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Introduction

Tout au long de I'histoire humaine, les bactéries lactiques (LAB) ont eu un impact
significatif sur la culture, les traditions et le bien-&tre humains. Dans les temps modernes, leur
importance économique s'est considérablement accrue en raison de l'industrialisation des bio-
transformations alimentaires. En particulier, ils ont une fonction clé dans le développement
des caractéristiques sensorielles et de sécurité des produits alimentaires fermentés. Ainsi, la
fiabilit¢ des souches de départ est importante en termes de qualité et de propriétés
fonctionnelles, de performance de croissance (croissance rapide, acidification rapide du
substrat, résistance aux phages et aux bactériocines) et par rapport a I’entretien de ses aliquots
industriels (manipulation, stockage et conservation par lyophilisation, congélation ou séchage
par pulvérisation) (Michael et Doule.2011).

Sur le plan pharmaceutique, les bactéries lactiques tels que Lb. acidophilus, Lb. casei,
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. gasseri, Lb. reuteri,
Bifidobacterium bifidum, St. thermophilus et Enterococcus faecium et durans, dont certains
peuvent coloniser le tractus gastro-intestinal, jouent un réle bénéfique dans cet écosysteme.
Par conséquent, a I’état vivant, ces bactéries peuvent étre ajoutées aux denrées alimentaires et
aux aliments pour bétails et utilisées ainsi comme probiotiques. De plus, ces bactéries sont
potentiellement utiles comme support pour I'immunisation orale (De vuyst et Vandamme,
1994).

Pour exercer leurs effets, ces bactéries devraient survivre aux procédures de
production et de manipulation industrielles ainsi qu'aux conditions environnementales. De
plus, une fois qu'elles sont consommées (avec la denrée alimentaire ou en formulation
thérapeutique commercialisée), elles devraient étre métaboliquement actives dans la gamme
de conditions stressantes typiques de I’environnement gastro-intestinal (pH gastrique, sels
biliaires, antibiotiques dans le cas d’une consommation par une personne sous
antibiothérapie), elles devraient avoir une bonne colonisation pour compétir le biofilm
negatif(Lahtinen et al., 2012).Par conséquent, la recherche se focalise maintenant sur

I'amélioration et la stabilisation de ces caractéristiques importantes pour l'industrie et la santé.

Ainsi, I’objectif de notre travail est I’étude de I’effet d’une stratégie mécanique,
sonication a une fréquence et temps d’exposition maitrisés, sur les caractéristiques
technologiques et probiotiques de deux bactéries lactiques dans le but d’améliorer ses

performances industrielles et pharmaceutiques.
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I. Données bibliographiques sur les bactéries lactiques
I.1. Définition

Les bactéries lactiques (LAB : lactic acid bacteria) ont traditionnellement été associés aux
fermentations alimentaires et sont généralement considérés comme des micro-organismes
bénéfiques d’intérét technologique. Elles sont parmi les bactéries domestiquées les plus
étudiées et les plus exploitées dans de nombreuses applications industrielles, allant des
cultures starters dans diverses industries aux probiotiques dans les compléments alimentaires

et les agents de bioconversion (Lahtinen et al.2012).

Le terme «bactéries lactiques» ne se rapporte pas a une classe phylogénétique
d'organismes, mais plutét aux capacités métaboliques de I'espece. Les bactéries lactiques sont
historiquement définis comme une famille omniprésente et hétérogene de microbes qui
peuvent fermenter divers nutriments produisant, principalement, de lacide lactique
(Holzapfel et Wood, 1995).

1.2. Caractéristiques généraux

Les LAB sont des bactéries a Gram positif, anaérobies, microaérophiles ou
aérotolérantes, batonnets ou cocci, ellesproduisent toutes de I'acide lactique comme produit
unique, majeur ou important de la fermentation énergétique des sucres (Braim et Wood,
1992).Elles n'ont pas de véritable catalase et sont dépourvus de cytochromes. Selon la
classification taxonomique actuelle, elles appartiennent a I'embranchement des Firmicutes,
classe Bacilli, et ordre Lactobacillales. Ce groupe phylogénétique est composé d'environ 500

espéeces valablement décrites, appartenant a six familles a faible teneur en GC, en particulier :

1. Aerococcaceae, avec les genres Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus, Eremococcus,

Facklamia, Globicatella et Ignavigranum.

2. Carnobacteriaceae, avec les genres Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter,
Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosigranulum, Granulicatella,
Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus, Pisciglobus et Trichococcus.

3. Enterococcaceae, avec les genres Bavariicoccus, Catellicoccus, Enterococcus,
Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus, et Vagococcus.

4. Lactobacillaceae, avec les genres Lactobacillus et Pediococcus.

5. Leuconostocaceae, avec les genres Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus et Weissella.
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6. Streptococcaceae, avec les genres Lactococcus, Lactovum et Streptococcus.
Les familles et leurs les principaux genrescommuns sont énumérées dans le tableauN® 01

Tableau N°01 : familles constituant le groupe phylogénétique des bactéries lactiques(Felis et
al., 2016)

Famille Genres

Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus, Eremococcus,
Aerococcaceae Facklamia,

Globicatella, and Ignavigranum.

Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter,
Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia,
Carnobacteriaceae Dolosigranulum, Granulicatella,

Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus,

Pisciglobus, and Trichococcus.

Bavariicoccus, Catellicoccus, Enterococcus,
Enterococcaceae Melissococcus,

Pilibacter, Tetragenococcus, and Vagococcus

Lactobacillaceae Lactobacillus and Pediococcus
Leuconostocaceae Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus, Weissella.
Streptococcaceae Lactococcus, Lactovum, and Streptococcus

1.3. Potentiel probiotique des bactéries lactiques

Le tractus gastro-intestinal fournit un environnement anaérobie riche en activités
enzymatiques, la bile et les conditions extrémes de pH, par conséquent, le microbiote humain
est composé d'un grand nombre d'especes bactériennes non cultivables, comparativement a

celles qui peuvent étre cultivées et manipulée dans le laboratoire (Michael et Doule, 2011)

L'explosion des projets de séquencage des génomes, la détermination des composants
individuels particuliers et des caractéristiques physiologiques spécifiques permettent
I’identification de diverses bactéries lactiques composants ce microbiote et influencant ses

activités fonctionnelles en exercant un important pouvoir probiotiques (Mozzi et al.2016).

Les probiotiques sont définis par la FAO/OMS (2002) comme des micro-organismes

vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, procurent un avantage pour la

-3-
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santé de I'ndte, comprennent les souches des LAB avec innombrables avantages tels que
I'atténuation des problémes gastro-intestinaux, la réduction des symptémes du rhume et de la
grippe, le renforcement de la barriére épithéliale intestinale et la protection contre le biofilm
négatif et l'infection(Mozzi et al ., 2016).

Les bactéries lactiques sont reconnues pour produire divers antimicrobiens tels que les
bactériocines, les biosurfactants, les acides organiques, le peroxyde de carbone, diacétyle, des
substances antimicrobiennes de faible poids moléculaire et du peroxyde d'hydrogéne, qui
empéchent la croissance d'agents pathogénes potentiels. En outre, leur application comme
agents antibiofilms et anti-adhésifs contre les pathogénes communément connus spécifie leur

efficacité et la perception de leur intérét médicales et thérapeutiques(Dee Pansh et al.2016).

. La propension a s’organiser en biofilm des souches et leur capacité d’immobilisation
sont des critéres clés recommandés pour une de grande performance technologique
industrielle (Beremer et Flint, 2015).

Figure N° 01 Etapes de formation de biofilm

I.4. Facteur influengant les activités biologiques des LAB

La fiabilité des souches starters est importante en termes de qualité et de propriétés
fonctionnelles et en termes de performance industrielle, elles doivent avoir une croissance
rapide, acidification rapide du substrat, résistance aux phages et aux bactériocines et une forte
protection contre certaines opérations unitaires (pendant la manipulation, I'entreposage et la
conservation par lyophilisation, congélation, ouséchage par atomisation)(Michael et Doule,
2011).
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De plus, dans le cadre de I'élaboration de nouvelles applications telles que les aliments
probiotiques, les préparations pharmaceutiques et les vaccins vivants, les bactéries lactiques
devraient survivre lors des procédures de production et de manutention ainsi que les
conditions environnementalesrencontrés dans le produit auquel elles sont ajoutés, tels que les
produits laitiers (laits fermentés, desserts laitiers fermentés surgelés, créme glacée et
fromage). De plus, une fois qu'elles sont consommees, elles ont besoin de survivre et d'étre
actifs sur le plan métabolique sous I'effet du stress des conditions typiques de I’environnement
gastro-intestinal. Ainsi, elles devraient faire preuve de résistancecontre le microbiote
autochtone, démontrent une capacité a coloniser le systeme digestif ou de la muqueuse
urogenitale (bonne formation de biofilm et d’implantation), et expriment des fonctions

probiotiques spécifiques dans des conditions défavorables a la croissance (Zhang, 2014).



PARTIE EXPERIMENTALE




Chapitre 11
Materiel et Méthodes



Chapitre -11- Matériel et Méthodes

I.1. Objectif du travail

Ce travail a été réalisé dansune perspective d’améliorer certains attributs
biotechnologiques de deux bactéries lactiques d’intérét technologiqueen appliquant une

approche mécanique « la sonication ». Pour y arriver plusieurs objectifs ont été fixés :

4 Evaluation de potentiel probiotique des deux souches lactiques ;
+ Etude de I'effet de la sonication sur certaines caractéristiquesprobiotiqueset

technologique ;
+ Evaluation de capacité de formation de biofilm total sous I’effet de la sonication.

1.2. Lieu et période de travail

Le travail a été réalisé au niveau de la faculté des sciences de la nature et de la vie dans les
laboratoiresde microbiologie et de biochimie sur une période de deux moisallant du mois

defévrierau mois d’avril.
1.3. Démarche expérimentale

Les étapes de la démarche expérimentale permettant la bonne conduite du travail sont citées

ci-dessous.
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[ Souches lactiques ]

Entreaucoccusdurans Streptococcus thermophilus
CNz447
J/—{ Vérification de la pureté des souches J—\L
[ Observation macroscopique J [ Observation microscopique J

[ Préparation des aliquotes (0.5 Mac Farland) ]

i

[ Traitement ultrasonique ]

[ E. durans ] [ S. thermophilus ]

Evaluation de I’effet de la sonication a une durée optimale sur certains attributs probiotiques
et technologiques

| ] l
pH [ Sels

Agregation -
[ . J{ Température 1 biliaires J

Tolérance aux
antibiotiques

[ Figure N° 02 : Protocole Expérimental ]
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1.4 Materiel biologique, appareillage et produits chimiques
1.4.1. Matériel biologique
1.4.1. Souches lactiques

Les souches lactiques faisant objet de la présente étude sontS.thermophilus CNRZ447
et E.duransisolée puis identifiée par MALDI-TOF. Le tableau N° regroupe certains caractéres
de ces deux ferments lactiques.

Tableau N°02 : Caracteres généraux des deux ferments lactiques

Souches lactiques Type de Forme Famille Origine
Gram

S. thermophius + Cocoide  Streptococcaceae Yaourt

E. durans + Cocoide Enterococcaceae Blé fermenté

1.4.2. Appareillage et produits consommables

La liste des produits chimiques, des réactifs et d’appareillage est citée dans le tableau

N°03

Matériels et Appareillage

Produits chimiques et réactifs

Milieux de culture

- Sonicateur

- Autoclave (SANOCLAVE)

- Agitateur magnétique
chauffant (FISHERBRAND)

- Balance de précision (KERN
ALS 12C 4N)

- Centrifugeuse (HETTICH)

- Etuve (MEMMERT)

- Spectrophotométre (UV-
1600PC)

- Incubateur (Haraeus)

- Vortex

- Réfrigérateur

Sels biliaires

Acide chlorhydrique

Hydroxyde de sodium

Acide acétique

Solution saline de Phosphate
(PBS)

Catalase

Cristal violet

Luguol

Violet de Gentiane

Fuschine

Muller Hinton
solide
M17 liquide/solide

-10 -
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11.5. Testes microbiologique
11.5.1. Vérification de la pureté des souches et préparation des aliquotes

Les deux souches lactiques ont été conservées pendant une année, une vérification de

leur pureté a travers un examen microscopique et macroscopique a été nécessaire.

Dans le but de préparer des aliquotes, des cultures jeunes de 18h sur gélose M17 ont
été réalisées, ensuite deux séries de tube ont été préparées et inoculées par une colonie jeune
de S. thermophilusouE.durans et ont été incubéespuis conservées. Avant chaque utilisation,les
aliquotes sont réactivées et utilisés pour la préparation des inocula selon la méthode de Mac
Farland & I’echelle 0.5(Andrew, 2008).

11.5.2. Effet de la sonication sur les performances des LAB testées

La durée d’exposition optimale de nos bactéries aux ultrasons a été déterminée ultérieurement
par Khadem et coll (données non publiées).Les suspensions bactériennes ont subi un

traitement ultrasonique doux pendant des durées croissantes.

Il est & noter que tous les tests ont été réalisés par des suspensions bactériennes

exposées aux ultrasons, un tubecontrdle a été réalisé (suspensions non exposees).

11.5.2.1. Evaluation de I’effet de la sonication sur certaines caractéristiques probiotiques

des bactéries lactiques testée
11.5.2.2Effet surl’adaptation aux sels biliaires

La survie des souches lactiques sonifiéesen présence des sels biliairesaété évaluée en
adoptant le protocole de Boke et al . (2010). Aprés incubation a 37 C°/18 h, les suspensions
bactériennes ont été centrifugées a 10.000g pendant 10 min, le culot obtenu a été lavé trois
fois au PBS (phosphate buffer sulfate), il a été reconstituédans la méme solution puis ajusté.
Apres incubation de 2 h a 37 C°, 100 ul de chaque suspension bactérienne ont été transférés
dans des tubes contenant le M17 liquide supplémenté en sels biliaires a raison de de 0.15%,
0.3%, 1% 0.5%. La survie des souches a été déterminée apres 2 h d’incubation en lisant les
densités optiques (DO) & 578 nm et en comptant le nombre de colonie sur gélose.Les résultats

sont comparés a un controle (suspensions cultivées en présence de ses biliaires non sonifiées).
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11.5.2.3. Effet de la Croissance a différentes températures

L’effet de la température sur le développement des souches a été mis en évidence par la
méthode décrite par Ostlie (2004) avec certaines modifications ; des suspensions jeunes de
10® germes/mL ont été préparées dans le M17 bouillon, sonifiées et incubés a différentes
températures : 25C°, 37C° et 42C°. Pour I’expression des résultats, Les densités optiques ont
été lues a 558 nm et converties en nombre du germe selon la corrélation de Lambine et
German (1969) : 70% de lumiére absorbée est I’équivalent de 1,5*10%germes/ml pour les

bactéries a Gram positif.
11.5.2.4. Effet sur I’adaptation aux stress acide

L’effet du pH acide sur la survie bactérienne a été effectué selon la technique décrite
parBoke et al. (2010) ; le culot récupéréapres centrifugation (3000 g pendant 10 min) des
suspensions bactériennes traitées par ultrasons a été lavé trois fois au PBS puis préparé est
ajusté dans le méme tampon. Apres une durée d’incubation de 2 h, un volume de 100 pL a été
transféré dans un tube de 10 mL de PBS a pH 2, 3,9 et 6 (le pHcontrdle est 6), les résultats

sont obtenus en lisant les DO et en comptant le nombre de colonie sur gélose.
11.5.2.5.Effet sur la résistance aux antibiotiques

L’étude de la sensibilité des deux ferments lactiques aux antibiotiques a étédéterminée
selon la technique de Mortazavi et al. (2015); un volume de 100 pL d‘une suspension
bactérienne & 10° germes/ml a été étalé & la surface d’une gélose Mueller Hinton, des disques
d’antibiotiques ont été déposé par la suite, les diametres d’’inhibition ont été calculés en mm
aprés 24 h d’incubation. Lecomportement des bactéries sonifiées et non sonifiées vis-a-vis de

plusieurs antibiotiques a été évalué en comparant les zones d’’inhibition.

11.5.3 Effet sur la I’adhésion bactérienne
11.5.3.1 Autoagrégation

Le test d'autoagrégation des souches bactériennes a été réalisé en adoptant la technique
modifiéede Kos et al.(2003) ; chaque suspension bactérienne a été exposée aux ultrasons a la
durée optimale. Apres incubation de 18 h a 37°C, elles ont été centrifugées a 5000 g pendant
15 min puis lavées trois fois au PBS, une fois récupéré le culot a été ajusté a 10%germes/mL.

Un test contrdle a été réalisé comme décrit précédemment mais sans traitement ultrasonique.
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Le pourcentage d’agrégation a été calculé chaque heure lors d’une décantation de 5h

en appliquant la formule suivante :

%= (1-AdA.).100

Ao : Absorbance a to
A: : Absorbance apres 1h, 2h,.....5h
11.5.4Effet sur la formation de biofilm total

La capacité de formation de biofilm a été estimée a I’issue des différents tests selon le
protocole de Boubakeur et al. (2016) ; les suspensions bactériennes exposées ou non aux
ultrasons ont été incubées dans des conditions convenables. Les tubes ont été colorés au
cristal violet, incubés puis lavés a I’eau distillée. Le nombre des cellules formant un biofilm a

été estimé apres traitement acide.
11.5.5 Analyse statistique

Chaque test a éte répété deux fois, les valeurs sont exprimées en moyennez écart type.
Les analyses statistiques ont été réalisées par SPSS, un test ANOVA a deux facteurs a été

appliqué. La différence est considérée comme significative a P<0.05.
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I11.1Résultats de la vérification de la pureté des souches (S.thermophilus et E.durans)

111.1.1Etude morphologique

L’observation macroscopique et microscopique des deux souches étudiée est illustrée

dans le Tableau N°04. Les deux souches ont été qualifiées comme catalase négative.

Tableau N°04: caracteres morphologique deStreptococcus thermophilus et Entérococcus

durans.

Aspect macroscopique Aspect microscopique

S. thermophilus. | Colonies rondes, lisses, de couleur | Cellules  colorées en  violet
crémeuse. (Gram+), forme de coques

regroupées en longue chaine

d’E durans. Clonies rondes, lisses, de couleur | Cellules colorées en violet
crémeuse. (Gram+), forme de coques

regroupées en courte chaine
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111.2. Résultats de I’effet de la sonication sur les performances biotech-nologiques et les
atouts probiotiques de S. thermophilus et E.durans

Lors de leur expérimentation, Khadem et ses collaborateurs ont noté une forte
résistance des souches a la sonication a différentes durées d’exposition allant de 5 min a
65min, les optima de viabilité ont été obtenus a 15min pour E.durans et 30min pour
S.thermophilus . Ces durées ont été retenues pour I’ensemble des tests d’évaluation de

I’impact des ultrasons sur les performances biotechnologiques des bactéries lactiques testées.

111.2.1. Evaluation de I’effet de la sonication sur certains attributs probiotiques des deux
ferments lactiques

111.2.1.1 Résistance aux sels biliaires

Les figuresN°® 03 etO4montrent I’effet de la sonication sur le développement
de S.thermophilus et E. durans en présence de concentrations croissantes en sels
biliaires. Il est clairement notable que les deux souches lactiques ont pu survivre
méme a la concentration la plus élevée (1%) avec un taux de croissance non
significatif par rapport au témoin (suspensions non sonifiées, incubées en absence
des sels biliaires). D’autres part I’effet combiné sonication- sels biliaires affectait
légérement le nombre de germes mais ilreste plus élevé que le témoin.

= | 8,8 - -
8,7 m |LogN-sans sonication ® LogN- avec sonication 86 = Sans sonication ™ Avec sonication
8,6 - 0 7
8,5 T 814 T
8,4 - 8,2
83 - g
82 1 78 -
811 76 -
8 _ L
79 - 7.4
7,8 _ 7,2 T
77 - 7
7,6 - 618 B
Témoin 0,01 0,005 0,003 0,0015 témoin 001 0,005 0,003 0,0015
Fig N° 03: Effet de la sonication et des sels biliaires sur la Figure N°04 : Effet de la sonication et des sels biliaires sur
viabilité d’E. durans la viabilité de S. thermophilus
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Les probiotiques sont largement consommés dans des produits fermentés ou
des formulations fortifiantes, leur sélection est basée sur deux critéres importants, le
nombre et la viabilité lors de leur consommation ainsi que la persistance dans le

tractus gastro-intestinal (Pingitore et al, 2016).

Shehata et ses collaborateurs (2016), ont montré que parmi 168 isolats
lactiques, 68 résistaient & I’action des sels biliaires aprés 3 h d’incubation. Cette
tolérance est essentielle pour la colonisation et I'activité métabolique des bactéries

au niveau de I’intestin ceci peut contribuer a I’équilibre de la microflore intestinale.

Boke et al. (2010), ont montré que les bactéries productrices
d’exopolysccharides (S. termophilus) résistent mieux aux sels biliaires et au pH
acide. Moncada et al. (2012) ont suggéré que cette tolérance est due a la rigidité
membranaire et que lors du traitement ultrasonique d’autres facteurs peuvent étre

impliqués dans la protection de la cellule bactérienne.

I11.2.1.2.Effet de la sonication sur le développement a différentes

températures

La viabilit¢ des souches bactériennes a des températures différentes était
estimée dans le but d’étudier Ieffet des traitements technologiques sur le
comportement bactérien. 1l est notable que les deux ferments se développent mieux
a 37C° et que ce développement est maintenu méme aprés traitement ultrasonique
maisce traitement reste sans effet significatif sur les deux souches aux trois

températures testées.
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> 8,8 -
g
9 8,6 - -
8,4 - I = S. thermophilus sans
8,2 - soniction
g - m S, thermophilus avec
I sonication
7.8 1 E. durans sans
7,6 - soniction
7.4 - BE, d_ura_ns avec
sonication
25°c 37°c 42°c
T°C

Figure N°05 : Effet de la sonication et de la température sur la viabilité des deux ferments

Ces résultats sont en accord avec ceux de Moncada et al.(2010) qui a montré lors de leur
étude, portant sur I’évaluation de I’effet de la sonication sur certains attributs de S.
thermophilus,que I’interaction sonication (20KHZ)- température (4C°,25C°,40C)° affectait
significativement le nombre de germes aprés 12 h d’incubation et que cette interaction est
plus efficace a 4 C°; Dans de telles conditions, la physiologie cellulaire peut étre affectée et

donc le comportement bactérien.

Adamberg et al . (2002), ont observé que S. thermophilus se développe mieux a 42C° et est
sensible a pH inférieur a 5.Des études récentes ont rapporté que I’effet de I’intensité des
cavitations générées lors du traitement ultrasonique peut étre influencé par la température,

ainsi plusieurs propriétés du milieu sont modifiées comme la viscosité.

Kobayashi et al (2009), ont rapporté I'effet stimulateur de la prolifération cellulaire a

I’induction des genes liés a la croissance.
111.2.1.3.Effet de la sonication sur la résistance aux antibiotiques

Les résultats montrant I’effet de la sonication sur la sensibilité des deux ferments aux
antibiotiques sont regroupés dans le tableau ci-aprés. Nous remarquons que la sonication a
modifié le comportement des deux bactéries vis-a-vis de certains antibiotiques, les deux

souches non sonifiées étaient totalement résistante a la colistine(30), cependant apres
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sonication elles présentaient une zone d’inhibition de I’ordre de 8 mm et 19 mm pour

S.thermophilus et E. durans respectivement.

Tableau N°05 : Effet de la sonication sur la sensibilité aux antibiotiques

Cao CSqo CAZ3 NAsg NV3 TICs MTZs TEz

S.thermophilus | 8mm RT RT RT 10 mm | 15mm RT 13mm
sonifiée

S.thermpphilus RT RT RT RT RT RT RT 15 mm
témoin

E durans 19mm 7mm RT 18mm | 17mm RT RT 15mm
sonifiée

E durans RT RT RT RT 10mm RT RT 7mm
témoin

OX; : Oxacillin ; NAsp : Nalidixic Acide ; CSjo: Calistin/Sulfate ; CAZ3, : CeftaZidime ;
TEsp : Tetracycline ; MTZs : Metronidazole ;Cso. ChloiamPhenicol

Ces résultats ont été aussi constatés par Mortazavi et al. (2015) lors d’un
travail mené sur le comportement de certaines souches vis-a-vis des antibiotiques ;
ils ont montré une différence majeure dans les diamétres des zones d’inhibition dans
les échantillons exposés et non exposés. Il est intéressant a noter que le traitement
ulrasonique était capable de rendre certaines bactéries résistantes aux antibiotiques

sensibles et de rendre les sensibles résistantes.
111.2.1.4.Effet de la sonication sur la résistance a différents pH

Les figures N® 06 et 07 montrent les résultats de la viabilité des deux souches a pH
croissants. Il est remarquable que les deux souches se sont adaptées au pH acide et
basique, en général les bactéries traitées ou non peuvent survivre a pH 2,3 et 9
apres 3h et 6h d’incubation, leur développement aprés traitement était légerement
important que le controle (pH=6).
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8,5 ® E. durans témoin 3H W E. durans sonifiée u S. thermophilus temoin 3H m S, thermophilus sonifiée 3h
8,45 - ®E. durans témoin 6H ®E. durans sonifiée 6H u S. themophhilus témoin 6H uS. thermophilus sonifiée 6H
8.4 8.6 1
8,35 8,5
Z
8,4 -
ém 8,3
8,25 Z 881
(e}
8,2
8,2 -
8,1 -
8,15
8
8,1
9 6 3 2 7.9
9 6 3 2
pH
pH
Fig N° 06: Viabilité d’E.durans a differents pH Fig N° 07: Viabilité de S.thermophilus a differents pH

Nos résultats sont accord avec ceux de Shehata et al (2016) qui ont montré que tous
les isolats ont pu survivre a pH 2 et 3 apres 3h d’incubation, ainsi Pieniz et al.
(2014) ont rapporté que Entreococcus durans LAB18s résistait mieux pH 3 et 4
mais aucune croissance n’a était observé a pH2. La tolérance bactérienne aux acides
est importante non seulement pour la résistance aux stress gastriques, mais aussi lors
de leur utilisation comme adjuvants alimentaires, ceci leur permettra aussi de
survivre plus longtemps dans les aliments riches en acides (Shehata et al., 2016).
D’ailleurs I'importante prévalence des entérocoques dans les aliments transformés
est en partie attribuée a leur résistance a la chaleur, a I'extréme salinité et aux
conditions difficiles.En général, la tolérance des bactéries lactigue a I’acidité dépend
du profil du pH de H'-ATPase et de la composition de la membrane cytoplasmatique
(Madureira et al, 2005).
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1.2.3. Résultats de I’effet de la sonication sur I’autoagrégation

Le phénomene d’adhésion, qui permet aux bactéries de coloniser un habitat et de s’y
maintenir, procure aux especes un avantage écologique. En effet, les cellules bactériennes
sont directement en contact avec leur substrat ce qui évite la diffusion des enzymes dans le

milieu extérieur, augmentant ainsi le pouvoir métabolique des souches (Akers et al. 2015).

Ce phénomene serait un processus dynamique complexe dont lequel de nombreux
facteurs physico-chimiques peuvent étre impliqués : la nature de la surface notamment sa
rugosité et son hydrophobicité, les conditions environnementales impliquant le pH,
I’osmolarité du milieu, la température, la concentration en oxygene et en nutriments et
I’hydrodynamique du fluide (Beloin et al, 2008, Auger, 2012). Selon Kos et al, (2003),

I’adhésion est conditionnée par une bonne agrégation bactérienne (auto et coagrégation).

L’objectif de ce test était I’étude de I’effet de la sonication a une fréquence douce sur la
capacité agrégative des souches lactiques. Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures
02 (aethb)

® auto% sans sonication ¥ auto%sans

® auto% avec sonication sonication

5 Temps (h)

Figure N° 08: Pourcentage d’autoagrégation de S thermophilus(a) et E. durans (b) sous I’effet

de la avec sonication.

L’effet de la sonication sur I’autoagrégation pendant 5 heures de décantation était

monotone. Une amélioration notable a été enregistrée en exposant les deux inocula a 15 et
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30min respectivement pour S. thermophilus et E. durans lors de la préparation des cultures
jeunes destinées a la réalisation de ce test. Les meilleurs taux d’agrégation ont été enregistrés
a la fin de I’expérimentation, soit 90% vs 60% pour S. thermophilus et 90% vs 76% pour E.

durans.

Nous n’avons pas trouvé des travaux sur I’effet de la sonication sur I’agrégation des
bactéries pour qu’on puisse discuter nos résultats. Toutefois Khadem (2012) Ont discuté
I’importance de la sonication a douce fréquence pour I’'amélioration des capacités agrégatives
des bactéries lactiques (données non publiées), ils ont attribué cet effet a la modification
physicochimique de la paroi suite & I’action sonore et la sécrétion des adhésines suites aux

cassures partielles engendrés par les ondes sonores.
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Conclusion

L’exploitation des bactéries lactiques dans I’industrie de la fermentation industrielle
est largement développée visant essentiellement I’établissement des cultures starters plus
performantes. Cependant, ces bactéries ont une faible production de certains métabolites a
intérét pharmaceutique et technologique, une résistance extrémement instable et une capacité
d’immobilisation modérée ce qui représente un inconvénient majeur. Nous avons projeté
notre travail dans la perspective de trouver un traitement permettant I’amélioration ces atouts

biotechnologiques des LAB d’intérét technologique.

Il ressort de ce travail que I’utilisation des ultrasons devrait étre jaugée en prenant en compte
la physiologie de la souche elle-méme et la nature des interactions qui peuvent étre

engendrées suite a I’application de ce traitement.

La croissance, I’agrégation et la perméabilité membranaire et larésistance aux certaines conditions
extrémes a été améliorée suite au traitement au ultrason. L’agrégation et la perméabilité sont
dépendantes des structures de surface des cellules. Il est intéressant d’étudier le mécanisme
moléculaire d’action des ultrasons sur I’hydrophobicité et les propriétés physicochimiques de la paroi
cellulaire et de déterminer la consistance et la structure chimique de biofilm sous microscope

électronique a fin de comprendre I’impact de cette stratégie.

L’influence de la sonication douce sur la capacité de formation du biofilm est difficilement
appréciable. Mais, I’étude souléve aussi une question sur le conditionnement des deux
souchespar les ultrasons. Au-dessous de I’effet destructeur de la sonication, ces bactéries ont
pu étre conditionnées a développer un potentiel accru pour établir les biofilms et améliorer
leurs résistances aux certaines conditions extrémes. Ce phénomene pourrait bien étre exploité

pour améliorer les performances industrielles de ces souches.

Les résultats de cette étude laissent suggérer que la sonication pourrait avoir
un effet appréciable sur les caractéristiques technologiques de ces bactéries lactiques en
permettant de garantir leur viabilité au cours du passage a travers le tractus gastro-intestinal et
d’acquérir ou maintenir des caractéristiques recommandées pour une bonne activité
physiologique a I’échelle industrielle. Mais pour appréhender les effets positifs de la
sonication sur ces bactéries, il est essentiel de disposer suffisamment de données sur leurs
mécanismes d’action notamment d’étudier, a I’échelle moléculaire, I'influence des ondes

sonores.
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Annexe 01 : Préparation du PBS (phosphate buffer saline) et la composition des milieux de
culture utilisées

Pour 1l de PBS

Chlorure de sodium..........coooiiiiiiii i e, 89

Chlorure de potassium..........ocevveiieiie i ene, 0,29

Phosphate disodique.............coooiviriii i, 1,449

Phosphate monopotassique. .........ocvvveeiveineeenens, 0,249

Milieu MRS

PEPTONE. ..o 109

EXtrait de VIande. ..o 10g

EXtrait de [eVUre. ... ... 5¢

GIUCOSE. . e e e 20g

TN . .. oot e e e e e e e 1ml

Phosphate bi potassique...........coiiii i 29

Acétate de SOdIUM......oiuiiiie e e e e e 59

Citrate d’ammONiUM.... ... e e e 29

Sulfate de Magnésium..........oo i e 0,29

Sulfate de MaganEse. .. ... .covuiie ittt e e e e 0, 59

0 | 159
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Milieu M17

I3 010 1

25(

Peptone papaimiqUeE € SOJa........uvueeererieeeeeeeere e eneeae e eaeaennennenns

5049

Peptone pepsique de VIANE. ........ovvir i e e e e e

25(

-V e (SR YA T 1 [0 [ TR

Extrait autolytique de 1eVUr....... ..o

Béta-Glycérophosphate de sodium............ccoveie i e,

Sulfate de MagNESTUM. ... .cu et e e

I T (0 1]

5049

o [0 (oL ol0] o] [0 |1 PP

059

Agar-agar baCtériologiqUe. .. ... .oovu et e

15,09

DH 825 0C o oo,

7,1+0,2

Gélose Miller Hinton

Broyant de Viande........ ..o

29

Hydrolysat acide de CaSEiNe..........cvveeiiiitiie e e e e e,

17,59

AMAON . et e e

1,59

0 L

10

7.4
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Test De L’effet De Sonication Sur La Croissance Et Formation De Biofilm

1) temoin

Effet des sels biliaires sur la croissance et la formation de biofilm

1) Avec sonication




Annexes

2) témoin

Effet du PH sur la croissance et la formation de biofilm

1) Apres 3 heures

a) temoin

avec sonication
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2) Apres 6 heures

a) Temoin

b) avec sonication
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Activité anti microbien
1) Témoin

E durans S termophilus

2)

3) Avec sonication

test des sels biliaires
1) temoin

0.3% 0.15% 0.5% 1%
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2) Avec sonication

0.3% 0.15% 0.5% 1%




Résumé : Le but de cette étude était d'étudier I'effet d’une technologie mécanique, une
technologie ultrasonore, sur les atouts biotechnologiques et les attributs probiotiques de deux
bactéries lactiques d’intérét technologique et pharmaceutique. Les effets bénéfiques des
ultrasons sur les bioprocédés ont été rapportés pour plusieurs micro-organismes, en raison de
I'amélioration de la croissance cellulaire, ainsi que la productivité microbienne. Par
conséquent, un traitement sonore (30 kHz, 15min, 30min, 45°C) a été appliqué sur S.
thermophilus et E. durans. Les effets de la sonication ont été évalués par l'analyse de la
croissance cellulaire (mesure de trouble), agrégation, résistances aux conditions
physicochimiques (T°C, pH, sels biliaire) et I’activité bactérienne. Les résultats de cette étude
laissent suggérer que les ondes sonores, a fréquence douce peuvent étre requises pour
influencer la croissance et les propriétés adhésives des bactéries lactiques et améliorer leurs
attributs probiotiques.

Mots clés : Probiotique- sonication- biofilm- agrégation.
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