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INTRODUCTION 

L’Homme vit continuellement avec une population de microorganismes complexe et 

diversifiée  habitant son tractus gastro-intestinal (GI) appelée microbiote  (Eckburg et al., 

2005). L’un des principaux effets bénéfiques de cette alliance est la protection et 

l’amélioration de la résistance aux maladies infectieuses de l’organisme hôte (Hsieh, 2008).  

À la naissance, l'ensemble du tractus GI est stérile, mais il est rapidement colonisé par les 

bactéries apportées par la première alimentation. Après l'enfance, la composition de la 

microflore intestinale reste relativement constante jusqu'à la mort (Quigely, 2011).  

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques (BL) qui produisent par fermentation  

de l’acide lactique comme produit principal du métabolisme énergétique. Ils sont 

représentatifs du microbiote intestinal bénéfique de l’Homme et par conséquent sont  les 

microorganismes les plus en vue en tant que probiotiques (Kesarcodi - Watson et al., 2008). 

Les probiotiques sont définis comme «  des microorganismes vivants qui lorsqu'ils sont 

ingérés en quantités adéquates, confèrent des effets bénéfiques pour l'hôte » (FAO/OMS, 

2001). 

Plusieurs allégations santé sont attribuées aux probiotiques.  Parmi les effets 

bénéfiques, les mieux documentés des probiotiques, figurent leur rôle positif dans la 

prévention et/ou le traitement des  diarrhées infectieuses (WGO, 2008). Plusieurs études 

cliniques ont démontré l'efficacité des BL probiotiques, en particulier les souches de 

lactobacilles dans les  diarrhées infantiles d’origine microbienne (Preidis et al., 2011).  

À une époque où nous avons besoin de nouvelles façons de contrôler et  traiter les 

infections ; des stratégies se développent pour  élargir les applications des probiotiques en 

tant qu’aliments fonctionnels (Nagpal et al., 2012). Dans ce contexte, une approche sous-

explorée commence à se développer ; les probiotiques, pourraient combiner profil 

d'innocuité  favorable avec  amélioration de la nutrition  et de la fonction du microbiote 

intestinal  et par conséquent peuvent constituer une  bonne  stratégie de lutte contre les 

diarrhées infectieuses infantiles dans les pays en développement (FAO/OMS, 2001 ; Preidis 

et al., 2011). 

En Algérie, comme dans certains pays en développement, malgré la baisse des cas, 

les  diarrhées  infectieuses demeurent  une cause  majeure  de mortalité  infantile. Les causes  
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sont étroitement liée à une mauvaise hygiène, parfois la mal nutrition et  le non accès aux 

structures sanitaires (UNICEF/OMS, 2009).  

Dans les pays développés, les souches probiotiques  sont souvent intégrées dans des 

stratégies marketing pour construire des allégations de santé en réponse à l’attention des 

consommateurs pour un mode de vie « sain ». En revanche, en Algérie, d’une part, les 

mérites des probiotiques sont généralement ignorés par les professionnels de santé et 

méconnus par le consommateur et d’autre part, très peu de recherches existent sur les 

probiotiques  isolés chez l’Homme, et  encore moins sur les lactobacilles probiotiques. Selon 

la base des données biomédicale Pubmed ; 4 articles sur les probiotiques  dont un article sur 

les lactobacilles, apparaissent en entrant  les mots clés [Probiotic, human origin, Algeria] 

contre 322 articles en France  et 1159 aux USA par exemple. 

La matière fécale constitue une meilleure source d’isolement des bactéries 

probiotiques. Pour  être sélectionnées, les souches probiotiques doivent remplir certains 

critères, in vitro, comprenant, la résistance aux conditions gastriques et intestinales, la 

capacité d'adhésion aux cellules épithéliales de l'hôte et l’origine humaine pour un emploi 

chez l’Homme (FAO / OMS, 2001). les souches probiotiques doivent également  être 

dépourvues de pouvoir hémolytique et de résistance  aux antibiotiques à caractère 

transmissible (Salyers et al., 2004).                     

Considérant le fort potentiel probiotique des lactobacilles et leur rôle établi dans la 

prévention et le traitement des diarrhées infantiles d’origine infectieuse, ceci nous a conduits 

à s’interroger  sur des souches  de lactobacilles isolées de selles d’enfants vivants en             

Algérie : possèdent-elles un pouvoir probiotique leur permettant  d’avoir un éventuel intérêt 

dans les gastroinfections infantiles ? En réponse à notre interrogation, nous avons réalisé ce 

travail afin de sélectionner des souches de lactobacilles à profil probiotique dans  une  

perspective  d’une  éventuelle  utilisation  dans  la prévention   et  le  contrôle  des diarrhées 

infectieuses chez l’enfant, en Algérie.  

L’objectif de ce travail de thèse est d’isoler et identifier des souches de lactobacilles 

à partir de selles d’enfants afin d’évaluer  leur profil probiotique, in vitro, par la résistance 

aux conditions gastro – intestinales simulées, l’adhérence aux cellules épithéliales  Caco-2,  

leur  activité  antibactérienne,  l’étude  de  leur aspect  sécuritaire  par l’activité hémolytique   

et   la   résistance   aux    antibiotiques   et   enfin    la   confirmation   de   leur  identification  
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phénotypique par le séquençage du gène ADNr 16S et leur dépôt à la GenBank.  

Notre travail a été réalisé au Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences 

de l’Université de Jijel et au  Centre Wallon de Bio-Industries / Gembloux Agro-Biotech - 

Université de Liège/Belgique. Les résultats de ce travail ont fait l’objet d’une publication 

dans la revue  African  Journal of Microbiology Research. 
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1. Historique et définition des probiotiques 

Il y a un siècle, Elie Metchnikoff (microbiologiste russe, élève de Louis  Pasteur et 

lauréat du prix Nobel) émit l’hypothèse que la bonne santé et la  longévité de certaines  

populations de l’Europe de l’est seraient due à leur consommation quotidienne de laits 

fermentés (Sanders, 2000). Il suggéra que “l’auto-intoxication intestinale” et que le 

vieillissement en résultant pouvait être supprimé en modifiant la flore microbienne de 

l’intestin et en remplaçant des microbes protéolytiques qui produisent des substances 

toxiques comme les phénols, les indoles et l’ammonium à partir des protéines de la digestion 

par des microbes utiles. Il développa un régime alimentaire avec du lait fermenté par une 

bactérie appelée “Bacille bulgare” (WGO, 2008). Entretemps, plusieurs travaux se sont 

développés selon le concept que l’ingestion de microorganismes peut améliorer la santé de 

l’hôte. Ce fut Parker qui proposa pour la première fois en 1974 le terme  « probiotique » qui 

signifie pour la vie afin de désigner les microorganismes et substances qui contribuent au 

maintien de l’équilibre de la microflore intestinale (Vasiljevic et Shah, 2008). Plus tard, 

Fuller (1991) a redéfini les probiotiques de la façon suivante : « préparations microbiennes 

vivantes, utilisées comme additif alimentaire, ayant une action bénéfique sur l’animal hôte 

en améliorant la digestion et l’hygiène intestinale ». Depuis, plusieurs définitions des 

probiotiques ont succédé sur la base des nouvelles connaissances de leurs modes d’actions et 

de leurs effets bénéfiques sur la santé de l’hôte. Actuellement, la définition la plus utilisée 

est celle proposée par  Salminen et al., 1998. Elle  a été validée par le groupe de travail 

conjoint mandaté par l’Organisation des Nations Unies pour l’Agriculture et l’Alimentation 

(FAO) et par l’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS). Ce groupe d’experts 

internationaux définit les probiotiques comme étant « des microorganismes vivants qui, 

administrés en quantités adéquates, sont bénéfiques pour la santé de l’hôte »  (FAO/OMS, 

2001). Les principaux microorganismes probiotiques connus à ce jour sont des bactéries 

(lactobacilles, bifidobactéries, propionibactéries, Escherichia coli et enterocoques) et des 

levures (Saccharomyces boulardii) (Ouwehand et al., 2002). 
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2. Le genre Lactobacillus   

Au sein des bactéries lactiques, les lactobacilles forment un ensemble très disparate. 

Ils appartiennent au groupe des Firmicutes, à la classe des Bacilli, à l’ordre  des  

Lactobacillales  et à la famille des Lactobacillaceae (De Vos et al., 2009). 

Le  genre  Lactobacillus est  quantitativement le plus important des genres du groupe 

des bactéries lactiques. Créé, pour la première fois, par Beijerinck en 1901, il comprend 

actuellement, au moins 145 espèces reconnues qui présentent  une diversité phylogénétique, 

phénotypique et écologique extrême (Corrieu et Luquet, 2008 ; Barinov et al., 2011). Cette 

diversité est due à la variation en contenu  guanine/cytosine (G/C) qui varie entre 30 et                 

55 % selon les espèces (De Vos et al., 2009). 

2.1. Habitat  

Les lactobacilles ont un habitat vaste et ils sont présents dans de nombreux biotopes : 

eau, sol, lait et produits laitiers, végétaux, produits carnés, poissons, bière, vin, fruits et jus 

de fruits (Fredereghi, 2005). 

Les lactobacilles constituent, entre autres, une part importante du microbiote humain 

et animal. Chez l'Homme sain, ils se retrouvent tout au long du système digestif : de la 

bouche au côlon. Les espèces les plus rencontrées sont : L. salivarius,    L. plantarum,     L. 

brevis, le groupe L. casei, L. gasseri,  L. reuteri, L. fermentum, L. vaginalis et                         

L. ruminis  (Reuter, 2001; Eckburg et al., 2005 ; Walter, 2008; Ozgun et Vural, 2011). 

2.2. Caractères morphologiques 

Les  lactobacilles sont  des bactéries à Gram positif, non sporulées et généralement 

non mobiles. Les souches mobiles le sont grâce à une ciliature péritriche. Ils peuvent se 

présenter sous la forme de bâtonnets longs et fins ou très courts ou coccobacilles.                       

La formation de chaînes de cellules est courante (De Vos et al., 2009).  La figure 1 montre 

l’aspect microscopique d’une souche de lactobacilles observée par microscopie électronique 

à balayage. 
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Figure 1. Souche de lactobacilles observée par microscopie électronique à balayage. 

(Tirée de www.inra.fr) 

 

2.3. Caractères biochimiques  

Les lactobacilles sont catalase négative, certains ont une pseudocatalase. Ils sont 

dépourvus de  cytochrome. Généralement, nitrate  réductase  négative,  gélatinase  négative  

et ils sont microaérophiles ou anaérobies (Prescott et al., 2003). Le métabolisme énergétique 

des lactobacilles  est exclusivement fermentaire. La figure 2 résume les voies  métaboliques 

des lactobacilles (Perry et al.,  2004). 

Les lactobacilles sont  subdivisés selon leur  type fermentaire  en trois groupes  selon 

la classification d’Orla-Jensen  remaniée  par Kandler et Weiss (Selon De vos et al.,  2009). 

 

· Le groupe I : comprend les espèces  homofermentaires obligatoires, c’est-à-dire  qui 

produisent uniquement de l’acide lactique à partir du glucose et qui sont incapables 

de fermenter les pentoses ou le gluconate. Elles possèdent une fructose                           

1,6-diphosphate aldolase et une phosphofructokinase. Ce groupe est constitué 

majoritairement d’espèces présentes chez l'Homme et les animaux et qui participent 

à l'équilibre de la microflore de l'organisme. Exemple : L.acidophilus et L. gasseri.                                               

· Le groupe II : comprend les  espèces à métabolisme hétérofermentaire facultatif. 

Ces espèces utilisent la voie homofermentaire mais  elles sont  capables d’utiliser  la 

voie hétérofermentaire dans certaines conditions comme une concentration de 

glucose    limitée.  Elles   ont    une    fructose   1,6-diphosphate   aldolase    et     une  
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6-phosphogluconate déshydrogénase. Exemple : L. casei, L. sake, L. curvatus et   L. 

plantarum.  

· Le groupe IIІ : comprend les  espèces hétérofermentaires obligatoires  qui forment 

des quantités équimolaires de CO2, d'acide lactique, d'acide acétique et / ou d'éthanol. 

Les pentoses sont fermentés en acides lactique et acétique par la voie de la 

phosphocétolase car ces bactéries possèdent une phosphocétolase mais pas d'aldolase.  

Outre leur présence dans les produits laitiers et carnés, certaines espèces se 

développent dans le tube digestif de l'Homme et participent à l'équilibre de la flore 

intestinale. Exemple : L. brevis et L. fermentum. 

 

2.4. Caractères culturaux et exigences nutritionnelles  

La plupart des lactobacilles se multiplie dans une gamme de température comprise 

entre  15°C et 42°C. Certaines souches de lactobacilles dites  « thermophiles » restent 

viables à 55 °C (Adams et Moss, 2000 ; Tailliez, 2004). Les lactobacilles se développent au 

mieux dans des conditions acides, quand le pH avoisine les 4,5 à 6,4, mais leur croissance 

s’arrête lorsque le pH avoisine 3,5 (De Vos et al., 2009). Le milieu le plus adapté à leur 

culture est celui De Man, Rogosa et Sharpe (MRS). Sur MRS gélosé, les colonies  se  

développent  en 24 à 48  heures. Elles  sont généralement  petites,  incolores, blanchâtres ou 

jaunâtres, lisses ou rugueuses, arrondies ou lenticulaires (De Vos et al., 2009).  

En plus de la source de carbone et d’azote, les lactobacilles sont caractérisés par des 

exigences nutritionnelles nombreuses qui peuvent être classées selon De Man et al.,  (1960) ; 

De Vos et al., (2009) comme suit : 

- exigences en vitamines  

Toutes les espèces ont un besoin absolu en vitamines telles que la pantothenate (B5), en 

niacine (B3) et en cobalamine (B12). Les déficiences  en vitamine B12 peuvent induire une 

diminution de la synthèse de l’ADN et entrainer des changements morphologiques  et les 

cellules deviennent filamenteuses. Une telle élongation cellulaire a été observée avec             

L .helveticus sp jugurti lors de déficiences en cobalamine (B12) ou en acide folique.  
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- exigences en bases azotées  

Dans les milieux synthétiques, les lactobacilles, exigent la présence d’adénine, de cytosine, 

de désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et d’uracile. Ces exigences  sont  variables 

selon les espèces.  

- exigences en cations  

Les ions Mg2+ et Mn2+ ou Fe2+ sont nécessaires pour la croissance des lactobacilles. Il a été 

démontré que le manganèse et le magnésium interviennent comme activateurs d’un grand 

nombre de réactions enzymatiques  et comme stabilisateurs de la structure  des acides 

nucléiques, de l’intégrité des ribosomes et de la membrane cellulaire des lactobacilles. 

2.5. Identification 

L’identification  d’espèces de lactobacilles peut être difficile à réaliser  par les 

méthodes biochimiques en raison du très grand nombre d’espèces existantes. Elle repose 

essentiellement sur des tests de fermentation des sucres. La galerie API 50 CH avec 

l’utilisation du milieu pour lactobacilles, est la méthode biochimique la plus utilisée et 

probablement la plus fiable (Roissart et Luquet, 1994 ; Ozgan et Vural, 2011).  

L’utilisation des outils de taxonomie moléculaire comme l’hybridation quantitative 

ADN/ADN  et le séquençage des gènes d’ADNr 16S ont permis de lever des ambiguïtés et 

de nommer précisément les espèces de lactobacilles d’intérêt en santé et en alimentation 

humaine parmi plus d’une centaine d’espèces de lactobacilles actuellement décrites 

(Dellaglio et Felis, 2005). 

· Identification par l’ARNr 16S 

L’ARNr 16S possèdent l’ensemble des propriétés requises pour servir d’outil 

couvrant tous les niveaux taxonomiques, du règne à l’espèce. De par l’existence de zones 

ayant des contraintes différentes, l’ARN 16S ressemble à une horloge à plusieurs aiguilles, 

celles correspondant aux zones les plus conservées se déplaçant lentement et permettent de 

suivre l’évolution sur de longues périodes  et celles correspondant aux zones plus variables 

permettent de différencier des groupes d’organismes plus voisins (Woese, 1985). De plus, 

des  études   minutieuses de  régions  conservées ont  montré  qu’il   existait   des  séquences  
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caractéristiques de grands groupes de bactéries. Ces séquences sont appelées « séquences 

signatures » et permettent d’établir des relations entre des organismes phylogéniquement  

distants (Woese et al., 1985).  Des catalogues d’oligonucléotides ont été obtenus pour de 

nombreuses souches bactériennes. Il existe une base de données sur Internet qui contient des 

séquences des ARNr. On peut, à ce propos consulter le projet RDP (Ribosomal Database 

Project) qui propose une collection d’au moins 100 000 séquences, en plus des informations 

phylogénétiques, de références bibliographiques et des séquences nouvellement établies 

(Madigan et Martinko, 2007). 

La nécessité d’étendre ces études préliminaires à l’ARNr 23S et d’obtenir plus 

d’information sur l’ARNr 16S ont conduit à développer des méthodes de séquençage rapide 

de l’ARN. Deux d’entre elles prédominent actuellement. La technique de la transcriptase 

reverse (reverse transcriptase) mis au point par Lane et al., (1985) et la méthode PCR 

(Polymerase Chain Reaction) de Saiki et al.,(1988).  

· Séquençage par la méthode PCR 

La PCR permet d’obtenir en très grande quantité une région d’ADN dans laquelle ont 

été définies des séquences bordantes. Ces séquences vont servir d’amorces à une polymérase 

qui va synthétiser le brin correspondant à l’ADN présent entre les amorces.  

L’utilisation des amorces définies par Lane et al., (1985) a permis d’obtenir, à partir 

de très faible quantités d’ADN de la souche à étudier, des fragments d’ADN séquençables 

par la méthode  de  Sanger  et  al., (1977).  La PCR  est  de   plus  en plus  utilisée en  

taxonomie bactérienne, du fait de l’existence de souches difficiles à cultiver ou des espèces 

très proches dont l’identification par les méthodes phénotypiques est délicate. 

3. Rôle bénéfique des lactobacilles  probiotiques dans les  diarrhées chez l’Homme 

3.1. Généralités 

De nombreuses allégations  santé ont été associées à l’utilisation des lactobacilles 

probiotiques en tant que médicaments ou alicaments chez  l’Homme. Les principaux effets 

bénéfiques sont : 

· prévention et traitement des diarrhées, 
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· atténuation de l’intolérance au lactose, 

· prévention des allergies atopiques,  

· diminution du risque de réapparition des infections urinaires, 

· prévention et retardement de l’apparition de certains cancers,   

· prévention et thérapie des vaginoses bactériennes, 

· réduction du taux de cholestérol et prévention de certaines maladies 

cardiovasculaires, 

· modulation et stimulation de la fonction immunitaire, 

· prophylaxie et thérapie des maladies intestinales inflammatoire : maladie de Crohn, 

et le syndrome du côlon irritable, 

· prévention et traitement de l’infection par Helicobacter pylori (Reid et al., 2003, 

Hsieh  et  Versalovic, 2008 ; Vasiljevic et Shah,  2008).  

Le tableau 1 résume les effets bénéfiques des probiotiques sur la santé humaine selon 

la FAO/OMS, (2001) et WGO, (2008). 

Les probiotiques ont pour but d’aider la flore microbienne naturelle intestinale et par 

conséquent,  leur  plus grande évidence,  sur la santé humaine, concerne leur rôle sur 

l’intestin par l’inhibition des germes pathogènes et la prévention et/ou le traitement des 

diarrhées infectieuses (FAO/OMS, 2002).  

Selon la définition de l’OMS, (2013) ; la diarrhée est l’émission d’au moins trois 

selles molles ou liquides par jour, ou à une fréquence anormale pour l’individu. Elle est 

généralement le symptôme d’une infection gastro-intestinale, qui peut être due à diverses 

bactéries, divers virus ou parasites. L’infection se transmet par le biais de l’eau ou 

d’aliments contaminés, ou d’une personne à l’autre en cas d’hygiène insuffisante. La 

diarrhée sévère entraîne une perte de liquides et peut être mortelle, en particulier chez les 

enfants en bas âge et les personnes malnutries ou immunodéprimées.  
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Tableau 1.  Effet bénéfique des lactobacilles probiotiques sur la santé humaine (Source : 

FAO/OMS, 2001 ; WGO, 2008). 

Effet probiotiques Mode d’activité proposé 

 

Réduction des risques des diarrhées -Résistance à la colonisation des pathogènes. 

 -Stimulation du système immunitaire. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Diminution des allergies alimentaires -Diminution du passage des protéines 

alimentaires par diminution de la 

perméabilité membranaire intestinale. 

 -Stimulation du système immunitaire.  

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Amélioration de la digestion du lactose -Action de la β galactosidase dans l’intestin 

grêle. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Traitement des maladies inflammatoires -Modulation de la flore intestinale. 

 -Stimulation du système immunitaire. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Réduction du cholestérol -Assimilation du cholestérol. 

 -Déconjugaison des sels biliaires. 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Prévention du cancer du côlon -Stimulation du système immunitaire. 

 -Production de composés antimutagéniques 

 -Modulation des enzymes fécales 

carcinogéniques. 

 -Dégradation des carcinogènes. 

 -Elimination des bactéries impliquées dans 

la production de carcinogènes. 
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Les diarrhées peuvent être, également,  d’origines médicamenteuses (antibiotiques, 

chimiothérapie), voire inflammatoire ou liées à des intolérances alimentaires ; mais, les 

diarrhées infectieuses sont les plus nombreuses avec une dominance, de germes bactériens 

en été, virales en hiver, avec un risque de déshydratation chez l’enfant en bas âge. 

Sous le terme de « diarrhées aigües » sont regroupées les diarrhées dont la durée est 

limitée à une dizaine de jours. Les diarrhées aiguës sont le plus souvent de nature 

infectieuse. Elles sont très fréquentes dans les pays en développement et y représentent une 

cause majeure de mortalité infantile. Elles sont moins fréquentes et le plus souvent bénignes 

dans les pays industrialisés (OMS, 2013). 

3.2. Les  diarrhées infectieuses infantiles  

Les diarrhées infectieuses infantiles, d’origine bactériennes peuvent être causées par 

différents pathogènes  Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Yersinia, Vibrio cholerae et 

autres vibrions et à moindre degré Listeria, Clostridium perfringens, Clostridium difficile et 

Bacillus cereus (Lemberg et al., 2007). 

Différentes souches probiotiques, incluant L. reuteri ATCC 55730,  L. rhamnosus 

GG et  L. casei DN-114 001 ont prouvé leur efficacité  dans la réduction de la sévérité et de  

la  durée  de  la maladie  diarrhéique  aigüe  chez  l’enfant   (Rosenfeldt  et  al., 2002 ;  

Szajewska et al., 2007 ; Lemberg et al., 2007). Les mécanismes d’action sont liés aux 

souches. Selon la FAO/OMS, (2001) ; Michail et al., (2006) ; Preidis et al., (2011), l’emploi 

des souches microbiennes probiotiques peut être une stratégie pour la prévention et le 

contrôle des diarrhées infectieuses infantiles dans les pays en voie de développement. Il est 

important de noter, dans certains  cas,  que la thérapie probiotique de la diarrhée aiguë 

devrait être associée à la réhydratation  (FAO/OMS, 2001).  

L’effet  bénéfique de Lactobacillus rhamnosus  GG a parfaitement  été  démontré   

pour la prévention de la diarrhée aiguë causée principalement par des rotavirus chez les 

enfants. Outre les infections à rotavirus, de nombreuses espèces bactériennes causent la mort 

chez l’enfant (FAO/OMS, 2001, 2002). Des études ont prouvé que  certaines souches de 

lactobacilles probiotiques peuvent inhiber in vitro la croissance et l’adhérence d’une gamme 

d’entéropathogènes (Gopal et al., 2001; Servin, 2004 ; Rishi et al., 2011; Campana et al., 

2012).  D’autres   études  sur  des   modèles  animaux   ont  indiqué   des   effets   bénéfiques  
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de  L. casei Shirota, L. acidophilus  LB, L. rhamnosus  GG contre des agents pathogènes 

comme Salmonella (Ogawa et al., 2001 ; WGO, 2008) (Tableau 2).  

3.3.  Les  diarrhées des voyageurs  

Il ressort de certaines études, de la diarrhée des voyageurs, que la souche  

Lactobacillus GG est efficace en prévention des diarrhées survenant chez les touristes. 

L’administration du probiotique durant la période à risque a permis de réduire l’apparition 

des diarrhées de 39,5% chez les sujets traités (Fedorak et Madsen, 2004). 

3.4.  Les diarrhées causées par Clostridium difficile 

Un problème grave associé au traitement antibiotique est l’apparition de la diarrhée, souvent 

causée par Clostridium difficile. Le nombre de ce  microorganisme est très faible dans un 

tractus intestinal sain, mais le bouleversement de la microflore indigène par des 

antibiotiques provoque une augmentation anormale de leur nombre et l’apparition des 

symptômes liés à la production de toxines. L’administration de microorganismes 

commensaux exogènes (c’est-à-dire de probiotiques) est nécessaire pour ramener la 

microflore à un état d’équilibre qui reflète  la flore normale  avant  la  thérapie antibiotique. 

Certaines études  ont  montré, en effet, que  cette approche peut atténuer les signes et les 

symptômes de l’infection par C. difficile (Tong et al., 2007). Dans la diarrhée associée aux 

antibiotiques, il y a une forte évidence d’efficacité pour  L. rhamnosus GG chez l’adulte et 

l’enfant avec thérapie antibiotique (FAO/OMS, 2001). Une recherche concluante a indiqué 

l’efficacité de L. casei DN-114 001 chez l’adulte hospitalisé pour prévenir une diarrhée 

associée aux antibiotiques à C. difficile (Tuohy et al., 2003). La figure 3 montre l’effet des 

probiotiques sur la muqueuse intestinale dans le cas d’infection à Clostridium difficile 

observé  par microscopie électronique  (Hickson et al., 2007). 
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Tableau 2. Souches de lactobacilles probiotiques utilisés dans les diarrhées chez l’enfant            

(Source WGO, 2008). 

Pathologie Produit Dosage recommandé 

 

Traitement de la diarrhée 
infectieuse aigüe chez l’enfant 

 

L. rhamnosus GG 
 

10
10

–10
11 

UFC, 2 fois par jour 
 

 

L. casei DN-114 001 

 

10
10 

UFC, 2 fois par jour 
 

L. reuteri ATTC 55730 
 

10
10

–10
11 

UFC, 2 fois par jour 
 

L. acidophilus + B. infantis 
 

10
10

–10
11 

UFC, 3 fois par jour 
 

 
Prévention de la diarrhée 
associée aux antibiotiques 

chez l’enfant 
 

L. rhamnosus GG 
 

10
10 

UFC, 1 ou 2 fois par jour 
 

Prévention de la diarrhée 
nosocomiale chez l’enfant 

 

 

L. rhamnosus GG 
 

 

10
10

–10
11 

UFC, 2 fois par jour 
 

 

L. reuteri ATCC 55730 
 

 

10
9 

UFC, 2 fois par jour 
 

 
Prévention de la diarrhée par 

C. difficile 
 

L. casei DN-114 001 
 

10
10 

UFC, 2 fois par jour 
 

B. Bifidobacterium, C. Clostridium. 
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Figure 3.  Effet des probiotiques sur la muqueuse intestinale - Cas d’infection à Clostridium 
difficile. (Photos observées par microscopie électronique) - A) Muqueuse intestinale + 
Probiotique  B) Muqueuse intestinale + Clostridium difficile.  C) Muqueuse intestinale + Clostridium  

difficile + Probiotique (Hickson et al., 2007). 

 

4. Mécanisme d’action des lactobacilles probiotiques contre les germes pathogènes 

Des mécanismes basés sur des études in vivo et in vitro ont été proposés pour 

expliquer les modes d’action majeurs associés aux probiotiques, entre autres les 

lactobacilles,  pour prévenir la colonisation et la croissance des germes pathogènes (Kaur et 

al., 2002) (Figure 4).     

Les mécanismes d’action des lactobacilles probiotiques se résument comme suit :  

· stabilisation de la flore intestinale par compétition avec des bactéries pathogènes au 

niveau de la fixation aux récepteurs (adhésion),   

A 

 

B 

 

C 
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PROBIOTIQUES 

MECANISME 4 

Stimulation des 
mécanismes de défense 

immunitaire 

MECANISME 5 

Compétition  au niveau de 
l’utilisation des nutriments  

MECANISME 3 

Production de substances 
antimicrobiennes 

MECANISME 2 

Compétition non 
spécifique d’adhésion 

MECANISME 1 

Compétition  
spécifique d’adhésion 

Figure 4. Mécanismes d’action des probiotiques contre les germes entéropathogènes  (Kaur et al., 2002). 
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· inhibition des germes pathogènes ou indésirables par production de métabolites tels 

que les acides organiques (diminution de pH), peroxyde d’hydrogène et  production  

de substances antibactériennes comme  les  bactériocines, 

· stimulation du système  immunitaire intestinale de l’hôte, 

· neutralisation de produits   toxiques (ammoniac, amines et indoles) et diminution 

des biotransformations des sels biliaires et des acides gras en substances toxiques. 

Matilla-Sandholm et al., 2002; Isalouri et al., 2004 ; Patel et Lin, 2010 ; Quigley, 

2011). 

4.1. Compétition spécifique et non-spécifique pour l’adhésion 

Les lactobacilles probiotiques inhibent l’adhésion des pathogènes aux cellules 

intestinales (Isolauri et al., 2004 ; Kim et al., 2009 ; Kim et Ho, 2010).  Étant donné que la 

majorité des infections intestinales sont initiées par l’adhésion des pathogènes aux cellules 

entérocytaires de l’hôte ; certaines lactobacilles auraient la capacité de bloquer 

physiquement l’accès des pathogènes aux entérocytes (Gueimond et al., 2006 ; Kim et al., 

2008 ; Lebeer et al., 2010).  

Ce mécanisme d’action serait similaire à celui exercé par le microbiote intestinal 

résidant face aux infections microbiennes (O’Hara et  Shanahan, 2007). 

 

Les mécanismes de compétition de l’adhésion se font généralement de deux façons 

(Servin et Cocconier, 2003) (Figure 5) : 

· compétition spécifique par l’intermédiaire des adhésines (Gueimond et al., 2006), 

· compétition non spécifique en impliquant des interactions de faibles liaisons (forces 

de Van Der Waals, forces électrostatiques et liaisons hydrogène) (Kim et al., 2008 ; 

Shanahan,  2011). 
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Figure 5. Mécanisme d’inhibition de l’adhésion des pathogènes par un effet barrière dû à 

l’adhésion spécifique (a) et non spécifique (b) des probiotiques. (Selon Servin et 

Coconnier, 2003). 
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4.2. Production de substances antimicrobiennes 

Les lactobacilles, d’origine humaine, peuvent produire des substances 

antimicrobiennes, actives in vitro et in vivo sur les pathogènes. Ces substances sont les  

acides organiques (acide lactique, acétique et le diacétyl), le peroxyde d’hydrogène et des 

substances de nature protéiques appelées bactériocines (Servin, 2004). 

Les acides lactique et acétique  sont produits lors de la fermentation lactique. Leurs 

activités antibactériennes  contre les germes pathogènes s’expriment de deux manières : 

· une action directe  où les acides organiques diffusent passivement à travers la 

membrane bactérienne sous leur forme non dissociée. Ils acidifient le cytoplasme 

après dissociation et inhibent l’activité enzymatique cellulaire des pathogènes 

acidosensibles. Cette diminution du pH peut donc affecter la viabilité des 

pathogènes bactériens (Aiba et al., 1998 ; Alakomi et al., 2000 ; Lavermicocca               

et al., 2008). 

· une action indirecte due à la tolérance de l’acidité par les lactobacilles et par 

conséquent, dans un milieu acide leur  compétitivité bactérienne est avantagée par 

rapport aux autres bactéries (Servin, 2004 ; Tejero-Sarinena et al., 2012 ). 

Les lactobacilles sont catalase négative et certaines souches peuvent accumuler du 

peroxyde d'hydrogène H2O2. La formation du peroxyde d'hydrogène serait due à la l'action 

d'oxydase et d'une superoxyde-dismutase (Condon, 1987). Le peroxyde d’hydrogène            

est  capable  d’inhiber de  nombreux  pathogènes. Cette capacité a  été démontrée  avec les 

surnageants de culture de L. johnsonii NCC533 et L. gasseri CRL1421, deux souches 

capables d’inhiber la croissance de pathogènes alors que les surnageants traités à la 

catalase ne le permettaient pas (Otero et Nader-Macias, 2006; Pridmore et al., 2008).  

Le diacétyl ou 2,3-butanedione est un composé aromatique  possédant   aussi une 

activité antibactérienne. Il  a des effets inhibiteurs plus importants sur la croissance des 

bactéries à Gram négatif que sur celles des bactéries à Gram positif (Jay, 1982). 

Les bactériocines sont des protéines, ou complexes de protéines ayant une activité 

inhibitrice  contre un large spectre de souches bactériennes  (Kleanhammer, 1993). La 

synthèse  des  bactériocines  par  voie  ribosomique  les  différenciés  des  antibiotiques   de  
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nature peptidique provenant de l'assemblage enzymatique d'acides aminés libres. La 

famille des bactériocines est très diverse. Elle est constituée de substances antagonistes qui 

varient considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés 

biochimiques, de leur spectre d’action et de leur mode d’action (Klaenhammer, 1988). 

Toutes les bactériocines produites par des bactéries lactiques décrites jusqu’à présent ont 

une activité dirigée contre les bactéries Gram+. Aucune bactériocine produite par des 

bactéries lactiques avec une activité contre des bactéries Gram- n’a été décrite. La 

membrane externe des bactéries à Gram négatif ne permet pas aux bactériocines 

d’atteindre la membrane interne, siège de leur activité (Dortu et Thonart, 2009).  

Les bactériocines agissent généralement sur la membrane cytoplasmique des 

cellules sensibles et cela par la formation de petits pores membranaires (Luquet et 

Courrieu, 2005).  Le résultat de cette action est un efflux rapide des petits composés 

cytoplasmiques tels que les ions, les acides aminés, l’ATP, etc. Cette augmentation de la 

perméabilité membranaire va conduire à la dissipation des deux composants de la force 

proton motrice FPM : un composant électrique, le potentiel électrique et un composant 

chimique, le gradient du pH. La FPM  joue un rôle central dans la synthèse de l'ATP, le 

transport actif et la mobilité bactérienne et donc sa désorganisation entraine  la cessation 

rapide des activités cellulaires et  la mort de la cellule (Luquet et Courrieu, 2005 ; Dortu et 

Thonart, 2009). 

Les lactobacilles sont  largement connus par leur production de bactériocines 

(Todorov, 2005) telles que : l’acidocine B (L. acidophilus  M46), la lactacine F                                       

(L. johnsonii), la lactacine S1 et lactacine  S2  (L. salivarius BGHO1), la gasséricine A              

(L. gasseri LA39),  la brévicine 27 (L. brevis SB27), la plantaricine ASM1 (L. plantarum 

A1) (Dortu et Thonart, 2009) et la caseicine 80 (L.casei B80) (Rammelsberg et al., 1990). 

La figure 6 montre l’activité antibactérienne d’une souche de  Lactobacillus 

fermentum contre Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes. Les images, 

observées par microscopie électroniques, montrent la désorganisation et la détérioration 

des cellules des germes pathogènes (Klayraung et Okonongi, 2009). 
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4.3. Compétition au niveau de l’utilisation des nutriments 

L’inhibition de la croissance des pathogènes  peut également s’effectuer par un 

processus de restriction des nutriments. Il est évident que la capacité des microorganismes 

à entrer en compétition pour limiter les nutriments disponibles est un facteur non 

négligeable (Fuller, 1991). Ce facteur  détermine la composition du microbiote intestinal. 

Ainsi, une augmentation du nombre de lactobacille obtenue lors de la consommation de 

probiotique permettrait de diminuer les substrats disponibles pour l’implantation des 

germes pathogènes (Oelschlaeger, 2010). 

4.4. Stimulation des mécanismes de défense immunitaire 

Ce mécanisme porte sur l’interaction des lactobacilles avec le système immunitaire 

pour   accroître   la  réponse   immune  de  l’hôte  contre  les  pathogènes.  Parmi  les  effets  

Figure 6. Activité antibactérienne  d’une souche  de  L. fermentum contre  Staphylococcus  aureus 

 Et  Listeria monocytogenes. Les images (B) et  (E) montrent  des cellules détériorées  de S. aureus  

 et  L. monocytogenes  respectivement.  Les  images  A  et  D  correspondent à  leurs  cultures sans  

Lactobacillus (Microscopie électronique à balayage) (Klayraung et Okonongi , 2009). 
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observés, quelques auteurs soulignent une stimulation de l’immunité adaptative (IgA, IgG) 

et innée (macrophages, basophiles, monocytes) (Lee et Mazmanian , 2010). 

D’autres modes d’action de probiotiques ont été également proposés :  

· par co-agrégation : l’isolement  des pathogènes dans des agrégats (formés par 

l’adhésion des cellules de  Lactobacillus entre elles) empêche leur implantation 

dans les intestins  (Pagnini et al., 2010). 

· l’activation des cellules de la muqueuse et du système immunitaire par les 

microorganismes peut entrainer la production de molécules antibactériennes 

(défensines et lysozymes) ou d’antitoxines (la phosphatase alcaline par exemple) 

par les cellules de l’hôte (Madsen et al., 2001).  

· le contact des probiotiques avec les cellules humaines peut augmenter la solidité 

des jonctions serrées, ce qui limite les dommages causés par l’inflammation et les 

macrophages qui apparaissent au site d’infection tout en compliquant la 

translocation des pathogènes (Oelschlaeger, 2010).  

En résumé, les mécanismes d’action exposés dans cette section présentent l’état 

actuel des connaissances sur l’action des lactobacilles probiotiques contre des pathogènes 

entériques. Toutefois, les mécanismes associés à des souches particulières ne peuvent pas 

être extrapolés à tous les microorganismes probiotiques. Chaque souche doit être étudiée 

de façon indépendante. Plusieurs recherches se développent  pour identifier ces 

mécanismes d’action de probiotiques  contre les germes pathogènes. 

5.  Critères de  sélection des souches  probiotiques destinées à l’Homme  

Pour être sélectionnées en tant que probiotiques chez l’Homme, les souches 

microbiennes doivent posséder  certaines  propriétés  fonctionnelles, sécuritaires et 

technologiques (FAO/ OMS, 2001 ; FAO/OMS, 2002 ; Tannock, 2003 ; WGO, 2008 ; 

Vasiljevic et Shah, 2008). Les différents critères de sélection sont résumés dans le                 

tableau 3. 
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Tableau 3.  Critères de sélection des probiotiques destinés à l’Homme (FAO/OMS, 2002). 

CRITERES 

FONCTIONNELS 

- tolérance à l'acidité et aux enzymes gastriques. 

- tolérance à la bile et aux enzymes digestives. 

- adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le 

tractus gastrointestinal. 

- production de substances antimicrobiennes et antagonisme 

vis-à-vis des pathogènes. 

- effets sur la santé documentés. 

CRITERES DE 

SECURITE 

- souche pour l'usage humain d'origine humaine (isolée du 

tractus intestinal d'un Homme sain) ou alimentaire (utilisée 

dans les produits fermentés). 

- souche déposée dans une collection de cultures reconnue 

internationalement. 

- souche caractérisée par des techniques phénotypiques et 

génotypiques. 

- historique de non pathogénicité. 

- pas de transmission possible de gènes de résistance aux 

antibiotiques. 

CRITERES 

TECHNOLOGIQUES 

- stabilité au cours des procédés de production et dans le 

produit fini. 

- conservation des propriétés probiotiques après production. 
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5.1. Propriétés fonctionnelles  

Afin d’être conformes à la définition des probiotiques, les microorganismes doivent 

survivre, persister temporairement dans le tractus digestif et montrer une activité qui doit 

se traduire par des effets positifs pour l’hôte (Vasiljevic et Shah, 2008). 

5.1.1. Résistance aux conditions gastriques  

Les souches probiotiques,  pour être efficaces, doivent parvenir vivantes au site de 

leur action, à savoir l’intestin et donc résister  au cours  de leur passage aux conditions  

hostiles de l’estomac telles que l’acidité et l’action de la  pepsine (Dunne et al., 2001). 

Durant le jeûne, le pH stomacal peut descendre très bas, jusqu’à atteindre 1,5 chez 

certaines personnes ce qui peut affecter drastiquement la croissance et la viabilité  

bactérienne (Draser et al., 1969). 

Les lactobacilles sont naturellement bien adaptés à des pH acides (Van de Guchte et al., 

2002). Lors de la fermentation lactique, ils  produisent  et accumulent dans leur 

environnement des composés acides  qui rendent  le milieu acide et défavorable à la 

croissance  des autres  bactéries  (Adams, 2000 ; Servin, 2004). Dans  ces  conditions, les 

lactobacilles, sont  protégés  grâce  à  des  mécanismes  inductibles  leur   conférant   une 

tolérance aux stress acide (Foster et Hall, 1991). Cette tolérance est augmentée en phase de 

croissance exponentielle ou bien si la bactérie subit une phase d’adaptation à pH acide 

préalablement au choc acide. Par conséquent, après ingestion, les lactobacilles  rencontrent 

un autre environnement acide, l’estomac ce qui suggère leur adaptation et leur 

fonctionnement à des pH bas (Van de Guchte et al., 2002).  

Les lactobacilles peuvent  réagir au stress acide par trois mécanismes (Lim et al., 

2000; Lorca et al., 2002) : 

· en limitant l’entrée des acides dans son cytoplasme,  

· en alcalinisant le milieu intracellulaire grâce aux ATPases, les enzymes impliqués 

dans la libération  d’ammonium  et  les enzymes impliquées dans  la consommation  
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de protons  par décarboxylation  dans la fermentation malolactique ou  L-malate est 

décarboxylé dans le cytoplasme par les enzymes malolactiques pour produire le              

L-lactate et du CO2. Cette décarboxylation permet l’alcalinisation du cytoplasme et 

la production d’ATP (Poolman et al., 1991 ; Nanatani et Abe, 2011), 

· en protégeant les macromolécules contre les dérivés chargés  par les protéines 

chaperonnes dont la fonction est d’assister d’autres protéines en assurant un 

repliement spatial adéquat (Lim et al., 2000; Lorca et al., 2002). 

Les méthodes d’études, in vitro,  de la résistance des probiotiques aux conditions 

stomacales  reposent généralement sur la survie des bactéries mesurée  principalement par 

dénombrement sur des milieux de culture gélosés après exposition à des conditions 

simulant le jus gastrique.  

Plusieurs études ont montré que diverses souches appartenant aux espèces :                     

L. acidophilus, L. brevis, L. fermentum, L. casei sp,  L. plantarum et L. rhamnosus 

possèdent  une tolérance aux conditions du suc gastriques (Dunne et al., 2001 ; Lim et al., 

2000; Lorca et al., 2002; Khalil et al., 2007; Xiaodong et al., 2009; Kirtzalidou et al., 

2011). 

1.1.2. Résistance  aux conditions intestinales  

La bile est une solution aqueuse jaune - verdâtre dont les constituants principaux 

sont  les acides biliaires, le cholestérol, les phospholipides et le pigment biliverdine.             

Les acides biliaires (également connu sous le nom de sels biliaires) sont formés par des 

dérivés du cholestérol et par des stéroïdes acides secrétés par le foie. Ils sont stockés et 

concentrés dans la vésicule biliaire et injectés dans le duodénum après la prise alimentaire. 

Ils permettent la fragmentation des gros globules de lipides alimentaires conduisant ainsi à 

la formation de microgouttelettes. Cette émulsion facilite alors la digestion des lipides par 

la lipase pancréatique. Le deuxième rôle des acides biliaires est d'inhiber  la prolifération 

des bactéries de la flore intestinale dans la partie haute de l'appareil digestif par 

désassemblage des membranes biologiques (Begley et al., 2006). 
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Le terme acides biliaires se réfère à la forme conjuguée. Dans le  duodénum, les 

acides biliaires peuvent devenir des sels biliaires à la suite de la baisse de pH. Le terme sels 

biliaires se réfère à la forme ionique (déconjugée) de la sécrétion d'acides biliaires                 

(figure 7). 

Les tests de résistance à la bile reposent sur la survie et le comptage  des bactéries 

après exposition à  l’oxgall (Huang et Adams, 2004). L’oxgall, un dérivé de la bile bovine, 

est  très fréquemment employé pour ces tests à une concentration de 0,3% correspondant à  

la concentration physiologique estimée chez l’Homme. Le temps d’exposition est  

généralement  de 4 heures, il correspond  au temps de passage du digeste au niveau 

intestinal  (Parasad et al., 1998; Huang et Adams, 2004). 

Plusieurs études ont montré que les probiotiques d’origine intestinale comme les 

lactobacilles ont  développé des résistances à l’action détergente des sels biliaires. L’un des 

mécanismes de cette résistance  est la déconjugaison des sels biliaires grâce à la « Bile Salt 

Hydrolase » (BSH) qui est aussi appelée cholylglycine hydrolase. Cette enzyme catalyse 

l’hydrolyse des sels biliaires conjugués avec la glycine ou la taurine en résidus d’acides 

aminés et en sels biliaires libres ce qui a pour effet de diminuer  la solubilité de la bile et de 

réduire son activité détergente  (figure 7) (Begley et al., 2006 ; Hamon et al., 2011).   

Un autre mécanisme responsable de la résistance des lactobacilles aux sels biliaires 

est l’extrusion de la bile. Ce mécanisme est réalisé grâce  aux systèmes multidrug 

resistance (MDR). Les MDR sont ainsi responsables de la résistance à de nombreux 

composés toxiques comme les antibiotiques, les solvants organiques, les détergents et les 

sels  biliaires. La première  caractérisation d’un  système à efflux de type  MDR  chez  les 

lactobacilles a été réalisée chez L. brevis, démontrant ainsi son rôle dans la résistance à des 

composés toxiques (Sami et al., 1997). D’autres travaux ont démontré l’importance des 

systèmes MDR dans la résistance aux sels biliaires chez différentes souches de                            

L. acidophilus (Pfeiler et Klaenhammer, 2009) et chez L. reuteri ATCC 55730 (Whitehead 

et al., 2008). 
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Figure 7.  (A) La structure chimique des acides biliaires. Les acides biliaires primaires sont synthétisés dans 

le foie à partir du cholestérol et sont conjugués avec soit la glycine ou la taurine avant la sécrétion. Le groupe 

carboxyle de l'acide biliaire et le groupe amine de l'acide aminé sont liés par une liaison amide.                        

(B) La réaction catalysée par l’enzyme BSH (bile salt hydrolase) ; la BSH clive la liaison peptidique d'acides 

biliaires, ce qui se traduit par l'élimination du groupe d'acides aminés à partir du noyau stéroïde. Les acides 

biliaires non conjugués résultants précipitent à un pH faible. (C) Détection de l'activité BSH : L.plantarum, 

qui a été cultivé pendant une nuit dans du bouillon MRS, a été ensemencé sur gélose MRS  et sur  gélose 

MRS supplémenté avec 0,2% (P/V) d’acide glycodéoxycholique (dérivé de la bile) et incubées de manière 

anaérobie pendant 48 h. Les précipités blancs autour des colonies et les zones claires dans le milieu  sont 

indicatifs de la présence d’une  activité BSH (Begley et al., 2006). 

 

5.1.3. Adhésion aux cellules épithéliales de l’hôte  

Afin d’exercer leurs effets bénéfiques, les probiotiques doivent adhérer au mucus 

intestinal ou aux cellules épithéliales et persister dans l’intestin (Collado et al., 2005; 

Xiaodong et al., 2009). La capacité des probiotiques à adhérer aux surfaces des muqueuses 

empêche leur évacuation rapide par la contraction intestinale et après écoulement 

péristaltique du digeste. 

Vu la difficulté d'étudier l'adhérence des probiotiques, in vivo, différentes méthodes  

ont  utilisées, in vitro, des lignés cellulaires intestinales d’origine humaine en culture 

comme modèles mimant  l’épithélium intestinal (Vesterlund et al., 2005; Gueimonde et al., 

2006).  La   lignée  Caco-2    est   l’un  des  meilleurs   modèles   pour   étudier   l’adhésion  
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bactérienne  (Servin, 2003). Elle a été isolée à l’origine  d’un adénocarcinome du colon 

humain (Fogh et al., 1977). Les cellules Caco-2 se différentient spontanément  dans des 

conditions standard de culture. Une fois différenciées ; elles  expriment les caractéristiques 

des entérocytes matures  (Pinto et al., 1983). L’adhésion entre les cellules Caco-2 

enterocyte-like et les bactéries probiotiques se fait par interactions entre  récepteurs 

spécifiques eucaryotes et ligands bactériens.  

Plusieurs  recherches ont démontré l’adhésion de certaines souches de lactobacilles 

aux cellules Caco-2 enterocyte-like telles que L. acidophilus BG2FO4,  L. johnsonii La I, 

L. rhamnosus DR20, L. acidophilus HN017, L. casei sp rhamnosus Lcr35  et L. rhamnosus 

GG  (Coconnier et al., 1992 ; Tuomola et Salminen, 1998). 

Les mécanismes d’adhésion des lactobacilles impliquent plusieurs protéines  de 

leurs structures  de surface.   Parmi ces structures les adhésines.  Ce sont des protéines ou 

des sous unités de glycoprotéines de la couche S (S layer)  présentant  toutes une structure 

similaire. Elles possèdent en commun une extrémité N-terminale (ayant un peptide signal 

qui cible le transport de la protéine vers la membrane plasmique), une extrémité                         

C-terminale (qui contient un motif LPxTG reconnu par une famille de protéines appelées 

sortases et qui va permettre l'ancrage de la protéine au peptidoglycane de la paroi 

bactérienne) et un domaine MUB (pour MUcus Binding protein) (Ton-That et al., 2004, 

Marraffini et al., 2006). Un autre type de  protéines favorisant l'adhésion pourraient 

également se trouver dans la surface S de certains lactobacilles. Antikainen et al., (2002)            

a démontré que la protéine CbsA de L. crispatus JCM 5810 pouvait adhérer aux 

collagènes, à la laminine et aux acides lipotéichoïques . Il a été démontré aussi que la 

protéine SlpA de L. brevis ATCC 8287 adhérait à des lignées cellulaires épithéliales 

humaines et à la fibronectine (Hynonen et al., 2002).  

D’autres protéines de surface  ont été décrites par des auteurs impliquant  la liaison 

des lactobacilles à l’un des composants  des cellules épithéliales ; le mucine  (Coconnier et 

al., 1992 ; Roos et Jonsson , 2002).  

Des molécules non protéiques (fractions  saccharidiques de surfaces, acide 

lipotéichoïque) ont été décrites comme favorisant l’adhésion des  mais elles ne sont pas 

pour l'instant précisément identifiées (Velez et al., 2007).  
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Des structures comme les fimbriae ont été supposées  être impliqués dans  

l'adhésion des lactobacilles. Des gènes codant pour des fimbriae ont été retrouvés dans le 

génome de  L. johnsonii NCC533 (Pridmore, 2004). 

5.1.4. Activité antimicrobienne 

L’activité antimicrobienne contre les germes pathogènes est l’un des critères 

fréquemment utilisés pour la sélection des souches probiotiques. La méthode la plus 

utilisée est la co-incubation généralement sur un milieu gélosé permettant la croissance du 

probiotique et de la gamme de souches pathogènes indicatrices (Dunne et al., 2001). Les 

substances antimicrobiennes produites par les  lactobacilles ont été détaillées plus haut  

dans  la section - production de substances antimicrobiennes. 

5.2. Aspect sécuritaire  

Les microorganismes utilisés comme probiotiques doivent répondre à un critère de 

santé majeur ; c’est l’absence de toute pathogénicité. En effet, les probiotiques sont des 

organismes vivants et de ce fait, ils peuvent être responsables théoriquement d'effets 

secondaires comme des risques d'infection systémique ou de transfert génétique de 

résistance (Gupta et al., 1995 ; Salminen et al., 1998). Les lactobacilles ont été associés  

depuis longtemps aux fermentations alimentaires et sont généralement  considérées comme 

étant sans danger en tant que partie d’aliments et de suppléments alimentaires chez 

l’Homme (Gasser, 1994). Toutefois, l’isolement croissant des bactéries lactiques dans des 

infections cliniques (Aguirre et collins, 1993 ; Kochan et al., 2011) ainsi que 

l’augmentation de souches résistantes aux antimicrobiens par transfert génétique imposent  

l’étude de l’innocuité des souches de lactobacilles probiotiques (FAO/OMS, 2002). 

5.3. Propriétés technologiques  

Plusieurs aspects technologiques doivent être pris en compte dans la sélection des 

probiotiques  tels que : 

5.3.1. Aptitude à la production industrielle  

Pour exercer leur effet bénéfique sur la santé, les probiotiques doivent survivre en 

grand nombre au procédé de fabrication (FAO/OMS, 2002). Il est généralement admis 
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qu’un nombre minimal de 10
7cellules viables par gramme de produit est nécessaire pour 

exercer un effet probiotique (Holzaphel, 2002). Une souche  qui ne peut pas atteindre une 

concentration minimum de 109 cellules/g de produit déshydraté à chaud (spray) ou de         

1010 cellules/g de produit déshydraté à froid (lyophilisation) ne peut être utilisée 

industriellement car, à plus faible concentration, son prix de revient serait trop élevé et les 

doses de médicaments et d'additifs à ajouter aux aliments deviendraient trop importantes 

(Holzaphel, 2002 ; Hansen, 2002 ; Leroy et De Vuyst,  2004).    

5.3.2. Présentation du probiotique et ses conditions de stockage  

Les probiotiques  doivent  rester  stables  dans  les  conditions  de  stockage. Sous 

forme  de préparations concentrées, le médicament ou l'additif alimentaire doivent pouvoir 

se conserver au moins pendant une année (Bell, 2001). Pour ce faire, il est impératif que 

leur teneur en humidité ne dépasse pas 3 %. Par contre, dans l'aliment dont l'humidité 

atteint normalement et légalement 13 %, la conservation peut être réduite à environ 3 mois 

(Gardiner et al., 2000 ; Bell, 2001 ; Mattila-Sandholm et al., 2002). Tous ces facteurs 

doivent être connus. Le fait qu'ils ne soient pas assez respectés explique les fréquents 

échecs dans l'emploi des probiotiques (Siuta-Cruce et Goulet, 2001). Le tableau 4 indique 

les souches de lactobacilles commercialisées en tant qu’alicament chez l’Homme. 

6. La matière fécale source de probiotiques  

La composition de la microflore intestinale est spécifique de chaque espèce 

animale; voir même de l’individu (Ducluzeau et Raibaud, 1979).  En effet, à la naissance 

chez l’Homme,  le tube digestif du nouveau-né est pratiquement stérile. Cependant, il est 

rapidement colonisé par divers groupes de microorganismes. L’établissement de cette 

microflore gastro-intestinale  est  fortement  influencé par des facteurs génétiques,  la flore 

bactérienne maternelle, les facteurs environnementaux (Roger et McCartney, 2005; Jose et 

Saavedra, 2007) et le type de nutrition (Holzaphel et al., 1998; Parasho et al., 2007). La 

distribution des espèces bactériennes de cette microflore diffère dans les compartiments  du 

tube digestif. Une population moins dense est observée dans l’estomac et le duodénum en 

raison des conditions acides, alors qu’une population plus diversifiée et plus dense est 

observée  dans le  jéjunum  et  l’iléum.  Le côlon  est  la partie  la plus colonisée  du tractus  
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Tableau 4. Souches de lactobacilles probiotiques commercialisées à utilisation chez 

l’Homme (WGO, 2008). 

Souches (désignation, alternatives) Nom commercial Fabriquant 

L. acidophilus LA-5  Chr. Hansen 

L. acidophilus NCFM  Danisco 

L. casei DN-114 001 Actimel, 

DanActive 

Danone/Dannon 

L. casei CRL431  Chr. Hansen 

L. casei F19 Cultura Arla Foods 

L. casei Shirota Yakult Yakult 

L. johnsonii La1 (Lj1) LCI Nestlé 

L. plantarum 299V GoodBelly, 

ProViva 

Next Foods Probi 

L. reuteri ATCC 55730 Reuteri BioGaia Biologics 

L. rhamnosus ATCC 53013 (LGG) Vifit et autress Valio 

L. rhamnosus LB21 Verum Norrmejerier 

Testé comme mélange: 

L. acidophilus CL1285 &L. casei Lbc80r 

Bio K+ Bio K+ Interantional 

Testé comme mélange:  

L. rhamnosus GR-1 &L. reuteri RC-14 

FemDophilus Chr. Hansen 

Testé comme mélange: 

L. helveticus R0052& L. rhamnosus R0011 

A'Biotica et autres Institut Rossel  

Testé comme mélange: VSL#3 (mélange 

d’une souche de Streptococcus thermophilus, 

quatre souches de Lactobacillus sp & trois de 

Bifidobacterium sp 

VSL#3 Sigma-Tau 

Pharmaceuticals, Inc. 
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digestif (Salminen et al., 1998). Après quelques minutes de la naissance, nous retrouvons 

principalement des coliformes et des streptocoques, mais les bifidobactéries et les 

bactéroides deviennent rapidement majoritaires. À un âge plus avancé, la flore se diversifie 

et les lactobacilles, les eubactéries, les clostridies et les fusobactéries augmentent en 

proportion (Mackie et al., 1999). 

La microflore intestinale possède des fonctions nutritionnelles, métaboliques, 

immunologiques  et protectrices. En effet, par la fermentation de  sucres   (digestibles  ou 

non), elle libère principalement des gaz (H2, CO2), de l’acide lactique et des acides gras à 

courtes chaînes (acétate, butyrate et propionate) (Tannock, 2003). Ces derniers, 

particulièrement le butyrate, sont absorbés au niveau du colon et sont utilisés comme 

source d’énergie par les cellules humaines (Quigley, 2011). La microflore joue aussi un 

rôle de protection contre les bactéries  potentiellement  pathogènes (figure 8) par un  effet 

barrière, en empêchant leur passage  dans la circulation sanguine, en inhibant leur 

prolifération (production de substance antimicrobiennes) et en empêchant leur implantation 

dans le tractus digestif (compétition pour les nutriments et les sites d’adhésion) (Liévin-Le 

Moal et Servin , 2006). 

C’est parmi cette flore bénéfique autochtone  de sujets sains  que nous pouvons 

isoler des souches bactériennes potentiellement probiotiques adaptées aux conditions 

gastro-intestinales et qui se trouvent dans la matière fécale (Vaughan et al., 1999 ; 

FAO/OMS, 2002). 
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Figure 8.  Défenses antimicrobiennes de l’hôte face à l’intrusion de micro-organismes 

pathogènes au niveau du tractus intestinal (Tirée de Liévin-Le Moal et Servin , 2006). 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Le but de cette étude était d’isoler des souches de lactobacilles à caractères 

probiotique à partir de selles d’enfants. Notre travail a été réalisé au Laboratoire de 

Microbiologie de la Faculté des Sciences de l’Université de Jijel et au Centre Wallon de 

Bio-Industries / Gembloux Agro-Biotech - Université de Liège/Belgique. 

1. Collection des échantillons  

La niche écologique utilisée, pour l’isolement des bactéries lactiques,  est les selles 

d’enfants, âgés de 5 à 10 ans. L’étude, a été conduite sur 7 échantillons collectés  dans 

différentes régions rurales de la wilaya de Jijel : Taxanna,  Jimla,  Borj Tahar, Beni Yadjis,  

El Aouana et Chahna. Les échantillons de selles d’enfants ont été collectés dans des pots 

propres et acheminés, dans des glacières directement au laboratoire pour être analysés           

le jour même. 

 

2. Isolement des bactéries lactiques  

La moyenne des  pH des échantillons de selles collectés a été déterminée  afin 

d’ajuster le pH du milieu de De Man Rogosa Sharp (MRS) préparé pour l’isolement des 

bactéries lactiques. Le milieu de De Man Rogosa Sharp (annexe 2) est un milieu sélectif 

pour l’isolement des lactobacilles mais il permet, également, le développement de certaines 

espèces de bactéries lactiques des genres Leuconostoc et Streptococcus. 

Pour isoler les bactéries lactiques, deux séries de dilutions décimales ont été 

préparées à partir de selles d’enfants comme suit : Un gramme de chaque échantillon de 

selles a été pesé  et déposé dans 9 ml d’eau peptonée stérile ; c’est la solution mère. Après 

homogénéisation, 1ml de cette solution mère a été  transféré dans  9 ml d’eau peptonée ; 

c’est la dilution 10-1. De la même manière, les dilutions suivantes ont été préparé jusqu’à la 

dilution  10-7.  Un ml de chaque dilution a été  ensemencé sur gélose MRS à raison de 3 

boites par dilution. Les boites de Pétri ont été incubées en anaérobiose à 37°C pendant 24 à 

72 h. Les lactobacilles sont généralement des microaérophiles ; leur incubation en 

anaérobiose a été assurée par la mise des boites de Pétri dans des sachets de plastiques 

stériles  fermés. 
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3. Purification  des bactéries lactiques  

Afin de purifier les souches de bactéries lactiques, plusieurs repiquages successifs 

ont été réalisés sur gélose MRS. Le prélèvement et la remise en suspension ont été réalisés,  

uniquement, pour des colonies bien distinctes, homogènes et bien développées. La pureté 

de la souche a été  vérifiée par examen macroscopique et microscopique.  

Les souches de BL isolées ont été conservées sur bouillon MRS avec 40% (v/v) de 

glycérol stérile   à – 20°C. 

4. Identification des lactobacilles  

L’identification des bactéries lactiques, entre autres du genre Lactobacillus, est 

basée sur l’étude des caractères morphologiques (examen macroscopique et microscopique 

après coloration  de Gram)  et des caractères biochimiques (recherche de la catalase) (Sutra 

et al., 1998). 

4.1. Etudes des caractères morphologiques 

4.1.1. Examen macroscopique  

Il consiste à décrire les colonies  obtenues après culture  sur milieu MRS solide de 

la souche bactérienne pendant 24 à 48 h : selon la taille, la pigmentation, le contour, 

l’aspect…  

4.1.2. Examen microscopique  

L’examen microscopique est révélé par la coloration de Gram. Celle-ci permet de 

faire la différentiation entre les bactéries  Gram positives et  Gram négatives et renseigne 

sur  la forme et  la disposition des bactéries. La coloration de Gram a été réalisée selon la 

méthode classique (annexe 1). 

4.2. Etude des caractères biochimiques 

4.2.1. Recherche de la catalase  

La catalase a la propriété de décomposer l’eau oxygénée avec dégagement 

d’oxygène. Son  action directe  est mise en évidence dans la masse bactérienne (Guiraud, 
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1998). Pour   réaliser  ce  test, une  culture   bactérienne  (ose  de  colonie)  à   tester,  a  été  

émulsionnée  dans de l’eau oxygénée sur  lame.  La présence d’une catalase se manifeste 

par l’apparition d’une mousse renseignant sur la présence de bulles d’oxygène. 

4.2.2. Type fermentaire  

 La technique  de Gibson - Abdelmalek modifiée (Guiraud, 1998)  a été utilisée pour 

mettre en évidence le type fermentaire des bactéries lactiques testées. Elle permet 

d’apprécier le métabolisme énergétique utilisé,  par une espèce bactérienne, pour  la 

dégradation d’un substrat carboné. Deux voies cataboliques sont possibles : la voie 

hétérofermentaire qui s’accompagne avec un dégagement gazeux (CO2) et la voie 

homofermentaire qui se produit sans gaz. 

 Une  culture d’une nuit (18 h) de la souche, à tester, a été préparée sur bouillon 

MRS. L’incubation a été réalisée à 37°C en anaérobiose. Le milieu gélosé de Gibson – 

Abdelmalek (annexe 2) fondu a été mis en tubes stériles et laissé  solidifier en position 

verticale. Ensuite, Il a été ensemencé  par piqure centrale par la culture de la souche testée. 

Un bouchon de gélose blanche stérile (composé d’agar seulement) a été coulé en surface. 

L’incubation a été réalisée à 37°C pendant 5 à 7 jours en anaérobiose. Le développement 

d’une espèce homofermentaire ne provoque pas de discontinuité entre le milieu de culture 

et le bouchon de gélose. Par ailleurs, le détachement de celui du milieu de culture traduit 

un dégagement  de CO2 caractéristique des espèces hétérofermentaires (figure 9). 

 4.2.3. Profil de fermentation des sucres  

L’étude du profil fermentaire des sucres des souches isolées a été réalisée par 

galerie API 50 CH (Biomerieux, France). La galerie API 50 CHL est un système 

standardisé associant 50 tests biochimiques permettant l’identification des lactobacilles. La 

galerie est constituée de 50 microtubes  permettant la fermentation des hydrates de 

carbones et dérivés. Le test est réalisé selon les étapes suivantes : 
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                                            Souche de BL 
                                       

 
 

 

 

 

                                  Ensemencement  
 

 

 

 

 

 

 

           Gélose blanche     
 
 

          Milieu Gibson Abdelmalek                                  

 

 

 

Incubation 37°C 

                                                                5 à 7 jours 

 

 

    Gélose blanche    

 

 

          Détachement du bouchon  Pas de détachement du bouchon 

             (Hétérofermentaire)           (Homofermentaire)  

 

 

Figure 9. Schéma illustrant les différentes étapes  de la mise en évidence du type 
fermentaire des bactéries lactiques.  
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· Préparation des cultures des bactéries lactiques   

Des cultures d’une nuit des bactéries lactiques ont été  préparées sur gélose MRS et 

la pureté de chaque  souche a été vérifiée. Pour  préparer l’inoculum, des colonies ont été 

récoltées par écouvillonnage et ensemencées sur le milieu CHL 50 afin d’obtenir une 

suspension bactérienne d’une densité de 2 McFarland (McF) standard. 

· Ensemencement, incubation et lecture 

 

Les 50 microtubes de la galerie API 50 CH ont été inoculés par la suspension 

bactérienne de chaque souche avec une pipette stérile en évitant la formation de bulles 

d’air et  ensuite une couche de paraffine stérile a été ajoutée. L’incubation a été  réalisée à 

37°C pendant 48 h en anaérobiose. La fermentation se traduit par un changement de 

couleur dans le microtube, dû à une production d’acides en anaérobiose révélée par  

l’indicateur du pH du milieu choisi. Le premier tube sans principe actif sert de témoin  

négatif.  

 

La lecture a été  réalisée après 24h et 48h. Les résultats ont été envoyés à la société  

Biomerieux via le site https://apiweb.biomerieux.com pour le traitement des résultats et 

l’identification des espèces. 

 
5. Évaluation des aptitudes probiotiques in vitro  

 L’étude des caractères probiotiques a été réalisée  selon le diagramme de sélection 

des souches probiotiques schématisé dans  de la  figure 10 (Havenaar et al., 1992 ; 

FAO/OMS, 2002). 

5.1. Habilité à survivre dans les conditions gastriques simulées  

Nombreuses  études ont  utilisées  l’acidité, à elle seule, pour évaluer la survie des 

souches probiotiques lors du passage de l’estomac. Dans notre étude,  Il nous a semblé 

intéressant de tester nos souches vis-à-vis de l’effet du pH bas seule et vis-à-vis des 

conditions gastriques simulées (effets pH bas avec de  la pepsine). 
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Genres/ espèces /souches  
 

                                                 + 

 
                                                Absence de pathogénicité                 
                                               Innocuité totale pour l’hôte                                        
 

                                                 + 

                                       Tolérance aux conditions gastriques  
  

                                                 +                Absence de tolérance             stop 

 
                                     Tolérance aux conditions intestinales  
 

                                                 +           Absence de tolérance                      stop 

 
                                       Adhésion aux cellules intestinales    
 

                                                 +                 Absence d’adhésion                      stop 

 
                                               Activité antimicrobienne 
 

                                                 +                   Absence d’activité                     stop 

 
                                                Activité hémolytique 
 

        +      Présence d’activité                      stop 

 
                                              Résistance aux antibiotiques 
 

                                                      +               Présence de résistance acquise   stop 

 

     Aptitudes technologiques 
 

                                                 +                  Absence                                       stop 

 
                                           Etudes cliniques  
 

Figure 10. Diagramme de sélection, in vitro, des souches microbiennes à usage 

probiotique (source  Havenaar et al., 1992 ; FAO/OMS, 2002 ). 
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L’effet du pH 1,5, à lui seul, sur les souches de BL a été examiné après 1 h et 2 h 

d’exposition.  

La capacité des BL à survivre dans des conditions mimant celles de l’estomac de 

l’Homme a été effectuée  selon la technique décrite par  Hung et Adams, (2004).  Le jus 

gastrique  simulé a été  préparé comme suit : 3g/l de pepsine (EC 3.4.23.1, 7190 Merck) 

sont ajoutés à une solution de NaCl à 0.5% (P/V).  La preparation a été ajustée à pH 1.5. 

Un millilitre de chaque culture bactérienne (109 cellules.ml-1; DO620nm entre 0,5 et 0,7)  a 

été inoculé dans 9 ml du suc gastrique simulé. Ensuite, 0,1 ml du suc gastrique ensemencé 

ont été prélevé  à 0 h et 2 h d’exposition et ensemencés par étalement sur gélose MRS. Le 

nombre des bactéries viables a été déterminé après 24 à 48 h d’incubation en anaérobiose 

(figure 11).  L'expérience a été répétée trois fois.  

5.2. Habilité à survire dans les conditions intestinales simulées  

La technique de Hung et Adams, (2004) a été utilisée pour étudier la capacité des 

bactéries lactiques à survivre dans des conditions similaires du petit intestin  de l’Homme 

(figure 12). Pour cela, un jus  intestinal simulé a été préparé de la manière suivante : 1 g/l  

de pancréatine (CE 232-468-9, P7545 Sigma-Aldrich), sont ajouté à du  NaCl à 0,5% 

(P/V), avec et sans 0,3% de sels biliaires oxgall  (Ox-biliaire, Sigma). Les deux  

préparations  sont ajustées à pH 8. Ensuite, Un millilitre de chaque culture bactérienne  

(109 cellules.ml-1) a été inoculé dans 9 ml des deux préparations.  0,1 ml de chaque 

préparation ont été prélevé à 0 h et 4 h d’exposition et ensemencés par étalement sur gélose 

MRS. Les bactéries viables ont été dénombrées après 24 à 48 h d’incubation en 

anaérobiose. L'expérience a été répétée trois fois. 

5.3. Adhésion, in vitro, aux cellules Caco-2  

L’adhésion bactérienne des  BL  aux cellules épithéliales humaines de la lignée 

Caco-2 a été étudiée selon la méthode décrite par Sugimura et al., (2011) modifiée par  

Ren  et al., (2012). Le test  a été réalisé selon les étapes suivantes (figure 13) :  

- Préparation des cellules Caco-2  

Des monocouches de cellules Caco-2 ont été cultivées sur Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium  (DMEM, Lonza BE12- 604F)  additionné de 10%  de sérum  fœtal  bovin   
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1ml Solution NaCl                 
à 0,5% 

            Pepsine 3g/l 
 
 
 
                          
 
 
 
 
 
 
               0 h          Incubation           2 h  
                                      37°C  
 

 

 

 

 

 

                        Incubation à 37°C  

                              24 à 48 h    

 

 

               Dénombrement des cellules viables 

 

Figure  11. Schéma illustrant les différentes étapes de l’étude de l’habilité des bactéries 

lactiques à survivre dans les conditions gastriques simulées. 
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1ml                      Solution NaCl                   
                     0,5% 

                         Pancréatine 
                              1g/l 
 
 
                                 Jus intestinal simulé                                                     Souche de BL  
                                             pH 8                                                                  
 
 
                                                  Incubation à 37°C 
 
 
 
 
        0h                                   4h                                     4h 

 

 

 

 

 

                         Incubation à 37°C, 24 à 48h 

 

 

 

 
                       Dénombrement des cellules viables 

 

Figure 12. Schéma illustrant les différentes étapes de l’étude de l’habilité des bactéries 

lactiques à survivre dans les conditions intestinales simulées. 
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Cellules Caco-2            1ml 
cultivées jusqu’à  
   maturation 

 
                        

 
DMEM + sérum fœtal bovin inactivé  
  +Pénicilline + Streptomycine           
                               

 

  

                    1ml 

 

Culot de BL lavé et resuspendu                                                     
dans le DMEM (109 cellules.ml-1) 
                                                                      Incubation 2 h à 37°C sous  5% CO2 

 

 
                                                Élimination des bactéries non adhérentes par 

                                          lavage 3 fois avec du PBS 
 

 
                                    Détachement de cellules bactériennes adhérentes par pipetage répété                                           
 

 

 

                                      Dénombrement                           Coloration au cristal violet (0,5%) 
                   des cellules bactérienne adhérentes                    et observation microscopique 

Figure 13. Schéma illustrant les différentes étapes de l’étude de l’adhérence des bactéries 

lactiques aux cellules épithéliales  de la lignée humaine Caco-2. 
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inactivé par la chaleur (Gibco 10270-106), de la pénicilline (100 U.ml-1; Lonza) et de la 

streptomycine (100 mg.ml-1; Lonza). L’incubation des cellules Caco-2 a été réalisée à  

37°C dans une atmosphère enrichie de 5% de CO2. Après maturation, 1ml de cultures de 

cellules  Caco-2   a   été   placé   dans  chaque  puits  de  la  plaque  de    culture    cellulaire 

(24 puits, Cellstar 662-160) à une concentration de 1 x 105 cellules.ml-1. Les plaques de 

culture ont  été incubées pendant 15 jours à 37°C avec 5% de CO2 avec changement du 

milieu de culture tous les 2 jours. 

- Préparation des cultures des  bactéries lactiques 

Chaque  souche de lactobacilles a été cultivée  sur bouillon MRS (10ml) pendant 

18h à 37°C. Après incubation,  les cultures ont été centrifugées à 3500g pendant 5 min. Les 

culots ont été lavés deux fois avec la solution DMEM sans antibiotiques et puis 

resuspendus dans cette solution jusqu’à obtenir une concentration de 1 x 10
9 cellules.ml-1. 

- Adhésion  des bactéries lactiques aux cellules Caco-2 

Avant le test d’adhésion,  le milieu de culture des cellules Caco-2 a été aspiré  deux 

fois et  remplacé par du DMEM frais non supplémenté d’antibiotiques pour éliminer les 

cellules non attachées aux monocouches. Ensuite, 1m de la solution DMEM de chaque 

souche de lactobacilles (109 Cellules.ml-1) a été placé dans chaque puits avec les cellules 

Caco-2. Ensuite les plaques de cultures ont été  incubées pendant  2 h  à 37 ° C dans une 

atmosphère  à 5% de CO2.  Après incubation, les monocouches  sont  lavées trois fois   

avec une solution  du tampon PBS (pour Phosphate Buffer Salin) stérile (pH 7,4) pour 

éliminer les cellules bactériennes non adhérentes. Ensuite, les bactéries adhérentes ont été 

détachées par pipetage répété et leur comptage  a été effectué en réalisant une série de 

dilutions et dénombrement sur gélose MRS. Le test a été répété trois fois pour chaque 

souche. Le nombre des  bactéries adhérentes  a été déterminé  par calcul de la moyenne du 

nombre UFC/puits exprimée en pourcentage. D'autre  part, les bactéries adhérentes aux 

cellules Caco-2 ont été fixées avec du méthanol pendant 30 min, colorées par  du cristal 

violet à 0,5%  et observées par un examen microscopique  à  immersion (grossissement 

X100). 
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5.4. Activité antibactérienne 

La technique de diffusion en puits, décrite par  Hechard et al., (1990) a été utilisée 

pour  étudier  la  capacité  des  bactéries  lactiques  à  inhiber  un  groupe  représentatif    de 

bactéries pathogènes intestinales sensibles aux antimicrobiens à savoir : Escherichia coli 

O55, Escherichia coli O111, Salmonella Typhimurium (S. enterica  serovar Typhimurium)  

isolées en pédiatrie et les souches de références : Listeria monocytogenes CWBI 2232, 

Bacillus cereus CWBI 935 et Escherichia coli ATCC 25922 (ATCC pour American Type 

Culture Collection) (Tableau 5). 

Pour les bactéries indicatrices : Escherichia coli O55, Escherichia coli O111 et  

Salmonella Typhimurium, notre choix a été  porté sur des souches locales sensibles  aux 

antibiotiques ;  isolées en pédiatrie  dans des cas de diarrhées infantiles.  Leur sensibilité  a 

été confirmée vis-à-vis d’une gamme d’antibiotiques utilisée pour les entérobactéries selon 

le Guide de Standardisation de l’Antibiogramme à l’Echelle Nationale 6
ème édition (2011) 

et les recommandations du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

(2007) (voir annexe 4). 

Pour l’étude de l’activité antimicrobienne, le test a été réalisé selon les étapes suivantes 

(figure 14) : 

· des cultures d’une nuit des bactéries indicatrices ont été préparées préalablement               

sur bouillon nutritif et incubées en anaérobiose à 37°C pendant 18 h à 24h selon les 

conditions de croissance décrites dans le tableau 5. Escherichia coli, Salmonella 

Typhimurium, Bacillus cereus et Listeria monocytogenes sont des bactéries 

aérobies anaérobies facultatives qui peuvent se développer aussi bien en 

anaérobiose qu’en aérobiose.  Ils peuvent croitre sur bouillon nutritif (Brenner et 

al., 2009 ; De Vogs et al., 2009).  Des cultures  d’une nuit  ont été préparées, 

également, sur bouillon MRS pour les bactéries lactiques. 

 

· vingt millilitres de gélose MRS fondue à 45 ° C ont été  mélangés avec 200 µl de 

chaque souche indicatrice en suspension (~109 cellules. ml-1). Le mélange a été  

versés dans des boîtes de Pétri.  
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Tableau 5. Bactéries indicatrices utilisées pour l’étude de l’activité antimicrobienne                 

des bactéries lactiques. 

Souche  Origine 

Milieu 

de 

culture 

T° 

Temps et 

mode  

d’incubation 

Escherichia coli 

O55 

Isolée en pédiatrie (hôpital de 

Taher, wilaya de Jijel) 

Bouillon 

nutritif 
37°C 

18 h 

Aérobie - 

anaérobie 

Escherichia coli 

O111 

Isolée en pédiatrie (hôpital  

d’Ain el beida, wilaya d’Oum 

el Bouaghui) 

Bouillon 

nutritif 
37°C 

18 h 

Aérobie- 

anaérobie 

Salmonella 

Typhimurium 

Isolée en pédiatrie (hôpital de 

Jijel) 

Bouillon 

nutritif 
37°C 

18 h 

Aérobie- 

anaérobie 

Listeria 

monocytogenes 

CWBI 2232 

Centre Walon de Bio-

Industrie/Université de Liège. 

Belgique 

Bouillon 

nutritif 
37°C 

24 h 

Aérobie- 

anaérobie 

Bacillus cereus 

CWBI 935 

Centre Walon de Bio-

Industrie/Université de Liège. 

Belgique 

Bouillon 

nutritif 
37°C 

18h 

Aérobie- 

anaérobie 

 

Escherichia coli 

ATCC 29522 

 

American Type Culture 

Collection  

 29522 

Bouillon 

nutritif 
37°C 

18h 

Aérobie- 

anaérobie 

T° : Température, h : Heure. 
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200 µl                                                   
 20 ml de gélose  
 MRS fondue à 45°C                           
 
 
 
                          
             
                          
 
 
 
 
 

 

 

 

 

                        

 

 

 

  Incubation  
  24h à 37°C  
en anaérobiose 

 

 

  

 

 

 

Figure 14. Schéma illustrant les différentes étapes de l’étude de l’activité antibactérienne 

des bactéries lactiques. 

Création  de   
puits de 6mm 

Culture de 
souche indicatrice 

 

   Culture de BL       

Surnageant (sans cellules) 
traité à la catalase et 
neutralisé à pH  6,5 (SNC) 

50 µl 

50 µl 

Mesure des diamètres 
des zones d’inhibition  
 

109cellules.ml-1 

109 cellules.ml-1 
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· d’autre part, les surnageants des BL ont été préparés par centrifugation des cultures  

bactériennes  à 8000 rotation par minutes (rpm) pendant 10 minutes et élimination 

du culot  (cellules).  Les  surnageants  ont   été  stérilisés  par  filtration  à  travers   

une membrane à 0,22 µm de pores (Sartorius, Allemagne). Une solution stérile                       

de catalase (1000 U.ml-1, Sigma) a été  ajoutée à chaque  surnageant filtré (à raison 

de 1ml de catalase pour 10 ml de surnageant) afin d'éliminer les effets possibles 

d'inhibition par le peroxyde d'hydrogène. Les surnageants ont été ensuite 

neutralisés à pH 6,5 avec du NaOH 5N.  

 

· des puits de 6 mm ont été creusés dans la gélose MRS mélangée avec  la  souche 

indicatrice. 50 µl d’une suspension  de BL (10
9 cellules.ml-1) et 50 µl de leurs 

surnageants neutralisés et traités à la catalase (SNC) ont été placés séparément dans 

les puits. Les boites ont été  incubées à 37°C pendant 24 à 48 h. Le test a été réalisé 

trois fois en  trois expérimentations indépendantes. 

 

· L’inhibition de la croissance de  l'agent pathogène a été  déterminée par la mesure 

des zones d'inhibition : (-) Aucune inhibition ; (+) faible inhibition, diamètre 

compris entre 0 et 3 mm ;  (+ +) bonne inhibition, diamètre compris entre                          

3 et 6 mm et  (+ + +)  forte inhibition, diamètre supérieur à  6 mm. 

 

6. Evaluation de l’aspect sécuritaire  

6.1. Activité hémolytique 

L’activité hémolytique des BL a été déterminée par la méthode de Maragkoudakis et al., 

(2006). Des cultures d’une nuit  des BL ont été ensemencées en stries sur des boites  de 

gélose Columbia contenant 5% (P/V) de sang humain et incubées pendant 48 h à 37°C. 

Après incubation, les boites ont été examinées pour des signes de β-hémolyse (zones 

claires autour des colonies), α-hémolyse (zones avec reflets verdâtres  autour des colonies).  

6.2. Résistance aux antibiotiques   

La résistance aux antibiotiques des BL a été évaluée par la méthode de diffusion en 

disques selon Charteris et al., (1998). Les bactéries lactiques ont été testées vis-à-vis de                
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13  antibiotiques (Biomérieux) , à savoir :  les inhibiteurs de la paroi bactérienne 

[pénicilline (10 U/I), ampicilline (10µg), oxacilline (1 µg), céfoxitine (30µg), vancomycine 

(30µg)], les inhibiteurs de la synthèse protéique [streptomycine (10 µg), gentamicine                 

(10 µg), érythromycine (15 µg), tétracyclines (30 µg), clindamycine (2 µg), 

chloramphénicol (30 µg)] et les inhibiteurs des acides nucléiques [acide nalidixique (30 

µg), triméthoprime (5µg)]. 

Pour réaliser ce test, les souches de lactobacilles ont été ensemencées  sur gélose 

MRS et incubées pendant 24h à 37°C en anaérobiose. A partir de ces cultures pures,  des 

colonies ont été prélevées afin de préparer des suspensions inoculum sur bouillon MRS 

équivalent au standard McF 0,5 (106- 107 cellules.ml-1).  L’ensemencement des souches  a 

été réalisé, sur gélose MRS en boite par stries serrées en utilisant un écouvillon  trempé 

dans la suspension bactérienne et bien essoré.  Ensuite,  les boites  ont été incubées pendant 

24 h en anaérobiose à 37 °C. Après incubation, les zones d'inhibition autour des disques 

d’antibiotiques ont été mesurées. La souche E.coli ATCC 29522 a été utilisée comme 

contrôle de qualité. 

7. Identification des souches  de lactobacilles par l’ARN 16S 

L’identification  des souches de lactobacilles a été réalisée par séquençage du gène 

codant pour l’ARNr 16S ;  par extraction de l’ADN, l’amplification par PCR du gène et  

son séquençage. Les différentes étapes de l’identification sont  schématisées dans la              

figure 15. 

7.1. Extraction de l’ADN bactérien et vérification de son intégrité 

L’extraction de l’ADN a été réalisée par le Kit Wizard® Genomic DNA 

Purification (Promega. Madison, USA) selon le protocole suivant : 

· une culture de 50 ml a été préparée sur milieu MRS liquide pour chaque souche de 

BL. Les cultures ont été incubées à 37°C sous agitation de 140 rpm pendant 24h.  

Après incubation, la pureté des souches a été vérifiée au microscope et  puis 

l’extraction de l’ADN  a été  réalisée en trois répétitions ;  
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Culture de BL 

Quantification et vérification de l’intégrité de l’ADN 

Visualisation et vérification sur gel d’agarose des produits PCR 

Purification  des produits PCR sur membrane filtre Microcon 

Quantification des amplicons sur gel d’agarose 

Séquençage du gène ADNr 16S 

Extraction de l’ADN 

Amplification du gène de l’ADNr 16S 

Purification des produits de séquençage 

Traitement des séquences par le logiciel Vector NTI 

Identification des souches par l’analyse BLAST 

Figure 15. Identification des souches des lactobacilles par séquençage du gène ADNr 16S. 
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à partir des  cultures bactériennes, 1,5 ml ont été prélevés  et centrifugés  pendant 5 

min à 13000 rpm (centrifugeuse sigma/ Fisher), puis 1ml du surnageant prélevé par 

micropipette  sans toucher le  culot a été  jeté.  Le culot a été  rincé  3  fois avec  de 

l’eau ultra pure stérile (Milli-Q) par retro-pipetage  puis centrifugé  pendant 5 min à 

13000 rpm ; 

 

· ensuite, 480 µl  d EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetic, 50 Mm  pH 8) ont été 

additionnés au culot bactérien en mélangeant par retro-pipetage. 30 µl d’une 

solution de  lysozyme à 20 mg/ml  ont été ajoutés et puis le mélange a été  incubé             

37°C pendant 1 heure dans un bain-Marie à sec avec agitation.  Après ce 

temps,   30 ml d’une solution de protéinase K à 20mg/ml ont été ajoutés suivi d’une 

incubation pendant 30 minutes à 37°C dans un bain-Marie à sec avec agitation ; 

 

· le mélange a été centrifugé  pendant 3min à 13000 rpm.  Le surnageant a été 

éliminé  et  le  culot a été  repris  par  micro-pipetage  dans  600 ml  de  solution de 

NucleiLysis* (Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega))  et incubé 10 

min à – 80°C au congélateur suivie d’une autre incubation 10 min à 40°C au bain- 

Marie à sec  puis réincubation 5 min à – 80°C au congélateur  suivie d’une 

incubation de 5 min à 40°C au bain- Marie à sec ; 

 

· la solution a été  refroidie à température ambiante puis additionnée de 200 µl  de 

solution Protein Precepitation (Kit Wizard® Genomic DNA Purification 

(Promega)), l’ensemble a été vortexé 20 min, incubé 10 min dans la glace 

pelée puis centrifugé 5min à 13000 rpm ; 

 

· le surnageant a été  transféré dans un tube stérile contenant 600 µl d’isopropanol à 

100%, mélangé délicatement  par inversion des eppendorfs puis centrifugé 5min à 

13 000 rpm. Le surnageant a été  éliminé  et le culot lavé deux fois par 600µl 

d’éthanol à 70%. Après centrifugation 5 min à 13 000 rpm, le culot a été séché sous 

la hotte à flux luminaire pendant 10 à 15 min; 
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· ensuite, le culot a été réhydraté par 50µl  de solution de réhydrations (Kit 

Wizard®Genomic DNA Purification (Promega)) et incubé pendant 60 min                   

à – 50°C. 

L’ADN peut être conservé pendant 1 mois à 4°C. Au-delà de 1 mois il peut être 

conservé  à – 20°C.  

L’intégrité des ADN extraits des souches bactériennes a été vérifiée par 

spectrophotométrie en mesurant  les densités optiques (DO). Un balayage a été  effectué 

entre 200 et 400 nm. Dans le cas d’un ADN intègre ; le résultat est une courbe qui est 

caractéristique (figure 16). Si la courbe obtenue pour l’échantillon diffère de cette courbe 

type, l’ADN n’est pas de bonne qualité.  

 

Figure 16. Courbe caractéristique d’un ADN intègre. 

Le rapport des DO obtenues pour les longueurs d’onde 260 nm et 280 nm 

permettent de calculer un facteur d’intégrité. L’intégrité de l’ADN est mauvaise, bonne ou 

très bonne si ce facteur est respectivement, inférieur à 1,4, égale  à 1,7 et compris entre      

1,7 et 2. Dans les deux derniers cas, la concentration de l’ADN extrait peut être calculée, 

en nanogramme par microlitre (ng/µl), à partir de la  DO obtenue. Sachant d’une part,  

qu’une unité d’absorbance à 260 nm est égale à 50µg d’ADN/ml et d’autre part       

qu’1µg = 1000 ng et 1ml = 1000 µl, donc la concentration de l’ADN en ng/ µl est 

calculée comme suit : 

 

 

La concentration de l’ADN en ng/ µl= DO260nm X 50 X dilution  
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7.2. Amplification du gène de l’ADNr 16S par PCR 

L'amplification en chaîne par polymérase ou réaction en chaîne par polymérase 

PCR  est une méthode d'amplification génique, in vitro, qui permet de dupliquer en grand 

nombre , une séquence d’ADN ou d’ARN connue, à partir d'une faible quantité  d'acide 

nucléique ; séquence spécifique d’ADN et des amorces spécifiques constituées 

d'oligonucléotides de synthèse de 20 à 25 nucléotides (Saiki et al., 1988). Cette technique 

comprend les cycles répétitifs suivants: 

· dénaturation de l’ADN par fusion à haute température pour convertir l’ADN 

bicaténaire en ADN monocaténaire; 

· hybridation à l’ADN cible des deux oligonucléotides utilisés comme amorces; 

· élongation  de la chaîne d’ADN par addition de nucléotides à partir des amorces en 

utilisant l’ADN polymérase comme catalyseur en présence d’ions Mg++. 

 

Dans notre travail, l’amplification du gène ADNr 16S a été réalisée en utilisant les réactifs 

suivants : 

 

· les  2 amorces (primers): 16SP0 - 16SP6 (qui serviront de matrice pour 

l’amplification de gène de l’ADN 16S (Ventura et al., 2001) : 

 

- 16SP0: 5’-GAAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’  

- 16SP6: 5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’  

· de l’ADN extrait des souches de bactéries lactiques ; 

· des désoxynucléotides triphosphates (dNTP: bases GCTA) ;  

· de l’enzyme Taq polymérase (DNA polymérase) : elle se fixe sur les amorces 

servant de point de départ et ajoute les dNTP afin de synthétiser le brin d’ADN 

complémentaire; 

· tampon KCL-Mg CL2 : sert à maintenir stable le pH du milieu réactionnel au 

niveau optimal pour la Taq polymérase. 
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Ces réactifs ont été  mélangés avec de l’eau milli-Q dans un  Eppendorf stérile 

selon les concentrations et les volumes mentionnés dans le tableau 6. Deux échantillons 

(répétitions) par ADN ont été  amplifiés. Les réactifs ont été fournies par Thermo 

Scientific (Fermentas, USA). 

 

Tableau 6. Réactifs utilisés pour la réaction PCR 

Réactifs 

Concentration 

de la solution 

mère 

Concentration 

de travail 

V (µl) utilisé 

pour une 

réaction 

Tampon KCl- MgCl2 10X 1X 2,5 

MgCl2 25 Mm 2 mM 2 

dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5 

16SP0 10 µM 0,5 µM 1,25 

16SP6 10 µM 0,5 µM 1,25 

Taq polymérase 5 U/µl 0,625 U/25 µl 1 

ADN - 250 ng/25 µl 1 

H20 Milli-Q - - 15,5 

V total (µl) - - 25 

10X : concentration 10 fois, 1X : concentration une fois, dNTPs : nucléotides,                        
mM : millimolaire, µM : micromolaire, U/µl : Unité par microlitre. 
- : valeur à déterminer 
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Le programme d’amplification a été réalisé  sur thermocycleur  (Peltier Thermal 

Cycler PTC-200 (MJ Research)) selon les étapes suivantes :  

· l’ADN subit une dénaturation primaire  pendant 5 minutes à 95°C ; 

· puis amplification durant 25 cycles comprenant : 30 secondes à 95°C (phase de 

dénaturation), 30 secondes à 55°C (phase d’hybridation) et 2 minutes à 72°C (phase 

d’élongation) ; 

· la réaction est complétée par une période d’élongation finale de 10 minutes à 72°C.  

Une fois le programme terminé ; les échantillons sont conservés à 4°C pour l’étape 

suivante. 

7.2.1. Vérification de la spécificité de l’amplification 

La vérification de la qualité des produits PCR de l’amplification a été réalisée  en 

faisant migrer par électrophorèse les produits PCR sur un gel d’agarose pour la 

visualisation des bandes d’ADN sous ultras violets (UV). 

· Pour préparer le gel d’électrophorèse : 1 g d’agarose a été  pesé et placé dans  un 

erlenmeyer au quel sont ajoutés 100 ml du tampon TAE (Tris, Acétate, EDTA).            

Le mélange a été  chauffé, avec agitation, jusqu’à ébullition et disparition du 

trouble et puis refroidi jusqu'à ce qu’il devient possible de saisir le flacon à la main 

nue (température environ 45-50°C). Ensuite, 5µl de BET (Bromure d’Ethidium ; 

marqueur fluoresçant) ont été ajoutés dans 50 ml du tampon TAE (Tris, Borate, 

EDTA). Le mélange a été agité doucement pour éviter son chauffage et la 

formation des bulles d’air ; 

 

· pour le coulage du gel, un moule a été  préparé et placé sur une surface bien 

horizontale. Le gel a été  coulé lentement sur une surface de 3 à 5 mm d’épaisseur 

et laissé gélifier dans le moule. Les puits ont été préparés avec un petit peigne sur 

ce gel d’agarose et placés du côté de la cathode ; 

 

· les produits PCR (8µl) ont été mélangés par pipetage avec 2µl de tampon de charge 

concentré 6 fois (Loading Dye) sur un morceau de parafilm ; 
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· les mélanges ont été déposés délicatement  dans les puits afin de ne pas déchirer le 

fond du gel. Un  marqueur de poids  moléculaire (100pb DNA  Ladder) a  été  aussi 

chargé sur le gel à raison de 4µl pour vérifier que la bande recherchée est bien 

retrouvée dans les échantillons amplifiés. L’électrophorèse des produits PCR 

s’effectue pendant environ 20 min. Quand le colorant de charge  (colorant bleu) 

atteint l’extrémité du gel, la migration est arrêtée par coupure du courant 

d’électricité ; 

 

· la lecture des résultats a été  faite sous UV et par comparaison avec le marqueur de 

poids à  1500 bp ; poids moléculaire de l’ADNr 16S. 

 

7.2.2. Purification des produits PCR 

La purification des produits PCR (amplicons) s’effectue grâce au kit filtre 

Microcon YM-100 (Bedford, MA, USA)  par plusieurs centrifugations selon le protocole 

suivant : 

· chaque produit PCR a été  déposé sur une membrane filtre (sans la toucher) placée 

dans un tube eppendorf. 400µl d’eau milli-Q ont été ajoutés et les tubes ont été  

centrifugés à 3000 rpm pendant 15 min puis vidés (membrane dedans) et nettoyés 

avec 400µl d’eau milli-Q, centrifugés à 3000 rpm pendant 15 min, vidés une 

nouvelle fois et centrifugés à vide (membrane toujours dedans) pendant 4 min à 

3000 rpm ; 

 

· ensuite, la cellule de filtration  a été déposée à l’envers dans un nouveau tube 

auquel ont été ajouté 400µl l’eau milli-Q puis les tubes ont été  centrifugés à 3000 

rpm pendant 4 min pour récupérer l’ADN dans le fond du tube. Les produits 

purifiés ont été stockés à 4°C en attendant le dosage. 

 

7.2.3. Dosage des produits PCR purifiés 

La quantification  des produits PCR purifiés a été réalisée par électrophorèse par la 

même technique  décrite précédemment. Les produits purifiés ont été chargés sur le gel 
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d’agarose, ainsi que le  marqueur de poids moléculaire. La détermination des 

concentrations a été  réalisée en comparant l’intensité  de la bande à 1500 pb de chaque 

échantillon à celle de la bande  correspondante  pour le marqueur de poids moléculaire. Si 

l’intensité est 2 fois plus importante pour l’échantillon, la concentration de celui-ci sera          

2 fois plus importante que pour le marqueur de poids moléculaire (MPM). 

7.3. Réaction de séquençage du gène ADNr 16S 

7.3.1. Préparation au séquençage du gène ADNr 16S 

Huit amorces (4X2) couvrant  le brin sens (Forward) F et le brin anti-sens (Revers) 

R du gène ADNr 16S ont été utilisées pour son séquençage. Ces amorces  ont été fournies 

par   Sigma-Proligo   (Tableau 7).   Leurs   séquences   ont   été   déterminées   à  partir   de 

comparaison de séquences d’ADNr 16S  codant pour lʼARN ribosomal 16S de bactéries, 

collectées de la banque de données de lʼEMBL (Laboratoire Européen de Biologie 

Moléculaire) accessible via le site BEN (Belgian EMB net Node, 

http://www.be.embnet.org). 

Les réactifs utilisés proviennent du kit « ABI Prism® BigDye® terminator v3.A 

cycle sequencing kit » de la firme Applied Biosystems. Le Kit contient : 

· Ready mix reaction : c’est un mélange  contenant tous les réactifs (Taq polymérase, 

tampon KCl-MgCl2, MgCl2 et les nucléotides) nécessaires pour effectuer une 

réaction de PCR standard ; 

 

· Big dye sequencing buffer (tampon) : est  utilisé pour l’optimisation de la réaction 

de la PCR. 

 

Le tableau 8 montre les volumes des  réactifs et des amorces  utilisés au cours de la PCR. 

Les concentrations d’ADN des  souches de BL à ajouter au milieu réactionnel de la 

PCR ont été déterminées en fonction des résultats de dosage des produits de l’amplification  

purifiés des ADN des souches. Elles doivent être comprises entre 5 à 15 ng.  
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Tableau 7. Amorces utilisées pour l’amplification et le séquençage des gènes codant pour 

lʼARN ribosomial 16S des souches de lactobacilles. 

Amorces Séquences Sens Source 

F1 5’-CTGGCTCAGGAYGAACG-3’ Forward (Sigma-Proligo) 

F2 5’-GAGGCAGCAGTRGGGAAT-3’ Forward (Sigma-Proligo) 

F3 5’-ACACCARTGGCGAAGGC-3’ Forward (Sigma-Proligo) 

F4 5’-GCACAAGCGGYGGAGCAT-3’ Forward (Sigma-Proligo) 

R1 5’-CTGCTGGCACGTAGTTAG-3ʼ Reverse (Sigma-Proligo) 

R2 5ʼ-AATCCTGTTYGCTMCCCA-3ʼ Reverse (Sigma-Proligo) 

R3 5ʼ-CCAACATCTCACGACACG-3ʼ Reverse (Sigma-Proligo) 

R4 5ʼ-TGTGTAGCCCWGGTCRTAAG-3 Reverse (Sigma-Proligo) 

Amorces synthétiques utilisés pour le séquençage. Elles ont été déduites de l'alignement des gènes 
de l'ADNr  codant pour l’ARN 16S bactérien  recueillis à partir de  la base des données de l'EMBL 
(Laboratoire Européen de Biologie Moléculaire). Les amorces  ont été fournies par Sigma-Proligo.  

Tableau 8. Milieu réactionnel pour l’amplification du gène ADNr 16S avec les amorces.  

Réactifs Quantité Volume ajouté (µl) 

Ready mix reaction - 1 

Bigdye sequencing buffer - 2 

Amorce (F1, F2, F3, F4, R1, R2, R3, R4) 3,2 Pmol 3,2 

ADN 5 à 15 ng 1 

H2O milli-Q - 1,8 

Volume total - 10 

     (*) Pmol : picomole, ng : nanogramme 
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Le programme du thermocycleur utilisé pour l’amplification du gène ADNr 16S est 

résumé dans le tableau 9. Il comprend une phase de dénaturation préliminaire de 5 minutes 

à 96°C (un cycle) et une amplification (25  cycles) comportant  : une phase de dénaturation 

de 10 secondes à 96°C, une phase d’hybridation de 5 secondes à 50°C et une phase 

d’élongation de 4 minutes à 60°C suivie d’un cycle de refroidissement de 5 minutes à 

16°C. 

Tableau 9. Programme d’amplification du gène ADNr 16S sur thermocycleur.  

Etape 
Temps & 

température 

Nombre de 

cycles 

Dénaturation 

préliminaire 

5 min à 96°C 1 

Dénaturation 10 secondes à 96°C 

25 Hybridation  5 secondes à 50°C 

Elongation  4 min à 60°C 

Refroidissement 5 min à 16°C 1 

 

7.3.2. Purification des produits de séquençage 

Afin de ne pas gêner la lecture des séquences, tous les réactifs de la PCR  ont été  

éliminés (amorces, tampons et nucléotides).  

La purification des produits de séquençage a été  réalisée par centrifugation et 

lavage du culot par l’éthanol selon les étapes suivantes : 

· le volume total (10µl) de la réaction de séquençage a été  transféré dans un tube de            

5 ml auquel  2µl d’acétate de sodium (3M pH 4,6)  et 50 µl d’éthanol absolu ont été 

ajoutés. La solution a été mélangée par 4 inversions du tube et incubée à 

température ambiante à l’abri de la lumière, pendant 20 minutes ; 
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· après incubation, la solution a été  centrifugée 35 min à 13 000 rpm et puis le 

surnagent a été éliminé (1ml).  Le culot (non visible) a été lavé deux fois  par              

250 µl d’éthanol à 70% et mélangé par inversion du tube ; 

 

· ensuite, le mélange a été centrifugé pendant 20 min à 13 000 rpm, le surnageant a 

été  jeté et le culot a été sécher à température ambiante dans la hotte à flux 

laminaire, à l’abri de la lumière.  

 

Il est important, d’éliminer complètement l’éthanol  pour ne pas fausser les résultats 

des étapes ultérieures. Les culots une fois séchés, les tubes contenant les produits du 

séquençage ont été protégés de la lumière et stockés à -20° C. 

7.4. Traitement des séquences du gène ADNr 16S 

Les produits de séquençage ont été envoyés à la firme PROGENUS pour  le 

séquençage proprement dit. Les séquences obtenues par Progenus sont traitées grâce au 

logiciel Vector NTI. Ce logiciel permet la  gestion d’information de molécules biologiques 

de type ADN ou protéines entre autres la gestion  des bases d’oligonucléotides pour 

séquençage. 

7.5. Identification des souches par NCBI>BLAST 

Les séquences traitées ont été comparées à des bases de données pour permettre 

l’identification des souches de BL par le logiciel NCBI/BLAST (National Center for 

Biotechnology Information/Basic Local Alignment Search Tool) via le site internet : 

www.ncbi.nlm.nih.gov.  

Le logiciel Blast permet de comparer une séquence, nucléique ou protéique, dite 

requête, à une banque de séquences, nucléiques ou protéiques. Blast compare, par 

alignement, les séquences nucléiques sur les 2 brins, c'est-à-dire la séquence étudiée               

(brin +) et son complémentaire inversé (brin -). Pour comparer une séquence nucléique à 

une séquence protéique, Blast traduit la séquence nucléique en générant toutes les 

séquences protéiques possibles, c'est-à-dire 6 séquences différentes (3 à partir du brin + et 

3 à partir du brin -). Les codons de terminaisons sont inclus et représentés par "*".  
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L’alignement des séquences permet, donc, de trouver des similarités entre les 

séquences analysées. Ces similarités sont dues à une origine évolutive commune 

(homologie) ou à des fonctions semblables. 
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RESULTATS  

1. Isolement des bactéries lactiques  

Les résultats de la moyenne des  pH  des échantillons de selles  sont  mentionnés 

dans le tableau 10. Le pH du milieu MRS préparé  pour l’isolement des bactéries lactiques 

a été ajusté à cette  valeur moyenne  qui est de 6,01. 

L’isolement des bactéries lactiques sur milieu MRS gélosé a conduit à une 

collection de  souches. Afin  de les différencier,  chaque souche a été désignée par une 

lettre  et un chiffre ou un chiffre et un astérisque exemple : A20, 8*…  

Tableau 10. Mesures des pH des échantillons de selles.  

Selles 1 2 3 4 5 6 7 Moyenne  

Moyenne des pH 6,19 6,16 5,79 5,37 6,21 6,16 6,25 6,01 

 

2. Purification  des bactéries lactiques  

Les repiquages successifs sur gélose MRS ont permis d’obtenir 120 souches pures 

de BL.  

 

3. Identification des  lactobacilles 

L’appartenance ou non des 120 isolats au genre Lactobacillus a été étudiée selon 

les caractéristiques morphologiques et biochimiques. 

3.1. Etude des caractères morphologiques 

3.1.1. Examen macroscopique 

 L’observation  macroscopique  des colonies des 120 isolats  de BL, obtenues sur 

gélose MRS, a révélé  plusieurs types de colonies avec des différentes formes et  couleurs. 
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Les résultats de l’étude des caractères macromorphologiques des isolats sont résumés dans 

le tableau 11. 

3.1.2. Examen microscopique 

 L’examen microscopique des 120 souches de BL isolées  sur  gélose  MRS, a 

révélé  qu’elles étaient positives à la coloration de Gram avec  deux  formes dominantes : 

bacillaire  et  coccique. Les cellules bactériennes  étaient isolées ou disposées en chainettes 

ou  tétrades (Tableau 11).  

Tableau 11. Caractères morphologiques des bactéries lactiques isolées sur MRS 

Genre 
Macromorphologie 

(Aspect des colonies)  

Micromorphologie 

(Formes des bactéries) 

Coloration 

de Gram 

Nombre de  

souches 

Lactobacillus 

- Arrondies  ou 

lenticulaires 

-   Blanchâtre  

ou jaunâtre  

-  Tailles variables 

-  Rugueuses ou lisses  

- Bacilles 

- Coccobacilles 

- Isolés ou en 

Chaînettes 
+ 52 

Autres 

genres 

- Arrondies  

- Transparentes 

- Très petites 

- Coccis ou ovales 

- Disposés en 

chaînette 

+ 
68 

 

 

- Arrondies, 

- grisâtres ou 

blanchâtres 

- lisses 

- Coccis  

- Disposés en tétrades 
+ 

+ Positives  à la coloration de Gram 

 

Les figures 17 et 18 montrent l’aspect macroscopique des colonies de  deux 

souches de lactobacilles G6 et 9* cultivées sur gélose MRS. Les  figures 19 et 20 montrent 

l’aspect microscopique après coloration de Gram  de deux souches de lactobacilles  H8 et 

B13 (grossissement X100). 
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                                              G6                                                 9*                                                                    

Figures 17 et 18. Aspect macroscopique des colonies de deux souches  de lactobacilles  

G6 et 9* isolées sur gélose MRS. 

 

                                  H8                                                                B13 

Figures 19 et 20. Aspect microscopique après coloration de Gram  de deux  souches de 

lactobacilles  H8 et B13  (grossissement X100). 
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3.2. Etude des caractères biochimiques 

3.2.1. Recherche de la catalase 

Sur les 120 isolats de BL, 52 souches, seulement, ont été retenues pour la recherche 

de la catalase. Elles étaient positives à la coloration de Gram, de forme bacillaire  ayant des  

colonies circulaires ou lenticulaires, de couleur blanchâtre ou jaunâtre. Le test de la 

catalase a révélé qu’elles  étaient  négatives à la réaction de la catalase.  

3.2.2. Type fermentaire 

 Les résultats de l’étude du pouvoir fermentaire sont mentionnés dans le tableau 12.                  

La répartition selon le type fermentaire était inégale entre souches. Les souches 

homofermentaires représentent presque le double, en nombre, des souches   

hétérofermentaires à savoir :  

- 34 souches étaient  homofermentaires ne présentant aucun déplacement du bouchon de la 

gélose blanche ;  

- 18 souches  étaient hétérofermentaires se manifestant par le déplacement du bouchon de 

la gélose blanche à cause de la présence du gaz CO2. 

La figure 21 présente l’aspect homofermentaire des souches de lactobacilles  sur milieu  

Gibson-Abdelmalek. 

 

 

 

Bouchon de 

gélose non 

déplacé 

 

Figure 21. Aspect homofermentaire des souches de lactobacilles  sur milieu                   

Gibson-Abdelmalek. 
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Tableau 12. Caractères morphologiques et biochimiques des souches identifiées du genre        

Lactobacillus. 

Souche  Gram forme Catalase Type fermentaire 
Identification par API 

CHL 50 

A2 positif coccobacilles négatif Homo   L. gasseri 

A7 positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum  

A8 positif bacilles négatif Homo   L. salivarius 

A9 positif bacilles négatif Homo   L. paracasei sp paracasei 

A10 positif coccobacilles négatif Homo   L. plantarum 

A12 positif bacilles négatif Homo  L. salivarius 

A16 positif coccobacilles négatif Homo   L. gasseri 

A20 positif coccobacilles négatif Homo   L. plantarum 

A21 positif coccobacilles négatif Homo   L. plantarum 

A23 positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

B3 positif coccobacilles négatif Homo   L. gasseri 

B5 positif bacilles négatif Hétéro   L. vaginalis 

B11 positif bacilles négatif Homo   L. casei 

B13 positif bacilles négatif Homo   L. paracasei  

C3 positif bacilles négatif Homo   L. salivarius 

C8 positif bacilles négatif Hétéro   L. reuteri 

C11 positif petits bacilles négatif Homo   L.casei  

D1 positif coccobacilles négatif Homo   L. gasseri 

D6 positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

D9 positif bacilles négatif Homo   L. casei 

D14 positif bacilles négatif Homo   L. casei 

D18 positif bacilles négatif Homo   L. salivarius 

E1 positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

E8 positif bacilles négatif Hétéro   L. vaginalis 

F1 positif bacilles négatif Homo    L. casei 

F4 positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

F12 positif coccobacilles négatif Homo  L. plantarum 

G4 positif petits bacilles négatif Hétéro   L. vaginalis 

G6 positif petits bacilles négatif Hétéro   L. brevis 
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G10 positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

G11 positif bacilles négatif Hétéro   L. reuteri 

H2 positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

H7 positif coccobacilles négatif Homo   L. acidophilus 

H8 positif bacilles négatif Homo   L. paracasei sp paracasei 

H16 positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

I2 positif bacilles négatif Homo   L. salivarius 

I4 positif coccobacilles négatif Homo   L. gasseri 

I5 positif bacilles négatif Homo   L. casei 

I8 positif petits bacilles négatif Hétéro   L. brevis 

I13 positif petits bacilles négatif Homo   L. ruminis 

2* positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

4* positif bacilles négatif Homo   L. casei 

7* positif coccobacilles négatif Homo   L. gasseri 

8* positif coccobacilles négatif Homo   L. acidophilus 

9* positif bacilles négatif Homo   L. casei 

11* positif bacilles négatif Hétéro   L. vaginalis 

14* positif bacilles négatif Homo   L. ruminis 

15* positif coccobacilles négatif Homo   L. gasseri 

17* positif bacilles négatif Homo   L. paracasei sp paracasei 

21* positif bacilles négatif Hétéro   L. fermentum 

22* positif coccobacilles négatif Homo   L. plantarum 

27* positif coccobacilles négatif Homo   L. gasseri 

(+) : Test positif ;  (-) : Test négatif ; Homo : homofermentaire ; Hétéro : hétérofermentaire.  
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3.2.3. Profil fermentaire  des sucres 

Les résultats de l’étude fermentaire des sucres par système API  sont mentionnés 

dans le tableau 12 indiqué plus haut. La fermentation des hydrates de carbone et dérivés de 

la galerie a permis d’identifier les espèces des  lactobacilles dont la répartition est la 

suivante  (Figure 22) : 

L. fermentum (10 souches ; 19 %), L. casei (8 souches ; 15%), L. gasseri (8 souches ; 

15%),    L. salivarius   (5 souches ; 10%),   L. plantarum (5 souches ; 10%),  L. vaginalis  

(4 souches; 8%),  L. paracasei sp  (4 souches; 8%), L. brevis (2 souches; 4%),  L. reuteri  

(2 souches; 4%), L. acidophilus (2 souches; 4%)  et L. ruminis  (2 souches; 4%). 

Nous remarquons que les 52 souches sont majoritairement représentées par                     

L. fermentum et le groupe L. casei  (L. casei  et L. paracasei sp) et minoritairement par                     

L. brevis,  L. reuteri, L. acidophilus et  L. ruminis. 

 

Figure 22. Répartition des espèces de lactobacilles identifiées par galerie  API 50 CHL. 
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4. Evaluation des aptitudes probiotiques in vitro  

4.1. Habilité à survivre dans les conditions gastriques 

Afin de déterminer la capacité de survie des souches de lactobacilles au passage de 

l’estomac ;  les bactéries  ont été soumis  à des conditions mimant le suc stomacal  (pH 1,5 

et pepsine à 3g/l). Après 2h d’exposition, la proportion des cellules  viables a été  évaluée 

par dénombrement sur gélose MRS en boite de Pétri.  

L’effet du pH, à lui seul, sur les souches de lactobacilles a été également examiné 

après 1 h et 2 h d’exposition (figure 23). 

 

 

 

Figure 23. Effet du pH 1,5 sur les souches de lactobacilles testées après 1h et 2h 

d’exposition.  

 

D’après la figure 23, Il apparait que  le  pH 1,5, à lui seul, a un effet drastique  sur   

la majorité des isolats. En effet, sur les  52 souches de lactobacilles testées, 16 seulement  

ont  résisté après 1h d’incubation et seulement 6 souches ont montré une  résistance 

remarquable après 2h d’exposition. Il en ressort ainsi,  que la  sensibilité  des 

Lactobacillus au pH acide dépend de la souche ; étant donné que  même les souches 
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acido-résistantes ont manifesté, différemment, des taux de survie, plus ou moins 

intéressants,  allant de 24,37%  à 70,56 % (Tableau 13).  Ces  souches sont  L. plantarum 

F12,  L. paracasei B13, L. fermentum H2,  L. brevis G6,  L. paracasei sp paracasei A20   

et L. acidophilus 8*. 

Les six souches résistantes au pH 1,5 ont été étudiées pour  leur habilité à survivre  

aux conditions gastriques simulées par comparaison à leur survie au pH seul.                          

Les résultats sont représentés dans le tableau 13. 

Dans les conditions gastriques simulées, cinq souches sur six ont résisté à l’action 

combinée de la pepsine et le pH 1,5 ; la souche L. acidophilus 8* a été complètement 

inhibée. Le taux de résistance le plus élevé  a été observé avec la souche L. plantarum             

F12 ( 61,34 % ), suivie par L. paracasei B13 ( 54,61 % ) ,  L. fermentum H2 ( 48,06% ) ,  

L. brevis G6 ( 47,52 % ) et L. paracasei sp paracasei A20   ( 23,78 % )  ( Tableau 13).  

Toutefois, nous constatons que  toutes les souches  ont subi des réductions de viabilité, 

lorsqu’elles sont soumises à des conditions gastriques simulées en comparaison  à leur 

survie à pH 1,5 seul. Cette réduction, n’était pas négligeable et varie selon les souches. 

Elle  correspondait  à des pertes en  taux de viabilité variant de 8,78% (L. paracasei B13) à 

100% de perte (L. acidophilus  8*).  

 

4.2. Habilité à survire dans les conditions intestinales  

Dans la présente  étude, les souches de lactobacilles les plus résistantes  au suc 

gastrique simulé (F12, B13, H2, A20 et G6) ont été testées pour leur capacité à survivre 

dans les conditions simulées du petit intestin chez l’Homme ; à pH 8, en présence de 

pancréatine  avec et sans 0,3% de sels biliaires. Après 4 h d’exposition, la proportion des 

cellules viables a été évaluée par dénombrement sur gélose MRS en boite de Pétri. 

Les résultats de l’étude de l’habilité des souches de lactobacilles  à survivre dans les 

conditions gastriques simulées sont présentés dans le tableau 14. 
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Tableau 13. Habilité des souches de lactobacilles à survivre dans les conditions gastriques 

simulées. 

 

Souches de Lactobacillus code 

Nombre de cellules viables (log UFC.ml-1)* aux temps  

 0h et  2h 

Jus gastrique 
simulé 

0h 2h 
Taux de 
survie 
(%) 

L. paracasei sp paracasei  

 

A20 

pH 1,5 

8,45±0,04 

3,49±0,03 41,30 

pH 1,5 et pepsine 2,01±0,13 23,78 

L. plantarum  

 

F12 

pH 1,5 

9,65±0,11 

6,81±0,01 70,56 

pH 1,5 et pepsine 5,92±0,07 61,34 

L. paracasei 

 

B13 

pH 1,5 

8,77±0,02 

5,56±0,03 63,39 

pH 1,5 et pepsine 4,79±0,01 54,61 

L .brevis 

 

G6 

pH 1,5 

7,89±0,00 

4,75±0,04 60,20 

pH 1,5 et pepsine 3,75±0,02 47,52 

L. fermentum  

 

H2 

pH 1,5 

8,80±0,13 

5,35±0,32 60,79 

pH 1,5 et pepsine 4,23±0,04 48,06 

L .acidophilus 

 

8* 

pH 1,5 

8,37±0,03 

2,04±0,01 24,37 

pH 1,5 et pepsine <1 00 

Lactobacillus sp. (9 souches)  Très faible croissance à pH 1,5 après 2h d’exposition  

Lactobacillus sp. (37 strains)  Pas de croissance à  pH 1,5 après 2h d’exposition  

(*) Les valeurs de log UFC.ml.-1expriment la moyenne ± écart-type, chaque point de donnée est la 

moyenne des mesures répétées de 03 expériences réalisées indépendamment, n = 3. P <0,05. 
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Tableau 14. Habilité des souches de lactobacilles à survivre dans les conditions gastriques 

simulées. 

Souches Code 

Nombre de cellules viables (log UFC.ml-1)*   

Absence de la  bile   Présence de la bile à 0,3%   

0h 4h  0h 4h 

L. paracasei sp 

paracasei 
A20 8,35±0,02 7,43±0,10 

 
8,35±0,03 2,90±0,12 

L. plantarum F12 9,60±0,06 9,19±0,00  9,60±0,03 9,56±0,06 

L. paracasei B13 8,83±0,04 9,65±0,32  8,83±0,12 7,01±0,05 

L. brevis G6 7,91±0,09 7,97±0,08  7,91±0,10 6,89±0,00 

L. fermentum H2 8,82±0,01 6,54±0,02  8,82±0,07 <1 

(*) Les valeurs de log UFC.ml.-1expriment la moyenne ± écart-type, chaque point de 
donnée est la moyenne des mesures répétées de 03 expériences réalisées indépendamment, 
n = 3. P <0,05. 

 

Dans le test sans la bile ;  la présence de la pancréatine, après 4h d’exposition, a 

réduit, mais  d’une manière non notable,  la viabilité de la souche L. paracasei sp 

paracasei A20. En revanche, une légère augmentation de la croissance, n’atteignant même 

pas un log UFC.ml-1, a été observée avec les  souches  L. paracasei B13 et L. brevis G6. La 

souche la plus affecté, dans ces conditions, c’est L. fermentum H2 dont la viabilité              

à diminuer de plus de 2 logs UFC.ml-1  

Dans  le test avec la bile, nous avons constaté  une diminution plus importante 

de la viabilité  de la majorité  des lactobacilles testés par rapport à leur culture dans 

les mêmes conditions, mais sans la bile. Les marges de  réduction observées  variaient 
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d’environ 1,5 à 5,5  logs UFC.ml-1  selon les souches. La souche la plus résistante est              

L. plantarum F12  dont le taux de viabilité, observé après 4h d’exposition, est presque de 

100%. En revanche, la souche L. fermentum a été presque totalement inhibée dans ces 

conditions. Enfin, malgré la diminution de leur viabilité en présence de la bile, quatre 

souches ont été sélectionnées, selon leur taux de survie, comme  bonnes tolérantes aux 

conditions intestinales simulées à savoir L. plantarum F12,  L. paracasei B13,  L.brevis 

G6 et  L. paracasei sp paracasei A20.  Ces souches ont été retenues pour le test de 

l’adhésion aux cellules humaine de la lignée Caco-2. 

4.3. Adhésion, in vitro,  aux cellules Caco-2  

Dans la présente étude, les cellules humaines de la lignée Caco-2 ont été utilisées  

comme modèle pour l’étude de l’adhésion des souches de lactobacilles aux cellules 

épithéliales de l’intestin chez l’Homme. La  moyenne, exprimée en pourcentage,   des 

bactéries adhérentes de lactobacilles a été calculé après  dénombrement sur gélose MRS. 

Une observation microscopique des souches adhérées a été également réalisée.  Les 

souches  L. plantarum F12,  L. paracasei B13, L. paracasei sp paracasei A20  et  L. brevis 

G6  ont été étudiées pour leur capacité d’adhésion. Les résultats sont  indiqués dans la  

figure 24.  

 

Figure 24. Adhérence des souches de lactobacilles aux cellules Caco-2 après 2 h d'incubation à  
37 ° C dans une atmosphère à 5% de CO2. Pourcentage (%) des valeurs d’adhésion exprimant la 

moyenne ± écart-type. Chaque point de données est la moyenne des mesures répétées  de 3 
expériences réalisées indépendamment, n = 3,  P <0,05. 
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D’après la figure 24, nous constatons, qu’il existe une large variabilité dans les taux 

d’adhésion entre les souches  allant de 1,05 jusqu’à 9,99 %. La souche la plus adhérente 

est L. plantarum F12 avec un taux de 9,66%, suivie par L. paracasei B13 (7,87%) et                    

L. brevis G6 (6,16%). L’adhérence  la plus faible a été observée avec la souche de                     

L. paracasei sp paracasei A20 avec un taux de 1,05 %.  

La figure 25 représente l’adhésion de la souche F12 aux cellules Caco-2 observée 

par microscopie optique (X100) après coloration au cristal violet (0,5%). La photographie 

montre nettement  l’adhésion des cellules de L. plantarum  F12, en nombre important, tout 

autour de la paroi des enterocyte-like  Caco-2. La photographie a été prise au Centre 

Wallon de Bio-Industries – Agro-Biotech. Gembloux/ Université de liège. 

Par rapport à leur taux d’adhésion, les souches les plus adhésives L. plantarum F12,  

L. paracasei B13, L. brevis G6 ont été sélectionnées pour le test de l’activité 

antibactérienne. La souche A20 L. paracasei sp paracasei n’a pas été retenue étant donné 

son faible taux d’adhésion. 

 

 
Figure 25. Adhérence de L. plantarum (F12) aux cellules Caco-2 observée par microscope       

(X100) après coloration au cristal violet (0,5%). Photographie  prise au  au Centre Wallon de Bio-

Industries - Agro-Biotech. Gembloux/ Université de liège. 
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4.4. Activité antimicrobienne 

L’activité antibactérienne des souches de lactobacilles a été étudiée par la 

techniques des puits contre un groupe de germes pathogènes intestinaux sensibles aux 

antimicrobiens : Escherichia coli O111, Escherichia coli O55, Salmonella Typhimurium 

isolés en pédiatrie (cas de diarrhées) et les souches de références : Listeria monocytogenes 

CWBI 2232, Bacillus cereus CWBI 935 et Escherichia coli ATCC 29522. L’effet 

inhibiteur des Lactobacillus a été déterminé par la mesure des  zones d’inhibition.  

Dans la présente étude, nous avons testé l’activité antibactérienne des souches                         

L. paracasei (B13),  L. brevis (G6) et L. plantarum (F12). Les résultats représentés dans             

le tableau 15, montrent que les cultures bactériennes des trois souches avaient  des activités 

antibactériennes très intéressantes. Elles ont présenté des spectres d’activité actifs  sur 

toute la  collection des souches  indicatrices testées ; aussi bien les Gram positives que les 

Gram négatives, avec des zones d’inhibition de 6mm et plus, traduisant un bon ou fort 

potentiel   antagoniste. Seule la souche G6 a montré une activité faible contre Escherichia 

coli O111. L’activité antimicrobienne la plus forte a été observée avec la  souche                      

L. paracasei  B13 contre tous les pathogènes avec des diamètres d’inhibition  supérieurs à  

6 mm. 

Par ailleurs, les surnageants des trois souches de lactobacilles, neutralisés à pH 6,5 

et traités avec de la catalase (SNC), ont inhibé  seulement les bactéries Gram positives 

(Bacillus cereus CWBI 935 et Listeria monocytogenes CWBI 2232) et ont été totalement 

inactifs  sur les  pathogènes à Gram-négatif.  Néanmoins, les surnageants des trois souches 

avaient présenté de bons pouvoirs inhibiteurs sur les bactéries à Gram positif avec des 

diamètres d’inhibition de 6 mm. La souche G6 a manifesté une forte activité antagoniste 

contre Listeria monocytogenes CWBI 2232 avec une moyenne des  zones d’inhibitions de 

plus 6 mm.  

La figure 26 montre l’effet inhibiteur  des cultures jeunes des souches B13 et G6 et 

leurs SNC respectifs sur Listeria monocytogenes CWBI 2232.  
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Tableau 15. Activité antibactérienne des lactobacilles contre des bactéries pathogènes 

indicatrices. 

 

Bactéries 

indicatrices 

L. plantarum F12  L. brevis G6  L. paracasei B13 

 

Culture 

bactérienne 

 

SNC  

 

Culture 

bactérienne  

 

SNC  

 

Culture 

bactérienne  

 

SNC 

Escherichia coli 

ATCC 29522 
++ ̶ 

 

++ ̶  

 

+++ ̶ 

Escherichia coli 

 O111 

+++ ̶  + ̶  +++ ̶ 

Escherichia coli 

O55 

+++ ̶  ++ ̶  +++ ̶ 

Salmonella  

Typhimurium 
++ ̶  ++ ̶  +++ ̶ 

Listeria 

monocytogenes  

CWBI 2232 

+++ ++  +++ +++  +++ ++ 

Bacillus cereus 

CWBI 935 
++ ++  ++ ++  +++ ++ 

SNC : Surnageant Neutralisé et traité à la Catalase. 

(-) absence d’activité antimicrobienne, diamètre 0 ; (+) faible, diamètre compris entre 0 et 

3 mm ; (+ +) bon, diamètre compris entre 3 et 6 mm et (+ + +) forte, diamètre supérieur à  

6 mm. Chaque point de données est la moyenne des mesures répétées de 3 

expérimentations réalisées indépendamment ; n= 3. 
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Figure 26. Effet inhibiteur  des cultures des souches B13 et G6 et leurs surnageants (SNC) 

respectifs sur Listeria monocytogenes CWBI 2232 testé par la méthode des puits sur gélose 

MRS. 

(-) absence d’activité antimicrobienne, diamètre 0 ; (+) faible, diamètre compris entre 0 et 

3 mm ; (+ +) bon, diamètre compris entre 3 et 6 mm et  (+ + +) forte,  diamètre supérieur à 

6 mm. 
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5. Aspect sécuritaire 

5.1. L'activité hémolytique  

L’étude de l’activité hémolytique a été étudiée sur gélose Columbia au sang.                    

Ce milieu est utilisé pour la détection et la détermination des caractéristiques hémolytiques 

d’une souche bactérienne donnée. Les zones d’hémolyse se manifestent comme suit :                 

β-hémolyse (zones claires autour des colonies),  α-hémolyse (zone avec reflets verdâtres). 

Les souches L. plantarum F12, L. brevis G6 et L. paracasei B13 ont été testées  

pour leur pouvoir hémolytique. Les résultats sont représentés dans le tableau 16. Aucune 

zone d’hémolyse de type alpha ou béta  n’a été  observée autour des colonies des trois 

souches de Lactobacillus cultivées sur gélose Columbia au  sang humain.  

Tableau 16. Activité hémolytique des souches de lactobacilles. 

Souches 

Types d’hémolyses 

β-hémolyse α-hémolyse 

L. plantarum  F12 - - 

L. paracasei B13 - - 

L. brevis G6 - - 

(-)  absence d’hémolyse 

5.2. La résistance aux antibiotiques 

La sensibilité des souches de lactobacilles à 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 souches L. plantarum F12, L. brevis G6 et L. paracasei B13 ont été testées  

pour leur résistance aux antibiotiques.  Les résultats sont mentionnés dans le tableau 17. 

Les trois souches de Lactobacillus étaient résistantes à la céfoxitine (30µg), l'acide 
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nalidixique (30 µg), la vancomycine (30µg) et la triméthoprime (5µg) et sensibles aux 

autres antibiotiques testés à savoir la pénicilline (10U/I), l’ampicilline (10µg), 

l’oxacilline (1µg), l'érythromycine (15 µg), la clindamycine (2 µg), la streptomycine              

(10 µg), la gentamicine (10 µg),  les tétracyclines (30 µg) et le chloramphénicol (30 µg). 

Tableau 17. Résistance des souches de lactobacilles aux antibiotiques  

Antibiotiques 
Concentration 

disques 
L. plantarum  

(F12) 
 L. paracasei 

(B13) 
L. brevis                

(G6) 

Béta-lactamines 

Pénicilline  10U/I S S S 

Ampicilline 10µg S S S 

Oxacilline  1µg S S S 

Céfoxitine 30µg R R R 

Quinolones  

Acide Nalidixique 30µg R R R 

Macrolides  

Erythromycine 15µg S S S 

Lincosamides 

Clindamycine 2µg S S S 

Aminoglycosides 

Streptomycine 10µg S S S 

Gentamycine 10µg S S S 

Tétracyclines 

Tétracyclines 30µg S S S 

Phénicols 

Chloramphénicol 30µg S S S 

Glycopeptides 

Vancomycine 30µg R R R 

Sulfamides 

Triméthoprime 5µg R R R 

R : résistant, S : sensible. Chaque point de données est la moyenne des mesures répétées de 
3 expériences répétées indépendamment, n = 3. P <0,05. 
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6. L'identification des souches, à fort potentiel probiotique,  par séquençage du gène 

de l'ADNr 16S 

 

 D’après nos résultats les souches  F12, B13 et G6 ont été retenues comme souches  

à fort potentiel  probiotique. Leur identification phénotypique  a été confirmée par biologie 

moléculaire;  par séquençage du gène de l’ADNr 16S.  

6.1. Extraction de l’ADN et vérification de son intégrité  

Les ADN des  souches F12, B13 et G6 ont été extraits à raison de 3 échantillons par 

souche. L’intégrité  des ADN extraits des trois  souches de lactobacilles a été vérifiée. Les 

résultats sont mentionnés dans le tableau 18. 

La majorité des échantillons d’ADN extraits ont été conformes à la courbe 

caractéristique d’un ADN intègre (figure 16). Seules  les courbes de l’échantillon  (A) de 

l’ADN de  L. brevis G6 et  les échantillons (A) et (B) de l’ADN de  L. plantarum F12 

n’étaient pas conformes à la courbe et par conséquent leur valeurs de  DO et de 

concentrations d’ADN correspondantes n’ont pas été calculées.  

 

Le rapport d’intégrité a été calculé comme suit : 

 

 

Si le facteur d’intégrité est compris entre 1,7 et 2 : l’intégrité de l’ADN est considérée 

comme  très bonne. D’après le tableau 18 ; nous constatons que les facteurs d’intégrité de 

l’échantillon C de la souche G6,  l’échantillon C de la souche F12 et l’échantillon A de la 

souche   B13  ont  des   bons   facteurs   d’intégrité  de  1,9,  1,93  et 1,77 respectivement 

(valeurs mentionnées en rouge dans le tableau 18). Ces échantillons d’ADN ont été retenus 

pour la suite du travail. Les concentrations des ADN extraits en nanogramme par microlitre 

(ng/µl) ont  été  calculées  à partir des DO obtenues.  

 

DO260nm/DO280nm 
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Tableau 18. Résultats de la vérification de l’intégrité de l’ADN des souches de 

lactobacilles. 

Souches 

Echantillon 

(Répétition) 

Courbe Dilution 
DO à 

260 nm 

DO à 

280 nm 

Facteur 

d’intégrité 

Concentration 

de l’ADN 

(ng/µl) 

L. brevis 

G6 

A CNC 100 / / / / 

B CC 100 0,007 0,004 1,75 35 

C CC 100 0,019 0,010 1,9 95 

L. 

plantarum 

F12 

A CNC 50 / / / / 

B CNC 50 / / / / 

C CC 50 0,027 0,014 1,93 67,5 

L. 

paracasei 

B13 

A CC 50 0,085 0,048 1,77 212,5 

B CC 50 0,049 0,022 2,23 122,5 

C CC 50 0,065 0,031 2,01 162,5 

CNC : courbe non conforme, CC : courbe conforme, / : non déterminé. 
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Sachant que : une unité d’absorbance à 260 nm = 50 µg d’ADN/ml ;  

Sachant que 1µg =1000 ng et 1ml = 1000µl ; 

Donc la concentration de l’ADN en ng/ µl est calculée selon la formule suivante : 

 

 

 

Les résultats des concentrations obtenues sont  mentionnés en rouge dans le tableau 18. 

6.2. Amplification du gène ADNr 16S 

L’amplification du gène ADNr 16S a été donc  réalisée sur les échantillons C de la souche 

G6,  A de la B13 et C de la souche  F12. 

6.2.1. Vérification de la spécificité de l’amplification 

La migration des produits amplifiés a été effectuée pendant 20 minutes à raison de 

deux échantillons d’ADN par souche. La bande spécifique à 1500 bp se retrouve 

correctement pour les ADN des souches G6  (1 et 2), F12 (1 et 2) et la souche B13 (2) 

(figure 27). L’amplification s’est donc déroulée correctement, sauf pour l’un des 

échantillons de la souche B13. Il n’a pas été pris en considération pour les étapes suivantes. 

6.2.2. Dosage des produits PCR purifiés 

Le dosage des produits PCR purifiés a été réalisé par électrophorèse sur gel 

d’agarose en présence du marqueur de poids moléculaire MPM. Les résultats sont 

présentés dans la figure 28. 

La détermination des concentrations se fait en comparant l’intensité  de la bande à 

1500 pb de chaque échantillon à celle de la bande correspondante pour le marqueur de 

poids moléculaire dont la concentration est de 64 ng/µl. Si l’intensité est 2 fois plus 

importante pour l’échantillon, la concentration de celui-ci sera 2 fois plus importante que 

pour le MPM. 

 

La concentration de l’ADN en ng/µl  =  DO260nm X 50 X la dilution  
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Figure 27. Migration sur gel d’agarose des ADN amplifiés des souches de lactobacilles                               

à caractères probiotiques : G6, F12 et B13.  

 

 

Figure 28. Dosage des produits PCR purifiés des trois souches de lactobacilles à caractères 

probiotiques : G6, F12 et  B13. 
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Les volumes  d’ADN des trois souches de lactobacilles  à ajouter au milieu 

réactionnel pour le  séquençage du gène ADNr 16S ont été calculés à partir des résultats 

des dosages des produits PCR purifiés des ADN des souches mentionnés dans le tableau 

19.  Des dilutions appropriées ont été préparées à partir des concentrations (ng/µl) afin 

d’atteindre des volumes de 1µl. Les résultats sont mentionnés dans le tableau 20. 

Tableau 19. Mesure des concentrations des  produits purifiés de la PCR des souches de 

lactobacilles à caractères probiotiques G6, B13 et  F12. 

Echantillon 

Intensité par 

rapport au 

MPM 

Concentration (ng/µl) 

G6 Même intensité 64 

F12 2X plus intense 128 

B13 Même intensité 64 

                   MPM : marqueur de poids moléculaire.  

 

Tableau 20. Calcul des dilutions de l’ADN des  souches G6, F12 et B13 pour la réaction 

d’amplification du gène ADNr 16S 

Souches  
Concentration 

ADN (ng/µl) 
Dilution 

V ajouté 

(µl) 

G6 64 6 1 

F12 128 10 1 

B13 64 6 1 
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6.2.3. Purification et  séquençage du gène ADNr 16S 

Le séquençage des produits purifiés  de l’amplification du gène ADNr 16S des trois 

souches G6, F12 et  B13   a  été réalisé par la firme PROGENUS (Pour les séquences des 

trois souches voir Annexes). 

 

6.3. Traitement des séquences et identification des souches par analyse BLAST 

Les séquences du gène ADNr16S obtenues par Progenus  des trois souches G6, F12 

et  B13   ont été   traitées grâce au logiciel Vector NTI.  

Les séquences traitées ont été  comparées  à la  bases des données NCBI>BLAST 

via le site internet : www.ncbi.nlm.nih.gov.  

L’analyse BLAST des  séquences d'ADNr 16S correspondant aux  souches G6, F12 

et  B13  a confirmé leur identification préalable par système API CH50 comme L. 

paracasei B13,   L. plantarum F12   et  L. brevis G6 (Tableau 21). 

Les souches à caractères probiotiques L. paracasei B13,  L. plantarum F12   et  L. 

brevis G6 ont été enregistrées au Centre Wallon de Bio-Industrie (CWBI) et dans la base 

de données GenBank sous les numéros d'accès  JQ436724, JQ436723 et JQ436725                

(Tableau 21). 
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Tableau 21. Comparaison entre l’identification phénotypique (par API système) et 

moléculaire (ADNr 16S) des souches potentiellement probiotiques. 

 

Souches 
Identification 

API CHL 50 

Identification par ADNr 16S  

Identification 

Numéro 

d’accès  

GenBank 

CWBI\B-

1515* (B13) 

Lactobacillus 

paracasei 

Lactobacillus 

paracasei 
JQ436724 

CWBI/B-

1542* (G6) 

Lactobacillus 

brevis 

Lactobacillus 

brevis 
JQ436725 

CWBI/B-

1543* (F12) 

Lactobacillus 

plantarum 

Lactobacillus 

plantarum 
JQ436723 

* Code de la souche enregistré au Centre Wallon de Bio-Industries (CWBI).  
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DISCUSSION  

 Le but de cette étude était d’isoler et de caractériser des souches de lactobacilles             

à potentiel  probiotique à partir de selles d’enfants. Pour ce faire, nous nous sommes basés 

sur les recommandations de la FAO/OMS, (2002) pour la sélection de nouveaux 

probiotiques destinés  à l’utilisation chez l’Homme. 

L’isolement et la purification des bactéries lactiques sur milieu MRS gélosé                      

a conduit à la collection de 120 souches. Le milieu MRS est sélectif pour  Lactobacillus 

mais  quelques espèces  de BL appartenant aux genres   Leuconostoc et Pediococcus 

peuvent s’y développer. Par ailleurs, Il ne permet pas la culture des autres BL comme  

Carnobacterium, à cause de la présence de l’acétate, et les bifidobactéries qui nécessitent 

l’addition de la cystéine  au milieu de culture. La figure 29 montre les différents critères 

utilisés pour l’identification des genres de bactéries lactiques  selon Sutra et al., (1998).  

Etant donné que les lactobacilles  sont des bacilles ; l’examen microscopique des 

isolats,  nous a permis d’éliminer les souches aux formes cocciques correspondant aux 

genres Leuconostoc et Pediococcus (figure 29). Par conséquent sur les 120  BL testées, 52 

souches positives à la coloration de Gram, de forme bacillaire  ont été retenues. En 

outre,  l’examen macroscopique  de leurs  colonies obtenues sur gélose MRS  a révélé  

qu’elles étaient circulaires ou lenticulaires, de couleurs blanchâtres ou jaunâtres, rugueuses 

ou lisses. Elles appartenaient, via ces critères, au genre Lactobacillus (Sutra et al.,  1998 ; 

De Vos et al., 2009). 

Le test de la catalase a révélé que les 52 souches  étaient négatives à la réaction de 

la catalase. Selon le Bergey’s Manuel de la Systématique Bactérienne « les Firmicutes », 

les lactobacilles sont catalase négative (De Vos et al., 2009).  

À ce  stade de l’identification du genre, 52 isolats ont été identifiée appartenant 

au genre Lactobacillus.  Elles ont été retenues pour l’étape de l’identification des espèces.  
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Bactéries lactiques  Gram +, Catalase – 

 

 

 

                                        Forme régulière                                                                                                          Forme irrégulière 

 

 

             Cocci                                                                                             Bacilles                                                                      Bifidobacterium 

                                                                                                                                                                                                     MRS   + Cystéine  

 

Enterococcus, Pediococcus 

Leuconostoc, Streptococcus, Lactococcus 

                                                                      Croissance sur  milieu MRS              Pas de croissance sur milieu MRS  (présence  d’acétate) 

 

 

                                                                                   Lactobacillus                              Carnobacterium 

Figure 29. Identification des genres des bactéries lactiques (source Sutra et al., 1998).
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Un des critères d’identification des espèces de lactobacilles est l’étude du type 

fermentaire. Le métabolisme énergétique des lactobacilles est exclusivement fermentaire. 

Certaines espèces sont homofermentaires (homolactiques) ne produisant que l’acide 

lactique, d’autres hétérofermentaires (hétérolactiques) produisant de l’acide acétique, de 

l’acétaldéhyde, de l’éthanol et du dioxyde de carbone (CO2)  à côté de l’acide lactique    

(De Vos et al., 2009 ; Nanatani et Abe, 2011).  

Le test de Gibson Abdelmalek ne détermine pas le caractère obligatoire ou 

facultatif du type fermentaire. Par ailleurs, les Lactobacillus retrouvés dans notre étude         

se  subdivisent selon leur  type fermentaire  en trois groupes ;  suivant la classification 

d’Orla-Jensen  remaniée  par Kandler et Weiss et donnée par  le Bergey’s Manuel de la 

Systématique Bactérienne  « les Firmicutes » (De Vos et al., 2009) : 

· L.acidophilus, L. gasseri, L. ruminis et L. salivarius sont  homofermentaires 

obligatoires,  

· L. casei,  L. paracasei,  L. paracasei sp paracasei et L. plantarum sont 

homofermentaires et hétérofermentaires facultatifs,  

· L. brevis, L. fermentum, L. reuteri et  L. vaginalis sont hétérofermentaires 

obligatoires.   

 

L’identification des espèces  de lactobacilles, par API 50 CHL, a montré qu’elles 

étaient  représentées majoritairement par  L. fermentum,  le groupe  L. casei, L. gasseri 

suivis par  L. plantarum, L. salivarius, L. vaginalis et  minoritairement par L. brevis, L. 

reuteri, L. acidophilus  et L. ruminis. Ces espèces sont  rencontrées chez l’Homme sain 

(Reuter, 2001; Eckburg et al., 2005 ; Walter, 2008; Khalil et al., 2007 ;  Ozgun et Vural, 

2011). 

Les souches probiotiques,  pour être efficaces, doivent parvenir vivantes au site de 

leur action, à savoir l’intestin et donc résister  au cours  de leur passage aux conditions  

hostiles  de l’estomac telles que l’acidité et l’action de la  pepsine (Dunne et al., 2001). 

Durant le jeûne, le pH stomacal peut descendre très bas, jusqu’à atteindre 1,5 chez 

certaines personnes ce qui peut affecter fatalement  la croissance bactérienne (Draser et al., 

1969). 
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Les  lactobacilles, isolés dans notre travail, ont montré des comportements très 

différents vis-à-vis de leur sensibilité au pH 1.5.   Celui-ci  a eu  un effet drastique sur   la 

majorité des isolats mais six souches ont résisté à cette forte acidité après 2h d’incubation.  

Toutefois, on peut constater  que le pH à lui seul n’est pas  un bon critère pour évaluer  

la résistance des souches probiotiques au cours de  leur passage de l’estomac. Toutes 

les souches ont subi des pertes de viabilité  non  négligeables lorsqu’elles  sont  soumises  à  

des conditions gastriques  simulées  en comparaison  à  leur survie à pH 1,5 seul ;  voir 

même,  la souche  L. acidophilus  8* qui a été totalement inhibée  en présence de la 

pepsine et du pH 1,5. Les souches résistantes au jus gastrique simulé : L. plantarum F12,  

L. paracasei B13,   L. fermentum H2, L. brevis G6,  L. paracasei sp paracasei A20 ont 

montré des taux de survie plus ou moins intéressants  et variables d’une souche à une autre.  

Les lactobacilles sont naturellement bien adaptés à des pH bas (Van de Guchte et 

al., 2002) par leur production d’acide(s) organique(s) lors de la fermentation lactique. Par 

conséquent, chez l’Homme, après ingestion, les lactobacilles rencontrent un autre 

environnement acide, l’estomac, et certaines souches peuvent s’adapter  au pH stomacal 

très  bas (Van de Guchte et al., 2002, Nanatani et Abe, 2011).  Les lactobacilles  peuvent  

réagir au stress acide par trois mécanismes  (Lim et al., 2000; Lorca et al., 2002) : en 

limitant l’entrée des acides dans leur cytoplasme, en alcalinisant le milieu intracellulaire 

grâce aux ATPases (Poolman  et al., 1991 ; Nanatani et Abe, 2011) et en protégeant les 

macromolécules contre les dérivés chargés  par les protéines chaperonnes dont la fonction 

est d’assister d’autres protéines en assurant un repliement spatial adéquat (Lim et al., 2000; 

Lorca et al., 2002). 

Dans  la fermentation malolactique, réalisée par les espèces hétérofermentaires, le 

L-malate est décarboxylé dans le cytoplasme par les enzymes malolactiques pour produire 

le L-lactate et du CO2. Cette décarboxylation permet l’alcalinisation du cytoplasme et la 

production d’ATP (Poolman et al., 1991 ; Nanatani et Abe, 2011). Les six souches acido-

résistantes sélectionnées dans notre étude sont hétérofermentaires.  L. fermentum H2 et          

L. brevis G6 sont hétérofermentaires obligatoires ;  L. plantarum F12,  L. paracasei B13 et    

L. paracasei sp paracasei A20 sont hétérofermentaires facultatifs. Ceci laisse à supposer 

que leur résistance à l’acidité est due,  entre autres, à ce mécanisme de résistance par 

fermentation malolactique. 
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Dans l'estomac, en plus  du pH bas, les probiotiques sont aussi, soumis  au stress de 

l'enzyme protéolytique ; la pepsine (Holzapfel et al., 1998). Dans la présente étude, 

l'addition de la  pepsine aux conditions acides a provoqué une perte plus au moins 

importante de la viabilité bactérienne, selon les  souches testées, par rapport à l’acidité 

seule.  Vamanu et Vamanu, (2010); Vamanu et al., (2011) ont rapportés des résultats 

similaires aux nôtres en constatant que la présence de la pepsine, en plus du pH bas, avait 

démunie d’une manière importante la viabilité des souches  de L. plantarum, L. paracasei 

et L. rhamnosus testées.  

D’autre part, plusieurs études ont montré que des souches d’origine humaine 

appartenant aux espèces : L.acidophilus,  L. brevis, L. fermentum,  L. plantarum   et  au 

groupe L. casei possèdent  une tolérance aux conditions stomacales (Dunne et al., 2001 ; 

Lim et al., 2000; Lorca et al., 2002; Khalil et al., 2007; Xiaodong et al., 2009; Kirtzalidou 

et al., 2011).  

Les taux de survie intéressants, aux  conditions gastriques simulées,  observés  avec  

les souches  L. plantarum F12,  L. paracasei B13,  L. brevis G6,  L. fermentum H2 et              

L. paracasei sp paracasei A20 laissent  à suggérer leur capacité à  transiter  l'estomac 

et atteindre le niveau intestinal. 

L'un des rôles des acides biliaires est l'inhibition de la prolifération de bactéries 

dans la partie supérieure de l'appareil digestif, chez l’Homme, par désassemblage des 

membranes biologiques.  La concentration moyenne de la bile intestinale est considérée 

comme étant de 0,3% P/ V, en outre, le temps de passage est suggéré être  de 4 heures 

(Parasad et al., 1998).  

L’effet de la pancréatine, sans la bile, ne semble pas affecter  la viabilité des 

souches de lactobacilles testées. Nos résultats sont similaires à ceux retrouvés par Köll           

et al., (2010) sur des souches de lactobacilles  isolées de la matière fécale chez l’Homme 

dans le but d’isoler de nouveaux probiotiques. D’autre part, la présence de la bile dans le  

jus gastrique simulé a provoqué, selon les souches, une diminution plus ou moins  

importante  de la survie des lactobacilles. Dans ces conditions, quatre souches  ont 

exhibées une bonne tolérance à la bile. Il s’agit de L. plantarum F12, L. paracasei B13,  

L.brevis G6 et L. paracasei sp paracasei A20.  
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Plusieurs études ont montré l’habilité  des  lactobacilles à survivre dans des 

conditions mimant le suc  du petit intestin de l’Homme. A l’instar de nos souches ; des  cas 

de résistances aux conditions intestinales simulées  ont été observés avec  des souches 

appartenant aux  espèces : L. plantarum, L. paracasei, L. paracasei sp paracasei et                 

L. brevis  (Dunne et al., 2001 ; Haller et al., 2001; Vamanu et Vamanu, 2010 ; Guo et al., 

2010 ; Köll et al., 2010). 

Les mécanismes de résistance des lactobacilles  aux sels biliaires  sont de mieux en 

mieux connus (Pfeiler et Klaenhammer, 2009).  Les lactobacilles  sont capables de 

métaboliser les acides biliaires ce qui les protègent contre la bile. L’un des mécanismes de 

cette résistance ; c’est la déconjugaison des acides biliaires par les enzymes biles salts 

hydrolase (BSH). L’hydrolyse libère les glycines et/ou les taurines du noyau stéroïde ce 

qui a pour effet de diminuer la solubilité de la bile à pH bas et de réduire ses activités 

détergentes (Begley et al., 2006 ; Hamon et al., 2011). 

Un autre mécanisme responsable de la résistance des lactobacilles aux sels biliaires 

est l’extrusion de la bile. Ce mécanisme est réalisé grâce  aux systèmes multidrug 

resistance (MDR). Les MDR sont  responsables de la résistance à de nombreux composés 

toxiques comme les antibiotiques, les solvants organiques, les détergents et les sels 

biliaires (Sami et al., 1997 ; Whitehead et al., 2008 ; Pfeiler et Klaenhammer, 2009). 

Afin d’exercer leurs effets bénéfiques, les probiotiques doivent adhérer aux 

cellules épithéliales ou  au mucus intestinal et persister dans l’intestin (Collado et al., 

2005; Xiaodong et al., 2009). La capacité des probiotiques  à adhérer aux surfaces des 

muqueuses empêche leur évacuation rapide par la contraction intestinale et après 

écoulement péristaltique du digeste.  

Les résultats de l’étude de l’adhésion aux cellules Caco-2 ont montré une différence 

dans la capacité des souches à adhérer aux cellules Caco-2. Les souches L. paracasei B13 

et  L. brevis G6 ont exhibé  une bonne adhérence par comparaison à celle de  la souche de 

référence, commercialisée comme probiotique ; L. rhamnosus  GG ATCC 53103  dont le 

taux d’adhésion aux cellules Caco-2 est de (9,7%) (Tuomola et Salminen, 1998 ; Ren et al., 

2012). L. plantarum  F12  a manifesté le taux le plus fort d’adhérence (9,66%) comparable 

à celui de L. rhamnosus  GG ATCC 53103. 



 

 

 

94 

 

Les cellules Caco-2 se différentient spontanément  dans des conditions standard de 

culture. Une fois différenciées ; elles expriment les caractéristiques des cellules épithéliales 

intestinales ; les entérocytes matures  (Pinto et al., 1983). L’adhésion entre les cellules 

Caco-2 enterocyte-like et les bactéries probiotiques se fait par interactions entre  récepteurs 

spécifiques eucaryotes et ligands bactériens.  

Plusieurs mécanismes d’adhésion des lactobacilles aux cellules caco-2 ont été 

décrits. Ils ont été détaillés dans la partie bibliographique de ce travail.  Ces mécanismes 

impliquent plusieurs protéines des structures  de surface. Parmi ces protéines ; les 

adhésines retrouvées chez plusieurs souches de lactobacilles  (Ton-That et al., 2004 ; 

Marraffini et al., 2006).  Il a été démontré aussi que la protéine SlpA de L. brevis ATCC 

8287 adhérait à des lignées cellulaires épithéliales humaines et à la fibronectine (Hynonen 

et al., 2002). Antikainen et al., (2002) ont démontré que la protéine CbsA de                          

L. crispatus JCM 5810 pouvait adhérer aux collagènes, à la laminine et aux acides 

lipotéichoïques. D’autres protéines de surface  ont été décrites  impliquant  la liaison des 

Lactobacillus à l’un des composants  des cellules épithéliales ; le mucine  (Coconnier et 

al., 1992 ; Roos et Jonsson , 2002).  

Des molécules non protéiques (fractions  saccharidiques de surfaces, acide 

lipotéichoïque) ont été décrites comme favorisant l’adhésion des lactobacilles  mais elles 

ne sont pas pour l'instant précisément identifiées (Velez et al., 2007). D’autres structures 

de surface  comme les fimbriae ont été supposées  être impliqués dans  l'adhésion des 

lactobacilles. Des gènes codant pour des fimbriae ont été retrouvés dans le génome de                 

L. johnsonii NCC533 (Pridmore, 2004). 

Nos résultats  sont en accord  avec  plusieurs travaux qui ont démontré l’adhésion 

aux cellules de lignées humaines de certaines souches appartenant aux espèces :                            

L. paracasei (Verdenelli et al., 2009),  L. plantarum ATCC 8014 (Tuomola et Salminen, 

1998)  et L. brevis ATCC 8287 (Hynonen et al., 2002). 

La forte adhérence des souches B13, G6 et F12  aux  cellules Caco-2 suggère 

leur capacité à adhérer  au tissu d'épithélium intestinal humain et d'être en 

concurrence avec des agents entéropathogènes. En effet, l’adhésion aux cellules 

intestinales est reconnue comme l'un des principaux mécanismes qui permet aux bactéries 

probiotiques de bloquer les infections entériques (Mack et Lebel, 2003). Des auteurs ont  
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observé une diminution de l'adhésion de plusieurs bactéries pathogènes avec une relation 

directe entre la dose de probiotique ajoutée sur le taux de réduction de l'adhésion. Parmi les 

pathogènes inhibés, on retrouve différents types d’E. coli (entérotoxigénique, ETEC; 

entéropathogénique, EPEC; et diarrhégénique, DAEC), Salmonella Typhimurium, Listeria 

monocytogenes, Yersinia pseudotuberculosis et Klebsiella pneumoniae (Bernet et al., 

1993; Coconnier et al., 1993; Forestier et al., 2001). 

Aussi, de plus en plus d'études sur l'inhibition de l'adhésion de pathogènes 

entériques, in vitro, par des bactéries probiotiques mentionnent la possibilité qu'une 

augmentation de la sécrétion de mucus par les cellules intestinales pourrait expliquer l'effet 

inhibiteur des probiotiques. Lorsque L. plantarum 299v est incubé avec des cellules 

épithéliales HT-29, une augmentation des niveaux de sécrétions de mucine est 

automatiquement accompagnée d'une réduction de l'adhésion d' E. coli  entéropathogène 

EPEC (Mack et al., 1999). De plus,  L. casei rhamnosus et L. casei Shirota ont aussi 

montré un effet sur la production de mucus conduisant à  une diminution de l'adhésion et à 

l'exclusion de E. coli et de Salmonella sp (Mattar et al., 2002 ; Lee et al., 2003). 

L'activité antibactérienne d’un probiotique est primordiale pour la colonisation 

réussie  des muqueuses intestinales.  Elle lui assure  un effet de barrière et de défense 

contre les pathogènes (Vaughan et al., 1999). Les  lactobacilles, d’origine humaine, 

peuvent produire des substances antimicrobiennes, actives in vitro et in vivo sur les 

pathogènes. Ces substances sont les  acides organiques, le peroxyde d’hydrogène et les  

bactériocines (Servin, 2004). 

Les résultats de l’étude de l’activité antibactérienne des trois souches testées                    

L. paracasei (B13),  L. brevis (G6) et L. plantarum (F12) ont montré que leurs cultures 

d'une nuit ont eu une forte activité antagoniste contre les bactéries pathogènes indicatrices. 

En revanche, les SNC : surnageants  neutralisés à pH 6,5 (élimination de l’effet pH bas) et 

traités avec de la catalase (élimination de l’effet de l’H202)  étaient  incapables d'inhiber 

aucun des pathogène Gram-négatif testés. Ceci suggère que l'activité antagoniste de nos 

souches  contre des bacilles  Gram  négatifs est due à l'action  du pH bas ou à  l’ H2O2 ou 

une action synergétique entre les substances antibactériennes synthétisées par les 

lactobacilles. 
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L’activité antibactérienne des acides organiques contre les germes pathogènes 

s’explique par leur diffusion passive à travers la membrane bactérienne sous leur forme 

non dissociée et l’acidification du cytoplasme après dissociation qui se traduit par 

l’inhibition de  l’activité enzymatique cellulaire des pathogènes acidosensibles. (Aiba          

et al., 1998 ; Alakomi et al., 2000 ; Lavermicocca et al., 2008). Dans  étude réalisée, in 

vitro, Hütt et al., (2006) ont démontré  l’activité anti-Salmonella  associée aux acides 

organiques et aux pH acides  produits par trois souches de lactobacilles, L. paracasei 

8700:2, L. plantarum 299V et L. fermentum ME-3, en conditions microaérophiles.  

 En outre, en milieu acide,  la compétitivité bactérienne des lactobacilles est 

avantagée par rapport aux autres bactéries à cause de leur tolérance à l’acidité (Servin, 

2004 ; Tejero-Sarinena et al., 2012 ).  

Les lactobacilles sont catalase-négatifs et certaines souches peuvent accumuler du 

peroxyde d'hydrogène (Condon, 1996). Le peroxyde d’hydrogène est toxique et capable 

d’inhiber de nombreux germes pathogènes qui ne peuvent pas le dégrader (Otero et             

Nader-Macias, 2006;  Pridmore et al., 2008).  

Nous avons constaté que les SNC des souches de lactobacilles,  contrairement avec 

les Gram négatif,  ont eu une bonne activité antimicrobienne sur les bactéries à Gram 

positif, Listeria monocytogenes et Bacillus cereus. Cela est probablement dû à des 

substances supposées bactériocines. Les lactobacilles sont  largement connus pour leur 

production de bactériocines (Todorov, 2005 ; Dortu et Thonart, 2009). Nos résultats sont 

en accord avec  les données publiées  par Dortu et Thonart (2009), où les auteurs 

rapportent  qu'aucune bactériocine produite par des BL active contre les bactéries à Gram 

négatif n’a été décrite. En raison de la structure de la paroi des bactéries à Gram négatif, 

les bactériocines ne peuvent pas traverser la membrane externe pour accéder à la 

membrane interne, le site de leur activité.  

Les bactériocines agissant généralement sur la membrane cytoplasmique des 

cellules sensibles (Gram +) et cela par la formation de petits pores membranaires (Luquet 

et Courrieu, 2005). Le résultat de cette action est un efflux rapide des petits composés 

cytoplasmiques tels que les ions, les acides aminés, l’ATP, etc. Cette augmentation de la 

perméabilité membranaire va conduire à la dissipation des deux composants de la force 

proton motrice FPM : un composant électrique, le potentiel électrique et un composant 
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chimique, le gradient du pH. La FPM  joue un rôle central dans la synthèse de l'ATP, le 

transport actif et la mobilité bactérienne et donc sa désorganisation entraine  la cessation 

rapide des activités cellulaires et  la mort de la cellule (Luquet et courrieu, 2005 ; Dortu et 

Thonart, 2009). 

Lors d’expériences, in vitro, certains auteurs ont proposé une action synergétique 

entre les substances protéiques antimicrobiennes et les acides organiques pour expliquer 

l’action inhibitrice des bactéries probiotiques. Ainsi, Gopal et al., (2001) ont mené une 

série d’expériences pour étudier l’inhibition, in vitro, d’une souche d’E. coli 

entérotoxinogène par L. rhamnosus DR20, L. acidophilus HN017 et Bifidobacterium lactis 

DR10. Le prétraitement d’E. coli  avec les surnageants de culture des bactéries réduit 

l’adhésion de ce pathogène avec les cellules Caco-2. Les auteurs ont  suggérer que les 

substances protéiques antibactériennes inhibe E. coli en agissant en concert avec le ou les 

acide(s) produit(s). Selon Alakomi et al., (2000) ; Servin et al., (2003) ceci s’expliquerait 

par une diminution du pH qui provoque une perméabilisation de la membrane externe             

des bactéries à Gram-négatif facilitant ainsi la pénétration d’autres substances 

antimicrobiennes telles que les bactériocines. 

L’inhibition de la croissance des pathogènes peut également s’effectuer par un 

processus de restriction des nutriments. Il est évident que la capacité des microorganismes 

à entrer en compétition pour limiter les nutriments disponibles est un facteur non 

négligeable qui détermine la composition du microbiote. Ainsi, une augmentation du 

nombre de lactobacilles obtenue lors d’un traitement probiotique permettrait de diminuer 

les substrats disponibles pour l’implantation de microorganismes pathogènes (Fooks et 

Gibson, 2002).  

Plusieurs études ont montré l’effet des souches de lactobacilles contre les 

entéropathogènes utilisées dans notre étude : contre E. coli entéropathogènes (Alakomi et 

al., 2000 ; Gopal  et al., 2001 ; Servin 2004), contre Salmonella Typhimurium  (Servin, 

2004  ; Hütt et al., 2006 ;  Rishi et al., 2011; Tham et al., 2011) contre   L. monocytogenes 

(Coconnier et al., 1993 ; Servin et Coconnier, 2003; Sevin,  2004 ; Collado et al., 2005) et 

contre B. cereus (Dunne et al., 2001 ; Servin, 2004;  Rossland et al., 2005). 

Ainsi, les données relatives à l’activité antibactérienne des souches probiotiques              

de lactobacilles sont abondantes dans la littérature. Toutefois, il est important de noter que 
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chaque souche est unique et les mécanismes associés à des souches particulières ne 

peuvent pas être extrapolés à tous les microorganismes probiotiques (FAO/OMS, 2002). 

Chaque souche doit être étudiée de façon indépendante. De plus en plus d’équipes de 

recherche travaillent actuellement pour identifier ces mécanismes d’action de probiotiques 

particuliers contre certains pathogènes. 

 Dans notre étude, nos souches ont  montré une forte activité antibactérienne ; 

ceci renforce leur choix pour une éventuelle utilisation, après des études cliniques, dans 

l’inhibition des bactéries entéropathogènes impliquées dans les diarrhées infantiles. 

Les lactobacilles, bien qu'ils portent le statut GRAS (generally recognized as safe ; 

généralement reconnu comme sûr), doivent être soumis, in vitro, comme tous les micro-

organismes à des tests de sécurité (Tannock, 2003; FAO/OMS, 2002).  

Nos souches testées L. plantarum F12, L. paracasei B13 et  L. brevis G6 n’ont pas 

présenté d’activité hémolytique.  Köll et al., (2010) ont rapporté des résultats similaires 

aux nôtres sur des souches isolées chez l’Homme. Aussi, Ouwehand et al., (2004) n’ont 

observé aucun type d’hémolyse avec des souches de lactobacilles isolées chez des  patients 

avec des cas de bactériémies  par comparaison de leur caractères phénotypiques avec  la 

souche commerciale L. rhamnosus GG. En revanche d’autres études ont rapporté des cas  

d’alpha-hémolyses chez des souches vaginales de lactobacilles (Brzin, 1972 ;  Darbro et al., 

2009). 

 La détermination de l'activité hémolytique est l'une des exigences de sureté des 

souches probiotiques. Les microorganismes probiotiques doivent être dénués de toutes 

formes de pathogénicité (FAO/OMS, 2002). En effet, les probiotiques sont des organismes 

vivants et de ce fait, ils peuvent être responsables théoriquement  d'effets secondaires 

comme des risques d'infections systémiques (Gupta et al., 1995 ; Salminen et al., 1998). 

Les lactobacilles ont été associés  depuis longtemps aux fermentations alimentaires en tant 

que partie d’aliments et de suppléments alimentaires chez l’Homme et sont généralement  

considérées comme étant sans danger  (Gasser, 1994). Toutefois, l’isolement croissant des 

bactéries lactiques dans des infections cliniques (Aguirre et Collins, 1993 ; Kochan et al., 

2011) impose  l’étude de leur innocuité en tant que souches  probiotiques (FAO/OMS, 

2002). 
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L'absence de tout signe d'hémolyse indique l'aspect sécuritaire de nos 

souches : L. plantarum F12, L. paracasei B13 et  L. brevis G6.  

Un autre aspect important de la sécurité sanitaire des probiotiques destinés à  

l'Homme est le profil de la résistance aux antibiotiques. En effet, comme pour toutes les 

bactéries ; les souches probiotiques ont montré une résistance aux antimicrobiens 

(Salminen et al., 1998). Dans ce contexte, il est recommandé d'étudier le profil de  

résistance des probiotiques pour les antibiotiques (FAO/OMS, 2002). La distinction entre 

la résistance naturelle et acquise aux médicaments antimicrobiens est d'une grande 

importance. La résistance acquise constitue un grand risque de transmission de gènes de 

résistance à des bactéries intestinales pathogènes et commensales (Ishibashi et Yamazaki, 

2001).  

Les trois souches de lactobacilles  testées étaient sensibles à neuf antibiotiques sur 

treize. En accord avec nos résultats, des  études ont rapporté  que les lactobacilles sont 

généralement sensibles aux antibiotiques inhibiteurs de la synthèse des protéines, comme  

le chloramphénicol, l'érythromycine, la clindamycine et les tétracyclines (Temmerman   et 

al., 2002 ; Coppola et al., 2005 ; D'Aimmo et al., 2007)  et sensibles aux antibiotiques 

inhibiteurs de la paroi bactérienne telles que les  béta-lactamines comme  la pénicilline, 

l’ampicilline, l’oxacilline (Charteris et al., 1998, Danielsen et Wind, 2003 ; Kacem et 

Karam, 2006 ; Coppola et al., 2005 ; Ammor et al., 2007 ; Khöll et al.,2008).  Pour la 

gentamicine et la streptomycine,  nos souches étaient sensibles à ces deux antibiotiques. 

Des résultats similaires aux nôtres ont été rapportés par Khôll et al., 2008).  Contrairement, 

certains chercheurs ont signalé  des cas de résistances de Lactobacillus à ces deux 

antibiotiques  (Charteris et al., 1998 ; Sami et al., 1998 ; Coppola et al., 2005). 

Pour la vancomycine nos résultats sont en accord avec ceux retrouvés par Elisha et 

Courvalin, (1995) ; Danielsen et Wind (2003) ; Elkins et Mullis, (2004); Mathur et Singh 

(2005) ; Ammor et al., (2007).  Selon  ces auteurs, les espèces hétérofermentaires de 

lactobacilles sont  naturellement résistantes à la vancomycine, alors que les espèces 

homofermentaires sont sensibles à cet antibiotique. Nos  trois souches testées  L. paracasei 

B13,   L. plantarum F12   et  L. brevis G6 sont des hétérofermentaires ce qui concorde avec 

ces données. La résistance intrinsèque des lactobacilles hétérofermentaires à la 

vancomycine est due à la présence de  D-Ala-D-lactate dans leur peptidoglycane  au lieu 
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du normal dipeptide D-Ala-D-Ala cible de la vancomycine (Ammor et al., 2007). 

Les lactobacilles sont généralement sensibles aux béta-lactamines ; mais ils sont  

naturellement résistant  aux céphalosporines de deuxième génération comme la céfoxitine 

(Danielsen et Wind, 2003) dont le mécanisme de résistance n'est pas complètement 

élucidé,  mais l'imperméabilité de la membrane cellulaire a été suggérée (Elkins et Mullis, 

2004 ; Ammor et al., 2007). Les lactobacilles ont également une résistance  intrinsèque  

aux quinolones, telle que  l'acide nalidixique par un mécanisme de résistance mal connu              

(Hummel et al., 2007 ; Ammor et al., 2008 ). La résistance à caractère intrinsèque à des 

inhibiteurs de synthèse d'acides nucléiques comme le triméthoprime et les sulfamides a été 

également signalée chez les lactobacilles (Charteris et al., 1998 ; Katla et al., 2001 ; 

Ammor et al., 2008 ). 

Le profil de résistance de nos souches semble être intéressant. Ceci est lié, peut-

être,  au fait  que ces souches ont été collectées dans des zones rurales où les gens ont 

généralement une alimentation naturelle et traitent avec des méthodes rationnelles. Ce qui  

limite l'utilisation des antibiotiques et par conséquent limite l'émergence  des souches à 

résistance acquise dans cette catégorie de la population. En outre, les résistances observées 

avec nos souches à la céfoxitine, l’acide nalidixique, la vancomycine et le triméthoprime 

semblent être naturelles. La résistance intrinsèque n'est pas horizontalement transférable, et 

ne pose aucun risque dans des bactéries non pathogènes (Mathur et Singh, 2005).  

La résistance naturelle des lactobacilles à une  gamme d'antibiotiques 

cliniquement importants permet leur  utilisation  comme probiotiques  «surs» ou leur 

emploi en thérapie de combinaison, antibiotique / probiotique, contre les infections 

bactériennes. En effet, de récentes études ont été menées sur les probiotiques, en 

combinaison avec des antibiotiques, comme une alternative à l'antibiothérapie chez 

l’Homme, en raison de l’émergence  et l’augmentation des  souches bactériennes 

résistantes aux antibiotiques  (Borriello et al., 2003, Rishi et al., 2011). Toutefois, selon 

Sami et al., (1998) ; Saarela et al., (2000) ; FAO/OMS, (2002),  il est important de 

confirmer que la résistance aux antibiotiques de la souche probiotique est d'origine 

intrinsèque ou est portée par des éléments génétiques hautement transférables, tels que les 

plasmides et les transposons. 

L'identification des souches probiotiques par les méthodes de biologie 
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moléculaire et leur dépôt dans des bases des données a été recommandée par la              

FAO /OMS (2002). 

À la suite de notre étude, trois souches à haut profil probiotique ont été retenues 

(G6, F12 et  B13). Leur  identification par le séquençage du gène de  l'ADNr 16S  a 

confirmé leur identification préalable par système API CHL comme L. paracasei B13,                   

L. plantarum F12   et  L. brevis G6. Elles ont été enregistrées au Centre Wallon de Bio-

Industrie (CWBI) et dans la base de données GenBank sous les numéros d'accès  

JQ436725 (G6), JQ436724 (B13) et JQ436723 (F12).  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Les lactobacilles isolés chez l’Homme, pourraient  être, par excellence, de bons 

candidats probiotiques par considération qu’ils sont des composants normaux et bénéfiques 

du microbiote intestinal humain et en vue  de leur longue  histoire d'utilisation comme 

microorganismes « surs » dans l'industrie alimentaire. 

L’objectif principal de cette étude était d’isoler  des souches de lactobacilles à 

caractères probiotiques, à  partir de selles d’enfants Algériens, dans une perspective de leur  

utilisation  pour la prévention et le contrôle des diarrhées infectieuses infantiles qui restent 

toujours  l’une des premières causes de mortalités chez l’enfant en Algérie.  

Cette recherche s’est intéressée principalement à l’étude de la résistance, des 

souches de lactobacilles isolées, aux conditions gastriques et intestinales simulées, à leur  

adhésion aux cellules épithéliales de la lignée humaine Caco-2 et leur activité  

antibactérienne contre des germes pathogènes intestinaux. L’aspect sécuritaire des souches 

probiotiques a été également étudié via leur activité hémolytique et leur  résistance aux 

antibiotiques.  

Ainsi, une collection  de 52 souches  de lactobacilles a été mise en place  parmi 120 

souches de bactéries lactiques isolées. 

Par rapport à l’évaluation de leurs aptitudes probiotiques : 

Ø l’étude de l’habilité à survire dans des  conditions gastriques  simulées (action 

combinée de la pepsine et  pH 1,5) a conduit à cinq souches résistantes. Le taux le 

plus élevé  a été observé avec L. plantarum F12, suivie par L. paracasei B13,                

L. fermentum H2,  L. brevis G6 et L. paracasei sp paracasei A20 ; 

 
Ø l’étude de l’habilité, de ces cinq souches résistantes au jus gastrique simulé, aux 

conditions  mimant l’intestin a conduit à 4 souches présentant une bonne tolérance 

aux sels biliaires et à la pancréatine. Le plus haut taux de résistance a été observé 

avec L. plantarum F12, suivie par L. paracasei B13,  L.brevis G6 et enfin                        

L. paracasei sp paracasei A20 ; 
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Ø l’étude de l’adhésion aux cellules Caco-2   des  souches résistantes aux conditions 

gastro-intestinales simulées a permet  de sélectionner  3 d’entre elles exhibant   une 

bonne adhérence. Il s’agit de : L. paracasei B13, L. brevis G6, et en particulier, la 

souche L. plantarum  F12 qui  a manifesté le taux le plus fort d’adhérence ;  

 
Ø par ailleurs, l’étude de leur activité antibactérienne a montré un profil d’inhibition 

intéressant pour toutes les souches, contre les bactéries pathogènes testées. 

 

Enfin, par rapport à leur aspect sécuritaire, les trois souches sélectionnées étaient  

non hémolytiques et leur  résistance aux antibiotiques semblait  être  naturelle ce qui 

présume le caractère non transférable de leurs gènes de résistance. 

L’évaluation des aptitudes probiotiques a conduit donc à une sélection  de trois 

souches de lactobacilles à haut profil probiotique via l’ensemble des critères testés. En 

outre, leur aspect sécuritaire semble intéressant. Leur identification, comme recommandé 

pour les nouvelles souches probiotiques,  a été confirmée par le séquençage du gène ADNr 

16S. Il s’agit de : L. paracasei B13, L. brevis G6 et L. plantarum F12. Ces souches  ont été 

déposées à la GenBank. 

 Pour conclure, notre travail nous a permis de sélectionner trois souches à fort 

potentiel  probiotique et un profil sécuritaire présumé intéressant. D’autre part, cette  étude 

contribue par l’apport de certaines  connaissances sur les probiotiques chez l’Homme ; un 

sujet  qui reste mal connu, chez nous, aussi bien par le consommateur que par le comité 

scientifique et les professionnels de santé.  

 Cette  recherche s’inscrit dans une perspective d’une future utilisation des  souches 

probiotiques   sélectionnées   dans  le   contrôle   des   diarrhées   infectieuses  infantiles, 

par conséquent d’autres études sont  nécessaires pour  justifier  leur emploi en tant que 

telles.  Ces études doivent être axées sur : 

· l’étude de leurs mécanismes d’action ; 

· la confirmation de leur profil de résistance aux antibiotiques ; 

· l’évaluation de leurs aptitudes technologiques ; 
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· l’étude de leur pouvoir antimicrobien afin de prouver leur efficacité  par des études 

cliniques, in vivo, qui ne peuvent être réalisées que par l’implication des 

professionnels de la santé.  
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ANNEXE 1 

 

Coloration de Gram 

 

- Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre ; 

- Prélever un ose  d’une colonie et mélanger avec la goutte d‘eau physiologique, strier et 

fixer  à la chaleur par passage rapide sur la flamme d‘un bec benzène ;  

- Ajouter le Violet de Gentiane pendant 1mn, jeter le colorant ; 

- Ajouter le Lugol pendant 1mn ; 

- Décolorer avec de l’alcool pendant 30 secondes ;  

- Ajouter le deuxième colorant, la Fushine et laisser 1 mn puis laver à l’eau ; 

- Sécher la lame et mettre une goutte d’huile à immersion  puis passer à l’observation 

microscopique au grossissement X100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE 2 

Composition des milieux de culture 

 

Milieu MRS (g/l) 

Peptone 10 g     

Extrait de viande 10 g 

Extrait de Levure 5 g   

Glucose 20 g 

Phosphate dipotassique 2 g 

Acétate de sodium  5 g  

Tween 80 (polysorbate 80) 1 g 

Citrate d’ammonium 2 g 

Sulfate de magnésium 0,2 g 

Sulfate de manganèse   0,1 g 

Agar 15 g 

pH  5,7 ± 0,1. Stérilisation à 120°C 

 

Milieu Gibson Abdelmalek (pour un litre) 

Extrait de levure   2,5 g  

Glucose    50 g 

Jus de tomate    100 g 

Lait écrémé    50 ml 

Gélose nutritive    200 ml 

pH 7.  

 

 



Gélose Columbia (g/l) 

Peptone     23 g 

Amidon de mais    1 g 

Chlorure de sodium    5 g 

Agar      10 g 

Sang humain     5% 

pH 7,3  

 

Eau peptonée (g/l) 

Peptone exempte d’indole 10 g 

Chlorure de sodium 5 g 

pH 7,2 

 

Bouillon nutritif (g/l) 

Peptone  10 g 

Extrait de viande  5 g 

Chlorure de sodium  5 g  

pH 7 

 

Gélose Muller - Hinton (pour un litre) 

Infusion de viande de bœuf  300 ml 

Peptone de caséine 17,5 g 

Amidon de maïs 1,5 g 

Agar 17 g 

pH = 7,4 



ANNEXE 3 

 Composition des tampons  

Tampon phosphate pH 7,2 

· Phosphate dipotassique 1M : K2HPO4, pm 174g mol-1 ; peser 87,09g pour 500 ml ; 

· Phosphate monopotassique 1M : KHPO4,  pm 68,045 ; peser 68,045 g pour 500 ml. 

Le tampon phosphate 0,1M pH 7,4 à 25°C est obtenu par mélange de 80,02 ml de                 

phosphate dipotassique  et 19,08 ml de phosphate monopotassique.  

 

Tampon Tris Acétate EDTA (TAE) 

Pour la préparation d'un litre de solution stock concentrée cinquante fois (50X) de tampon 

TAE pH 8,0 : 

· 242 g Tris Base 

· 57,1 mL acide acétique glacial 100 % 

· 100 mL EDTA 0,5M 

· quantité suffisante pour 1000 ml d'eau distillée (~800mL) et ajuster le pH 8 

 

Tampon Tris Borate EDTA (TBE) 

Pour la préparation d'un tampon TBE (1X) pH 8,0: 

· 10,78 g (89 mM) TRIS, 

· 5,50 g (89 mM) Acide borique, 

· 0,58 g (2 mM) EDTA disodium salt ; 

Mettre dans une fiole jaugée et mettre la quantité suffisante pour 1000 ml d'eau distillée. 

Pour une concentration 10X, multiplier les quantités par 10. 



Tampon de la Taq polymérase : KCL-Mg Cl2 (concentration 10X) 

· 100 mM Tris-HCl  

· 500 mM KCl 

· 15 mM MgCl2 

          (pH 8.3  à 20°C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE 4 

Antibiogramme des souches Escherichia coli O55, Escherichia coli O111 

et Salmonella Typhimurium 

Technique  

Des cultures des souches d’entérobactéries ont été ensemencées sur gélose nutritive et 

incubées en aérobiose pendant 24h à 37°C. A partir de ces cultures pures, des colonies ont 

été prélevées afin de préparer des suspensions inoculum sur eau physiologique 0,9% 

équivalent à 0,5 standard Mac Farland (McF) mesuré par un densitomètre. La gélose 

Muller Hinton  a été ensemencée par stries serrées  de toute la surface du milieu à l’aide 

d’un écouvillon stérile trempé dans l’inoculum et bien essoré. Les disques d'antibiotiques 

(tableau 21) ont été placés, par la suite, sur la surface de la gélose ensemencée  (6 disques 

par boite au maximum) en les appliquons délicatement avec une pince stérile pour qu’ils ne 

se détachent pas. Les boites ont été incubées en aérobiose à 37°C pendant 24h.  La 

technique a été réalisée selon le  guide de  Standardisation de l’Antibiogramme à l’Echelle 

Nationale, 6ème édition (2011) et les recommandations  du Clinical and Laboratory 

Standards Institute - CLSI (2007).  

Tableau 21.  Résultats de l’antibiogramme des souches Escherichia coli O55, Escherichia 

coli O111 et Salmonella Typhimurium 

SOUCHES 

A
m

pi
ci

ll
in

e 
(1

0µ
g)

 

A
m

ox
il

li
ne

/ A
c.

 C
la

vu
la

ni
qu

e 
(2

0/
10

µ
g)

 

  C
éf

al
ot

in
e 

(3
0µ

g)
 

C
éf

az
ol

in
e 

(3
0µ

g)
 

C
éf

ot
ax

im
e 

(3
0µ

g)
 

Im
ip

in
em

e 
(1

0µ
g)

 

G
en

ta
m

ic
in

e 
(1

0µ
g)

 

A
m

ik
ac

in
e 

(3
0µ

g)
 

T
ri

m
it

ho
pr

im
e 

/s
ul

fa
m

it
ho

xa
zo

le
 

(1
,2

5/
23

,7
5µ

g)
 

A
ci

de
 n

al
id

ix
iq

ue
 (

30
µ

g)
 

C
ol

is
ti

ne
 (

10
µ

g)
 

C
hl

or
am

ph
en

ic
ol

 (
30

µ
g)

 

F
os

fo
m

yc
in

e 
(2

00
µ

g)
 

Escherichia coli 

O55 
S S S S S S S S S S S S S 

Escherichia coli 
O111 S S S S S S S S S S S S S 

Salmonella 

Typhimurium S S S S S S S S S S S S S 

 



ANNEXE 5 

Séquences des souches de Lactobacillus 

Séquence de la souche L. brevis (G6) 

1162 paires de base 

TGCCCCCTGTCATTATTTCCCCGGAGGGAACGTCTTATCTGTAAGATTGGCAGA

AGATGTCGAGACCTGGTAAGGTTCTTCGGGTAGCTTCGAATTAAACCACATGC

TCCACCGCTTGGGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG

TACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAA

CCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAAT

CCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAAGCGTCAGTTACAGACTAGACAGC

CGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATG

GAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCATGCAGTTTCCGATGCACTT

CTCCGTGTTAAGCCGAAGGCTTCTCACATCAGTACTTAAAAAACCGCACTGCG

CTCCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACTCTACGGTATTGAC

CGCGGCTGCTGGCACGTAGTGTAGCCTGTGGCTTATCTGGTAAATACCGTCGA

CCCTTGAACAGTTACTCTCAAAGGTGTTCTGTCAATCTTAGACAACAGACGTTT

TACGAGCCGAAACCCTTCTTCAGCTCACGCGGCATTGCTCCATCAGACTCGTGT

CGTGCAATGTTGGGTGAAGTCCCGCACGTGCTGCCTCCCGTATGAGTTTGTGGC

CAGTGTCTCAGTTGCCCACTGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACCGTAT

GATCGTCTTGGTGGGCCTTTACCTCACCAACTAACTAATACGCCGCGGGATCAT

CCAGAAGTGATAGCCGAAGCCACCTTTCAAACAAAATCCATGCGGAGTTTTGA

TGTTATACGGTATTAGCACCTGTTGCCAAGTGTTATCCCCTGCTTGTGGGCTGA

CTCCCCACGTGTTGGACTCACTAGTAATCGCCACTCAGCATTCATCGGTGAAAT

CAGTGCAGGCACGTCGTACAACGGACGCTCGTTCGACCATGAGAGTGTGTAAC

CCAAAGCCGGCAGATTACCTCCGAGCAAGGTCAACCGTCTAAGGTGGGACAG

ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAGGGTAGCCGTAAA 

 

 

 

 

 



Séquence de la souche L. plantarum (F12) 

1117 paires de base 

AAAAGTCTGATGGAGCAACCCCGCGTGAGAAAAAAGGGTTTCGGCTTGTAAA

ACTCTGTTTTTAAAGAAGAACATATTTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGT

ATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA

GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTT

TTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAAGAAGTGCATCGGAAACT

GGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGGTAGCGGTGAAAT

GCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAAC

TGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

TCCATACCAGTAAACGATGCAATGCTAAGTGTTAGCCGAGGGTTTCCGCCCTTC

AGTGCTGCAGCTAACGCATGTGAACGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA

GGCTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGGTGGTAGCAT

GTGGCTTAATTCGTAAGCTACGCGAAAAACCTTACCAGGTACTTGACATACTA

TGCAAATCTAAAAGATTAGACGTTCCCTTGCGGGACATGGATACAGGTGGTGC

ATGGTTGCTCCATCAGCTCGTGTCGTGCAATGTTGGGTTATGTCCCGTAACGAG

TGCCACCCTTATTAGTCAGTGGCCATGATTCAGTTGCCCAATGTGGCCGATTAC

CGTCTCAGGTCGGCTACCTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCCCACCATCTA

GCTAATGACGCCGCGGGACACACGTCCAAAAGTGGATAGCCGAAGCCATCTGT

TGCAAACTCGGACCATGCGTGTCCTAATTTGTTATGCGGTATTATCAGTTCTGT

TTGCAGGCTGTTATCCCCCGCTTCTGAGGTCAGGTTTCCCACGTGGTACTCACC

AGTTCGCCATCTCACTCAAAAGTAATTCCTGGGGCAAGCACCAATCAATACCA

GATTCGTTCGACTTGCAAGACCAAAGACGCCGCCAGCGTTCTTCCGGAGCAGG 

  



Séquence de la souche L. paracasei (B13) 

1460 paires de base 

TTGAAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACAT

GCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCTACAT

GGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGG

GGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATG

GTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGT

ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCCCCAAGGCGATGATACGTAGCCGAAC

TGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGATTGAGACCCGGCCCAAATTCCTACGGG

AGGCAGCAGTAGGGAATTTTCCCCAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCC

GCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATG

GTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGC

TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAT

TTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC

TCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGA

GGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAAC

ACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

ATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAA

TGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGC

ATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG

GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC

CTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGG

GGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT

GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGT

TGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC

GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATG

GTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTC

AGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT

CGCGAATCAGCACGCCGCGGTTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC

CGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCC. 
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Isolement et caractérisation des souches de lactobacilles à caractères 

probiotiques à partir de selles d’enfants 

 

Résumé  

Au cours de cette étude, 120 souches de bactéries lactiques ont été isolées  à partir de selles 

d’enfants Algériens. Leur identification phénotypique, selon le profil morphologique et 

biochimique, a conduit à 52 souches appartenant au genre Lactobacillus. L’identification 

par API CH 50 a abouti à différentes espèces réparties comme suit :  L. fermentum  (10 

souches) L. casei (8 souches) L. gasseri (8 souches),  L. salivarius   (5 souches),                          

L. plantarum (5 souches),  L. vaginalis  (4 souches),  L. paracasei sp  (4 souches), L. brevis 

(2 souches),  L. reuteri  (2 souches), L. acidophilus (2 souches)  et L. ruminis  (2 souches). 

Le  pouvoir probiotique des souches de lactobacilles a été examiné, in vitro,  afin d’évaluer 

leur intérêt pour une éventuelle utilisation dans les diarrhées infectieuses infantiles. Pour ce 

faire, nous nous sommes intéressés à l’étude de leur habilité à survivre dans les conditions 

gastriques et intestinales simulées, leur adhérence aux cellules de lignée humaine Caco-2 et 

leur activité antibactérienne contre un groupe d’entéropathogènes. Leur aspect sécuritaire a 

été, également, examiné par l’activité hémolytique et la résistance aux antibiotiques. À la 

fin, trois souches, à haut profil probiotique, caractérisées par une forte activité 

antibactérienne, ont été sélectionnées. En outre, l’étude de leur aspect sécuritaire a révélé 

qu’elles étaient non hémolytiques et dépourvues  de résistance acquise vis-à-vis des 

antibiotiques testés ; ce qui  renforce leur choix en tant que probiotiques « surs » pour une 

éventuelle utilisation dans la lutte et le contrôle des diarrhées infectieuses infantiles.  Leur 

identification a été confirmée par le séquençage du gène ADNr 16S. Il s’agit de :                

L. paracasei (B13), L. brevis (G6) et L. plantarum (F12), elles ont été déposées à la 

GenBank.  

Mots clés : Probiotiques, Lactobacillus, Critères de sélection, Diarrhées infantiles. 
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Isolation and Characterization of lactobacilli strains from Algerian children 

faeces for their probiotic properties 
 

 

ABSTRACT 

In this study, 120 strains of lactic acid bacteria were isolated from Algerian children 

faeces. The phenotypic identification by morphological and biochemical tests showed that 

fifty two strains belonged to the genus Lactobacillus. The identification by API 50 CH  led 

to different species as :   L. fermentum (10 strains), L. casei (8 strains), L. gasseri                       

(8 strains),    L. salivarius   (5 strains),   L. plantarum (5 strains ),  L. vaginalis  (4 strains),              

L. paracasei sp  (4 strains), L. brevis (2 strains),  L. reuteri  (2 strains), L. acidophilus              

(2 strains)  et L. ruminis  (2 strains). The probiotic profile of lactobacilli strains was 

examined, in vitro, in a purpose of possible use in children infectious diarrhoea. To do this, 

we were interested to evaluate their ability to survive in gastric and intestinal simulated 

conditions, the adherence to human epithelial cells Caco-2 and the antibacterial activity 

against a range of enteropathogenic bacteria. Their safety aspect was also examined by 

hemolytic activity and antibiotic resistance. At the end three strains, with high probiotic 

profile characterized by a strong antibacterial activity, were selected. In addition, the study 

of their security aspect revealed that were non hemolytic and free of acquired resistance 

against tested antibiotics which reinforces their choice as "safe" probiotics for possible use 

in the fight and control of children infectious diarrhea. The identification of screened 

probiotic bacteria was confirmed by DNAr 16S sequencing as L. paracasei (B13),                                

L. brevis (G6) and L. plantarum (F12). They were deposited in the GenBank.  

 

Key words: Probiotics, Lactobacillus, Selection criteria, Infant diarrhoea. 

 



فتحية   الاسم :

بحري   اللقب :

من براز أطفال جزائريين  ذات خصائص بروبيوتيكية عزل و تشخيص سلالات اللاكتباسيلوس  

 

 ملخص

منها كانت من  52،  بكتيريا لبنية من براز أطفال جزائريين120تم عزل  هذه الدراسة لقد من خلال

لقد تم التعرف  والبيوكيميائي. المورفولوجي وفقا للمعيار بعد التعرف عليهاLactobacillus  جنس

 : على عدة أنواع تتوزع كالتالي   API CH50بواسطة 

(10) L. fermentum, (8) L. casei, (8) L. gasseri,  (5) L. salivarius,   (5) L. plantarum, (4)  L. 

vaginalis,  (4)  L. paracasei sp), (2) L. brevis, (2) L. reuteri,  (2) L. acidophilus, (2) L. ruminis.   

المحاكية  للمعدة والأمعاء  و  للظروف مقاومتها من خلال دراسة البروبيوتيكية قدراتها وقد تم تقييم 

في  مالها وذلك من اجل استع المضاد للميكروبات نشاطهاو  Caco-2الالتصاق بالخلايا الظهارية البشرية

   لتحكم و مقاومة الإسهال المعدي عند الأطفال. ا

على  الدراسة كشفت ذلكذات طابع بروبيوتيكي هام بالإضافة إلى في النهاية، تم اختيار  ثلاث  سلالات  

الحيوية التي تم لمضادات لخالية من المقاومة المكتسبة و أمنة وليست محللة للكريات الحمراء أنها

القواعد لجينبواسطة تسلسل هويتها  لقد تم التأكد من .اختبارها  

لقد تم وضعها في بنك الجينات    L. casei B13, L. plantrum  F12, L. brevis G6 

 

الأطفال، الإسهال لدى الاختيارمعايير   ، Lactobacillus ،  البروبيوتيك  الكلمات المفتاحية:  

 

 

 

 

 

  DNAr 16S و يتعلق الامر ب  


