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Introduction

L’Homme et animaux vit continuellement avec une population des microorganismes
complexe et diversifiée habitant son tractus gastro-intestinal (TGI) appelée microbiote (Eckburg
et al., 2005). Notre organismes héberges en générale de nombreux micro-organismes vivants
(bactéries, levures, virus) que I’on retrouve au niveau de la peau, de la bouche, du tractus digestif,
et de ’appareil uro-génital (Dolié, 2018). Tandis que le microbiote intestinal joue un réle essentiel
dans le maintien de la santé humaine tout au long de la vie il contribue a la résistance aux agents
pathogénes et interagit avec le systeme immunitaire.

Il existe de nombreux facteurs internes et externes de I'nbte qui affectent I'implantation du
microbiote intestinal a la naissance. Par conséquent, le microbiote maternel, en particulier le
microbiote vaginal et fécal est la principale source de bactéries (Scholtens et al., 2012).

Différents micro-organismes sont actuellement utilisés comme probiotiques humains ; parmi
eux Lactobacillus et Bifidobacterium constituent les plus genres fréquemment utilisés.

En fait, I'espece Bifidobacterium est I'un des organismes probiotiques les plus bénéfiques en
dehors des bactéries lactiques et est I'une des cultures les plus prédominantes dans le c6lon humain
et les nourrissons allaités et certaines souches de bifidobactéries possedent le statut GRAS.

D’une maniere générale, les probiotiques sont considérés comme des agents protecteurs vis-
a-vis des risques d’apparitions de pathologies digestives. Parmi les effets les mieux documentés
figurent I’effet antidiarrhéique dans le cadre d’une antibiothérapie ou encore ’amélioration des
troubles intestinaux associés a I’intolérance au lactose.

L’objectif principal de notre étude c’était : L’isolement et 1’identification des souches de
bifidobactéries isolées a partir des selles du nourrisson et I’étude du leurs potentiel probiotique in
vitro. Cependant suite aux conditions dues 1’épidémie le travail pratique est suspendue et on a opté
pour I’analyse d’articles. Dans Cette derniere alternative, un article en relation avec la thématique
de mémoire est analysé et ¢ca partie expérimentale est pris comme notre partie pratique.

Ainsi les résultats obtenus ont été comparées avec d’autres articles dans le méme domaine.

En ce qui concerne les parties du manuscrit, ce dernier est divisé en 4 chapitres :
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Le premier chapitre comprend une synthése bibliographique sur la description des
bifidobactéries et le microbiote intestinal.

Le second chapitre contient des généralités sur les probiotiques.

Le troisiéme chapitre consacré au matériel et méthode présente une analyse d’article de
(Achi et Halami, 2019).

Le quatrieme chapitre regroupe les résultats et leur discussion.

Enfin, le manuscrit s’achéve par une conclusion.
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1 Les bifidobactéries
1.1 Historique et Taxonomie

Les bifidobactéries ont été isolé pour la premiére fois par Tissier (1899) dans les matieres
fécales de nourrissons allaités qu’il nomme Bacillus bifidus communis (Pokusaeva et al., 2011).
En (1917) Winslow a proposé de classer Bacillus bifidus dans la famille des Lactobacillaceae, et
Holland (1920) a nommeé la souche Lactobacillus bifidus. Le nom du genre Bifidobacterium est
proposé par Orla-Jensen en (1924) mais étant donné ses similitudes avec le genre Lactobacillus,
les bifidobactéries resteront assimilées au genre Lactobacillus. Dehnert (1957) décrit 1’existence
des plusieurs biotypes de Bifidobacterium. Reuter en (1963) a identifié et nommé sept autres
espéces de Bifidobacterium, en plus de Bifidobacterium bifidum (Delcenserie et al., 2002).

Dans la 8™ édition du Bergey’s Manual of determinative Bacteriology, le genre
Bifidobacterium comprenait 8 espéces et il a été inclus dans la famille des Actinomycetaceae dans
I’ordre des Actinomycetales (Biavati et Mattarelli, 2015).

Dans l'arbre phylogénétique des bactéries, le genre Bifidobacterium est placé avec les
bactéries Gram positives (avec un pourcentage élevé de G + C) et dautres genres (tels que
Streptomyces, Actinomyces et Propionibacterium). Toutes les especes appartenant a ce genre ont
une similitude de 93% dans la séquence d'’ADN 16S (Hadadji ,2007). Le genre Bifidobacterium a
été classe dans la famille Bifidobacteriaceae de I’ordre Bifidobacteriales, dans la classe
Actinobacteria, phylum Firmicutes de domaine Bacteria (Biavati et Mattarelli, 2015).

Actuellement, la famille des Bifidobacteriaceae comprend 55 sous-especes du genre
Bifidobacterium et membres de huit genres supplémentaires ;. Aeriscardovia, Alloscardovia,
Bombiscardovia, Gardnerella, Neoscardovia, Parascardovia, Pseudoscardovia et Scardovia, qui

ensemble englobent 12 especes (Lugli et al., 2017).

1.2 La microflore intestinale

Le tractus gastro-intestinal humain est composée : l'cesophage, I'estomac, l'intestin gréle
(posséde du duodénum, du jéjunum et de I'iléon) et le gros intestin ou cdlon (Dunne et al.,2001).
Selon la définition de Isolauri et al. (2002), La flore intestinale normale est un ensemble
complexe et équilibré de micro-organismes qui habitent généralement dans le tractus gastro-

intestinal et jouent un réle dans la nutrition, la physiologie et le contrdle du systéeme immunitaire
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de I'ndte. Aprés une colonisation complete, la microflore intestinale est considérée comme un

organe acquis apres la naissance (Bjorksten, 2004).

La microflore du colon est trés complexe et dominée par des bactéries strictement anaérobies
(Bacteroides spp, Clostridium spp, Bifidobacterium spp). Tandis que les bactéries anaérobies
facultatives sont moins nombreuses et représentées par les lactobacilles, les entérocoques, et les
streptocoques, Les levures (ex. Candida albicans) sont relativement faiblement représentées
(Ouwehand et Vesterlund, 2003 ; Isolauri et al., 2004).

Otsophage Estomac
P acidité (HCI), mucus,
peris S enzymes gastriques
10%-10* bactéries/g 10* bactéries/g
Streptococcus,

Veillonella, Prevotella Helicobacter pylori,

Escherichia coli,
Streptococcus,
Veillonella, Prevotella,

Rothia
Duodénum
péristaltisme, mucus,
sucs pancréatiques, sels
biliaires Jéjunum

104 bactéries/ 5 :
g péristaltisme, mucus,

Streptococcus, sucs pancreéatiques, bile,
Clostridium, Prevotella, faible oxygénation
Bacteroides o
1057107 bactéries/g
Streptococcus,
Clostridium, Prevotella,
Bacteroides
Colon

stase, mucus,
anaérobiose,
métabolites bactériens
(acides gras volatiles ...)

Iléon

péristaltisme, mucus,
2 s . bile, anaérobiose

10' 3 10'? bactéries/g )
10® bactéries/g

Bacteroides,
Ruminococcus, Bacteroides,
Clostridium. Ruminococcus,
FEubacterium, Clostridium,
Faecalibacterium Eubacterium,
prausnitzii, Bifidobacterium,
Bifidobacterium, Lactobacillus,

Figure 1: Schéma du tractus gastro-intestinal et répartition de son microbiote pour chaque partie

du tractus digestif (Caudeyras et frostier, 2010).
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1.2.1 Pimplantation du microbiote chez les nourissons

A sa naissance, le nouveau-né n’héberge en général aucune bactérie. L’implantation du
microbiote intestinal differe entre les nouveau-nés prématurés et a terme. Ceci est liée aux
particularités physiologiques du nouveau-né prématuré et aux multiples facteurs externes produits
par le milieu hospitalier : mode de naissance, type d'allaitement (maternel ou artificiel),
antibiothérapies, réanimation (Filleron et Jumas-Bilak, 2015).

La colonisation bactérienne de son tube digestif est un phénomene trés rapide puisque 48 h
apreés sa naissance, la flore fécale du nourrisson est constituée essentiellement de Bifidobactéries,
de Lactobacilles, d'Entérobactéries, Streptocoques (essentiellement du type D) et de bactéroides
(Guediche, 1990).

1.3 Propriétés phénotypiques
1.3.1 Morphologie

Les bifidobactéries sont des bacteries a Gram positif, immobiles, non sporulées, non
capsulés. Elles sont des microorganismes anaérobies non productrices de gaz, certaines souches
puissent tolérer I'oxygene (Biavati et Mattarelli, 2015), elles sont souvent retrouvées sous forme
bifide (Y, V) (figure 2), court batonnets a extrémite arrondis et ou en forme spatulées et parfois
sous forme de petits bacilles réguliers ou sous forme coccoide (Hadadji, 2007). Cependant, leur
polymorphisme dépend principalement du milieu de culture et des conditions de croissance
(Zerrouki, 2012).Les colonies des bifidobactéries sont lisses, convexe, luisante de coloration

blanchatre et creme, de contour régulier et de diametre variable (Mahdi, 2016).
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Figure 2: Observation au microscope électronique des cellules de Bifidobacterium sp (Biavati et
al., 2000).

1.4 Propriététs physiologique

1.4.1 Température optimal, pH et sensibilité a I'oxygene

La température optimale pour la croissance des bifidobactéries est de 37 a 41 ° C, le
minimum est de 25 a 28 ° C et le maximum de 43 a 45 ° C. La plupart des souches de
Bifidobacterium d'origine humaine a une température optimale entre 36 a 38 ° C, alors que les
souches animales se développent de maniere optimale a 41-43 ° C (Prasanna et al., 2014). Le pH
optimal pour la croissance des bifidobactéries se situe entre 6.5 et 7. Par conséquent,
Bifidobacterium lactis et Bifidobacterium animalis peuvent survivre a un pH de 3,5 (Djellid,
2015). Les bifidobactéries sont anaérobies, bien que certaines souches tolérent I’oxygéne, mais
uniquement en présence de dioxyde de carbone, et les espéces plus récemment décrites, telles que
B. psychraerophilum, B.scardovi, B. suerumiense, peuvents se développer dans des conditions
aérobies (Biavati et Mattarelli, 2015).
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1.5 Ecologie des bifidobactéries
Les bifidobactéries ont été isolées et attribuées a partir de six niches écologiques : la cavité
orale, I'environnement intestinal humain et animal, les eaux usées, sang et alimentation (Angelo,
2015). Ces bactéries représentent 85-99 % de la microflore intestinale de nourrisson (Bahloul,
2019). Tableau 1 mentionnées les différentes especes de Bifidobacterium et leurs origines (Ait
Abdeslam, 2008).
Tableau 1: Les différents espéces de Bifidobacterium et leurs origines (Ait Abdeslam, 2008)

Espece Source et Référence
B. adolescentis Selles des adultes Reuter (1963)
B. animalis Selles des rats, poulet, lapins Scardovi et Trovatelli (1974)
B. bifidum Selles des adultes et des enfants Orla-Jensen en (1924)
B. breve Selles des enfants Reuter (1963)
B. catenulatum, Selles des enfants et des adultes Scardovi et Crociani (1974)
B. dentium Caries dentaire humaine Scardovi et Crociani (1974)
B. longum Selles des enfants et des adultes Reuter (1963)
B. infantis Selles des enfants Reuter (1963)

1.6 Meétabolisme
Les bifidobactéries sont les organismes saccharolytiques qui peuvent fermenté le glucose, le

galactose et le fructose d'une maniere spécifique. Elles utilisent la voie du fructose 6-phosphate
phosphocétolase (F6PPK) ou encore appelée « shunt » du fructose 6-phosphate (Angelo, 2015).
La voie métabolique du fructose 6-phosphate phosphocétolase produit de ’acide lactique et I’acide
acetiqgue comme métabolites primaires (figure 3) (Mahmoudi, 2014). Il existe également une voie
particlle de la glycolyse ainsi qu’une voie partielle du cycle d’acide tricarboxylique. Des
différences existent entre les espéces dans leur capacité a fermenter d’autres glucides ou des
alcools (Bruno, 2012).



Chapitre 1 Les bifidobactéries

ABC lnulln Mou Collob‘ou c- Arlbinon Xy'ou Ribose Mannose
transport s ol ides Ribose-0S  Mannan
system ﬂ ﬁ ﬂ n ﬂ ﬁ ﬁ

Glc‘ruc Gle, Fxc Gal Anbnou Rlb'ou

UDP-Gal/Glc  Galactose RRRRRIGIRRRL ¢ \veror et LoD A stvintut!
BLD 0973

"
Galactose-1P

#L0_ 1768 pr UDP-G BLD_0074

!
]
]
i
]
MES ecs132C yor.g EC:27.7.12 :
‘ ]
Gluchse-1P
Galactose Ef;,» s 2Glucose ESPPK pathway MIP
,'-_’ WC:84.22 ) AT BLD_1856
Hee* bbb G 1 AD €C27.12 e
3 2Glucose-6P Glycerol 7@ 2o socssse
1 || Sasmy summpes Oycurotue
Lactose ! 2Fructose-6P —dErythrose-4P +Acetyl-P ombohydrates
"‘—-puclou ICA cycle 1 BLD_0441 BLD_0441 [ BLD_0151
He oo M ' T A A Ec2212 [Ec3er?
Succinyl-CoAep 2-Oxoglutarate | '“ 0_o7 ”
I Gal,Glu 8t s3e i fén, piz ‘¢_ Glycerate-3P 21,
Glucose BLD_0456 EC:11.1.42 i s0-5P +Xylulose-5P G A g
 — BLo_ous7 Oxalosuccinate | : oLt ‘I
He o S, RESR BLD_0398 L) 'ﬁﬁ,’
Succinate gc.111.42 i mnouo m
BLD_679 Isocitrate i A/ GPH
BLD_680 BLD_0264 S ulose-
3""°'2.I= » Glc, Fruc EC1.3.90.1 EC4 213 BLD_0442 3ARF Glc, Galg le sanmannnn: - Melibiose,
pe . A = Cis-Aconit EC Pentose Pentosides
.. F lycerat + 2Acetyl-P
W BLD_0264 (“(?éy;o e BLD_0151
% EC4.21) EC 5421 EC361.7
Citrate 2G .,zp B8LD 0722
BLO_1911 BLD_1398  2A| al BLD_0778 SORTEY
EC)))}' Eanni?g F(:47|n
Malate «¢» O -
3 P mo om
ZPymv\Io
BLD_0105

EC 1027

PTS  Glucose

Figure 3 : Schéma général de la voie bifide FEPPK (Lee et al., 2010).

1.7 Sensibilité aux antibiotiques

Les bifidobactéries sont sensibles aux pénicillines comme I'ampicilline ou la pénicilline G,
les céphalosporines de premiére génération, les tétracyclines, les macrolides comme
I'érythromycine, les lincosamides comme la clindamycine et enfin le chloramphénicol (Bahloul,
2010). La sensibilité des bifidobacteries au tétracycline est variable selon les espéces (Masco et
al., 2006 ; Ammor et al., 2007) .

D'autre part, les bifidobacteries sont résistante aux aminosides tels que la néomycine, la
kanamycine, lagentamycine et la streptomycine. Une résistance aux polymycines (telle que la
polymycine B) a également été observée ainsi que pour le thriméthoprime et le Metronidazole
(Kouame, 2013).
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2  Les probiotiques

Le terme probiotique dérive des 2 mots grecs " pros” et " bios" qui signifient littéralement
"pour la vie" ou « en faveur de la vie », contrairement au terme antibiotique signifiant "contre la
vie".

A’partir de 1965, la définition de probiotique change radicalement sous I’'impulsion de
Lilly et Stillwell qui décrivent un probiotique comme une substance produite par un
microorganisme stimulant la croissance d’un autre microorganisme (Caudeyras et frostier, 2010).

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a défini probiotiques en tant que «micro-
organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates sont bénéfiques pour la
santé de I’hOte (Berkes et al.2019).

D’apres Camile (2014) les probiotiques peuvent étre intégrés dans différents types de
produits comme les aliments ou les compléments alimentaires sous forme lyophilisée.

Tous les probiotiques n’ont pas les mémes modes d’action et n’ont pas le méme potentiel
pour faire un bon probiotique. Leur efficacité est souche et dose dépendante. Il existe 4 grands
groupes de probiotiques :

A) Les ferments lactiques regroupés en 2 catégories, en fonction de leur morphologie :

v les Lactobacilles (Lactobacillus bulgaris, Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus caséi)

v les coques (Entérocoques et Streptocoques).
B) Les bifidobacteéries.
C) Les différentes levures de type Saccharomyces cerevisiae.

D) Les autres bactéries sporulées, dont Bacillus subtilis et Bacillus cereus.

2.1 Les principales souches microbiennes a potentiel probiotique

Les principaux micro-organismes considérés comme probiotiques peuvent étre introduits dans
les aliments, des compléments alimentaires ou des médicaments. La plupart sont issus du
microbiote intestinal humain.

Les plupart des souches, commercialisés pour la consommation humaine sous forme de
produits alimentaires et considérées en tant que probiotiques appartienne au genre Lactobacillus
et Bifidobacterium sont les principaux genres. Toutefois, il existe également d'autres espéces
bactériennes. Le tableau 2 présentes les souches les plus importantes utilisées comme probiotique

a usage humain (Debeyer, 2020).
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Tableau 2: Micro-organismes probiotiques les plus importants a usage humain (Benjamin,2016).

s Bactéries
5 Bactéries lactiques non Levures
0} lactiques
GE’ Bifidobactérium Lactobacillus Autre Saccharomyces
(b}
)
B. adolescentis L. acidophilus E. faecium B. cereus S. soulardii
B. animalis L. brevis E. faecalis B. subtilis S. cervislae
« | B. bifidum L. casei S. lactis Esherichia
S | B. breve L. criparus S. thermophilus | COli Nissle
2 | B. infantis L. fementum L. lactis 1917
W | B. lactis L. gasseri
B. longum L. lactis

2.2 Criteres de seélection des propiotiques
Les probiotiques présentent des propriétés qui sont variables selon I’espéce ou la souche

microbienne. Le choix des probiotiques dépend de ces propriétés et du type d’utilisation.

Selon le rapport de la FAO/OMS (2002), 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 espéce (Dunne, 2001).

Tableau 3: Principaux criteres utilisees pour la sélection des souches probiotiques (FAO/OMS,

2002 ; Benkaddour, 2013 ; Bahri,2014).

Critéeres

fonctionnelles

- Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus
gastro- intestinal.

- production de substances antimicrobiennes et antagonisme vis-a-vis
des pathogénes.

- tolérance a la bile et aux enzymes digestives.

- tolérance a l'acidité et aux enzymes gastriques.

- Immunomodulation

- Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé

- Effets sur la santé documentés et cliniguement validés

- ldentification taxonomique précise
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- Souche caractérisée par des techniques phénotypiques et
génotypiques.

- Souche pour l'usage humain (isolée du

Critéres de sécurité | tractus intestinal d'un Homme sain) ou alimentaire (utilisée dans les
produits fermentes).

- Souche déposée dans une collection de cultures reconnue
internationalement.

- Historique de non pathogeénicité.

- Pas de transmission possible de génes de résistance aux antibiotiques.

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

technologiques - conservation des propriétes probiotiques apres production.

2.3 Effets bénéfiques des probiotiques
Le schéma résume les effets bénéfiques pour la santé qui ont été attribués aux probiotiques :

L'atténuation des
allergies et des maladies
atoniaues chez les

Réduction de taux
de cholestérol

Activité antivirale

Soulagement de
la constipation

Les probiotiques

Amélioration de
la digestion du

Modulation de
I’orientation de la réponse
immune adaptative.

Figure 4: Schéma récapitulatif des effets bénéfiques des probiotiques adopté par (Matib et al.,
2020).
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2.4 Mode d’action
Les mécanismes d’action des probiotiques sont complexes, souvent multiples et dépendent

de la souche bactérienne considérée figure 4 résume quelques mécanismes.

> P
</ ©  (3) Inhibition of
Lumen « pathogen adhesion

(1) Enhancement of the
ithelial rier
Spttimliay besrie @) Competitive exclusion of

pathogenic microorganisms
Mucins and defensins (5) Production of
anti-microorganism
substances o
Probiotics Pathogens o &
CREGACE T =" Mucus S

Dtestneimucoss = @ @ ' GG ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ G

IECs
DCs
Lamina propria riz'
= "f’ f\
IL-10 l TGFB 6. Modulation of the
/ immune system
\ S -
Immature DC 4 ‘ 1:"- ?’-‘.p ~“ww. Macrophage
Ppr<- o
l |
/ N
— P
@@ @@ e
C/)(a &_/ (_) Thy Thy Thyy

Treg

Figure 5: Mécanismes d'action des probiotiques selon (Bermudez-Brito et al., 2012).

2.5 Les bifidobactéries comme probiotiques :

Certaines espéces de bifidobactérie ayant des activités probiotiques sont économiquement
importantes et elles sont ajoutées en grand nombre sous forme des bactéries vivantes a des
nombreuses préparations alimentaires (Turroni et al., 2010). Des effets probiotiques de
bifidobactéries comme la réduction du cholestérol, I'amélioration de l'intolérance au lactose, la
déconjugation des acides biliaires et la stimulation du systeme immunitaire. Cependant, tout
comme les probiotiques en général, la capacité des bifidobactéries a protéger contre les infections

entériques demeure I'effet probiotique le plus étudié chez ce genre bactérien (Mahmoudi, 2014).
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3 Materiels et méthods
Les travaux menés par Achi et Halami. (2019) ont été pris comme partie matériels et

méthodes pour notre travail ainsi les résultats obtenus sont considéré comme nos résultats obtenus
et comparer avec d’autres recherche en relation avec I’intitulé de mémoire.

3.1 Isolement des bifidobactéries
Les souches ont été isolées a partir des matieres fécales de nouveau nés.

Les matieres fécales ont été conservées dans des sacs stériles contenant de I'eau peptone (0,1%)

supplémenté avec 0.25 % de L-cystéine. Les échantillons ont été ensuite homogeénéisés et dilué
dans la méme solution. Les dilutions décimales appropriées ont été ensemencés en surface de
boites de pétri contenant de la gélose MRS supplémenté avec 0,25% de L-cystéine, ensuite les
boites ont été incubées a 37°C pendant 48h dans une atmosphére anaérobie contenant 85% N, 10
% H et 5% CO2 (Zinedine et Faid, 2007).

3.2 Identification des isolats

Chaque souche isolée est ensemence sur gelose MRS-cys supplémenté avec 0.25% de L-
cysteine. Les boites sont incubées a 37 pendant 24 a 48. Les formes des souches ont éte examinées
sous microscope apres coloration au bleu de méthylene. Seulement les souches présentant la forme
phénotypique en V ou Y sont sélectionnées pour une identification a 1’échelle du genre en suivant
les étapes citées par (Zinedine et Faid, 2007).

Identification a I’echelle du genre des souches isolées a été faite par le test F6PPK selon le

protocole décrit par Zinedine et Faid, (2007). Le principe de ce test reposait sur la capacité des
souches etudiées a transformer le fructose-6-phosphate en érythrose-phosphate par I’enzyme
fructose 6-phosphate phosphocétolase (F6PPK).
Les souches étudiées sont cultivées en MRS bouillon pendant 24 h a 37°C, la culture est
centrifugée a 6000 t /5 min et les cellules sont lavées deux fois avec une solution tampon phosphate
0,05 % ajusté a pH 6,5 et additionné de 0,25 % de L-cystéine. Les cellules ont ensuite été mises
en suspension dans 2 ml d'une solution de lysozyme et incubées a 37 ° C pendant 3 h. Aprés
incubation 1,5 ml d'une solution d'hydroxylamine- HCI a été ajouté et laissé incuber a température
ambiante pendant 10 min.

3 ml d'une solution d'acide trichloracétique, 1 ml de HCI 4N et 1 ml de chlorure ferrique ont

été ajoutés et incubés a température ambiante pendant 10 min. Une couleur rouge-violet se
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développe immédiatement avec l'ajout de chlorure ferrique si la culture contient une activité

phosphocétolase.

3.3 Extraction d'ADN a partir de cultures pures

L’extraction de ’ADN a été faite selon Le protocole décrit par Baffoni et al. (2013).
Brievement, 10 ml de culture ont été récoltés et lavés deux fois avec du tampon TE, puis remise
en suspension dans 1 ml de TE contenant 15 mg de lysozyme et incubés a 37°C pendant une
nuit. Les cellules ont été lysées avec 3 ml de tampon de lyse contenant 220 ul de SDS 10 %

(p/v) et 150 ul de protéinase K (> 600 mAU/mI) et incubée 2 heures au bain-marie a 60°C.
1 ml de solution saturée de NaCl a été ajouté et la suspension a été doucement inversée deux
fois. Les culots ont été récoltés par centrifugation (5000 x g) a température ambiante pendant 15

minutes.

Apreés transfert des surnageants propres dans des tubes neufs, 'ADN a été précipité avec 2,5

volumes d'éthanol froid (95 %) et remis en suspension dans 300 pl de tampon TE .

3.4 La caractérisation moléculaire des isolats
D’aprés Achi et Halami (2019) L’identification moléculaire des isolats a été faite par
séquencage de génes I’ADNr 16S, le gene xfp et le gene hsp60, par typage microbien par la
méthode RAPD et Rep-PCR.
Les conditions de I’amplification de I’ADN extrait par méthode sont comme Tableau 4.
Tableau 4: Les étapes des méthodes RAPD et Rep-PCR .

Les méthodes RAPD Rep-PCR
Les étapes
Dénaturation Initiale 95 ° C pendant 3 min 94 ° C pendant 3 min
Dénaturation 40 cycles a 94 ° C pendant 1 | 40 cycles a 94 ° C pendant 1
min min
Elongation 36 ° C pour 1,45 min suivi de | 50 ° C pendant 1 min
72 °C a2 min suivi de 72 °C a 2 min
Extension 72 ° C pendant 7 min 72 ° C pendant 9 min
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Les amplifiats ont été séquencés chez Amnion Biosciences Pvt, Bengaluru, Inde. Les
amorces utilisees dans la présente étude et les conditions de réaction sont répertoriées dans le
tableau 5.

3.5 Les proprieties probiotiques fonctionnelles

3.5.1 Tolérance aux acides et a la bile
La tolérance des isolats aux conditions acides ainsi que la tolérance aux sels biliaires a été
déterminée selon la méthode décrite par Archer et Halami (2015). Des bouillons MRS-C ajusté a
différents pH 2, 3, 4 et 5 ou contenant des concentrations en sels biliaires de 0,3% ont €té cultivé
par des cultures fraiches de bifidobactéries a raison de 10%.
Des aliquotes ont été prélevée a temps 0 h, 1.5 h et apres 3 h puis des dilutions décimale en
série sont effectuées et ensemencées.sur la gélose MRS-C .apres incubation a 37° C pendant 24 a
48 h les cellules viables ont été déenombrées.

3.5.2 Evaluation de la pathogénicité et de la sécurité

3.5.2.1 Confirmation de la formation d*amines biogenes

Les isolats ont été testés pour la production d'amine biogénes selon la méthode décrite par
Bover-Cid et Holzapfel (1999). Les souches, préalablement cultivées dans le bouillon MRS, sont
ensemencees a raison de 0,1% dans le bouillon décarboxylase formulé en tant qu’un milieu de

criblage, contenant 0,5% de tyrosine, 0,25% d'histidine, ornithine et lysine.

Aprés incubation a 37°C pendant 4 jours en conditions aérobies et anaérobies, 2 ml du
bouillon de fermentation ont été centrifuges a 12 000 rpm/5 min. Ensuite, 1 ml du surnageant est
mélangé avec 1 mlde HCI 0,1 N puis centrifugé a nouveau a 12 000 rpm/5 min) et filtré a travers
un filtre 0,45 Um. Le filtrat est stocké a - 20°C jusqu'a l'analyse BA. Les échantillons ont été

analyses pour la présence de BA par HPLC (Bover-Cid et Holzapfel, 1999).

3.5.2.2 L activité hémolytique

Pour évaluer l'activité hémolytique, les souches sélectionnées ont été ensemence en surface
de boites de gélose au sang de mouton défibriné a 7%. Apres incubation a 37°C pendant 48h. les
boites de gélose ont été observées pour la formation d'une zone claire (B-hémolyse), verdatre (a-

hémolyse) ou aucune zone (y-hémolyse) autour des colonies (Devi et al., 2015).
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3.5.2.3 La Sensibilité aux antibiotiques

Le test de sensibilité au antibiotiques a été réalise selon la méthode décrite par (Devi et al.,
2015), en utilisation de la méthode de diffusion d’antibiotiques en milieu gélosé Mueller-Hinton.
Les disques d’antibiotiques utilise et la charge sont comme suit : La Ciprofloxacine (5ug),
Ofloxacine (5ug), Sparfloxacine (5ug), Gatifloxacine (5ug) , Aztréonam (30ug), Vancomycine
(30ug), Doxycycline (30upg), Céfotaxime (30ug), Amoxycilline (30ug), Céfépime (30ug),
Chloramphénicol (30ug), Isepamicine (30ug) Ampicilline (10ug), Céphalothine(30ug),
Clindamycine (2ug), Gentamycine (10ug), oxacilline (1pg), acide fusidique (10ug), méthicilline,
novobiocine (5ug), pénicilline (1 pg), streptomycine (10ug) et tétracycline (25ug) .

3.5.3 Test d'adhésion In Vitro
La capacité d'adhésion des isolats a été analysée a l'aide des lignées cellulaires Caco-2

achetées aupres de National Center for Cell Science, Inde. La lignée cellulaire a été maintenue
dans le milieu essentiel minimal Eagles modifié de Dulbecco (DMEM) additionné de 10% de
sérum bovin feetal inactivé par la chaleur et solution d'antibiotique et d'antifongique. La lignée
cellulaire a été incubée a 37 ° C dans un incubateur & CO2. .

Le milieu de culture cellulaire a éte changé apres 2 jours, et trypsiniaation a été effectuée en
utilisant une solution contenant 0,25% de trypsine — EDTA.
Le test a été réalise selon les étapes suivantes :

Des cellules Caco-2 (10°%) ont été ensemencees dans des plaques de culture tissulaire a six
puits et incubées jusqu'a confluence. Le test a été effectué 20 jours apres la confluence.

Des cellules de Bifidobacterium 10% a 10° ont été mises en suspension dans du DMEM sans
sérum et sans antibiotiques. Les monocouches de Caco-2 ont été lavées deux fois avec du PBS
avant d'ajouter les cellules bactériennes pour éliminer les antibiotiques.

Les cellules bactériennes ont été incubées avec des cellules Caco-2 a 37 ° C pendant 2 h.
Aprés avoir lavé la monocouche avec du PBS stérile pour éliminer les bactéries non attachées, elle
a été trypsinisée et le nombre de bactéries ont été réalisées sur gélose MRS-C pour déterminer le
nombre de bactéries adhérant aux cellules.

Le pourcentage d'adhésion a été calculé comme le nombre de bactéries adhérées par rapport

au nombre de bactéries ajoutées. Les dosages ont été effectués en trois expériences indépendantes.
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Tableau 5 : Des Amorces oligonucléotidiques utilisées dans I'étude.

Purpose Target gene Primer pair Specificity Primer sequence (5'—3") Annealing Amplicon
temperature  size (bp)
()
Taxonomy 163 I65RF Bifidobacterium sp. CCAATCACGAGTCTCACCTTA il 1419
165RE GAGTAATGOGTGACCGACCT
xfp FaPPKF Bifidobacterium sp. GOGACATCATCAAGAACAAC 39 915
FaPPKR ACGTTGAAGTTGTOGTGOGTT
hprtd) HSPF Bifidebacterium sp. TCAGTAGCCCATGTCGGC 38 1)
HSPR TGAGGAAGCTOGTCAGGG
Muolecular charac- RAPD MI13 GAGGOGTGGCGOGTTCT 36 Multiple
terization
Rep GIGH GTGOTGGTGGTGETG 30 Multiple
Probiotic marker  fimA fimalonk B. longum MBGOCTACCAGATGTTOWCC 6l 14035
genes fimalonR GACTTGCGGTTGGACTTSAC
AbiftF B. bifidum, B. breve GATTGOCACCGTATTTGGAT 58 1546
AbiftR GTTCTTGOGCTTOAGAGTCC
fimP phif F B. Bifidum AGAAGCTTTTOGOGGETGT 38 1470
phil R GGACTTGACGTTGGTOCACCT
panim F B. animalis ATCAATCAGGCATTGGAAGG 38 1552
panim K GCTGCTGC T TOAGGOTGT
Major pili 1 qbrel’ B. breve ATAACGOGTGCTTCOGTCAAY &l 1 50M0
gbrek TGITCTGTGACS TTCCAGOTC
Major pili 2 pil2bre IF B. breve SAGCACGAANCAACRATGAGA &l 1 5400
pilZbre R GTGOGTOGTGGTGATGATCTG
Serpin Ser F Bifidobacterium sp CGUACCGATGAATAANTGGTA 58 1349
Ser R TGATGOAACAGTACOGGTTG

Symboles nucléotidiques dégénérés :B=G+T;,M=A+C,R=A+G;S=G+C,W=A+T;Y=C+T
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3.5.4 La caractérisation moléculaire des génes marqueurs probiotiques
D'apres Achi et Halami (2019) des amorces spécifiques a I'espéce sont utilisées pour détecter
la présence des génes responsables d'adhésion supposés avoir des effets immuno-modulateurs ont

été détecté en utilisant les amorces spécifique citées dans le tableau 5.

3.5.5 Evaluation de I'activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des isolats a I’encontre des souches pathogénes a été évaluée en

modifiant le test de diffusion en puits décrit par Archer et Halami (2015).

Les isolats ont été cultivés pendant une nuit puis centrifugés a 8 000 tr / min pendant 10 min.
le surnagent est écarté. Ensuite, 10ul du culot cellulaire sont déposés dans des puits creusés dans
la gélose MRS. Les puits sont ensuite scellé avec de la gélose MRS molle.

Apreés incubation a 37 ° C pendant 24 h dans des conditions anaérobies, les boites de gélose
MRS ont été recouvertes avec de la gélose BHI ensemencée d'agents pathogénes. Apres une autre
incubation en conditions aérobies a 37°C pendant 24 heures, les boites sont examinées pour la
présence de zone d'inhibition.

Pour évaluer la nature protéique de la substance antimicrobienne, les surnageant d'isolats,
cultives dans le bouillon MRS-C pendant 24 h, ont été concentrés sous vide. Une partie du
surnageant a été neutralisée a pH 6,5. Les surnageant neutralises et non neutralises ont ensuite été
déposé dans des puits séparés creuses dans des plaques de gélose molle BHI ensemencées avec K.
rhizophila ATCC 9341. La zone d'inhibition a été observée aprés 24 heures d'incubation a 37 °C.

3.5.6 L'activité de I'hydrolase des sels biliaires
L'activité de I'nydrolase des sels biliaires a été évaluée comme décrit par Archer et Halami.
(2015). Les souches bactériennes ont été ensemencée sur Gélose MRS contenant 0,5 % d’acide
taurodésoxycholique et 0,37 g/L de CaClz. L’activité d’hydrolase des sels biliaires est révélée par
la formation des zones de précipitations apres 72 h d'incubation.
3.5.7 La production d'exopolysaccharides
La capacité des isolats a utiliser différents sucres et polyols a été testés en utilisant des disques
de sucre selon les instructions du fabricant. La capacité de production d'exopolysaccharides (EPS)
des isolats a été évaluée par stries sur une boite de gélose au rouge de ruthénium (Hong-pattarakere
et al., 2012).
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4 Résultats et discussion

4.1 TIsolement et I’identification

Les huit isolats en forme bifide V ou Y et qui ont montré la présence de ’enzyme fructose
6 phosphocétolase (F6PPK) confirmant ainsi leur appartenance au genre Bifidobacterium, ont été
identifiée a I’échelle de 1’espéce par séquengage partiel de leur géne ; ADNr 16S, le gene xfp et le
géne hsp60. Les séquences obtenues ont été analysées par BLAST et leur identité est confirmée.

Le séquencage a permis a identifier les 8 souches bactérienne comme B. bréve 142, B.
longum 20, B. longum 24, B. longum 50, B. longum 56, B. longum 815j, B. longum 815 000 et
B.bifidum 96b. Les souches ont été déposées au sein du centre « National Collection of Industrial
Microorganisms » sous les numéros B. breve NCIM5671, B. longum NCIM5700, B. longum
NCIM5684, B. longum NCIM5685, B. longum NCIM5686, B. longum NCIM5672, B. longum
NCIM5687 and B. bifidum NCIM5697, respictivement.

Les techniques moléculaires, RAPD et Rep-PCR ont été utilisé pour differencier entre les

trois especes identifiées et les souches de référence.

Les especes de B. longum, ont montre un profil moléculaire similaire en utilisant la technique
RADP toutefois, la technique Rep-PCR a permis de différencier entre toutes les souches de B.

longum (figure 6).
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Electrophoresis direction

t) X "

Electrophoresis direction

~N

M (3kb)
M (3kb)
B. longumNCIMST00

B longumNCING687 Ll a

B, longumNCIM3685
B. longumNCIM5685

B, longumNCIM5672 B fongumNCIMS684

‘ B, longumNCIM3684 B, longumNCIM3672

B longumNCIM687
B longumNCIM3686

B. longumNCIM5666

B breve NCIMG671

B breve NCIMS6T1
8. bifidum NCIMSGST
B bifidumNCIMS697

B animalls subsplactis BB12

B. animalis.subsplactis BB12

Figure 6 : Dendrogramme construit a l'aide du logiciel méga 5 utilisé le modele UPMG A pour
les scores binaires obtenus a partir de : a- Rep-PCR (GTG) 5 profil ; b- profil RAPD M13.

Les outils de typage moléculaire étaient performantes dans la différenciation entre les
souches ou la technique (GTG)5Rep-PCR a montré un pouvoir discriminatif mieux que la
technique RADP tout en corroborant les résultats rapportés par ( Kiizova et al., 2008 ; Jarocki et
al,. 2016).

D’autre part peiroténe et al. (2017), ont été detectées des bifidobactéries cultivables dans 7
des echantillons du lait maternel et 10 a partir les selles des bébés, ont été obtenus 17 a partir du
lait maternel et 30 dans les selles des nourrissons, donc seulement B. breve, B. longum subsp.
longum et B. longum subsp. infantis étaient les espéces détectées dans le lait maternel mais on
observe que les souches partagées trouvées appartenaient aux espéces B. breve, B. longum

subsp.longum et B. longum subsp. Infantis.

Awasti et al. (2016), Dans cette étude 12 isolats de Bifidobacterium, faisant partie du

microbiote dominant du lait maternel et des féces du nourrisson et de I'adulte.
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Une étude menée par Zuo et al. (2015) sur les selles de nourrissons & permet a identifier 5
espéces différentes qui avaient une homologie de 99% et plus avec les espéces B. adolescentis, B.
longum, B. breve, B. catenulatum B. pseudocatenulatum et B. bifidum respectivement.

Nous remarquons plusieurs auteurs ont confirmé la présence de Bifidobacterium dans les

selles des nourrissons allaités au lait maternel.

4.2 Les propriétés probiotiques fonctionnelle

Les 8 isolats identifiés de bifidobacterium sont caractérisés pour leur potentiel probiotique,
a savoir la tolérance aux condition du tractus gastro-intestinal (GIT), I’aspect sécuritaire et le
pouvoir d’adhésion.

4.2.1 Tolérance aux acides et a la bile

Dans cette étude d’Achi et Halami (2019), les isolats se sont révelés sensibles aux conditions
d’acides ¢élevés (pH 2).

Parmi les isolats, les souches B. breve NCIM5671 a montré la haute résistance avec une
réduction de 0.8 log seulement a pH 3 aprés 3 heures d’incubation. A pH 4 toutes les souches ont
présentées une viabilité appréciable avec une diminution de viabilité de 0,7 -1,1 log au bout de 3
h. 1l n'y avait qu'une perte marginale de viabilité a pH 5 aprés 3 h d'incubation.

Les résultats obtenus par Zuo et al. (2015) sont similaires a ceux précédemment signalés que
la tolérance a un pH bas (2,5) était trés variable entre les souches, mais toutes les souches ont
montré une survie faible dans le suc gastrique simulé. Le groupe B. catenulatum B.
pseudocatenulatum et les souches B. breve étaient plus sensibles aux pH bas aprés 1 h
d’incubation.

Par contre, Mahmoudi et al. (2013) ont trouvé que la croissance des souches a été

complétement inhibée a pH 4. La croissance optimale est obtenue dans le milieu a pH 6,5.

Hadadji et al. (2005) trouvé que dans le pH 5 les souches B3, B2 et B6 ont une phase de
latence de croissance apres 2h d’incubation, absente dans B1 et Bif5. Le maximum de croissance

est obtenu aprés 8 h d'incubation.

On remarque dans les résultats de Kim et al. (2020) toutes les souches des bifidobactéries
isolées montré une survie faible aux pH 3 et 4 aprés 3 h d'incubation avec une perte de 5.6 a 6.4

log.
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Les conditions gastro-intestinales sont considérés comme I'un des principaux critéres de
sélection des probiotiques. Les bifidobactéries sont généralement considérées comme faiblement
tolérantes aux acides (Munoz-Quezada et al., 2013 ; Toscano et al., 2015).

D’aprés nos résultats, les isolats se sont avérés moins sensibles aux sels biliaires par rapport
aux conditions acides avec une diminution mineure de viabilité aprés 3 h d'exposition. B. longum
NCIM5672 a montré une meilleure tolérance avec une réduction de 0,02 log seulement de viabilité.

Cependant, les especes de bifdobacteries isolées par Zuo et al., 2015), ont montré une
sensibilité élevée aux sels biliaires. Les taux de survie aprés incubation pendant une heure en
présence de la bile étaient inférieurs a 0,0001% pour tous les isolats. Cette divergence de résultat
du probablement aux différentes techniques utilisées pour étudier la tolérance a la bile.

Les résultats de Arboleya et al. (2011) montre que les pourcentages de survie apres
exposition pendant 180 min au jus biliaire étaient inférieurs a 1 % pour toutes les souches testées.
B. longum IPLA20003 a montré le taux de survie le plus éleve avec 0,84% alors que la souche de

référence B. lactis Bb12 n'a survecu qu'a 0,0004% apres provocation par le jus biliaire.

Une autre étude réalisée par Alp et Aslim, (2010) ont indiqué que toutes les concentrations
de sels biliaires (0,15 et 0,3 %) ont affecté Bifidobacterium spp. Mais les sels biliaires a la

concentration (0,15 %) plus faiblement touché que les autres concentrations (0,15 et 0,3 %).

Donc les propriétés principale des probiotiques en tant que compléments fonctionnels est
leur tolérance au stress digestif. Les bactéries probiotiques doivent survivre et s'installer a

I'épithélium du tractus intestinal (kim et al., 2020).

4.2.1 Evaluation de la pathogénicité et de la sécurité

4.2.1.1 L’activité hémolytique et la production d'amine biogene

Nous remarquons que tous les isolats se sont révélés négatifs pour l'activité hémolytique et
la production d'amine biogéne a partir de la lysine, de I'histidine et de l'ornithine.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux précédemment signalés par Kim et al. (2018),
ou la souche B. bifidum BGN4 et B. longum BORI n’ont montré aucune activité hémolytique.

Toutefois, ces deux dernieres souches pour la production d'amine biogene n'ont pas produit

la cadavérine, histamine ou tyramine. Cependant, ils produisaient respectivement de la putrescine.
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Les résultats obtenus par Kim et al. (2018) sont similaires & ceux mentionnés précédemment
dans lesquels ont trouvé que les souches B. bifidum BGN4 et B. longum BORI n'ont montré aucune
hémolyse, et pour la production d'amine biogéne ils produisaient seulement la putrescine.

Par contre le résultat de Kim et al. (2020) a indiqué que quatre souches probiotiques ont
présenté une y-hémolyse apres 48 h d'incubation sur gélose au sang. Donc I'hémolyse reste le
principal facteur de virulence de bactéries pathogénes.

4.2.1.2 La résistance aux antibiotiques

En étudiant la résistance des isolats a I’encontre de 23 antibiotiques différents, tous les
isolats se sont révélés sensibles aux antibiotiques testés, a I'exception de I'isépamicine ou
également les 2 souches probiotiques B. animalis subsp. B. Lactis Bb12 ont présentait une
résistance .

Les souches de bifidobacteries isolées par Zuo, et al., (2015) a partir de feces de nourrissons
ont été trouvées sensibilise envers l'ampicilline et au chloramphénicol. Toutefois, toutes les
souches identifiées ainsi que la souche de référence B. lactis Bb12 ont montré une resistance a la
kanamycine, a la streptomycine et a la vancomycine

Kim et al. (2020) testant ’antibioristance de 3 souches de référence a savoir B. breve
MG729 et B. animalis subsp. B. lactis MG741, ont montré que toutes les souches sont sensibles a
I'ampicilline, I'érythromycine et a la clindamycine. Néanmoins, B. breve MG729 etait résistante a
la tétracycline et B. animalis subsp. B. lactis MG741 étaient résistantes a la gentamicine et a la

streptomycine.
4.2.2 Adhésion aux cellules Caco-2

Dans notre étude tous les isolats se sont avérés capable d’adhérer aux lignées cellulaires
Caco-2 et le pourcentage d'adhésion variait parmi les isolats avec un maximum de 77% pour B.
bifidum NCIM5697 suivi de B. longum NCIM5672 (Figure 7).

D’autre part, Zuo et al. (2015) ont constaté que les souches ne présentent pas des capacités
d'adhésion similaires a ceux trouvé par nos résultats bien que les souches appartiennent au méme
genre. La souche B. bifidum IF3-211 a montré une adhésion significativement plus élevée aux

cellules Caco-2.
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L'adhésion des bactéries probiotiques aux cellules épithéliales intestinales est importante car
elle contribue a la colonisation, aux interactions héte-microbe, a I'immun-modulation, a I'inhibition
de l'adhésion des agents pathogénes par compétition de site et au maintien de I'homéostasie
intestinale (Serafini et al., 2013; Papadimitriou et al., 2015).

Figure 7: Image représentative de l'adhésion bifidobactérienne a la lignée cellulaire Caco?2 : (a)
B. longum NCIM5672, (b) B. bifidum NCIM5697.

4.2.3 Caracterisation moléculaire des genes marqueurs probiotiques

La présence de génes marqueurs associés a l'adhésion a été vérifiee parmi les isolats. En
conséquence, dans le cas de fimA, tous les isolats de B. longum se sont avérés avoir la taille
d'amplicon souhaitée de 1405 pb, a I'exception de B. longum NCIM5686.

De méme, B. breve NCIM5671 et B. bifidum NCIM5697 ont également confirmé la présence
du gene fimA avec une taille d'amplicon de 1546 pb. L'amplification par PCR du gene fimP dans
le cas de B. bifidum NCIM5697 a donné une taille de produit de 1470 pb révélant la présence de
fimP dans l'isolat.

Cependant, la présence de la sous-unité majeure du pili 2 a également été détectée dans le
cas de B. longum NCIM5684 et B. longum NCIM5686.
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Ces isolats ont également été vérifiés pour la présence du gene de la serpine. Tous les isolats
ont été testés positifs, comme en témoigne I'amplicon PCR de 1349 pb, a I'exception de B. bifidum
NCIM5697.

Des amorces spécifiques ciblant les genes serpine ont confirmées leurs présences dans tous
les isolats de bifidobacterium, a I’exception de B. bifidum NCIM5697. Nos résultats sont en accord
avec ceux obtenus par (Turroni et al., 2010).

On remarque dans les résultats de Foroni et al. (2011) diverses souches bifidobactériennes
appartenant a B. bifidum, B. longum subsp. longum, B. dentium, B. adolescentis et B. animalis
subsp. lactis a révélé I'existence d'appendices ressemblant a des structures en forme de pilus. Fait
intéressant, ces micro-organismes abritent deux a six groupes de genes pilus prédits dans leur
génome, chacun étant organisé en un opéron englobant le géne codant pour la sous-unité principale
de la piline (désigné fimA ou fimP) avec un ou deux génes mineurs codant pour la sous-unité piline
(appelés fimB et/ou fimQ) .

Une étude génomique comparative de Bottacini et al. (2014) a révéle une variation du
nombre de SDP dans B. breve. Cependant, la variation de ces génes et leur profusion peuvent

déterminer la composition du microbiote intestinal (Chaplin et al., 2015).

4.2.4 1’activité antibactérienne

Les résultats ont montré que tous les isolats possédent une activité contre les bactéries
pathogene (K. rhizophila ATCC 9341, L. moncytogenes ScottA, S. aureus FRI1722, Y.
enterocolitica MTCC 859 et B. cereus F4433). L’Activité contre E. coli MTCC118 était variable
avec B. breve NCIM5671 et B. longum NCIM5700 ne montrant aucune activité. Les surnageants
étaient dépourvus d'activité apres la neutralisation indiquant que l'activité pourrait étre due a la
production d'acides organiques (Achim et Halami., 2019).

Zuo et al. (2015) ont rapporté que les surnageants de toutes les souches de Bifidobacterium
sélectionnées ont inhibé la souche pathogéne d'origine alimentaire Salmonella enterica
ATCC13076 alors que les surnageants de B. adolescentis et B. breve ont faiblement inhibé E. coli
et Staphylococcus aureus ATCC25923.

Une autre étude realisée par Eshaghi et al. (2017) ont montré que tous les isolats portaient
des activités antipathogénes. Aucune différence significative dans l'activité des isolats n'a été

trouvée indépendamment de l'origine de l'isolement et des espéces de bifidobactéries. La
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neutralisation des surnageants aprés traitement avec la protéinase K a entrainé I'élimination des

zones d'inhibition, suggeérant, en partie, la nature protéique de Il'activité antibactérienne.

4.2.5 L’activité d'hydrolase des sels biliaires

Dans cette étude tous les isolats aient montré une activité d'hydrolase des sels biliaires, en
présentant des zones de précipitation a l'exception de B. bifidum NCIM5697 et B. longum
NCIM5700.

Zuo et al. (2015) ont également enregistré des resultats similaires, ou les souches ont montré
une activité hydrolase de sel biliaire présenté par un halo de précipitation des sels biliaires

déconjugués.

D'aprés les travaux d’ Awasti et al. (2016), Il est évident les données que seuls 5 des 12 isolats
ont montré une forte d’activité BSH, comme indiqué par une précipitation dense de taurocholate
de sodium et de tauroglycolique de sodium, tandis que les 8 autres isolats ont montré des niveaux
moderés d'activité BSH. Selon les résultats obtenus 1’activité BSH élevée a modérée a été observée

pour tous les isolats de bifidobactéries testés.

4.2.6 Production d’exopolysaccharides

Les résultats ont révélé que la souche B. breve NCIM5671 utiliser le sucre mieux que les

autres isolats et B. bifidum NCIM5697 s'est avéré pauvre en sucre .

kusharyati et al. 2020 ont rapporté que le groupe de bactéries qui produit des EPS, par

exemple les bifidobactéries spp, possédant le potentiel d'étre un agent probiotique.

Ont montré que le rendement le plus élevé en EPS a été réalisé par les isolats Bb1A, tandis

que les plus faibles étaient les isolats Bb1F et Bb2C.

L’étude menée par Alp et Aslim (2010) trouvés certaines souches de de B.breve A28 et
B.breve S4 a une production élevées d’EPS et des niveaux faible de production d'EPS ont été

trouvés dans B. bifidum A10 et B. breve S9 ont été déterminés parmi 31Bifidobacterium spp.
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Conclusion

En conclusion, Bifidobacterium est un habitant naturel du systeme gastro-intestinal humain
et certaines especes ayant des activités probiotiques. Dans cette étude nous avons réalisé une

évaluation du potentiel probiotique de bifidobactérium isolés a partir des selles de nourrisson.

L'objectif du travail s’est porté sur I'isolement et la comparaison des propriétés probiotiques et
fonctionnelles des isolats de bifidobactéries afin de comprendre leur potentielle d’utilisation
comme probiotique. Le travail étudie également la présence et la diversité de génes liés a I'adhésion
et a 'immunomodulation pour la sélection de bifidobactéries probiotiques.

L’identification génotypique des 8 isolats a montré qu’elles appartiennent a les especes : B.
longume (NCIM5672, NCIM5684, NCIM5685, NCIM5686, NCI M5687 et NCIM5700), B. breve
NCIM5671 et B. bifidum NCIM5697.

Toutes les 8 souches ont présentées qu’clles possedent des caracteres probiotique et
fonctionnel et un aspect sécuritaire, cependant B. breve NCIM5671 a montré une meilleur
tolérance aux pH bas et produisant des exopolysaccharides. B. bifidum NCIM5697 et B. longum
NCIM5672 ont démontré une grande capacité d'adhésion aux cellules Caco-2. Egalement, B.
bifidum NCIM5697 a annoncé une capacité de produire des EPS tandis que la souche B. longum

NCIM5672 posséde la meilleure activité antibactérienne.

Ces présent résultats ont montrés des attributs promoteur et par conséquent peuvent étre

considérer dans la formulation des aliments fonctionnel.
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Résumeés

Dans cadre d’étudier les caractéres probiotiques de souches de bifidobactéries. Huit souches de
Bifidobacterium ont été isolées puis identifiés a partir des selles de nourrissons. Les caractéristiques probiotiques et
fonctionnelles ainsi leur aspect sécuritaire est étudié.

L’identification a montré que les souches de bifidobactéries isolées appartiennent aux espéces suivantes : B.
longume, B. bifidum et B. breve. Les souches ont survécu a des conditions acides supérieures a pH 3 et présence de la
bile 0,3%. Egalement les souches ont montré une bonne adhésion qui a varié parmi les isolats avec un maximum de
77% pour B. bifidum NCIM5697 suivi de B. longum NCIM5672. La souche B. bifidum NCIM5697 a annoncé une
capacité de produire des EPS tandis que la souche B. longum NCIM5672 a déclaré la melliuer activité antibactérienne.

D’une fagon générale les huit souches ont déclaré qu’elles possédent des caractéres probiotique ou les trois
souches B. breve NCIM5671, B. longum NCIM5672 et B. bifidum NCIM5697 particulierement ont montré les
meilleurs résultats.

Mots Ié : Bifidobacterium, microbiote intestinale, probiotiques, selles de nourrissons, Caractérisation.

As part of studying the probiotic characteristics of strains of bifidobacteria. Eight strains of Bifidobacterium
were isolated and then identified from the stools of infants. The probiotic and functional characteristics and their safety
aspect is studied.

Identification showed that the isolated bifidobacteria strains belong to the following species: B. longum, B.
bifidum and B. breve. The strains survived acidic conditions above pH 3 and presence of 0.3% bile. In addition, the
strains showed good adhesion which varied among the isolates with a maximum of 77% for B. bifidum NCIM5697
followed by B. longum NCIM5672. The B. bifidum NCIM5697 strain reported an ability to produce EPS while the B.
longum NCIM5672 strain reported improved antibacterial activity.

Overall, the eight strains stated that they possess probiotic traits where the three strains B. breve NCIM5671,
B. longum NCIM5672 and B. bifidum NCIM5697 in particular showed the best results.

Keywords: Bifidobacterium, intestinal microbiota, probiotics, infant stools, Characterization.
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