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Introduction générale

La Microbiote intestinal est un systeme interdépendant dans lequel chagque composant joue un
role crucial. Cependant, plusieurs facteurs peuvent perturber cet équilibre, tels qu'une
alimentation déséquilibrée, des traitements antibiotiques, le stress, etc. Lorsque les bactéries
intestinales sont altérées ou présentes en nombre insuffisant, elles ne peuvent plus remplir leurs
fonctions normales. Cela conduit a un état de dysbiose, caractérisé par un déséquilibre a la fois
quantitatif (en termes de nombre de bactéries) et qualitatif (en termes de fonctions métaboliques)
dans l'intestin. Cet état peut avoir des conséquences néfastes et étre a l'origine de diverses
affections intestinales et extra intestinales, telles que les maladies inflammatoires, les maladies

auto-immunes, les allergies et les infections (Wyatt et al., 1990).

Depuis le début des années 2000, de nombreuses études se sont intéressées au microbiote et
ont révéle son potentiel fondamental et son importance. Ces découvertes ont ouvert la voie a de
nouvelles perspectives thérapeutiques, notamment l'utilisation de microorganismes comme une
alternative "écologique” aux traitements conventionnels dans de nombreuses pathologies. Les
probiotiques, qui sont des bactéries vivantes administrées par voie orale, ont été proposés en tant
que microorganismes dotés d'un potentiel magique. lls renforcent la flore du corps et leur
présence permet notamment de lutter contre la prolifération des bactéries pathogénes. Plusieurs
études cliniques ont déja démontré I'efficacité de certains probiotiques dans le traitement de

maladies systémiques et infectieuses (Ezzariga, 2015).

Les probiotiques peuvent étre naturellement présents dans certains aliments, tels que les
yaourts et les produits laitiers fermentés, ou introduits dans des compléments alimentaires ou des
médicaments. Les bactéries lactiques, telles que les Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcus,
ainsi que les bifidobactéries, sont parmi les probiotiques les plus connus et largement utilisés
dans I'industrie alimentaire, notamment dans la fabrication de yaourts et d'autres produits laitiers
fermentés (Guidelines P, 2008). Les bactéries lactiques sont souvent utilisées pour la prévention
et le traitement de la dysbiose. Elles jouent un réle important dans la santé humaine en dominant

et en équilibrant la microflore intestinale (Akbar et al., 2019).
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Les probiotiques sont capables de survivre dans le tractus digestif, la maintenance de cette
viabilité au niveau intestinal fait appel a des substances polysaccharides qui sont considérées eux
méme comme additifs alimentaires connus sous le nom de prebiotiques (Benguiar et al, 2015).
Dans ce cas, la gomme arabique (GA) est considérée comme prébiotique naturel (Al-Baadani et
al., 2021) qui se compose aussi d'un polysaccharide de plusieurs types de sucres (Al-Assaf,
Phillips, et Williams., 2005).

Les substances symbiotiques, qui réunissent les probiotiques et les prébiotiques, permettent au
probiotique de survivre et d'accroitre ses bienfaits pour la santé de I'hdte. En combinant les
avantages des probiotiques et des prébiotiques, les symbiotiques offrent des bénéfices
synergiques. Il est important de noter que les effets des symbiotiques ne sont pas universels, mais
dépendent de la combinaison spécifique de probiotiques et de prébiotiques présente dans le
supplément symbiotique. Ainsi, les bienfaits des symbiotiques sont liés a cette combinaison

précise et peuvent varier d'un produit symbiotique a un autre (Géraldine Favre ,2004).

L'objectif principal de cette pré-étude est d'explorer I'utilisation d'un produit symbiotique,
qui’est composé a la fois de probiotiques « lactobacilles » et de prébiotiques « gamme Acacia
Arabica », afin de rétablir I'équilibre du microbiote intestinal et prévenir le développement de

maladies potentiellement dangereuses.

Ce présent manuscrit est divisé en deux parties :

La premiére partie est une synthese bibliographique. Le premier chapitre concerne quelques
notions importantes sur le microbiote intestinal, et mettre sous projection le phénomene de la
dysbiose intestinale. Le deuxiéme chapitre porte des données générales sur les prébiotiques,
définition des prébiotiques, criteres de leur évaluation en termes de sécurité et effets fonctionnels
et technologiques, les mécanismes d’action des prébiotiques au niveau intestinal. Le troisiemes
chapitre concerne les probiotique, leur définition et les critéres de choix des ainsi leur mode
d’action.La deuxieme partie inclut le protocole expérimental qui démontre les différentes étapes
de manipulation, tel que 1’étude de la flore intestinale, isolement et les purifications des souches
lactique (d’origine selle, yaourt, lait) ainsi qu’étude des aptitudes probiotique, étude effets de la
gamme acacia (prébiotiques) sur bactéries lactique (probiotique) et leur activité antibactérienne.
Les résultats et leurs discussions qui se basent sur les différents résultats obtenus d’autres

recherches.
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Introduction

Le microbiote intestinal désigne les communautés des microorganismes qui résident dans le
tube digestif, leur étude montre le réle fondamental qu’il joue dans la physiologie intestinale et

aussi dans la santé humaine d’une fagon générale(Landman et Quévrain, 2016).

Ce chapitre présente la structure et le réle du microbiote intestinal ainsi que les perturbations

de son équilibre.

I. Systeme digestif humain

L’appareil digestif est I’ensemble des organes essentiel a la vie, responsables du processus de
digestion et absorption des nutriments, que le corps utilise pour 1’énergie, la croissance et la

réparation cellulaires (Gonzales,2020).
I.1. Intestin gréle

L’intestin gréle est un tube qui mesure environ 6 m chez I’homme. Il comprend trois parties :

le duodénum,le jéjunum et I’iléon (figure 1).

Sur le plan physiologique, il joue le role de termine le processus de digestion et assure
I’essentiel de 1’absorption des nutriments grace aux microvillosités qui sont situées au pdle apical

des entérocytes de 1’épithélium intestinal (Tanguy, 2018).

Figure. 1 : Structure de I’intestine gréle (Tanguy, 2018).

1.2. Gros intestin

Le Cblon mesure environ 1,5 m de long. Son épithélium ne comporte pas de villosités, mais
elle présente de nombreuses cryptes. Ainsi, I’épithélium colique est constitué de colonocytes
(cellules responsables de 1’absorption de 1’eau et des électrolytes), de cellules caliciformes et de

cellules entéro endocrines (Tanguy, 2018).
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I1. Flore intestinale

Le tractus digestif humain, de la cavité buccale a I'anus, abrite une variété impressionnante de
micro-organismes, comprenant des bacteries, des champignons, des parasites et des virus. Les
intestins, qui constituent la partie du systeme digestif la plus étudiée en raison de la présence de
la majorité des especes microbiennes, abritent collectivement le microbiote intestinal. Ce dernier

représente le plus vaste réservoir de microorganismes du corps humain (Ludovic Coppé, 2018).

11.1. Définition de la flore intestinale

Le microbiote intestinal est un systéme écologique complexe composé de micro-organismes
unicellulaires, principalement des bactéries, mais aussi des virus, des champignons et des
archées, qui résident dans le tractus gastro-intestinal. La composition du macrobiote intestinal se
forme progressivement pendant I'enfance, sous l'influence de divers facteurs tels que le mode
d'accouchement, le terme de la grossesse et I'alimentation, et continue d'évoluer tout au long de

la vie (Landman et Quévrain., 2016).

11.2. Répartition de la flore intestinale

La localisation et I'organisation spatiale du microbiote intestinal ne sont pas homogénes le
long du tube digestif (Clarke et al. 2019). La concentration des bactéries dans le tube digestif
augmente progressivement de I’estomac au colon. Elle passe de 10*-10° bactéries par gramme de
contenu intestinal dans I’estomac a 10'2-10* bactéries par gramme de contenu intestinal dans le

cblon. La quantité retrouvée dans le cdlon est similaire a celle présente dans les feces (figure 2).

Estomac
10'-10° Bactéries/gramme

3 102-10'* Bactéries/gramme

——— -

o V) Duodénum
‘é Uﬁ 10%-10°Bactéries/gramme
a &D‘(\( LI\
s — l‘ V v’,‘._“l

—\ )
g -‘Fs}{_.:(ﬂ Jéjunum/Iléon
s ' : \ 10%Bactéries/gramme
3 <
o
t Célon
v
o
<
o
o

Féces

‘# 10'2-10' Bactéries/gramme

Figure. 2 :Microbiote dans les différents segments du tube digestif (Nicolas 2016).
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L’estomac est un milieu trés pauvre en bactéries (environ 100 bactéries par gramme de
contenu stomacal) car son pH acide et la présence d’enzymes digestives ne sont pas favorables a
la croissance bactérienne. Ensuite, la concentration en bactéries augmente le long du tractus 20
digestif pour étre maximale dans le célon (Nicolas 2016). La plus forte densité de bactéries est

présente dans le cdlon ayant un pH moyen de 6,4 a 7 (Clarke et al. 2019).

11.3. Composition de la flore intestinale

L’homme est parfois décrit comme un métagénome, il est composé de 1’ensemble des genes
du génome humain d’une part et du microbiome bactérien d’autre part (Cani, Moens de Hase, et
Van Hul 2021). Le microbiote intestinal humain est composé de 10 bactéries et archées réparti
en 1000 especes bactériennes. Le génome du microbiome dans l'intestin humain contiendrait au
moins 150 fois le nombre de genes humains et la biomasse de l'intestin le microbiote peut
atteindre 4 1,5 kg (Lv et al. 2019).

Les 10 bactéries sont principalement constituées de 5 phylums majeurs classés par ordre
d’importance (tableau 1).Le microbiote intestinal est dominé principalement par deux phylums :
les firmicutes et les bacteroidetesconstituent plus de 90 % des especes connues catégories
phylogénétiques et dominent l'intestin sain (Gérard et Vidal 2019; Cani, Moens de Hase, et
Van Hul 2021), alors que les actinobactéries, les protéobactéries et Verrucomicrobia sont des

constituants fréquents, mais généralement mineurs (Cani, Moens de Hase, et Van Hul 2021).

Tableau. 1 : Abondance bactérienne au niveau du phylum du microbiote fécal humain.

Phylums “Présentation

Des Bactéries a Gram positif jouent un role clé dans la nutrition et le métabolisme de I'hdte grace a
la synthese SCFA. Par leurs produits métaboliques, les bactéries Firmicutes sont indirectement

Firmicutes
connectées avec d'autres tissus et organes et réguler la faim et la satiété (Stojanov, Berlec, et
Strukelj 2020).
Des Bactéries a Gram négatif sont des immuno-modulateur. Leurs composants, lipopolysaccharides
Bacteroidetes et flagelline, interagissent avec les récepteurs cellulaires et renforcent les réactions immunitaires par

la synthése de cytokines (Stojanov, Berlec, et Strukelj 2020).

. . Des bactériennes a Gram positif ne représente qu’environ 3% des bactéries du microbiote. Elles
Actinobacteria o o .
comprennent en particulier le genre Bifidobacterium.

) contenant 1’ordre des Entérobacteriales qui sont des bactéries anaérobies facultatives que 1’on
Proteobacteria. . »
retrouve en faible quantité.

Le rapport Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) est largement reconnu comme ayant une influence

importante sur le maintien d'une homéostasie intestinale normale. L'augmentation ou la

-7-
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diminution du rapport F/B est considérée comme une dysbiose (Stojanov, Berlec, et Strukelj
2020).

11.4. Facteurs majeurs influencant le microbiote intestinal

Les caractéristiques de composition du microbiome intestinal sont influencé par un certain
nombre de facteurs extrinseques qui sont(Clarke et al. 2019):
1. Le mode de I'accouchement (césarienne ou par vagin) ;
2. Les schémas d'alimentation précoce (allaitement au sein vs lait maternisé) ;
3. La génétique de I'nbte ;
4. Lagéographie ;
5. Lestress;
6. Le régime alimentaire occidentale ;
7. L’exercice physique
8. Le vieillissement
9. L’état pathologique ;
10. L’utilisation inappropriée d'antibiotiques.
Un certain nombre de facteurs intrinséques également détermine la composition du
microbiome intestinal, y compris les sécrétions gastriques, les immunoglobulines IgA et la
production de peptides antimicrobiens, et la mobilité gastro-intestinale (Clarke et al. 2019).

11.5. Principales fonctions de la microflore intestinale

Le microbiote est reconnu comme un Véritable « organe » fonctionnel en raison de son
immense impact sur santé humaine. La grande majorité des microbes résident dans tractus
intestinal influencent la physiologie de I'ndte en jouant des r6les fondamentalement importants
dans (Gérard and Vidal, 2019; Luu, 2018 ;Lv et al., 2019 ; Nicolas, 2016):

v La digestion et la nutrition : la fermentation d'aliments autrement indigestes composés
et la synthese des vitamines essentielles

v' La régulation immunitaire : la participation au barriére intestinale ; 1’élimination des
toxines et des cancérigénes

v" Le métabolisme énergétique : la conversion du cholestérol et des acides biliaires, le

métabolisme des toxines et des cancérigenes

En premier temps, les glucides non digérés par les enzymes de notre tube digestif haut sont

métabolisés par certaines espéces bactériennes de notre microbiote qui fermentent
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principalement les glucides en acides gras a chaines courtes (acéetate, propionate et butyrate) par

plusieurs voies métaboliques(Islam et al. 2022).

En deuxiéme temps, le microbiote colique posséde également une forte activité protéasique
permettant I’hydrolyse des protéines en petits peptides puis en acides aminés. Ce processus fait
intervenir des bactéries possédant des enzymes protéolytiques telles que les protéases chez les
Lactobacillus. Les peptides peuvent étre directement métabolisés par certaines especes

bactériennes permettant la libération d’acides aminés libres (Belaid 2021).

En dernier temps, le microbiote joue aussi un role dans la régulation de 1’élimination et du
stockage des graisses. Les lipides de la lumiére colique proviennent de trois origines : les lipides
arrivant du tractus intestinal d’amont (lipides alimentaires non absorbés par I’intestin gréle), les
lipides provenant de la desquamation des colonocytes et les lipides bactériens. Les acides gras
non absorbés dans I’intestin gréle sont transformés dans le cdlon par les bactéries du microbiote.
Le cholestérol colique, qui provient pour la majorité de la bile (70%) et pour le reste de
I’alimentation (20%) et de la desquamation des cellules épithéliales intestinales (10%), est
transformé en coprostanol par le microbiote, avec une efficacité trés variable d’un sujet a ’autre.

Ce coprostanol n’est pas absorbé et est donc eliminé dans les feces (Belaid 2021).

La microflore et les cellules épithéliales intestinales de 1’hOte entretiennent une relation
symbiotique dont la conséquence est un effet de barriere protectrice efficace. La microflore
résidente évite la colonisation de I’intestin par les bactéries potentiellement pathogenes et
protége 1’hote de substances environnementales qui pourraient étre nocives lors de leur présence
dans le tube digestif (Salminen et al, 1995). La microflore commensale exerce également une
fonction protectrice en prévenant les effets néfastes des bactéries pathogénes. En favorisant un
pH légérement acide gréce a la fermentation des bactéries lactiques et & la production d'acides
gras a chaine courte, elle inhibe le développement des germes potentiellement pathogénes dans
le tractus digestif (Mitsuoka, 1992).

111. Méthodes d’analyse de la composition du microbiote intestinal

Plusieurs méthodes se confrontent pour analyser le microbiote intestinal, chacune ayant des
avantages et des inconvénients. La mise en culture et la métagénomique sont des analyses
taxonomiques, alors que la méta-transcription et Métabolomique sont des analyses fonctionnelles
(figure 3).
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Figure. 3 : Méthodes d’analyses du microbiote intestinal (Er-Razine 2019; Nicolas 2016).

1VV. Dysfonction de la flore intestinale

Dans des conditions normales d'individus en bonne santé, il existe une diaphonie et une
régulation croisée entre I'n6te et le microbiote qui réside dans I'intestin, ce qui crée un équilibre
homéostatique des bactéries afin que le tractus gastro-intestinal reste sain et exempt de
prolifération de bactéries potentiellement pathogénes (DeGruttola et al. 2016). Cependant,
lorsque la relation mutuelle entre les membres du microbiote, les produits métaboliques et le

systeme immunitaire de I'hdte est perdue, une dysbiose se produit (Gagliardi et al. 2018).

1V.1. Définition de la dysbiose

La dysbiose intestinale est un déséquilibre ou des altérations dans la composition du
microbiote intestinal (Hooks et O’Malley 2017). Elle conduit & des modifications dans les
fonctions du microbiote intestinal et elle est impliquée dans développement de nombreuses
pathologies (Luu 2018).La dysbiose peut étre classée en trois types différents (De Luca et
Shoenfeld 2019) :

v’ La perte d'organismes bénéfiques ;
v" La croissance excessive d'organismes potentiellement nuisibles ;

v' La perte de la diversité microbienne globale.

-10-



Chapitre | Présentation du microbiote intestinal

1V.2. Dysbiose et maladies

La dysbiose intestinale est une affection liée & diverses maladies, notamment le cancer du
cblon, les maladies inflammatoires de l'intestin, les maladies neurologiques, les maladies rénales
chroniques, les maladies inflammatoires systémiques comme la polyarthrite rhumatoide, les
troubles cardio-métaboliques comme I'obésité, la résistance a l'insuline et le diabéte de type 2
(Madan et Mehra 2020).

1VV.2.1.Dysbiose et maladies métaboligues

L’obésité est définie comme étant une accumulation excessive du tissu adipeux pouvant
atteindre plus de 50 % de la masse totale d’un individu. Selon les derniers résultats de 1’enquéte
STEP Wise du ministére de la Santé en 2017, le taux de 1’obésité est de 30% chez les femmes et
de 14% chez les hommes en Algérie. En général, une augmentation du poids corporel est
associee a un changement du microbiote identifié par une modification du rapport B/F avec une
plus grande proportion de Firmicutes et un déclin de Bacteroidetes populations (Gérard et
Vidal, 2019).

Le diabete de type 2 qui englobe les personnes ont une déficience en insuline et qui ont une
résistance périphérique a l'insuline(American Diabetes Association 2018). En Algérie, la
prévalence du diabéte continue d’augmenter pour atteindre 14,4 % de la population (18 -69 ans)
(Belhadj et al., 2019). Le diabete est une affaire de sucre, mais aussi de bactéries intestinales qui
nous permettent de digérer les sucres lents en sucres simples qui fermentent en acides gras a
courte chaine. Les diabétiques auraient donc un microbiote moins riche en bactéries productrices
d’acides gras a courte chaine. En mourant, certaines bactéries libérent des substances toxiques,
dont la présence dans le sang est associée a un risque accru de diabéte (Harsch et Konturek
2018).

1VV.2.2.Dysbiose et maladies immunitaires et inflammatoires

L’inflammation est un processus physiologique complexe de défense utilisée par 1’organisme,
aprés une agression éetrangere, vasculaire ou tissulaire, vise a éliminer ou isoler I’agresseur et
maintenir 1’intégrité des tissus enflammés (Sarkhel, 2015). L’inflammation est un processus
biologique important, étroitement corrélé a I’immunité, quand le microbiote est bien diversifié, il
existe un équilibre entre les bactéries préventives de I’inflammation et celles qui ont une action
pro-inflammatoire. Mais en cas de dysbiose, les bactéries pro-inflammatoires prennent le dessus.

Ces dernieres se caractérisent par la présence de lipopolysaccharides (LPS) a leur surface, qui se
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comportent comme des antigénes (des corps étrangers) : leur présence attire des globules blancs,
les macrophages, qui produisent des composes pro-inflammatoires appelés cytokines, destinés a
les neutraliser. La dysbiose augmentant la perméabilité intestinale, les LPS pénétrent facilement
dans I’organisme, passent dans la circulation sanguine et parviennent a différents tissus, par
exemple les articulations ou ils ont exactement les mémes effets que dans I’intestin. En outre, les
cytokines produites dans I’intestin peuvent aussi agir a distance sur d’autres organes (Inserm,

2016).

V. Reconstruction de I’équilibre intestinale

De nombreuses stratégies thérapeutiques ont été développées pour rétablir la dysbiose

intestinale qui comprennent (Gagliardi et al. 2018) :
* L’administration :

1. De bactéries probiotiques susceptibles de déplacer les bactéries potentiellement
pathogénes et favoriser un rééquilibrage de la communauté microbienne.
2. De prébiotiques pour favoriser la prolifération de bactéries probiotiques ;

3. De combinaisons de probiotiques et de prébiotiques (appelés symbiotiques).
* La transplantation fécale.

Toutes ces stratégies partagent le méme objectif de remplacer les microbes nocifs par des

microbes plus favorables pour restaurer la dysbiose (Gagliardi et al. 2018).

Conclusion

En conclusion, le microbiote intestinal joue un réle essentiel dans notre santé et notre bien-
étre. Cette communauté complexe de microorganismes interagit étroitement avec notre
organisme, influencant divers processus physiologiques et métaboliques. Son impact s'étend au-
dela de la digestion, affectant également notre systeme immunitaire. Comprendre et soutenir cet
écosysteme complexe ouvre des possibilités prometteuses pour le développement de thérapies et
d'interventions visant & améliorer notre santé. Le chapitre présenté a fourni un apercu de

I'importance du microbiote intestinal et de ses interactions avec notre organisme et notre sante.

-12-
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Introduction

Dans le domaine de la nutrition et de la santé, les probiotiques sont des micro-organismes
vivants qui, lorsqu'ils sont consommeés en quantités adéquates, apportent des bienfaits pour la
santé de I'néte. En plus, les prébiotiques sont des ingrédients alimentaires non digestibles qui
stimulent sélectivement la croissance ou l'activité de groupes bactériens spécifiques dans le
cblon, susceptibles d'améliorer la santé de I'hdte (Jean-Christophe Bocle, 2005).Dans ce

chapitre, on essaie de mettre 1’accent sur ces deux notions.

l. Prébiotigues et la flore intestinale

La définition des prébiotiques est similaire a la définition des fibres alimentaires. Cependant,
la définition des prébiotiques se différencie par la sélectivité pour certaines especes (Plimada et
Vodnar 2021).

1.1. Définition de prébiotique

En 1995, Gibson et Roberfroid ont défini les prébiotiques comme «des composants
indigestibles des aliments qui ont un effet bénéfique sur 1’hdte par le biais d’une stimulation de
la croissance de I’activité d’un nombre limité d’espéces bactériennes déja présenté dans le tractus
gastro-intestinal, ce qui peut contribuer a 1’amélioration de la santé de 1’hote » (Gibson et
Roberfroid., 1995). Selon cette définition, seuls quelques composés du groupe des glucides, tels
que les B-fructanes a chaine courte et longue (fructo-oligosaccharides et inuline), la lactulose et

le galacto-oligosaccharides, peuvent étre classés comme prébiotiques.

Une décennie plus tard, cette définition a été actualisée par ces mémes auteurs (Gibson et al,
2004; Roberfroid, 2007) qui stipulent que « le prébiotique est un ingrédient dont la fermentation
sélective conduit a des changements spécifiques, a la fois dans la composition et 1’activité du

microbiote gastro-intestinal, et procurant des bénéfices santé chez 1’hote ».

1.2. Criteres de sélection des prébiotiques

Selon (Markowiak et Slizewska 2017), le prébiotique doit :

Etre résistant aux différents processus de digestion pour atteindre le colon.
Pouvoir étre fermenté par la microflore intestinale.
Etre bénéfique pour la santé de I’hote.

Stimuler de fagon sélective les probiotiques.

o B~ w0 D

Rester stable durant les différents traitements alimentaires.
-14-
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Prebiotic selection criteria

Rasistanca to Stability in various
dlgestlo_n inthe upper Fermentation by Beneficial effect on Selective stindation food/feed processing
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alimentary tract. probiotics.

Figure. 4 :Critéres de sélection des prébiotiques(Markowiak et Slizewska 2017).

1.3. Classes des prébiotiques

La majorité des prébiotiques contiennent des glucides comme composant principal, mais il
existe eégalement d'autres classes telles que les polyphénols, les minéraux et les acides gras
polyinsaturés qui exercent les mémes propriétés prebiotiques (Plamada et Vodnar 2021). Un

classement simple des prébiotiques est présenté dans (la figure 5).

Prebiotics
classification
Carbohydrates Phytochemicals Others
N Proteins,
Oligosaccharides Polysaccharides Polyphenols Growth factors,
PUFAs,
l l Organic acids,
Bacterial
Di haride o i
GOS; FOS; saccharice®] | B-etucans, pectines, metabolites
guar gum, resistant
XOS; MO, starches
nulin l
| Lactulose

Figure. 5 : Classification prébiotique (Gos, galactooligosaccharides ; FOS, fructooligosaccharides ; XOS,

xylooligosaccharides, IMO, isomaltooligosaccharides; AGPI, acides gras polyinsaturés).

A titre d’exemple, la gomme arabique (GA) est considérée comme prébiotique naturel (Al-
Baadani et al. 2021)qui se compose d'un polysaccharide de plusieurs types de sucres (Al-Assaf,
Phillips, et Williams., 2005).

1.4. Mécanismes d’action et fonctions des prébiotiques

La consommation d'aliments fonctionnels tels que les prébiotiques, les probiotiques et les
composés phénoliques peut contribuer aux maladies non transmissibles. 1l a été rapporté que la
consommation de prébiotiques peut provoquer des changements positifs dans le microbiote

intestinal. Le microbiote sain, composé principalement de Bifidobacterium et de Lactobacillus,
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fermente des prébiotiques produisant des composés qui semblent jouer un role protecteur contre
les maladies métaboliques (figure 6).

Consumption of prebiotics

Wl

-

Bifidobacterium spp. Lactobacillus

& Dot S
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¥ Inflammation

Figure. 6 : Rdle des prébiotiques dans la régulation du microbiote (Grethel Teresa Choque
Delgado et Wirla Maria da Silva Cunha Tamashiro 2018).

Les modes d'action des prébiotiques ne sont pas tous bien expliqués. Il est admis selon
certains études deux modes daction. Il semble que certains prébiotiques favorisent la
multiplication et I'activité de micro-organismes utiles ; d'autres sont susceptibles de modifier
I'écosysteme microbien intestinal, en modifiant les récepteurs des bactéries pathogenes présents

au niveau de I'épithélium intestinal (Huyghebaert, Ducatelle, et Van Immerseel 2011).

1.5 Lagamme arabique

1. Description botanigue

La gomme arabique est considéré comme prébiotique nature (Al-Baadani et al. 2021) et son
code ingrédient européen est E414.Elle se réfere a une substance solide élaborée a partir de la

séve, qui est produite naturellement ou résulte d'une incision effectuée sur le tronc ou au pied des
arbres du genre Acacia (tableau 2).

Tableau 2: Classification taxonomique de la plante Acacia arabic.
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Regne

Végétal

Embranchement

Phanérogames

Sous-embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous- Classe Rosidées
Ordre Fabales
Famille Fabacées
Genre Acacia
Espece Arabica

Plus précisément, la GA est un polysaccharide acide fortement ramifié, hydro-colloidal,

totalement atoxique, un mélange de sels de calcium, de magnésium et de potassium d'un acide

polysaccharidique, obtenue a partir des arbres cultivés en Afrique subsaharienne (Maghreb,

Mali, Sénégal, Tchad, Egypte, Soudan, Niger, etc.) (A. Ahmed 2018). Bien qu'il existe plus de

1000 sous- espéces du genre Acacia Gums, seules deux sont importants a des fins commerciales

: Acacia senegal et Acacia seyal(Musa, Ahmed, et Musa 2019). La GA avait des propriétés

émulsifiantes, stabilisantes épaississantes la rendant trés recherchée dans plusieurs domaines (A.

Ahmed 2018).

Protéines (g)

Carbohydrates (g)
Lipides totales (g)

Fibres alimentaires (g)

Minéraux

Cendres (g)

0,11

6,13

Sucres réducteurs
5,51

89,2

Fibres solubles
Fibres insolubles

Na* (mg)
Ca*(g)
Mg (9)
K*(9)

Fe (mg)

() 0,72

76,2
13

0,6
0,25
5,85

31
0,06

3,2

A : Exemple de la gamme arabique commercialisée en Algérie.

B :Gamme arabique A. senegal
(Musa et al., 2019)

Figure.7: Composition et aspect de la gamme arabique.

Les qualités de la GA, solubilité élevée dans 1’eau et basse viscosité, sont utilisées en tant

qu’émulsifiant, stabilisant, épaississant ou encore adhésif. De plus, la gamme arabique ne

posséde aucune toxicite et présente un faible pouvoir calorique (Anne Guilaume-Gentil,2016).
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La gomme arabique d'excellente qualité est en forme de larme, ronde. Sa teinte de varie de
brun foncé, orangé au blanc selon la quantité de tanin, la couleur la plus clair est la meilleure
(Anderson, Hirst, et Stoddart 1967; Musa, Ahmed, et Musa 2019). Les propriétés physiques
de la gomme arabique peuvent varier selon l'origine et I'age des arbres, le temps d'exsudation et
le climat, également selon le lavage, le séchage, le blanchiment au soleil et les conditions de
stockage peuvent affecter leurs propriétés physiques (Musa, Ahmed, et Musa 2019).

Il a été confirmé que la GA a plusieurs actions thérapeutiques, telles qu'étre hypoglycémiant,
antidiabétique, antioxydant, immuno-modulateur et antiulcéreux. Cette gamme est utilisé par les
communautés pour se protéger contre les complications hépatiques, rénales et cardiaques chez
les patients diabétiques et insuffisants rénaux chronique (A. Ahmed 2018). Le tableau 3 détaille

certains effets biologiques et physiologique de la gamme arabique.

Tableau. 3 : Propriétés biologiques et physiologique de la gamme arabique.

Effets Explication
Une supplémentation en GA chez les patients hémodialysés réduirait le stress
Agent antioxydant oxydatif et par conséquent réduirait I’activation de 1’état inflammatoire chronique

associée a I'némodialyse (Nour et al., 2020).

La consommation de la GA comme complément alimentaire naturel peut moduler la
et Kaddam, A.S.,
2020 ; Nour et al., 2020). La digestion orale de GA (30 g/jour) a diminué le stress

gravité des maladies inflammatoires (Kaddam, L.A.
Agent anti-inflammatoire
oxydatif et les marqueurs inflammatoires chez les patients hémodialysés (Nour et

al., 2020).

Le traitement par GA qu’est dulie dans 1’eau potable (10% poids /poids) a diminué le

Agent anticancéreux )
nombre de tumeurs de 70 (Alogbi 2020).

Une prise quotidienne de la GA, pendant un moins, a réduit le cholestérol total. Cette
diminution était limitée uniquement aux LDL et VLDL, sans effet sur les HDL et les
Agent hypocholestérolémiant triglycérides. Cette situation peut justice par Une excrétion accrue d'acides biliaires
et de stérol neutre fécal ou a une modification de digestion et absorption des lipides

(Montenegro et al. 2012).

Il a été démontré que I'ingestion quotidienne de 20 g de la GA pendant 12 semaines
améliore la satiété et réduit considérablement les apports énergétiques et glucidiques.
Agent contre les maladies cardio- Il améliore également la pression artérielle, la glycémie et les selles, tout en
métaboliques augmentant la satiété percue. Celles-ci positionnent la GA comme un complément
potentiel a la prise en charge des personnes atteintes ou a risque de développer un

syndrome métabolique (Jarrar et al. 2021).

La consommation réguliére de la GA diminue I’activité et I’expression de SGLT1
. o intestinal et ainsi le transport électro-génique du glucose. Elle a la capacité réduire
Agent hypoglycémique et anti-diabete . o . L
I'absorption du glucose, elle diminue de maniére significative la glycémie & jeun et

I'hémoglobine glyquée (Nasir, Babiker, et Salim 2016; Nasir et al. 2010) .

Agent anti-diarrhée et maladies
gastro-intestinales

La GA augmente l'absorption du sodium et de l'eau chez des modéles animaux
atteint de maladies diarrhéiques (Wapnir et al. 1997).

Un probiotique

La GA dissoute dans l'eau est utilisée pour augmenter de facon sélective la
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proportion de bactéries lactiques au niveau de I’intestin de I’homme (Benyagoub et

al. 2016; Montenegro et al. 2012).

Pour préparer notre échantillon, 250 g de GA d'origine du Soudan (tableau 9) a été achetée

chez un herboriste de la commune de Bouira.

Tableau. 4 : Gomme arabique utilisée dans notre étude.

Partie de la plante Plante Provenance

Gomme arabique ou gomme Acacia Acacia senegal Soudan

2. Critéres organoleptiques de la gamme arabigue

En accord avec nos résultats (figure 8), la gomme arabique est inodore avec un godt fade (Al-
Assaf, Phillips et Williams.,2005) et sa solution est également incolore, insipide et n'interagit

pas facilement avec d'autres composes chimiques (Musa, Ahmed, et Musa 2019).

Blanchitre Transparente

Coulenr Coulenr

Inzipide Goit

Figure.8 : Critéres organoleptiques de la gamme arabique.
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Présentation des probiotiques

I1. Probiotiques et flore intestinale

11.1. Définition des probiotique

En 2001, selon la définition de (OMS) et (FAQO) les probiotiques sont micro-organismes

vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent des effets positifs sur la santé,

au-dela des effets nutritionnels traditionnels (Bourlioux ,2007).

11.2. Critéres de sélection des souches probiotigues

Les probiotiques présentent des propriétés qui sont variables selon I’espéce ou la souche

microbienne. Les critéres conventionnels qui peuvent étre utilisés pour la sélection de ces

souches comme étant probiotique incluent des criteres fonctionnels ; sécuritaires et

technologiquesLe tableau 5 résume les critéres de choix des souches probiotiques.

Tableau. 5:Paramétre de choix des probiotiques(Markowiak et Slizewska 2017).

Critéres

Propriétés requises

Sécuritaires

o D'origine humaine ou animale.

o Isolé du tractus gastro-intestinal d’individus en bonne santé.

o Historique d'utilisation en toute sécurité.

o ldentification diagnostique précise (traits de phénotype et de génotype).

o Absence de la capacité de couper les sels des acides biliaires.

o Aucun effet indésirable.

o Absence de génes responsables de la résistance aux antibiotiques localisés dans des éléments

non stables.

fonctionnelle

o Compétitivité vis-a-vis du microbiote habitant 1’écosystéme intestinal.

o Capacité a survivre et a maintenir l'activité métabolique et a se développer sur le site cible.

o Résistance aux sels biliaires et aux enzymes.

o Résistance au faible pH dans I'estomac.

o Compétitivité vis-a-vis des espéces microbiennes habitant 1’écosystéme intestinal.

o Activité antagoniste vis-a-vis des agents pathogenes.

o Résistance aux bactériocines et aux acides produits par le microbiote intestinal endogene.

o Adhésion et capacité a coloniser certains sites particuliers au sein de 1’organisme héte, avec un

taux de survie dans le systéme gastro-intestinal.

technologiques

o Production facile de quantités élevées de biomasse et productivité élevée des cultures.

o Viabilité et stabilité des propriétés souhaitées des bactéries probiotiques pendant le processus
de préparation (congélation, lyophilisation), et de distribution de produits probiotiques.

o Taux de survie élevé lors du stockage dans les produits finis (en conditions aérobies et micro-

aérophiles).
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o Garantie des propriétés sensorielles souhaitées des produits finis (dans le cas de l'industrie
alimentaire).

o Stabilité génétique.

o Résistance aux bactériophages.

11.3. Classes des probiotigues

Les probiotiques comprennent les bactéries Gram positives, les bactéries Gram négatives et
de nombreux autres organismes comme la levure, les bactériophages et les algues unicellulaires
(Pandiyan et al. 2013).Les bactéries lactiques ont été largement utilisées comme souches
probiotiques qui sont habituellement présentes dans l'intestin sains tels que les Lactobacilles et
les Bifidobactéries (Markowiak et Slizewska 2017). Certaines bactéries gram positives comme
Bacillus, Enterococcus, Streptococcus agissent comme des souches probiotiques communes
(Markowiak et Slizewska 2017).

Tableau. 6 :Groupes des micro-organismes probiotiques (Markowiak et Slizewska 2017).

Catégories Présentation

- Un groupe de bactéries Gram-positives qui produisent principalement de l'acide
lactique en tant que produit métabolique.

. . - Ce groupe est composé de douze genres bactériens, parmi lesquels Lactobacillus,
Bactéries lactiques ] . ]
Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus et Bifidobacterium.

- Certains genres, tels que les lactobacilles et les bifidobactéries, font partie du

microbiote intestinal et sont considérés comme des bactéries commensales.

Un groupe des bactéries qui ne produisent pas d'acide lactique, peuvent présenter un

Bactéries non lactiques intérét en tant que probiotiques, tels que E. coli et Bacillus subtilise .

- Ce sont des champignons unicellulaires présents dans les produits fermentés tels
que la biere, les produits laitiers et les yaourts.

Levures ) ) ) )
- Bien que les levures du genre Saccharomyces ne fassent pas partie du microbiote

naturel de I'organisme, elles sont utilisées comme probiotiques.

11.4. Probiotiques commercialisés

+ Produits alimentaires

Il y a certains aliments contenant des bactéries vivantes, on peut citer (Cui, et al. 2014) :

v Yaourt : Lactobacillus bulgaricus, Streptoccocus thermophilus.
v" Olives : Lactobacillus plantarum

v" Saucisson : Lactobacillus sakei
22
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v" Fromage : Lactobacillus et levures

«» Produits pharmaceutiques

Le tableau 7et la figure 9 illustrent certains produits pharmaceutiques utilisés par les algériens.

PROBIOTIQUES - FLORE INTESTINALE

I I
s @t?@g?rm‘na) f

Lactofibre e

|
et

Lo Ultrabiotique
1230 PA i e

..l' DIGESTION

‘@ee
© EFFIDIGEST

Figure. 9 : Quelques exemples des produits pharmaceutiques.
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Tableau. 7 : Quelques produits probiotiques disponibles en pharmacie a I’usage des Algériens.

Produits Forme Traitement Probiotiques Prebiotiques Site internet

Bifidobacterium lactis Lactobacillus
Forever living active ) . rhamnosus Lactobacillus reuteri o
Gélule Confort Intestinal . . . » . www.jumia.dz.
Pro B Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium

longum Bifidobacterium B-bifidum

Ultra-levure 200 mg Gélule Diarrhée Saccharomyces boulardii www.pharmnet-dz.com

De prise d’antibiotiques,

D’hygiéne alimentaire insatisfaisante, ] . ] . .
. ) Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
o ) De transit perturbé, . . . .
Ultra biotique Gélule ) ) ] o lactis, Lactobacillus plantarum, http://laboratoires-nutrisante.dz
De désordres intestinaux en général, o )
o Bifidobacterium breve
De stress repéte,

De voyages a 1’étranger.

. ) Syndrome du cdlon irritable . ) )
Lactocil Gélules o L Lactobacillus sporogenes Fructo-oligosaccharides www.NaturesOnly.dz
Constipation —Diarrhée -Flatulence

) Lactobacillus helveticus Rosell-52 ) )
) Gélules ou ) ) - o ) Fructo-oligosaccharides, .
Immunostim® Défenses de I'organisme Bifidobacterium infantis Rosell-33 o www.Alvityl.fr
sachets vitamine C
Bifidobacterium bifidum Rosell-71

Extrait de malt

Comprimés o . N . .
. Bifidobacterium bifidum, Fructo-oligosaccharides . .
Effidigest effervescents Ballonnement ] ) ] ) http://laboratoires-nutrisante.dz
het Lactobacillus acidophilus Extrait de papaye
ou sachets

Extrait d’ananas

Déséquilibre microbien intestinal

Rétablissement de la flore intestinale . L
. . o Spores de Bacillus clausii, micro-
) Suspension bactérienne, altérée par des ) . ) )
Enterogermina® ) o organismes non pathogénes faisant partie https://www.pharmapresse.net
buvable traitements antibiotiques ou ) o .
L du microbiote intestinal
chimiothérapiques.

Troubles gastro-intestinaux
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11.5. Mécanismes d’action des probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé

Les probiotiques utilisent divers mécanismes d'action pour exercer un antagonisme envers

plusieurs microorganismes (Yan et Polk, 2009). Parmi ces mécanismes :

% L’inhibition de la croissance des pathogénes par :

1. La production de substances antimicrobiennes telles que les bactériocines, le peroxyde
d'’hydrogeéne et les défensives (Yan et Polk,2009)

2. La création d’un environnement défavorable a l'implantation et a la prolifération de
bactéries pathogénes spécifiques par la modification du pH intestinal (I'acide lactique,
acetique, propionique, etc.) (Faure et al., 2013).

3. La compétition pour les ressources nutritionnelles qui limite la disponibilité des
nutriments nécessaires a la croissance des pathogeénes (Coudeyras et Forestier, 2010).

< L’amélioration de la fonction barriére : les probiotiques renforcent I'effet barriére contre
les pathogénes en s'opposant a I'implantation des micro-organismes pathogénes dans le tube
digestif par (Faure et al., 2013 ; Coudeyras et Forestier, 2010) :

1. La stimulation de la production de mucines (des protéines forment une barriére physique
sur les muqueuses) et de peptides antimicrobiens.

2. L’amélioration de l'intégrit¢ de 1'épithélium en favorisant la formation de jonctions
serrées.

+ La modulation du systeme immunitaire : les probiotiques peuvent exercer un effet
immuno-modulateur. Il a été découvert que ces bactéries contribuent a I'noméostasie
intestinale par une interaction avec le systeme immunitaire inné ou adaptatif (Kim et al,
2016).

D’une autre coté, plusieurs études ont démontré les multiples effets bénéfiques des

probiotiques, la figure 8 expose les principaux bénéfiques des probiotiques.
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Figure. 10 : Principaux bienfaits des probiotiques(Nagpal et al. 2012).

11.6. Effet des probiotiques sur certaines maladies

Les probiotiques ont des bénéfiques sur la santé humaine ; ces produits biotechnologiques

sont utilisés dans la thérapie des plusieurs maladies.

11.6.1. Maladies métaboliques : Diabéte et obésité

Une équipe de chercheurs américains a publié des résultats indiquant que les probiotiques
pourraient potentiellement améliorer le contrdle de la glycémie chez les personnes atteintes de
diabete de type 2 et retarder la progression de la maladie (Perraudeau et al, 2020). Certaines
études montrent que la prise quotidienne de cing souches de bactéries probiotiques, notamment
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis
et Lactococcus lactis, a démontré une réduction de I'obésité abdominale et une augmentation de
I'activité des enzymes antioxydants chez des femmes obeses ou en surpoids. Ces résultats
suggerent que la consommation réguliére de ces souches de bactéries probiotiques peut avoir des
effets bénéfiques sur la composition corporelle et le métabolisme chez les personnes ayant un
exces de poids. Cela souligne le potentiel des probiotiques comme complément alimentaire dans

la gestion de I'obésité abdominale et I'amélioration de la santé métabolique (Gomes et al ,2017).

11.6.2. Maladies inflammatoires

Plusieurs études ont été menées pour évaluer I'efficacité des probiotiques dans le traitement de
la maladie de Crohn. L'efficacité potentielle de Saccharomyces boulardii dans le traitement
d'entretien de cette maladie a été évaluée. Certains résultats ont indiqué des effets positifs de

Saccharomyces boulardii en complément du traitement standard de la maladie de Crohn (Vidal,
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2023). Ainsi une étude sur l'efficacité de trois souches probiotiques Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve et Lactobacillus acidophiles dans la prévention des rechutes de la
rectocolite hémorragique a été menée. Les résultats de cette suggerent que I'utilisation de ces
trois souches probiotiques dans un lait fermenté peut étre bénéfique pour prévenir les rechutes

chez les patients atteints de rectocolite hémorragique (Ishikawa et al ,2003).

11.6.3. Maladies immunitaires

Les probiotiques rentrent dans les réponses immunitaires tels que le cas des phénoménes
allergiques, les probiotiques sont capables de moduler la balance entre les lymphocytes Thl et
Th2, ce qui réduit la réactivité des lymphocytes Th2 et limite les réactions allergiques (Cross et
Gill 2001; Grangette 2007).

I11. Relation symbiotigue entre les prébiotiques et les probiotiques

111.1. Définition

La symbiose est une combinaison de probiotiques et de prébiotiques qui agissent en synergie.
Cette association favorise spécifiquement la croissance et le développement des probiotiques, ce

qui amplifie leurs effets positifs sur la santé (Bourlioux, 2007).

111.2. Mécanismes d’action

Les produits symbiotiques recombinent les effets négatifs des probiotiques et des
probiotiques, ¢’est-a-dire ils regroupent les effets de probiotiques et aussi de prébiotiques (figure
11).
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Figure. 11 : Mécanismes d'action des symbiotiques et leurs effets (Markowiak et Slizewska
2017).

111.3. Produits symbiotiques

Unsymbiotiqueestunecombinaisond'unebactériebénéfiqueetdesesprobiotiquesapparentés. On
peut classer ces produits en :

e Produits alimentaires symbiotiques : certains yaourts peuvent étre symbiotiques et le
pain au le vain peut également en contenir.

e Produits pharmaceutiques symbiotiques : Par exemple « Lactocil » et « Immunostim® ».

Conclusion

Les prebiotiques et les probiotiques représentent des stratégies prometteuses pour soutenir la
santé intestinale et globale. Leur utilisation peut contribuer a prévenir les déséquilibres
microbiens, a renforcer le systéme immunitaire et a promouvoir une digestion saine. Les études
continues de ces approches ouvrent la voie a de nouvelles perspectives et a des applications

cliniqgues potentielles pour améliorer notre bien-étre et notre qualité de vie.
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Partie | : Dysfonctionnement de la flore intestinale lie aux maladies

I. Objectif principal

Dans cette partie de travail, notre objectif est d’analyser la relation existe entre le dysbiose

intestinal et les maladies inflammatoires, immunitaires et métaboliques.

Il. Type et lieu d’étude

Il s’agit d’une pré-étude cas-témoins qu’a été réalisée a partir des analyses microbiologiques
des selles des patients. Cette pré-étude a débuté au 15 Avril 2023 et elle s’est poursuivie jusqu’au
10 de Mai de la méme année au niveau de laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de

la vie et sciences de la terre-Bouira.

I11. Population cible

Notre pré-étude s’est portée sur une population adulte, des deux sexes agés de 18 a 65 ans, de
la wilaya de Bouira (annexe A). Du point de vue méthodologique, les patients qui ont été soumis
a cette étude sont tirées de facon aléatoire. Le tableau 8 illustre les criteres d’inclusion et

d’exclusion.

Tableau.8:Critéres d’inclusion et d’exclusion pour la pré-étude.

Critére d’inclusion Critére d’exclusion

Adulte &ges de 18 ans & 65 ans. Personne moins de 18 ans ou plus de 65 ans.
Personne habite a la wilaya de Bouira. | Personne gravement malade.

Personne refuse la participation.

IVV. Condition du prélevement et du transport des échantillons

Avant de se lancer dans toute investigation sur les échantillons du patient, un consentement
est signé par chaque patient qui le suit en assurant I’avis favorable et I’anonymat des patients
(annexe B). Chaque personne incluse dans 1’étude a regu un pot sec, propre et étiqueté avec un
code afin de préelever un échantillon de selles le lendemain matin. Avant tout prélevement,
certaines regles d’asepsie doivent €tre respectées pour éviter toute contamination possible de la

flore intestinale, le volontaire devra obligatoirement :

> Eviter les aliments qui laissent des résidus ou qui colorent les selles.

» Se laver et désinfecter les mains avant la récolte de 1’échantillon.

» Déféquer dans un pot de crachat stérile et sec a bouchage hermétique pour récolter les selles.
> Les selles ne doivent surtout pas étre mélanger aux urines.

> Les selles sont prélevées au moment des toilettages matinaux.

» Fermer hermétiquement et rapidement le pot qui contient I’échantillon.
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Immédiatement, ’ensemble des échantillons recueillis sera transporté¢, dans une glaciére
contenant les sachets réfrigérants (~ 4°C), dans une période ne dépasse pas les deux heures afin
d’étre traité et examiné au laboratoire d’analyses microbiologiques le méme jour. Dans cette pré-
étude, nous avons recueilli dix échantillons des selles. Ceux-ci sont analysés au niveau de

laboratoire de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre.

V. Préparation de la solution mére

Dans des conditions d’asepsie (hote microbiologique et bec bunsen), une solution de départ
titrant 1/10 (10%) est préparée pour chaque échantillon des selles. Tout d’abord, une quantité de 2
g de matieres fecales est pesée sur une balance électrique de haute précession, puis elle est
remise dans un tube stérile (n° 01) qui contient 20 ml d’eau physiologiques stérile. Enfin, ce
mélange est homogénéisé a I’aide de vortex. Nous avons laissé la suspension se reposer pendant
30 minutes afin de favoriser sa réactivation. Ensuite, a partir d'une solution mere, nous avons
effectué des dilutions décimales, dans le but de faciliter le comptage et les observations

microscopiques.

V1. Préparation des dilutions

Dans des conditions d’asepsie et sans oubli d’agiter les suspensions sur vortex, une série des

dilutions est préparé pour chaque solution mere de tous les échantillons (figure 12) :

e En premier lieu, quatre tubes sont numérotés de 2 & 5 pour chaque échantillon des selles. Un
volume de 18 ml de I’eau physiologique est remis dans tous tubes préparés.

e En deuxiéme lieu, un volume de 2000 ul (1000 ul =1 ml) de solution mére homogéne (107)
est prélevé a I’aide d’une micropipette aux embouts stériles et introduit dans le tube n° 2 pour
obtenir la dilution 1072,

e En troisiéme lieu, un volume de 2000 pl de tube n° 2 homogéne (107?) est transféré vers le
tube n° 3 pour obtenir la dilution 1073,

e Respectivement, les dilutions décimales 10* et 107 sont effectuées selon la démarche

précédente.

1....-———-..‘
'_.__—__."___—__‘-___—__.‘

="

{on (10 ) .:1::. 2 .:10 b (1n4) (10 5

Selles fraiches | Solation mére | Dilution

Figure. 12 : Méthode de préparation des dilutions décimales.
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VI1I. Examen macroscopigue

Il consiste a visualiser les caracteres organoleptiques des selles (annexe C). Cet examen
permet de noter la consistance (échelle de bristol), la couleur et la présence éventuelle de sang,
de mucus ou d’autres éléments surajoutés et la présence de certains parasites (World Health

Organization 1993).
VI1Il. Examen microscopigue

L’examen microscopique englobe un examen a 1’état frais (en I’eau physiologique et en

solution iodo-iodurée) et un examen apres coloration de Gram.

VI1I1.1. Observation directe des selles a 1’état frais

On divise virtuellement la lame microscopique en deux parties afin de réaliser un examen en eau

physiologique et un autre en iodo-iodurée (figure 13).

e En eau physiologique : D’abord, nous aurons prélevé des selles en superficie et en
profondeur a différents endroits a I’aide d’une baguette en verre. Ensuite, nous aurons
dilué ces particules de maticres fécales dans de 1’eau physiologique a 0,9%, ou cette
préparation ne doit pas étre trop concentrée ni trop diluée. Enfin, nous aurons déposé une
petite goutte de la solution mere entre lame et lamelle stériles.

e En iodo-iodurée : Méme procédure que I’examen précédent mais en délayant les

matiéres fécales dans le Lugol.

La lecture observée les lames sous un faible grossissement (x10) afin de détecter les ceufs et
les larves des parasites intestinaux. Ensuite, il est conseillé de passer a un grossissement moyen
(x40) pour examiner les formes végétatives et les kystes des protozoaires. Balayer toute la lame
avec des mouvements en zig-zag soit de haut en bas soit de droite a gauche (World Health
Organization 1993).

Suspenzion homozsne

1

= ”—Hﬂ
:% i LEI:UJI‘E il Iig.za_g {G-}L]_[l ; &4|:|:| f— ]. EU'IJH:E' anre IEIEI.E gt IEIEI.E]]E'

Figure. 13 : Etapes de préparation de 1’observation a état frais des selles.

Une noisatte da selles (2 £ endroits) + Eau phyziolozique (0,9%) ou le lugol
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En général, I’observation microscopique a 1’état frais se fait en lumiére blanche : I’éclairage
direct de la préparation ; le condensateur baissé si le microscope le permet ; le diaphragme fermé
(lumiére minimale) ; I’objectif x 40 a sec (sans huile). Pour la mise au point, 1'objectif doit étre

réglé a environ 1 mm au-dessus de la lamelle.

VI11.2. Frottis des selles coloré au Gram

Pour la préparation du frottis, on suit les mémes étapes de la préparation de la lame et le
mélange de 1’observation a 1’état frais avec 1’étalement et sans ajout de la lamelle. On fait passer
la lame sur le bec bunsen quelquefois dans le but de sécher en évitant de bruler le frottis. La
coloration de Gram comprend quatre principales étapes qui sont: la coloration primaire, le
mordancage, le traitement par I’éthanol et la coloration secondaire (annexe D). En général,
I’observation microscopique aprés coloration de Gram se fait en lumiere blanche (lumiere
maximale) : le condensateur est monté jusqu’a la lame si le microscope le permet; le

diaphragme est ouvert (maximum de lumiére) et I’objectif x 100 a immersion.

IX. Numération indirecte des microorganismes

Les protocoles cités en dessous sont repérés 2 fois pour toutes les dilutions de tous les
¢échantillons. D’une fagon décroissante, on commence tous jours par la solution le plus
concentrée et on termine par le moins concentre. Le tableau 9 illustre les milieux (annexe E) et

techniques d’ensemencent utilisés pour réaliser le dénombrement indirect de la flore intestinale.

Tableau. 9 : Milieux et techniques d’ensemencent.

Dénombrement Milieu Quantité Instrument Ensemencent | T°C Durée
o 2 boites : chacune contient
Germes aérobies ) o ) . .
ot Gélose PCA | 1 mL de dilution + gélose | Micropipette de 1000 puL En masse 37 48 h
otaux
a45°C.
2 boites : chacune contient | Micropipette de 100 pL
Levures et ) o En surface .
o Gélose OGA | 0,1 mL de dilution + | Rateau stérile a I’aide ) 37 3a51]
moisissures ) . ) par étalement
gélose a 45°C. d’une pipette Pasteur
» 2 boites : chacune contient 37
Bactéries i o i R . . .
. Gélose MRS | 1 ml de dilution + gélose a | Micropipette de 1000 pL En masse 48a72h
lactiques
45°C.
2 boites : chacune contient
Entérobactéries Gélose VRBL | 1 ml de dilution + gélose a | Micropipette de 1000 pL En masse 37 24 h
45°C.

Dans ce cadre, on utilise les techniques de numérotation suivantes :

X/

< Ensemencement en masse : A ’aide d’une micropipette, un volume de 1000 pl de chaque
tube de dilution homogene est prélevé aseptiquement et déposé dans le fond d’une boite de

Pétri vide et stérile, puis la gélose en surfusion (45° C) est versée. L’inoculum et le milieu
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sont bien homogénéisés par des mouvements circulaires de la main, dans un sens, puis dans
I’autre. Apres solidification, les boites de Pétri sont incubées retournées.

% Ensemencement en sur face : En régle générale, on coule la boite de Pétri avec le milieu de
dénombrement fondue et on le laisse solidifier complétement pendant au moins 15 minute. A
I’aide une micropipette a cone stérile, on dépose 100 pul de suspension diluée et homogénéisé
sur la gélose séche, puis on étale bien ce volume avec la pipette rateau stérile du centre vers
les bords ou on inonde la totalité de la plaque gélosée sans toucher la paroi de la boite de
Pétri pour ne pas compliquer I’analyse du résultat obtenu par la suite. On laisse la boite
inondée pendant quelques minutes afin que la gélose puisse absorber I’humidité a la surface.

En derniére étape, la boite est retournée et incubée a 37°C dans 1’étuve (figure 14).

(103 (103 (104 V/ (10%

——=—— = =——=C
Boite C — —— ——
contrdle 1

|
—_

Figure. 14 : Dénombrement de la flore intestinale en milieu solide.

Selon la norme francaise XPV08-102, le décompte des colonies doit étre réalisé de la maniere
suivante : chaque boite sélectionnée ne doit contenir pas plus de 300 colonies et doit en contenir

au moins 15 colonies (annexe F).

Partie |l : Extraction, composition et effet de la gamme arabique

1.1 Obijectifs

Dans cette partie, notre objectif est d’analyser et cribler la composition chimique de la gamme

arabique et également d’étudier 1’activité antibactérienne.

2.1 Extraction de la gamme arabique

2.1. Préparation de poudre

La gomme arabique a été bien lavée. Le séchage se fait a I’étuve a l'abri de 'humidité a

température 45° pendant 3 jours aprés ¢a, est broyant la matiére végétale séchée dans un moulin

-35-



Chapitre | Matériel et méthodes

électrique, et la poudre est conservée dans des bouteilles en verre scellées jusqu'a ce qu'elle soit
utilisée.

2.2. Préparation des extraits agueux

On a préparé 1’extrait aqueux par méthode de macération (Coppen et Hone 1995). On ajoute
a 100 ml d'eau distillé stérile avec 10 g de la gamme arabique, puis on laisse ce mélange a
température ambiante du laboratoire, pendant 24 heures, et enfin on le filtre par un papier filtré.

3.1 Compositions chimiques

Les extraits ont été utilises dans la detection de différents groupes chimiques : Tanins,

alcaloides, flavonoides, savon et les composées réducteurs (tableau 10).

Tableau. 10: Tests de criblage chimique de I’extrait aqueux de la gamme arabique (Azzi 2013;
Benbott et al. 2021).

Groupe Extrait o .
o Réactifs Indicateur de presence
chimiques (ml)

) 5 gouttes du réactif de Wagner Réactifs de o
Alcaloides 1 Précipité brun
Wagner (annexe G)

. . L i de FeCla 1% Couleur bleu-vert (tanins Cathéchique) ou noir bleu-
anins mi de FeCl3 1%
noir (tanins Gallique)

Flavonoides 5 1 ml HCl et 0,5 g de Mg (lire pendant 3 min) | Rose ou rouge

2 ml HCI (2N) avec quelques gouttes Couleur s’accentue par acidification puis vire de
Anthocyanes 2 ) )
d’ammoniac couleur une autre fois
Saponosides 10 Agitation violente et horizontale Hauteur de mousse > 2 cm
Composés 2 ml de liqueur de Réactif de Fehling (20 . ) ) o ]
) 2 Apres 8 min dans un bain mari, Précipité rouge-brique
réducteurs gouttes, annexe G)

1.1. Activité antibactérienne de la gamme arabique

Pour évaluer l'effet antibactérien de la GA, nous avons réalisé des tests de
résistance/sensibilité, par la méthode de diffusion en disque, sur différentes souches
bactériennes, notamment les lactobacillus d’origine selles, yaourt et lait,; E. coli d’origine
selles ; Protues mirabilis d’origine urines ; Bacillus subtiles : ATCC 6633 et Staphylocoques

aureus: ATCC6538, aux solutions des différentes concentrations de la GA.

X/

» Préparation des solutions de différente concentration de la gamme arabique : On a
prépare trois solutions de la GA : 0,1 (10%) ; 0,2 (20%) et 0,3 g/ml (30%).

< Préparation des disques : Les disques sont préparés a partir de papier wattman, avec un
diametre de 6 mm. lIs sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a l'autoclave et conservés
jusqu'a l'utilisation.

% Ensemencement: On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne

standardisée. Ensuite, on élimine I’excés de I’extrait et on frotte I'écouvillon sur la totalité de
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la surface de gélose Mueller-Hinton (annexe J), de haut en bas ; on répéte I'opération
plusieurs fois, en tournant la boite de Pétrie de 90° a chaque fois, sans oublier de faire tourner
I'écouvillon sur lui-méme. Pour finir I'ensemencement, on passe I'écouvillon sur la périphérie
de la gélose.

+«+ Disposition des disques chargés sur la gelose : Les disques de papiers stériles ont été
immergeés dans les solutions de gommes et déposés sur les boites contenant de gélose MH
préalablement ensemencés avec les souches a tester. Pour assurer la pré-diffusion, on laisse
les boites 30 min a température de laboratoire, puis on retourne les boites et on les incube a
37°C durant 24 h.

¢ Lecture : L’action inhibitrice de la gamme arabique se traduit par la formation d’une zone

d’inhibition (halo) autours de chaque disque. La lecture est réalisée a I’aide d’une régle.

Partie 111 : Effet d’incorporation de la gamme arabique sur les paramétres

physicochimiques et microbiologiques d’un lait fermenté type yaourt

I. Objectif
Notre objectif principal est d’étudier I’effet d’addition de la gamme arabique au lait de vache

et au yaourt nature.

1. Echantillonnage et prélevement

Un échantillon de 150 cl de lait cru (vache saine et non traitée par les antibiotiques) d’une

collecte matinale a été récupéré chez un menage rural de la commune d’Ahel elksar de Bouira.

Pendant le processus de prélevement de lait cru, on suive les instructions de désinfection
citées par (Firdaus 2017) pour réduire le risque de contamination par les micro-organismes

présents sur la peau et les seins de chévre et sur les mains de I'échantillonneur.

Apres avoir nettoyé la tétine avec un coton imbibé d'éthanol a 70 %, on jette la premiére
goutte de lait pour éviter la contamination. L’échantillons est recueilli proprement le matin dans
des flacons stériles de 50 cl - soigneusement étiquetés (lieu et date de prélévement) - qui sont
placés dans une glaciere contenant des blocs de glace et transportés vers le laboratoire ou ils sont

analyses.

I11. Tests de qualité

Les suspensions méres sont préparées a partir de lait cru et de yaourt (1 ml de lait dans 9 ml de
I’eau physiologique). Les dilutions préparées sont de 101 a 10°. Le dénombrement d'une

éventuelle flore bactérienne évolutive a partie des dilations 10* et 10° et la recherche de
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quelques bactéries pathogénes ont eté réalisés afin d'évaluer la qualité microbiologique du lait

cru et de yaourt (tableau 11).

Tableau. 11 : Tests de qualité de lait de vache et de yaourt.

Recherche et

) Gélose Ensemencement Incubation Résultat positif
dénombrement
Flore mésophile En masse . 1000 pL de lait cru + milieu en surfusion —
. PCA 72ha37°C .
aérobie totale Colonies
Coliformes fécaux VRBL En masse 48 ha37°C | 1000 pL de lait cru + milieu — Colonies
Les colonies de Staphylococcus aureus s'entourent
d'un halo jaune di a I'attaque du mannitol, Les autres
Staphylococcus . . )
- Chapman En surface 24 ha37°C | espéces de Staphylococcus donnent des colonies plus
pathogenes . ) ~ .
petites, rosées et n'entrainant pas de virage du
couleur.
o ) ) 5 ml de lait pasteurisé + 15 de VF + sulfite de sodium
Clostridium sulfito- | Viande de . .
. . En tube 48 ha37°C | + alun de fer + paraffine — Colonies entourés d'un
réducteurs foie )
halo noir.
Levures et . » o ) )
. OGA En surface 72 ha37°C | Milieu solidifi¢ + 100 pL de lait cru — Colonies
champignons
. . 1000 de lait cru + milieu en surfusion —
Lactobacilles MRS En masse 24ha37°C

Colonies

4.1 Préparation des yaourts

4.1. Lait de vache additionné par gamme arabique

Un litre de lait de vache cru réchauffé a 37 °C, puis il est reparti en 20 pots stérile de 50 ml.

La poudre de la gamme arabique est ajoutée au lait a un taux de 0% (0 g), 1% (0,5 @), 2 % (1 g)

et 3% (1,5 g) respectivement.

Les pots des différentes préparations (figure 15) sont sertis avec du papier aluminium et

orientés la fermentation pendant un jour dans une étuve réglée a 45°C. Apres, ces échantillons

sont conservés au froid a 4°C pendant 21 jours.
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1 L de Lait de vache pasteurisé
l y | Gamme arabique |
1% 2% 3%

IR EE =

J

Etuvage 4 45°C ! Stockage a 4°C
r—lﬁ r . 1
Oh 1j 7j 15 21

Fermentation post acidification

Figure. 15 : Diagramme de fabrication du lait fermenté enrichi par la gamme arabique.

4.2. Yaourt nature additionné par la gamme arabique

La poudre de la gamme arabique est ajoutée au yaourt nature (annexe H) fabriqué tres
récemment a un taux de 0% (0 g), 1% (0,5 g), 2 % (1 g) et 3 % (1,5 g) respectivement. Les 20

pots sont conservés au froid a 4°C pendant 21 jours (figurel6).

10 pots de vanu.\'tlnature de 100 g

[ Gamme srzbions |

0o 1% 206 30
IR EE B
50 ml
L _I_ ]
Stockage & 4°C

|
Oh 1 7i 2

Post acidification

Figure. 16 : Diagramme de fabrication du yaourt enrichi par la gamme arabique.

5.1  Analyses physico-chimiques des préparations

5.1. Détermination du pH

La mesure du pH qui s’effectue a une température du lait a 20°C sur un pH-metre étalonné par
des solution base et acide. Avant chaque mesure I’¢lectrode du pH-métre est rincée avec 1’eau
distillé et séchée avec du papier absorbant. La mesure est effectuée en immergeant la pointe de

I’¢lectrode dans les préparations de temps zéro jusqu’au 21 jours.

5.2. Détermination de Pacidité

L’acidité est déterminée d’une facon précise par titration de 10 ml d’une prise de préparation

lactique, qui contient I’acide lactique, a 1’aide d’une soude caustique NaOH préparée a 1/9 N (la
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dissolution de 4,445 g d'hydroxyde de sodium en pastilles dans un litre d'eau distillée) en
présence de 4 & 5 gouttes de phénophtaléine comme indicateur de couleur, et la limite de
neutralisation est indiquée par le virage du milieu au rose pale. La formule suivante est employéee
pour effectuer le calcul de l'acidité : Acidité Dornic (°D) = VNaOH x 1. VnaoH est le

volume de soude s’écoulant pour titrer 10 ml ; 1°D= 0,1 g/l d’acide lactique.

5.3. Viscosité

La viscosité est établie par 1’utilisation d’un tube en verre équipé d’un chronomeétre et d’une
bille normalisé (le poids = 14,9989, la masse volumique Ci= 8,129g/cm? et le constant en
fonction de la densité de la bille K =0,6453 m.p.s.cm®g.s). La viscosité dynamique (V m.p.s)
consiste a introduire la bille dans le tube rempli de yaourt ou de lait fermeté, cette bille parcourt
une distance durant un temps (T) est effectuée par un chronometre. La formule suivante est
utilisée pour déterminer la viscosité : V = K(C1 —C2)x T.Ou; C2: la masse volumique de

yaourt ou lait g/cm® et T : le temps parcouru par la bille entre deux pots A et B.

1@' =

ATy
e

-~ %t) -
N T -

- = =
i

Figure. 17 : Viscosimétre a chute de bille (Thermo).

5.4. Détermination de la matiére séche

Le principe de la méthode utilisée consiste a une dessiccation a I’étuve a 105 + 2°C pendant 3
heures, d’une quantité déterminée de préparations (5 ml) dans une coupelle préalablement pesée,
suivie d’une pesée du résidu sec total aprés refroidissement dans un dessiccateur garni

d’anhydride phosphorique. La valeur de la maticre seche totale (MST), exprimée en g/l de lait ou

M1 - MO

de yaourt, est donnée par la relation suivante :MST = ( ) X 100

Avec : M; : la masse en gramme, de la coupelle et du résidu aprés dessiccation et
refroidissement. Mo : la masse en gramme, de la coupelle vide. V : le volume en millilitres, de la

prise d’essai.

Partie 1V : Evaluation des aptitudes probiotiques de lactobacillices in vitro
I. Objectifs

=40 -



Chapitre | Matériel et méthodes

L’objectif de cette partie consiste a évaluer la pharmacocinétique de lactobacilles isolés du lait
de vache, de selles et du yaourt in vitro dans des conditions similaires a celles du transit digestif

et d’étudier quelques propriétés probiotiques.

I1. Matériel biologigue

Le matériel biologique utilisé pour effectuer ce travail est le suivant :

- Provenance des bacteéries lactiques : 1’isolement des souches lactobacilles a été effectué

a partir de lait de vache, de selles et de yaourt nature, et la conservation a été réalisé a une
température de 4°C.

Lait de vache

!

Lactobacillus-lait de vache

Yaourt nature Selles humaines

! l

Lactobacillus-yaourt ~Lactobacillus-selles

Figure. 18 : Provenance des bactéries lactiques.

*

% Provenance des souches pathogénes : Les souches pathogénes utilisées durant ce travail ont
deux origines différentes (tableau 12).

Tableau. 12 : Origine des souches pathogénes.

Souches Origine ou référence
Protues mirabilis Urines
Bacillus subtiles ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC6538

% Cellules épithéliales intestinales : Les cellules épithéliales de poulet de chair ont été

préparées au niveau de laboratoire et elles ont servi pour étudier la capacité d’adhésion in
vitro de notre souche lactique.

-

* b
AT
AT A
NG 'J.

K/,
*
) &

AEE

Poulet de chair Intestion de poulet Cellule épithéliale préparée

Figure. 19 : Cellules épithéliales de poulet de chair.
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I11. Isolement et purification des isolats

L’isolement 'Isolement a été effectue en utilisant des boites de Pétri contenant de la gélose
MRS, préalablement coulée et solidifiée. En portant 100 pl des dilutions 10 et 10 a la surface
du milieu suivi d’un étalement. L’incubation est faite a 37°C pendant 48h en conditions
d’anaérobie. Les bactéries lactiques sont généralement des micro-aerophiles ; leur incubation en
anaérobiose a éte assurée par la mise des boites de Pétri dans du papier film. La purification
conduira a une souche pure est d'une importance capitale, toutefois elle est trés délicate et
comporte plusieurs étapes. Cette phase consiste a réaliser des trois repiquages successifs sur
gélose MRS (quadrant), avec une incubation a 37°C pendant 24 h, jusqu’a 1’obtention de
colonies de méme taille, Les souches présentent une apparence homogeéne en termes de forme et

de couleur, ce qui indique leur pureté.

Premiérement, les boites de Pétri sont examinées a 1’ceil nu (examen macroscopique), puis on
procéde directement a la coloration de Gram (examen microscopique) et a la vérification de
I’absence de la catalase et de I'oxydase. Les colonies qui ont satisfait a ces trois premiers critéres
sont ensuite soumises a une deuxieme et a une troisieme série de repiquages successifs jusqu'a
atteindre une pureté totale. Par la suite, les souches purifiées sont soumises aux tests
préliminaires énumérés ci-dessous. La classification des bactéries en fonction de leur Gram, de
leur morphologie et de leur mode d'association a été réalisée a l'aide de la coloration de Gram. A
partir du troisieme repiquage, on préleve de chaque boite de Pétri 4 a 5 colonies qu'on va
introduire par piqQre centrale dans un tube de conservation contenant du bouillon nutritif a pH
6,2, puis incuber pendant 24 h a 37°C. Aprés leur croissance a leur température optimale, les
cultures sont conservées a une température de +4°C, et les souches sont régulierement

renouvelées par repiquage tous les 4 jours.

1. Caractérisation des lactobacilles isolées

L’identification des souches a été réalisée par 1’application des techniques classiques de
microbiologie, basées sur la recherche d’un certain nombre de caractéres morphologiques,

physiologiques et biochimiques (tableau 13, 14 et 15).

Tableau. 13 : Tests physiologiques.
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Paramétres Bouillon Conditions Résultats
Aprés inoculation du bouillon par les
cultures pures, les tubes sont incubés
. ) o pendant 24h a 48h aux températures 10°C, | Les mésophiles poussent a 10°C alors
Températures | Bouillon nutritif o )
39°C et 45°C, au bout de ce délai, la | que les thermophiles ne le font pas.
croissance est appréciée par examen des
milieux
. . | Les cultures a tester ont été ensemencées sur . )
Bouillon a 4% et a ] ) ) Croissance * (présence de trouble)
NaCl des bouillons hypersalés, puis elles sont .
6,5% de NaCl . . Croissance ~ (absence de trouble)
incubées a 37°C pendant 24h.
Tableau.14 : Tests biochimique ; les enzymes bactériennes.
Enzymes Produits Résultats positif
N Catalase® — Dégagement gazeux abondant sous forme de mousse
Catalase Eau oxygénée a 10V /
Catalase — Absence de gaz
) Phényléne diamine oxydase* — composé rose/violet
Oxydase Disque d’oxydase (OX) / o o -
Phényléne diamine oxydase” — réactif incolore
Tableau.15 : Tests biochimique ; les métabolites.
Test Milieu Condition Résultat
. L 24ha Le lait a été réparti en tubes. Chaque | Coagulation +
Coagulation Lait écrémé stérile . . .
37°C tube recoit une culture a tester. Coagulation~
. 5 gouttes des deux réactifs VVPI et VPII | Acétoine* : virage rose puis rouge
Production . I ) ) .
d Vogues Proskaeur 10 min ont été ajoutés a chaque tube coagulé, | Acétoine : absence de virage
’acétoine
suivi d’une agitation.
Croissance en _ | Chaque culture & tester a été o o
o . 24-48h a ) oL Réduction de bleu de méthylene et
milieu tres Lait de Sherman ensemencée dans le lait écrémé au bleu ] .
37°C o . la coagulation du lait.
oxydant de méthyléne & 0,1% et & 0,3%.
R | Homo-fermentation : Continuité
. . Chaque culture & tester a été . )
Milieu Gibson- . ) . . entre le milieu et la gélose blanche.
. 24ha ensemencée dans le milieu Gibson- . . . o
Type fermentaire Abdelmalek ) ) Hétéro-fermentation : Discontinuité
i 37°C Abdelmalek, puis 1’ajout de gélose . i
Gélose blanche entre le milieu et la gélose blanche
blanche dans chaque tube de culture.
(+ gaz).
. Le milieu TSI a été ensemencé par les
Profil » . . Le virage de I’indicateur coloré
. Milieu TSI 24ha cultures bactériennes. Une couche de . .
fermentaire des . o o traduit la fermentation du sucre
37°C vaseline stérile a été versée a la surface )
sucres testé.
du milieu pour favoriser I’anaérobiose.

V. Standardisation de I’inoculum

Trois a quatre colonies de la souche étudiée a été inoculé dans 10 ml de bouillon nutritif, puis

incubé a 37°C pendant 18 h. Un ml de la souche étudiée a été inoculé¢ dans 10 ml de I’eau

physiologique. La suspension bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit Etre

équivalente & une D.O de 0,08 & 0,10 lue & 625 nm pour obtenir une charge bactérienne de 108

UFC/ml. L'inoculum peut étre modifie en ajoutant de la culture si son niveau est insuffisant, ou
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de l'eau physiologique stérile si son niveau est trop élevé. Il est recommandé de realiser

I'ensemencement dans les 15 minutes suivant la préparation de I'inoculum.

V1. Aptitudes probiotiques

VI1.1. Résistance aux pH gastrique

La capacité de survie de la souche dans un environnement acide a été évaluée en utilisant la
méthode décrite par (Kaewnopparat et al. 2013). Brievement, 0,5 ml de la culture jeune a été
introduit dans 5 ml de bouillon nutritif déja ajusté a pH =2, pH =3, pH =4 et pH 5,8. La
résistance de la bactérie a ce facteur hostile a été estimée par la lecture de la densité optique a
620 aprés incubation de 2 h a 37°C. Le pourcentage de survie a été calculé par la comparaison

des valeurs de la DO de la culture dans le bouillon nutritif a différents pH: survie % =

(DO pH acide

DO pH=5,8) x 100

V1.2. Résistance aux sels biliaires

Nous avons utilisé le protocole décrit par (Handa et Sharma 2016) pour évaluer la résistance
de la bactérie aux sels biliaires . 0,5 ml de la culture bactérienne jeune de 18 h a été inoculé dans
5 ml du bouillon nutritif & 0,3% de sels biliaires, suivi d’une incubation a 37°C pendant 4 h. Un
témoin a été préparé dans les mémes conditions. Le taux de survie a été déterminé par la mesure

de la DO a 620 nm, en comparant les valeurs de la DO de la culture sur bouillons nutritif avec et

DO sels biliaires

sans sels biliaires. L’€quation suivante a été appliquée : survie % = ( ) x 100

DO témoin

V1.3. Test d’auto-agrégation

Le culot bactérien de la souche incubé a 37°C pendant 18h a été récupéré par centrifugation
(6000 rpm/10 min) et lavé deux fois avec du PBS (7.2) ; puis mis en suspension dans 4 ml du
méme tampon ; une agitation de 10 secondes a été procédée et 1’absorbance de la suspension
initiale a été ajustée a 0.6. Aprés une incubation a 37°C pendant 3 h, I’absorbance a été
déterminée a une longueur d’onde de 620 nm. Le pourcentage d’auto-agrégation a été exprimé
en fonction de temps, en appliquant la formule (Dias, Duarte, et Schwan 2013) :

Autoagrégation % = [1 — (At —A,) X 100]Avec A:: DO at d’incubationet A_: DO at..

V1.4. Capacité d’adhésion aux cellules épithéliales

Ce test a eté réalisé dans le but d’évaluer la capacité de la souche d’adhérer aux cellules
épithéliales. La méthode décrite par (Lin et Chien 2007), a été appliquée et modifiée selon les

étapes suivantes :
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1. Préparation de cellules épithéliales : Un segment de I’intestin du poulet a été bien lavé
par une solution de chlorure d'hydrogene (HCI) de concentration 6%, placé dans un bain
de I’eau physiologique et soumis a une réfrigération a 4°C pendant 30 min afin de facilité
la récupération des cellules. Les cellules ont été récoltées en grattant la surface interne de
I'intestin avec une lame stérile, Des dilutions décimales ont été effectuées jusqu'a une
dilution de 10™. Ensuite, la suspension cellulaire obtenue a été examinée au microscope
afin de vérifier qu'elle ne présentait aucune contamination

1. Préparation des cellules bactériennes : Le culot bactérien de la culture d’une nuit (18h)
a été recupére par centrifugation a 6000 rpm pendant 10 min ; suivi par deux lavages
avec ’eau physiologique, le culot a été repris dans 2 ml de méme solution suivis d'une
observation microscopique (Gx100).

2. Réalisation de test : 1 ml de la suspension bactérienne a été mélangé avec 1 ml de la
suspension des cellules épithéliales déja préparées. Apres 1’incubation a 37°C pendant 45
min ; un frottis coloré avec le Violet de gentiane pendant 5 min a été réalisé. Le test est

considéreé positif si le nombre de cellules adherées est supérieur a 15.

VI1.5. Activité antibactérienne des lactobacilles isolées

Afin d’évaluer l'activité antimicrobienne, la gélose nutritive molle inoculée avec 20 ul d’une
culture jeune de souches pathogénes. Apreés solidification, différents puits sont creusés et puis
remplit par 50 pl du surnageant obtenu en centrifugeant de cultures bactériennes de 24 heures.
Le diameétre de la zone d'inhibition entourant les puits a été mesuré et une zone claire de 1 mm

ou plus a été considérée comme une inhibition positive.

V1.6. Sensibilité aux antibiotiques des lactobacilles isolés

La résistance des isolats aux antibiotiques a été réalisée selon (Das, Khowala, et Biswas
2016). Les antibiotiques utilisés sont : PIP (30 pg) ; CRD (30 pg) ; ERY (15 pg) et TE (30 ug).
Les tests ont été réalisés en doublé et les diametres de zone d'inhibition de croissance (mm), s'il y

en a, ont été notés.

V1.7. Effet de la gomme arabique sur la croissance des lactobacillesisolées

A. Croissance des Lactobacilles dans les différentes solutions de gomme arabique

Dans des tubes contenant 5 ml de 1’eau physiologique supplémentée par la poudre de la GA a
0%, 1% et 2% et 3%, ces milieux ont été stérilisés en autoclave. 100 pl de chaque culture

bactérienne jeune standardiser. Apres incubation pendant 24 h a 37 °C, la croissance des souches
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a eté examinée en mesurant les densités optiques par spectrophotometre réglé a 620 nm et équipé

d’une cuvette de 1 cm (Bouguerra, 2021).

B. Croissance des Lactobacilles dans le yaourt additionné de 3% de la gomme arabigue

La gélose MRS est utilisée pour le dénombrement des Lactobacillus dans les préparations de

3% de gamme arabique du premier jour jusqu’au 21 jours de conservation a 4°C.
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|. Présentation des cas-témoins

Le tableaul6 illustre certaines informations sur la population de pré-étude microbiologique. Notre
échantillon inclut des sujets diabétiques, des sujets touchés par les maladies infectieuses ou

inflammatoires. Ces personnes ont un poids normal ou une surcharge pondérale.

Tableau. 16 : Parameétres de la population de pré-étude microbiologique.

B Maladie Age (ans) | sexe | Poids (kg) | Taille (cm) | IMC(Kg/m?) | Corpulence | Médicaments

E1 | Saine 24 F 55 1,64 20,45 Normal Aucun

E2 Pré-diabétique 55 H 73 1,73 24,39 Normal Aucun

E3 | Obese 26 F 120 1,68 42,52 Obésité Aucun

E4 Diabétique 65 H 90 1,8 27,78 Surpoids Anti-diabéte

E5 Diabétique 59 F 167 1,67 59,88 Obésité Anti-diabéte

E6 Tuberculose ganglionnaire 35 F 50 1,64 18,59 Normal Antibiotique

E6* | Apres 8 moi de traitement 36 F 56 1,64 20,82 Normal Aucun

E7 Arthrose 60 F 56 1,66 20,32 Normal Anti-inflammatoire
E8 | Saine 13 F 38 1,48 17,35 Maigre Aucun

E9 Diabétique 46 F 60 1,50 26,67 Surpoids Anti-diabéte

E10 | Vitiligo 31 F 60 16 23,44 Normal Immunosuppresseur

I1. Examen macroscopigue des selles

L’examen macroscopique (tableau 17) sous la lumiere des échantillons de selles fraiches
recueillis a démontré une différence entre la texture et la couleur, une présence des résidus
alimentaires, une absence de formes parasitaires visibles a 1’ceil nu ainsi qu’une absence totale du

sang, des glaires dans les différents échantillons.

Tableau. 17 : Résultats de I’observation macroscopique des échantillons recueillis.

Echantillo Consistance Couleur Macroparasites Résidus Eléments surajoutés
n S-solide | Solide | Liquide | Brune | Sombre | Claire | Autre alimentait | Mucus | Sang | Autres
El + + - + - - -
E2 + - T+ ) ) )
E3 + - - - -
E4 + - - - -
E5 + + - _ - - -
E6 + + - 4 - - -
E6* + - + - - |-
E7 + - N - ) )
E8 + + - 4+ - - -
E9 + + - + - - R
E10 + + - N - ) }

Nos résultats montrent qu’il existe une différence de couleur des selles. Les selles peuvent
prendre différentes couleurs selon les aliments consommés, les médicaments pris ou 1’état de
santé de chacun. Toutes les selles sont de couleur normale, par contre les selles de patient E6
sont colores a cause de traitement par les antibiotiques anti-tuberculose. Ainsi, les selle du

patient tuberculeux (Ee*) a pris une couleur brune ordinaire aprés 1’arrét du traitement.
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La consistance de la matiere fécale dépend de la vitesse a laquelle la matiere a traversé
I’intestin. Les selles de la majorité des personnes inclus dans notre étude sont semi-solides, a
I’exception de celles des personne E1 et Egqui sont solides et celles de la personne Es qui sont

liquides avec une forte odeur (figure 20).

Es E:

Figure.20 : Aspects et consistance des selles des personnes Es et E;.

Physiquement, les personne E; et Es sont plus jeunes, considérées comme des sujets sains non
obéses et généralement les jeunes mangent une variété d'aliments constipants (les frites, les

boissons gazeuses et etc.) et ils ne boiventqu’une petite quantité d’eau.

L’alimentation joue un réle important sur le transit intestinal puisque les cellules
microbiennes produisent de nombreuses enzymes nécessaires a la digérer les glucides et les
protéines dans le cdlon, ce que les cellules hdtes humaines ne peuvent pas. Le régime alimentaire
a une forte influence sur la composition et la diversité microbiennes (Kushugulova et al.
2018).De nombreuses études in vivo et cliniques ont mis en évidence I’impact de la
consommation de certains aliments sur la composition du microbiote intestinal (Luu, 2018). Par
exemple, les régimes riches en graisses, les acides gras polyinsaturés et la viande ont été associés
a une augmentation risque de maladie intestinale. Ce risque de maladie intestinale inflammatoire
pourrait étre diminué en modulant la structure de la communauté du microbiote intestinal et/ou
son métabolome avec un régime végétarien (Gagliardi et al., 2018). Généralement, un régime
alimentaire riche en fibres conduit a un microbiote plus diversifié et stabilisé (Frayssinhes
2017). Le profil du microbiote intestinal peut étre modulé par la consommation des probiotiques

et des prébiotiques (Luu, 2018).

Les selles seront liquides si le transit est accéléré, ainsi la femme diabétique obése a une
diarrhée permanente. Les personnes atteintes de diabete présentent des symptémes digestifs plus
fréguemment que le reste de la population générale, allant de 42 % a 76 %. Les principales

maladies affectant le tractus gastro-intestinal inférieur et représentées par le tractus intestinal
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sont la constipation, la diarrhée et l'incontinence fécale. Chez les Tunisiens (2022), la fréquence
globale des symptdmes digestifs était de 44,8%, principalement les ballonnements (18,9%), la
diarrhée (11,7%), la constipation (8,6%), le syndrome du cdlon irritable (8,6%) et I'incontinence
fécale (8,2%) (Harrabi et al., 2022).

De surcroit, on remarque une variation dans I’apparition des fibres chez les différents
patients : la quantité des fibres alimentaires est trés visible chez le patient attient le tuberculose
Es et le patient sain Es, moyennement visible chez la totalité des patients, mais elle n’est pas

visible chez le patient diabétique obése (Es).

En général, les fibres alimentaires animales et végétales ne peuvent étre digérées
complétement et il est possible que les fibres insolubles ne changent pas beaucoup au cours de
leur parcours digestif. Le patient Eg a une constipation et une mal digestion des aliments
consommés ce qui indique la présence d’un probléme gastro-intestinal chez ce sujet. Au cours de
traitement par les antibiotiques, le patient E¢ a des problémes digestifs, car ses selles contiennent
un grand morceau des aliments. Aprés le traitement, la digestion du patient E¢*est trés améliorée

et cela est démonte par la diminution des débris alimentaires dans ses selles (figure 21).

Figure. 21:0bservation macroscopique des selles de la personne qui atteint le tuberculose .

L’antibiothérapie est une des grandes innovations dans les domaines de la médecine, de la
santé publique et de I'agriculture. Un antibiotique est une substance qui permet 1’empéchement
de croissance et la de destruction des bactéries présente dans le corps humain. Des études
précliniques et cliniques ont constaté que les antibiotiques peuvent altérer la composition, la
diversité, ainsi que les fonctions du microbiote intestinal humain, causant des désordres rapides
et parfois persistants. Chez quatre adultes sains, la clindamycine a provoqué une perte
dramatique de la diversité et de la représentation de certaines especes du genre Bacteroides, ainsi
qu’une augmentation des souches résistantes aux antibiotiques, lorsqu'elle a été administrée

pendant une semaine (Jernberg et al., 2007).
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111. Examen microscopigue des selles

I11.1. Etat frais des selles

L’examen microscopique permet de révéler les leucocytes fécaux, la mobilité par ciliature
polaire (pathogenes), les formes végétatives et kystiques des protozoaires et des larves
d’helminthes. En fonction du résultat obtenu (tableau 18), on note une absence totale de ces

éléments sauf les débris alimentaires qui sont présents en grande quantité.

Tableau. 18 : Résultats de I’examen a 1’état frais des échantillons.

Leucocytes Mobilité par ciliature ceufs et larves Formes Yégétatives “ .
Echantillons fécaux. polaire (pathogenes) d’helminthes kysthues-des Debris
protozoaires
Oui Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui Non
El - - - - (+ fibres)
E2 - - - - (+ fibres)
E3 - - - - (+++ fibres)
E4 - - - - (+ fibres)
E5 - - - - (+++ fibres)
E6 - - - - (+++ fibres)
E6* - - - - (+ Graisse)
E7 - - - - O
E8 - - - - (+++ fibres)
E9 - - - - (+Graisse)
E10 - - - - (+ Amidon)

La figure 22 montre que presque tous les échantillons des selles sont riches en fibres
alimentaires. Cependant la charge en debris alimentaire est plus élevée chez les Esg, Es, Es et Es,
moins chargé que chez les E; et Eo, Es, E6* et absent chez le E7. Ces débris peuvent étre issus de
la digestion ou bien d’autres processus meétaboliques, ou Il'existence d’une déficience

fonctionnelle digestive.

En plus, une grande quantité des graisses est presque identique chez les patients obeses Es,
Eset E¢~ contrairement aux autres patients. De fagon générale, la présence excessive de graisses
non digerées est traduite par un déficit de bile ou de sucs pancréatiques ou un defaut d'absorption
intestinale. La flore intestinale joue un réle important dans la dégradation des selles biliaires et
un dysfonctionnement de cette flore peut induire donc un probleme de digestion des graisses
alimentaire. Ces résultats montrent également la présence d'amidons dans les selles de Es, dont

I’augmentation traduit une accélération du transit intestinal ou une destruction de la flore
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colique, chez ce patient, la diarrhée est observable, une complication fréquente du diabete de

type 2, leurs causes sont multifactorielles et restant mal connues (Piche et Hébuterne, 1998).

Figure. 22 : Observation microscopique a 1’état frais des échantillons (avec ou sans lugol,
GX400).

111.2. Erottis des selles coloré au Gram
Une différence significative de la charge et la diversité microbienne a été observée, apres la

coloration du Gram de dilution 102 des selles, entre les échantillons observés (tableau 19).

Tableau. 19: Analyse de la charge et la diversité microbienne dans les selles examinées a partir

de la coloration de Gram.
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Dans notre étude, 1’obésité et le diabéte sont également associés avec la diminution de la
charge et de la diversité du microbiote intestinal. Les personnes obéses et/ou diabétiques (E2, Es,
E4, Es et Eg) ont une charge et une diversité bactérienne moins que les sujet normaux (E1 et Es).
Cependant, le sujet diabétique obése Es est le cas qui posséde moins des bactéries par rapport

aux autres obeses (Es et Es). Plusieurs études ont montré que 1’augmentation de I’'IMC est

Echantillons | Charge microbienne Gram +/Gram - IS LIS
Coques | Bacilles
El Moyenne Trés équilibré (+++/++) + +
E2 Un peu faible Equilibré (++/+) ++ 4+
E3 Trés faible Déséquilibré (+/++) ¥ et
E4 Faible Equilibré (++/++) ¥ T
E5 Trés faible Déséquilibré (+++/+) + +
E6 Faible Déséquilibré (+++/+) ¥ T
E6* Moyenne Equilibré (++/+) i ++
E7 Faible Equilibré (++/+) ¥ —
E8 Abondante Trés équilibré (+++/++) e —
E9 Faible Equilibré (++/+) - i
E10 Moyenne Déséquilibré (+++/+) + T+t

associée a la diminution de la diversité de la flore intestinale.

N

<&Es: sujet sain maigre

f"fﬁ.‘..

,,r. 3!
/ 23
5 BT
I3 “ { ﬂ . :
\ P LB “J. )
- 3 <
."»-

& !—\"-\-—-l &=

lg“\. .

'/’\

-0 \"

P“'ﬁ- I

NS ey

L¥e) b 4,

IS ') 7/.’
et S ¥
Rz -
INDH
A - ’.\“ -& g
< 1o
S) ' "} £
N n }i_'-?"\\ 0 d
-
\

E1 : sujet sain normal

(+)......................................................................;(_)

N NIRRT

E3 :sujet obese

Figure. 23 : Observation microscopique de coloration de Gram des personnes sain avec des

Les premiéres etudes sur I'obésite et le microbiote rapportent qu'une augmentation du poids
corporel est associée a un changement du microbiote identifié par une modification du rapport

Firmicutes/Bacteroidetes avec une plus grande proportion de Firmicutes (F, bactéries Gram

corpulences différentes (GX1000).

positif) et un declin de Bacteroidetes (B, bactéries Gram négatif) (Gérard et Vidal 2019).

Une étude d’analyse du microbiote fécal chez 12 humains obeses a également montré une

augmentation du rapport F/B. Cependant, il a été demontré que cette diminution de Bacteroidetes
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s'améliorait avec la perte de poids chez les personnes obéses (Ley et al., 2006). Au Japon,
I'analyse génomique des selles de 23 sujets non obeses (IMC < 20 kg/m2) et de 33 sujets obéses
(IMC >25 kg/m2) a montré un nombre significativement réduit de Bacteroidetes et un nombre
plus élevé de F/B ratio chez les sujets obéses par rapport aux sujets non obéses. De plus, la
diversité bactérienne était significativement plus élevée chez les sujets obéses par rapport aux
sujets non obeses (Kasai et al., 2015). Des résultats similaires ont été rapportés chez 61 adultes
ukrainiens chez lesquels le rapport F/B était significativement associée a l'indice de masse
corporelle (IMC). Les individus avec un ratio F/B > 1 ont ét¢ 23 % plus susceptibles d'étre en
surpoids que ceux avec un rapport F/B <1 (Koliada et al., 2017). De méme, les sujets gatariens
(37 obeses et 36 maigres) présentaient un microbiote intestinal altéré ; les ratios F/B chez les
sujets obeses et maigres étaient 2,25 + 1,83 et 1,76 + 0,58, respectivement (Sohail et al.,
2019).Chez les écoliers kazakhs (Xu et al., 2012) et belges (Bervoets et al. 2013), le F/B rapport
était significativement plus élevé dans les groupes obeses par rapport a celui des groupes
témoins. Des recherches ont montré que les microbes des Firmicutes augmentent I'absorption des
calories entrainant un gain de poids et les animaux obeéses et les sujets humains ont tendance a
avoir des niveaux plus élevés de Firmicutes. De plus, les microbes de le phylum Firmicutes
augmentent I'absorption des acides gras et diminuent I'oxydation des acides gras, contribuant a

une plus grande accumulation de graisse et a un gain de poids (Islam et al., 2022).

Plusieurs études n'ont observé aucune relation entre le rapport F/B et I'obésité, la prise de
poids ou I'IMC. Duncan et al.(Duncan et al., 2008) n'ont suggéré aucune différence entre les
Firmicutes et Bacteroidetes selon I'lMC. Hu et al., 2015 ont analysé les selles des coréens (agés
13-16 ans), ils n'avaient révélé aucune différence significative dans le rapport F/B entre les
obéses (0,56 + 0,86, IMC > 30 kg/m?) et les normo-pondéraux (0,50 + 0,53, IMC < 25 kg/m? )
(Hu et al. 2015). Au contraire, Schwiertz et al. ont signalé un ratio inférieur de Firmicutes chez
les adultes en surpoids par rapport aux témoins maigres (Schwiertz et al., 2010).

Les écarts entre ces résultats contradictoires peuvent étre dus aux habitudes alimentaires, a la
physiologie de I'n6te, facteurs ainsi que les méthodologies utilisées dans leurs analyses (Lv et al.,
2019). De plus, l'association entre le rapport F/B et l'obésité varie selon les populations
specifiques, les groupes d'age, les genres, et les facteurs environnementaux et génétiques, et
d'autres embranchements bactériens qui peuvent jouer un réle important. Probablement, il existe
un nombre limité d’espéces des phylums Firmicutes et Bacteroidetes qui sont associées a
I'obésité. Certaines d’especes bactérienne sont capable a produire plus d'enzymes responsables
de la fermentation des glucides et des lipides alimentaires contribuant au développement de
l'obésité (Stojanov, Berlec, et Strukelj 2020).
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Dans le cas ou le diabéte est associé a 1’obésité, la dérégulation de la barriere muqueuse
intestinale augmente la translocation du complexe LPS a travers la barriére épithéliale, avec une
perpétuation de l'inflammation muqueuse et la génération d'une endotoxémie métabolique.
Actuellement, il y a des preuves suggerent une association entre les altérations de la régulation
du microbiote intestinal et l'activation accrue des voies inflammatoires, conduisant & une
altération de la signalisation de I'insuline (Aloo et Oh, 2022).
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Figure. 24 : Observation microscopique de coloration de Gram des personnes diabétiques
(GX1000).

Chez les diabétiques, la diminution de la diversité microbienne et I’augmentation de F/B ratio

provoquent (Ortega et al., 2020) :

+» La déséquilibre de la balance énergétique par la diminution de la production des acides gras
a chaine courte par la flore intestinale.

« L'endotoxemie est causee par augmentation des LPS circulants.

% L’inflammation chronique de bas grade est stimulée par le complexe LPS-récepteur
TLR4 (Toll Like Receptor 4).

¢ L’augmentation du tissu adipeux grace a la stimulation permanente de 1’appétit.

¢+ La résistance a l'insuline et a la leptine sont observées a cause de la dysrégulation des
peptides intestinaux.

+ L’altération de 1'axe cerveau-intestin-microbiome par I’implication du systéme nerveux.
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Les échantillons Eg et E¢* sont provenues de la méme personne. Cette personne a consommé
les antibiotiques antituberculeux durant une année. Selon la figure 25, I’échantillon au cours de
traitement (Es) est le plus pauvre en bactéries intestinale comparativement a celui apres six mois
d’arrét de la thérapie (Es*). Certains auteurs ont mis en évidence que le déséquilibre de la flore

intestinale persistait six mois a deux ans aprés 1’administration (Rashid et al., 2015).

Es : sujet atteint la tuberculose Ee*: sujet aprés traitement antituberculeux

Figure. 25: Observation microscopique de coloration de Gram de personne atteinte de
tuberculose (GX1000).

Les échantillons E10 et E7 sont des échantillons de personnes souffrant de maladies
immunitaires et inflammatoires. Le sujet E10 souffrait d'asthme et de vitiligo (figure 26). Nos
résultats de coloration de Gramne montrent pas la présence d'une diminution de la diversité et de
la charge de la flore intestinale chez ce sujet. Malgré que le vitiligo est une maladie auto-immune
caractérisée par une dépigmentation de la peau due a la perte de mélanocytes et les anomalies du
microbiote cutané ou intestinal sont associées a diverses maladies de la peau. En plus, une étude
récente a révélé une plus faible abondance et diversité du microbiote intestinal dans les selles

des patients atteints de vitiligo par rapport aux selles des témoins (Bzioueche et al., 2021).

Le sujet E7 souffrat d'arthrose (figure 26). Nos résultats de coloration de Gram montrent la
présence d'une réduction de la diversité et de la charge de la flore intestinale chez ce sujet. Dans
ce sens, le microbiote intestinal pourrait étre impliqué dans la destruction articulaire et les
douleurs arthrosiques, notamment par son rdle dans l'inflammation systémique de bas grade. Son
mécanisme d'action dans l'arthrose est complexe, avec a la fois des effets directs de la dysbiose
sur l'arthrose inflammatoire et des effets indirects via son réle dans le syndrome métabolique et
I'obésité (Binvignat et al. 2021).
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E7 Eio

Figure. 26: Observation microscopique de coloration de Gram de E7 et E10 (GX1000).

1VV. Dénombrement des cellules bactériennes

Nos résultats montrent une différence remarquable dans la morphologie des colonies entre les
échantillons observés (figure 27).

Lorsque différentes dilutions d'échantillons fécaux ont été inoculées dans du milieu VRBL,
des colonies rose pourpre, entourées ou non d'un halo de sels biliaires précipités sont apparues,
indiquant la présence d'Enterobacteriaceae.

L'observation microscopique des colonies apparaissant sur la gélose MRS a noté la présence
de petites colonies blanches, ce qui a confirmé la présence de bactéries lactiques dans les selles
analysées.

Apreés ’incubation a 37°C pendant 72h a 5 jour, on constate que les levures apparaissent sous
la forme de colonies blanches crémeuses lisses et de tailles différentes en surface sur le milieu

OGA dont la charge variée d’un échantillon a un autre.

Es 10 (PCA) Es 105(VRBL) Es 10°(MRS)

Es 10%(0GA)

Figure. 27 : Aspects des colonies dans les différentes géloses de dénombrement.

La quantification microbienne vise a déterminer la concentration de bactéries ou de levures et
de moisissures dans les selles d'un patient afin de dresser un tableau approximatif des
perturbations du microbiote intestinal. Le tableau 20 regroupe les résultats de plusieurs
comptages microbiens fécaux.
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Tableau. 20 : Résultats de dénombrement de certains micro-organismes de la flore intestinale.

Flores (UFC. mI't*107) | E1 E2

E3

E4

E5 E6

EG*

E7 E8

E9

E10

Bactéries aérobies totales | 2,954 | 2,018

1,990

3,636

3,127 | 1,290

2,200

0,000 | 3,17

1,99

0,0584

Entérobactéries 0,222 | 3,00

1,000

2,600

0,001 | 5,600

4,155

0,010 | 0,016

5,18

1,20

Lactobacilles 2,880 | 3,20

0,000

0,126

0,000 | 0,031

0,041

0,152 | 2,66

24,00

2,55

Levures et moisissures 0,017 0,0363

0,354

0,000

0,509 | 0,025

0,0250

0,0292 | 0,000

0,333

0,000

IVV.1. Flore intestinale et I’age

Selon le tableau 21, ’homme plus agé a plus de bactéries intestinales (bactéries a Gram

négatif) que I’adolescente (3vs.0,16UFC. mIt *107). Il existe de nombreux types de bactéries

pathogenes qui entrent dans ce groupe, telles que Salmonella et Proteus Sppetc. En plus, les

levures et moisissures sont détectés uniquement chez adulte ages, ce qui confirme la présence

d’une infection.

Tableau 21 : Comparaison entre la charge microbienne fécale de 1’adulte et d’adolescents.

IV.2. Flore intestinale et maladies métaboligues

Parametres Adulte 4gé E Adolescent Es
Age (ans) 55 13
Sexe Homme Fille
Poids (Kg) 73 38
Taille (m) 1,73 1,48
IMC (Kg.m-?) 24,39 17,35
Corpulence selon 'OMS Poids normal Maigre
Bactéries aérobies totales (UFC. ml-* *107) 2,018 3,17
Entérobactéries (UFC. mI *107) 3 0,016
Lactobactéries (UFC. ml-t *107) 3,2 2,66
Levures et moisissures (UFC. ml-* *107) 0,0363 0,000

Le tableau 22 montre les résultats du comptage de la flore fécale d'un sujet de poids normal

et d'un autre sujet obese.

D’un co6té, le sujet obése avait plus d’Entérobactéries, qui sont des bactéries a Gram négatif et
plus de levures et de moisissures que le sujet de poids normal, ce qui peut indiquer la présence
des souches pathogénes dans les selles des sujets morbides. D’un autre coté, le sujet obése
n’avait pas des bactéries lactobacilles qui sont des bactéries a Gram positif par rapport au sujet
de poids normal. Ainsi, le rapport entre les bactéries & Gram positif et celles & Gram négatif est
désequilibreé, ce qui signale, la diminution de la diversité et de la charge bactérienne, la présence

de dysboise chez la personne obése.
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Tableau. 22 : Comparaison entre la charge microbienne fécale de la personne de poids normal et
la personne obese.

Parametres Personne normale E; | Personne obeése E 3
Sexe Femme Femme
Age (ans) 24 ans 11 mois 26 ans 0 mois
Poids (Kg) 55 120
Taille (m) 1,64 1,68
IMC (Kg.m- 2) 20,45 42,52
Corpulence selon ’OMS Poids normal Obésité morbide
Bactéries aérobies totales (UFC. ml-* *107) 2,954 1,990
Entérobactéries (UFC. ml! *107) 0,222 1,000
Lactobactéries (UFC. mlt *107) 2,880 0,000
Levures et moisissures (UFC. ml *107) 0,017 0,354

Selon le tableau 22 et le tableau 23, les patients obéses et/ou diabétiques avaient des concentrations
d'entérobactéries supérieures a 3.10” UFC. mlL. Contrairement a un homme diabétique (E4), une femme obése
diabétique (Es) comme une femme obese (Es) n'a pas de lactobacilles dans les selles. Peut-étre que I'apparition du

diabete et/ou de l'obésité et leur développement ont détruit le microbiote intestinal.

Tableau. 23 : Comparaison entre la charge microbienne fécale d’une personne diabétique obése

et d’une autre personne diabétique en surpoids.

Parametres Diabétique Es | Diabétique E4
Sexe Femme Homme
Age (ans) 59 ans Imois | 65 ans 5 mois
Poids (Kg) 167 90
Taille (m) 1,67 1,80
IMC (Kg.m-?) 59,88 27,78
Corpulence selon I’OMS Obésité morbide | Surpoids
Age d'apparition de diabéte (ans) 50 61
Durée de la maladie (ans) 9 4
Glycémie a jeun (g/l) 1,46 1,05
Glycémie postprandiale (g/l) 1,60 1,35
Hémaoglobine glyquée (%) 6,50 6,60
Bactéries aérobies totales (UFC. mlt *107) 1,20 0,95
Entérobactéries (UFC. ml! *107) 3,127 3,636
Lactobactéries (UFC. ml-t *107) 0,001 2,600
Levures et moisissures (UFC. ml *107) 0,000 0,126
Bactéries aérobies totales (UFC. mI! *107) 0,509 0,000

-50-



Chapitre 2 Résultats et discussions

Le rapport des bactéries a Gram positif (Lactobacilles) et bactéries a Gram négatif
(Entérobactéries) est déséquilibré chez les deux groupes (tableau 24 et figure 27).

Tableau. 24 : Moyennes des résultats de dénombrement par groupe des personnes en surcharge

pondéral et groupes des personne diabétiques.

Flores (UFC. ml* *107) | Personnes en surcharge pondérale | Personnes diabétiques obéses
Bactéries aérobies totales 2,686 +0,830 2,918+0,843
Entérobactéries 2,195 +2,260 2,594+2 590
Lactobacilles 0,042 +0,073 0,063+0,0890
Levures et moisissures 0,299 +0,214 0,281+ 0,258

Levures et moisissures [ Levures et moisissures  [[I]
Lactobacilles | Lactobacilles
Entérobactéries [ ] Entérobactéries
Bactéries aérobies totales | Bactéries aérobies totales |
0 05 1 15 2 25 3 0 1 2 3 4
Flore (UFC/mI*107) Flores (UFC/ml *10 7)
Personnes en surcharge pondérale Personnes diabétiques obéses

Figure. 28 : Représentation graphiques de certains composants de la matiere fécales des

personnes obese et /ou diabétiques.

1VV.3. Flore intestinale et maladies infectieuses

La tuberculose est une maladie infectieuse transmissible provoquée par Mycobactérium
tuberculosis, son traitement repose sur la prise réguliére d’antibiotiques. Nos résultats montrent
que cette personne avait un nombre tres élevé des Entérobactéries et inversement un nombre tres
faible desLactobacilles avant et apres le traitement antituberculeux. Cependant, il y a une
diminution des bactéries a Gram négatif et unelégere augmentation de concentration de bactéries

a Gram positif apres la thérapie par rapport a la période de la prise des antibiotiques.

Aprés le traitement, on note un gain de poids chez cette personne, comme premiére
hypothese, la consommation des antibiotiques et la réaction corporelle contre 1’attaque des
bacillespeuvent favoriser 1’élévation de I’'IMC. Les antibiotiques sont des substances qui inhibent
ou tuent les bactéries pathogénes comme les Mycobactérium tuberculosis, mais les bactéries
bénéfiques du corps. Ainsi, les antibiotiques altérent la quantité et la qualité de I’ensemble du

microbiote humain et surtout le microbiote intestinal.
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Tableau.25 : Comparaison entre la charge microbienne fécale d’une personne avant et aprés une

thérapie antituberculeuse.

Au cours de traitement

Apres l'arrét du traitement

Parametres Avant le traitement par (12 mois) par (9 mois)
Age (ans) 30-34 35 et 5 mois 36 et 4 mois
Sexe Femme Femme Femme
Poids (Kg) 51 47 56
Taille (m) 1,64 1,64 1,64
IMC (Kg.m-?) 18,96 17,47 20,82
Corpulence selon I'OMS Poids normal Maigre Poids normal
Bactéries aérobies totales (UFC. ml *107) / 1,290 2,2
Entérobactéries (UFC. ml! *107) / 5,600 4,155
Lactobactéries (UFC. mlt *107) / 0,031 0,041
Levures et moisissures (UFC. ml1 *107) / 0,025 0,025

1V.4. Flore intestinale et maladies auto-immunitaires

Un taux tres faible des lactobacilles a été trouvé chez la femme souffrant de Vitiligo, par
rapport a la femme saine (tableau. 26). Cela indique la présence d’un probléme dans 1’équilibre
de la flore intestinale chez la femme maladie. La majorité des études ont confirmé la relation
étroite qui existe entre la flore intestinale et le systéme immunitaire, également la relation entre
le dyshiose et les différentes maladies immunitaire.

Tableau. 26 : Comparaison entre la charge microbienne fécale d’une personne saine avec une

autre personne touchée par une maladie auto-immune.

Paramétres Personne saine E1 | Personne malade Eio
Sexe Femme Femme
Age (ans) 24 31
Poids (Kg) 55 60
Taille (m) 1,64 1,6
IMC (Kg.m- ?) 20,45 23,44
Corpulence selon I'OMS Normal Normal
Maladie Sain Vitiligo
Traitement Rien Immunosuppresseur
Bactéries aérobies totales (UFC. ml-* *107) 2,954 0
Entérobactéries (UFC. ml* *107) 0,222 0,01
Lactobactéries (UFC. ml! *107) 2,880 0,152
Levures et moisissures (UFC. ml *107) 0,017 0,0292

IVV.5. Flore intestinale et maladies inflammatoires

Selon nos résultats qui sont illustrés sur le tableau 27, la femme touchée par I’arthrose avait
une faible diversité et charge bactérienne concernant les bactéries aérobies totales, les
lactobacilles et les entérobactéries, mais une charge considérable en levures et moisissures
comparativement a la femme saine. Ces résultats signalent le dysfonctionnement de flore

intestinale.La majorité des études ont temoigné la relation bidirectionnelle qui existe entre la
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flore intestinale et le systéme immunitaire et un probléme et faiblesse de ce systéeme peut
provoquer I’inflammation chez 1’individu; pour cela le dysbiose intestinalet les maladies
inflammatoire chronique sont associés.

Tableau. 27 : Comparaison entre la charge microbienne fécale d’une personne saine avec une

autre personne touchée par une maladie inflammatoire.

Paramétres Personne saine E; | Personne malade Ez
Sexe Femme Femme

Age (ans) 24 60

Poids (Kg) 55 56

Taille (m) 1,64 1,66

IMC (Kg.m- ?) 20,45 20,32
Corpulence selon I'OMS Normal Normal
Maladie Sain Arthrose
Traitement Rien Anti-inflammatoire
Bactéries aérobies totales (UFC. ml *107) 2,954 0
Entérobactéries (UFC. ml! *107) 0,222 0,01
Lactobactéries (UFC. ml! *107) 2,880 0,152
Levures et moisissures (UFC. ml! *107) 0,017 0,0292

I. Analyse physicochimique de la gamme arabique

Physiquement, la gomme arabique utilisée dans notre pré-étude est haute qualité, selon les
critéres d’Anderson et al., 1967, de forme de larme, sa couleur est brune jaunatre tres péle. De
facon générale, les propriétés physiques de la gomme arabique peuvent varier selon l'origine et
I'dge des arbres, le temps d'exsudation et le climat, également selon le lavage, le séchage, le
blanchiment au soleil et les conditions de stockage peuvent affecter leurs propriétés physiques
(Musa, Ahmed, et Musa 2019).

Dans notre pré-étude, la gomme d'Acacia a une haute solubilité dans I'eau chaude et froide et
une viscosité relativement faible. Elle forme des solutions sur une large gamme de
concentrations sans devenir trés visqueuse (figure29). Evidemment, La plupart des gommes ne
peuvent pas étre dissous dans l'eau a des concentrations supérieures a 5% en raison de leur
viscosité élevée, mais la gomme d'acacia peut donner des solutions jusqu'a 50% de concentration
(A. Ahmed 2018; Anderson, Hirst, et Stoddart 1967; Musa, Ahmed, et Musa 2019). La capacité
de gomme d'Acacia pour fagonner ces solutions concentrées sans augmentation excessive de la
viscosite est due au degré éleve de ramification dans la structure de la gomme et, donc petit
volume hydrodynamique (A. Ahmed 2018; Anderson, Hirst, et Stoddart 1967). Dans le sens
contraire, la gomme d'Acacia est insoluble dans les huiles et dans la plupart solvants organiques

et est soluble dans I'éthanol aqueux jusqu'a une limite d'environ 60% d'éthanol (A. Ahmed 2018;
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Anderson, Hirst, et Stoddart 1967). Nos résultats sont similaires a ces données de la littérature
scientifique.

1g

2gll3¢g

10ml

Poudra de la gonume arabique utilisé 0,1 g/ml 0.2 g'ml 03 gml

Figure. 29 : Gomme arabique d’origine de Soudan et les solutions préparées.

Chimiquement, la GA est un poly-anion qui est associé a des ions calcium, magnésium ou
potassium pour former un sel d’acide polysaccharidique (Benyagoub et al., 2016). Le contenu
principal de GA est arabe (substance acide), et lorsqu'il s'est décomposé, il a donné de
I'arabinose. Ainsi, la GA est appelé acide arabique (A. Ahmed 2018; Anderson, Hirst, et
Stoddart 1967). Ce type de gamme est un neutre ou légérement acide (Musa, Ahmed, et Musa
2019) ; elle forme une solution fluide légérement acide, avec un pH entre 4 a 6,41 (Anderson,
Hirst, et Stoddart 1967; Chikamai et Banks 1993; Musa, Ahmed, et Musa 2019; Yaumi et
al., 2016).

Nos résultats de I’analyse chimique de la gomme étudiée (tableau 28) également montrent
que la solution de gomme arabique posséde un pH acide avec une acidité moyenne est égale 55°.
Ces variations entre les valeurs de pH peuvent étre attribuées a la source/région de provenance
de la GA et a linfluence de leur teneur en polysaccharides acides; l'acidite de ces
polysaccharides est due aux acides uroniques présents dans leurs structures (S. Ahmed,
Mohamed, et Karamalla, 2009).

Tableau. 28: Résultat de 1’analyse physicochimique de la gomme arabique.

Gamme arabique Solution de la gamme
Concentration (g/ml) 0,1
pH 5,29
Acidité (°D) 55
Viscosité 5,63
Matiere séche totale (g/l) 10

I1. Composition chimique de la gamme arabigue
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Les résultats sont plus conflictuels en ce qui concerne les molécules actives existant dans la
gamme arabique. Nous avons détecté certains métabolites secondaires d'extrait de la gamme
préparé (0,1 g/l). Nos résultats indiquent que la GA utilisée contient des alcaloides, saponines et
des composés réducteurs mais ne contient pas les flavonoides et les tanins (tableau 29), pourtant
(Elnour, et al., 2018) a identifié les alcaloides dans la gomme arabique analysée et mais aussi les
flavonoides, les tanins, 1’acide phénolique et d’autres molécules. A notre connaissance, la
composition chimique de la gamme arabique peut changer selon sa source, I'age des arbres dont
il provient, les conditions climatiques et le sol, la nature de I'eau, le stockage de la gomme, la
nature de la plante peut étre expose au stress , ainsi que les différences dans les méthodes de
détection utilisées et aussi I'équipement de laboratoire et les matériels de détection peuvent étre
périmés (A. Ahmed 2018; Tebib, 2015).

La teinte de la GA change en fonction de la quantité de tanins présents dans 1’échantillon.
Plus les tanins sont présents dans la gomme, plus cette derniére est sombres et moins solubilité
dans I’eau (Anderson, Hirst, et Stoddart 1967). Dans notre travail, la gommes est de couleur
claire, soluble dans I’eau et trés visqueuses, ce qui signale 1’absence des molécules tanins dans la
GA utilisé. 1l est bien démontré que la gomme arabique est un hétéro-polymere de
polysaccharide et glycoprotéines avec un pourcentage élevé de glucides (proche a 97%) et un
faible pourcentage de protéine (inférieur a 3%) (Musa, Ahmed, et Musa 2019). Les substances
minérales de 100 g de la gamme arabique sont Ca 0,7%, Mg 0,2%, Na 0,01%, K 0,95%, Fe
0,001%, P 0,6%, et des traces indiscernables de Pb, Co, Cu, Zn, Ni, Cd, Cr et Mn (A. Ahmed,
2018).

Tableau. 29 : Résultats de la détection chimique des substances actives.
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Molécules actives Indicateurs Résultats

Alcaloides (Wagner) Un précipité brun ++

i

Une coloration rose ou

Flavonoides
rouge
] Une coloration bleu-vert ou ™
Tanins .
bleu noire
=
==
nt€ sy
Anthocyanes Une coloration bleu violacé
Réducteurs Un précipité rouge-brique +++

A

S
. Une hauteur de mousse est
Saponines +++
plus proche de 1 cm

La fraction protéique est responsable des propriétés émulsifiantes de la gomme. Les
principaux acides aminés de la gamme arabique sont I'hydroxyproline, la sérine, la leucine, la

thréonine, I'histidine, et I'acide aspartique (A. Ahmed, 2018).

La gamme arabique se compose de galactoarabanne qui donne par hydrolyse L-arabinose, D-
galactose, L-rhamnose, acide D-glucuronique et acide 4- O-méthyl-D-glucuronique. La présence
de sucres reducteurs temoignerait du pouvoir réducteur (groupes reducteurs libres) de la gomme
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(A. Ahmed, 2018). Une étude biochimique de la gomme arabique de 1’Acacia arabica cultivée
en Algérie (Tebib, 2015) a révélé une richesse de la gomme en sucres : galactose, arabinose,
glucose et rhamnose (figure 30). Ces quatre oses ont un pouvoir réducteur. Dans ce cas, on peut
penser que la gamme choisie pour effectuer notre pré-étude contient des sucres simples

réducteurs non identifiés qui réagissent avec le liqueur Fehling.

1% 3% 2%

DO Galactose

DOArabinose

OGlucose
Rhamnose
Xylose

= Mannose

Figure. 30 : Composition mono-saccharidique de la gomme arabique de la GA(Tebib, 2015).

I11. Activité antibactérienne de la gamme arabique

La GA est un exsudat phytochimique de la plante d'Acacia qu’est utilisé traditionnellement
dans des applications médicales et est considéré comme protecteur contre les infections
bactériennes (Baien et al., 2020). Nos résultats n’indiquent pas la présence de D’activité
antibactérienne de la GA sur Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis qui des bacteries a Gram
positif, et Proteus mirabilis et E. coli selle qui des bacteries a Gram negatif (figure3l).
L’absence de cette activité biologique est peut-etre due a ’utilisation des solutions de la GA, de

forte concentration, de 0,1g/ml, 0,2g/ml et 0,3g/ml.

Staphylococcus aureus : Bacillus subtilis:
ATCC6538 ATCC 6633

Proteus mirabilis E. coli selle

Figure. 31: Résultats d’activité antibactérienne de la gamme arabique sur certaines souches.

Au contraire a nos résultats, plusicurs études ont montré la présence d’activités
antimicrobiennes chez la GA (Al-Behadliy, Al-Wazni, et Alwan 2020; Baien et al., 2020).
Shehu et al (2018) ont montré que les extraits méthanoliques de la GA présentait une activité
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antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus
creuset certains champignons(Shehu et al., 2018).

Généralement, 1’activité antimicrobienne inhibent la croissance des bactéries, empéchent la
formation de colonies microbiennes et pouvant détruire les micro-organismes. Les résultats de
cette activité (la méthode de diffusion sur gélose) ont indiqué que la GA (5 a 50 uM) n'exerce
gu'une activité antibactérienne modérée contre P. aeruginosa, tandis que Micrococcus luteus et
Bacillus sutilis n'étaient pas affectés par la présence de GA. Cependant, les zones d'inhibition de
ces deux bactéries étaient translucides, signalant qu'un effet bactériostatique se produit, c'est-a-
dire que la croissance ralentit, mais ne détruit pas les bactéries. Le taux de croissance de Bacillus
subtilis dans le lait a également diminué de 40% aprés ajout de la gomme arabique montrant son

effet bactériostatique sur Bacillus subtilis(Montenegro et al. 2012).

L’¢tude de Alogbi (2020) a dévoilé¢ I’effet important de la GA au tant qu’un agent

anticancéreux et antibactérien vis-a-vis 12 souches (Alogbi, 2020).

Pour vérifier nos résultats, on a remplacé notre 1’échantillon de GA d’origine de Soudain par
un autre échantillon locale d’origine d'El Oued. Le nouvel échantillon de la GA a couleur tres
foncé (figure 32), ce que nous permet d’estimer la richesse de cet échantillon par les tanins en

basant sur la littérature scientifique.

GA d’origine d'El Oued (Algérie)

AG : Acide galique et E : éthanol

Figure. 32 : Boite d’activité antibactérienne de la GA d’origine d'El Oued sur E. coli-selles.

Effectivement, les résultats de nos tests de confirmation indiquent la présence de I’activité
antibactérienne de la GA d’origine d'ElI Oued sur I’ensembles les bactéries testées
(Staphylococcus aureus,Bacillus subtilis, LB-selleset E. coli-selles), except Proteus
mirabilis(tableau 30). L’analyse profonde de nos résultats montre que ’activité antibactérienne
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de la GA se supprime lorsque la concentration de ses solutions est trés fortes (100 g/l, 75 g/l ou
50 g/l). En plus, la majorité des réponses positif de 1’activité antibactérienne (Staphylococcus
aureus,LB selleet E. coli selle) sont apparues lors d’utilisation d’une dose est égal 1g/1. c’est trés
important de dire que la GA est un trés bonne de I’inhibiteur d’Escherichia colid’origine matiére
fécale humaine.Selon Al-Behadliy et al (2020), I’extrait de la GA a montré un effet inhibiteur qui
varie selon la concentration et selon le microorganisme (Al-Behadliy, Al-Wazni, et Alwan,
2020).

Tableau. 30 : Résultats d’activité antibactérienne de la GA d’origine d'El Oued.

Concentration des extraits aqueux de la gamme arabique de la wilaya d'El Oued (Algérie) et diamétre en
Souches cle mm de I’activité

m 100 g/l 7549/l 50 g/l 2549/l 109/l 5g/l 1gl/l
f?‘éhé’é%%‘éccus aureus - + 0,00 0,00 0,00 0,00 11,00 0,00 13,00
Bacillus subtilis: ATCC 6633 + 0,00 0,00 0,00 11,00 0,00 0,00 0,00
Proteus mirabilis (urine) - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Lactobacillus (selles) + 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13,00
E coli (selles) - 0,00 0,00 0,00 0,00 14,00 13,00 11,00

Le pouvoir antibactérien de la gomme arabique peut attribuer a :

1. Leurs métabolites secondaires: la présence de saponine, de glycosides de saponine,
d'huile volatile, tanin hydrolysable, triterpénoide, flavonoides, phénol et alcaloides
(Benyagoub et al., 2016).

2. Laprésence des polysaccharides (Ali et al., 2020).

3. La teneur élevée en sel de Ca*?, Mg*? et K*, de polysaccharides et de nombreux types
d'enzymes telles que les oxydases, les peroxydases et les péctinases, dont certaines ont
des propriétés antimicrobiennes (Benyagoub et al., 2016; Montenegro et al., 2012;
Saini et al., 2008).

I. Lait de vache cru

1.1. Analyses physicochimigues

La connaissance des propriétés physicochimiques du lait revét une importance incontestable
car elle permet de mieux évaluer la qualité de lait utilisé. Le pH donne une idée sur 1’état de
fraicheur du lait et sa difféere d’une espece a une autre, ¢tant donné les différences de la
composition chimique, notamment en caséine et en phosphate et aussi selon les conditions
environnementales et il dépend aussi de la nature des fourrages ingérés par I’animal et de la
disponibilité en eau, ainsi que I’acidité est une notion importante permet de juger 1’état de
conservation du lait. La viscosité est en fonction de 1’espéce, on distingue : Un lait visqueux chez

les monogastriques ; on parle de lait aloumineux. Un lait moins visqueux chez les herbivores,

-68-




Chapitre 2 Résultats et discussions

c’est le lait est dit caséineux. La matiére séche totale ou I’extrait sec est I'ensemble des
substances présentes dans le lait a I'exclusion de I'eau.La teneur en extrait sec du lait differe
selon I'espéce (100-600 g/ I) (Alais, 1984).

Nos résultats montrent que le lait de vache utilisé dans notre étude est frais avec un pH= 6,71
et une acidité de 17°D (tableau 31) qui est I’équivalent de (1,7g\l) d’acide lactique, une teneur

de (118,1 g/l) en matiére seche totale qui explique la richesse du lait en extrait sec.

Tableau. 31 : Résultat de I’analyse physicochimique de lait de vache.

Parametres Valeurs
Couleur Jaunétre
pH 6,71
Acidité Dornic (°D) 17
Viscosité 5,88
Matiére séche totale (g/) | 118,1

1.2. Analyses microbiologiques

Le lait est un aliment dont la durée de vie est tres limitée en effet de son pH voisin de la
neutralité, qui le rend tres facilement altérable par les microorganismes et. Du fait de sa
composition physico-chimique, le lait est un excellent substrat pour la croissance microbienne
(Vignola L, 2002).

La flore originale des produits laitiers se définit comme 1’ensemble des microorganismes
retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les genres dominants sont essentiellement des mésophiles.

Il s’agit de microcoques, streptocoques lactiques et lactobacilles (Vignola L, 2002).

Les résultats de dénombrement montrent que les Lactobacilles représentent la flore
majoritaire (indénombrable) dans notre produit, une présence de flore mésophile aérobie totale,
Coliformes fécaux par des nombres de germes appartient aux normes selon (Vignola L, 2002)

avec une absence totale des Staphylococcus pathogenes et des Clostridium sulfito-réducteurs.

D’apres les résultats obtenus, on dit que le lait utilisé dans notre étude est de bonne qualité car
ne contient aucune trace de débris et de sédiments, il ne présente aucune flaveur étrangére, ni
couleurs ni odeur anormale, il respecte les normes en ce qui concerne le nombre de bactéries,
exempt de produits chimiques (par exemple, antibiotiques, détergents) et il a une composition et

une acidité normale.
Tableau. 32:Résultats du dénombrement du lait de vache.
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Micro-organismes Normes Milieu Cellules (UFC. 10%)
Flore mésophile aérobie totale | 105- 10° | PCA 4,86
Coliformes fécaux 102- 10° | VRBL 4,64
Levures et moisissures 0 OGA 3,28
Staphylococcus pathogénes 0 Chapman 0
Clostridiumsulfito-réducteurs <50 Vionde de Foie 0
Lactobacilles / MRS Indénombrable

Il. Yaourt nature

11.1. Analyses physicochimigues

Le yaourt nature est un produit laitier coagulé qui est obtenu par une fermentation lactique
grace a Lactobacillus delbrueckii bulgaricus et de Streptococcus salivarius thermophilus.Les
propriétés physico-chimiques du yaourt nature peuvent varier en fonction de plusieurs facteurs,
tels que la composition du lait utilisé, les souches bactériennes utilisées pour la fermentation, les
conditions de fermentation et de stockage, ainsi que d'autres variables (Luquet et
carrieu.,2005).

Le yaourt nature utilisée posséde une couleur normal, un pH= 5 qui est un peu plus que
certaines normes de JORA qui imposent un pH de (4,5 a 4,6) (Luquet et carrieu., ) (Shatha et
al.,2014) et cela peut étre d0 a des variations dans les conditions de fermentation ou a des
facteurs spécifiques liés a la production du yaourt, une acidité Dornic de 85°D qui respecte les
normes de la réglementation Algérienne qui exige que, lors de la mise en consommation, la
quantité d’acide lactique libre contenu dans le yaourt ne doit pas étre inférieure a 0,8g pour 100g

de produit et une viscosité de 10,16 indigue une consistance moyenne pour le yaourt nature.

La matiére séche est la fraction massique des substances restantes aprés dessiccation complete
de I’échantillon. Elle est exprimée en pourcentage ou en g/l (Nongonierma et al., 2006). Une
teneur en matiere seche plus élevée peut indiquer une plus grande concentration de solides, tels

que les protéines et les matieres grasses, ce qui peut affecter la texture et la saveur du yaourt.

Tableau. 33: Résultat de I’analyse physicochimique de yaourt nature.

Paramétres Valeurs
Couleur blanche
pH 5
Acidité Dornic (°D) 80
Viscosité 10,16
Matiere seche totale (g/l)
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11.2. Analyse microbiologique

Selon la norme nationale parue au journal officiel, les yaourts ne doivent contenir aucun
germe pathogéne. Pour considérer un produit comme produit contaminé il faut que le nombre de
germes présent dans ce dernier dépasse le nombre fixé selon JORA (10 pour les coliformes
totaux, 1 pour les coliformes fécaux, <10% pour les levures ainsi que pour les salmonelles et les
moisissures aucun germe ne doit étre présent). D’aprés nos résultats le yaourt utilisé dans notre
étude ne contient aucun germe pathogene avec une présence normale des Lactobacilles. Ces
résultats montrent que ce produit exempt de contamination bactérienne et de pathogenes, avec
une présence bénéfique de lactobacilles. Cela suggere que le yaourt est de bonne qualité

microbiologique.

Tableau. 34 : Résultats de I’analyse microbiologique de yaourt nature.

Micro-organismes Normes (annexe 1) Milieu Cellules (UFC.mI%)
Flore mésophile aérobie totale 0 PCA 0
Coliformes fécaux 10-10? VRBL 0
Levures et moisissures 0 OGA 0
Staphylococcus pathogenes 10-10? Chapman 0
Clostridiumsulfito-réducteurs 0 Vionde de Foie 0
Lactobacilles / MRS 5.10?

I11. Comparaison entre le lait de vache cru et le yaourt nature

D’apreés les résultats de figure 33, on trouve que le lait de vache cru est plus riche que le
yaourt en les lactobacilles, coliformes fécaux et bactéries mésophile aérobie totale. La flore de
lait naturel se change peut-étre en fonction de la race, la région géographique, le climat, de
saison, de la nourriture, le suivie vétérinaire. Par contre, la flore du yaourt est standardisée est

contr6lée selon certaines normes ajustées.
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Lactobacilles-lait Coliformes fécaux-lait Mésophile aérobie totale-lait
(Dilution 10/ colonies)  (Dilution 10/290colonies)  (Dilution 10/ 250 colonies)
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Lactobacilles-yaourt Coliformes fécaux-yaourt ~ Mésophile aérobie totale-yaourt
(Dilution 10°/ 50 colonies)  (Dilution 103/ 0 colonies) (Dilution 102/ 0 colonies)

Figure. 33 : Résultat des tests de qualité du lait de vache cru et du yaourt.

|. Caractérisation des lactobacilles isolées

Apres les isolation et purification des souches lactobacilles de différentes origines (selles, lait

et yaourt nature, on a réalisé certains tests pour déterminer les critéres de ces souches.

1.1. Critéres morphologiques

1.1.1. Aspect macroscopigue des colonies

L’observation macroscopique des colonies des souches lactobacille isolées apres 24 h et 48 h

sur le milieu MRS, a permis de révéler des différents aspects morphologiques (tableau 35).

Tableau. 35 : Examen macroscopique des lactobacilles sur milieu MRS.

Souches L. bulgaricus Lactobacille Lactobacille
Origine Yaourt nature Lait de vache cru Matiere fécale humaine
Milieu de culture MRS MRS MRS

Pureté Colonies identiques Colonies identiques Colonies identiques
Forme Ronde: circulaire et lenticulaire | Rondes Rondes

Taille petites Grandes Petites

Relief Bombées Bombées semi-Bombées
Conteurs Réguliére lisse réguliere lisse réguliere lisse

Pigment Blanchétre Blanche-créme Blanche-creme

Les résultats d'identification morphologique suggerent que les colonies obtenues sur la gélose
MRS sont de couleur blanchatre créme, rondes avec un contour régulier (figure 34).
L’observation macroscopique des colonies montre que les lactobacilles présents dans le lait
étaient plus grands par rapport aux colonies lactobacilles bulgaricus de yaourt nature et
lactobacilles des selles. De plus, les colonies de lactobacilles bulgaricus de yaourt nature et
lactobacilles de lait avaient une surface bombée, tandis que les lactobacilles des selles
présentaient une surface semi-bombée. En ce qui concerne la pigmentation, les trois types de

colonies présentaient un pigment de couleur blanche.
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lactobacilles de lait lactobacillesbulgaricus lactobacilles selle

Figure. 34 : Résultats d’ensemencement des souches lactiques sur le milieu MRS.

V1.7.1. Aspect microscopique des lactobacilles

L'examen microscopique a 1’état frais a révelé que les souches sont des bacilles, immobile,

isolés ou en paires et en chaines (figure 35).

LB-lait LB- selles

Figure.35 : Résultats de I’observation a 1’état frais.

La coloration de Gram réalisée a montré la présence des cellules identiques avec une couleur

violette ce qui indique la présence des bactéries Gram positif.
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Figure. 36: Résultats de la coloration de Gram.
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Les populations bactériennes traditionnellement utilisées dans la fabrication du yaourt

comprennent des espéces telles que

Streptococcus

thermophilus et Lactobacillus

bulgaricus(Monteiro et al., 2019).

Figure. 37:Lactobacillus bulgaricus (Monteiro et al., 2019).

Le tableau 36 illustre les Résultats de 1’observation microscopique des souches lactobacilles.
Sur la base de ces résultats, il est possible de définir les trois souches isolées comme étant des
genres de lactobacilles. Veuillez noter que I'identification précise du genre ou de l'espece de
lactobacilles nécessiterait des tests supplémentaires, tels que des tests biochimiques ou
moléculaires spécifiques. Ces tests permettraient de confirmer l'identification et de déterminer
I'espéce exacte du lactobacille. Nos résultats sont bien confirmés par les résultats de (Badis et
al., 2005) et (Bekhouche et Boulahrouf., 2005).

Tableau. 36 : Résultats de I’observation microscopique des souches lactobacille.

Souches LB- yaourt LB-lait LB- selles
Pureté Cellules identiques | Cellules identiques | Cellules identiques
Forme Béatonnets Coccobacilles Coccobacilles
Regroupement | Isolés et/en paire | Isolés et/en paire | Isolés

Mobilité Immobile Immobile Immobile

Paroi Gram positif Gram positif Gram positif

VI1I. Caractérisations biochimiques et physiologigues des lactobacilles

L’identification des souches a été basée aussi sur la recherche de certain nombre de caractéres
biochimiques et physiologiques.

Tableau. 37 : Caractéres biochimique et physiologique des souches lactiques.

Produit L. bulgaricus Lb -lait Lb-selle
+ 4 @) *) ™
Température 10 ) (++) (+4)
(C°) 37 (++) (+++) (+++)
45 (+++) ) +)
. 3 4 (++) (++) (++)
Milieu hypersalé Sel 65 A ® @
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H202 10V Catalaseofofo () () @)
Disques oxydase | Oxydase () Q) @)
Lait écrémé Coagulation (+) () Q)
Vogues Proskaeur | Production d'acétone (+) ) (+)
Lait de Sherman | Milieu trés oxydant (+) ) )
Ali;:lsrzgl-ek Type fermentation Homo Hétéro Hétéro
Glucose *) (+) (+)
Milieu TSI Fermentation | Lactose +) (+) (+)
Saccharose +) (+) (+)

L'étude de la croissance des bactéries a différentes températures est appréciée selon la

présence d’un trouble dans le bouillon nutritif, comme suite :

Pour ce test, on a vu que les L. bulgaricus ne s’accroissent pas a la température 4 C° alors que
les bactéries d’origine de selles et lait poussent faiblement. A 10°C, les bactéries d’origine de
selles et lait ont moyennement poussé. A température 37°C, toutes les souches ont toutes poussé,
mais les souches d’origine de selles et lait croissent abondamment et les L. bulgaricus pousse
ordinairement (figure 38). A 45°C, les lactobacilles d’origine de selles et lait poussent
faiblement, excepté la souche L. bulgaricus qui a une aptitude a bien croitre a cette température.
De part ces résultats, on constate que les souches d’origine de selles et lait sont mésophiles et la

souche L. bulgares est thermophile.

Figure. 38 : Croissance des trois souches lactiques a 37°C.

L'étude de la croissance bactérienne a différentes concentrations de NaCl est également
évaluée selon la présence d’un trouble dans le bouillon nutritif. Un trouble abondant est observé
dans le bouillon a 4% de NaCl pour toutes les souches (figure 39). Dans le bouillon de 6,5%, la
souche L. bulgares croitdifficilement ce qui apparait sous forme d'un trouble faible et presque
absent chez elle. Mais, les souches LB-selles et LB-lait ont une aptitude acceptable a croitre a
cette concentration de chlorure de sodium, qui s’est manifesté par la formation moyenne d'un

trouble.
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. B

Figure. 39: Croissance des trois souches lactiques au milieu hyper-salé.

Dans notre étude, nous avons observé que les souches de Lactobacillus bulgaricus, ainsi que
les lactobacilles présents dans le lait et les selles, étaient dépourvus d'activité catalase et oxydase.
Ces résultats sont cohérents avec les caractéristiques générales des lactobacilles, qui sont souvent
considérés comme anaérobies facultatifs et utilisent principalement la fermentation pour leur
métabolisme. Cela signifie que ces souches de lactobacilles ne produisent pas I'enzyme catalase,
qui est responsable de la décomposition du peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene. De plus,
elles ne montrent pas d'activité oxydase, qui catalyse I'oxydation de substrats spécifiques. Nos

résultats sont similaires a ceux rapportés par (M.K. Moudden et al., 2007).

.

-
N N |
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Figure. 40: Pouvoir coagulant.

La production de composés d’ardmes (pouvoir aromatisant) est une fonctionnalité
technologique importante lors de I’élaboration des produits laitiers fermentés. D’apres Phalip et
al. (1994), I’acétoine est 1'une des molécules aromatiques du catabolisme des acides amines
(acide aspartique), comme il peut avoir comme origine la dégradation totale ou partielle de
I’acide citrique pendant la fermentation lactique (Phalip, Monneta, et Schmitt P., Renault P.,
Godonb J.J., et Divib C, 1994). D’aprés la figure, il apparait que les trois souches produisent
I’acétoine dont 1’anneau rouge le témoigne, donc elles ont un pouvoir aromatisant qui va

contribuer aux caractéristiques organoleptiques des laits fermentés.
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Figure. 41: Production d'acétone.

Le test de lait de Shermane est basé sur le mode respiratoire des souches ensemencees. La
souche L. bulgaricus a réduit le bleu de méthyléne, c’est-a-dire elle va tirer son oxygene (O>)
depuis le bleu de méthyléne présent dans le lait, donc ce dernier va perdre sa couleur (figure 42),
alors que lactobacillus de lait et lactobacillus des selles il y a aucune réduction de bleu de

méthyléne.

Figure.42:Réduction de bleu de méthyléne.

En ce qui concerne au type de fermentation, on a observé la production de CO2 chez les deux
souches LB d’origine lait et matiere fécale. Ces isolats sont considérés comme hétéro-
fermentaires ; c'est-a-dire qu’elles fermentent le glucose avec la production de gaz. Cette
catégorie des bactéries, qui fermente les hexoses et lespentoses en lactate, acétate /éthanol et
COo, a géneralement un faible pouvoir acidifiant et peut produire des substances aromatiques. Au
contraire, la souche L. bulgaricus ne fabrique pas de gaz lors de la fermentation du glucose.
Donc, I’absence totale de gaz pour cette souche est un indicateur du type homo-fermentaire
(figure 43). Ce groupe de bactéries ne fermente que les hexoses par la voie d'Embden-Meyerhof

en produisant presque exclusivement lactate (Valcheva et al., 2006).
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Figure. 43 : Test de type de fermentation.

Dans le méme sens, les trois souches LB sont capables de dégrader le saccharose, le lactose

et le glucose en produisant de I'acide lactique (figure 44).

.-
e'» vl

Figure. 44 : Test de fermentation des sucres.

V1. Aptitudes probiotiques

VII1.1. Résistance aux pH gastrique

Les souches de lactobacilles utilisées doivent résister et rester viables pendant leur passage a
I'estomac avant d'arriver au niveau de l'intestin, pour acquérir le statut probiotique. Afin de
sélectionner les souches ayant ce potentiel probiotique, le test de capacité des souches lactiques

isolées a survivre dans des conditions acides a été évaluée in vitro.

Apres D’incubation des souches pendant 2h a 37°C dans le bouillon nutritif ajusté a (pH=2,
pH=3, pH = 4, pH = 5,8 [pH témoin]), les résultats de calcul de la survie des lactobacilles
montrent que le taux de survie était plus élevé a pH=4 par rapport a pH=3 et pH=2 pour tous les
isolats testés avec un pourcentage de survie de 98,06% pour les LB-selles, 97% pour la souche L.
bulgaricus et 44,26% pour LB-lait (figure 45). Une diminution légere de survie pour les trois
souches a pH=3 par rapport a pH=4 et une réduction encore plus dans les conditions plus acides
(pH=2), mais il existe toujours une résistance aux conditions acides, la souche L. bulgaricus et
LB-selles représentent une survie plus élevée que la souche LB-lait (p < 0,05). Ces résultats
démontrent que toutes les souches testées ont exprimé une résistance a I’acidité gastrique et cela

leur permettrait de survivre dans 1’estomac et atteindre I’intestin ou ils peuvent exercer leurs
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effets probiotiques. En accord avec nos resultats obtenus, des résultats de certains travaux de
démontrent une bonne résistance chez les bactéries lactiques du Genre Lactobacillus aux pH bas
entre 2 et 3 (Dunne et al., 2001 et Mathara et al., 2008).

| @ELB-Lait BL. bulgaricus LB-seIIe|

Survie (%)

pH=4

Figure. 45 : Survie des lactobacilles a différents niveaux de pH .

VI111.2. Résistance aux sels biliaires

L’étude de la survie des déférentes souches lactiques apres leur inoculation dans un bouillon
nutritif a 0,3% de sels biliaires (figure 46) révéle que les trois souches présentent une tolérance
variable aux sels biliaires : les souches L. bulgaricus et LB-selles présentent une tolérance
Iégerement supérieure aux sels biliaire par rapport a la souche LB-lait. D’apres ces résultats, les
lactobacilles étudiés ont une certaine tolérance aux sels biliaires ce qui suggére leur capacité
potentielle a survivre dans 1’environnement intestinal, ou ils peuvent exercer leurs effets
bénéfiques en tant que probiotique. Les résultats obtenus dans cette étude sont similaires a ceux
rapportés par (Zommiti et al., 2017).

85,42%

Survie (%)

82,03%

N\

-
o8}
n
@
)

L. bulgaricus

Figure. 46 : Tolérance des lactobacilles aux sels biliaires 1% .
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VI111.3. Test d’auto-agrégation

L’auto-agrégation des lactobacilles est un processus par lequel les cellules regroupent pour
former des agrégats. Ce processus peut jouer un réle dans la colonisation et la persistance des
lactobacilles dans I’environnement intestinal. Une capacité d’auto-agrégation peut favoriser la
formation de biofilms et 1’adhésion aux cellules de I’intestin. Nos résultats montrent que les
lactobacilles étudiés présentent des capacités d’auto-agrégation variables, les souches LB-lait
(61,80 %) et les L.bulgaricus (94%)présentent une plus grande capacité d’auto-agrégation que la
souche LB-selles (48,90%) (Figure 47). Ces variations entre les souches peuvent étre expliqués
par plusieurs facteurs tels que les interactions entre les différentes souches et les conditions
expérimentales. Cette capacité peut favoriser la persistance des lactobacilles dans 1’intestin et
leur capacité a exercer leurs effets bénéfiques. Les résultats d’études réalisés par (Ferdjellah et
al., 2013) sur “’les mécanismes d’auto-agrégation et co-agrégation et les facteurs impliqués dans
ces deux propriétés des lactobacilles vaginaux’> ont montré que les bactéries lactiques ont un
pouvoir élevé d’auto-agrégation, constituant un mécanisme de protection et de défense et donne
de ce fait les propriétés probiotiques a ces souches testées.

Auto-agrégation (%)

L. bulgaricus LB-selle

Figure. 47 : Pourcentages d’auto-agrégation des lactobacilles.

VI1I11.4. Capacité d’adhésion aux cellules épithéliales

Selon les résultats obtenus, on remarque une adhésion des trois souches lactique aux cellules
épithéliales (figure 48). On considére notre test qu’il est positif car le nombre de cellules
adhérées est supérieur a 15. Ces résultats sont similaires au celles de (Ghebrioua et al., 2017)
dans leur étude sur les (propriétés adhésives d’une bactérie lactique du genre ‘Lactobacillus’),
dans ce travail 6 souches de Lactobacillus ont eté testé, parmi celle-ci 3 souches démontrant une

forte adhésion aux microplaques en polystyréne et aux cellules épithéliales.
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LB-lait L.bulgaricus LB-selles

Figure. 48 : Résultats d’adhésion des lactobacilles aux cellules épithéliales.

VII1.5. Activité antibactérienne des lacto-bactéries isolées

Un probiotiques devant améliorer 1’hygiéne intestinale, il est important qu’il soit capable
d’inhiber le développement des germes indésirables ; soit par la production de substances
antagonistes de type bactériocines, acide organique, soit en empéchant 1’adhésion des germes
pathogénes aux cellules de la paroi intestinale (Malbezin, 2019). 1l est clair d’apreés les résultats
que certaines souches de bactéries lactiques peuvent simuler ou inhiber d’autres souches une fois

mises en contact.

» La zone d’inhibition apparue signale la présence d’une réponse négative antagoniste qui
est exercee par la bactérie LB-selles envers la souche pathogéne Protues mirabilis leur
diameétres des zones d’inhibition étaient plus de 20.

» L’absence des zones d’inhibition peut signaler la présence d’une interaction positive qui
stimule la croissance des souches mises en contact LB-yaourt/ Staphylocoques aureus et
LB-selles/ Staphylocoques aureus et LB-Lait / Staphylocogques aureus et LB-yaourt/

Protues mirabilis et LB-lait/ Protues mirabilis.

@
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Zone d'hMMlbn
. 4

Zone d*Inhibition

Figure.49 : Activité antagoniste de bactéries LB sur les bactéries pathogénes.

VI111.6. Sensibilité aux antibiotiques des lacto-bactéries isolées
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Chaqgue souche a été soumis a un antibiogramme afin de détermine leur résistance aux
différents antibiotiques et mesure des diamétres des zone d’inhibitions. Les résultats obtenus sont
représentés dans le tableau 38 et figure 50. L’ensemble des lactobacilles étudiées sont trés

sensibles aux antibiotiques.

Tableau. 38 : Abréviations, charges des disques et diamétres critiques (mm) des antibiotiques

utilisés.
Antibiotiques Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Nom Abréviation Charge (1) LB-lait LB-yaourt LB-selles
chlorotétracycline CLT 30 22 27 7
Pipéracilline PIP 30 7 16 20
Cefadroxil CDR 30 7 10 8
Erythromycine E 15 8 18 22

Les résultats montrent une forte sensibilité souches Lactobasilus bulgaricus et lactobacilles
d’origine lait vis a vis ’antibiotique Chlorotétracycline (apparition d’une zone d’inhibition avec
un diamétre de 27mm pour Lactobasilus bulgaricus et 22mm pour lactobacille d’origine lait)

ainsi qu’unesensibilité moyenne aux autres antibiotiques.

Les lactobacilles d’origine selles possédent une forte sensibilité vis-a-vis I’antibiotique
Erythromycine ainsi que Pipeéracilline (apparition d’une zone d’inhibition avec un diamétre de

22mm et 20mm respectivement), ainsi qu’une sensibilité moyenne aux autres antibiotiques.

Figure. 50: Résultat d’antibiogramme des trois souches lactiques.
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VII11.7. Effet de la gomme arabique sur la croissance des lactobacilles isolées

La GA peut avoir, aussi, des propriétés favorisant le développement des bactéries bénéfiques
pour I’homme, par exemple, il a été annoncé que la GA est capable d'augmenter de maniere
sélective la proportion de bactéries lactiques et de bactéries bifidus au niveau la flore intestinale
(Ross et al., 1983).

L’homme et les animaux ne possédent pas d’enzymes qui dégradent la gomme arabique dans

I’intestin par contre elle est fermentée par les bactéries intestinales dans le colon (Musa, Ahmed,
et Musa, 2019).

DO (mm)

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Concentration de la GA (g/ml)

LB-Lait —@—LB-Yaourt =—@=LB-Selles

Figure.51 : Croissance des LB en présence de la GA.

I. Evolution de pH de lait de vache et de yaourt additionné par la GA

Les résultats des mesures de pH du lait et du yaourt apres I'ajout de différentes concentrations
de gomme arabique montrent une diminution des valeurs de pH des deux produits. Pour le lait
lorsqu’il était exempt de gomme arabique (0%), le pH initial était de 6,71. Au fil du temps, le pH
a légérement diminué jusqu'a atteindre 4,34 aprés 21 jours. L'ajout de gomme arabique a des
concentrations croissantes a entrainé une diminution plus prononcée du pH du lait. A des
concentrations de 1%, 2% et 3% de gomme arabique, le pH initial était respectivement de 7,50,
7,00 et 6,80. Aprées 21 jours, le pH a diminué pour atteindre 4,30, 4,28 et 4,24 respectivement
(figure24).

Pour le yaourt nature sans gomme arabique (0%) a un pH initial de 5. Au cours des premieres
24 heures, le pH a légerement diminué, puis il a continué a diminuer progressivement au fil du
temps. L'ajout de gomme arabique a des concentrations croissantes a entrainé une légeére

augmentation du pH initial du yaourt. A des concentrations de 1%, 2% et 3% de gomme
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arabique, les pH initiaux étaient respectivement de 5,18, 5,15 et 5,09. Au fil du temps, le pH a
diminué pour atteindre 4,32, 4,30 et 4,26 aprés 21 jours (figure 52).

Ces résultats indiguent que I'ajout de gomme arabique peut affecter les niveaux de pH du lait
et du yaourt, cela peut étre attribué a I'activité fermentative des bactéries présentes dans les deux
produits, qui métabolisent les nutriments et produisent de l'acide lactique. C’est résultats

concordent les résultats obtenus par (Shatha et al., 2014).
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Figure. 52:Courbe d’évolution de pH de lait de vache et du yaourt additionné par la GA au cours de la

période de post acidification.

1. Evolution de P’acidité du lait fermenté et du yaourt additionné par la GA
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D’aprés les deux graphes une augmentation l'acidité Dornic du lait et du yaourt été observée
apres l'ajout de la gomme arabique et son augmentation croissante avec l'augmentation du

pourcentage de gomme ajouté peuvent étre expliquée de la maniére suivante :

L'acidité Dornic exprime la quantité d’acide lactique dans un produit laitier. Lorsque la
gomme arabique est ajoutée au lait, elle peut influencer le pH et I'acidité du mélange. La gomme
arabique contient des polysaccharides qui peuvent agir comme prébiotiques pour les bactéries
présentes dans nos produits ce qui entraine une augmentation de l'activité métabolique de ces
bactéries lactiques et donc I’augmentation de la production d'acide lactique, ce qui augmente
I'acidité Dornic du lait et de yaourt. Noter que plus le pourcentage de gomme ajouté est élevé,
plus il y aura de polysaccharides disponibles pour la fermentation par les bactéries lactiques donc
la production d'acide lactique sera plus importante, entrainant une augmentation plusmarquée
d’acidité ce qui explique I’augmentation de cette derniére suite a I’augmentation de pourcentage

de la gomme ajouté (figure 53).

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux mentionnés par(Shatha et al., 2014)dans son
étude sur I’effet de 1'ajout de gomme arabique dans des proportions différentes sur certains
probiotiques du lait fermenté et étude du pouvoir inhibiteur contre certaines bactéries
pathogeénes, et cela par I’ajout de différents proportions (0,5% et 1,0%) de la gomme arabique a
un lait suives par I’incubation a 37°C jusqu’a I’apparence de coagulation. Apres 1’incubation les
mesures d’acidité montrent une augmentation d’acidité des produits apres les deux niveaux de

gomme arabique (0,5% et 1,0%) ajoutés par rapport au témoin.
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Figure. 53 : Courbe d’évolution de I’acidité du lait et du yaourt nature additionné par la gamme arabique

au cours de la période de post acidification.
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Conclusion générale

Conclusion générale

Dans cette pré-étude qui avait pour but d’avoir un produit symbiotique composé de
probiotiques « lactobacilles » et de prébiotiques « gamme Acacia Arabica », afin de rétablir

I'équilibre du microbiote intestinal il ressort que :

e Le déséquilibre de la flore intestinale peut étre une conséquence d’autres maladies tels que
I’arthrose, le diabéte et 1’obésité.

e Les lactobacille étudiées (Lactobacillus bulgaricus, lactobacille d’origine lait et lactobacille
d’origine selles) posseédent des aptitudes probiotiques tels que la résistance aux pH gastrique
et aux sels biliaires, une auto-agrégation, et une bonne capacité d’adhésion aux cellules
épithéliales.

e Les lactobacilles d’origine des selles étudier posséde une activité antibactérienne vis-a-vis la
souche pathogene Protues mirabilis.

e La gomme d’Acacia Arabica possede un effet prébiotique sur les souches lactobacilles ou il

améliore leur croissance.

Une meilleure compréhension des mécanismes de protection conférés par les prébiotiques vis

-a Vvis des probiotiques permettra d'améliorer encore leurs nombreux effets bénéfiques sur la

santé de I'nomme. En perspective, il serait intéressant de mettre en évidence :

e L’identification du genre et de I’espéce des souches lactobacilles et 1’étude de leurs
caractérisations probiotiques pour identifier les souches qui possédent des aptitudes
probiotiques.

e Tester I’effet prébiotique de la gomme sur les souches identifiées.

e Tester I’effet de la gomme arabique sur d’autres souches bactériennes et sur d’autres types de
microorganismes potentiellement pathogénes pour I’homme afin de voir si cette gomme est

dotée d’un large spectre d’activité antimicrobienne.

Une analyse chimique de la gomme d’Acacia arabica permettrait de déterminer la nature des
molécules favorisants la croissance des lactobacilles probiotiques, ainsi que de déterminer des
agent(s) inhibiteur(s) de la croissance des microorganismes pathogenes, ensuite :

v Une extraction des molécules favorisantes de la croissance des probiotiques et purification
des agents inhibiteurs des microorganismes pathogénes et leur caractérisation, en les

soumettant aux différents traitements physico-chimiques (pH, températures, solvants...).
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Conclusion générale

Une fois ceci réalisé, des protocoles seront adaptés pour la production industrielle d’un produit

symbiotique posséde des (probiotiques/prébiotiques).
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Annexe B : Formulaire de consentement du participant

Je certifie avoir pris connaissance de toutes les questions ci-dessus et que les réponses données
ont ¢été fidelement reproduites. De plus, je consens a ce qu’elles servent de base a une étude sur les

facteurs déclenchant le diabéte et 1’obésité.

Date ‘ ‘ ‘ 2022 ‘ N° de la carte nationale ~ ................. Signature de la personne

(Le consentement est établi en deux exemplaires dont un exemplaire a remettre a I’intéressé(e)).

A lire attentivement avant de le signer. Ne pas hésiter a poser des questions si certains aspects

semblent peu clairs ou si des précisions supplémentaires semblent nécessaires.

Lieu et date : ................ Signature du patient/de la patiente
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Annexe C : Caracteres organoleptiques des selles

R

Forme de saucisse

Petites boules de selles dures

i

Consistance Forme de saucisse grumeleux Mousseux
(échelle de -‘ -
—— e
Morceaux irréguliers
. N Liquide
Saucisse + craquelures a la
surface
Semi- solide (pas de constipation ou Solide solides (cas de Pateuse ou liquide (cas
diarrhée) constipation) de diarrhée)
Couteur ] -
Sombre (putréfaction) : brune Claire (absence de la
Normal: brune ) . ) .
foncée ou noire bille) : jaune ou blanche
(+) Fibres musculaires mal digérées graisses neutres cellulose digestible amidon
Résidus
alimentaire

Présence

Absence

Macroparasites

Eléments

surajoutés

Mucus (glaire intestinales)

Sang

Antres

Source: Stool form scale as a useful guide to intestinal transit time, Lewis SJ, Heaton KW, Scand J Gastroenterol, 1997

Sep;32(9):920--4.




Annexes

Annexe. D : Technique de coloration de Gram

Coloration primaire : violet de gentiane

30 secondes a une minute

1 Rincage par ’eau de

Mordancage : Lugol (mordant)

1 30 secondes a une minute

Traitement par I’éthanol (différenciateur)

30 secondes a une minute

Coloration secondaire : Fuchsine ou Safranine

(contre -colorant)

Coloration violette = les bactéries sont colorées en

violet

Le mordant va fixer la coloration violette sur les

structures cellulaires.

Décoloration = Gram -

Conservation de la coloration violette = Gram +

Coloration en rose = Gram -

Persistance de la coloration violette = Gram +
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Annexe E : Composition des milieux gélosés de dénombrement pour 1000 ml de 1’eau distillée.

Gélose Incubation Comptage Composants Mesures
Peptone de caséine 5¢9
48-72 h Extrait de levure 2509
10-300
PCA (Plate Count Agar) a37°C . Glucose 1g
colonies.
Agar 159
pH 7,0£0,2
) 48-72h Extrait de levure 59
OGA (Oxytetracycline-Glucose- . 10 - 100
a37°C . Glucose 209
Yeast Extract Agar) colonies. i
Oxytetracyclique 01g
Peptone 109
Extrais de viande 109
Extrait de levure 59
Glucose 209
Tween 80 (sorbitanne monoléate) 0lg
MRS 48-72 h . Hydrogéno-orthophosphate dipotassique 02g
. < 300 colonies _ _
(Man, Rogosa et Sharpe) a37°C Acétate de sodium, trihydraté 02¢g
Citrate d’ammoniaque 029
Sulfate de magnésium heptahydraté 0,249
Sulfate de manganeése tétrahydraté 0,05¢
Agar-agar 159
pH 6,5
Peptone 79
Extrait de levure 39
Chlorure de sodium 59
24h+2h Sels biliaires 159
VRBL (Violet-Red-Bile- . 15 -150
a37°C ) Glucose 109
Lactose) colonies.
Rouge neutre 30 mg
Cristal violet 2mg
Agar 129
pH 7,4+0,2
Peptone viande-foie 30,00
Sulfite de sodium 2,50
24h+2h
Glucose 2,00
Viande de foie a3rec / _ _ _
Citrate ferrique ammoniacal 0,50
Amidon soluble 2,00
Agar 11,00
Peptone 10
Extrait de viande de beeuf 1
24h+2h .
. . 15-150 Chlorure de sodium 75
Chapman (mannitol salt agar) a37°c ) _
colonies Mannitol 10
Rouge de phénol 0,025
Agar 15




Annexe. F : Dénombrement des bactéries.

Cas 01 : une seule boite

Annexes

— Regle : Une boite exploitable est une boite qui contient de 15 a 300 colonies.

Nombre d’ UFC dans la boite (UFC/mL)

— Formule :N = — — x Facteurdedilition
Vd'inoculumdéposé
— Exemple:
Facteur de dilution 10?2 | 10% | 10* | 10° Calcul
Nombre des colonies UFC. mL™* 400 | 333 | 33 4 33 (UFC.mL™) .
N=— = x 10
Boites exploitables (15 a 300 | Non ) 0,1mL
Non | Oui | Non 6 1
colonies) =3,310°UFC.mL

Cas 02 : deux boites

\

— Regle: Le nombre de microorganismes par ml d’échantillon est calculé a partir des boites

retenues au niveau de deux dilutions successives.

— Formule :

N = somme des nombre d'UFC dans les boite (UFC/mL)

1,1 X Vd'inoculumdéposé

X Facteurdedilition (le moins fort)

— Les résultats sont exprimés par le nombre d’unité¢ formant une Colonie (UFC) (Colony Forming

Unit) par ml ou par gramme présentes dans I’échantillon.

— Exemple :
Facteur de dilution 102 108 | 104 Calcul
Nombre des colonies (UFC. mL™) 291 28 3
Boites exploitables ] _291+28 (WFC.mL™) x 103 =2,9108 UFC.mL™!
Non Oui | Non 1,1x0,1mL

(15 a 300 colonies)




Annexe G : Composition des solutions utilisee

Annexes

Solution Composition Mesures

Cristal violet 29

200 mL de Violet de Gentiane Phenol 19
Ethanol (90°GL) 20 mL
Eau distillée 200 mL
lode métalloidique 05¢g

100 mL de Lugol 5% (solution iodo-iodurée) lodure de potassium 109
Eau distillée 100 mL

200 mL de Fuchsine Fuchsine basique 29
Phénol 109
Ethanol 20 mL
Eau distillée 200 mL

Eau physiologique 0.9 % Eau distillée 1000 mL
NaCl 09¢g

Eau oxygénée 10° 50 mL

liqueur de Fehling V/V

Solution A : 45 g de sulfate de cuivre (CuSO,) dans 1 000 ml d’eau

distillée

Solution B: 200 g de tartrate de sodium et de potassium,
KNaC4H406+4H20) et 150 g dhydroxyde de sodium (NaOH)

dans 1 000 ml d’eau distillée

Réactif de Wagner lodure de potassium 29
lode 1279
Eau distillée 100 ml
o o Naphtol 60
Réactif de VVoges-Proskauer (\VPI) — ,
Alcool éthylique a 90° 100 ml

Réactif de VVoges-Proskauer (\VPII)

40% de potassium hydroxide dans de I'eau pure

Annexe H : Composition des milieux d’identification des bactéries lactiques.

Lait UHT (Ultra Haute Température), Partiellement écrémé, sous le label Candia



https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfate_de_cuivre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e

Yaourt nature (soummam)

Composition pour 100 ml | Quantité
Glucides dont sucres 4804849
Protéines 3,3¢g

Sel 0,10¢g
Calcium 120 mg

Lait de Sherman

Composition Quantité
Lait écrémé stérile en tubes 9ml
Bleu de méthyléne a 1% sterilisé a 20 mina 120 °C | 1ml

Gélose semi-solide au lait ¢

itraté

Stérilisation par tyndallisatio

Composition Quantité
Lait écrémé stérile | 5 ml
Citrate de sodium | 0,25 ml
Gélose blanche 3ml

n, 3fois pendant 30min a 100°C.

Milieu de Gibson et Abd EL Malek

Composition guantité
Extrait de levure 2540
Glucose 509
Jus de tomate a pH 6,5 100 ml
Lait 800 ml
Gélose nutritive ordinaire | 200 mL

Annexes

pH 6,5 ; répartir en tube a essai (8 & 10 ml) ; stériliser par tyndallisation, 3 fois 30 minutes a 100°C a 24 h d’intervalle.

Bouillon hypersalé (pH 7.2)

Stérilisation par autoclavage

Composition Quantité
Extrait de viande | 59
Glucose 5¢
Peptone 159
NaCl 40/65g
Eau distillée 1000ml

a 120°C pendant 20 min.



Milieu TSI (Triple Sugar lron)

Composition Quantité
Extrait autolytique de levure | 3,0 g
Extrait de viande 309
Peptone 20,09
Chlorure de sodium 509
Lactose 1009
Saccharose 10,0g
Glucose 109
Thiosulfate de sodium 0,3g
Citrate de fer (111) 0,3¢g
Rouge de phénol 24,0 mg
Agar agar bactériologique 9,09

Eau distillée

1000ml

Annexes




Résumé :

Le déséquilibre de la flore intestinale représente un probléme pour la santé de ’homme et qui peut étre une conséquence
de plusieurs maladies inflammatoires, métaboliques etc. Cette recherche vise a étudier I'effet prébiotique de la gomme
d’Acacia arabica sur la croissance de certaines souches de lactobacilles. La gomme arabique est un polysaccharide
naturellement présent dans la séve de certaines espéces d'acacia, elle est connue pour ses propriétés prébiotiques, c'est-
a-dire sa capacité a favoriser la croissance sélective de bactéries bénéfiques dans le tractus gastro-intestinal. Dans cette
étude une extraction et préparation des extraits aqueuses de la gomme ont été réalisés afin d’étudier quelques
caractéristiques biochimiques de la gomme ainsi que son activité antibactérienne, plusieurs tests d’aptitudes
probiotiques ont été réalisés sur les souches lactobacilles apres leur isolement et leur purification ainsi que 1’étude de
leur activité antibactérienne sur certaines souches pathogénes, ainsi que 1’étude de 1’effet de la gomme arabique sur la
croissance des lactobacilles isolées. Les résultats ont montré une activité antibactérienne des lactobacilles isolées vis-a-
vis la souche Protues mirabilis ainsi qu’une augmentation significative de ces derniéres en présence de gomme arabique
par rapport au témoin. Ces résultats suggérent que la gomme arabique peut jouer un rble bénéfique en tant que
prébiotique en favorisant la croissance des bactéries lactiques probiotiques. Cependant, des études supplémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d'action de la gomme arabique et déterminer les conditions
optimales de son utilisation en symbiose avec les lactobacilles probiotiques.

Mots clés : Acacia, Prébiotiques, Probiotiques, Symbiose

Abstract:

The imbalance of the intestinal flora represents a problem of pure human health and may be a consequence of several
inflammatory diseases, metabolic etc. This research aims to study the prebiotic effect of Acacia arabica gum on the
growth of certain strains of lactobacilli. Gum Arabic is a polysaccharide naturally present in the sap of certain species of
acacia, it is known for its prebiotic properties, that is, its ability to promote the selective growth of beneficial bacteria in
the gastrointestinal tract. In this study an extraction and preparation of aqueous extracts of the gum were carried out to
study some biochemical characteristics of the gum as well as its antibacterial activity, several probiotic heads were
performed on lactobacillus strains after isolation and purification, as well as the study of the effect of gum Arabic on the
growth of isolated lactobacilli. The results showed an antibacterial activity of the gum against the Protues mirabilis
strain and a significant increase in the growth of probiotic lactic acid bacteria in the presence of gum Arabic compared
to the control. These results suggest that gum Arabic can play a beneficial role as a prebiotic in promoting the growth of
probiotic lactic acid bacteria. However, further studies are needed to better understand the mechanisms of action of gum

Avrabic and determine the optimal conditions for its use in symbiosis with probiotic lactobacilli.

Keywords : Acacia, Prebiotics, Probiotics, Symbiosis
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