 isolats sélectionnés dans cette étude ont montré un taux de survie supérieure a
82% a pH 2,0 et plus de 91% a pH 3,0 apres une exposition de 3 h, indiquant qu'ils peuvent
survivre a travers les systémes digestifs. Le taux de survie enregistré dans la présente étude a
été plus élevé que celui signalé par d’autres auteurs pour des souches de L. acidophilus CF07,

et Lactobacillus casei sous des pH aussi bas (Ahn et a/.,2002 ; Asghar et al.,2016 ).

En général, la tolérance des LAB a I’acidé dépend du profil de pH de la HB -ATPase
ainsi que a la composition de la membrane cytoplasmique. Ceci dernier est largement

influencé par I’espece e de bactérie, le type de milieu de croissance et les conditions

d’incubation (Hood et Zotolla 1988; Madureira et a/.2005).

La tolérance des lactobacilles au lysozyme a été trouvée auparavant dépendante de
I'espece et de la souche (Dias et al., 2015). Nos résultats ont montré que l'isolat SHA103,
SHA110, SHA11 et SHA113 sont résistants a 100 mg/l de lysozyme exprimant un taux de
survie supérieur a 91%, ces résultats sont supérieurs aux résultats signalé par Zommiti et

al.(2017) pour la souche Lb. Curvatus DN317(73%) et Lb.plantarum(85%) respictivement.

Cela indique que la capacité de résistance au lysozyme des isolats est suffisamment
¢levé pour survivre dans la salive, car 100 mg / L est le niveau le plus ¢élevé de lysozyme

utilisé pour simuler I'état de salive in vivo (Turchi et al., 2013).

L'exopolysaccharide est un compos¢é multifonctionnel qui a une application intéressante

dans les industries alimentaires. De plus, c'est important pour la santé humaine car il posséde
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la capacité in vivo d'adhésion a la muqueuse humaine, possédant une propriété empechant la
formation des biofilm et aussi possédant une immuno-modulation (Russo et al., 2012;

Rendueles et al., 2013).

les isolats obtenus ont également été testés sur leur capacité de résistance aux
antibiotiques. Nos résultats montrent, qu’aucun des isolats testés était résistant a I'amoxicilline
et au chloramphénicol, ces résultats sont comparables aux résultats mentionnés par d’autres

chercheurs pour les souches Lactcurvatus DN317 (Zommiti et al., 2017).

Tous les isolats ont exprimé une résistance a la vancomycine (30 pg), tétracycline (30
ug ), streptomycine (10 pg ), rifampicine (5 pg), pénicilline(10 pg ), ofloaxcine (5 pg ),
kanamycine (30 pg) érythromycine (30 pg), gentamycine (10 pg ), de tels résultats ont été
rapportés par Chang et al., 2009) en testant I’antibiogramme de l'espéce L. rhamnosus GG.

La production de composés antimicrobiens est 1'une des caractéristiques importantes
que les souches probiotiques doivent avoir afin de concurrencer et exclure les agents
pathogénes présents dans le tractus intestinal et exprimer I'effet probiotique chez leurs hotes
(Salminen et al., 1998; Collado et al., 2005). Dans cette étude, tous les isolats sélectionnés
avaient une forte activité antimicrobienne contre E. coli, ces résultats sont en accord avec les
précédents travaux rapportés par Musikasang et al. (2009) et Asguar et al. (2016) pour les
souches KT4S13, KT3L20, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus casei. L'activité
antibactérienne du LAB peut souvent étre due a la production d'acides organiques, avec une
réduction conséquente du pH, ou a la production de peroxyde d'hydrogéne. LAB pourrait
produire divers composés tels que les acides organiques, le diacétyle, le peroxyde d'hydrogéne

et les bactériocines (Venkatasatyanarayana et al., 2017).

I’é¢tude du pouvoir d’adhésion des différentes souches isolées aux cellules Caco-2 a
fluctué¢ entre 70 et 90%(figure. ces résultats sont bien meilleure que les résultats

précédemment trouvés par Collado et al., 2006 et Caggia et al., 2015.

La capacité d’adhésion a la couche intestinale est un critére de sélection recommandé
pour le choix des probiotiques. L’adhésion constitue le premier mécanisme de défense contre
I’invasion des bactéries pathogénes. Elle est basée sur la réalisation d’un ensemble de tests in
vitro puis in vivo en utilisant des cellules d’origine animale et/ou humaine (Reyes-Gavilan et
al.,2011). Les effets bénéfiques exercés par les probiotiques, y compris [’activité

antimicrobienne contre les agents pathogénes, I’immuno-modulation, la réduction du
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cholestérol, etc. n'est possible que avec une forte adhérence aux cellules épithéliales de

l'intestin (Shokryazdan et al., 2014).

La cellule Caco-2 est largement utilis¢é pour évaluer les propriétés d'adhésion des
souches probiotiques car elle peut refléter la différenciation morphologique in vitro (De
Palencia et al., 2008). Dans notre étude, la capacité d'adhésion aux cellules Caco-2 variaient
de 70 a 90% entre différents isolats. De méme que, Gusils et al. (1999) ont signalé que L.
fermentum subsp. cellobiosus a montré une grande capacit¢ d’adhésion a 1’épithélium
intestinal. Par contre, la capacité d'adhésion aux cellules Caco-2 de nos isolats sont bien

meilleurs que celle de la souche Lact. curvatus DN317 (Zommiti et al., 2017).
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Conclusion

Dans cette ¢tude, une recherche des bactéries lactiques a partir de matiere fécale du
poulet, a été effectuée, dans le but de sélectionner des souches a potentiel probiotique.

L’identification éventuelle basée sur 1’étude morphologique, la production de catalase
et la production d’oxydase a montré que les 13 isolats bactériens obtenus appartiennent au

genre LACTOBACILUS.

Tous les isolats testés avaient un potentiel élevé adhérer et traverser le tractus gastro-

intestinal.

Dans l'ensemble, les isolats SHA111 et SHA113 avaient comparativement potentiel plus
¢levé dans l'application pratique probiotiques a I'homme en raison de leur capacité élevée
d'activité antimicrobienne, résistance du lysozyme, antibiotiques et production

d'expolysaccharides.

Notre les résultats suggerent €également que tous les isolats ont un potentiel pour une
application future comme probiotique dans la promotion de la santé aliments et ont le

potentiel d'améliorer I'immunité du nourrisson contre les microbes pathogénes envahissants.

Notre étude a indiqué que l'intestin de la volaille est un bon ressource pour isoler les

bactéries lactiques avec de bonnes caractéristiques comme probiotiques.

Cependant, plus in vitro et in vivo des investigations sont encore nécessaires pour

confirmer le bénéfice role des isolats obtenus dans cette étude chez 1'animal et Santé humaine.

Les résultats obtenus montrent que ces souches peuvent présenter de bon candidats pour

les utiliser autant que Probiotiques.

A la lumiére de nos résultats, nous préconisant un approfondissement de la présente étude
et en tenant compte de :
1- L’identification compléte des isolats bactériens sélectionnés ;
2. L’étude de la résistance des souches isolées aux conditions gastro-intestinales
3. L’étude du pouvoir antagoniste des souches isolées vis-a-vis des souches pathogenes
4. Détermination de la résistance des bactéries isolées aux différents types des antibiotiques
5. Détermination et purification des substances a effet anti microbienne synthétisée par les

souches isolées
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Résumé



Résumé

L’objectif d’étude et la présente est I’isolement a partir de matiére fécale du poulet des souches de Lactobacilles et les
identifiées, dont le but de leur attribué le potentiel probiotique. 13 souches ont été isolées a partir des excréments du poulet
cultivés sur milieu MRS cysteine gélose. L’identification basée sur 1’étude des caractéres morphologiques, test de catalase et
le test d’oxydase a permis de rattacher les souches isolées au genre Lactobacillus. Les propriétés probiotiques ont été testées
dans les aspects de sensibilité aux antibiotiques, activité antimicrobiens, production d'exopolysaccharides, tolérance au
lysozyme, tolérance a l'état de l'intestin (pH bas, tolérance aux sels biliaires) l'adhésion a la lignée cellulaire
d'adénocarcinome colorectal humain (Caco-2).La plupart des isolats étaient résistants a streptomycine (10 pg / mL),
gentamicine (10 pg / mL), kanamycine (30 pg / mL), pénicilline (10 pg / mL) et chloramphénicol (30 pg / mL). Les isolats
montrent de fortes capacités a adhérer a la cellule Caco-2 dans la gamme de (76 a 85%).Les isolats SHA101 a SHA113 ont
montré un taux de survie élevé dans des conditions du tractus gastro-intestinal (> 80%), indiquant leur potentiel dans
l'application des probiotiques.Les résultats de ces tests indiquent que les bactéries lactiques isolés de l'intestin de volaille

peuvent étre utilisés comme probiotiques dans divers produits.
Mots clés :, lactobacilles, probiotiques, tube digestif, poulet.
Abstract

The objective of this study and this is the isolation from chicken feces of strains of Lactobacillus and identified, the
purpose of which ascribed them to probiotic potential. 13 strains were isolated from chicken excreta cultured on MRS
cysteine agar medium. The identification based on the study of morphological characters, catalase test and oxidase test made
it possible to relate the isolated strains to the genus Lactobacillus.The probiotic properties were tested in the aspects of
sensitivity to antibiotics, antimicrobial activity, production of exopolysaccharides, tolerance to lysozyme, tolerance to the
state of the intestine (low pH, tolerance to bile salts) adherence to the lineage human colorectal adenocarcinoma cell (Caco-
2).Most isolates were resistant to streptomycin (10 pg / mL), gentamicin (10 pg / mL), kanamycin (30 pg / mL), penicillin
(10 pg / mL) and chloramphenicol (30 pg / mL). The isolates show strong abilities to adhere to the Caco-2 cell in the range of
(76-85%).The SHA101 to SHA113 isolates showed a high survival rate under gastrointestinal tract conditions (> 80%),
indicating their potential in the application of probiotics.The results of these tests indicate that lactic acid bacteria isolated

from poultry intestine can be used as probiotics in various products.
Keywords: lactobacilli, probiotics, digestive tract, chicken.
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