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Résumé

Le but de notre étude est d'isoler et de sélectionner des souches des bactéries lactique a
partir du lait de chamelle et possédant des propriétés probiotiques et d'évaluer leur potentiel

en vivo.

Dans ce but, des échantillons de lait ont été prélevés a partir des chamelles dans la
région, d'EL MEGHEIR (SETIL), ensuit, les bactéries ont été isolée et réidentifiée par des
examens macroscopiques et microscopiques et des tests biochimiques. Ainsi, une sélection et

évaluation in vitro et in vivo des souches probiotiques ont été réalisées

On a pu isoler et pré identifier trois types des souches lactiques, a savoir Lactococcus
lactis, Pediococcus acidilactici et Streptococcus thermophilus. Les résultats relatifs a la
sélection des souches probiotiques, confirme que la souche Streptococcus thermophiles, avait

la meilleure.

L'étude in vivo nous a induire des maladies chez les rats au niveau du system digestif,
dans ce travail, il a été rapporté que I'administration d'Escherichia coli et d'huile de ricin
provoquait une maladie. L'observation microscopique de la coupe histologique de I'intestin
ont montré une structure intestinale endommagée et certains symptémes de son irritation dont
une diminution dans la hauteur des villosités et les présences d'autres complétement détruites,
et apres traitement avec  Streptococcus thermophilus, I'observation microscopique de la
coupe histologique de l'intestin a montré une disparition presque complete des symptomes
mentionnes. Le dosage des parameétres biochimiques (Fns) est en concorde avec le résultat des

coupes histologiques.

Mots clés : Lait de chamelle, Probiotique, Bacterie pathogene, Trouble gastrique



Abstract

The aim of our study is to isolate and select strains of lactic acid bacteria from camel milk

and possessing probiotic properties and to evaluate their potential in vivo.

For this purpose, milk samples were taken from camels in the region of EL MEGHEIR
(SETIL), then the bacteria were isolated and pre-identified by macroscopic and microscopic
examinations and biochemical tests. Thus, a selection and evaluation in vitro and in vivo of

the probiotic strains were carried out

It was possible to isolate and pre-identify three types of lactic strains, namely
Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici and Streptococcus thermophilus. The results
relating to the selection of probiotic strains, confirms that the strain Streptococcus

thermophilus, had the best.

The in vitro study has induced diseases in rats in the digestive system, in this work, it was
reported that the administration of Escherichia coli and castor oil caused disease. The
microscopic observation of the histological section of the intestine showed a damaged
intestinal structure and some symptoms of its irritation including a decrease in the height of
the villi and the presence of others completely destroyed, and after treatment with
Streptococcus thermophilus, the microscopic observation of the cut of the histological section
of the intestine showed almost complete disappearance of the mentioned symptoms. The

dosage of the biochemical parameters (FnS) is in agreement with the results of the

histological sections.

Keywords: Camel milk, Probiotic, Pathogenic bacteria, Gastric disorder
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Introduction

Introduction

Le lait de chamelle est un aliment de notre vie quotidienne, ¢a place est irremplacable ;
gréce a leur richesse en nutriments tel que les glucides, les protéines, les lipides, les minéraux
et les vitamines. Il est connu pour ses effets positifs sur la santé et de nombreuses études se
concentrent sur sa caractérisation. Ainsi, ces études conduisent a l'utilisation croissante du lait
de chamelle pour des raisons thérapeutiques (SILANIKOVE et al., 2016).

Le lait et les produits laitiers contiennent de nombreux nutriments essentiels et sont
caractérises par une microflore lactique riche et diversifiée. Les LAB sont parmi les bactéries

les plus utilisées dans les fermentations alimentaires grace a la production d’une large gamme

de métabolites (MOKOENA, 2017 ; RUIZ RODRIGUEZ et al., 2019).

Les bacteéries lactiques se trouvent en abondance dans les laits fermentés. Ces bactéries
sont utilisées depuis longtemps dans I’industrie alimentaire et qui permettent par leur
métabolisme, d'augmenter la qualité nutritionnelle, par organoleptique et la durée de
conservation des aliments (BOUGUERRA, 2021).

En raison de leurs bienfaits pour la santé, certaines LAB sont largement utilisées
comme probiotiques comme Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus. En cas
d’administration de ces bactéries probiotiques vivantes en quantité suffisante, elles améliorent

la santé humaine ou animale (AMROUCHE, 2005).

Les probiotiques sont disponibles dans les aliments fermentés tels que le yaourt, ou
comme compléments nutritionnels qui contiennent des bactéries vivantes pour la constitution
du microbiote intestinal (MOKOENA, 2017). Les effets bénéfiques des probiotiques sur la
sant¢ de I’hote sont, en théorie nombreux, mais les preuves scientifiques confirmant ces

allégations nécessitent des investigations supplémentaires (VILLEGER,2014).

Plusieurs études cliniques ont déja démontré I'efficacité de certains probiotiques dans
le traitement de maladies systémiques et infectieuses (HAMMOUM et al, 2015). Certaines
souches de bactéries lactiques paraissent particulierement intéressantes, par leur pouvoir
direct d’inhibition d’une infection par une bactérie pathogene (MERMOURI,2018).

Pour prouver I’efficacité d’une souche ou d’un produit probiotique, des tests doivent
étre effectués en utilisant des systéemes de plus en plus complexes, allant des études in vitro

aux études in vivo sur les animaux et sur I’homme (BOUGUERRA,2021).



Introduction

Partant de ces données, l'idée originale de notre travail repose sur la réalisation des faces
complémentaires suivantes : I'isolement et purification des bactéries lactiques, a partir du lait

camelin, ayant des propriétés probiotiques et I'investigation de cette propriété in vivo.

Notre manuscrit est congu dans la premiére partie synthese bibliographique détaillée
autour de trois chapitres, le premier présente les généralités sur le lait de chamelle et ses
propriétés et ingrédients et le deuxiéme chapitre présente le groupe des bacteries lactiques,
I'histoire, la définition, leurs propriétés, classification, métabolisme, et application dans
différents domaines. Le Troisieme comprend d I'histoire et le développement des concepts :
probiotique ; les principaux types de bactéries lactiques a potentiel probiotique ; propriétés et
criteres de sélection des souches probiotiques ; leurs mécanismes d'action, et enfin leurs effets

bénéfiques et domaines d'application.

La deuxieme partie sera sacrées aux matériels et méthodes utilisées, ainsi, aux
principaux résultats obtenus et leurs discussions. Nous terminons le document par la

conclusion et les perspectives.
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Chapitre 01 Généralités sur le lait de chamelle

1. Généralités sur le lait de chamelle

Le lait de chamelle frais ou fermenté a été reconnus depuis longtemps a offrir un traitement
potentiel pour une série des maladies telles que I'hydropisie, la jaunisse, la tuberculose, I'asthme
et la leishmaniose ou kala-azar (SHALASH, 1984 ; BENEDDINE et al., 2015).

2. Définition de lait de chamelle

Le lait est défini en produit de secrétions des glandes mammaires, des mammiferes comme la
vache et la brebis, destinés a 1’alimentation de jeune animal naissant. Le lait de chamelle est
compose en moyenne de 11,7% de solides totaux, 3,5% de protéines, 4,5% de matiéres grasses,
0,8% de cendre, 4,4% de lactose, 0,13% d'acidité et a un pH de 6,5 (KEBIR, 2018).

3. Caractéristiques du lait de chamelle
3.1 Caractéristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est un liquide d’une couleur blanc mat, en raison de la structure et de
la composition de sa matiére grasse, pauvre en B-caroténe. Il a un godt sucré ou salé, selon le type
de fourrage ingéré et la disponibilité en eau, 1’ingestion de fourrages comme la luzerne, lui donne
un golt sucré, alors que I’ingestion de certaines plantes halophytes comme Atriplix, Salosa et

Acaciale rend salé (Naceur, 2017).
3.2 Caractéristiques physico-chimiques :

Le pH du lait de chamelle varie de 6.5 a 6.7 avec une densité qui varie de 1.025 a 1.032 a
20°C (EL-AGAMY, 2006 ; LALEYE et al., 2008). A la méme température, la viscosité du lait
de chamelle est de 1.78 Pa. S avec une conductivité électrique de 34 a 58 x 10 °4 mhos (EL-
AGAMY,,2006).

3.3 Caractéristiques microbiologique :

De point de vue microbiologique, la charge moyenne en bactéries dans le lait de
chamelle est égale a 5 10°® germes/ml sous ces conditions rigoureuses de collecte (AL
MOHIZEA, 1994).

On répartit les microorganismes du lait, selon leur importance, en deux grandes
classes : flore indigéne ou originelle et flore contaminant. Cette derniére est subdivisée en

deux sous classe : la flore d’altération et la flore pathogene (VIGNOLA, 2002).
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> Flore originale

Le lait contient peu de Microorganismes lorsqu'il est prélevée dans de bonnes
conditions, a partir d'un animal sain (moins de 103UFC /ml). Il s'agit essentiellement des
germes saprophytes de pis et des canaux galactophores : microcoques, streptocoques
lactiques, lactobacilles. Des germes pathogenes et dangereux du point de vue sanitaire
peuvent étre présents lorsque le lait est issu d'un animal malade (Streptocoque pyogéne,
corynébactéries pyogenes, des staphylocoques) qui sont des agents des mammites et peut
s'agir aussi de germes d'infection générale Salmonella, Brucella, et exceptionnellement

listeria monocytogene, mycobactérie, Bacillus anthracis et quelque virus (GUIRAUD, 2003).
> Flore de contamination

Le lait peut se contaminer de la récolte jusqu’a la consommation par des apports
microbiens divers qui peuvent réduira la durée de conservation des produits (exemples :
Coliformes et Clostridium, et d’une flore pathogéne dangereuse du point de vue sanitaire, telle

que Staphylococcus aureus) (VIGNOLA, 2002).

e Flore d’altération

La flore d’altération causera des défauts sensoriels de gotit, d’arome, d’apparence ou de
texture et réduira la vie de tablette du produit laitier. Les principaux genres identifiés comme
flore d’altération sont Pseudomonas sp., Proteus sp., les coliformes soit principalement les
genres Escherichia et Enterobacter, les sporulées telle que Bacillus sp. Et Clostridium sp. et
certaines levures et moisissures (VIGNOLA, 2002).

e Flore pathogéne

La présence de microorganismes pathogéne dans le lait peut avoir trois sources :
I’animal, I’environnement et ’homme. Les principaux microorganismes pathogénes associés
aux produits laitiers sont : Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum et
Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Yarcinia enterocolitica, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Shigella sonei et certaines moisissures (VIGNOLA,
2002).

4. Composition chimique :

La composition du lait est caracterisée par une grande complexité dans la

nature et la forme de ses composants ; ceux-ci sont particulierement adaptés aux
7
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besoins nutritionnels et aux possibilités digestives du jeune animal qui y trouve

tous les éléments nécessaires a sa croissance (HAMIDI, 2015).

Les principales composantes du lait de chamelle sont relativement proches de celle de
lait de vache (eau, lactose, vitamine C, et protéines) (MEDJOUR, 2014).

4.1 Sels minéraux :

Les principaux constituants minéraux du lait camelin sont le calcium, le phosphore, le
sodium, le potassium, le magnésium et le fer. Cependant en cas d’intoxication, des éléments
traces tels que le plomb, le nickel ou le chrome peuvent étre retrouvés dans le lait. La
composition en minéraux du lait de chamelle est plus diversifiée que celle de lait de vache. Si
les taux en macro-éléments (Na, K, Ca, Mg...) sont pratiquement similaires dans les deux
laits, cela n’est pas le cas des oligo-éléments ou les teneurs en Fe, Cu, Mn, Pb et I, y sont

particuliérement élevées dans le lait d’origine cameline (SOUID, 2011).

Tableau 01 : Composition en sels minéraux (mg/l) du lait de chamelle avec le lait de
vache (SIBOUKEUR, 2007).

Origine de lait Fe Ca K Na Réference
2.6 1060 1560 690 Yagil et Etzion, (1980a)
2,64 1078 1586 702 Sawaya et al, (1984)
0.4 1310 450 270 Gnan et Shercha, (1986)
- 1160 620 360 Hassan et al, (1987)
Le lait de 2.8 300 725 431 Elamin et Wilcox, (1992)
chamelle
34 1462 2110 902 Bengoumi et al, (1994)
2.34 1180 1464 688 Mehaia et al, (1995)
1.3 1182 1704 581 Gorban et lzzeldin, (1997)
- 1230 1720 660 Attia et al, (2000)
Le lait de vache |*0.20-0,50 “1000-1500 | 21200-1800 | °350- 1000 (%) et (*)

N.B: (--) : non déterminé ; (°) ; (*) : sont soulignées les valeurs extrémes.
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4.2. Matiere grasse :

Le lait de chamelle est en moyenne plus faible en matiere grasse que le lait de vache.
Cependant, les globules gras du lait de chamelle sont de tres petite tailles (1,2 a 4,2 p de
diamétre) et restent donc en suspension méme apres 24 heures de repos, contrairement au lait
de vache dans lequel ces globules constituent une couche grasse en surface au bout de
quelques heures, Par ailleurs, la matiere grasse du lait de chamelle apparait liée aux protéines,
tous ces explique la difficulté a baratter le lait de chamelle pour en extraire le beurre.
Comparée au lait de vache, la maticre grasse du lait de chamelle contient moins d’acides gras
a courtes chaines. Cependant sa teneur en acide gras volatils et en acides gras non saturés est
importante (SIBOUKEUR, 2007).

4.3 La teneur eau :

La teneur en eau varie en fonction de sa disponibilité¢ dans 1’alimentation. Pendant la
période de sécheresse, elle atteint sa valeur maximale. D’une maniére générale, elle est
présente dans le lait en quantité suffisante pour couvrir les besoins du chamelon. En cas de
restriction des chamelles en eau alimentaire, le lait se traduit par une dilution (86%), dans un
régime déficient, elle s’éléve a 91%. Il semble que c’est un mécanisme d’adaptation au

manque d’eau permettant de protéger le chamelon de la soif (SIBOUKEUR, 2011).
4.4, Vitamines :

Le lait de chamelle est riche en vitamines notamment, la vitamine C, ou ce dernier a
un réle tres important dans la lutte contre les infections. Par ailleurs, il a un autre réle
biologique comme antioxydant et il avait une action sur la réponse immunitaire
(KONUSPAYEVA et al., 2004).

45 Lactose :

Le lactose est I’hydrate de carbone le plus important dans le lait. Sa teneur dans le lait
camelin varie de 3,4 a 5,6%, avec des taux moyens légérement supérieurs a ceux rencontrés
dans le lait de vache (CHIBBAH, 2011).
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4.6 Matiére protéique :
a. Lactoferrine :

La Lactoferrine (LF) est une glycoprotéine contenant deux sites capables chacun de
fixer un ion ferrique (Fe3+). Cette capacité a capter le fer explique en partie son réle dans le
contrdle de la croissance de certaines bactéries pathogeénes, telles que Escherichia coli. Le lait
des camélidés est caractérisé par une forte teneur en Lactoferrine, qui possede une activité
antimicrobienne, antivirale, anticancéreuse, anti-inflammatoire et analgésique pourraient étre
une des raisons des propriétés thérapeutiques du lait de chamelle (KONUSPAYEVA et al.,
2004).

b. Lysozyme :

Le lysozyme est une protéine naturellement présente dans le lait des mammiferes, il
représente un facteur antimicrobien puissant. Le lysozyme contient une chaine polypeptidique
de 129 acides aminés, avec un poids moléculaire d’environ 14 kDa (KONUSPAYEVA et
al.,2004).

¢. Immunoglobulines :

Les IgG jouent un réle dans le systeme immunitaire chez les nouveau-nés. Le taux des
immunoglobulines est trés élevé dans le colostrum chez tous les mammiféres
(KONUSPAYEVA et al., 2004).

d. Caséine :

En effet, comparé au lait bovin, les caséines du lait de dromadaire montrent une faible
teneur en K caséine et une proportion plus importante en [ caséine. Il représente 75 a 79
pourcents de la matiere protéique contre le lait de vache qui représente 77 a 82 pourcents
(CHAOUI-KHEROUATOU et ATTIA, 2008).

5. Propriétés thérapeutiques et médicinales :

Le lait de chamelle est apprécié traditionnellement pour ses propriétés anti-infectieuse,
anti-cancéreuse, anti-diabétique et plus généralement comme reconstituant chez les malades
convalescents. Ces propriétés releévent cependant le plus souvent d’observations empiriques

dont les fondements scientifiques mériteraient d’étre précisés. Ces observations, bien
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qu’empiriques, peuvent étre reliées a la composition du lait de chamelle. Certains des
composants tant sur le plan quantitatif que qualitatif. Pourraient étre associés a ces propriétés
particuliérement les facteurs antibactériens, I’insuline et la vitamine C.A cela s’ajoutent les
propriétés probiotiques des bactéries lactiques présentes dans les produits fermentés camelins
(CHETHOUNA, 2011).

Tableau 02 : Tableau synthétique des différents effets thérapeutiques étudiés dans le cas

Aspect étudié

Diabétes

Complications de

diabétes

Allergie au lait

Infection

Tumeur

Toxicité aux métaux

lourds

Généralités sur le lait de chamelle

du lait de chamelle (SNOUSSI, 2011).

Effet observé et interprétations

Hypoglycémie  (teneur  élevée

d’insuline dans le lait

Diminution du stress oxydatif et
prévention des néphro-pathologies
(teneurs élevées en antioxydants)

Vitamine C.

Effet hypoallergique (absence de la
B-Lg présence d’une caséine aS

différents de la caséine bovine).

Effet anti-infectieux (activité

antimicrobienne et anti virale).

Effet antitumoral (contr6le des
processus tumoraux par stimulation

de la défense immunitaire).

Effet protecteur contre la toxicité a

I’aluminium et au cadmium.

11

Auteur

(ZAGORSKY et al., 1998
: AGRAWAL et al., 2003
- WERNERY etal.,
2006).

(AGRAWAL et al., 2009
; AL SAID EL-
SHARBINI et al., 2010 ;
AMALHASSAN et
BAYOUMI, 2010).

(SHABO et al., 2005)

(MAL etal., 2006 ;
MONA et al., 2010)

(MAGJEED et al., 2005
QUTTASALWA et
KURDI LINA 2005)

(AL-HASHEM et al.,
2009)
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Chapitre 02 Les bactéries lactiques

1. Les bactéries lactiques
1.1. Historique des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont de trés anciens micro-organismes dont les ancétres ont pu
voir le jour il y a trois milliards d’années (avant les Cyanobactéries). Elles ont été utilisées
pour la fermentation des aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour autant comprendre la
base scientifique de leur utilisation, mais tout en essayant de produire des aliments de
meilleure conservation et de meilleure qualité (BOUDERSA et al., 2017)

Il faudra attendre Pasteur et ses travaux sur la fermentation en 1857 pour établir un
lien entre la fermentation lactique et les bactéries. La premiere culture bactérienne pure sera
d’ailleurs une culture de Lactococcus lactis obtenue et décrite par Joseph Lister en 1873 cité
par Penaud, (2006). Metchnikoff isole en 1904 le « bacille bulgare » (Lactobacillus
delbrueckii ssp. Bulgaricus) présent dans le yaourt. Les bactéries lactiques jouent un réle
essentiel dans la fermentation et la biopréservation des aliments. Elles ont, également,
toujours montré des effets bénéfiques sur 1’équilibre de la flore intestinale et la santé du bien-

étre en genéral (MECHAI,2009)
1.2. Définition et caractéres généraux

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, Gram-positives,
hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont le plus souvent immobiles, non sporulées,
oxydase négative, anaérobies facultatives, micros aérophiles, Ces bactéries peuvent avoir des
formes de batonnet ou de coque (SAVADOGO et TRAORE, 2011).

Les bactéries lactiques ont en commun la capacité de fermenter les sucres en acide
lactique. Certaines sont dites homofermentaires car elles produisent tres majoritairement de
I’acide lactique alors que d’autres sont dites hétérofermentaires et produisent de I’acide
lactique en méme temps que d’autres composés (acétate et éthanol En général) (DROUAULT
et CORTHIER, 2001).

Les bactéries lactiques colonisent de nombreux produits alimentaires comme les
produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et font partie de la flore intestinale et
vaginale humaine ou animale (DORTU et THONART, 2009). Elles contribuent a la texture,
a la saveur des aliments et a la production de composés aromatiques (TAILLIEZ, 2001).

Mais aussi contribuent a I’amélioration de la durée de vie des aliments et la sécurité en

produisant plusieurs métabolites antibactériens (BELGACEM et al., 2008). Les membres des
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LAB sont des organismes non pathogénes et considérés comme « GRAS » (REDDY et al.,
2008 ; PAPADIMITRIOU et al., 2016).

Depuis des milliers d'années, diverses especes des LAB sont utilisees pour la
production du lait fermenté dans de nombreux pays. Aujourd’hui, elles sont devenues
importantes sur le plan industriel et utilisées pour la production d’une large gamme d’aliments
fermentés tels que le yaourt, le fromage et le beurre. Les LAB interviennent également dans
de nombreux procédés de transformation et de conservation des aliments (REDDY et al.,
2008 ; EVIVIE et al., 2017).

1.3. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques
1.3.1 Le genre Lactobacillus :

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants Il s’agit de bacilles longs
et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines (figure 1), immobiles, asporulés,
catalase négative, se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les
lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés complexes en acides aminés, en vitamines,

en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (MENAD,2018).

Figure 01 : Lactobacillus bulgaricus au microscope électronique (MENAD),2018)

1.3.2 Enterococcus

Les entérocoques sont des coques ovoides a Gram positif se présentant isolées, en
paires, en chaines courtes ou elles peuvent étre disposées en groupes en particulier si la
morphologie des cellules est étudiée a partir des cultures cultivées sur un support solide. Les
cellules sont souvent allongées dans la direction de la chaine. Les entérocoques peuvent jouer
un réle bénéfique dans la maturation et le développement de 1’arome de certains produits

alimentaires traditionnellement fermentés tels que les fromages et la charcuterie. Elles sont
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également utilisées comme probiotiques humains, pour traiter les maladies diarrhéiques

causées par des pathogenes d’origine alimentaire (SVEC et FRANZ, 2014).
1.3.3 le genre lactococcus et streptococcus :

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits «
Lactiques » car ils sont associés & de nombreuses fermentations alimentaires et ne possedent
aucun caractere pathogene (BOUDERSA et al., 2017)

Le genre Streptococcus est toujours vaste et sa classification est trés mouvementée. Ce
genre est généralement divisé en trois groupes : pyogene (la plupart des especes sont
pathogenes et hémolytiques), oral (tel que St. Salivarius et St. bovis) et les autres
streptocoques qui sont rencontrées dans les aliments tel que [’espece Streptococcus
thermophilus qui se différencie par son habitat (produit laitiers) et son caractére non
pathogene. Ces genres partagent les caracteres suivants : anaérobies facultatifs,
chimioorganotrophes, homofermentaire, catalase négative, leur température de croissance est
située entre 25 et 45°C (BOUDERSA et al., 2017)

1.3.4 Bifidobacterium

Les bifidobactéries sont des bacilles a gram positif, non mobiles, ne produisent pas du
gaz et ne forme pas de spores. Elles sont des anaérobies mais quelques especes tolérant 1’02
dans la présence ou non du CO2. Ces derniéres sont dépourvues de la catalase, le contenu en
G +Cestde 61% (MATTARELLI et BIAVATI, 2014).

Les bifidobactéries sont également considérées comme des bactéries lactiques, en
raison de leurs propriétés physiologiques et biochimiques semblables et du fait qu’elles
partagent certaines niches écologiques communes aux bactéries lactiques tel que le tractus
gastro-intestinal (KLEIN et al.,1999). En effet, elles ont généralement un pH optimal de
croissance autour de 6.5 a 7 et une temperature de croissance comprise entre 37°C et 41°C.
Elles ont la forme irréguliére d’un V ou une morphologie bifide en forme de Y (Figure 02).
Elles sont hétérofermentaires et dégradent les hexoses en produisant de ’acide lactique et

acétique (GOMEZ et MALCATA, 1999 ; LEAHY et al., 2005).

15



Chapitre 02 Les bactéries lactiques

X

Figure 02 : Bifidobacterium sp (AIBECHE et al., 2020))

1.4. Habitat :

Les bactéries lactiques sont des microorganismes ubiquitaires susceptibles d’étre
retrouvés dans tous types d’habitat. Les LAB sont généralement associées & des matiéres
premieres végeétales et animales et aux produits alimentaires fermentés correspondants, y
compris les produits laitiers, viande, légumes et céréales, ou la fermentation peut avoir lieu
(Belyagoubi,2014).

Elles se développent avec la levure dans le vin, la biére et le pain (MENAD, 2018)
Elles sont présentes a 1’état libre dans I’environnement ou vivent en association avec un hote,
tel que ’'Homme ou I’animal (BELYAGOUBI, 2014) Certaines espéeces sont également
présentes dans les voies respiratoires, intestinales et génitales des humains et des animaux
(BOUGUERRA, 2021).

1.5. Classification

La premiere classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-
Jensen. Elle est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés
morphologiques, biochimiques et physiologiques. Les marqueurs chimiotaxonomiques,
comme la composition des acides gras et les constituants de la membrane cellulaire, ont été
également utilisés pour la classification (BELYAGOUBI,2014)

16



Chapitre 02 Les bactéries lactiques

Tableau 03 : Classification des grands groupes des bactéries lactiques (CARR et al.,
2002)

. Nitrate . \ L
Famille Formes Catalase , Fermentation Genres bactériens
réductase
. . » : Lactobacillus
Betabacterium Bacille - - Hétérofermentaire o
Weissella
Thermobacterium Bacille - - Homofermentaire Lactobacillus
. . . Lactobacillus
Streptobacterium Bacille - - Homofermentaire . .
Carnobacterium
Streptococcus
. Enterococcus
Streptococcus Coque - - Homofermentaire
Lactococcus
Vagococcus
Leuconostoc
Betacoccus Coque - - Hétérofermentaire Oenacoccus
Weissella
. Pediococcus
Tetracoccus Coque + + Homofermentaire
Tetragenococcus
Bifidobacteria polyomorphe . - Homofermentaire Bifidobacterium

La classification des bactéries lactiques en différents genres est largement basée sur la

morphologie, le mode de fermentation de glucose, la croissance a différentes températures, la
configuration de l'acide lactique produit et la tolérance aux fortes concentrations en sel et aux
acides ou bases (AXELSSON, 2004).
D’autres caractéristiques phénotypique et biochimique sont utilisées pour identifier les
especes des LAB, il s’agit de : la gamme des carbohydrates fermentés, 1’hydrolyse de
I'arginine, la production d'acétone (test de VVoges-Proskauer), la tolérance aux sels biliaires, le
type d’hémolyse, la production de polysaccharides extracellulaires, les besoins en facteurs de
croissance, la présence de certaines enzymes (par exemple, [-galactosidase et [-
glucuronidase), les caractéristiques de croissance dans le lait et le typage sérologique
(BOUGUERRA, 2021).

En se basant sur I'nybridation ADN-ADN et le séquencage du gene de I'ARNTr 16S, la
classification des bacteries lactiques a pu étre affinée. Elle a permis de regrouper des especes
(Le regroupement des espéeces proches de Lactobacillus pour la création du genre
Carnobacterium) et d’en séparer d’autres (La séparation du genre Streptococcus en :
Streptococcus sensu stricto, Lactococcus et Enterococcus) en créant de nouveaux genres.
(MERMOURI, 2018)
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La détermination de courtes séquences d’ARNr 16s est aujourd'hui utilisée comme un
moyen simple pour la détermination des espéces des isolats des bactéries lactiques
(KHALISANNI, 2011)

Oenococcus

Streprococcus

Lactococcus
Leuconostoc

Enterococcus,
Melissococcus, Weissella
Tetragenococcus

Vagococcus

Carnobacterium
Lactosphaera Lactobacillus
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum

Propionibacterium

Bifidobacterium

Figure 03 : Arbre phylogénique bactéries lactiques (HOLZAPFEL et al., 2001).

1.6. Application des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été utilisées par I'hnumanité depuis des siecles en raison de
leurs propriétés technologiques et de leur capacité a améliorer les propriétés organoleptiques
des aliments, elles jouent un réle crucial dans l'alimentation et les applications cliniques
(HAYEK et IBRAHIM, 2013).

1.6.1 Domaine alimentaire

Jusqu’a présent, les cultures lactiques sont les plus largement employées comme
starters dans les diverses fermentations alimentaires, comme les produits laitiers, boissons,
légumes, haricots, viandes, poissons, etc. (CHEN et HANG, 2019). Les bactéries lactiques
appartiennent a un groupe de bactéries qui possédent le "statut GRAS" ce qui autorise

officiellement leur usage dans les applications alimentaires. Ces microorganismes permettent
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la conversion d’une grande variété de matieres premicres, conduisant ainsi a de nombreux
produits : les saucissons, les laits fermentés, les fromages, les olives fermentés et certains
vins. Parmi ces applications, 1’industrie laitiere est, sans doute, le plus grand utilisateur de

ferments lactiques commerciaux (HASSAINE, 2013)

Les LAB influencent également les propriétés sensorielles d'un produit, y compris le
développement du godt. Les composés aromatiques sont formés par divers processus, tels que
la conversion du lactose et du citrate (glycolyse et le métabolisme du pyruvate), des lipides
(lipolyse) et des protéines (protéolyse) (GIRAFFA, 2014).

Les LAB convertissent le lactose principalement en acide lactique, jouant un role
fonctionnel important dans la fermentation de nombreux produits, notamment ceux laitiers
avec une texture désirable et un corps caractéristique. Elles contribuent également a la
conservation des aliments fermentés en abaissant le pH & un tel niveau que de nombreux

autres microorganismes d'altération ne peuvent pas se développer (COLLINS et al., 2019).
1.6.2 Domaine médical

Les bactéries lactiques interviennent dans le contrle des infections intestinales
comme la prévention des diarrhées par I’introduction d’une nouvelle flore intestinale qui agit
sur les entérobactéries responsables de ces désordres intestinaux. Elles sont aussi connues
pour la production des agents antimicrobiens évitant ainsi 1’'usage des antibiotiques. Les
bactéries lactiques colonisent 1’intestin de la plupart des animaux, jouant un effet sur leur
systeme immunitaire, souvent, en tant que probiotique pour améliorer certaines fonctions
biologiques de leur hote (MERMOURI, 2018).

19



Chapitre 03

Propriétes probiotiques




Chapitre 03 Propriétés probiotiques

1. Historique et développement du concept probiotique :

L'histoire des probiotiques remonte a des centaines d'années avec la consommation
des aliments fermentés, leurs bienfaits pour la santé ont été connus depuis longtemps,
Hippocrate et autres scientifiques ont rapporté que le lait fermenté pourrait guérir certains
troubles du systeme digestif (BELHAMRA, 2017)

Le concept des probiotique provient d’un chercheur et Prix Nobel Russe, Elie
Metchnikoff (1907) qui avait pour théorie que la longévité des paysans bulgares eétait
directement liée a leur consommation de laits fermentés. Ainsi, Metchnikoff en (1907) avait
proposé¢ l’ingestion de bactéries vivantes, particuliecrement des bactéries lactiques, pour
réduire les désordres intestinaux et améliorer I’hygiene digestive, et donc augmenter

I’espérance de vie (RAHLI, 2015).

Le concept “probiotique” fut introduit en 1965 par Lilly et Stillwell ; par contraste
avec les antibiotiques (ARORA et al., 2012).

2. Définition :

Le terme probiotique dérive des deux mots grecs "pros" et "bio" qui signifient
littéralement "pour la vie" contrairement au terme antibiotique signifiant "contre la vie". Selon
la définition actuellement adoptée par la FAO et I'OMS ; « les probiotiques sont des
microorganismes vivants administrés en quantités adéquates et qui sont bénéfiques pour la
santé de I'note » (FIJAN, 2014).

3. Sources des probiotiques :

La source conventionnelle de probiotiques a usage humain, recommandée par la
FAO/WHO, est le TGl. De nombreuses souches probiotiques ont été isolées de I'intestin
humain, telles que : Lb. Salivarius sub sp. Salicinius et Lb. Acidophilus, ainsi qu’a partir des
matieres fécales humaines, telles que B. longum et Lb. Acidophilus, et moins frequemment
I'estomac humain, comme : Lb. Fermentum, Lb. Gasseri, Lb. Vaginalis, Lb. Reuteri et Lb.
Salivarius (ZIELINSKA et KOLOZYN-KRAJEWSKA, 2018).

Les probiotiques peuvent également provenir des sources non conventionnelles,
comme le TGI d'un animal, le lait maternel humain, I'air ou le sol et les aliments (fermentés et
non fermentes). Ces derniers constituent la source la plus courante (YADAV et SHUKLA,

2017).
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Les principaux vecteurs alimentaires des probiotiques sont les yaourts et les laits
fermentés. lls fournissent un pH de I'environnement dans lequel la bactérie probiotique doit
survivre. Cependant, de nombreuses études montrent que les souches probiotiques sont
trouvées également dans les substrats fermentés non laitiers comme : les céréales, les
I[égumineuses, les choux, les Iégumes, etc. (ANANDHARAJ et al., 2014).

4. Critéres de selection des souches probiotiques :

Afin qu’un microorganisme puisse étre reconnu en tant que potentiel probiotique, il lui
faut répondre a certains critéres, Tout d’abord, il doit étre non pathogene et étre reconnu
comme sécuritaire. Il doit avoir la capacité de survivre et de croitre dans les conditions
physiologiques du tube digestif, ainsi qu’avoir une bonne tolérance au pH acide rencontré au
niveau de I’estomac et sels biliaires rencontrés au niveau du duodénum (DUNNE et al.,
2001). L’adhérence aux cellules épithéliales de I’intestin est souvent citée comme un critére
de sélection (GUARNER et al., 1998).

Tableau 04 : Criteres de sélection d'organismes probiotiques (MARKOWIAK et

SLIZEWSKA,2017).
Criteres de sécurité Critéres fonctionnels Critéres technologiques
-ldentification de la -Survie au cours du transit | -Résistance aux
digestif.
souche. g Bactériophages.

-Adhésion aux cellules

-Innocuité. intestinales et/ou au -Stabilité au cours des
. mucus. 4dé i it fini
-Origine. Procédés de production et dans le produit fini.
-Colonisation. -Facilité de culture.

-Aptitude a produire des | _Apsence de propriétés
effets bénéfiques sur la
santé. Organoleptiques indésirable

-Activité antimicrobienne.

5. Les microorganismes probiotiques :

Les bactéries lactiques incluent les genres Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus. Ce sont des bacteries
a Gram positif, généralement immobiles, asporulées, anaérobies ou micro-aérophiles. Le

pourcentage en bases guanine et cytosine (% GC) de leur ADN montre une hétérogénéité des
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espéces constituant ces genres. Selon leur morphologie, les bactéries lactiques peuvent étre
divisées en trois catégories : les lactobacilles, les coques et les bifidobactéries. (CLAESSON
etal., 2007 ; CORRIEU et LUQUET, 2008).

Les lactobacilles font partie du phylum des Firmicutes, de la classe des Bacilli, de
I’ordre des Lactobacillales et de la famille des Lactobacillaceae. Ces bactéries ont une forme
de batonnets qui sont souvent groupés en chainettes (LEVEAU et BOUIX, 1993).

Seuls les Streptococcus, les Enterococcus et éventuellement les Lactococcus sont
utilisés comme probiotiques. Ces trois genres appartiennent au phylum des Firmicutes, a la
classe des Bacilli, a I’ordre des Lactobacillales et a la famille des Streptococcaceae. L’espéece
Streptococcus thermophilus {figure 01 (B)}, largement présente dans le lait et les produits
laitiers comme agent d’acidification, possede le statut GRAS (Generally Recognized As Safe)
et est utilisée dans certains produits probiotiques. Les espéces Enterococcus faecalis {figure
01 (C)}et Enterococcus faecium, anciennement désignées « streptocoques fécaux », sont
toutes les deux utilisées comme probiotiques. Les especes du genre Lactococcus ne possedent
aucun caractere pathogéne. Elles sont largement présentes dans le lait et les produits laitiers,
mais les produits végétaux constituent leur réservoir principal. Seule I’espéce Lactococcus
lactis {figure (D)} est utilisée pour ses effets probiotiques (GUIRAUD, 2003 ; CORRIEU et
LUQUET, 2008).

Figure 04 : (A) : Lactobacillus casei, (B) : Streptococcus thermophilus, (C) : Enterococcus
faecalis, (D) : Lactococcus lactis (CORRIEU et LUQUET, 2008).
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Les levures font partis de la famille des champignons unicellulaires, utilisés dans
I’industrie alimentaire pour la production de boissons alcoolisées mais aussi pour la
fabrication boulangere (STEENSELS et al., 2014). Les levures utilisées comme probiotiques
sont des souches de Saccharomyces cerevisiae et en particulier une souche bien déterminéee
dénommée Saccharomyces boulardii (ROFLE, 2000 ; DALMASSO et al., 2006).

6. Mécanismes d’action :

Les probiotiques exercent de nombreux et divers effets sur I'h6te dont les principaux
Mécanismes d'action incluent : augmentation de l'adhésion a la muqueuse intestinale et
inhibition concomitante de I'adhésion des pathogénes, exclusion compétitive des
microorganismes pathogenes, production des substances antimicrobiennes, amélioration de la
barriere épithéliale et modulation du systeme immunitaire (BERMUDEZ-BRITO et al.,
2012). La colonisation du TGI par les probiotiques implique, en premier lieu, leur adhérence
a des récepteurs cellulaires in situ permettant la compétition pour les sites d’adhésion et les

nutriments accessibles aux bactéries pathogénes (PINTADO et al., 2014).

Pendant leur colonisation et au cours de leur croissance et de leur métabolisme, les
probiotiques liberent des substances antimicrobiennes, notamment les bactériocines et les
acides organiques (lactique et acétique). Ces acides créent un environnement défavorable pour
la multiplication des microorganismes pathogénes suite a une diminution du pH local.
Certaines substances antimicrobiennes produites par les probiotiques ont une large activité
contre les champignons, les bactéries pathogénes et les virus, empéchant ainsi leur
établissement dans le TGI. Les probiotiques améliorent aussi la barriére épithéliale, un
mécanisme de défense majeur utilisé pour maintenir l'intégrité épithéliale et protéger
I'organisme de I'environnement. Toutefois, les mécanismes par lesquels les probiotiques
renforcent la barriere intestinale ne sont pas bien élucidés (BERMUDEZ-BRITO et al.,
2012).

En outre, par activation immunologique, les probiotiques peuvent également favoriser
I'inhibition de I'agent pathogéene par induction de la production des cytokines ou augmentation
de la sécrétion d'IGA in situ (PINTADO et al., 2014 ; YADAV et SHUKLA, 2017).

L’autre mécanisme d'action pertinent associé aux probiotiques comprend leur capacité
a moduler le systeme immunitaire. Il implique I'activation des cellules du tissu lymphoide
associe a l'intestin, présent dans la lamina propria et la sous-muqueuse (PINTADO et al.,

2014). En effet, Dl’interaction des probiotiques avec différentes cellules du systéme
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immunitaire [entérocytes, cellules dendritiques (CD), Thl, Th2 et T cellules régulatrices] dans
l'intestin, module la réponse immunitaire vers une action pro ou anti-inflammatoire
(ROSSON et al., 2020). Certains probiotiques possédent des propriétés antiallergiques apres

induction des cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-B ou réduction de la prolifération

des cellules T (PAPADIMITRIOU et al., 2015).
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Figure 05 : Mécanismes d’action majeurs des probiotiques (BERMUDEZ-BRITO et al.,
2012).

7. Effets des probiotiques sur la sante :

Plusieurs avantages pour la santé sont attribués a l'ingestion des probiotiques dont
certains ont été prouvés scientifiguement et d'autres nécessitent encore des études plus
approfondies chez I'hnomme. Les principaux avantages associés a la consommation des
probiotiques sont les suivants (GRANATO et al., 2010 ; YADAV et SHUKLA, 2017).
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= Les activités antimicrobiennes et antimutagenes,

= Les propriétés anticancérigenes et antihypertensives,

= Améliorer I'état nutritionnel de I'individu et le systtme immunitaire,

= Augmenter la disponibilité des vitamines, des minéraux et des oligo-éléments pour

L'organisme,

= Diminuer les symptomes de I'intolérance au lactose,

= Prévention et traitement de la diarrhée due a une infection, de la diarrhée du voyageur,
de la diarrhée virale aigué chez l'enfant, de la diarrhée associée a un surdosage
d'antibiotiques et de la diarrhée due a une exposition a l'irradiation

= Augmentation de la motilité du gros intestin qui aide a soulager la constipation,

= Atténuation des symptdmes intestinaux et du syndrome de Crohn,

+ Réduction des symptomes d'allergies alimentaires et du taux de cholestérol LDL.

Figure 06 : Quelques effets benéfiques des probiotiques sur la santé (BAJAJ et al., 2015).
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L'objectif de cette étude est d'isoler et de sélectionner des souches lactiques, a partir du

lait camelin, possédant des propriétés probiotiques et d'évaluer cette aptitude in vivo.
1. Matériel

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Lait de Chamelle

Des échantillons de lait cru ont été prélevés a partir d'une femelle en bonne santé agée
d’environ trois ou quatre ans, dans région de la wilaya d'El MEGHEIR (SETIL) au cours du
mois de 20 Février 2022. La traite de Chamelle se fait au soir dans des conditions aseptiques.
Un échantillon a été préleve apres lavage a I'eau savonneuse, ringage a l'eau de Javel et
séchage de la mamelle, les 2 premiers jets sont éliminés et le lait est recueilli dans des flacons

stériles de 180 ml apportés le jour méme au laboratoire pour éviter toute contamination.

Tableau 05 : Caractéristiques de I'animal utilisé pour I'échantillonnage de lait cru.

Sexe Région Population Couleur Mode de vie
Chamelle El MEGHEIR Sahraoui Brun Semi-Intensif
(SETIL)

1.1.2. Les rats

Les 25 rats utilisés dans cette expérimentation ont été approvisionnés a partir de
I'institut Pasteur a Alger, ils sont des rats Wistar blanc males adultes, leurs poids corporel

moyen est de 250 a £25g (au début de I’expérimentation).

L'élevage des animaux a été réalisé dans 5 cages plastique qui sont tapissées d’une
litiere constituée de copeaux de bois et recouvertes des grilles en acier inoxydable ; chaque
cage regroupe 5 rattes, Durant la période de cette expérimentation, les rats sont maintenus a
une température 30 C° et une photopériode naturelle, nourris par un régime standard bien
équilibré et boivent de I'eau potable a volonté. Ils ont été traités conformément au principe

énonces dans le manuel sur le soin et ’utilisation des animaux d’expérimentation.
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1.1.3. Les micro-organismes

Les souches pathogeénes utilisées dans la détection de 1’activité antibactérienne

proviennent du laboratoire d'analyse médicale et microbiologique d'Al-Mardjane.

Tableau 06 : Les souches pathogénes utilisées.

Souche Gram Référence
Staphylococcus aureus + ATCC 44300
Pseudomonas aeruginosa ) ATCC 9027

Escherichia coli ATCC 25922

1.2. Matériels de laboratoires

Notre étude a nécessité 1’utilisation des appareils, de la verrerie et d’autres matériels

dont ils sont cités au-dessous :

++ Balance électronique ; % Pipettes Pasteur ;
% Etuve (Memmert et LABTECH % PH meétre
LTB -060M) ; % Réfrigérateur ;
s Autoclave ; % Seringue de 5et 10 ml ;
¢ Centrifugeuse ; %+ Micropipettes ;
% Hotte + Boites de Pétri ;
%+ Microscope optique % Bec Bunsen;

«» Ecouvillon stérile.

1.3. Reactifs chimiques et solvants
Les produits chimiques et réactifs utilisés au cours de cette étude sont les suivants :

= Colorants : Crystal Violet, Lugol, I'alcool et la fuschine ;

= Tampons : tampon phosphate -solution saline (a Ph 7,2), Hcl, NaCl, NaOH ;
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1.4. Milieux de culture

=  Gélose M17, Gélose nutritive, bouillon M17, gélose Mueller-Hinton

Notre travail de recherche a été réalise au sein du laboratoire pédagogique de faculté

des sciences de la nature et de la vie de I"université Echahid Hamma Lakhdar d’EL-Oued.
2. Méthodes

2.1. Isolement et purification des isolats des bactéries lactiques

2.1.1. Isolement des souches

Les bactéries lactiques (LAB) ont été selectivement isolées par culture sur plusieurs
milieux selon la méthode décrite par la Fédération Internationale du Lait en 1996. Avant de
rechercher différentes bactéries, une série de dilutions décimales doit étre préparée a partir de
chaque échantillon selon la méthode décrite par ISO 6887-6 (2013).

Apres homogénéisation des échantillons de lait, 1 ml de la solution mere a été ajouté a
9 ml d'eau physiologique (NaCl & 0,9%), une série de dilutions décimales a été préparées (10
a 107%) et retenues pour étre ensuite inoculées avec des stries a la surface de la gélose M17.
Ces dilutions permettent d'obtenir des colonies suffisamment séparées. L'incubation a lieu a
30° C / 72h pour les Pédiocoques et les Lactocoques et a 45° C/72h pour les Streptocoques
lactiques (BADIS et al., 2005).

2.1.2. Purification des souches

Afin de purifier les souches, des sous-cultures successives sont réalisées sur gélose
M17. Aprés l'incubation, des colonies de différents aspects morphologiques (taille, couleur,
surface, profondeur, etc.) sont successivement réensemencées sur milieu gélosé M17 par la
méthode des stries afin d'assurer la pureté des cultures jusqu'a l'obtention de colonies bien
distinctes et homogénes ayant le méme aspect, la méme couleur, la méme taille et la méme
forme (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

2.1.3. Conservation des souches

Pour la conservation a court terme, la souche pure est effectuée sur un milieu solide
incliné. Apres croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a 4° C et Les

repiquages des cultures se fait tous les trois semaines (SAIDI et al., 2002). Est effectué par
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sous-culture. Pour une conservation a long terme, les souches sont conservées a -20° C
(BENYOUCEF, 2019).
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Figure 07 : Protocole d'isolement, de la purification et de la conservation des souches

lactiques.
2.2. Pré-identification des isolats

Les isolats de LAB ont été identifiés en fonction de leurs caractéristiques morphologiques,
physiologiques et biochimiques sur la base du manuel de Bergey (NAIR et SURENDRAN,
2005).

2.2.1. Etude morphologique

Cette etude est basée sur I'observation macroscopique et microscopique.
a. Examen macroscopique
Ce test permet de mettre en évidence la morphologie des colonies obtenues sur des
milieux solides, a partir de I'observation a I'ceil nu pour déterminer l'aspect, la taille, la forme
et la couleur des colonies (BENYOUCEF, 2019).

b. Examen microscopique
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A T’aide d’une loupe binoculaire, on détermine les caractéres culturaux des colonies
bactériennes bien isolées. La forme des bactéries, leur type de Gram ainsi que leur
arrangement cellulaire ont été déterminés aprés la coloration de Gram et seulement les
bactéries a Gram positif sont sélectionnées (BENYOUCEF, 2019).

2.2.2. Caractérisation biochimique et physiologique
a. Test de catalase

La catalase est une enzyme qui a la propriété de decomposer le peroxyde d'hydrogene
avec libération d'oxygéne (BOURGEOIS et al, 1980). La production de la catalase par tous
les isolats lactiques a été détectée par I’ajout de 1’eau oxygénée a 10 V. la colonie suspecte est
diluée dans une goutte de peroxyde d'hydrogéne sur une lame stérile. L'évolution des bulles

de gaz indique la présence de catalase (TABAK, 2007).
b. Croissance a différentes températures

Ce test est trés important car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles
des bactéries lactiques thermophiles (BOULLOUF, 2016). Apres inoculation du bouillon
M17 par les cultures pures, les tubes sont incubés a 10° C pendant 5 a 7 jours, et a 40° C et
45° C pendant 24 a 48 h pour toutes les cultures (BADIS et al., 2005).

c. Croissance a différentes concentrations d’NaCl

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl)
fournit des informations précieuses pour l'identification. Les cultures a tester ont été inoculées
sur des bouillons hypersalins a 2% 4% et 6% de NaCl pour toutes les souches. Aprés
incubation a 30° C pendant 24 a 72 heures, la croissance de ces bactéries se manifeste par une
nébulosité du milieu (GUIRAUD et GALZY, 1980 ; BADIS et al., 2005).

d. Galerie AP1 10 S

Nous avons utilisé ce test pour le reste des critéres de détermination de la souche
lactique. La galerie APl 10 S comporte 10 micro-tubes contenant des substrats déshydratés.
Les micro-tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colores
spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du
tableau de lecture et I'identification est obtenue en consultant la liste des profils

d'identification (MEHTAR et AFSHA, 1983)
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2.3. Sélection des souches probiotiques
2.3.1. Tolérances a I'acidité

La resistance au pH 3 est souvent utilisée dans les dosages in vitro pour déterminer la
résistance au pH de lI'estomac. Comme les aliments restent pendant 3h, cette limite de temps a
été prise en compte (PRASAD et al., 1998). A cet effet, des cultures actives (incubées
pendant 16-18 h dans un bouillon M17) ont été utilisées. Les cellules ont été récoltées par
centrifugation pendant 10 min a 2500 rpm. Les culots ont été lavés deux fois dans un tampon
phosphate salin (PBS a pH 7,2). Ensuite, les culots cellulaires ont été remis en suspension
dans du BPS stérile (0,5 ml) dont le pH a été ajusté avec du Hcl 1IN a 3 et incubés a 37°C
(HOSSEINI et al., 2009).

Les micro-organismes viables ont été dénombrés apres exposition a I'état acide
pendant 0,3 h d'incubation a 37°C. Ce processus est répété trois fois. Les comptages de LAB
ont été exprimés en log unités formant colonies par millilitre (log UFC/ml) (BENYOUCEF,
2019).

2.3.2. Tolérance aux sels biliaires

Pour exercer leurs effets bénéfiques dans le TGI, les LAB doivent résister a la toxicité
des sels biliaires qui a été testée en suivant les étapes du protocole décrit par RUIZ et al.
(2016). La concentration de bile gastro-intestinale est d'environ 0,3% et le temps de séjour des
aliments dans l'intestin gréle est suggéré a 4 h (CHARLES et SAMEDY, 2019).

A cette fin, pour estimer la tolérance biliaire, le sel biliaire a été utilisé pour effectuer
les tests de sels biliaires a différents pourcentages. Les culots cellulaires ont été récoltés par
centrifugation, sont lavés deux fois et resuspendus dans le tampon phosphate salin (PBS a pH
8) additionné de 0,3%, 0,5% et 1% de sels biliaires et incubés a 37°C (HOSSEINI et al.,
2009). Les micro-organismes viables ont été dénombrés aprés incubation a 0,4h a 37°C
pendant 48h. Ce processus est répété trois fois. Les comptages de LAB ont éte exprimés en
(log UFC/ml) (BENYOUCEF, 2019).

2.3.3. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des souches lactiques vis-a-vis des souches pathogeénes
sélectionnées a été déterminée a l'aide de la méthode de diffusion sur disque d'agar. Un

volume de gélose de milieu Mueller-Hinton est versé dans des boites de Pétri stériles. Aprés
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solidification du milieu, les boites de pétri stériles sont ensemencées sur toute la surface par la
suspension de la souche pathogéne a I'aide d'un écouvillon stérile, puis les disques de papier
Wattman sont remplis de 60 a 80 pl de surnageant filtré et neutralisé, obtenu apres
centrifugation a 4000 rpm pendant 15 min d'une culture de la souche lactique appropriée

(LABIOUI, 2005).

Apres séchage, les disques sont ensuite déposés sur le milieu de culture ; la diffusion
des agents antimicrobiens dans le milieu gélosé est améliorée par incubation des boites a 37°
C pendant 24 h. Apres incubation, les plagues ont été observées pour une zone d'inhibition
(ZOl) autour des disques (ACHEMCHEM and ABRINI, 2005).

Le diameétre de la zone d'inhibition a été mesuré par des étriers en millimétres et une
zone claire de 1 mm ou plus a été considérée comme une inhibition positive. La mesure du

diamétre d'inhibition Zi est effectuée selon la formule suivante (TABAK, 2007).

ZOlI en (mm) = diamétre du Zi obtenu (mm) - diamétre du disque (6mm)

Vi | Solid Miiller Hinton
inoculated by the

LA Tor strain pathogen

18h [ | \
%
Centrifugation
4000 tx for 15
min

D

Placed the

il of supernatant

dishesat 37 °C
for24 h

Supernatant WHATMAN :
A" TMAN
| .paper.discs are l'l::iscs, th::w
Bl l.‘ 4 filledwith60 080 | N e T

Measure the inhibitory zones

Figure 08 : Schéma de la méthode de diffusion disques-gélose. (Salhi et Souaker, 2020)
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2.3.4. Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antimicrobiens de chaque LAB a été déterminée en utilisant la
méthode de diffusion sur disque décrite par ZHANG et al., (2016) contre certains
antibiotiques, notamment la gentamicine (10pg / ml), ofloxacine (5pg / ml), érythromycine
(15pg / ml), amoxicilline (25ug / ml). Pénicilline (10 pg/ml). Vancomycine (30 ug / ml).et
aztreonam (10pg / ml).

Ainsi, un volume de 100 ul de cultures a croissance active a été tamponné
uniformément sur la surface des plagues de gélose nutritive avec un écouvillon stérile. Apres
séchage, les disques antibiotiques ont été placés sur la surface de gélose solide, et les plaques
ont été laissées de cbté pendant 30 min a 4 ° C pour la diffusion des antibiotiques et incubées
a 37 ° C pendant 24 a 48 h. Les diametres des zones d'inhibition ont été mesures a l'aide
d'étriers (VLKOVA et al., 2006) ; la zone d'inhibition (diametre en mm) pour chaque
antibiotique a été mesurée et exprimée en sensible, S (>21 mm) ; intermédiaire, I (16— 20

mm) et résistance, R (<15 mm) (GUESH et al., 2019).
2.4. Evaluation in vivo des propriétés probiotiques
2.4.1 Induction des troubles intestinaux

Dans la phase d'adaptation de 15 jours, les rats ont été répartis au hasard dans le 1 groupe
est témoin et les quatre groupes modéles atteints des troubles au niveau de tube digestif. Tous
les rats ont recu un régime alimentaire normal au cours d'adaptation. Apres cette phase, le
régime alimentaire des quatre groupes cibles a été modifié en les jelinant pendant 16 heures

chaque jour avant le gavage intragastrique pendant une semaine.
% Protocole d'infection

Les rats ont été répartis en 5 groupes de 5 rats chacun, il s’agit de :

a. Lot 01:témoin en bonne santé non infectés et non traités ;
b. Lot 02 : infection bactérienne de I’intestin par E. Coli ;
c. Lot03:: trouble intestinal induit par huile de ricin ;

d. Lot 04 : traitement des rats, indiquée a la maladie d'origine bactérienne, par une dose
de 0.5mL d'une bactérie lactique probiotique diluée dans un 5ml d'eau physiologique

chaque jour, pendant une semaine.
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e. Lot 05 : traitement des rats, indiquée a la maladie d'origine biochimique, par une dose
de 0.5mL d'une bactérie lactique probiotique diluée dans une quantité d'eau

physiologique (5ml) chaque jour, pendant une semaine.

Préparation de suspension

- _ [ |
.“IIL..-*-"“‘N --_"\-; 1”“;%.2:5:
==\ - - ok
= S - =
E. Coli 8l
Une dose de

5ml d'eau physiologique + colonies

. 0.5mL de
e. coli

bactérie E. Coli

Figure 09 : Schéma de la préparation de suspension bactérienne destinée pour I'infection

des rats
Sml eau physiologique + colonies de bactérie lactique
~ (T -..-:“';‘““.IN
S PN -
> o ,-fs}:z\:r
/‘ ' [+
\M/; B rU Rte
Souche probiotigue & o _
sélectionnées P
|
s A
5ml de suspension pour
les 2 lots traitée
\_ J
( )
Chaque rat a une dose
de 0.5 ml ) Suspension de traitement
Gavage intragastrique

Figure 10 : Protocole de traitement des rats par la souche probiotique sélectionnée

A la fin de I'expérimentation, des prélevements de sang ont été réalisés et des tissus

intestinaux ont été prélevés pour subir des analyses médicales et des coupes histologiques

pour I'observation microscopique.
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2.4.2. Prélévement du sang

Le prélévement sanguin se fait au moment de sacrifice des rats (les rats ont été mis a jeun
24h avant d’étre sacrifiés), le sang prélevé pour chaque rat est récolté dans des tubes EDTA
(Ces tubes remplis de sang, ont été transportés dans une glaciére au laboratoire). Le sang est
ensuite utilisé pour le dosage de parametre hématologique (FNS). Nous avons effectué des
analyses hématologique (FNS) Au niveau du laboratoire d'analyses médicales de I'hopital

d'urgence médicales du 8 mai.
2.4.3. Etude histologiques d'intestin

La réalisation des coupes histologiques des intestins des rats a été effectué dans le
laboratoire de la faculté et avec l'aide du laboratoire d'anatomie pathologique de I'hdpital BIN
OMAR JILANI d'EI-Oued. Le prélevement d'organe (l'intestin) a été réalisée a la fin de
sacrifice des rats aprés lavage de l'organe par I’ecau physiologies (NaCl 0.9, %), puis

conserves dans un milieu approprié (Formal 10 %).
2.4.3.1 Etapes de la réalisation des coupes histologiques
a. Prélévement

Le prélevement doit se faire aussi délicatement que possible afin de ne pas dégrader
I’organisation tissulaire. Une fois obtenu, ce prélevement doit immédiatement étre

immergé dans un grand volume de liquide fixateur.
b. Fixation et conservation

La fixation a pour buts la conservation des structures et le durcissement tissus. Elle doit se
faire immédiatement aprés le prélevement, par immersion du matériel dans un grand volume

de liquide fixateur. Le liquide fixateur le plus utilisé sont le formol (GERARD, 2012).
c. Déshydratation

Le but de cette étape est d’éliminer I’eau intracellulaire, pour pouvoir réaliser une coupe
fine par la suite sans perdre la structure cellulaire initiale au moment de la rupture de la
membrane plasmique (sortie d’eau brutale) Ceci par passage du prélévement dans de bain
d’alcool de concentration croissante (d'éthanol dilué 70% pendant 17h. Cette étape prépare
I’inclusion, vu que la paraffine est hydrophobe (NACIRI, 2013).
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d. Inclusion

Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines (d’une épaisseur de 2 a 5 um) et
réguliéres. Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine (résine blanche opaque). L’inclusion
est réalisée au niveau d’un automate de paraffine fondue. Aprés 4 heures d’inclusion, la
paraffine liquide est coulée dans un petit moule en métal « Barres de Leuckart ». Apres
refroidissement on se trouve alors en présence d’un bloc de paraffine dur, a I’intérieur duquel

la piece prélevée (NACIRI, 2013).
e. Confection des coupes histologiques

Le passage du bloc de paraffine dans un microtome permet de réaliser des sectionsde 2a 5
UM disposées en séries régulieres sous forme d’un ruban. Aprés cette étape Les coupes
doivent étre déparaffinée a l'aide de lamelle dans un Bain-marie a une température de 45° C
(GERARD, 2012).

f. Coloration

Le but de la coloration est d’accentuer les contrastes afin de différencier les différents
constituants tissulaires. La coloration se base sur des réactions chimiques connues entre des

colorants et des composants des tissus intestinaux (GERARD, 2012).
g. Montage & Observation microscopique

Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique
‘Baume de Canada’ dont I’indice de réfraction est proche de celui du verre. On obtient, ainsi,
une préparation histologique, Préte a étre observée au microscope optique. (BENBOURDI,
2016).

3. Analyse statistique

Pour l'interprétation statistique des résultats, nous utilisons le logiciel Excel qui nous

aide a faire les tests. Les moyennes et les écarts-types pour chaque mesure réalisee.
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1. Isolement et identification des bactérie lactiques

Nous avons pris des échantillons aléatoires de colonies isolées, qui ont des aspects

phénotypiques différents, et issus du lait de chamelle, nous avons obtenu 4 souches.
1.1. Pré-indentification des isoles

La morphologie des bactéries lactique est un critére important pour leur identification

qui passe par les trois aspects suivants :
1.1.1. Examen macroscopique

L’observation macroscopique des colonies des 04 souches lactiques obtenues et
cultivées sur la Gélose M17 et incubé a 30°C pendant 24h, les résultats sont illustrés dans la

figure 11 et le tableau 07.

Figure 11 : Aspect macroscopique des colonies des souches isolées (Photo originale,
2022).

1.1.2. Examen microscopique

L’examen microscopique des 04 souches lactiques isolées, a révélé qu’elles étaient
positives a la coloration de Gram, avec des formes dominantes Coque. Les résultats sont

illustrés dans la figure 12 et le tableau 07.
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Figure 12 : Aspect microscopique apres coloration de Gram des souches isolées (Photo
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originale, 2022).

résultats et discussion

Tableau 07 : Observation macroscopique et microscopiques des isolats

Code

Macromorphologie
(Aspect des
colonies)

Micromorphologie
(Formes des
bactéries)

Coloration
De Gram

Mode

d'assemblement

S1

- Blanchatre et
creme
- Arrondies
- tres petites

Coque

Chainettes

S,

- Blanchatre
-Arrondies
- petites

Coque

Isolés ou en
diplocoque

S3

- Blanchatre
-Arrondies
- petites

Coque

Diplocoque et
tétra

Sa

- Blanchétre et
créeme
-Arrondies ou
Lenticulaires
- Tailles variables

Bacille

Bacillaire

Les colonies des 04 souches lactiques sont d'apparence tres variable, apres les séries de

purification, les colonies des souches présentent les caractéristiques suivantes :

v" Arrondies et lenticulaires,

v" Blanchétres et crémes,

v De contour régulier et diametre variable,
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v Les colonies en général ils apparaissent sous forme de point ou de lignes fines.
L'observation microscopique aprés la coloration de gram effectuée sur les souches
isolée, montre les caractéristiques suivantes :
v Les isolats sont a Gram positif,
v De forme coccus ou Bacillus,

v Regroupement des cellules en Chainettes ou isolés ou en diplocoque et
tétrades.
Nos résultats étaient similaires et cohérent avec ceux obtenus par SALHI et al.,
(2020) en termes d'observation macroscopique et microscopique.

1.2. Tests biochimiques et physiologiques :
Les critéres biochimique et physiologique sont basés sur des tests biochimiques (test de

catalase et Api) et physiologiques (test de tolérance de NaCl, température) et qui permettent
de mieux répertorier nos souches vers les genres appropriés. Les résultats relatifs au test
biochimiques et physiologiques sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 08 : Criteres physiologiques et biochimiques des souches bactéries lactiques.

S1 S2 S3 Sy
10 °C + + + +
Température
40 °C + + + +
2 % + + + +
NACL 4% + + + +
6% + + + +
Test catalase + + - -
ONPG Jaune (+) Jaune (+) Jaune (+) Jaune (+)
GLU Jaune (+) Jaune (+) Jaune (+) Jaune (+)
ARA Jaune (+) Jaune (+) Jaune (+) Jaune (+)
LDC Jaune (-) Orang (+) Orang (+) Rouge (+)
OoDC Jaune (-) Rouge (+) Rouge (+) Rouge (+)
CIT Jaune (-) Bleu (+) Bleu verre Bleu verre
(+) (+)
H2S Incolore (-) Noir (+) Noir (+) Noir (+)
URE Jaune (-) Rouge (+) Rouge (+) Rouge (+)
TDA Jaune (-) Marron Marron (+) Marron (+)
(+)
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+ Croissance a différentes Températures :

La température est un facteur limitant la croissance des microorganismes, les résultats
de la croissance des souches bactéries lactiques a des différentes températures d'incubation
présentent une similitude de croissance de différent souche a la température ‘incubation de
10 °C, on remarque une augmentation significative de la croissance pour la plupart des

souches en température 40 °C.

Donc, cela indique que la bactérie lactique sont capables de se reproduire a des
températures élevées, cela est confirmé par I'étude de SALHI et al.,2020 selon laquelle

certains souches croissent en 10 ° C et d'autres ont une meilleure croissance 40 °C.

+ Croissance a différentes concentrations de NACL :

Nous avons observé gu'avec une tolérance au NaCl, une bonne croissance était observée
en concentration de 2% dans la plupart des souches, et croissance normale en 4%, et peu de
croissance en 6% par rapport au 2 % et 4 %, nos résultats indiquent que les bactéries ont une
tolérance au sérum physiologique, cela est conforme avec I'étude de HADJ et al., (2013).

+ Test catalase :

Le test de catalase a révélé une réaction négative (absent de bulles de gaz) dans les
souches Ssz et Ss alors il est dénué de catalase, cela indique qu'il est d'un bactérie
streptococcus parce que cette bactérie ne produit pas I'enzyme catalase.

De méme, ce nos résultats montrent une réaction positive (présence des bulles de gaz) dans
les souches S et Sy, Cela indique que I'apparition de bulles est due a la production bactérienne
de I'enzyme catalase, qui agit pour se débarrasser de la toxicité du H.O2 en rompant la liaison

en eau et en oxygene.

+ Test de API 10 s (analytical profile index)

Ce sont les résultats que nous avons obtenus par les galeries Api 10S ayant pour objectif
de déterminer le genre et I'espéce de notre groupe, les résultats de ces tests sont résumés dans

le tableau et de cette figure.
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Figure 13 : Résultats de test APl S10 (Photo originale, 2022).
En se basant sur les criteres morphologiques, microscopiques et biochimiques ; nos

isolats peuvent probablement se répertorier vers les souches suivantes :

«» Si1: Lactococcus lactis.
«» So: Pediococcus acidilactici.
¢+ Sa: Streptococcus thermophilus.

¢+ Sa: Streptococcus thermophilus

2. Sélection des souches a propriété probiotique :
2.1. Résistance aux différents degrés du pH :

L'étude d'analyse de la résistance a l'acide a été réalisée dans des conditions acides
similaires a celles de I'estomac en exposant nos souches a difféerent pH : 02, 03 et 04 pendant

3 heures. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 09 :

Tableau 09 : Effet du pH acide sur la viabilité des souche lactiques (log UFC/ml)

Ph=02 Ph =03 Ph =04
Oh 3h Oh 3h Oh 3h
S1 | 8.16%0.06 8.38+0.05 8.46+0.02 8.17+0.14 9.97+0.03 10.89+0.07
S2 | 9.60+0.03 6.00+0.922 9.31+0.1 7.92+0.16 9.15+0.4 8.42+0.1
Sz | 8.54+0.08 8.70+0.09 8.32+0.04 8.77+0.9 8.68+0.01 8.97+0.14
Sa | 8.47+0.17 8.47+0.02 9.15+0.22 9.73+0.08 8.85+0.02 9.97+0.03

Valeur moyennes (n=3) * écart-type (SD). a : différence hautement significative (p <0.01).

Il'y a eu peu d'étude sur l'activité probiotique, puisqu'on la généralement suppose que

les lactocoques ne survivant pas lors du passage a travers l'appareil digestif, cela est dd au pH

faible de l'estomac, cependant plusieurs travaux récents ont suggéré que les lactocoques
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puissent survivre pour atteindre l'appareil gastro-intestinal humain ou animal (KIMOTO-
NIRA et al.,2009).

Grace aux résultats que nous avons obtenus, toutes les souches ont montrés une forte
résistance a l'acidité (pH 2, pH 3 et pH 4) apres 03 heures d'incubation, ces résultats sont en
accord avec les résultats de (BOUGEURA, 2021).

Nos résultats confirment que les bactéries lactique sont capables de sur vivre et de
résister a des concentrations acides mortelles, ceci est cohérent avec les travaux de (MATHA
et al.; 2008). Lors de I'exposition a pH 3, la souche Sy a enregistré le nombre le plus des
cellules viables a Oh, suivi par ordre décroissant par les souches Sa, S1 S3, apres 3h nous avons
enregistré une diminution notable du nombre des cellules de la souche Sz, comme pour le
reste des souches, il y a eu une légere diminution. Il semble que le pH 3 n'a pas d'effet sur la
viabilité de la plupart des souches lactiques testées sont considérées comme acido-tolérantes.
MULLER et al., (2009) ; AZAT et al., (2016) ont considérés comme le pH 4 est optimal

pour une bonne viabilité des cellules bactériennes.

2.2. Résistance aux sels biliaires :

Les sels biliaires sont I’une des barricres a franchir par les bactéries probiotiques pour
gagner leur site d’action. Les résultats de test de la résistance aux sels biliaires sont illustrés

dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Effet des différentes concentrations en sel biliaires sur la viabilité des
souche lactiques (log UFC/ml)

0.3% 0.9% 1.5%
Oh 3h Oh 3h Oh 3h
S1 0.95 0.80 1.07 0.20 1.22 1.04
S2
1.06 1.22 1.20 0.80 1.26 1.10
Ss 1.29
1.23 0.10 0.99 0.50 0.70
S4 0.58 1.31 1.25 1.10 1.12 1.24
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Il est admis que pour que la majorité des probiotiques puissent avoir des roles
bénéfiques sur la santé humaine, il faut qu’ils gardent une certaine viabilit¢ lors de la
transition intestinale. De ce fait, les probiotiques doivent pouvoir passer sans dommage.
Irréversibles la barri¢re acide de 1’estomac, puis, 1’effet inhibiteur éventuel des sels biliaires.
Ainsi, la capacité de survie des probiotiques dans I’hdte aprés leur ingestion, dépend de leur
résistance intrinséque, des facteurs de 1’héte et du véhicule par lequel ils ont été ingérés, Le
flux biliaire assure un réle physiologique trés important puisque facilitant la digestion des
composés lipophiles provenant de l’alimentation. C’est également un agent antimicrobien
influengant 1’établissement du micro biote intestinal. La tolérance a la bile est un critere
déterminant de sélection des bactéries probiotique, permettant ainsi la survie pendant le
passage a travers le tractus gastro-intestinal et la colonisation de I’environnement intestinale
(MARTEAU et SHAMAHON, 2003).

Selon nos résultats mentionnes dans le tableau, il s'avere que toutes les souches ont
une tolérance aux sels biliaires, aussi bien dans 0.3% , 0.9% et 1.5%, la souche S; est la plus
affectée par l'augmentation de la concentration des sels biliaires, et la plupart ont montré une
amélioration du taux de survie des sels biliaires a 1.5 % , en comparant nos résultats avec
I’étude de NORIEGEA et al., (2004), qui a confirmé par ses études que plusieurs souches de
bactéries lactiques ont été adaptées de fagon stable aux sels biliaires, a travers une adaptation
progressive aprés une croissance dans des extraits de sels biliaires en concentration croissante,
nos résultats sont cohérents avec cela, comme nous I'avons observé lors de I'augmentation de
concentration des sels biliaires d'autre part , le taux de croissance des bactéries a augmenté

dans la plupart des souches.
2.3. Activité antibactérienne :

L'activité antimicrobienne est une propriété trés importante dans la sélection des
probiotiques, permettant ainsi la conservation des aliments et la prévention des infections
gastro-intestinales (CHAMPOMIER-VERGES et al., 2010 ; AZAT et al., 2016). La
mesure de zones d'inhibition de nos souches vis-a-vis des bactéries indicatrices par la

méthode de diffusion sur disque de gelose a été mise en évidence dans la figure suivante :
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Figure 14 : Diametres de zones d'inhibition obtenus par des souches bactéries lactique

contre certaines bactéries pathogenes.
EC : Escherichia coli ; St : Staphylococcus aureus ; Pa : Pseudomonas.

Les résultats montrent que la plupart des isolats possédent une activité antibactérienne
contre les bactéries indicatrices. La meilleure inhibition a été obtenue contre Staphylococcus
aureus avec une moyenne de 18, tandis que les bactéries lactiques ont faiblement inhibées
Pseudomonas avec une moyenne de 5mm. En outre, nos souches ont E. coli, cela correspond a
DAVATI et al. (2015) qui ont déterminé que la plupart des souches lactiques isolées du lait

de chamelle peuvent inhiber E. coli et Staphylococcus aureus.

Les propriétés inhibitrices des LAB sont principalement attribuées a la production
d'acides organiques, en particulier les acides lactique et acétique, responsables de la
diminution du pH, Ils affectent aussi ’intégrité de la membrane cellulaire compromettant la
viabilité des cellules et conduisant dans de nombreux cas a leur lyse. Les LAB exercent
également un effet bio protecteur ou inhibiteur contre d'autres microorganismes en raison de
la compétition pour les nutriments, ou en produisant une variété de substances
antimicrobiennes entre autres, le peroxyde d'’hydrogene, I'éthanol, I'acide formique, lI'acétone,
le d'acétyle et les bactériocines (OLIVEIRA et al., 2008 ; CHAMPOMIER-VERGES et
al., 2010, MORANDI et al., 2013).

L’inhibition de certaines bactéries pathogénes peut aussi étre associée aux
Exopolysaccharides secrétés par les souches productrices (DENKOVA et al., 2017), en plus
est capable d'inhiber les bactéries pathogenes aérobies en produisant du CO2 qui crée un

environnement anaérobie. L'accumulation du dioxyde de carbone dans la bicouche lipidique
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peut nuire a sa perméabilité et inhiber les enzymes de décarboxylation (OUWEHAND et
VESTERLUND, 2004).

2.4. Sensibilité aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est considérée comme une condition prealable a la sélection
d'une souche probiotique. La sensibilité des souches lactiques a une gamme d’antibiotiques a
été évaluée par la méthode de diffusion en disques. La résistance ou non d’une souche a été
déterminée par la mesure des zones d’inhibition autour des disques (CHARTERIS et al.,
1998).

Les tests de sensibilité aux antimicrobiens peuvent étre effectués a lI'aide de différentes
méthodes phénotypiques. Dans notre étude, les souches lactiques sélectionnées ont été testées
en utilisant la méthode de diffusion sur gélose standardisée. Pour cela, 08 antibiotiques ont été
utilisés. Les résultats des résistances et de sensibilités aux différents antibiotiques utilisés
dans cette étude sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Antibiogramme des souches lactiques sélectionnées(mm).

Amoxicilline 10 R R S
Erythromycine 30 R R R
Vancomycines 30 S S I S

Gentamicine 10 S R S I

Oxacilline 1 R R R R

Pénicilline G 10 R R R R

Ofloxacine 5 S S S S

Erythromycine 15 I R I I
R :résistance S :sensible I :intermédiaire

Le tableau montre que certaines souches présentent une résistance partielle (sensitive
intermédiaire) a certains antibiotiqgues comme la Erythromycine ; alors que la plupart de LAB
sont sensibles a la plupart des antibiotiques, a I'exception de I'antibiotique Pénicilline G,
Oxacilline, Erythromycine qui ont été résistes par toutes les souches et l'antibiotique
Ofloxacine qui affecte a toutes les souches. Il est a signaler que cette résistance et sensibilité

trouvées dans notre étude, peuvent étre liées a la concentration de chaque antibiotique.
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Plusieurs études ont montré la résistance naturelle d'une gamme importante de
bactéries lactique aux antibiotiques (BOTES et al.,2008). D'apres les résultats obtenus, la
plupart des souches lactiques tastées sont résistances a la plupart des antibiotiques et trés
résistante a I'Oxacilline, des résultats similaires ont été obtenus par MORANDI et al. (2013),
ou l'on obtient grace a son étude que les bactéries lactiques sont tres résistantes aux
Oxacilline.

L'utilisation de différents souche lactique en tant que probiotique doit faire I'objet de
travaux extrémement attentif et sur une gamme tres large qui touche toutes les familles
d'antibiotiques, de méme l'autorité Européenne de sécurité alimentaire, suggeére que les
probiotiques ne doivent pas avoir une résistance acquise aux antibiotiqgue (ZAGO et
al.,2001).

Grace aux résultats des toutes les analyses que nous avons obtenues, nous avons été amenés a
choisir la meilleure souche Streptococcus thermophilus possédant des propriétés probiotiques,

a appliguer dans I'étude in vivo.
3. Etude de I'évaluation in vivo des propriétés probiotiques :

L'étude in vivo a été appliquée sur les rats Wistar pour évaluer I'efficacité de propriété
probiotique de notre souche lactique choisie, ainsi que cette étude est plus précise que I'étude

in vitro apreés la réalisation des parameétres hématologiques et les coupes histologiques.

3.1. Poids corporel
Le poids moyen des 25 rats utilisées, au début a la fin de I’expérience variait comme le

montre le tableau suivant

Tableau 12 : Poids corporel des rats avant et aprés la réalisation du protocole
expérimental
Lots Lot1l Lot 2 Lot 3 Lot4 Lot5

Poids corporal (Avant) 246 £ 24 226 £30.5 220+24 226+345 237 £ 60
Poids corporal (Aprés) 250 + 23.7 215+21 209+245 22031 233+ 60

NB : Le poids moyen des rats est calculé avant le changement de régime alimentaire

(élimination de l’eau et alimentation pendant 16 heures).
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Tous les rats sont nourris par des granules et I'eau, pendant les 03 semaines avec un
régime alimentaire régulier. La nourriture est renouvelée tous les jours, et la boisson chaque
2/3 jours, pour cela les résultats montrent que le poids des 25 rats restées stable dans cette

période.

Apres la période d'infection, tous les rats soumis a une période de jeline pendant 16 h
chaque jour avant le gavage, sauf le groupe témoin (lot 1) est regu la nourriture et l'eau
régulierement, c'est pour ¢a le poids des rats est diminué par rapport & leurs poids avant le

régime.
3.2. Etude in vivo

Les résultats observés in vitro suscité une étude in vivo réalisée sur des rats. A la fin de
I'expérimentation, des prélevements de sang, et de tissus du tube digestif (intestin) ont été
prélevés pour subir des examens hématologiques (analyse sanguine) et des coupes

histologiques.
3.2.1. Etude macroscopique

a. Au cours de la période d'infection
Nous avons remarqué 1’émergence de plusieurs facteurs, dont le plus important : insuffisance

pondérale et la diarrhée (état indiquant que l'intestin est irrite).
b. Aprés la dissection
+ Lot 1 (Témoin)

L'observation macroscopique n'a révélé aucun changement de couleur, ou de forme

d'intestins. Avec 0.3 & 0.5 cm de diamétre (d'intestin gréle), et un aspect intestinal normal.

+ Lot 2 et 3 (Infectés)

Les intestins gréles (GI) étaient de couleur sombre brun, avec une modification de forme
observée a L’ceil nu, accompagné par une odeur mauvaise pendant la dissection de ces

rats, du méme diamétre que le témoin.
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Figurel5 : Observations macroscopiques des lot 2 et 3 apres la dissection (aprés
I'infection) (Photo originale, 2022).

#+ Lot4et5 (Traitées)

L'apparence (forme et couleur) étaient plus saine que celles observée dans les rats de lots 2
et 3 et apres la dissection. Ces observations ont révélé que non seulement l'infection réussie a

diminuer, mais aussi que l'intestin ont retrouvé leur aspect normal apres I'infection.

Les résultats de I'étude macroscopique ont montré que les rats de lot 2 et 3 qui n'ont pas
recu aucun traitement, montrant des signes d'infections remarquables accompagnée par une
diarrhée par rapport aux rats témoins, probablement en raison de contamination par e. coli

et/ou I'huile de ricin.

Ces symptdmes ont été disparus (lot 4 et 5), apres I'administration de solution de traitement

chez les rats ont recu un traitement par la souche probiotique Streptococcus thermophilus.

Dans cette étude nous avons utilisé des bactéries lactiques qui a posseder des effets
probiotiques, cette derniere a évalué in vivo. L'observation macroscopique confirme

provisoirement I'effet protecteur de notre souche Streptococcus thermophilus.
3.2.2. Etude microscopique

Les coupes histologiques des organes (intestins gréles) ont été observé par un microscope
avec caméra, (OPTIKA ITALY) (objectif x10).
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a. Lot 1 (Témoin)

L’observation microscopique de la coupe histologique de I'intestin chez le groupe témoin
montre une structure saine accompagné par une paroi intestinale sain composé de la
muqueuse (épithélium, lamina propria, musculaire muqueuse), la sous-muqueuse, la
musculeuse et la sous-séreuse, avec des villosités a I'état saine et normale aussi une absence
totale d'inflammation et aucun Iésions tissulaire / cellulaire, avec une absence de nécrose,

donc la coupe histologique montre un aspect tissulaire plus ou moins régulier.

Figure 16 : Observation microscopique de la coupe histologique de I'intestin gréle des
rats du lot 1(Taille d'image 2592%1944) (objectif x10) (Photo originale, 2022).

b. Lot 2 (Infectée par E. Coli) L’observation microscopique de la coupe histologique de
I'intestin des rats du lot 2 montre une structure intestinale endommagée et quelques
symptdmes d'irritations y compris diminution de hauteur des villosités et présence d'autre
complétement détruites, une inflammation (regroupement des globules blancs), certaines
villosités sont d'aspects nécrosées, En plus de la disparition presque totale des cellules

muqueuses.
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Figure 17 : Observations microscopiques des coupes histologiques de I'intestin gréle des
rats du lot 2. (A) : coupe montre la nécrose, une diminution de hauteur des villosités ; (B) : coupe
montre la présence d'inflammation (groupement des globules blancs) (Taille d*image

2592x1944) (objectif x10) (Photo originale, 2022).

c. Lot 3 (Infectée par I'huile de ricin)

En ce qui concerne les rats qui ont recu I'huile de ricin, aprés la dissection, I'observation
microscopique des coupes histologiques révélé une structure détruite des cellules intestinaux
plus la présence des signes d'infection plus grave que le groupe 2 représenté par une
inflammation a causé le regroupement cellules lymphocytaires, diminution de hauteur des
villosités, et certaines villosités sont d'aspects nécrosées, plus la présence des lésions
cellulaires, on observée que la lamina propria a été complétement détruits , ces observations
ont été révélé que ces rats souffrent de diarrhée. Donc la coupe histologique montre un aspect
tissulaire endommagé (les mémes résultats ont été trouvés par rapport lot 2), et intestin gréle

était plus affectée. Ou la cellule perdu sa forme structurale.

B

Figure 18: Observations microscopiques des coupes histologiques d'intestin gréle des
rats du lot 2 (A) : coupe montre présence I'inflammation;(B): coupe montre la nécrose, une
diminution de hauteur des villosités (Taille d'image 2592x1944) (objectif x10) (Photo
originale, 2022).
d. Lot 4 (Infectée par e.coli et traitée par Streptococcus thermophilus)

Chez les rats dans le lot 4 et aprés la dissection, les signes d'infection étaient moins graves,
les observations microscopiques des coupes histologiques d'intestin gréle des rats du lot 4

montre une structure intestinale moins affectée et la muqueuse semble moins touchée, avec
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une diminution de taux d'inflammation par rapport les villosités dans lot 2 ce groupe présent
un retour partiel de la hauteur des villosités accompagné par I'absence de nécrose. Nous

résumons I'observation selon laquelle I'intestin a répondu au traitement car il a presque

restauré sa structure cellulaire.

Figure 19 : Observations microscopiques des coupes histologiques d'intestin gréle des
rats du lot 4 (A) : coupe montre une diminution d'inflammation; (B) : coupe montre la retour
partielle de la hautour des villosités et I'absence de nécrose. (Taille d'image 2592x1944)
(objectif x10) (Photo originale, 2022).

b. Lot 5 (Infectée par I'huile de ricin et traitée par Streptococcus thermophilus)

les observations microscopiques des coupes histologiques d'intestin gréle des rats qui ont
recu le traitement apres l'infection, montre que la réponse au traitement plus efficace que le lot
4, ou les signes d'infections disparu complétement et révélé la retour presque totale de hauteur
des villosité, et la disparition de tous les symptdmes qui ont été observes dans le lot 3, ou nous
avons noté une diminution de la sévérité de l'inflammation et I'absence de cellules
nécrotiques, aussi ont trouvé la structure de paroi intestinal sain avec leur composant, danc
I'étude microscopique montre que la coupe histologique de l'intestin est saine et a une

structure normale par rapport a celle qui a été endommagée.
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Figure 20 : Observations microscopiques des histologique d’intestin gréle des rats du lot
5 (A): coupe montre la retour subtotale de la hautour des villosités et I'absence de nécrose; (B):
coupe montre une diminution significative d'inflammation(Taille d'image 2592x1944) (objectif
x10) (Photo originale, 2022).

L'étude a été appliquée in vivo a l'effet des bactéries lactiques, qui ont la propriéeté des
probiotiques sélectionnés dans I'étude in vitro sur la résistance des bactéries pathogenes et
maintiennent la santé et la structure de l'intestin des rats. Au cours de période d'infection,
tous rats (sauf ceux du lot 1) ont recu une dose journaliére des agents pathogenes (E. Coli /
I'nuile de ricin) pendant une semaine, les résultats obtenus révelent un effet néfaste et un
endommagent des intestins accompagnés par modification structurale des comportements

intestinales, ces résultats avant la période de traitement.

Les résultats obtenus apres la période de traitement des rats confirment la preuve de I'effet
bénéfique et/ou de protection exercée par streptococcus thermophilus contre I'infection ou la
contamination par quelques soient l'origine d'infection (bactérienne/ biochimique), grace a
I'observation macroscopique et microscopique, nous avons observé I'effet de la souche testé,
qui a montré des résultats positifs dans le traitement des dommages causés au cours de

I'expérimentation.

MANJARREZ-HERNANDEZ et al., (2000) ont montré que E.coli entéropathogéne
(ECEP) pourrait induire des lésions (fixation /effacement) dans I'épithélium intestinal.
Cependant aprés l'infection (7 jours et apres la dissection), on a observé la disparition presque
totale des villosités et la destruction des comportements intestinaux (lot 2), avec un

changement de couleur accompagné par une mauvaise odeur (observations macroscopiques).

GUERGOUR, (2011) dans son étude de "toxicité de I'nuile de Ricinus communis sur les
animaux de laboratoire " a mentionné les signes d'intoxication par I'huile de ricin et selon la
voie d'administration la voie orale elle est plus toxique par rapport d'autres voies, les signes
sont non speécifiques (anurie; diarrhée ; hémorragies gastriques...), c'est ce que nous avons

observé aprés que le 3°™ lot a recu une injection orale (gavage intragastrique) d'huile de ricin.

La restauration intestinale de sa structure dans les rats du lot 4 et 5 ayant recu la souche
streptococcus thermophilus, ceci nous mene a la conclusion que la présence de streptococcus
thermophilus dans les intestins pour une période donnée facilite la régénération des tissus

intestinaux.
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L'étude in vitro et in vivo montrent que la prise de probiotiques réduit la colonisation du
tractus digestif par bactéries pathogenes et stimule I'immunité spécifique réponse de défense
de I'hdte en activant les lymphocytes, la stimulation de I'activité anti - tumorale et de réduire
I'infections (AMROUCHE, 2005).

De nombreuses infections a E. coli survenant hors du tube digestif apparaissent chez des
personnes affaiblies, E. coli peut étre responsable d’infections hors de I’intestin si celui-Ci
présente des déchirures ou des 1ésions, par exemple en raison d’une blessure ou d’un trouble,
comme la maladie inflammatoire chronique de I’intestin. Les bactéries peuvent alors quitter
I’intestin et se répandre sur les structures avoisinantes qui sont sans défense contre elles ou
elles peuvent entrer dans la circulation sanguine. (Bush et al., 1989).

E. coli est un entéropathogéne (LAMPS, 2007). Il possede des facteurs de virulence
lui permettant de s’attacher aux cellules intestinales et de libérer des toxines, connues sous le
nom de vérotoxines ou toxines de type Shiga en raison de leur ressemblance avec les toxines
¢laborées par Shigella dysenteriae. Les vérotoxines jouent un role important dans 1’apparition
des symptomes gastrointestinaux mais 1’étape cruciale dans la pathogenése d’E. coli est
I’attachement aux cellules de I’hote (LEBLANC, 2003). Suite a I’infection, des hémorragies,
de I’cedéme et une infiltration de neutrophiles situés au niveau de la lamina propria peuvent se

produire au niveau des cellules intestinales (NATARO et KAPER, 1998).

3.3. Etude de dosage du paramétre hématologiques (FNS)
Cette analyse permet de connaitre le nombre des globules rouges (hématies) ainsi que
celui des globules blancs, HGB, plaquette, hématocrite. Elle permet de diagnostiquer une

inflammation, une infection, une anémie. Nos résultats ont illustré dans la figure suivante
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Figure 21 : Moyenne de dosage du paramétre hématologiques (FNS) des rats des lots
expérimentaux.

A partir de nos résultats, il a été observé que les lots cibles (infecté) lots 2 et 3 ont une
augmentation de taux des globules rouge (6.53 et 7.15 10° cel/ul) par rapport aux autres lots
(2.61 & 3.5 103 cel/pl). Ceci présente un symptdme d'une infection dans le corps, quelle qu'en
soit la cause (soit une infection bactérienne ou présence d'une inflammation). De méme, il
s'aveére que le troisieme lot a une augmentation de taux des hématocrites (37.65 %), ce qui

correspond a la concentration des globules rouges dans le sang.

A partir de la figure 21, il a été observé que les deux lots infectés ont enregistre les valeurs
les plus élevées par rapport aux autres lots a propos du nombre des plaquettes, c'est du
probablement a une réaction a une infection, ou une maladie inflammatoire. Il a été observé
aussi que les deux lots infectés (lots 2 et 3) montrent les plus élevée valeurs en globules
blancs (4.95 et 5.1 10° cel/ul) par rapport aux autres lots (1.5 & 3.5 10° cel/ul), cette
augmentation est souvent due a la réponse d'organisme pour combattre une infection. Un
nombre élevé de globules blancs peut indiquer que le systéme immunitaire fonctionne bien

pour tuer les agents pathogenes.

Par rapport au groupe témoin, on peut dire que I'analyse de FNS a confirmé le diagnostic
d'infection chez les rats qui causée par les deux méthodes (infection par I'huile de ricin ; par E.
coli). Ceci peut étre également en raison d'une atrophie des villosités intestinales résultant de

Iésions cellulaires.

Les valeurs de paramétres de RBC, HCT, PLT et WBC chez lots 2 et 3 présentent des

valeurs plus élevées par rapport le groupe témoin. L'augmentation du taux de RBC dans le
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corps C'est un symptome d'une infection. L’intérét de cette analyse est de déceler

d’éventuelles maladies, notamment hématologiques, infectieuses, inflammatoire. (Lot 2 et 3)

Le pourcentage €élevé d'analyse HCT indique la présence d'une infection bactérienne
dans le corps, et plus I'analyse est élevee, plus I'infection sera grave (lot 3). Cette analyse
permet de découvrez si la maladie est causée par une infection bactérienne. Une
augmentation du taux de plaquettes (PLT) signifie la présence des maladies infectieuses, des

maladies inflammatoires, une hémorragie massive (lot 2 et3).

La cause la plus fréquente de 1’augmentation du nombre de globules blancs (WBC) est la

réponse normale de 1I’organisme a une infection (lot 2 et 3).

L'étude in vitro et in vivo montrent que la souche sélectionnée de notre étude streptococcus
thermophilus a un effet bénéfique dans la régénération et la protection d'intestin, Ceci est

confirmé par les résultats de I'analyse sanguine (FNS) des groupes traités (lot 4 et 5).
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Les probiotiques sont des microorganismes trés bénignes utilisés en tant que
suppléments nutritionnelle et médicamenteux qui exercent des effets bénéfiques a la santé
humaine et animal. Certaines souches de probiotiques ayant fait leur preuve sur le long terme

a la fois de leur innocuité et de leur efficacité.

A partir de la région d'EIMEGHEIR (setil), un échantillon du lait de chamelle a été
prélevé sous des conditions rigoureuses dont l'objectif est d'isoler et de selectionner des
souches lactiques ayant des propriétés probiotiques, apres réalisation des tests d'identifications
et d'isolement des souches lactiques et évalué leurs propriétés (effets) in vitro, suivie d'une

étude in vivo. Cette approche a effectué par les étapes suivantes :

L'isolement des souches des bactéries lactiques, la purification, I'identification
morphologique des souches isolées par le test usuel : test de Gram, nous avons réalisé
plusieurs tests de caractérisation biochimique et physiologique de ces souches par le test de
catalase, test de galerie Apil0 s et la résistance aux différents concentration d'NaCl, de
température. La sélection des souches probiotiques a été effectué par les tests suivants, la
tolérance a l'acidité, aux sels biliaires, et la résistance a certains nombres d'antibiotiques, nous

avons étudiés aussi leurs activités antibactériennes, en fin nos évaluée cette aptitude in vivo.

Les 04 souches isolées ont été caractérisées par leur forme de Coque/bacille, gram
positif, catalase négative. Ces 04 isolats sont retenus et ont subi des tests physiologiques et
biochimiques pour l'identification de I'espéce. Les especes révélées sont : Lactococcus lactis,

Pediococcus acidilactici., Streptococcus thermophilus.

Notre étude s'est ensuite développée autour de ces souches isolées du lait de chamelle
en examinant certaines propriétés probiotiques, apres la réalisation des différents tests pour
déterminer la souche la plus performante, les résultats qui ont obtenus dans les tests de
sélections (activités antibactériennes contre E. coli, pseudomonas et S. aureus, tolérance a
I’acidité, tolérance a 0,3 % de sels biliaires, la résistance aux antibiotiques.) Cela nous a aidés

a choisir une souche ayant un fort potentiel probiotique (streptococcus termophilus).

Les résultats de la dissection de rats infectées au niveau intestinal puis traitées avec
streptococcus termophilus ont montré la disparition totale des symptomes d'infection et
d'inflammation observés avant la période de traitement. Ou il a été noté que les lots traités ont

vu une amélioration au niveau de I'intestin précédemment endommagé et le retour progressif
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de la hauteur des villosités intestinales, ce qui a confirmé la disparition compléte des

symptémes d'infection et d'inflammation observés avant la période de traitement.

Les résultats de I'analyse hématologiques de I'FNS (RBC, WBC, PLT, HCT) des lots
infectés sont en concorde avec les résultats des coupes histologiques, Ou les résultats des
numération formule sanguine (FNS) présentent des valeurs indiquées qui les lots infectés
montrent des symptémes d'inflammations par contre les lots traités ont été présentant des

valeurs aux normes.

Gréce a ces résultats, nous concluons ce travail avec l'importance des bactéries
lactiques, qui ont la propriété des probiotiques et leur capacité a restaurer I'intestin gréle aprés
des dommages, ainsi que leur capacité a résister aux éléments étrangers pathogénes a

I'intérieur du systeme intestinal.

Ce travail ouvre la porte vers des autres études complémentaires et de perspectives

semblent nécessaires a réaliser :

v Réalisation d'une identification plus profonde des souches lactiques probiotiques en
utilisant des techniques moléculaires
v' Caractérisation des substances bactériennes responsables a la propriétés probiotiques.

v Application de cette étude dans le niveau médical humain.
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Annexe 01 : matériel technique

Figure 01: microtome Figure 02 : Pb international type
autoclave

Figure 05: Type LIB-060 M
Figure 03 : I'analyseur bacteriologic incubation
d'hématologie
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Figure 07 : microscope optique

Figure 06 : automate

Figure 08: ph metre
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Annexe 02 : Les échantillons

Figure 01 : microorganismes pathogénes Figure 02 : les rats

Annexe 03 : figure de quelque test

Figure 02 : quelque résulta Activité antimicrobien de quelques isolats lactiques.
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Figure 03 : test de sel biliaire

Annexe 04 : Dénombrement des bactéries

Dénombrement des bactéries une série de dilution décimale utilisée (10°%; 102 et 10®), 0.1 ml
de chaque dilution a été sur milieu M17 .aprés incubation , seul les boites de pétri contenant
entre 30 et 300 colonies sont coptées pour déterminer le nombre UFC / ml selon la formule
suivant (MARTINS, 2012; OUADGHIRI, 2009; ZADI-KARAM et al., 2006).

UFC /ml = numéro de colonies. (1/V).

V : volume transfére
D : ladilution



Résume

Le but de notre étude est d'isoler et de sélectionner des souches des bactéries lactique a
partir du lait de chamelle et possédant des propriétés probiotiques et d'évaluer leur potentiel

en vivo.

Dans ce but, des échantillons de lait ont été prélevés a partir des chamelles dans la
région, d'EL MEGHEIR (SETIL), ensuit, les bactéries ont été isolée et réidentifiée par des
examens macroscopiques et microscopiques et des tests biochimiques. Ainsi, une sélection et

évaluation in vitro et in vivo des souches probiotiques ont été réalisées

On a pu isoler et pré identifier trois types des souches lactiques, a savoir Lactococcus
lacis, Pediococcus acidilactici et Streptococcus thermophilus. Les résultats relatifs a la
sélection des souches probiotiques, confirme que la souche Streptococcus thermophilus, avait

la meilleure.

L'étude in vivo nous a induire des maladies chez les rats au niveau du system digestif,
dans ce travail, il a été rapporté que I'administration d'Escherichia coli et d'huile de ricin
provoquait une maladie. L'observation microscopique de la coupe histologique de I'intestin
ont montré une structure intestinale endommageée et certains symptomes de son irritation dont
une diminution dans la hauteur des villosités et les présences d'autres completement détruites,
et apres traitement avec  Streptococcus thermophilus, I'observation microscopique de la
coupe histologique de l'intestin a montré une disparition presque compléete des symptomes
mentionne. Le dosage des parameétres biochimiques est en concorde avec le résultat des

coupes histologiques.

Mots clés : Lait de chamelle, Probiotique, Bactérie pathogéne, Trouble gastrique




