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Introduction

Le microbiote intestinal joue un role important dans le maintien de I'homéostasie de
l'organisme. Le déséquilibre, dysbiose, de ce dernier, induit une altération du fonctionnement
du systéme immunitaire qui favorise le développement de certaines pathologies telles que les
allergies, les maladies inflammatoires chroniques et les infections intestinales (Delzenne et
al., 2008). Les causes de cette dysbiose sont complexes et probablement attribuables a
plusieurs facteurs tels que I’environnement, la génétique et le régime alimentaire. En effet, sa
modulation par 1’alimentation peut constituer un facteur clé pour assurer et restaurer son
¢quilibre et par conséquent le maintien de la santé et du bien-étre de I’hote. Pour cela, les
chercheurs donnent beaucoup d’intérét aux produits de nature biologique a I’instar des
bactéries bénéfiques essentiellement les probiotiques. Ces derniers sont des microorganismes
vivants qui lorsqu'ils sont administrés en quantité adéquate, exerceraient un effet bénéfique
sur la santé de I'hote (FAO/OMS, 2002).

A I’heure actuelle, les affirmations sur le bénéfice apporté par les probiotiques sont
variées ; ces microorganismes sont capables d'inhiber la croissance des bactéries pathogenes
par différents mécanismes tels que l'adhérence aux cellules épithéliales, la modulation du
systetme immunitaire et la sécrétion des composés antimicrobiens. En outre, ils aident a la
réduction du cholestérol sérique, la prévention des infections intestinales, la réduction des
symptomes de l'intolérance au lactose et la réduction du risque de cancer du colon (Rafter et

al .,2007 ;Choi et Chang, 2015) .

Les bactéries lactiques font partie des souches bactériennes vivantes choisies pour leur
role crucial dans le maintien de I'écosystéme intestinal et dans la conservation des aliments
(Yadav et Shukla, 2017). Elles ont des effets bénéfiques potentiels pour €tre considérées
comme un bon candidat probiotique pour leurs perspectives prometteurs pour les domaines
agroalimentaire et pharmaceutique. Néanmoins, il convient de souligner que toutes les
bactéries ne peuvent pas étre qualifiées de probiotiques et qu’il est essentiel d’évaluer leurs
propriétés probiotiques ainsi que leur profil d’innocuité. Ces bactéries doivent avoir une

tolérance élevée a l'acidité afin de survivre dans des conditions trés acide de l'estomac



Introduction

(Brodkorb et al., 2019). De méme, la résistance a la bile est également requise par les
bactéries probiotiques pour faciliter leur passage a travers le duodénum jusqu'a leur site
d'action dans le tractus gastro-intestinal (Riaz Rajoka et al., 2017). La capacité des bactéries

probiotiques a adhérer aux cellules épithéliales et a inhiber I'action des bactéries pathogénes

sont également importantes pour leurs viabilités dans le tractus gastro-intestinal

(Jeronymo-Ceneviva et al., 2014).

Par ailleurs, les bactéries lactiques jouent un rdle crucial dans la fermentation des
produits végétaux et animaux, ainsi que dans la préparation et la conservation de nombreux
aliments fermentés (Chen, 2021). Parmi les aliments fermentés les plus riches en bactéries
lactiques, le blé¢ fermenté. Le Hamoum, une forme de blé traditionnellement fermenté en
Algérie est réputée pour ses vertus préventives contre les complications physiopathologiques
intestinales. Cette denrée alimentaire ancestrale est obtenue par fermentation naturelle dans
un silos souterrain appelé Matmora (Benmehel et al., 2019). Les bactéries lactiques isolées de
blé fermenté peuvent représenter une solution prometteuse, largement utilisée dans les
secteurs médicaux et alimentaires. Cependant, peu d'études se sont intéressées a 1’évaluation
in vitro et in vivo des propriétés probiotiques des bactéries lactiques isolées a partir de blé

fermenté traditionnel.

Dans cette optique, ’objectif de cette étude s’intéresse dans un premier temps a
I’identification phénotypique des quatre isolats lactiques LB1, LB2, LB3 et LB4 issus du blé
fermenté, et dans un deuxiéme temps a I’évaluation in vitro de leurs propriétés fonctionnelles
et ce dans le but de sélectionner un nouveau candidat probiotique. Cette propriété
fonctionnelle a été évaluée par le biais de la capacité de tolérance a 1’acidité et aux sels

biliaires ainsi que I’évaluation des propriétés adhésives.
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Chapitre 1 Materiel et Méthodes

1.1.0bjectifs de I’étude

Cette étude s’intéresse a 1’identification morphologique biochimique et physiologique
de quatre bactéries lactiques LB1, LB2, LB3 et LB4 isolées a partir de bl¢ fermenté
traditionnel (Hamoum). Elle s’intéresse aussi a I’évaluation de leurs propriétés probiotiques.
Et ce afin de sé€lectionner parmi ces dernieres, la souche ayant le potentiel probiotique le plus
important et susceptible d’étre utilis¢ dans le domaine biotechnologique ou bien dans les

stratégies nutritionnelles préventives contre certaines pathologies chroniques.
I.2.Lieu et durée de travail

La démarche expérimentale relative a ce travail a été réalisée aux laboratoires de
Microbiologie et de Biochimie au sein de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a
I’Université Ibn Khaldoun de Tiaret durant la période du 25 Décembre 2022 jusqu’au 12
Janvier 2023.

I.3.Isolats des bactéries lactiques

Pour étudier le potentiel probiotique des bactéries lactiques, nous avons travaillé sur
quatre bactéries lactiques LB1, LB2, LB3 et LB4 isolées a partir de blé fermenté traditionnel
de type Hamoum durant I’année 2022 au niveau de laboratoire de Microbiologie de la Faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie de 'université Ibn Khaldoun, Tiaret. Ces isolats ont été
conservés en présence de 70% de lait écrémé et 30% de glycérol et stockés a -20°C.

I.4.Matériel du laboratoire et produits chimiques

Le matériel, les produits chimiques et les milieux de culture nécessaires a

I’accomplissement de ce travail sont cités dans le tableau 1 :
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Materiel et Méthodes

Tableau 1 : Matériel, milieux de culture et produits chimiques utilisés.

Appareillages Milieux de cultures Produits chimiques et Verreries et autres
réactifs

Vortex(Velp) Gélose MRS Violet de gentiane Les embouts jaune et bleu
Etuve (Memmert) Bouillon MRS Fuchsine Dessiccateur
Microscope optique G¢élose de Muller Hinton Lugol Boites de Pétri
(Optica) Citrate de Simmons Alcool Pipette Pasteur
pH métre (Ohaus) Huile a immersion Tubes a essai
Centrifugeuse (Sigma) Chlorure de sodium Bécher
Bain marie(GFL) (NaCl) Anse de platine
Spectrophotométre Toluene Membranes filtrantes (0,
(Jenway 7205) Acide chlorhydrique Hcl 45um)

Balance analytique
(Oharus)

Bec bunsen
Agitateurs (Stuart)

Autoclave (Sanoclave)

(IN)
Sels biliaires
Disque d’antibiotiques

Tampon PBS (pH=7,2)

I.5.Méthodes

L.5.1.Procédure expérimentale

I’organigramme suivant :

La démarche expérimentale globale concernant cette étude est illustrée par
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Quatre bactéries lactiques (LB1, LB2, LB3, LB4)

Isolées a partir de blé fermenté (Hamoum)

4 N
Revivification des isolats lactiques sur le bouillon MRS
\ J
( . . . = . . . \
Purification des isolats (apres plusieurs repiquages sur bouillon
et gélose MRS)
\. y,

Identification des isolats

Evaluation des propriétés probiotiques

lactiques (LB1, LB2, LB3, LB4) des isolats LB1, LB2, LB3 et LB4
4 ] )
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Tolérance a I’acidité (pH2 |
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. / J
( ) (R Is bil )
. . ¢sistance aux sels biliaires
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p
Caractéres biochimiques Sensibilité aux antibiotiques
> (catalase, citrate de \
Simmons, type fermentaire). . .
\. J Adhésion in vitro
¥
Caractéres physiologiques y y
> (croissance a différentes Auto-agrégation ] Hydrophobicité de
température....). surface au toluéne
. J

Figure 1. Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale
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I.5.2. Revivification des isolats lactiques

A partir des cultures préalablement conservées a -20°C dans un milieu contenant 70%
de lait écrémé et 30% de glycérol, des prélevements des isolats ont été inoculés dans un
bouillon MRS. Ces inoculations ont été¢ suivies d’une incubation, soit en aérobiose (LBI,

LB2, LB3) ou en anaérobiose (LB4), pendant 24h et a 37°C.

1.5.3.Purification

La purification de ces isolats a été effectuée par plusieurs repiquages successifs sur le
milieu MRS (liquide-solide/solide-liquide) a partir des colonies bien isolées. Avant une
conservation a court terme a 4°C, dans une gélose MRS inclinée, ces derniers ont subi une
pré-identification basée sur des caractéristiques morphologiques (examen macroscopique,

microscopique) et biochimiques (test de catalase).

1.5.4.Pré-identification des isolats

Apres la purification, les isolats obtenus ont subi une pré-identification en se basant sur

es caractéristiques morphologiques et biochimiques (Labioui et al., 2005)

I.5.4.1.Caractéres morphologiques

e Examen macroscopique

Cet examen est réalisé par une observation visuelle qui consiste a décrire les colonies
.obtenues sur la gélose MRS aprés incubation (couleur, taille, contour, aspect, ...)
e Examen microscopique
I1 a ét¢ effectué sur un frottis bactérien préparé a partir des colonies en culture pure puis

fixé et coloré par la méthode de coloration Gram (annexe 5). Cet examen permet de

déterminer la morphologie des cellules bactériennes (taille, forme et mode d’association).
1.5.4.2.Caractéres biochimiques

e Test de la catalase

¢ Principe

En présence d'oxygene moléculaire, certaines réactions métaboliques entrainent la
formation de peroxyde d'hydrogéne. La catalase est une enzyme qui décompose le peroxyde

d'hydrogene en eau et oxygeéne (Delarras, 2014).
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e Technique

Cette technique consiste a prélever une colonie et a 'émulsionner dans une goutte de
Peroxyde d'oxygéne. La libération de bulles indique une réaction positive (Delarras,

2014).

¢ Type fermentaire

¢ Principe

Ce test permet d’évaluer le type de métabolisme par lequel le substrat carboné est
transformé, il consiste a mettre en évidence la formation de CO, dans la cloche de durham
sur le bouillon MRS. Cet examen permet de distinguer les isolats homolactiques des hétéro

lactiques aprés une incubation a 37° C pendant 24 a 48h (Bourgeois et al., 1996).
+ Technique

Des cultures jeunes des isolats lactiques ont été cultivées dans des tubes contenant MRS
avec cloches de Durham. Ensuite ces tubes ont été incubés a 37°C pendant 24h a 48h en
anaérobiose ou en aérobiose selon le type d’isolat testés. La production de gaz (CO,) se

traduit par ’apparition de bulles dans la cloche.

o Test de citrate de Simmons

Ce test a été réalisé par I’ensemencement de la pente de milieu par des cultures jeunes
des isolats lactiques ensuite ont été incubés a 30°C pendant 5 jours. Le virage de la couleur

du milieu du vert au bleu indique I’utilisation de citrate (Marchal et al., 1991).

I.5.4.3.Caractéres physiologiques

¢ Croissance a différentes températures

Des cultures jeunes de chaque isolat lactique issues de blé fermenté ont été inoculées
séparément dans trois tubes contenants le bouillon MRS. Ces tubes ont été incubés a des
températures différentes, 30°C, 37°C et 45°C pendant 24h a 72h. La croissance bactérienne se
traduit par 1’apparition de trouble dans le milieu en comparaison au tube témoin non

ensemenceé (Badis et al., 2005 ; Hariri et al., 2009).
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e Test de croissance a pH différents

Des tubes contenant le bouillon MRS ajusté a des pH différents 4,4 ; 6,2 et 9,6 ont
¢été inoculés séparément par des cultures jeunes des isolats de bactéries lactiques. Ensuite,
ces tubes ont ¢€t€¢ incubés a 37°C pendant 24h a 72h. La croissance est appréciée par
I’apparition des troubles en comparaison avec un témoin non ensemencé (Carr et al.,
2002).

L.5.5.Evaluation des propriétés probiotiques
I.5.5.1.Tolérance a I’acidité

La résistance des bactéries lactiques aux acides a été évaluée selon le protocole décrit
par Anandharaj et al. (2015), avec des modifications mineures. Des bouillons MRS contenus
dans des tubes a essai ont été ajustés a des pH différents (pH 2, pH 3, pH 4 et pH 6,5
(ttmoin)). Ces tubes ont été inoculés par 10°UFC/ml des cultures jeunes de chaque isolat
lactique, puis incubés a 37°C. La croissance a été évaluée par la mesure de la densité optique,

a une longueur d’onde de 625nm, pendant 3h.

1.5.5.2.Tolérance aux sels biliaires

La résistance aux sels biliaires des isolats de bactéries lactiques a été testée selon la

méthode d'Anandharaj et Sivasankari (2014).

Afin d’étudier la résistance des isolats de bactéries lactiques aux sels biliaires, des
bouillons MRS additionnés par 0,3% (p/v) de sels biliaires ont été inoculés par un inoculum
10° UFC/ml de chaque isolat. Ces derniers ont été ensuite incubés a 37° pendant 4h.
L’évaluation de la croissance bactérienne a été faite par la mesure de la densité optique a

625 nm. Bouillon MRS sans sels biliaires ont été utilisés comme témoin.

1.5.5.3.Sensibilité aux antibiotiques

L’¢tude de la sensibilité des isolats lactiques aux antibiotiques, a été réalisée par la
méthode de diffusion (méthode des disques) sur gélose Muller-Hinton (Tarique et al, 2006),
en utilisant les antibiotiques suivants : Chloramphénicol(C?*"), Colistine(CT'?), Métronidazole

(MTZ5), Streptomycine(S'?), Pénicilline (P'’), Ceftazidime(C'®), Gentamicine(CN').

Les surfaces de gélose Muller Hinton, ont ¢été ensemencées (méthode

d’écouvillonnage) par une suspension bactérienne de chaque isolat lactique ajustée a I’échelle
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0,5 de Mc Farland, puis les disques d’antibiotiques ont été déposés a la surface. L’incubation a
été effectuée a 37C° pendant 24h. La lecture des résultats s’effectue par la mesure des
diametres des zones d’inhibition apparues. Les résultats de deux répétitions ont été exprimés
en termes de résistance lorsque le diametre de la zone d’inhibition est inférieure ou égale
I5mm : (<15mm), Intermédiaire entre 16-20 mm ou de sensibilité supérieure a 20 (>20mm)

(Vlkova et al., 2006).

1.5.5.4.Propriétés adhésives in vitro
1.5.5.4.1.Hydrophobicité de surface

La mesure de I'hydrophobicité¢ cellulaire évaluée par le test d'adhésion aux
hydrocarbures a été déterminée selon la méthode décrite par Abushelaibi et al. (2017) avec
des modifications. Des cultures jeunes de 18h ont été préparées dans des bouillons MRS. Le
culot bactérien a été récupéré par centrifugation a 4500 g pendant 15 min et a 4 °C. Apres
¢limination du surnageant, les culots cellulaires ont subi trois ringages successifs avec PBS
stérile (pH 7,2). Ces derniers ont été remis en suspension dans 3ml du tampon cité
précédemment. Le nombre total des cellules bactériennes obtenues a été ajusté a un inoculum
initial de 10® UFC/ml (A). Ensuite Iml de toluéne a été additionné a 3 ml de la suspension
bactérienne puis incubée a 37°C pendant 1h. Aprés une heure d’incubation, la phase aqueuse a
été récupérée et I’absorbance finale a ¢ét¢ lue a 625nm (A,). Le pourcentage de

I’hydrophobicité a été calculé selon la formule suivante :

| A1
Ao :DO 4 0h Hi =1-— (E) X 100

A;:DOa 1h
1.5.5.4.2.Auto-agrégation

L'auto-agrégation de surface cellulaire a été réalisée selon la méthode décrite par
Abdulla et al. (2014) avec des modifications. Les cultures bactériennes de chaque isolat
lactique incubées a 37°C pendant 18 h ont été centrifugées a 4500 g pendant 15 min et a
4°C. Aprées centrifugation, les cellules récoltées ont été lavées deux a trois fois avec une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS; pH 7,2). Ces derniers ont été remis en
suspension dans 4ml du tampon cité précédemment. Les suspensions cellulaires ainsi
obtenues ont été ajustées a un inoculum initial 10° UFC/ml(A,). Ensuite 4ml de chaque
suspension bactérienne ont été¢ vortexés pendant 10 s et incubées a 37 °C pendant 3h. Apres

3h d’incubation, la suspension supérieure a été récupérée et 1’absorbance finale a 625nm a été
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lue (A)). Le pourcentage de l'auto-agrégation des cellules bactériennes a été calculé par la

formule suivante :

. Al
Ay: DO & 0h AL=1- (E) X100

A;: DO a3h
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

I1.1. Identification des isolats lactiques issus de blé fermenté

Les résultats de I’identification morphologiques sont indiqués dans les figures 2, 3, 4
etS.
I1.1.1.Caractéres morphologiques

L’examen macroscopique montrent que les isolats lactiques codés LB1 LB2 et LB3
cultivés sur la gélose MRS donnent des colonies de forme circulaires, moyennes, avec une
surface lisse plus ou moins bombées de couleur blanchatre ayant un contour régulier (figures
2A,3C,4E). Cependant, les colonies de I’isolat LB4 sont de petites tailles lisses arrondies de
couleur blanche (figure 5G).

Figure 2 : Aspects macroscopique (A) et microscopique (B) de I’isolat LB1 aprés la coloration de Gram

(objectif x100)

Figure 3 : Aspects macroscopique (C) et microscopique (D) de I’isolat LB2 aprés la coloration de Gram

(objectifx100)

Figure 4 : Aspects macroscopique (E) et microscopique (F) de I’isolat LB3 aprés la coloration de Gram

(objectif x100)
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Figure 5 : Aspects macroscopique (G) et microscopique (H) de I’isolat LB4 aprés la coloration de Gram
(objectif x100)

Parallélement, I’examen microscopique a révélé que les quatre isolats lactiques étudiés
sont de Gram positive ayant des formes différentes. Les cellules de trois bactéries LB1 LB2
et LB3 se présentent sous forme coque, ovoides isolées, ou regroupées en pairs (figures
2B,3D,4F) par ailleurs, I’isolat LB4 présente des cellules de forme bacillaire, isolées ou

disposées en amas (figure SH).

I1.1.2.Caractéres biochimiques et physiologiques
Les résultats des caractéres biochimiques et physiologiques sont présentés dans le

tableau 2.

Tableau 2. Identification biochimique et physiologique des isolats LB1, LB2, LB3 et
LB4 issus du blé fermenté.

Isolats LB1 LB2 LB3 LB4
Tests
Catalase - - - -
Type Hétéro Hétéro Hétéro Homo

fermentaire

Citrate de - - - -

Simmons
Croissance a
différentes

températures

30°C + + + +

37°C + + + +

45°C - - - +
Croissance a
différents pH

4.4 + + + +

6,2 + + + +

9,6 + + + +

- : Résultats négatif + : Résultats positif
Homo : Homofermentaire Hétéro : hétérofermentaire
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Les résultats indiquent que les quatre bactéries étudiées ne produisent pas de catalase,

elles n’utilisent pas le citrate comme unique source de carbone.

Les isolats LB1, LB2 et LB3 produisent le gaz (CO,) a partir de glucose, elles sont
donc considérées comme hétérofermentaire. Cependant la bactérie LB4 ne produit pas de gaz

(CO,) lors de la fermentation de glucose,elle est donc homofermentaire.

L’identification physiologique a révélé que les isolats codés LB1, LB2, et LB3 se
développent a une température de 30C°, mais pas a 45C° a I’exception de I’isolat LB4 qui est
capable de croitre a une température de 45°C. L’ensemble des bactéries étudiées sont aussi

capables de se multiplier dans un intervalle de pH compris entre 4,4 et 9,6.

L’ensemble des résultats obtenus concernant les caracteres morphologiques,
biochimiques et physiologiques des trois isolats codés LB1, LB2 et LB3 confirment les
caracteres d’identification phénotypiques de Leuconostoc ou Weissella, ceci sont identiques
aux caractéristiques principales de 1’identification décrites dans le manuel de Bergey de la

bactériologie systématique (Kandler et Weiss., 1986) et Procaryotes (Hammes et al., 1992).

D’autre part, les résultats d’identification de I’isolat lactique codé LB4 ont permis de

confirmer que cette bactérie appartenant au genre Lactobacillus.

Les genres identifiés dans nos échantillons de blé fermenté sont en accord avec Tahaiti et al.
(2017) qui ont étudié 1’identification phénotypique des bactéries lactiques isolées a partir de
blé fermenté hamoum, ces auteurs ont constaté que les isolats appartiennent essentiellement

aux Lactobacillus (69%), Pediococcus (15%), Leuconostoc (8%) et Enterococcus (8%).

Aussi, une étude réalisée par Benakriche et al. (2016) a ¢ét¢ démontrée la dominance du genre

Lactobacillus dans le blé fermenté de la région de Mostaganem.

Les résultats des caractéristiques phénotypiques obtenus nécessitent des tests

complémentaires afin de distinguer entre les deux genres Leuconostoc et Weissella.
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I1.2.Etude du potentiel probiotique des isolats lactiques étudiés
I1.2.1.Résistance a I’acidité

La résistance des isolats lactiques au pH acide a été testée in vitro, les résultats sont

indiqués dans la figure 6.

: — e E|1 TR
— o8

— pH3

b e
0,5 / 05 é pH65
pH65 . —
2

Temps(h) Temps (h)

3

c o8 R H 1 it
—_— pH3
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Figure 6 : Croissance des isolats LB1 (A) ,LB2 (B), LB3 (C) et LB4 (D) a différents pH
apres 3h d’incubation.

Selon les résultats obtenus en évaluant la croissance des isolats lactiques, aprés une
durée d’incubation de 3h a 37°C, on a remarqué une résistance des isolats LB1, LB2 et LB3 a
pH 3 mais avec une légere diminution de croissance en comparaison au témoin (pH 6,5). En
revanche, la résistance de ’isolats LB4 aux pH 2, pH 3 et au pH 4 a été clairement constatée
par une augmentation de I’absorbance mais d’une fagon réduite par rapport au témoin (pH
6,5) dont la densit¢ optique a été respectivement (0,587vs0,657);(0,536vs0,657) ;
(0,589v50,657). Ceci est dii a leur capacité a produire des acides et d’autre métabolites qui
peuvent aider a réguler leur environnement. De plus, les lactobacilles ont des mécanismes de
régulation du pH internes tels que 1’échange de protons, qui leur permettent de survivre dans

des conditions acides (de Souza et al.,2019).

Une bactérie lactique probiotique doit étre capable de tolérer des conditions acides
pour survivre lors du passage dans l'estomac ou le pH est acide (1,5 a 3) en raison de la

sécrétion de sucs gastriques (Hassanzadazar et al., 2012).
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Ces résultats confirment ceux obtenues par Argyri (2013), évoquant la tolérance et la
capacité de survivre de Lactobacillus a pH 2,5 et 4. Cela dépend du type de souche de

lactobacilles et de la durée de I’exposition a ce pH spécifique.

Jothi et al. (2012), ont également constaté I'augmentation du nombre de cellules de
Lb. fermentum viables a pH 3,0 apres 4 h d'incubation. Ces résultats sont en bon accord avec
les rapports antérieurs qui ont montré que la souche probiotique a une survie optimale a un
pH 3 (Azat et al., 2016). Aussi, dans une étude réalisée sur les propriétés probiotiques des
bactéries lactiques isolées de blé fermenté traditionnel les auteurs ont confirmé que Lb.
plantarum a la capacité de survivre et de tolérer le pH acide aprés 3h d’incubation (Tahaiti et

al .2017).

Manini et al. (2016) ont étudié la tolérance de 13 souches des bactéries lactiques
isolées a partir de levain de son de blé fermenté. Seules six souches ont résisté a une

exposition de 2 h aux conditions acides (pH 2,5).

11.2.2. Résistance aux sels biliaires

Les résultats de la tolérance des isolas lactiques testés aux sels biliaires sont illustrés

dans la figure 7.
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Figure 7. Croissance des isolats lactiques LB1 ; LB2; LB3 et LB4 en présence de
0,3% de sels biliaires apres 4 h d’incubation

Les résultats obtenus démontrent que les isolats LB3 et LB4 issus du blé fermenté

présentent une forte tolérance au 0,3% des sels biliaires apres 4h d’incubation et ce avec des
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valeurs de DO de I’ordre de 0,42 et 0,41 en comparaison avec les témoins (sans sels biliaires),
ou les DO sont évaluées a 0,57 et 0,48, respectivement. Cependant, les isolats LBlet LB2
dévoilent une faible résistance aux sels biliaires, ceci est indiqué par des DO de ’ordre
de 0,16 et 0,31 en comparaisons avec les t¢émoins, on note 0,52 et 0,58, respectivement.

La résistance des bactéries lactiques probiotiques aux sels biliaires peut étre attribuée
a leur capacit¢ de modifier la composition de leur membrane cellulaire. Certaines bactéries
ont développé des systémes d’efflux actifs pour éliminer les sels biliaires (Villani et al., 2007)
. Elles sont également capables d’hydrolyser les sels biliaires a I'aide d'une enzyme de bile salt
hydrolase (Bustos et al., 2018). La capacité des bactéries probiotiques a résister aux sels
biliaires est un facteur important dans leur capacité a coloniser et a survivre dans 1’intestin.

Les résultats obtenus corroborent ceux indiqué par Tahaiti et al (2017), ces derniers
ont constaté que toutes les souches isolées du blé fermenté de la région de Mostaganem
montrent une viabilité élevée en présence de toutes les concentrations testées en sels biliaires.

Aussi, Mulaw et al. (2019) ont rapporté une tolérance de quatre souches des bactéries
lactiques isolées a partir des aliments fermentés traditionnels éthiopiens a 0,3 % de sels
biliaires. En outre, une étude réalisée par Adesulu-Dahunsi et al. (2018) sur des bactéries
lactiques isolées a partir d’un aliment fermenté a base de céréales ont montré que les souches
Lactiplantibacillus plantarum et Pediococcus pentosaceus présentent une bonne tolérance a
0,3 % de sels biliaires apres 4 h d’incubation par rapport a la souche Weissella cibaria.
I1.2.3.Sensibilité aux antibiotiques

Les diametres des zones d'inhibition en (mm) des antibiotiques contre les isolats
lactique sont indiqués dans le Tableau 3 et (Annexe 4).

Tableau 3. Sensibilité des isolats lactiques testés aux antibiotiques

LB1 LB2 LB3 LB4
Antibiotiques Résistance ou Résistance ou Résistance ou Résistance ou
1 sensibilités sensibilités sensibilités Sensibilités

Chloramphénicol ¢™® I S S S
Colistine 2 I S | R
Métronidazole “*® R R R R
Streptomycine®® S S R I
Pénicilline®® S S 1 R
Ceftazidime R R R R
Gentamicine @9 S S S I

R : résistant (<15mm); S : sensible (>20mm); I: Intermédiaire (16-20 mm)
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Le tableau 3 reporte les résultats de profil de résistance des isolats lactiques issus du
blé fermenté aux antibiotiques. Les souches présentant un diamétre de zone d’inhibition
inferieur a 15mm sont considérées comme résistantes (VIkova et al., 2006).

Les quatre isolats lactiques étudiés présentent une résistance remarquable vis-a-vis
Métronidazole et Ceftazidime (absence de zone d’inhibition).En revanche, ces souches ne
présentent pas de résistance aux antibiotiques suivants : Chloramphénicol (30"%)
Streptomycine et Gentamicine (10*¢) ou les diameétres d’inhibition sont supérieur a 15mm.
Ce résultat est en accord avec des études ayant rapportées que les lactobacilles sont
généralement sensibles aux antibiotiques inhibiteurs de la synthése des protéines comme le
chloramphénicol, 1’érythromycine, et la tétracycline (D’aimmo et al., 2007 ;Tahlaiti et al.,

2017 ; de Souza et al., 2019).

Par ailleurs, Aucun effet sur la croissance de 1’isolat LB4 n’a été observé en présence
de Colistine (10"¢) et Pénicilline. Ces résultats confirment ceux obtenus par Riaz Rajoka et
al.(2017), ces derniers ont démontré la résistance de Lb. rhamnosus a la pénicilline et a la
kanamycine. Cette diversité des profils de résistance des souches lactiques peut-étre due au
genre auquel appartient la bactérie, a 1’état physiologique et a la nature des antibiotiques

(Tahlaiti et al., 2017).

Grace a sa résistance naturelle aux antibiotiques cliniquement importants, les
lactobacilles peuvent étre utilisés comme probiotiques ou dans le cadre d’une thérapie

combinée antibiotique / probiotique pour lutter contre les infections bactériennes.

11.2.4.Propriétés adhesives
11.2.4.1.Hydrophobicité de surface cellulaire

Ce test permet d’évaluer I’hydrophobicité de la surface cellulaire des isolats lactiques
vis-a-vis du toluéne, ce qui peut étre un indicatif de leur capacité a coloniser les mucus
intestinaux. Les pourcentages obtenus de I’adhérence de ces bactéries au toluéne montre

I’hydrophobicité de leur surface (figure 8).
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Figure 8. Hydrophobicité de surface des isolats lactiques LB1 ; LB2 ; LB3 et LB4 au tolu¢ne

Ces résultats dévoilent que les isolats lactiques LBI1 et LB3 présentent des
pourcentages d’hydrophobicité €levés supérieur a 40%. Cela confirme d’une bonne sélectivité
des surfaces membranaires. Par ailleurs, les isolats LB2, LB4 montrent une hydrophobicité
faible avec des pourcentages de 21 et 11, respectivement.

Dans notre ¢étude, les isolats étudiés ont montré différents pourcentages
d'hydrophobicité vis-a-vis du toluene. Cette différence existait entre les souches, peut étre
attribuée a la variation des proportions de parties hydrophiles/hydrophobes dans la paroi
cellulaire des isolats de bactéries lactiques (Kaushik et al., 2009). En effet, dans une étude
réalisée par Schir-Zammaretti et Ubbink (2023) portant sur la composition physicochimie
des surfaces cellulaires microbiennes, ils ont été révélés que la présence de glycoprotéines a la
surface cellulaire augmente son hydrophobicité, tandis que la présence de polysaccharides est
associée a une grande hydrophilie.

Rokana et al. (2018) ont suggéré que la plus haute affinité des souches de
Lactobacillus pour le chloroforme et le toluéne (solvants aliphatiques et aromatiques
monopolaires, respectivement) montre la présence des composants de surface cellulaire a
faible accepteurs d'électrons/acides.

Ce résultat va de pair avec ceux obtenus par Srinivash et al. (2023), ces derniers ont
montré que quatre souches lactiques isolées a partir des produits alimentaires fermentés

présentent une fore hydrophobicité supérieure a 40 % contre le toluene et xylene.
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Aussi, Rocha-Mendoza et al.(2020) ont rapporté que sept souches des bactéries
lactiques provenant de babeurre présentant une hydrophobicité de plus de 30% vis-a-vis du
toluene.

En outre, Luan et al. (2022) ont constat¢ que 1’hydrophobicit¢ de la souche
Leuconostoc mesenteroides LVBH107 isolée a partir du produit alimentaire fermenté chinois
est de ’ordre de 18,95 % vis-a-vis le xylene et le toluéne, ce qui révele une hydrophobicité
similaire a celle obtenue avec notre isolat LB2 présumé Leuconostoc.

Les interactions hydrophobes des bactéries contribuent de manicre cruciale dans
I'adhésion et la formation de biofilm. En effet, I’hydrophobicité des bactéries est associé a
leur milieu environnant, leurs phases de croissance et a la composition de leur structure
cellulaire (Wu et Shah, 2014 ; Nivoliez et coll, 2015).

I1.2.4.2.Auto-agrégation

Les résultats d’auto-agrégation des isolats lactiques aprés 3h d’incubation a 37°C sont

présentés dans la figure 9.
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Figure 9. Capacité d'auto-agrégation des isolats lactiques LB1 ; LB2 ; LB3 et LB4.

Cette figure montre que 1’isolat LB4 présumé Lactobacillus présente un pourcentage
d'auto-agrégation trés €levé estimé a 73 %. Cependant, les autres isolats LB1, LB2 et LB3
révelent les plus faibles capacités d’auto-agrégation avec des pourcentages de 6, 16 et 21,
respectivement. La perte de la capacité d’auto-agrégation de ces isolats lactiques présumés

Leuconostoc est probablement causée au ringage au PBS. Ces résultats sont conformes avec
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ceux de Sathyapriya et Anitha (2019), qui ont trouvé que la capacité d’auto-agrégation de la
souche Ln.mesenteroides subsp. mesenteroides SJRP55 isolée de 1’eau du fromage mozzarella

du buffle a un taux faible de I’ordre de 14,2 % a 38 %.

Une étude comparative menée par Srinivash et al. (2023) confirme ces données en
rapportant que les quatre souches lactiques de Lactobacillus isolées a partir des produits
alimentaires fermentés exhibent une forte auto-agrégation supérieure a 40 %. Cette auto-
agrégation élevée des bactéries lactiques appartenant au genre Lactobacillus peut étre die a
plusieurs facteurs, notamment la production des substances polysaccharidiques
extracellulaire, les interactions €lectrostatiques entre les charges de surfaces des bactéries, les
forces de Van der Waals et les liaisons hydrophobes, ces facteurs peuvent varier selon les
especes et les souches de bactéries lactiques (Nikolic et al., 2010). Dans le méme sens, une
investigation réalisée par Gomaa (2013) indique que plusieurs souches a potentiel
probiotiques : Lb. plantaire, Lb. paracasei et Lb. acidophilus ont un pouvoir d'auto-agrégation
compris entre 51,12% et 78,17%.

Aussi, Gunyakti et Asan Ozusaglam (2019) ont rapporté que la souche Lb. Gasseri a
présenté une forte capacité d'auto-agrégation estimée a 95 %.

Les propriétés de surface cellulaire des bactéries probiotiques sont influencées par
différents facteurs tels que I'auto-agrégation, la co-agrégation et I'hydrophobicité. Ces
propriétés de surface sont importantes dans le tractus gastro-intestinal humain car elles
empéchent la colonisation des agents pathogénes grace a des interactions positives

(Abushelaibi et al., 2017).
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Conclusion

Les aliments fermentés traditionnels représentent une source trés riche en bactéries
bénéfiques. Parmi ces microorganismes, les bactéries lactiques probiotiques occupent une
place d’excellence et un choix a prendre en considération dans les domaines alimentaires et
médicaux. Dans ce contexte, l'objectif de cette présente étude s’intéresse a continuer
I’identification phénotype de quatre bactéries lactiques isolées a partir de blé fermenté
traditionnel, puis évaluer leurs potentialités probiotiques via la détermination de leurs

propriétés fonctionnelles in vitro.

L'identification phénotypique (morphologique, biochimiques et physiologiques) des
quatre isolats lactiques testés, en utilisant des méthodes classiques a permis de déterminer les
genres suivant : Leuconostoc ou Weissella pour les isolats LB1 ; LB2, LB3 et Lactobacillus

pour I’isolat LB4.

Concernant la tolérance des isolats lactiques a 1’acidité indiquent que 1’ensemble des
souches ¢tudiées ont présenté une bonne résistance a pH3 en comparaison au témoin (pH 6,5).
Par contre, I’isolat LB4 a montré une capacité de survie a tous les pH testés (pH 2 et pH 4)
mais d’une fagon réduite par rapport au témoin (pH 6,5) dont la densité optique a été

respectivement 0,536vs0, 657 et 0,589 vs 0,657.

Les quatre souches bactériennes LB1, LB2, LB3 et LB4 présentent une résistance
importante a 0,3% des sels biliaires durant 4h d’incubation celle-ci varie entre les quatre
bactéries testées. On constate que les deux isolats LB3 et LB4 montrent une meilleure

croissance en présence de 0,3 % de bile avec des DO évaluées a 0,57 et 0,48, respectivement.

Parall¢lement, 1’ensemble des bactéries étudiées ont exhibé une résistance importante
vis-a-vis Métronidazole et Ceftazidime et une sensibilit¢ aux Chloramphénicol et

Gentamicine.

L’hydrophobicit¢ de surface évaluée par le test d’adhésion aux hydrocarbures
dévoilent que les isolats lactiques LB1 et LB3 ont enregistré des taux d’hydrophobicité élevés
supérieurs a 40% en comparaison avec les souches LB2 et LB4. D’autre part, la capacité
d'auto-agrégation montre que ’isolat LB4 a présenté un pourcentage tres élevés estimé a 73
%. Cependant les souches LB1, LB2 et LB3 ont révélé des faibles pourcentages évalués a

6%, 16% et 21%, respectivement.

L’ensemble de ces résultats nous laisse suggérer que les deux souches de bactéries

lactiques LB3 et LB4 contenues dans le bl¢ fermenté présentent des propriétés fonctionnelles
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in vitro plus élevées par rapport aux autres souches étudiées, par conséquent, elles peuvent
étre considérées comme des bons candidats probiotiques, pourraient étre proposées dans la
prévention des pathologies associées a la dysbiose intestinale et dans le développement des
aliments fonctionnelles. Cependant, il est clair que des tests supplémentaires et des
investigations in vivo sont nécessaires a entreprendre afin de valider et consolider ces

résultats. Les perspectives de cette présente ¢tude visent a :

» Identifier les isolats lactiques par le bais des galeries api SOCH et par les techniques

moléculaires telles que la PCR...).

» Compléter I’étude des propriétés probiotiques (innocuité, adhésion aux cellules,,,,)

» Déterminer les propriétés probiotiques des bactéries lactiques iv vivo.
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Annexes

Annexe 1

Composition des milieux de cultures utilisés

Milieu MRS (de De Man Rogosa et Sharpe)
Pour 1 litre de milieu :

® Peptone bactériologique

.10g
e Extrait de viande
..8,0g
e Extrait autolytique de levure
.4,0g
©  GIUCOSE ..ottt ettt ettt ettt e a bt a e na ettt eeaees
20g

¢ Phosphate dipotacium
..2,0g

e Acétate de sodium
.5,0g

e (Citrate d’ammonium
...2,0g

e Sulfate de magnésium
2,0g

Sulfate de manganese
..0,05¢g

Stérilisation a 121°C pendant 15min pH 6,5
Gélose de Mueller-Hinton :

Pour 1 litre de milieu :

e Infusion de viande de baeuf.......... ..ot 300g
¢  Hydrolysat de CaSCINE .........couiiiiiiiiiiiieeeie e e e e enee e 17¢g
LN 51§ [ ) P 1,5¢

O GRlOSE. .ttt ettt sttt s naeeneseens LT

35



Annexes

Stérilisation a 121°C pendant 15min

Annexe 2

Préparation de tampon phosphate (pH 7,2)

NazHPO4

........................... 1.27g

21 5 2 .
........................................ 0.44¢g

T3
.............................................. 8g

Eau distillée
....................... 1L
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Annexe 3

Résultats d’identification biochimique (test de Citrate de Simmons),

(photo prise lors de I’expérimentation)

LB3 LB4

Figure 1. Résultats du test de Citrate de Simmons des isolats lactiques.

e Standardisation de ’inoculum a I’échelle 0,5Mc Farland
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Choisir des colonies bien isolées avec 1’anse de platine et les transférer dans un tube de
solution salée stérile. Emulsionner une quantité suffisante de culture bactérienne dans la
solution salée la densité optique correspondante de cette solution doit étre comprise entre
{0,08-0,13}, dont la longueur d'onde est 625 nm.

Annexe 4

Sensibilité des isolats lactiques aux antibiotiques

LBI LB2 LB3 LB4

Diameétres Diameétres Diameétres Diameétres
(mm) (mm) (mm) (mm)
17,5 42 21 21

18 21 16,5 13

/ / / /

30 25 7,5 16,5
24,5 31 20 15

/ / / /

24,5 73 21,5 18,5
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Annexe 5

Technique de coloration de Gram selon Prescott et al. (2003)
La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :
» Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre ;

» Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d‘eau, strier et sécher par
Passage rapide sur la flamme d‘un bec benzéne ; Couvrir le frottis par du violet de Gentiane
pendant 60 secondes ;

» Ajouté du Lugol pendant 30 secondes ;

» Décoloré avec 1’alcool 95% ;

» Laver a l‘eau distillée pendant 5 secondes ;

» Ajouter la fuchine et laisser pendant 15 a 30 secondes ;

» Laver a I’eau ; Aprés séchage déposer une goutte d huile a immersion sur le frottis et observer
au microscope au grossissement (x100).

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes en apparence,
contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres
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Annexe 6

Résultats de test sensibilité des isolats aux antibiotiques (photo prise lors de I’expérimentation)

Figure 3. Résultats de test sensibilité aux antibiotiques
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Résumé :

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans la production des aliments
fermentés, en raison de leurs multiples propriétés bénéfiques, qui semblent relativement
associées a leurs potentialités probiotiques.

Dans cette optique, l'objectif de cette étude vise dans un premier temps a
I’identification phénotypique de quatre bactéries lactiques isolées a partir de blé fermenté
traditionnel (Hamoum) et dans un deuxiéme temps a étudier in vitro leurs propriétés
fonctionnelles.

La pré-identification des quatre isolats lactiques LB1, LB2, LB3 et LB4 a ét¢ effectuée
par les tests morphologiques, biochimiques et physiologiques. Alors que les propriétés
fonctionnelles ont été évaluées par les tests suivants : la tolérance a I’acidité, la tolérance aux
sels biliaires, la résistance aux antibiotiques et la capacité d’auto-agrégation.

Les résultats de l'identification phénotypique des quatre isolats lactiques testés, a
permis de confirmer les deux genres de Leuconostoc ou weissela et Lactobacillus. Par
ailleurs, les résultats d’évaluation de leurs propriétés probiotiques in vitro montrent que les
deux souches LB3 et LB4 sont capables de maintenir leurs croissances a pH 3 et a pH 4 et ce
apres une exposition de 3 h, et de 4 h et en présence de 0,3 % de sels biliaires, en comparaison
aux autres isolats lactiques testés. Elles ont présenté ¢galement une bonne capacité d'auto-
agrégation qui varie de 20 a 73 %. En revanche, la mesure de 1’hydrophobicité cellulaire
¢valuée par le test d’adhésion au toluéne a montré des niveaux d’hydrophobicité supérieurs a
40% pour les souches LB1 et LB3. Une résistance importante aux métronidazole et
ceftazidime a été constaté chez toutes les souches de bactéries lactiques testées.

Ces résultats laissent a suggérer que les deux bactéries lactiques sélectionnées LB3 et
LB4 présentent un bon potentiel probiotique.

Mots clés : bactéries lactiques, blé¢ fermenté traditionnel (Hamoum), probiotique, propriétés

probiotiques
udlall

5 ¢ sanmiall 55l Lpatladd ) a0 ¢ 5 yedall dealaY) 21 8 ol 5 Bl e SLaOU aea Uy 203
A s LSy s Adai ya 525
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