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Résumé 

Les proboitiques sont en fait des micro-organismes vivants qui ont le potentiel d'être utilisés 

comme méthode thérapeutique pour une variété de troubles qui affligent le tractus gastro-

intestinal. La maladie cœliaque, un exemple bien connu de maladie auto-immune chronique, fait 

partie des affections pouvant bénéficier de ce traitement. 

 Afin de résoudre le problème, trois souches lyophilisées, à savoir L1, L2 et L3, ont été extraites à 

l'aide de milieu MRS sélectif. 

Afin de sélectionner les souches, nous avons effectué une étude de caractéristiques 

morphologiques, et physiologiques, des tests d'adhésion pour évaluer leur interaction avec les 

cellules épithéliales, évalué leur activité antibactérienne, testé leur sensibilité aux antibiotiques et 

optimisé diverses conditions physiques et chimiques, et de matière première.  De plus, nous nous 

sommes concentrés sur l'étude de l'impact de la combinaison de différentes souches. 

Sur la base des résultats de notre étude, on peut conclure que le nombre moyen de cellules qui 

adhèrent aux cellules épithéliales est de 19 cellules , ce qui indique une forte capacité des cellules 

souches à adhérer. 

Néanmoins, les résultats des tests d'activité antibactérienne suggèrent que ces bactéries présentent 

un impact inhibiteur robuste sur les microorganismes pathogènes, comme en témoigne une 

mesure de diamètre de Zi supérieure à 13 mm. 

Une sensibilité  envers  les B-lactamine ,est largement rapportée pour ce groupe  bactérien.Ainsi 

que les 3 souches, résistent au [Céfoxitine/ Gentamicine]. 

Grâce au processus d'optimisation de diverses variables physiques et chimiques, il a été 

déterminé que la température idéale pour les trois souches est de 37 ° C, tandis que le niveau de 

pH optimal est de 5,4. De plus, en ce qui concerne la matière première de soja/millet, la 

concentration la plus efficace est de 0,4 g/I. 

La croissance optimale est déterminée par la DO de 2,405, largement considérée comme la plus 

favorable. 
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                                         Abstract 

Probiotics are actually live microorganisms that have the potential to be used as a therapeutic 

method for a variety of disorders that afflict the gastrointestinal tract. Celiac disease, a well-

known example of a chronic autoimmune disease, is among the conditions that may benefit from 

this treatment.  

In order to solve the problem, three freeze-dried strains, namely L1, L2 and L3, were extracted 

using selective MRS medium.  

In order to select the strains, we carried out a study of morphological and physiological 

characteristics, adhesion tests to evaluate their interaction with epithelial cells, evaluated their 

antibacterial activity, tested their sensitivity to antibiotics and optimized various physical and 

chemical conditions, and raw material.  

Additionally, we focused on studying the impact of combining different strains. Based on the 

results of our study, it can be concluded that the average number of cells that adhere to epithelial 

cells is 19 cells, indicating a strong ability of stem cells to adhere. 

 Nevertheless, the results of antibacterial activity assays suggest that these bacteria exhibit a 

robust inhibitory impact on pathogenic microorganisms, as evidenced by a Zi diameter 

measurement greater than 13 mm.  

Sensitivity to B-lactams is widely reported for this bacterial group as well as the 3 strains; they 

are resistant to [Cefoxitin/ Gentamicin].  

Through the process of optimizing various physical and chemical variables, it was determined 

that the ideal temperature for the three strains is 37°C, while the optimum pH level is 5.4. 

Moreover, regarding soybean/millet raw material, the most effective concentration is 0.4 g/l. 

 Optimum growth is determined by the OD of 2.405, widely considered the most favorable. 

 

Key words: probiotics, starches, celiac, optimization   , epithelium ,  supplement .  



  

 الملخص

في الواقع كائنات دقيقة حية لديها القدرة على استخدامها كطريقة علاجية لمجموعة متنوعة من  هي  proboitiqueالبروبيوتيك 

الاضطرابات التي تصيب الجهاز الهضمي. يعد مرض الاضطرابات الهضمية ، وهو مثال معروف لأمراض المناعة الذاتية 

 تفيد من هذا العلاج. المزمنة ، من بين الحالات التي قد تس

الانتقائي.   MRS، باستخدام وسط  L3و  L2و  L1من أجل حل المشكلة ، تم استخلاص ثلاث سلالات مجففة بالتجميد ، وهي

من أجل اختيار السلالات ، أجرينا دراسة للخصائص المورفولوجية والفسيولوجية ، واختبارات الالتصاق لتقييم تفاعلها مع 

وتقييم نشاطها المضاد للبكتيريا ، واختبار حساسيتها للمضادات الحيوية وتحسين الظروف الفيزيائية  الخلايا الظهارية ،

 والكيميائية المختلفة ، والمواد الخام. بالإضافة إلى ذلك ، ركزنا على دراسة تأثير الجمع بين السلالات المختلفة.

خلية ، مما يشير إلى  99الخلايا التي تلتصق بالخلايا الظهارية هو  عددبناءً على نتائج دراستنا ، يمكن الاستنتاج أن متوسط  

 قدرة الخلايا الجذعية القوية على الالتصاق. 

ومع ذلك ، تشير نتائج فحوصات النشاط المضاد للبكتيريا إلى أن هذه البكتيريا تظهر تأثيرًا مثبطًا قويًا على الكائنات الحية 

 مم. 91أكبر من   Ziضح من قياس قطرالدقيقة المسببة للأمراض ، كما يت

على نطاق واسع لهذه المجموعة البكتيرية ، بالإضافة إلى السلالات الثلاث ، فهي  lactam -Bتم الإبلاغ عن الحساسية تجاه 

   [Cefoxitin / Gentamicin]مقاومة لـ

 17درجة الحرارة المثالية للسلالات الثلاثة هي  تم تحديد أن من خلال عملية تحسين المتغيرات الفيزيائية والكيميائية المختلفة 

. علاوة على ذلك ، فيما يتعلق بالمواد الخام لفول الصويا / الدخن 4.5درجة مئوية ، بينما مستوى الأس الهيدروجيني الأمثل هو 

 جم / لتر. 4.5، فإن التركيز الأكثر فعالية هو 

 ةوالذي يعتبر على نطاق واسع الأكثر ملاءم ، 5.544البالغ   DOيتم تحديد النمو الأمثل بواسطة 

 

 مكمل.            , ة  ، الخلايا الظهاري التحسين،  ، الاضطرابات الهضمية نشويات ،بروبيوتيك   مفتاحيةالالكلمات 
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                                           Introduction 

     Les pathologies du système digestif représentent encore à ce jour un réel problème de santé 

publique, tant par leurs l’impact sur le mode de vie des patients, prévalences et, que par leur prise 

en charge diagnostique et thérapeutique à l’heure où le système de santé publique est marqué par 

un lourd déficit. ( Elyes K,2015). 

Le microbiote intestinal, sa composition, ses différents rôles, mais également son impact sur la 

santé est de mieux en mieux connus. Le dialogue des bactéries commensales avec son hôte est 

indispensable et lorsque l’équilibre vacille cela peut déclencher l’apparition de certaines 

maladies. (Johanna Poli,2020). 

Les différentes pathologies digestives sont exprimées par les diarrhées post-infectieuses et post-

antibiothérapie, la constipation, maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (MICI), 

Syndrome de l’Intestin Irritable (SII), Syndrome du grêle courte de maladie cœliaque. 

La maladie cœliaque est considérée actuellement comme l’une des maladies gastro-intestinales 

les plus fréquentes. Avec un prévalence de 20% des cas dans le monde, Elle est très répandue 

dans les pays européens avec une prévalence entre 0,1 et 3,3% et semble aussi élevée en Afrique 

du nord avec 1,4% (CLOT et al., 2001 ; DENERY-PAPINI et al., 2001). Les seules données 

disponibles sont celles de BOUDRAA et al., (1996), pour la ville d’Oran, annonçaient une 

incidence moyenne sur une période de 20 ans de 20% naissances vivantes et, en fin de l’année 

1994, une prévalence de 21,1% chez des enfants de moins de 15 ans (Benatlallah.L,2009).  

Il est connu que le traitement de la maladie cœliaque est diététique et repose sur l’exclusion du 

gluten contenu dans certaines céréales essentiellement le blé, le seigle et l’orge, cependant 

plusieurs études in vitro ont mentionné le lien direct entre la consommation des compléments 

alimentaire sous la dénomination de« probiotiques», et la réduction de taux de cette intolérance 

au gluten.  

L’administration de Lactobacillus rhamnosus GG et Lactobacillus casei  va restaurer l’intégrité 

de la barrière épithéliale intestinale grâce aux capacité à hydrolyser la gliadine à l’aide de 

peptidases mais aussi grâce à son action directe de protection des cellules épithéliales,  



 

l’administration orale de Saccharomyces boulardii KK1 chez des souris va permettre de diminuer 

la production de cytokines pro-inflammatoires, d’hydrolyser l’alpha-gliadine et ainsi de diminuer 

les symptômes de la maladie ,Les effets nocifs exercés par la gliadine peuvent être bloqués par la 

supplémentation en Bifidobacterium lactis puisque ce probiotique va pouvoir protéger la 

muqueuse et accélérer son rétablissement  (D’Arienzo R,2011). 

   En Algérie, les cœliaques souffrent d’un manque dans la diversité (riz et mais) et de 

disponibilité d’aliments destinés à la consommation sans gluten. Les aliments diététiques 

commercialisés sont pour la plupart importés et coûtent que ceux habituellement consommés. De 

façon globale, les besoins spécifiques des malades cœliaques sont faiblement couverts par les 

produits qui circulent dans le marché algérien, de plus l’alimentation sans gluten strict présente 

beaucoup des complication digestifs surtout et des carences associées.  

Cela, ce qui a fait un intérêt pour incorporer des souches bactériennes bénéfiques dans les 

aliments sans gluten et de diversifie la gamme de produit utilisée, en introduire des nouveaux 

féculents locaux, dans le but d'améliorer l'état de nos cœliaques. 

 C'est dans ce cadre que s'inscrit la présence de cette étude On y distingue trois parties : 

La première partie s’appuie sur une partie bibliographique concernant des généralités sur la 

maladie cœliaque, le régime sans gluten, et un aperçu sur les probiotiques. 

La deuxième partie fera la lumière sur la stratégie utilisée dans notre étude. 

 La dernière partie servira à exposer  les résultats de notre étude et à la discussion de ces résultats 

suivie par une conclusion générale et perspectives. 
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I.1 La maladie cœliaque. 

I.1.1 Présentation de la maladie 

I. 1.1.1. Historique                                                                                              

       Le terme cœliaque vient du grec KOLIAKOS qui signifie littérairement souffrance dans 

les intestins (Husby et al, 2012). ; La première description de la maladie cœliaque date de la 

deuxième moitié du IIème siècle après Jésus christ, par Aretaeus de Cappadocia, dont les écrits furent 

traduits du grec et édité par Francis Adams en 1856 

En 1888, le médecin britannique Samuel GEE est généralement considéré comme le 

premier auteur à décrire la maladie coeliaque dans son célèbre article "On the Celiac 

Affect", publié dans les Reports of St. Bartholomew's Hospital (Marsh MN., 1992) . 

En 1950, le pédiatre néerlandais Willem Dick a officialisé le lien entre la consommation 

de produits céréaliers et les manifestations de la maladie. Il a identifié une protéine 

comme déclencheur : le gluten. Il fut le premier à constater une amélioration de la santé 

des jeunes enfants malades dont l'alimentation manquait de blé (Kamer et al., 1953) 

Biopsie intestinale utilisant des capsules Crosby de 1957 pour mettre en évidence les 

modifications histologiques de la muqueuse intestinale Biopsies intestinales utilisant des 

capsules Crosby de 1957 pour mettre en évidence l'histologie intestinale Muqueuse 

intestinale (Sakula et Shiner, 1957).  

À partir de 1970, la découverte d'anticorps sériques contre le gluten et les enzymes 

endogènes a permis de déterminer le caractère auto-immun de la MC  (Dieterich et al., 

1997).  

Grâce à des tests sérologiques et des études épidémiologiques dans les années 1990, la 

communauté scientifique a établi que la MC, longtemps considérée comme une maladie rare 

des nourrissons, est une maladie beaucoup plus fréquente qu'initialement signalée et peut se 

présenter à tout âge (Catassi et al., 1994; Rostom et al., 2006) 

.  
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I. 1.1.2. Définition                                                                                              

      La maladie cœliaque (MC) est  définie selon ESPGAN (la Société Européenne de pédiatre  

gastroerologie , hépatologie et nutrition) comme une entéropathie auto-immune secondaire à 

l’ingestion de gluten  chez des patients génétiquement prédisposé ( HLA –DO2 ou DQ8) 

(Roujon N et al.,2013). 

      Cette maladie est caractérise par une inflammation chronique de l'intestin grêle qui 

conduire une inhibition des villosités et une augmentation des lymphocytes intraépithéliaux 

entraînant une altération de la fonction digestive et une malabsorption intestinale (Micic D et 

al .2019) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 01 :   Malabsorption des nutriments chez les maladies cœliaque ( Zerbib et 

Belleannée ,2018). 
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I.1.1.3. Symptômes                                                                                            

         MC est une maladie auto-immune avec un large éventail de manifestations cliniques, 

allant des manifestations typiques du système digestif  telles que la diarrhée et les douleurs 

abdominales aux manifestations immunitaires et aux modifications de la muqueuse intestinale 

(Agar et al.2017).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

Figure 0 2: Différents problèmes de santé que peut provoquer la MC ( Trivin, Cellier .2001 ) 

        Chez les enfants, les symptômes peuvent s'émarrer au stade de nourrisson ou au cours de 

la petite enfance, à l'introduction de céréales. Des bénéfices nutritionnels moindres 

secondaires à la malabsorption de la maladie cœliaque peuvent entraîner d'autres symptômes, 

qui sont plus prononcés chez les enfants. Certains enfants ne présentent que de légers troubles 

gastriques, tandis que d'autres développent un ballonnement abdominal douloureux, et ont des 

selles abondantes de couleur claire, amaigrissement et asthénie, inhabituellement 

malodorantes (Atenodoro R ,2021 ). 

        Les adultes peuvent avoir des symptômes digestifs. La plupart des adultes atteints 

présentent une faiblesse et une perte d'appétit. Certaines personnes sont dénutries, présentent 
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une perte de poids léger et une anémie, ou des plaies buccales et une inflammation de la 

langue  (Atenodoro R ,2021). 

Tableau 01  : Symptômes de la maladie cœliaque. (Feighery. 1999) 

 Symptômes  

Petit enfance<2ans     diarrhée ; Distension abdominale ; Retard de 

croissance ; Anorexie ; vomissements 

Déficience psychomotrice . 

Enfance     

 

Diarrhée ou constipation, Anémie, Perte 

d'appétit (petite taille, ostéoporose)    

L’âge adulte Diarrhée ou constipation, Anémie, ulcères 

aphteux, langue et bouche douloureuses 

(ulcères de la bouche, glossite, stomatite), 

Dyspepsie, douleurs abdominales, 

ballonnements (perte de poids), Fatigue, 

infertilité, symptômes neuropsychiatriques 

(anxiété, dépression) Douleur osseuse 

(ostéoporose), Faiblesse (myopathie, 

neuropathie 

 

I.1.2 Epidémiologie 

   Un certain nombre d'études récentes ont montré que la maladie coeliaque est l'une des 

maladies chroniques les plus courantes affectant les humains dans de nombreuses régions du 

monde.) Rostami et Villanacci, 2009). 

I.1.2.1. Incidence                                                                                                

    Des incidences proches de celle de l’Europe ou des Etats-Unis sont retrouvées en Afrique 

du Nord, au Moyen-Orient ou en Inde. En revanche la maladie cœliaque est quasiment 

inconnue en Asie du Sud Est et en Afrique Noire. La maladie cœliaque a deux pics de 

fréquence, avec une révélation soit dans l’enfance ou à l’âge adulte entre 20 et 40 ans.  Par 

ailleurs la maladie cœliaque est deux à trois fois plus fréquente chez la femme ( Marie-Anne 

Bigare  ,2016 )  . 
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     Il y a eu une augmentation marquée du nombre de nouveaux cas de maladie cœliaque, en 

raison de meilleurs outils de diagnostic et d’un dépistage approfondi chez les individus à haut 

risque de développer la maladie ( Ditah et al., 2015 ) . 

I.1.2.2 Prévalence 

      La prévalence de la MC, le nombre de cas présents dans la population, a considérablement 

changé. Les estimations sont de 1% en Europe, aux États-Unis, en Australie et en Argentine, 

contre environ 1 sur 1 000 aux États-Unis il y a 40 ans. La MC n'est plus une maladie rare ou 

simplement une maladie européenne, mais un problème de santé publique. (Carlo Catassi et 

al., 2015). 

       En Europe, la prévalence de la MC varie selon les pays. Il atteint un maximum de 2 à 3 % 

en Finlande et seulement 0,2 % en Allemagne. Au niveau mondial, le pourcentage est plus 

élevé : Finlande (2-3%), Sahara occidental (5,6%) et Mexique (1,5-3,5%). En Afrique 

subsaharienne et dans d'autres pays asiatiques, la prévalence de la MC est plus faible que dans 

les pays occidentaux, même si le gradient nord-sud de déclin de la prévalence mondiale de la 

MC est de moins en moins prononcé, d'autant plus que son augmentation est observée en Inde 

(plus supérieur à 1 %) et certains pays d'Amérique latine (Carlo Catassi et al., 2015). 

        D'autres études épidémiologiques dans les pays en développement ont montré des 

prévalences qui se chevauchent, en particulier en Afrique du Nord et au Moyen-Orient  

(Lionetti. 2011). 

Tableau 02  : Distribution de la prévalence de la MC dans quelques pays d’Afrique du Nord   

et du Moyen Orient. (Lionetti.2011) 

 Région Prévalence 

 

Afrique du nord 

Algérie (sahara) 5.6% 

 Libye 0.79%                       

Tunisie 0.6%                       

Egypte 0.53%                      

 

Moyen orient 

Iran 0.88% 

Inde 0.6% 

Turquie 0.7% 
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   En Algérie la prévalence reste toujours méconnue, les informations fournies sont celles de 

Boudraa et al (2008) qui ont parlé de la prévalence dans l’est Algérien (Tableau1). 

    Dans l’Est algérien, la prévalence de la maladie cœliaque en 2003 était de 1,4‰ Guelma, 

1,7‰ à Mila , 0,88‰ à Khenchla (Benatallah, 2009).  

    A Oran, la prévalence de la maladie cœliaque symptomatique, au 31 décembre 2007, pour 

des enfants de moins de 15 ans était de 1,09‰ (Boudraa et al., 2008). 

Tableau 03: Prévalence de la maladie cœliaque dans quelques wilayas d’ Algérien (Boudraa 

et al., 2008 ; Benatallah, 2009). 

Wilaya Prévalence 

Guelma 1,4‰ 

Mila 1,7‰   

Khenchla 0,88‰ 

Oran 1,09‰ 

 

Figure 03 : Prévalence de la maladie cœliaque selon les pays   ( Catassi C et al , 2014 ). 
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I.1.3 présentation clinique  

   I.1.3.1.  Mécanisme physiopathologique : 

    La maladie cœliaque est une maladie auto-immune déclenchée par la consommation de 

gluten chez des individus génétiquement prédisposés. Elle se caractérise par une réponse 

immunitaire anormale contre les cellules tapissant l'intestin, entraînant une inflammation et 

des lésions des villosités intestinales ( Amour et al ,2019 ). 

    Le gluten est une protéine qui est résistante à la digestion et qui est présente dans de 

nombreux aliments, notamment le blé, l'orge et le seigle. 

   Chez les personnes atteintes de la maladie cœliaque, le gluten est reconnu comme une 

substance étrangère, ce qui déclenche une réponse immunitaire. Cette réponse immunitaire 

entraîne la production d'anticorps contre le gluten, ainsi que la production de cytokines 

inflammatoires, qui endommagent les cellules de la muqueuse intestinale. (Maureen . 

Brintha ,2017 ). 

     Lorsque la muqueuse intestinale est endommagée, les villosités intestinales responsables 

de l'absorption des nutriments de l'intestin grêle rétrécissent. Cela peut entraîner une 

malabsorption des nutriments, notamment des vitamines, des minéraux et des graisses, 

entraînant des carences en nutriments et des problèmes de santé connexes.  (Rostami et al 

2017 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 04 : Mécanisme physiopathologique de la maladie cœliaque  (Audia et al .2018). 
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   I.1.3.2.  Les formes de la maladie et les caractérisations.  

Quatre formes de MC ont été identifiées 

            1/ Forme symptomatique :   

      Elle comprend deux types de formes :  

 Forme typique : La maladie se présente comme une entéropathie sévère avec 

syndrome de malabsorption et symptômes cliniques typiques (diarrhée, 

ballonnements, etc.) (Cellier C et al , 2006). 

 Formes atypiques : Elles représentent la majorité des patients diagnostiqués chez 

l'adulte, soit plus de 80% des cas. Des symptômes gastro-intestinaux légers ou des 

symptômes extradigestifs peuvent conduire à un diagnostic de maladie cœliaque  

(CHRONIQUE, 2018).  

           2/  Forme asymptomatique (silencieuse) :  

    Une sérologie positive et une atrophie villositaire plus ou moins sévère sont les 

caractéristiques déterminantes de cette forme. Cliniquement, elle se présente comme 

complètement muette. (SALMA et al 2019 ) . 

          3/ forme latente : 

      La maladie cœliaque active n'est pas observée chez les personnes atteintes de cette forme, 

malgré des anticorps sériques positifs pour la maladie et des biopsies intestinales normales. Il 

est important de noter que les personnes atteintes de cette forme ont un risque accru de 

développer la maladie coeliaque plus tard. ( Gargouriet al , 2017)    

         4/  Forme réfractaire :   

Après un an d'adhésion à un régime rigoureux sans gluten, la persistance de l'atrophie 

villositaire et du syndrome de malabsorption est une caractéristique déterminante. (Singlaet al 

,2016) . 
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I.1.4 Facteur de l'apparition.  

I.1.4.1 Facteurs environnementaux 

      Le gluten est une substance composée de deux protéines différentes appelées « gliadine » 

et « gluténine ». Mélangées avec de l’eau, ces protéines se combinent pour former le gluten 

(Watson, 2017) .  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 05 : formule moléculaire de gluten (Watson, 2017) . 

        L’agent exogène est le gluten, composant protéique des farines de blé, de seigle, d’orge 

et d’avoine. Les produits toxiques au cours de la MC sont les fractions prolamines de gluten : 

gliadines (blé), sécalines (seigle), hordéines (orge) (avoine) Les fragments immun géniques  

sont caractérisés par leur richesse en glutamine et en proline . 

 Ces acides aminés confèrent une résistance à la dégradation enzymatique d’une part 

(polypeptides riches en proline) et forme un substrat idéal pour la désamination par la 

transglutaminase tissulaire (polypeptides riche en glutamine) (BOUKEZOULA S et  

DJAMAA, 2016) 

I.1.4.2 Facteur génétique 

    Pour que la maladie cœliaque afflige un individu, il doit d'abord porter la molécule du 

système HLA de classe II, en particulier DQ2 ou DQ8. Cette molécule peut être trouvée sur 

les cellules qui présentent des antigènes, notamment les macrophages, les cellules 

dendritiques et les lymphocytes B. Cependant, les porteurs HLA ne sont pas assurés de 

développer la maladie cœliaque ; c'est simplement une condition préalable nécessaire. Fait 
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intéressant, plus de 90 à 95 % des patients atteints de MC sont porteurs de HLA DQ2, les 5 à 

10 % restants étant porteurs d'une variante différente. La prédisposition à HLA DQ8 

s'applique à environ 30 à 40 % de la population générale, ce qui rend sa valeur prédictive 

positive faible. Cependant, si on n'a pas HLA DQ2/HLA DQ8, sa valeur prédictive négative 

est de 100 %.( Green et al , 2015) (Gargouri et al ,2017) . 

I.1.4.3 Autres facteurs  

     D’autres facteurs exogènes sont impliquées dans la pathogénie de la MC telle que : 

 les médicaments qui peuvent jouer un rôle dans l’augmentation de la sensibilité au 

gluten   (Faure, 2016). 

 l’absence d’allaitement maternel ; ou bien l’allaitement artificiel qui fragilise la 

barrière intestinale pendant la petite enfance (VENESSON, 2013) 

 La composition quantitative et qualitative du microbiote intestinal semble jouer un 

rôle, car les nourrissons césariens sont plus à risque de MC que les nourrissons nés par 

voie vaginale (la qualité de la première colonisation bactérienne joue un rôle essentiel 

dans la formation et le développement du système immunitaire . 

Un enfant né par césarienne aura un microbiote constitué de bactéries présentes sur la 

peau de la mère et dans le milieu hospitalier, tandis qu'un enfant né naturellement sera 

colonisé par des bactéries présentes dans les organes génitaux de la mère 

(Lactobacillus ) . (BEAUDOUIN F et al, 2007) . 

 Les personnes atteintes de maladies auto-immunes telles que le diabète de type 1, la 

thyroïdite auto-immune et la maladie de Crohn peuvent être plus susceptibles de 

développer la maladie cœliaque. (Ludvigsson M;2019 ). 

 la quantité et l’âge d’introduction du gluten jouent un rôle important . L'introduction 

de gluten avant 3 mois ou après 7 mois était associée à une prévalence accrue de 

toutes les formes de MC. La recommandation actuelle est de l'introduire par petites 

quantités sur une période de 4 à 6 mois tout en continuant à allaiter (SZAJEWSKA et 

al., 2012). 

 Les infections intestinales, notamment à adénovirus et à rotavirus qui altèrent la 

barrière intestinale avec une atrophie partielle de la muqueuse, entraineraient une 

augmentation de la perméabilité, de l’expression d’HLA DQ et de la concentration de 

TGt, favorisant ainsi le développement de la maladie ( Szajewska M et al . 2012). 
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   I.1.5  Test diagnostic 

      Le diagnostic de la maladie est basé sur des arguments cliniques, sérologiques et 

histologiques. Sur le plan clinique. Les signes les plus fréquents sont des douleurs 

abdominales, une diarrhée chronique, un amaigrissement, des pathologies osseuses, une 

anémie et une asthénie. Sur le plan sérologique, la recherche des anticorps anti-endomysium 

et les anticorps anti-transglutaminases  permettent lorsqu’ils sont positifs de confirmer la 

suspicion clinique et de décider d’une biopsie de l’intestin grêle (teste histologique) 

    Douleurs abdominales, diarrhée chronique, perte de poids, problèmes osseux, anémie et 

asthénie sont autant de signes fréquents de la maladie. Son diagnostic repose sur des 

arguments cliniques, complétés par des preuves sérologiques et histologiques. Pour confirmer 

la suspicion clinique et déterminer si une biopsie de l'intestin grêle est nécessaire (un test 

histologique), la recherche de certains anticorps tels que les anti-transglutaminase et anti-

endomysium est généralement effectuée au niveau sérologique .( Benatallah L et  Benchikh 

et Feggoun , 2009) . 

   I.1.5..1 Diagnostic  sérologique :  

 La découverte de l'anti-transglutaminase tissulaire (TGt) en 1997 a conduit à la 

formation d'anticorps anti-endomysium qui ciblent l'antigène. Les laboratoires 

hospitaliers mesurent fréquemment les anticorps TGt au lieu des anticorps 

endomysiaux en raison du faible coût du test (Rashidet Lee., 2016 ; Deprez., 2018). 

 La maladie coeliaque peut être détectée grâce à l'utilisation du test d'anticorps anti-

endomysium, qui a une sensibilité et une spécificité élevées. Cependant, cette méthode 

de test est assez coûteuse car elle nécessite l'utilisation de techniques 

d'immunofluorescence, ce qui peut être considéré comme un inconvénient (Rashid et 

Lee., 2016 ; Gargouri et al., 2017 ).   

 Le dernier examen sérique, l'anticorps anti-peptide de gliadine désaminé (DGP), offre 

un avantage limité en tant que test de dépistage préliminaire. Bien qu'il ne surpasse 

pas le test d'anticorps anti-TGt, le test d'anticorps anti-DGP à immunoglobuline G 

(IgG) est un peu plus perceptif que le test d'anticorps tTG de type IgG. Par 

conséquent, les cliniciens devraient le considérer comme le test préféré chez les 

patients présentant un déficit particulier en IgA (Ludvigsson et al., 2014 ; Rashid et 

Lee, 2016 ) . 
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 Dans les années 1980  Développé un test sérologique initial, l'anticorps anti-gliadine 

ne doit pas être utilisé pour le dépistage de la maladie coeliaque en raison de sa 

moindre précision. (Rashid   et Lee., 2016). 

Tableau 04: Sensibilité des tests sérologiques disponible pour la maladie cœliaque 

(Oxentenko et Rubio-Tapia. 2019). 

Test  Sensibilité % Spécificité% Commentaire 

clinique 

Tissus 

trasglutaminase   

 

89  

(82-94)   

 

98  

(95-99)  

 

Test de choix 

Anti corps 

endomysial    

 

90  

(80-95)  

 

99  

(98-100)   

 

Dépendant de 

l’opérateur 

nécessitent une 

immunoflurescence 

Peptide de gliadine 

desamidée   

 

88   

(85-90)  

 

94  

(92-95)  

 

Comparable à la 

transglutaminase 

tissulaire   

Anticorps anti-

gliadine 

80  

(57-100)  

 

90  

(47-94)  

 

Plus maintenant 

conseillé    

 

   I.1.5 .2 Diagnostic  histologique : 

       Avant la mise en place de tout régime sans gluten, un diagnostic de maladie coeliaque 

doit être confirmé par une biopsie intestinale. Lors d'une endoscopie, il est recommandé aux 

professionnels de la santé de prélever 4 à 6 échantillons du bulbe ou du 2e duodénum. La 

biopsie détectera une atrophie villositaire totale ou subtotale, ainsi qu'une hyperplasie des 

cryptes et une augmentation des lymphocytes intraépithéliaux. Si un régime sans gluten est 

mis en place trop rapidement, le diagnostic histologique peut s'obscurcir. Par conséquent, il 

est important d'exhorter les médecins traitants à référer les enfants suspects de maladie 

cœliaque à un spécialiste avant de procéder à des changements alimentaires. La valeur 

prédictive positive en faveur d'une maladie est renforcée par une augmentation des 
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lymphocytes intraépithéliaux au-delà de 35 %. Il est important de reconnaître que l'atrophie 

villositaire n'est pas uniquement indicative de la maladie cœliaque et peut se manifester dans 

d'autres maladies.(Lamireau et Olives. 2016). 

 

Figure 06 : comparaison entre une villosités normale et une atrophie villositaire  ( Zerbib.et 

Belleannée 2018). 

   I.1.6  Traitement de la maladie cœliaque 

   Le traitement de la maladie cœliaque est essentiellement diététique, il repose sur le régime 

sans gluten à vie (Gasbarrini et Mangiola, 2014). 

    Il est impératif de suivre un régime strict qui exclut le gluten pour ceux qui cherchent à 

éliminer complètement les symptômes de la maladie cœliaque, et cela ne devrait être entrepris 

qu'une fois qu'un diagnostic a été établi. Il convient de noter que bien qu'il puisse y avoir une 

amélioration rapide des symptômes cliniques, il peut s'écouler jusqu'à deux ans avant que 

l'atrophie villositaire ne s'atténue après un régime sans gluten. Il est recommandé de maintenir 

un régime sans gluten tout au long de la vie afin de réduire le risque de développer des 

complications malignes, en particulier celles associées à des affections squelettiques ou à des 

maladies auto-immunes. A l'inverse, une diminution des taux sériques d'anticorps cœliaques 

et leur disparition après un an d'adhésion à un régime sans gluten est révélatrice d'un suivi 

positif du RSG. (Deprez, 2018 ; Itzlinger et al., 2018). 
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I.2 RÉGIME SANS GLUTEN : 

I.2.1   définition et avantages : 

I.2.1.1. Le gluten : 

  L’origine du mot   gluten provient du latin signifiant « colle ». (Dowd et al ; 1974). 

  Le gluten est un mélange de protéines combiné avec de l’amidon dans l’endosperme de la 

plupart des céréales (la table de intolérance ; lé gluten .2016). En particulier le blé ; le seigle ; 

l’orge et l’avoine. Cette protéine responsable des propriétés élastiques ; visqueuse et 

extensible nécessaire dans la préparation de pâte alimentaire et très utilisé en boulangerie; ce 

dernier se répartissent en deux groupe les prolamines sont à la source de la maladie cœliaque 

et les gluténines non toxique. ( Sciarini et al ; 2009) . 

 

 

 

 

 

 

Figure 07 : composition du gluten (REZKI M ,2021). 

I.2.1.2. Le régime sans gluten : 

    Le régime sans gluten consiste et nécessite à éliminer et disperser le gluten dans tous les 

aliments naturel ou industrielles. On le retrouve en grande quantité dans les préparations 

industrielles à cause de ses propriétés élastiques qui apportent de la texture et de la  

consistance aux produits (biscuits, pizzas, etc.) ( Maki et Collin ,1997 ) . 

   Le RSG c’est le seul traitement efficace pour la maladie cœliaque et meilleure digestion 

pour tout le monde. 
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I.2.1.3. Les avantages d'un régime sans gluten: 

     Les personnes prennent le régime sans gluten pour retrouver une meilleure santé et une 

meilleure qualité de vie sans douleurs abdominales, amaigrissement, diarrhée, ballonnements 

et fatigue.  

         • diagnostic pour les maladies cœliaques. 

         •  La seule présence de trace de gluten  

         • améliorer la majorité des complications relatifs comme l’anémie les symptômes de la 

gastro-intestinaux et le risque de la malignité 

       • réduit le risque de problème de la santé à lange terme  

       • améliorer de l’état de la santé (absence des symptômes ; la muqueuse de l’intestin 

grêle se régénère ; meilleur qualité de vie sans douleur abdominal ; sans gonflement 

      • la valeur d’anticorps devient normale  

      •  favoriser la perte de poids et le nutriment bien absorbé et utiliser par le corps humain 

      • pour les enfants c’est une protection de la sensibilité de blé et devient une bonne 

croissance et un développement sain (Les avantages du régime sans gluten (schaer.com)  

     • améliorer constatées des performances des sportive en hausse des meilleures 

digestions  

     • plus d’énergie et moins fatigue car le RSG une bonne source de nutriment et les 

produit sain (plain des vitamines ; des AA ; des minéraux  

      • meilleur système immunitaire correspond agissant la flore intestinale 

      • alimentation moins sucrée et bonne source de glucide 

      • le RSG bienfait pour sa condition physique de tous les personne mais aussi plus que 

les sportif’ (https://www.naturaforce.com/comment-perdre-du-poids/les-differents-

regimes-alimentaires/regime-sans-gluten). 
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I.2.2     Limite de régime sans gluten : 

        •    tous les aliments qui contient des produit à abréviation BASO (blé ; avoine ; seigle ; 

l’orge) et tous les plat préparé par la farine de blé sont évité  

Par les aliments à prendre dans le régime sans gluten : 

       •  tous les fruits et les légumes   

      •  la viande, le poisson, les fruits de mer et les œufs  

      • les produits laitiers, tels que les yaourts, le fromage blanc ou les petits suisses. 

      • Les féculents sans gluten (www .livi.fr/en-bonne-sante/régime sans gluten aliment) 

Figure 05: aliments autorisé et interdit dans le régime sans gluten (Rezki M 2020) . 

Type aliment  

  

Autorisés Interdit 

Produit amylacé

  

 

Quinoa ; soja ; millet ; riz ; maïs ; 

sarrasin (naturellement sans gluten) Blé 

; orge ; seigle ; 

amidon ; crème pâte ; pain ; 

gâteaux ; pâtisserie ; 

Biscuit salés ou sucrés ; 

chapelure ; 

Légumes 

  

Tous les légumes frais ; terres, naturel ; 

fécule de pomme de terre 

Gratien de légumes ; pomme 

de terre avec chapelure 

Produit laitiers

  

 

Lait  (frais ; pasteurisé ; écrémé) 

Fromages (cuit ; fermentés) 

Yaourt nature ; fromage blanc 

Fromage ; yaourt aux 

céréales 

Viande et 

volaille 

  

Fraiche ; conserver naturel Panées ; en croute en gratins 

Œufs 

 

 Tous  

Fruits  Tous les types de fruits  

Produit de la 

mer    

Poisson Poisson contentant de la 

farine ; crêpes   

Sucre   Sucre de betterave et canne Chocolats aux brisures de 
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crêpes dentelle ; sucre glace 

Dessert 

  

Les crèmes à base des féculents sans 

gluten 

De sauce épaissis à la farine 

de blé comme la béchamel ; 

crème pâtissier 

La soupe 

  

Soupe de fruit secs ou bien à base de ris ; 

mais ; millet… 

Les soupes conservée et dans 

les sachée 

Médicament 

  

 Certaine médicament gélule 

ou bien comprimé enrobés 

I.2.3 les féculent sans gluten  

I.2.4 les féculent sans gluten en Algérie : 

    Actuellement ; pour préposer un aliment sans gluten doit être suivi les règle de l’OMS qui 

dit une céréale dont la prolamine n’est pas toxique comme les féculent.   

    Donc Les féculents sont la base de notre alimentation dans le cas d’un régime sans gluten ; 

Et on peut le replacer les pâtes et le pain par ces féculent naturellement sans gluten tel que le 

soja le mais le ris le millet le quinoa le sarrasin les lentilles…..etc. ces céréale c’est une source 

de glucides naturel et la première source d’énergie pour l’organisme et riche des vitamines et 

des minéraux et fibre. En plus on peut utiliser ces céréales et pseudo-céréale dans la cuisine 

algérienne pour une alimentation saine ; coaguler les soupes   

Certaine féculent sans gluten en Algérie : 
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Tableau 06 :  féculent sans gluten en Algérie (Jennifer LIMER.2020)(ma -cuisine-bien-

etre-vegetarienne-sans-gluten) . 

Féculent   Protéine Acide 

aminé  

Calorie Avantage 

riz   

  

14 1.07 Cru : 374 

Cuit : 102

  

 Riche en fibre  

 Antioxydant 

 Source de vitamine B  

Sarrasin   

   

   

9.77 1.14 Cru : 354 

Cuit :110 

 Riche en protéine végétale  

 une teneur élevée en fibres 

 le sarrasin aide à nettoyer les 

intestins et à régulariser le 

transit. 

millet   

   

   

10.60 0.59 Cru : 378 

Cuit : 119 

 Aliment préventif contre 

certaine type de l’hépatite   

 Contient des plusieurs 

minéraux ; contient du silicium 

qui améliore l’état de la peau ; 

des cheveux et des ongles   

Maïs    

   

8.1 3.7 346  Pouvoir antioxydant ; 

 bonne source de fibres 

alimentaire et de glucide  

 favorise la santé 

cardiovasculaire 

Quinao  

  

14.8 1.07 Cru : 374 

Cuit : 102 

 prévention des maladies 

cardiovasculaires, du diabète 

et de certains cancers. 

 Un chouchou pour notre 

intestin  

 Un super-aliment pour les 

intolérants au gluten et les 

végétariens 

soja   

   

36 2.9 416  Diminue le risque de certain 

type de cancer et bonne source 

de nutriment   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre  II : Aperçu sur les probiotiques  
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II .1. Définition et historique  des probiotiques 

   Le terme probiotique a fait son apparition dans notre langage depuis longtemps, il vient du grec -pro 

bios- qui signifie « en faveur de la vie ».  

    La notion des probiotiques a bénéficies de plusieurs définitions qui ont évolué au fil du temps, en se 

base sur des découvertes, des connaissances scientifiques, et des progrès technologiques. 

   En 1908 la première définition des probiotiques a été publié grâces aux travaux de Metchnikoff qui 

reçut le prix Nobel, il a noté que la consommation de plusieurs produits fermente à base des bactéries 

lactiques accroitre la longévité et la bonne santé intestinal des paysans bulgares, donc il propose que ces 

bactéries productrices de l’acide lactique peuvent supprimer l’activité des germes pathogènes. 

(Metchnikoff,1907). 

  En 1965 : Lilly et Stillwell ont proposé que les probiotiques ont des sécrétions promoteurs de 

croissance stimulent les autres microorganismes. (Lilly et Stillwell, 1965). 

En suite la première utilisation de cette notion était par Parker en 1974 : Des microorganismes et des 

substances aident à préserver l’équilibre microbienne dans la tractus gastro-intestinale. (Parker ,1974). 

   En 1989 Fuller propose une définition plus spécifique : Des additifs alimentaires microbiennes 

vivantes exercent un effet bénéfique sur la digestion de l’hôte et l'hygiène intestinale des animaux à sang 

chaud en rétablissant la microflore intestinale naturelle. (Kitazawa et al.,2013 ; Zendeboodi et al., 

2020). 

Enfin, selon la définition adoptée par le groupe de travail mixte formé par L’Organisation des Nations 

Unies pour l’Agriculture et l’Alimentation (FAO) et l’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS), les « 

Probiotiques » sont des microorganismes vivants qui administrés en quantités adéquates sont bénéfiques 

pour la santé de l’hôte (FAO/WHO 2002 ;Hill et al.,2014). » (Lebeer et al., 2018 ; Karolina et al., 

2020; Gurram et al.,2021 )  

La définition actuelle pourrait encore évoluer, car les champs de recherche pour mieux connaître et 

comprendre l’action des probiotiques sont encore nombreux (Yan et Goldman,2020) 
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Tableau 07 : Liste des micro-organismes probiotiques (Markowiak et S´liz˙ewska, 2017). 

 

II .2. Mécanisme d'action 

II .2. 1 La compétition nutritionnelle et pour l’espace (l’exclusion compétitive)  

   Lorsque différentes souches sont mises en culture dans un même milieu, elles entrent obligatoirement 

une compétition surtout sur le substrat utilise, cas des bactéries lactiques utilisant le lactose pour 

envahissement totale de de milieu et pour limiter la multiplication des autres colonisateurs (Julliard V 

et al.,1987). 

   Les micro-organismes probiotiques présentant une activité antimicrobienne contre certain germe 

indésirable, en excluant les bactéries pathogènes dans le tractus digestif par l’empêchement de 

l’adhésion et de la colonisation des parois intestinale. (Markowiak etslizewskai., 2017)., en effets ils 

ont la capacité d’occuper les différents sites d'adhésion de manière prolongé, donc crier une compétition 

directe entre les souches probiotiques et les souches infectieuses. Ce phénomène appelé la compétition/ 

exclusion (Dawood et al, 2018). 

 

 

Lactobacillus  Bifidobacterium  Autres bactéries 

lactiques  

Autres micro 

organismes 

L. acidophilus 

L. amylovorus 

L. casei 

L. gasseri 

L. helveticus 

L. johnsonii 

L. pentosus 

L. plantarum 

L. reuteri 

L. rhamnosus 

B. adolescentis 

B. animalis 

B. bifidum 

B. breve 

B. infantis 

B. longum 

Enterococcusfaecium 

Lactococcus lactis 

Streptococcus 

thermophiles 

Bacillus clausii 

Escherichia coli Nissle 

1917 

Saccharomyces 

cerevisiae 

(boulardi) 
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II .2. 2 Renforcement de la fonction barrière 

   Les souches probiotiques sont capables de bloquer la pénétration des bactéries pathogènes dans les 

cellules hôte intestinale, en augmentant l'intégrité intracellulaire des jonctions apicales (Landman C. 

and Quévrain E. 2016). De plus Ils induisent la sécrétion de muqueuse intestinale, augmenter la 

production des IgA,et de réduire la translocation bactériennes( Collado M. C.,et al.,2007 ). 

II .2. 3 La production des enzymes pour l'amélioration de la digestibilité 

La présence des souches bénéfiques permet la bonne digestion du nutriment, et de la sécrétion des 

vitamines. (Philip A.V, et al.2017). 

La production des enzymes favorise la digestion de ration alimentaire. Cependant, les lactobacillus 

facilite la digestion de lactose, augmenter la vitesse d'amylolyse et de produire l'acide lactique (Larpentl  

J.P et al.,1997). 

II .2. 4 Simulation de l'activité immunitaire ( immunumodilation) : 

     L'administration oral au bien l’intrapéritonéal des probiotiques stimule la réponse immunitaire 

inné/Adaptative contre les agents pathogènes, cette interaction probiotiques système immunitaire 

termine activation des macrophages, la sécrétion des monocytes, cytokines anti-inflammatoire. ( 

Oelschlaeger,2010).  

    Ainsi que la production des anticorps IGA sécrétoires dans la lumière intestinale. En se fixant sur les 

adhésines et en interférant avec les interactions adhésines/récepteurs cellulaires ( LARPENT J.P et 

GOURGAUD M.L., 1997)  ,d'autre part les probiotiques s’accumule la sécrétion de cytokines les 

l'interleukine-10 (IL-10) et le facteur de croissance transformant-β (TGF-β) par les cellules T 

régulatrices . (Markowiak etslizewskai., 2017 Eamonn et Quigley, 2018 ; Delgado et al., 2017 

;Gurram et al., 2021). 

II .2. 5 La production des composes antimicrobien  

   Les probiotiques utilise le métabolisme de production décomposer entier micro bien p pour limiter la 

croissance des pathogènes tels que l'acide lactique les bactériocines le pire aussi d'hydrogène la des 

conjugaisons sels biliaires (Umu et Al 2017;Sharma et bajwa 2021). 
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II .2. 5.1 La production des bactériocines 

   Les bactériocines sont des peptides antibactériens ont une activité bactéricides 36 contre les souches 

bactériennes proche de la cellule productrice (Dorto C., Thonart.P ,2008). 

      Les bactériocines sont synthétisées par voie ribosomique généralement par les bactéries à Gram 

positif appartenant au groupe des bactéries lactiques. Elles peuvent subir ou non des modifications post-

traductionnelles avant d’être excrétées dans le milieu extracellulaire (Jasniwski, 2008) . 

    Ils agissent sur la membrane externe des bactéries cible après la fixation aux certains récepteurs 

membranaires spécifiques. En effet, un pore se forme dans la membrane de la cellule cible, pour la 

libération de contenue cytoplasmique et la dissipation de la force proton motrice, Entrainant la mort des 

cellules affectées. (Kouakou et Thonart, 2010).   

   Les bactériocines perturbent l'organisation de la couche lipidique (Hanafya et Al;2016). 

 

 

 

 

 

   

Figure 08:Mécanisme d’action des bactériocines de bactéries lactiques (Taale et al., 2016). 

II .2. 5.2  Les acides organiques  

  La découverte des acides organique qui fait 1784 par Scheele(les probiotiques sont capable d'effectuer 

une grande diversité de réaction traduisent la transformation ou la production des acides s organiques 

quelques tels que l' acide lactique acide acétique qui sont généralement produisent par les lactobacilles et 
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les bifidobactéries  à travers la fermentation des hexoses. Ces différents acides produit via les glucides 

intégrés lors de l'alimentation. Ces derniers permettent d’inhiber la croissance des levures et d’autres 

bactéries qui ne peuvent se développer à pH acide (Mami, 2013). 

  Ils induisent la réduction de ph intestinale lorsque les acides organiques diffuse la membrane 

bactérienne et leur dissociation permet d'acidifie le cytoplasme qui pourrait être nocif pour la croissance 

des agents pathogènes donc inhibition de la fonction cellulaire.  

    Les niveaux et les types d'acides organiques produits pendant les fermentations dépendent de l'espèce, 

de la composition du milieu et des conditions de croissance (Van de Guchte et al, 2002).  

II .2. 5.3  Le peroxyde d’hydrogène  

 Certaines souches des probiotiques sont capable de produire h2o2. (Van de Guchte et al, 2002). 

La molécule de h2o2 diffuse librement à travers la membrane cellulaire, cette molécule est très délétère 

Pour les cellules, en réagissant sur l’ADN, les protéines et les lipides. La production du peroxyde 

d'hydrogène accompagnée par celle d’acide acétique permet l'inhibition du développement de certaines 

espèces pathogènes comme certains virus tel que le virus de la fièvre aphteuse, certains champignons 

comme Candida albicans, ou encore certaines bactéries comme Escherichia coli, (Touati ,2000). 

II .2. 5.4  Dioxyde de carbone  

Le dioxyde de carbone est considéré comme métabolite secondaire, il se forme principalement pendant 

la voie hétéro-fermentaire des probiotiques pour créer d’un environnement d’anaérobiose. Donc, les 

bactéries à Gram négatif sont les plus sensibles. L’accumulation deCO2 dans la bicouche lipidique 

entrainent un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire (Ammoure et al,2006 phone). Au 

même temps, il a la capacité d’inhiber les décarboxylations enzymatiques. (Šušković et al., 2010) .     

II .2. 5.5  Les diacetyl  

   Le diacetyl est un composant aromatique, il a été synthétisé par différent germes lactiques 

[Lactobacillus sp. et Pediococcus sp, Leuconostoc sp] due au métabolisme du citrate par l’intermédiaire 

du pyruvate appartenant au lactococcus (karni et al,2021). 
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    Il a une activité antifongique anti levures chez lactobacillus par aalimentarus PB127 (Gorfal et 

al,2012).  Et autre activité contre les germes gram négatifs et gram positif non lactiques.(El Ziney et al, 

1998). 

Métabolites antimicrobiens de faible masse molaire secrétés par les bactérie lactiques autres que les 

bactériocines (Leonard, 2013) . 

Tableau  08   : Métabolisme antimicrobienes de faible masse molaire secrétés par les bactéries lactique 

autres que les bactériocines. (Leonard, 2013) .  

 

II .2. 5.6  Les antibiotiques  

Les probiotiques permettent la dégradation de glycérol à travers la synthèse de la reuterine ( Blagojeve 

et al 2012). En 2 étapes : 

      La déshydratation de glycérol par une « glycérol deshydratase » pour la formation de la reutérine qui 

sera ensuite réduite en 1,3-propanediol par une oxydoréductase. Cette deuxième étape est inhibée en 

l’absence de glucose. La reutérine s’accumule dans le microorganisme producteur.  Sa toxicité contre la 

cellule productrice limite sa production, certaines espèces comme Lactobacillus reuteri y sont plus 

résistantes (Vollenweider, 2004). 

Composes antimicrobiens                 Souches productrices  Spectre antimicrobien  

 Acide lactique   Toutes bactéries lactiques  Levures  

Bacteries a gram +/- 

 Acide acétique  Bactéries lactiques 

hétèrofermontaires 

Levures  

Bacteries a gram +/- 

  Diacétyle  Lactococcus,leuconostoc Levures  

Bacteries a gram +/- 

Peroxyde d’hydrogène  Toutes les bacteries lactiques  Levures  

Bacteries a gram +/- 

Dioxyde de carbone  Bactéries lactiques 

hétèrofermontaires 

La plupart des groupes 

taxonomiques des 

microorganismes  
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II .2. 5.7 Phages lactiques 

   Les bactériophages présentent par les souches lactiques sont un exemple bien connu de parasitisme. En 

attendant par fermentation, les phages peuvent provoquer brutalement la lyse des souches dominantes. 

Cela entraîne des modifications du produit de fermentation, mais également des pertes importantes. Il est 

économique pour les industriels ( Savijokie K.,et al., (2006). 

II .2. 5.8  Biosurfactants 

    Les biosurfactants sont des composés amphiphiles produits couramment par les microorganismes 

principalement les bactéries et les levures sur leur surface cellulaire (Van Hoogmoed et al., 2004 ; 

Maneerat, 2005 ; Banat et al., 2010). 

   Les biosurfactants dérivés des bactéries lactiques ont attiré l'attention en raison de leur 

fonctions spécialisées biodégradables, hautement sélectives. Le mécanisme d'activité 

antimicrobienne de ces molécules est basé sur l’inhibition de l’adhésion des pathogènes (Satpute 

et al., 2016 ; Sharma et al., 2016). Les bactéries à Gram négatif sont plus sensibles aux 

biosurfactants que les bactéries à Gram positif (Sharma et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 09 : Mécanismes d’action des probiotiques (Gurram et al., 2021). 
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II .3. Propriété de sélection et production des probiotiques : 

     Pour que en puisse être commercialisé un produit contient des probiotiques, il faut qu’il satisfaire à 

des critères scientifique, règlementaire et économique, et selon la suggestion de OMS, FAO et EFSA, la 

sélection doivent garantir à la fois les critères de sécurité, les critères fonctionnels et il faut répondre 

critiques technologique. (Mark kowrak et sliziorka, 2017).  

II .3. 1 Critères de la sécurité : 

II .3. 1.1 Origine : 

     Un micro-organisme probiotique doit être reconnu comme sécuritaire, avoir une histoire de non 

pathogénicité (Sonia jradi hosin, 2018). 

Ils sont retrouvés naturellement dans certains aliments (les produits laitier, les boissons fermentées riche 

en ferment lactique, mais aussi dans des fins humaines au long de tractus digestif, au bien dans le lait 

maternel, et chez certains animaux. ( Shewale R.N.,et al. 2014). 

II .3. 1.2 Identification : (phénotypique et génotypique) : 

  L'identification des probiotiques se base sur la détermination de la taxonomie ce qui permettre d'avoir 

une idée sur l'origine, la physiologie l'habitat d’une souche. Cette identification se fait par des techniques 

moléculaires fiables, soit par hybridation ADN-ADN, ou par le séquençage de l’ADN codant pour 

l’ARN 16S ribosomal, (FAO/OMS, 2002 ; Binda et al., 2020). 

II .3. 1.2 Innocuité et la résistance aux antibiotiques  

    Innocuité pour l'hôte est considéré comme critère essentiel dans la sélection des souches probiotiques, 

donc un probiotiques ne doit pas être nocif pour l’organisme et ne doit présenter aucun risque pour la 

sante(innocuité totale)  , La résistance aux antibiotique, grâce à aux leur structure généralement, et leur 

physiologie, pour un probiotiques la résistance n'est pas transmissible, donc il faut choisir que des 

souches manquent des gènes de résistance non transférable souvent fait appeler au séquençage 

génomique complète de bactéries ce qui ce qui permet de connaître en détail tous les risques la 

résistance aux antibiotique synthèse qui facture de virulence ou encore les métabolites dangereux.( 

Samedi et chantes, 2019). 
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II .3. 2 Les critères fonctionnels : 

II .3. 2 .1 L’activité antimicrobienne  

   L'activité anti microbienne vis-à-vis des agents pathogènes et l'une des critères fréquemment utilisés 

pour la sélection des souches probiotiques. Il est nécessaire que les microorganismes à potentiel 

probiotique soient capables d’inhiber le développement des microorganismes pathogènes (Shokryazdan 

et al., 2017). Et il doit assurer un bon fonctionnement d’une barrière intestinale. (Bajag et Al, 2021). 

II .3. 2 .2  L'adhésion aux cellules épithéliales. 

  La capacité d'adhésion à la muqueuse gastro intestinal est parmi les conditions de sélection des 

probiotiques. Cette adhésion permet une grande persistance dans le digestif et une accumulation sur les 

différents sites d'adhésion au niveau des muqueuses. Afin d’assurer la colonisation de façon permanente 

mais aussi de participer à l’exclusion des agents pathogènes. (Novik et al., 2014). 

II .3. 2 .3 Tolérance aux activités gastriques : 

II.3.2.3.1. Tolérance au pH gastrique 

   La définition actuelle des probiotiques insiste sur le paramètre de viabilité. Cependant la survie dans le 

suc gastrique a un pH d’environ 2, est un critère de sélection important des probiotiques. Donc un 

microorganisme probiotique ingère doit avoir une tolérance élevée à l’acidité   du suc gastrique. Cette 

résistance dépend la capacité à toléré l'attaque gastro acide, le type de souche administre, le régime 

alimentaire, et le temps de passage. (Samedi et Charles,2019). 

II.3.2.3.2 Tolérance au la bile: 

    La tolérance aux sels biliaires et un facteur important de montrer la survie des probiotiques, donc un 

micro-organisme probiotique doivent faire face à l'action détergent des sels biliaires libres dans le 

duodénum au cours de passage dans l'intestin grêle, un nombreuses des souches lactobacilles 

bifidobactéries survivent assez bien pendant le transit intestinal et arriver en grande quantité des fèces. 

(Louembe,D et al 2005). 
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II .3. 2 .4  Immun modulation 

  La stimulation de la réponse immunitaire à la fois naturel et acquise des probiotiques considéré comme 

une propriété de sélection des souches. 

  Différents étude montent que la consommation de souches lactiques module le système immunitaire en 

améliorant la réponse contre différent infection naturels et de confèrent la protection contre les enter 

pathogènes par la section des cytokines, activation de la réaction phagocytaire et d’indurer la 

différenciation de lymphocytes B mateurs et de produire des anticorps IgA. (Shewale et al., 

2014 ;Ericksen K.L.2020). 

II .3. 2 Critères technologiques : 

   En plus de 2 critères premier il existe autre critères technologiques pour les probiotique, pour arriver à 

son site d’activité digestive dans sa forme viable et en nombre suffisant. 

    Les critères technologiques sont présents par la stabilité lors de stockage et entreposage, la survie au 

court de procède de fabrication, la conservation des de propriétés sensorielles, la résistance au phages,  

(Guarner F. 2008.) . 

    Les souches probiotiques les plus stables sont celles qui appartiennent au genre Bacillus, car leurs 

spores sont résistantes à la chaleur et restent viables pendant le stockage à long terme (Simon, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Lignes directrices pour l’évaluation des probiotiques en vue d’une utilisation alimentaire 

(FAO/WHO ,2002 )  
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Tableau 09  : Principaux critères utilisés pour la sélection des souches probiotiques 

(FAO/WHO, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II .4. Effets des probiotiques : 

II .4.1 Effets bénéfiques associés aux probiotique :  

II .4.1.1 Effets nutritionnelles   

    Les probiotiques augmentent l’état nutritionnel de l’individu par un mécanise d’acidification de 

milieu en production d’acide lactique et par l’activité Ly politique et protéolytique en stimulant la 

digestion des aliments par la production des enzymes   qui aident à la malabsorption du lactose par 

l’action de la β-galactosidase bactérienne dans l’intestin grêle, Chez les personnes souffrant 

d’intolérance au lactose. (Deverse et al, 2010). 

  Dans le même registre de la digestion et de la tolérance aux disaccharides, il a été montré que 

l’ingestion de Saccharomyces cerevisiae aidait à la digestion du saccharose chez des enfants déficients 

en saccharase. (Harms et al,1987). 
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II .4.1.2 Effets sante (Domain thérapeutique)  

   Utilisation des probiotiques contribuer au bon fonctionnement de system immunitaire par la 

modulation de la sécrétion de cytokine, la réduction de la sensibilité aux allergènes, le renforcement de 

la résistance aux infection (viral et bactériennes), les cas des infections gastro-intestinal, et les cas des 

infections uro-génitale, Cas de lutte contre H.pylori (Nista et al.,2004), 

 Effet anti microbienne pour inhiber la croissance des pathogènes ,et de maintenir une balance  de 

la flore buccale, intestinal, et vaginal. (Uehara et al., (2006) )  ont démontré la capacité des 

souches de Lactobacillus crispatus, utilisées sous forme de suppositoires à empêcher la 

colonisation du vagin par les bactéries indésirables  et de prévenir ainsi les rechutes chez les 

femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétées de la vessie, ainsi que des 

problèmes liés aux infections urinaires.(Zergoug A., 2017). 

 Effet de détoxification :la capacité de neutraliser de toxine et orienter la micro flore intestinal 

pour diminuer l’absorbance des substances toxiques et de réduire la biotransformation des sels 

biliaires et les acides gras en substances toxiques. (Horáčková,et al,2018). 

 Effet de barrière : les probiotiques empêchent les agents pathogènes de se lier au niveau de 

cellule épithélial, pour établir une flore digestive équilibrer (Mouhib mohamed,2023). Réduire 

la biotransformation des sels biliaire et acides gras (khan et Naz, 2013). 

 Effet sur la formation de cholestérol : les probiotiques possèderaient une activité 

anticholestérolémiante ,en diminuant le taux de cholestérol et d’inhiber la conversion de acétate 

en cholestérol, cas de Sc. thermophilus serait responsable de cette action .( Leveau J.Y et Bouix 

M ; 1993). 

 Effets anti-cancérogènes : Certaines probiotiques présentent des propriétés anti tumeur dans le 

tractus gastro intestinale grâce a la diminution de activités enzymatiques des bactéries fécales par 

action de catalisation des précancérigènes en substances cancérogènes (MARTEAU P et 

RAMBAUD J.C., 1993 ). 

      Différentes études ont démontré aussi bien le rôle préventif que curatif de ces bactéries sur différents 

types de diarrhées (les diarrhées aigües, diarrhées post-infectieuses et post-antibiothérapie, diarrhées des 

voyageur, diarrhées des radiations, et encore soulager la constipation, le ballonnement. (Yadav et 

skulka.,2017). 
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    Traitement des encéphalites hépatique, des maladies inflammatoires chroniques intestinal, pouchite, 

IMD/MICI maladie de crohn (Sireswar et al., 2019 ; Guandalini et Sansotta, 2019)., ulcéreuse colite 

syndrome d’intestin irritable, colique et maladie cœliaque. (Johanna P.,2020). 

 

 

 

 

 

Effects bénéfiques des probiotiques 

 Augmenter l'état nutritionnel de l'individu. 

 Augmenter la disponibilité des vitamines, des minéraux et des oligo-éléments 

pour le corps. 

 Aide à la sécrétion de l'enzyme digestive, p.ex., sécrétion de β-galactosidase. 

 Prévention et traitement de la diarrhée due à l’infection, de la diarrhée du 

voyageur, des infections virales aiguës, diarrhée chez les enfants, diarrhée 

associée à une surdose d'antibiotiques. 

 Diminue le cholestérol. 

 Amélioration du système immunitaire. 

 Augmenter la grande motilité intestinale qui aide à soulager la constipation. 

 Maintenir l'intégrité muqueuse. 

 Maintenir les microbes intestinaux par activité antimicrobienne. 

 Diminuer les symptômes de l'intolérance au lactose. 

 Prévenir les allergies alimentaires. 

 Activités anti-carcinogènes. 
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Tableau  10 : Implication des différentes souches bactériennes en fonction des pathologies 

digestives(Johanna P.,2020).  
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II .4.2 Effets indésirable 

    Peu d’études sont intéressées aux effets secondaires des probiotiques autant que ils sont considérés 

n’ayant aucun effet indésirable rapporte. Néanmoins, il existe quelque étude montre des cas ou en 

enregistre des effets néfastes. 

 

II .4.2.1 Effets métaboliques :  

     Les diarrhées liées au métabolisme de la bile chez des patients atteints d’iléostomie, l’ingestion de 

lactobacilles et de bifidobactéries, pouvaient provoquer une transformation excessive des sels biliaires 

primaires conjugués en sels biliaires secondaires libres (Marteau et al.,1995), 

    Une autre étude a permis de constater, chez des enfants souffrant du syndrome grêle court, une 

hyperventilation ou une encéphalite sont rapportés, suite à la prise de probiotiques et notamment de 

lactobacilles, (Connolly E, Abrahamsson T, et al. 2005). 

II .4.2.2 La translocation bactérienne : 

     Lorsqu’il y a le passage de microorganismes probiotiques de site intra intestinal au site extraintistinal 

une infection pouvant de se révéler chez les personnes immunodéprimés (une septicémie et une 

endocardite). (Marteau P, Shanahan F.2003). 

II .4.2.3 Effets indésirables immunologiques : 

    Les polysaccharides de la paroi cellulaire des probiotiques prouvent engendrer des réactions de fièvre 

une arthrite des maladies auto immune par intermédiaire de cytokine.  Aucune étude significative chez 

l’homme à ce sujet n’a été réalisée à ce jour. (Johanna.P.,2020).    

II .4.2.4 Transfert de gènes de résistance :  

    Certains gènes de résistance aux antibiotiques des souches probiotiques soient transférés au 

microbiote de l’hôte. On parle de « résistome ». Ces gènes se retrouvent soit au niveau des 

chromosomes, soit ils correspondent à des éléments mobiles (plasmides, transposons). Les 

recommandations actuelles sont d’éliminer les souches comportant des gènes acquis de résistance aux 

antibiotiques (Butel., 2014). 
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Malgré la présence des effets indésirables mais ils resteront rares pour les organismes sains. 

II .5. Classification : 

   Ils existent des multiples des bactéries différentes mais peu sont éligible au titre probiotiques, et sont 

autorisées d’utilisée en alimentation avicole pour le maintienne digestif. Pour classer un probiotique il 

faut respecter le nomenclateur suivant : genre, espèce, et souche. Ainsi que le mode d’action. 

II.5.1. Classification basée sur le mode d'action : Les probiotiques peuvent également être 

classés en fonction de leur mode d'action ou de leurs effets sur l'organisme.  

Tableau 11 : la classification des probiotique selon mode d’action. (Yadav et Shukle 2017).   

 Classification 

 Probiotiques à effet barrière : Certains probiotiques aident à renforcer 

la barrière intestinale en renforçant les jonctions entre les cellules 

intestinales, ce qui peut prévenir les fuites intestinales et les problèmes 

inflammatoires. 

 Probiotiques producteurs de métabolites : Certains probiotiques 

produisent des métabolites, tels que des acides organiques ou des 

enzymes, qui peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé de l'hôte. 

Selon le mode d'action Probiotiques immunomodulateurs : Certains probiotiques peuvent 

moduler le système immunitaire en stimulant ou en régulant les réponses 

immunitaires, ce qui peut être bénéfique pour les personnes atteintes de 

troubles immunitaires. 

 Probiotiques digestifs : Certains probiotiques aident à la digestion en 

produisant des enzymes qui décomposent les aliments, en améliorant la 

motilité intestinale ou en favorisant l'absorption des nutriments 

 Probiotiques antimicrobiens : Certains probiotiques produisent des 

substances antimicrobiennes, telles que des peptides antimicrobiens, qui 

peuvent inhiber la croissance de pathogènes et contribuer à maintenir 

l'équilibre de la flore intestinale. 
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II.5.2. Classification basée sur le genre et l'espèce et la souche : Les probiotiques sont généralement 

classés en fonction de leur genre (par exemple, Lactobacillus, Bifidobacterium) et de leur espèce (par 

exemple, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum). Cette classification est basée sur la 

taxonomie microbienne traditionnelle. Les souches spécifiques de probiotiques sont souvent identifiées 

par un numéro ou une combinaison de lettres et de chiffres. Par exemple, Lactobacillus rhamnosus GG 

est une souche spécifique de Lactobacillus rhamnosus largement étudiée. (DESMAZEAUD M., 1992). 

Actuellement la majorité des probiotiques sont de type bactriennes principalement les bactéries lactiques 

(lactobacilles,bifidobactries lactoccoques ) (Caly, D.2005 L.,Osman et al 2020 ;Ramlucken et al 

2021).mais certaines faits partie de la famille des leuveures ,algues unicellulaires (yadav et shukle 

2017).   

II .5. 2.1 Les bactéries lactiques 

    Ils ont connu sous le nom des bactéries acido lactique décrite pour la première fois par Orla-jensen au 

début de 18eme siècle ils sont des bactéries A gram positif, immobile, non sporulant, hétérotrophe, non 

pigments et non pathogène. Généralement dépourvues en catalase et en oxydase (Dorti.C, 2008) ces 

bactéries pouvant avoir les formes suivantes sphérique (coque), le genre de lactococcus, streptococcus et 

entérococcus. La forme bâtonnet (bacilles) le genre du lactobacille, et encore ovoïde leconosstoc ssp. Il 

ont la capacité de fermenter les sucres en acide lactique, et capable d'accroître à des températures de 10 à 

45c (Yal Mirah .A,2014). 

II .5. 2 .1.1 Les lactobacilles : 

   Les lactobacilles sont les microorganismes probiotiques les plus en vue par leur association populaire 

avec les produits laitiers fermentés. Il s'agit des bacilles sous forme bâtonnet parfois allongé ou incurvé, 

et parfois coucou Bacille ou coroniforme (Corrieu G. Luquet FM. 2008). Ce sont des bactéries 

anaérobies qui tirent leur énergie du métabolisme fermentatif, mais elles peuvent survivre en présence 

d’oxygène grâce à leur activité peroxydase capable d’inactiver le peroxyde d’hydrogène, non flagelles et 

non sporogenes à l'exception de certaines souches avec flagelles pertrich.il présente un métabolisme soit 

homo fermentaire ,soit hétéro fermenté et une forte exigence en facteur de croissance et une acidification 

forte ils représentent 200 espèces (Izquierdo. E., 2009);Parte A.C.2014) 
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Leur mode de fermentation donne lieu à une classification répartie en trois groupes distincts : 

- Le groupe I: regroupe les lactobacilles homofermentaires stricts qui ne fermentent que les 

hexoses produisant le lactate. 

- Le groupe II: renferme les lactobacilles homohétérofermentaires facultatifs qui fermentent 

les hexoses, mais aussi les pentoses en lactate et acétate par la voie d’Embden-Meyerhof. 

- Le groupe III: regroupe les lactobacilles hétérofermentaires stricts qui fermentent les 

hexoses en lactate, acétate (ou éthanol) et CO2 (Kouakou et Thonart, 2011) . 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Lactobacillus reuteri au microscope électronique (code-of-hapiness.org) . 

Tableau   12 : composition des groupes phylogénétiques du genre Lactobacillus (Salvetti et al., 

2012). 
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II .5. 2.1.2  Les bifidobactéries  

       Ils sont des bactéries gram positif anaérobie strict présentant une morphologie particulière 

comportant des ramifications en y ils sont immobiles possède une voie métabolique dite bifide permis la 

production de l'acide acétique et de l'acide lactique actuellement 47 espèces sont décrites l'habitat 

principal et le tube digestif de l'homme et des animaux (M.J butel et al.,2015). 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : bifidobactéries au microscope électronique (biopolis.es) 
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Tableau  13 : différentes espèces bifides d’origine humaine, animale ou environnementale 

identifiées (Euzeby, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II .5. 2  Les levures type saccharomyce  

   Ce sont des micro-organismes à la forme ovoïde la souche principale utilisée autant que probiotique et 

la saccharomyce boulardii levure de bière c'est une levure tropicale découverte par une boularde à partir 

de lychees et des papaye présente sur la peau des fruits ils ont la capacité d'activer la fermentation 

naturelles ( johanna poli 2020). 
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Figure 13 : Saccharomyces au microscope électronique (musee.afrappier.qc.ca). 

II .5. 3 Autres bactéries :  

   D’autres bactéries sont utilisées comme probiotiques, le genre pedicoccus, lactococcus,  et 

enterococcus et streptococcus (Caly et al 2015). 

 Enterococcus : Cellules ovoïdes, isolées en paires ou en courtes chaines, homofermentaires. 

Quelques espèces sont mobiles par des petits flagelles et d’autres possèdent une pseudo 

catalase. Ce genre se caractérise par sa tolérance à 6.5% de NaCl, un pH 9.6 et un intervalle de 

température compris entre 10°C et 45°C, avec un optimale de croissance de 35°C à 

37°C.(Zergoug, A.2017) . 

 Pediococcus : Immobiles de forme sphérique parfois ovoïdes, isolées ou en paires qui se 

divisent en deux directions perpendiculaires formant ainsi les tétrades mais jamais les chaines. 

Les cellules sont acidophiles à pH : 5, la température optimale de croissance est comprise entre 

25°C à 35°C. .(Zergoug, A.2017) . 

 Streptococcus : Immobiles, sphériques ou ovoïdes qui ont un diamètre inférieur à 2μm en 

paires ou en chaines longues. La fermentation des carbohydrates produit principalement de 

l’acide lactique mais il n’y a pas de production de gaz. Leur température optimale de 

croissance est 37°C. Elles sont incapables de se développer à 15°C et à un pH 9.6. .(Zergoug, 

A.2017) . 

II .6. La présence des bactéries lactiques dans la microflore intestinale et vaginale : 

     Généralement les bactéries lactiques sont des germes ubiquistes, se trouvant dans différents 

environnements, aptes à se développer sur différents substrats autres que le lait (Zergoug.A.,2017). 

      Leur présence est révélée dans plusieurs niches écologiques entre autres animales et humaines 

(tractus digestif, cavités buccales et urogénitales) et végétales (plantes, fruits, légumes, céréales), D’une 

façon générale, les bactéries lactiques sont présentes partout où il y a de fortes concentrations de 

glucides, de produits de dégradation des protéines, de vitamines et peu d’oxygène (Marteau, 2007). 

II .6.1 Dans l’intestin : 

       La microbiote intestinale contient 1014 microorganismes, de 400 à 600 espèce et sous espèce soit 

9.3million des gènes. Deux catégories des bactéries ont été identifiée, les bactéries autochtones qui se 
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trouvant dans des niches particulaires, et des bactéries allochtones rencontre dans autre habitat du tractus 

digestive (Backked et al.,2004).  Dans l’environnement gastro intestinale il existe 3 différents régions la 

première compartiment est l’estomac qui présente une forte acidité et un taux d’oxygène apporte par la 

déglutition ,donc l’estomac héberge la sélection des microorganismes lactiques Acid tolérants et 

anaérobies facultatifs (lactobacteries ,les streptococcus et les certain leveur),et par rapport au deuxième 

compartiment qui est le petit intestin  ,il permet le développement des bactéries anaérobies strict tels que 

les bifidobactéries les clostridies et les bactéroides .mais aussi autre bactéries anaérobie facultatifs (les 

Lactobacilles ,les streptocoques, et les entérobactéries ) avec un teneur d’oxygène de 35mmHg.et 

concernant la troisième compartimente qu’est le colon ,la flore microbienne représentent 3 à  50% du 

volume du contenu de colon humain avec la condition d’anaérobiose a la lumière contrairement au 

condition d’anaérobie sur la surface de mumuse (une pression partiel en oxygène entre 29et 39mmHg )( 

Cummings et al.1989 ;wilson.,2008).La majorité de la flore est dominé par les bactéries anaérobies 

strictes (Bacteroides spp., Clostridium spp, Bifidobacterium spp., Atopobium spp) tandis que les 

bactériesaé anaérobiesfacultatifs sont moins nombreux ( lactobacilles, les entérocoques, les 

streptocoques et les Enterobacteriaceae).( Bruno EBEL, 2012) .  

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Organismes néfaste et bénéfique pour la santé 
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II .6.2 Dans le vagin : 

       La microbiote vaginale présent 90% des bactéries lactiques bénéfiques et vivent en association 

mutualiste avec leur hôte, ils sont généralement les lactobacilles, mais Alfred Dodelein a décrit qu’il 

existe autre agentes pathogènes opportunistes {les bactéries et champignons} peuvent être l’origine de 

maladies. 

        Les principales espèces composant le microbiote vaginale sont : lactobacillus spp., staphylococcus 

spp.,bifidobacterium spp.,streptococcus spp., cacteroides spp.,clostridium spp.,corynobacterium 

spp.,mycoplasmaspp.,veillonella spp., fusobacterium spp.,et candida albicn .(Dekabouruah et al ,2020  

        Le genre le plus dominant du microbiote vaginale est Lactobacillus spp., dans ce genre la en 

retrouve plusieurs espèces différents : Lactobacillus jensenii,Lactobacillus cripatus,Lactobacillus 

iners,Lacctobacillus gasseri,Lactobaccilus fermentum,Lactobaccilus brevis ,Lactobaccilus plantarum, 

Lactobaccilus vaginalis,Lactobacillus delbrueckii,Lactobacillus rhamnosus,Lactobacillus 

ruteri.(Dekabouruah et al ,2020 ). 

         La présence des lactobacilles assure des mécanismes de défense efficace contre les agents 

pathogènes par des métabolites spécifiques, et par la production des composes antimicrobiens (peroxyde 

d’hydrogène bactériocines acides organiques). En l’utilisant des sucres stokes dans les cellules vaginales 

sous l’effet œstrogènes et les transforment le glycogène en acide lactique dans un milieu acide de Ph 3.8 

à 4. https://www.pileje.fr/revue-sante/microbiote-vaginal-agir-equilibre. 

II .7. Les produits existants sur le marché a base des probiotiques : 

      L’OMS et FAO en septembre 2018 ont établir un rapport sur le marché mondial des ingrédients 

probiotiques. Ils ont indiqué que <<le marché des probiotiques a été évalué à 1,5 milliards de dollars en 

2016, et il devrait atteindre les 2,15 milliards de dollars en 2021( source IPA)>>. Donc le marché 

mondial des ingrédients probiotiques devrait être multiplié par 1.43 en seulement 5 ans  

     En 2016, le marché est reparti en quatre parts la première représente des aliments et des boissons 

fonctionnels 58%, le deuxième part est les compliments alimentaires 29%, la troisième part autre 

alimentation humaine3%, et pour la dernière part elle représente des alimentations pour les animaux et 

autres 10%. (Florian B.2021).  

https://www.pileje.fr/revue-sante/microbiote-vaginal-agir-equilibre
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Figure 15 : Parts du marché mondiales des probiotiques en revenu en 2016. (Florian B.2021). 

   Le taux de croissance annuel composé CAGR (compoumd annual Growth Rate) de 7.4% en 2024 ce 

chiffre la indique donc une belle croissance pour le marché mondiale des probiotiques 

     Nous pouvons donc voir que le marché auquel nous allons nous intéresser au cours de cette étude : 

les compliments alimentaires. Dans une article écrit-on juin 2017 peur une consultante marketing 

spécialisé des marches de la santé de la et de l'alimentation et de sport affirme que <<probiotiques en se 

situe en aujourd'hui et marché croissant pour les secteurs de la santé et de l'Industrie 

pharmaceutique>>Millet L. Baltex et Pileje s’associent pour conquérir le marché des probiotiques 

[Internet]. Culture Nutrition. 2018 [cité 21 mai 2020]. Disponible sur : 

https://www.culturenutrition.com/2018/02/15/baltex-pileje-sassocient-conquerir-marche-

probiotiques/. 

 

 

Tableau 14 : Différents compléments alimentaire leur composition et leur domaine d’utilisation. 

(Florian B.2021).  

58% 
29% 

3% 
10% 

Parts du marche mondial des probiotiques en 
revenu 2016   

Aliments et boissons fonctionnels

Complement alimentaires

Autre alimentation humaine

Alimentation pour animaux et
autres

https://www.culturenutrition.com/2018/02/15/baltex-pileje-sassocient-conquerir-marche-probiotiques/
https://www.culturenutrition.com/2018/02/15/baltex-pileje-sassocient-conquerir-marche-probiotiques/
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Le laboratoire  La gamme  Les souches  

probiotiques  

Domain d’utilisation  

PiLeJe LACTIBIANE 

Référence  

Lactobacillus 

helveticus LA101 

Bifidobacterieum 

longom LA101 

Lactococcus lactis 

LA103 

Streptococcus 

thermophilus LA104 

Troubles intestinaux 

Prévention de certain 

maladies   

 

PiLeJe  LACTIBIANE  

Tolerance 

 

Bifidobacterium lactis 

LA303 

Lactobacillus 

acidophilus LA201 

Lactobacillus 

plantarum LA301  

Lactobacillus 

salivariusLA302 

Bifidobacterieum 

lactis LA304 

Troubles intestinaux  

 LACTIPLUS  

 

 

 

Lactobacillus gasseri 

LA806  

Troubles intestinaux  

Protecter and gamble 

health France  

BION3 SENIOR Lactobacillus gasseri 

PA16/8 

Bifidobacterieum 

bifidum MF20/5 

Bifidobacterieum 

longum SP07/3 

Pour fonctionnement 

normal de système 

immunitaire  

La fatigue.   
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Nutrgia ER

GY

PHI

LU

S 

inti

ma  

Lactobacillus 

acidophilus DSM  

Lactobacillus 

fermentumCECT5716  

Lactobacillus gasseri 

LMG266661 

Bifidobacterieum 

bifidum DSM22892 

Infection urogenitales 

Biocodex  

ULTRA-LEVURE 

Sachharomyces 

boulardii CNCM I-745 

Infection gastro 

intestinales  

Troubles digestives.  

Biocodex  SYMBIOSYS 

SATYLIA 

Hafnia alvei HA4597  Maintien d’une 

glycémie normale . 
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Chapitre III   : matériel et méthode                                                                 
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III. 1. Lieu et objectif de l’étude   
   L’intégralité de ce travail a été réalisée au sein d’unité des laboratoires pédagogiques, le 

laboratoire N03 de microbiologie de la faculté des sciences, de l’université Yahia Fares -

Médéa, les expériences ont été menée durant la période de Mars – Juin de l’année 2023. 

Les objectifs de cette étude s’articulent autour des points suivants : 

 - Optimisation des conditions physico-chimiques (température-pH), ainsi que le milieu de 

culture organique sans gluten préparé, pour l’activité de trois bactéries utilisées. 

-Etudier la capacité des souches lactiques à adhérer aux cellules épithéliales intestinales.  

Etablir une composition de compliment alimentaire sans gluten à base de mélange des 

souches probiotiques.   

III .2 Matériel   

III .2 .1  Matière végétal  

Les graines de F1 et de F2  ont été utilisées pour ce travail, elles ont été achetées du marché 

local. 

Les graines ont été broyées et conserver dans des emballages en plastique entreposant dans un 

lieu frais et sec jusqu’à leur utilisation. 

III .2. 2 Matériel non biologique 

Durant notre stage de fin d’étude nous avons utilisés des appareils (Annexe 1), des produits 

chimiques (Annexe 2) et des milieux de culture (Annexe 3). 

III .2. 3 Matériel biologique. 

  III .2. 3 .1  La nature et l’origine des souches utilisées 

   III .2. 3 .1.1   souches bactériennes lactiques 

 Pour la réalisation de cette étude trois souches à potentiels probiotiques sont sélectionnés 

comme échantillons.  
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Tableau 15  :  souches probiotiques utilisées.  

 

  

III .2. 3 .1.2   Souches bactériennes de référence : 

03 souches de références ont été utilisées dans cette étude 

Tableau 16 : souches de référence utilisées.  

Code  Souche pathogènes Provenance Milieu 

d’isolement 

ATCC 14028 Salmonella Typhimuriem Groupe Saidal Milieu SS 

ATCC 9739 Escherichia coli Groupe Saidal VRBL  

ATCC 6538 Staphyloccus aureus  Groupe Saidal Chapman 

 

Ces trois souches sont purifiées et conservées sur gélose nutritive inclinée à +4°C et à 

l’obscurité. Avant leur utilisation dans les tests d’inhibition, elles sont activées par transfert 

sur un bouillon nutritif et incubées 16 à 18 heures à 37 °C. 

III .3. Méthodes 

III.3. 1 Sélection des souches proboitique : 

 

 

 

Identité Origine  Forme 

L 1 Laboratoire français Eric favre  Lyophilise  

L2 Laboratoire français Eric favre Lyophilise  

L3 Laboratoire français Eric favre Lyophilise  
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III.3. 1 1. Préparation de la solution mère : 

Pour la préparation de la solution mère, 1g de chaque d’échantillon est placé dans un tube 

contenant 9 ml d’eau physiologique stérile. Le mélange est ensuite agité au vortex 

(Begloul.2011). 

 

III..3. 1.2.  Préparation des dilutions décimales : 

La dilution est un processus qui consiste à réduire la concentration d’une substance dans une 

solution. Dans ce but, des dilutions décimales sont ensuite réalisées en cascade jusqu’à la 

dilution 10-3 (Begloul, 2011). 

 

 

 

 

 

 

          

                                        Figure 16 : dilution décimale 10-3. 

III.3.1. 3.  Enrichissement  

La revification des souches lactiques a été effectuée avant de commencer chaque expérience, 

par une série d’inoculation de 1ml dilution décimal réaliser en avant dans 10ml du bouillon 

MRS a pH de 6.2, avec incubation à 37°C pendant 18 -24h dans une jarre d’anaérobiose avec 

système générateur de CO2 (Anaérocult). 

Cette opération a été répétée au minimum 2 fois, pour chaque souche, afin d’avoir des 

cultures fraîches.  
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A.Témoin négative bouillon MRS.                      B. Souche ensemencer dans le bouillon MRS.  

                               Figure17 : Revéfication des souches lactiques. 

III.3.1. 4.   Isolement et la purification des souches lactiques : 

  Les souches revivifiées ont été purifiées par ensemencement en stries sur gélose MRS et 

incubées à 37°C pendant 24 heures.  

L’isolement des souches lactique est pratiqué sur le milieu ; gélose MRS (de Man Rogosa et 

Sharpe, Merck, India) préalablement coulé en boites de pétri.  

Les milieux sont ensemencés, par les souches revivifiées en stries serrées sur la surface, de 

façon à obtenir des colonies bien isolées après une incubation à 37 °C pendant 48 heures. 

 Pour avoir une culture fraiche, quatre (04) colonies isolées de tailles identiques sont 

transférées à nouveau dans 9 ml de bouillon MRS et incubées à 37°C/18 h. Afin de travailler 

avec le même inoculum tout au long de cette étude (Guiraud, 2003). 

La purification est réalisée par des repiquages en successif par la méthode des quadrants sur 

géloses MRS jusqu’à l’obtention d’un résultat uniforme du point de vu morphologique des 

colonies présentant les mêmes caractéristiques macroscopiques de même aspect [la taille, la 

forme et la couleur].  (Souches pures). Afin de confirmer la pureté des souches pour 

entreprend 
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    Les isolats suspectés ont été soumis au test de la catalase, oxydase, suivi d’une observation 

microscopique à l’état frais et une coloration différentielle de Gram. 

Figure 28 :  étapes de repiquages des souches lactiques (méthode des quadrants). 

III.3.1. 5. Conservation des souches : 

          III.3.5.1. Conservation à courte durée 

Les isolas purifiés ont été ensemencement sur gélose incliné MRS puis incubé pendant 18 h à 

37°C et conservé à 4° C. le renouvèlement des cultures se fait toutes les quatre semaines 

(Zergoug.A.2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                               

 

Figure 19 : Conservation a courte terme. 
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        III .3.5.2. Conservation à longue durée. 

Elle se fait par ensemencement des souches dans des eppendorfs de1.5ml, les cultures 

lactiques jeunes à raison de 70% additionné de 30% de glycérol et on les place dans le 

congélateur à -20°C (Badis et al, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : conservation à long terme 

III .4  Critères morphologiques : 

III .4 .1. Caractérisation macroscopique :     

L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué à partir de l’isolement 

après incubation. L’aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée et de la 

température de l'incubation. Il ne pourra être décrit convenablement qu'à partir de colonies 

bien isolées[pures]. Donc il permet de décrire l’aspect des colonies obtenues sur milieux 

gélosés (MRS) en tenant compte des critères suivants : la taille, la forme, consistance, le 

contour, la viscosité et la pigmentation des colonies (Guiraud, 2003). 
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III .4  .2. Caractéristique microscopique : 

       Les colonies obtenues sur milieux gélosés MRS sont soumises à une coloration de Gram 

(annexe 4) à partir d’une culture pure et jeune de 18h, après réalisation des frottis colorés. 

Afin de déterminer la forme des cellules (coques et bacilles), leur mode d’arrangement.                                                    

                     

 

 

      

                              

 

 

 

 

 

  

                         

 

  

 

 

 

                              Figure 21 : Etapes de coloration de Gram. 

 

 

 

A 

B 

C 
D 

E 

F 

G 
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III .4  .3.   Observation microscopique à l’état frais   

     C’est l’examen microscopique des micro-organismes vivants. Ce type d’observation 

permet d’examiner la mobilité des bactéries et leur morphologie. 

    Déposer une gouttelette de l’eau stérile sur la lame, relever une fraction de colonie sur le 

milieu de culture gélosé à l’anse de platine, émulsionner très délicatement (afin de ne pas 

casser les flagelles) de façon à obtenir une suspension homogène, recouvrir d’une lamelle en 

évitant d’enfermer des bulles d’air, et passer à l’observation au microscope.  

III .4 .4.   Test physiologiques : 

III .4 .4.1  Test catalase : 

La catalase est une enzyme antioxydant présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes 

et anaérobies facultatifs. Elle empêche l’accumulation de l’eau oxygénée (H2O2) dans la 

cellule bactérienne dont l’action serait létale.  

Le test consiste à déposer sur une lame propre et sèche une goutte d’eau oxygénée, dans 

laquelle un petit prélèvement d’une colonie bactérienne jeune a été dissocié à l’aide d’une 

pipette Pasteur boutonnée. Un résultat positif se traduit par un dégagement immédiat des 

bulles de gaz (O2) (Meyer et al., 2004). 

III .4 .4.2. Test oxydase :  

L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme (phényléne diamine oxydase) présente 

dans certaines chaines respiratoires cytochromiques bactériennes. Le test consiste à mettre sur 

une boite de Pétri, un disque pré-imprégné d’un réactif incolore (la NNdiméthyl-

paraphénylène diamine) et l’imbiber avec de l’eau physiologique stérile, ensuite une colonie 

jeune a été prélevée avec une pipette Pasteur bouclée, et déposée sur le disque.       

Une réaction positive se traduit par l’apparition d’une coloration violette après quelques 

secondes (Joffin et Leyral, 2006). 
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III .4 .4.3.  La recherche de l'uréase et la mise en évidence de la production d’indole  

    Certain germe élabore une urease active, et donc utilisent l’urée comme source d’azote en 

produisant du CO2 et NH3-  

   A partir de chaque milieu gélosé contenant de culture pur des bactéries lactiques on 

ensemence le milieu urée-indole par la culture bactérienne et on incube à 37°C pendent 18h. 

Un virage de pH au rouge et alcalinisation du milieu témoigne de la présence d’une uréase 

positif, ensuite on ajoute 3 gouttes de réactif d'Erliche-kovacs le long des parois du tube on 

homogénéise et on laisse repose 3 min. 

Un indole positif est considéré par la formation d’anneau rouge à la surface.  

III .4.4.4. Test de production d’acétoïne. 

Pour la réalisation de test VP [Voges-Proskauer] en utilise un milieu de Clark et lubs il permet 

de mettre en évidence la production d’acétoine à partir de glucose. 

A partir d’une culture pure et fraîche (18/24 heures) de la culture tester, transférer un 

inoculum d’une colonie bien isolée et le remettre en suspension dans le bouillon Clark et lubs 

et incuber le test à 37 ° C pendant 24heures. 

Ajouter 12 goutes de réactifs de Barrrit A, et 4 goute de réactifs de Barrit B, agiter le tube 

pendant 1min et laisser reposer pondant 30 min.   

III .4 .4.5.  Test de mise en évidence de l’arginine dihydrolase ( ADH) . 

L’arginine dihydrolase est une enzyme clé pour la caractérisation des bactéries lactiques 

(Guillaume; 2004). 

Le bouillon Moeller à l’arginine est ensemencé par les colonies à tester et couvert par une 

couche d'huile de vaseline pour favoriser les conditions d’anaérobiose.  L'incubation est 

réalisée à la température optimale de la croissance du germe recherché pendant 24 heures. 
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III . 5 Test de fermentation des sucres. 

III .5.1. Mannitol mobilité   

Le milieu de culture Mannitol-Mobilité a été utilisé pour l’identification présomptive des 

souches bactérienne est mise en œuvre pour l’étude de la fermentation du mannitol, la 

mobilité et la réduction du nitrate (enzyme respiratoire). Le test a été procédé par 

l’ensemencement de la colonie à l’aide d’une pipette Pasteur par piqûre centrale, jusqu’au 

fond du tube de gélose. Les tubes ont été incubés à 37°C pendant 24 H.   

La fermentation du mannitol se traduit par un virage de la couleur du milieu de culture au 

jaune et les bactéries mobiles envahissent le milieu de culture à partir du point 

d’ensemencement (Merlet N et al 2009). 

III  .5.2 Utilisation des sucres : glucose, lactose, saccharose : 

Le milieu TSI [triple sugar iron] est un milieu qui permet de voir la capacité d’une bactérie de 

réduire le sulfate et de fermenter le lactose le saccharose et du d-glucose et la dégradation des 

acides aminés. 

Les souches sont ensemencées par piqure centrale dans le culot, et suivie par des stries 

superficielles sur la pente .la lecteur des résultats est faite après incubation de 24h/37° C : 

Le culot vire au jaune : glucose fermente.  

La pente vire au jaune :  lactose fermente.  

La pente et le culot sont noir : production de sulfate d’hydrogène H2S.  

Les bulles de gaz dans la masse et contre la paroi : production de gaz. 

III . 6 Croissance sur milieu hyper salé  

La croissance à différent concentration de chlorure de sodium (NaCl) joue un rôle important 

dans l’identification des bactéries (Badis al ., 2005). 

Les souches sélectionnées ont été ensemences dans des bouillons MRS additionnés de 

4.5%,6.5% et 02% d’NaCl. Une série de cultures témoins a été préparée en parallèle 

contenant le bouillon MRS sans sel inoculée de chaque souche test. L’incubation a été faite à 

37 °C pendant 24h en anaérobiose (Badis et al.,2005). L’aptitude à croitre dans ces 
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différentes  concentrations de sel a été évaluée par mesure de présence ou absence de trouble 

et de la DO. 

III  .7 Etude de l’activité antibactérienne  

III .7.1  Méthode de diffusion sur gélose par puits  

La méthode utilisée est celle de diffusion en puits sur gélose telle que décrite par Berghe et 

Vlietinck (1991).  

Technique : Le milieu Gélose Mueller Hinton est coulé sur boîte de pétri à une épaisseur de 8 

mm, après inoculation par écouvillonnage d'une dilution du microorganisme à tester réalisée 

suivant une échelle de Mac Ferland, des puits de 6 mm de diamètre sont réalisés de manière 

concentrique sur les milieux puis, mètre 0.1ml de chaque concentration dans chaque puits au 

centre. Après une pré-diffusion de 4 heures à 4 ° C, les souches sont incubées à 37°C, pendant 

24 heures au terme desquelles les diamètres des zones d'inhibition sont mesurés à l'aide d'un 

pied à couliss 

L'inhibition est considérée comme positive si le diamètre de la zone d'inhibition (Zi) est 

supérieur à 13 mm : Zi (mm) = diamètre de la zone d'inhibition obtenue (mm) - diamètre du 

disque (Guetarni et al., 2012; Guetarni et Bensoltane, 2014 ;Guetarni, 2017) 

 

. 

Figure 22 : Méthode de diffusion sur gélose 
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III .8 Capacité de formation de biofilm 

III .8.1 Adhésion des souches sur microplaques de polystyrène 

     Pour évaluer la capacité des souches à adhérer à la muqueuse intestinale et la formation 

d'un biofilm, un test d'adhésion sur microplaque de polystyrène de 96 puits est réalisé 

(O'Toole & Kolter, 1998). Des cultures de 18 h sont ensemencées (100 µl) dans les puits de 

microplaques préalablement remplis de 100 µl de bouillon TSB (Trypticase Soja Broth, 

Liofilchem, Italie) stérile, puis incubées à 37°C/2 h. Ensuite, les puits sont vidés et un volume 

de 200 µl de TSB stérile est ajouté dans les puits et la microplaque est ré-incubée à 37°C/48 h. 

Le milieu est par la suite retiré et les puits rincés trois fois avec de l'eau physiologique stérile. 

Les puits sont remplis avec de l'éthanol absolu (99,8%, Sigma) pendant 10 min puis ce dernier 

est retiré. La biomasse adhérée est colorée avec un volume de 200 µl de solution du cristal 

violet (0.1%; m/v, Sigma) par puits pendant 20 min. La microplaque est par la suite vidée, 

rincée avec de l'eau physiologique. De l'éthanol à 96% (200 µl) est ajouté dans chaque puits et 

bien mélangé. la lecture est réalisée sur un lecture de microplaque  

 

 

 

 

 

 

1-Des cultures de 18 h sont ensemencées                                2- Incubation à 37°C/2 h         

(100 µl) dans les puits de microplaque préalablement remplis de 100 µl de  bouillon TSB.  
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3-vider la microplaque                                                    4- remplir avec 200ul de TSB et rein      

cuber a 37 pendant 24h 

 

 

 

 

5-Le milieu est par la suite retiré et les puits rincés trois fois avec de l'eau physiologique 

stérile. Les puits sont remplis avec de l'éthanol absolu (99,8%, Sigma) pendant 10 min puis ce 

dernier est retiré. 

 

 

 

        

6- (200) µl de solution du cristal violet (0.1% ; m/v, Sigma) est ajouter au puits pendant 20 

min.la microplaque est par la suite vidée, rincée avec de l'eau physiologique.  

                            

 

 

 

7- 200 µl de l'éthanol (96%) est ajouté et bien mélangé.  
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                      8-La lecture est réalisée à une longueur d'onde de 600 nm par une lecture de 

microplaques. 

 

 

 

 

                Figure 23 : Protocole d’adhésion des souches sur microplaques de polystyrène 

III .8.2 Adhésion aux cellules épithéliales 

   Le test consiste à étudier la capacité des souches de bactéries lactiques à adhérer aux 

cellules épithéliales. La méthode utilisée est celle décrite par Lin et al (2007). Avant de mettre 

en Pour le test d'adhérence, une section de côlon bovin a été découpée et utilisée une solution 

saline stérile tamponnée au phosphate (PBS pH 7,2), puis maintenue dans ce tampon à 4°C 

30min, puis lavé 10 fois avec du PBS stérile, puis laissé à 4°C pendant 3h. 

     Les cellules intestinales ont été grattées avec une lame de verre stérile, et Dilution 

décimale à 10-4 sont réalisé, vérification sous microscope pour vous assurer l’absence de 

contamination bactérienne. La suspension bactérienne de 18 heures a été centrifugée à froid 

(4°C) à 6000 rpm/10 minutes, Le culot de chaque souche a ensuite été récupéré dans 2 ml de 

PSB. 

      Le test d’adhésion est réalisé, en mélangeant 1ml de la suspension bactérienne avec 1ml 

de la dilution 10-4 de la suspension des cellules épithéliales, qui était déjà préparée, ces 

dernières sont incubées à 37°C pendant 40min. Après incubation, un frotti est préparé et une 

coloration au cristal violet 0.5% est réalisé pendant 5min. puis, les lames sont observées au 

microscope optique au Grossissement x40. 

le test est considéré positif si le nombre de bactéries adhérées est supérieur à 15 (Lin et al., 

2007). 
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III .8.3 La détection par la méthode de Rouge Congo agar (RCA) 

   Le Rouge Congo interagit directement avec certains polysaccharides bactériens formant un 

slime et donnant des colonies noires sur milieu RCA contrairement aux colonies non 

productrices qui restent rouge (Rewatkar et Wadher, 2013 ; Kara Terki, 2014). 

     Ce milieu est préalablement préparé en additionnant 0,8 g de Rouge Congo et 37 g de 

saccharose à 1 L de BCC et 10 g d’agar. Le milieu est ensuite ensemencé par des striés serrées 

à l’aide une anse de platine, à partir des cultures de 24 heures sur gélose MRS, puis incubé à 

37° pendant 24 heures à 48 heures. Les souches donnent des colonies noires (résultat positif), 

contrairement aux souches non productrices qui donnent des colonies rouges (résultat 

négatif). 

      

III .9 Étude de la sensibilité des souches aux antibiotiques : 

     La sensibilité de toutes les souches, vis-à-vis différentes familles d’antibiotiques, est testée 

par la méthode de l’antibiogramme standard par diffusion sur gélose MRS. Selon les 

recommandations du CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) recommandées par 

l’OMS (La standardisation de l’antibiogramme à l’échelle nationale, avec collaboration de 

l’OMS 6 éme édition, 2011). 
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Tableau  17 : liste des antibiotiques utilisés. 

N° 

Charge 

(µg) 

Famille 

Antibiotique Abréviation Famille Charge du 

disque (µg )  

01 Amoxicilline  AML Aminopenicillin 10 

02 Céfoxitine            FOX 2nd generation 

cephalosporin 

10 

03 Gentamicine  GT Aminoglycosides 10 

05 Imipenème  IPM Carbapenem 10 

06 Ciprofloxacine  CIP Fluoroquinolone 5 

07 Cefotaxime             

  

CTX 3rd generation 

cephalosporin 

30 

08 Azithromycin          AZM Macrolides 30 

09 Cefalexin                CN 1st generation 

cephalosporin 

30 

 

Mode opératoire :  

    A partir d’une culture de 18 heures, trois colonies identiques des bactéries à étudier sont 

prélevées puis inoculées dans l’eau physiologique Puis ajusté à 0,5 Mac Farland. L’écouvillon 

stérile est plongé dans la suspension bactérienne. Le sortir du tube en l’essorant doucement 

sur les parois internes de tubes afin de les décharger au maximum. 

    À l’aide d’un écouvillon, la boite est ensemencée sur toute la surface de la gélose par des 

stries serrées, en tournant la boite trois fois de 60 C°. 

   À l’aide d’une pince préalablement flambée, les disques d’antibiotiques sont appliqués sur 

la surface de la gélose. Les boites sont ensuite incubées pendant 24 heures à 37 °C. 
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    Les différents diamètres des zones d’inhibition, obtenus autour des disques d’antibiotiques 

sont mesurés. L’interprétation en sensible (S) intermédiaire (I) ou résistante (R) est effectuée 

selon les critères définis par les recommandations de CLSI.  

 

1- Trois colonies identiques        2-L’écouvillon stérile est plongé        3- la boite sont prélevée   

dans la suspension bactérienne ensemencée par striés. 

 

 

 

 

 

 4-Tourner la boite 3 fois à 60 °.                 5-Appliquer les disques sur la surface de la gélose.                                                                                                                          

 

 

 

 

 

6-Les boites sont ensuite incubées en anaérobiose pendant 24 heures à 37 °C. 

Figure24: Mode opératoire d’antibiogramme. 
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III .10 L’optimisation :  

III .10.1 Optimisation de température : 

 L’optimisation de la température est réalisée à partir des cultures fraiches de 18 h collecté 

dans un bouillon MRS, avec une densité optique initial de 0.2. 

Les trois souches lactiques sont ensemencées dans des tubes stériles avec 4 répétions, et 

incuber a des différentes températures de (28, 30, 37, ,45) °C. Après 24 h la mesure de densité 

optique DO à (600nm), et de pH est réalisé. La température qui donne la meilleure croissance 

des souches est utilisée dans l’optimisation de matière première et de pH.  

 

 

 

                                                            

 

 

                        Figure 25 :  Optimisation des déférentes températures. 

III.10.2 Optimisation du pH : 

Pour l’optimisation de paramètre pH, nous avons préparé des milieux MRS stérile à différent 

pH (2.4, 3.4, 4.4 ; 5.4, 6.5). Chaque milieu est ensemencé par 3 cultures lactiques fraiches 

de18heures déjà incubées à la température optimale trouvé, (L1, L2, L3) dans des tubes 

stériles avec des 4 répétitions. Ensuite une incubation de 24h à 37 °C. Après 24 heures les 

résultats sont enregistrés par la mesure de la DO à (600nm), et par le changement de pH.  

 

 

                               

 

 

Figure 26 : Optimisation de défèrent pH. 
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III .10.3 Optimisation de matière première le F1 et F2 :  

Différentes concentrations des matières premières sont préparées et stérilisées, respectivement 

(0.1-0.2-0.3-0.4-0.5) g/l. 

Ils sont testés par les 3 souches lactiques étudiées séparément (L1, L2, L3). En ensemençant 

chaque souche dans des tubes stériles (4 répétitions) et en les incubes sous agitation à une 

température de 37 °C pendant 24 heures. 

Les résultats sont montrés par la mesure de la DO à (600nm) et de pH. 

 

Figure 27 : Optimisation de diffèrent concentration matière première (F1 / F2). 

III .10.4 Optimisation de matière première de milieu MRS : 

 A partir des souches fraiche 18h on fait des ensemencent des 3 souches dans un bouillon 

MRS stérile. Ensuite, des incubations dans la température optimale des souches. Apres 24 h 

on mesure la DO et le pH. (Chaque tube est répété 4 fois). 

 

 

 

 

 

                                  

                                 

 

                               Figure 28 : Optimisation de matière première (MRS). 
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III .10.5 Effet de combinaison : 

 Cas 01 : 

       La meilleure concentration obtenu en avant (0.4g/l) pour chaque matière première 

séparément (F1 /F2) est utilisée pour l’ensemencement de mélange de 3 souches lactiques 

(L1+L2. L1+L3, L2+L3, L1+ L2+L3). 

Le mélange par la suite est incube à 37 °C pendant 24 heure sous agitation. 

La mesure de DO à 600nm et de variation de pH montre la meilleure matière première à 

utiliséé pour le mélange des souches. 

 

   

 

 

 

                         

Figure 29 : mélange des souches dans le  F1 /F2. 

Cas 02 : 

    Dans un bouillon MRS stérile, l’ensemencement de mélange fraiche des souches lactiques 

(L1+L2. L1+L3, L2+L3, L1+ L2+L3) est réalisé. 

Dans l’étuve incuber le mélange à 37 °C sous agitation et après 24h, en mesure la DO a 

600nm et le pH.  

 

                                     Figure 30 : mélange des souches dans MRS 
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Cas 0 3: Mélange de matière premier F1 et F2 et le mélange des souches : 

La préparation de mélange des 2 féculents sans gluten (F1/F2) avec stérilisation et la 

préparation de mélange des 3 souches lactiques. 

     La meilleure concentration obtenu en avant (0.4g/l) de mélange des matières premières (F1 

+ F2) est utilisée pour l’ensemencement de mélange de 3 souches lactiques (L1+L2. L1+L3, 

L2+L3, L1+ L2+L3). 

     Le mélange par la suite est incube à 37 °C pendant 24 heures sous agitation. 

     La mesure de DO à 600nm et de variation de pH montre la meilleure composition de 

mélange utilisé pour la croissance de chaque mélange des souches.  

 

   

 

 

 

 

 Figure 31 : mélange de matière premier (F1 /F2) et le mélange des souches lactiques. 

III  .11 La lyophilisation : 

Certaines bactéries supportent parfaitement la déshydratation en atmosphère naturelle 

sèche, celle-ci peut être facilite par utilisation d’un vide partiel ou d’agents dessiccateurs. 

     Les souches à conserver sont congelées, puis déshydratées par sublimation de glace. Puis 

le lyophilisat est scellé et stocke à l’obscurité en atmosphère fraiche 0-4 ° C. 

Tableau 18 : programme de lyophilisateur. 
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Figure 32 : Programme de lyophilisateur. 

 

 

Figure 33: La congélation et la dessiccation. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre IV : Résultats et Discussion 
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     Dans un premier temps, le travail a porté sur les caractérisations morphologiques et 

phénotypiques de trois souches probiotiques d’intérêt technologique pour la production des 

compléments alimentaires. En introduisant dans le régime sans gluten  

Cette étude est de mettre en place l’optimisation des conditions de tractus gastro intestinale 

{pH température}, de différents concentration des matières premières, et la capacité 

d’adhésion au cellule épithéliales de l’étude de l’activité antimicrobienne et la résistance aux 

antibiotiques. Afin de réalise un complément alimentaire de la fourme lyophilise. 

 IV.1 Sélection des souches proboitique: 

 IV.1. 1.  Préparation de la solution mère et dilution : 

   On dispose d'une solution mère, de concentration connue, à partir de laquelle  on  prépare 

une solution fille, moins concentrée. 

    Diluer une solution aqueuse consiste, en lui ajoutant de l'eau distillée, à obtenir une solution 

moins concentrée. 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : solution mère et leur dilution 

IV.1. 2. Caractérisation phénotypique des isolats 

      La classification phénotypique utilise un certain nombre de caractères comme étant 

importants entre autre la morphologie, la mise en évidence d’un caractère biochimique… 

Elle ne reflète qu’un nombre restreint d’informations. Dans le but de caractérisation  des 

3 souches  lactiques, nous avons procédé à la vérification des différents aspects : 
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IV.1. 2. 1 Aspect macroscopique : 

L’observation macroscopique en milieu liquide indique la présence d'un trouble homogène 

assez dense comparativement au témoin, ce qui indique une croissance bactérienne au fond du 

tube  après 24 h d’incubation. 

 

  

 

 

 

 

 

Témoins négatif 

Figure 35: présence de trouble dans le bouillon MRS par rapport au témoin(-).  

     Concernant l’isolement sur milieux MRS solides, l’observation a permis de déterminer 

l’aspect morphologique des colonies de lactobacilles : Colonies circulaires petites d’environ 1 

à 2 mm de diamètre , bombées, lisses, de couleur blanchâtre ayant un contour régulier. 

      Ces résultats sont en accords avec celle trouvées par ZERGOUG .A , 2017 

 

 

                                           

 

 

 

La figure 36 : Aspect macroscopique des colonies cultivées sur milieu MRS solide. 
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IV.1. 2. 2 Observation microscopique à l’état frais : 

Au cours de la réalisation du test, la technique d’observation microscopique à l’état frais avait 

montré son importance comme étant une technique rapide dans la détermination de la forme 

morphologique de nos isolats lactiques.  

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Observation microscopique des souches lactiques à l’état frais 

IV.1. 2. 3 Observation microscopique coloration de Gram 

 

     L’observation microscopique des caractères culturaux montre la morphologie des colonies 

leur mode d’association, Ainsi que le gram. (Joffin et Leyral,1996) . 

     Les colonies des lactobacilles sont distinguées par leurs formes bacilles, L'observation 

microscopique après coloration de Gram des souches est représentée par la (figure 38 ). 

Toutes les souches étaient Gram positif en bâtonnets. Le mode d’association varie d’un isolat 

à l’autre. 

     L'observation microscopique des frottis après coloration de Gram a révélé   un forme de 

cellule c’est la forme bacille en bâtonnets de différentes tailles. Ces résultats sont confirmé 

par Zergoug A , 2017 ; Drouault et Corthier ,2001. 

 

. 

 

 

Figure 38 : Observation microscopique (x100) de notre souche après coloration de Gram 
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IV.1. 2.4. Isolement et la purification des souches lactiques : 

La confirmation d’identité des 3 souches étudiées  suite  une procédure phénotypiques basées 

sur observation macroscopiques et par des tests d’orientation biochimiques (Zergoug A .2017)  

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Observation macroscopiques des colonies lactiques sur milieu MRS . 

IV.1.3. Caractérisation physiologique des isolats :  

IV.1.3.1 Test catalase :  

Pour le test catalase, les  trois souches  ont montré une réaction négative, traduite par  

l’absence de  la formation de bulles d’air  après l’ajout de la suspension bactérienne à l’H2O2. 

 Ces résultats concordes avec celles retrouvées par Lairini et al., 2014. 

 

                                                                                                                                   

A. Témoin négative                                                           B.     Résultat négative  

Figure 40 :  Mise en évidence de la réaction gazeuse catalysée par l’enzyme Catalase . 
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IV.1.3.2 Test oxydase : 

   Nos résultats ont montré que 03 souches sont des oxydases négatives. La réponse négative 

est traduite par l’apparition d’une couleur jaune sur le disque d’oxydase 

 

 

 

 

 

A . Disque oxydase d’un témoin négative                                                                     B.  Disque oxydase avec                               

une réaction négative 

Figure 41 :  Mise en évidence de l’enzyme cytochrome oxydase. 

IV.1.3.3 La recherche de l'uréase et la mise en évidence de la production d’indole : 

 La recherche de l'uréase :                                                         

Un résultat positif est indiqué par la présence d'une couleur rose vif (fuchsia) dans la gélose 

inclinée. Un résultat négatif n’est pas de changement de couleur dans la gélose inclinée  

Nos résultats ont montré que les 03 souches sont des  uréase  négatives. 

 

Témoin négative 

 

Figure 42 : Résultats du test uréase. 
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•Production d’indole : 

La présence d’indole se traduit par la formation d’un anneau rouge, après addition du réactif 

Kovacs . 

les trois souche ne dégrader pas  le tryptophane en indole, elles sont donc indole négative . 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                 Témoin négative 

Figure 43 : Résultats du test d’indole. 

IV.1.3.4 Test de production d’acétoïne : 

Les résultats obtenus montrent que  les 02 souches ( L2 L3 )  sont VP négative  . et l’autre 

souche ( L1 ) est VP positive . La réponse négative est traduite par l’apparition d’une couleur 

jaune –brun .  Tandis que une couleur rouge cerise indique un résultat positif. 
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Figure 44 : Résultats du test de production d’acétoïne . 

 

IV.1.3.5 Test de mise en évidence de l’arginine dihydrolase ( ADH) : 

Un changement de la couleur du milieu, du violet vers le jaune, révèle l'absence de l'enzyme 

(ADH) Le milieu présentant une couleur violette indique la présence de l'arginine dihydrolase 

(ADH+) 

 Nos résultats indique que toutes les souches sont ADH positive donc capables d’utiliser 

l’arginine . 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Résultats du  l’arginine dihydrolase ( ADH) . 

IV.2. Test de fermentation des sucres. : 

IV.2.1. Mannitol  mobilité : 

La détermination de la mobilité de nos isolats à l’état frais a été confirmée par un         

ensemencement sur le milieu de culture mannitol-mobilité par piqure centrale. 

Les résultats obtenus montrent que les 03 souches sont immobiles (développement unique le 

long de la strie d’ensemencement). Concernant le  mannitol le résultat est  positif par un 

virage du milieu vers le jaune 
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A.  résultat négatif                                                                              B.   résultat positif                                                                       

Figure  46: Mise en évidence de la mobilité des souches  avec fermentation du mannitol . 

IV.2. 2 Utilisation des sucres : glucose , lactose , saccharose : 

   Un changement de couleur vers le jaune au niveau de la  pente et le culot traduit la 

fermentation des 03 sucres, le noircissement indique la production d’H2S . Des  fissures dans 

la gélose ainsi qu’un décollement du culot indiquent la production du gaz CO2 .  

Nos résultats sont présentés dans le tableau suivant : 

Tableau  19 : Résultats  de l’utilisation des sucres : glucose , lactose , saccharose . 

 

test souche  L1 L2 L3 

glucose   + + + 

lactose  + + + 

Saccharose  + + + 

La production du gaz CO2 - - - 

la production d’H2S 

 

- - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

                                           Témoin négative 

Figure 47 : Résultats  de l’utilisation des sucres : glucose , lactose , saccharose . 
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IV.3. Croissance sur milieu hyper salé :  

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl) donne 

des renseignements précieux pour l’identification. Les cultures à testeront été ensemencées 

sur des bouillons hyper salés à 4% et à 6.5% et 2 % de NaCl.la croissance aux différentes 

concentrations se traduit par un trouble et par la mesure de la DO les résultats sont 

mentionnés dans le tableau suivant :  

Tableau 20 : Mise en évidence les résultats des troubles  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 21 : Mise en évidence les résultats de la mesure de la DO 

Les 3 souches présentent une forte tolérance au NaCl 02% et 4.5%, tandis que pour NaCl 

6.5% les 3 souches montrent une tolérance modère ce qui est confirmer par les résultats de 

Devriese (Devriese et al., 1993 ; Devriese et Pot, 1995). 

 

 

test souche L1 L2 L3 

Trouble 

Tolerance a 

l’NaCl 02 % 

+ + + 

Tolerance à 

l’NaCl 4 .5 % 

+ + + 

  Tolerance à 

 l’NaCl 6.5 % 

- - - 

 

 

   

 Répétition L1 L2 L3 

Tolérance a 

l’NaCl 02 % 

R1 2.101 2.212 2.241 

R2 2.212 2.221 2.311 

R3 2.073 2.193 2.432 

R4 2.092 2.201 2.303 

Tolérance à 

l’NaCl 4 .5 % 

R1 1.763 1.632 1.812 

R2 1.752 1.655 1.851 

R3 1.790 1.600 1.803 

R4 1.801 1.694 1.830 

 Tolérance 

àl’NaCl 6.5 % 

R1 0.635 0.652 0.518 

R2 0.620 0.682 0.600 

R3 0.622 0.620 0.588 

R4 0.632 0.612 0.542 
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Figure 48  : Mise en évidence la Croissance  du nos douches sur milieu hyper salé 

 

IV.4. Etude de l’activité antibactérienne : 

IV.4..1. Méthode de diffusion sur gélose par puits : 

        La production de composés antimicrobiens contre des agents pathogènes par des Souches 

lactobacillus a été déterminée par l’essai de diffusion en gélose. Les résultats de l'activité 

antibactérienne vis-à-vis les agents pathogènes indicateurs sont indiqués dans le tableau  

(Zuo, et al., 2015) . 

 

Tableau 22  : Inhibition in vitro des agents pathogènes par les souches lactobacillus (Zuo, et 

al., 2015) 

L1 L2 L3

02% NaCl 2,128 2,206 2,321

4.5% NaCl 1,776 1,645 1,824

6.5% NaCl 0,647 0,641 0,562
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Souches 

Diameter (mm) of inhibition zones 

 

Salmonella  

Typhimuriem 

ATCC 14028 

Staphyloccus aureus  

ATCC 6538  

 

Escherichia coli   

ATCC 9739  

L2 

 

17 23 17 

 

L3 

 

15 19 16 

L1 14 18 16 

Mélange 18 21 18 

 

 

 

 

 

Figure 49 : Mise en évidence de l’activité  antimicrobienne par le test diffusion sur gélose. 

    L’effet inhibiteur pour chaque bactérie lactique a été significativement différent d’une 

souche à l’autre. En effet, pour S.aureus les diamètres de zone d’inhibition sont entre 18 à 23 

mm alors que E.coli, les diamètres sont de 16 à 18 mm et on a des diamètres   entre 14 à 18 

mm pour  Salmonella  Typhimuriem. 

    Le plus fort résultat enregistré par le mélange de 3 souches contre les 3 soues de références. 

    L’activité antagoniste des bactéries lactiques vis-à-vis des bactéries pathogènes a été 

confirmée par plusieurs travaux.   

      Les études de Makras et al., (2006) ont montré une activité inhibitrice de Staphylococcus 

aureus et Escherichia coli par des bactéries lactiques genre lactobacillus ( Nigatu et al., 

(2015). 

        Ces résultats sont les même de ceux obtenus par Allouche et al, 2010 qui constate que  

les lactobacilles sont plus actifs contre les souches Gram positives notamment S. aureus et S. 

Typhimuriem avec des zones de 12 et 22mm contre 0 et 19mm pour les souches Gram 

négatives représentées par E. coli 54127 et E. coli 105331. 
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      Cependant, nos résultats sont conformes aux résultats de Mameche (2008) qui a constaté 

que les lactobacilles ont une activité inhibitrice sur les bactéries à Gram négatif nettement 

supérieure à celle observée contre les pathogènes à Gram positif. (Zi) 

IV.5. Capacité de formation de biofilm : 

IV.5.1. Adhésion des souches sur microplaques de polystyrène : 

   L'évaluation précise de l'adhésion est nécessaire pour la sélection des nouvelles souches 

probiotiques (Kizerwetter-Świda & Binek, 2006). L'adhésion et la colonisation de la 

muqueuse intestinale par les bactéries probiotiques sont basées sur les propriétés de surface de 

la souche, et repose initialement sur des interactions physiques non spécifiques entre les deux 

surfaces (Hermansson, 1999 ; Bhagat et al., 2020). Ce phénomène favorise le temps de séjour 

des souches dans l'intestin, l'exclusion des agents pathogènes, et l'interaction avec les cellules 

épithéliales et immunitaires de l'hôte (Balgir et al., 2013). 

   L’adhésion des souches lactiques choisir au polystyrène a été examinée, les valeurs 

d’absorbance à 600 nm après l’incubation sont présentées dans le tableau suivant : 

Tableau 23 : Résultats de l’adhésion des souches sur microplaques de polystyrène. 
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           Figure 50 : Résultats de l’adhésion des souches sur microplaques de polystyrène. 

Selon Mathur et al. (2006) l’adhésion des bactéries à la valeur de l’A630 sont classées par 

lordre suivant : non-adhérentes (A≤ 0,07 comme négatif), faiblement adhérentes (0,14 ≥ 𝐴 > 

0,07), moyennement adhérentes (0,28 ≥ 𝐴 > 0,14), fortement adhérentes (A> 0,28). 

  Les résultats montrent que les 3 souches (L1) (A=3.019), (L2) (A=3.10), (L3) (A=3.018), 

présente une forte capacité d’adhésion à la microplaque polystyrène en comparaissait avec le 

témoin de 0.1 à 0.2. 

   Les résultats montrent que les souches ont une capacité d’adhésion, avec des valeurs 

variantes entre 3.01 à 3.13 une densité optique de 620nm tableau  

Tableau 24 : moyenne d’adhésion des souches sur microplaque 

 

Les souches A620 Observation  

L1 3.019 Fortement adhéré  

L2 3.130 Fortement adhéré  

L3 3.018  Fortement adhéré  

T(-) 0.201 Pas adhésion  
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      Figure 51 : Capacité d’adhésion des souches Lactobacillus sur la microplaque en 

polystyrène.  

Notre résultat est d’accord avec les résultats obtenus par Kubota et al. (2008), qui rapporte la 

capacité des bactéries lactiques, appartenant à L1, L2, L3.  D’adhérés sur microplaque en 

polystyrène. 

Bharathi et al. (2011), ont démontré que la plupart des bactéries lactiques de genre 

Lactobacillus surtout la souche L1 présente une forte capacité d’adhéré sur la surface 

plastique en polystyrène. 

Cependant, la capacité d’adhésion des bactéries sur la surface de plastique en polystyrène est 

déterminée par un ensemble de propriétés physico-chimiques, tel que l’hydrophobicité et la 

charge externe, ainsi que les SLP fortement associées à la surface d’une bactérie Gram positif 

comme Lactobacillus, pourrait conférer une grand hydrophobicité (Van der Mei et al., 2003). 

La composition de la surface bactérienne joue un rôle important d’adhérence. Une étude de 

Harty et Knox (1991), sur la capacité d’adhésion de quarante souches, de 20 espèces 

différentes de Lactobacillus, a révélé par une corrélation entre l’hydrophobicité de la surface 

cellulaire de ces souches et leur affinité pour le polystyrène. 

Certains auteurs rapportent que les souches de Lactobacillus ne pouvait pas être expliquée en 

fonction de l’hydrophobicité de la surface cellulaire, puisque les bactéries Sont adhéré en plus 

grand nombre à des hydrophobes au polystyrène que le verre Hydrophile (virginia et al., 

2005). 
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Anwar et al., (2013), ont rapporté que six souches appartenant au genre Lactobacillus 

possédaient un caractère hydrophobe (Makhloufi, 2011). 

IV.5.2. La méthode de culture sur rouge Congo agar (RCA) 

    La gélose Rouge Congo est un milieu très convenable pour la détection des souches 

productrices de slime. Sur ce milieu, les souches exprimant le PIA (polysaccharide 

intercellular adhesin) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre des 

colonies de couleur rouge et à surface lisse pour les souches PIA négatif (Chaieb et al.,2005). 

Les 03 souches de lactobacillus  isolées ont été testées pour mettre en évidence leur capacité à 

produire de slime sur milieu rouge Congo, Les souches productrices de slime avaient un 

phénotype variable ou positif Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau suivant : 

Tableau  25 : Résultats de la production de slime par la méthode RCA. 

 

Souches Couleur de colonies Phénotype (slime) 

 

 L1 Noire       Positive (+) 

L2 Noire  Positive (+) 

L3 Noire  Positive (+) 

 

 

 

 

              Figure 52 : Résultats de la production de slime par la méthode RCA 

 

IV.5.3 Adhésion des souches Lactobacillus aux cellules épithéliales :  

     L'adhésion est un processus complexe, qui peut comprendre des mécanismes ligand 

récepteur non- spécifiques et spécifiques (Cayuela et al., 2014). Des facteurs 

tels que les protéines, les glycoprotéines, sur la surface de la paroi cellulaire des 

bactéries ont été impliquées dans la capacité d'adhérence, d'auto- agrégation et 

d'hydrophobicité. 

      Dans ce pratique nous avons utilisé des cellules épithéliales d’une bovin (partie de colon). 

La capacité d’adhésion des 3 souches a été déterminée par un nombre des bactéries adhérée 
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supérieurs à 15 (Lin et al., 2007). 

Tableau  26 : Adhésion des souches Lactobacillus aux cellules épithéliales de colon d’un 

bovin 

Les souches  Nombre des bactéries 

adhérées 

Test  Lecture 

L1 16 + Adhésion 

L2  17  +  Adhésion 

L3  18 +  Adhésion 

Melange (L1,L2,L3) 19 ++ Adhésion 

Temoins (-) 00  - Absence d’adhésion 

 

 

Figure 53 : Adhésion des souches Lactobacillus aux cellules épithéliales de colon d’un 

Bovin. 

      Il apparait que les trois souches (L1, L2, L3), présentent une (test +) donc une capacité 

élevée d’adhésion à les cellules épithéliales bovin. Le mélange (L1, L2, L3) a montré un 

nombre maximal de cellules bactériennes par cellule épithéliale (Wang et al.2010). Avec aussi 

un test positive ++. 

     Pinto et al. (2006) Découverte d'une souche de Lactobacillus aux propriétés probiotiques 

ont des mécanismes qui leur permettent d’adhère et de coloniser les cellules épithéliales 

intestinales.  

    Saito en 2004 prouve l’interaction entre des protéines de surface présentes chez les 

Lactobacillus (Lectin-likeproteins) et les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale. 
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 L3 présente une forte capacité d’adhésion par rapport aux autres. Ceci est en accord avec les 

résultats obtenus par Kučan et al. (2012), qui ont montré que la souche L3 est capable 

d’adhérer aux cellules épithéliales intestinales de souris in vitro.  

    Il a été montré qu'il existe une relation entre la capacité d'adhérence et la colonisation 

provisoire de l'intestin humain. 

   D'après certains auteurs, l'origine des probiotiques joue un rôle dans les capacités 

d’adhérences, il a été trouvé que les bactéries d'origine humaine peuvent adhérer mieux aux 

muqueuses intestinales de l'homme (Gu et al., 2008). 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Mise en évidence le résultat d’adhésion des souches Lactobacillus aux cellules 

épithéliales. 

IV.6. Étude de la sensibilité des souches aux antibiotiques : 

        L’antibiogramme a été effectué sur les 3 souches appartenant à l’espèce des lactobacilles, 

on a testé leur résistance vis-à-vis à 11 antibiotiques après une culture de 24 h au MRS en 

anaérobiose. On a mesuré les diamètres des zones d’inhibition de croissance de la souche 

microbienne, les résultats sont présentés dans le tableau 27 et la figure 57 : 

Tableau   27: Antibiogramme des trois souches de lactobacillus   

Antibiotiques  L1 L2 L3 

Amoxicilline  AML 17  6  7 

Céfoxitine           FOX 7 7 6 

Gentamicine  GT 21 22 21 

Imipenème  IPM 41 39                     37 

Ciprofloxacine  CIP 6 10 7 

 Cefotaxime            CTX 29 29 25 

 Cefalexin               CN  13 14 15 

Azithromycin         AZM 12 30 30 

Vancomycine          VA 6 19 8 
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AMPICILLIN           AM                              24 37 36 

 

 

 

 

 

 

La figure 55 :  Illustre l’expression phénotypique de l’antibiogramme . 

       Nos isolats lactiques, ont exprimé différentes résistances vis-à-vis des antibiotiques 

utilisés, ils ont été pour certains sensibles (>25mm), certains sont résistante (<15mm), et pour 

d’autres intermédiaires. (>15mm). 

      Les bactéries lactiques sont naturellement résistantes à de nombreux antibiotiques en 

raison de leur structure et de leur physiologie (Samedi et Charles, 2019). 

    Selon Klein et al., 1998 La majorité des bactéries lactiques ont une résistance contre les 

antibiotiques. 

     Cette résistance est intrinsèque et non transmissible, certaines souches lactiques présentent 

des différences quant à leur sensibilité à différents antibiotiques, ce qui justifie la modification 

de la composition de leurs membranes cellulaires Naghmouchi., (2007) 

      Les 3 souches présentent une grande sensibilité vis-à-vis aux antibiotiques [Cefotaxime, et 

AMPICILLIN], tandis que les 2 souches [L1, L2] présentent une sensibilité aussi 

pour[Imipenème]. Pour les souches [L3, L2] ils ont montré une sensibilité respectivement au 

[Vancomycine/  AMPICILLIN]. 

Une sensibilité  envers  les B-lactamine ,est largement rapportée pour ce groupe  

bactérien(karasu et al.,2010 ) .Ainsi que les 3 souches, résistent au [Céfoxitine/ Gentamicine]. 

    Les souches présentent une résistance intermédiaire pour Cefalexin. 

    Les profils généraux de résistances aux antibiotiques des bactéries lactiques de notre étude 

concordent avec ceux rapportés dans la literature, ce qui a été souvent rapportée par plusieurs 

auteurs (Charteris et al., 1998; Delgado et al., 2005; Florez et al., 2005; Swenson et al., 1990 

ou comme celle à des aminoglycosides (kanamycine, gentamycine, tobramycine, amikacine), 
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elle aussi déjà signalée par (Charteris et al., 1998b; Coppola et al., 2005; Zhou et al., 2005 

;Zergoug A. 2017). 

 IV.7 Optimisation :  

     Afin de déterminer les conditions physiques/chimiques optimum des trois souches 

lactiques utilise, nous avons étudié leurs croissances au différant pH avec valeur varier entre 

[2.4 à 6.4] et leur stabilité dermique a différent température [28 à 45°C], ainsi que 

l’optimisation d’un milieu de culture MRS et d’un milieu organique [matières premières F1 et 

F2] 100% sans gluten. 

     La lecture des résultats consiste comme toujours en une mesure de DO et de pH qui est  

Mentionné dans les tableaux et les graphs suivants : 
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 IV.7 .1  Optimisation de température :   

Tableau 28 : Résultats d’optimisation de température  

                   L2              L1          L3 

TEMPERATEUR DO pH DO pH DO pH  

54          °C R1 1.94 4.13 1.95 4.05 2.06 4.04 

R2 1.89 4.04 2.01 4.04 1.38 4.91 

R3 1.99 4.04 2.02 4.02 1.50 4.61 

R4 1.97 4.03 2.01 4.04 1.44 4.20 

M 1.94  4.06 1.99 4.03 1.83  4.09 

          73°C R1 2.07 4.01 2.06 4.06 2.06 3.99 

R2 2.22 4.04 2.18 3.93 2.06 3.98 

R3 2.15 4.01 2.15 3.98 2.04 3.89 

R4 2.19 3.95 2.17 3.97 2.01 3.90 

M 2.15  4.00 2.14 3.98 2.18  3.65 

73          °C R1 1.18 5.8 1.52 4.86 2.20 3.41 

R2 1.51 4.67 1.62 4.73 2.18 3.43 

R3 1.56 4.68 1.45 4.80 2.22 3.32 

R4 1.58 4.71 1.56 5.00 2.12 3.45 

M 1.45  4.96 1.53 4.84 2.04  3.94 

82         °C R1 1.20 5.01 1.02 5.20 1.70 3.99 

R2 1.38 4.98 1.227 5.05 1.99 4.04 

R3 1.29 5.03 1.341 4.96 1.86 4.23 

R4 1.19 5.13 1.18 5.08 1.78 4.12 

M 1.26  5.03 1.19 5.07 1.59  4.44 
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IV.7 .2 Optimisation du pH : 

Tableau 29   : Résultats d’optimisation de pH 

  L2 L1 L3 

pH REPETITION DO DO DO 

     2.4 R1 0.053 0.022 0.13 

 

R2 0.066 0.023 0.12 

R3 0.064 0.030 0.14 

R4 0.060 0.022 0.13 

M 0.060 0.024 0.52 

      3.4 R1 0.174 0.041 0.45 

R2 0.180 0.052 0.45 

R3 0.179 0.042 0.53 

R4 0.190 0.053 0.47 

M 0.180  0.047 0.47 

      4.4 R1 1.988 1.825 1.92 

R2 1.997 1.794 1.90 

R3 1.993 1.835 1.90 

R4 2.001 1.834 1.89 

M 1.994  1.822 1.90 

      5.4 R1 2.215 2.514 2.05 

R2 2.239 2.210 2.07 

R3 2.320 2.186 2.08 

R4 2.216 2.192 2.09 

M 2.247  2.275 2.07 
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Figure 56 :  Optimisation de température                       Figure 57 :  Optimisation de pH 

       D’après le tableau (28) et la figure (56) on constate que la croissance est meilleur à 37 °C 

elle attende des valeurs moyenne de DO [2.14,2.15,2.18] pour les trois souches 

respectivement [L1, L2, L3] et un pH [4,3.98.3.90]. 

Par rapport aux autres températures 30°C, 28°C, et pour 45°C une bonne croissance été 

enregistrée mais ce n’est pas la meilleure. 

Notre résultat obtenu est les mêmes avec les résultats de (Roso et al.,1990) ils ont mentionné 

que quand la température du milieu se situe en haut ou en bas de température requise pour la 

croissance optimale, l’activité microbienne est réduite et le microorganisme peut 

éventuellement se détruire. 

         En a constaté aussi que le pH diminué au plus de 0.5 unités. (Chamba .1990) ont montré 

qu’une souche lactique n’est acidifiante que si la diminution de pH égale au moins 0.5 unité. 

Pour cela on peut considère cette température 37°C comme optimale pour les 3 souches  

.D’après le tableau (29 ) et la figure (57 ) on constate que la croissance est meilleur au pH de 

5.4 pH proche au pH de milieu de culture MRS, pour les trois souches avec un DO de 

(2.247,2.275,2.07), respectivement pour (L1, L2, L3). 

      Il est connu qu’à des pH bas, l’acide lactique provoque une pression dans les cellules 

microbiennes [24] puis les bactéries perdent leurs activités physiologiques entraînant ainsi une 

inhibition de β galactosidase et d’autres enzymes de glycolyse. 
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      Aux pH [2.4,3.4] les trois souches (L1, L2, L3) montrent une baisse DO [0.060, 

0.024,0.47] [0.047,0.18, ,0.470] une inhibition de croissance et le pH de 4.4 montre un DO 

[1.822,1.994,1.90] en peut les constatées comme bonne croissance. 

     Les lactobacillus nécessitent l’ATP beaucoup plus dans la maintenance que dans la 

croissance et la production, ce qui explique l’inhibition à des pH bas ou élevés. On peut 

conclure que ce pH est pris comme optimum pour notre souches lactobacillus afin qu’elle 

puisse donner une bonne croissance et production d’acide lactique. (Vali M.2006). 

IV.7 .3   Optimisation de matière première féculents ( F1 / F2 ) :  

Souche L1  Tableau 30 : Résultats d’optimisation de matière première féculents ( F1 / F2 )  

Concentration Repetition                         F1                                                                            F2 

  DO pH DO pH 

0.1 R1 0.58 5.04 0.83 4.30 

R2 0.78 5.21 0.80 4.22 

R3 0.79 5.10 0.88 4.11 

R4 0.78 5.09 0.84 4.10 

M 0.73 5.11 0.83 4.18 

0.2 R1 0.97 6.56 1.22 4.27 

R2 0.88 4.99 1.32 4.15 

R3 0.89 5.16 1.36 4.22 

R4 0.91 5.11 1.91 4.11 

M 0.91 5.45 1.45 4.18 

0.3 R1 1.05 5.18 2.39 3.99 

R2 1.10 5.82 2.22 4.20 

R3 1.10 5.60 1.99 4.30 

R4 1.09 5.80 2.17 4.28 

M 1.08 5.45 1.45 4.18 

0.4 

 

R1 1.24 5.23 1.30 4.25 

R2 1.26 5.33 1.41 4.57 

R3 1.24 5.26 1.30 4.42 

R4 1.22 5.52 1.34 4.40 

M 1.24 5.33 1.33 4.41 

0.5 

 

R1 1.22 5.05 1.36 4.15 

R2 1.37 5.08 1.50 4.19 

R3 1.28 5.06 1.40 4.35 

R4 1.33 5.04 1.34 4.08 

M 1.30 5.30 1.40 4.19 
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Souche L2 

Tableau 31 : Résultats d’optimisation de matière première féculents ( F1/ F2 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Répétition F1              F2  

0.1 

 

 Do  pH  Do  pH  

R1 0.67 5.30 0.72 4.70 

R2 0.62 6.84 0.56 4.82 

R3 0.60 6.23 0.68 4.54 

R4 0.56 5.91 0.61 4.46 

M     0.61 6.07 0.64 4.63 

0.2 

 

R1 0.71 5.20 1.90 4.98 

R2 0.79 5.73 1.30 5.20 

R3 0.78 5.69 1.30 4.84 

R4 0.76 5.60 1.02 4.56 

M 0.76 5.55 1.38 4.89 

0.3 

 

R1 0.87 5.23 2.70 3.85 

R2 0.94 5.17 1.10 4.44 

R3 0.97 5.35 1.15 4.35 

R4 0.87 5.33 1.26 4.08 

M 0.91  5.27 1.55 4.18 

0.4 

 

R1 0.92 5.00 1.60 3.99 

R2 1.09 5.15 1.15 4.67 

R3 1.08 5.16 1.13 4.66 

R4 0.90 5.01 1.41 4.36 

M 0.99  5.08 1.32 4.42 

0.5 

 

R1 1.00 5.00 1.90 3.69 

R2 1.09 4.85 1.19 4.45 

R3 2.12 4.97 1.48 4.58 

R4 2.13 4.96 1.77 4.22 

M 1.58  4.94 1.58 4.23 
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Souche L3 

Tableau 32 : Résultats d’optimisation de matière première féculents ( F1 / F2 ) 

Concentration Répétition  F1 F2 

DO pH DO pH 

 

0.1 

R1 0.14 4.59 0.33 4.80 

R2 0.16 4.60 0.41 4.70 

R3 0.18 4.60 0.47 4.60 

R4 0.19 4.48 0.57 4.56 

          M 0.16  4.56 0.44 4.66 

 

0.2 

R1 0.44 4.53 0.73 4.60 

R2 0.45 4.47 0.84 4.52 

R3 0.43 4.48 0.91 4.45 

R4 0.41 4.52 0.88 4.50 

M 0.43  4.5 0.84 4.51 

 

0.3 

R1 0.66 4.43 1.14 4.38 

R2 0.67 4.40 1.16 4.29 

R3 0.64 4.42 0.99 4.40 

R4 0.65 

 

4.45 

 

0.71 4.55 

 

         M 0.65  4.42 1.00 4.40 

 

 

0.4 

R1 0.88 4.36 1.33 4.30 

R2 0.82 4.44 1.52 4.15 

R3 0.90 4.33 1.26 4.24 

R4 

 

0.89 

 

4.43 

 

1.38 4.41 

 

         M  0.87   4.39 1.37 4.27 

 

0.5 

R1 1.90 4.20 1.36 4.32 

R2 1.50 4.31 1.48 4.15 

R3 1.24 4.43 1.43 4.36 

R4 1.10 4.45 1.39 4.20 

         M  1.43  4.34 1.41 4.25 
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                                Figure 58: Optimisation de matière première F1                                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59 : Optimisation de matière première F2 

 

       D’après les 3 tableaux ( 30 .31 .32 ) et les 2 figures 58 et 59 en a constaté que la meilleure 

concentration de matière première F1 et F2 est 0.4g/l, pour les souches avec une acidification 

de milieu élevée de moyenne de 4.19 à 5.33 unités. 

        Les résultats sont confirmés par rapport au notre référence milieux MRS. Donc, en peut 

considérer la concentration 0.4g/l comme étant optimum pour la croissance des 3 souches 

lactiques utilise dans les différent matières F1 /F2 on a conclu que ce milieu de culture 

présente une qualité adéquate vu sa richesse en matières nutritifs. 

 

 



Partie 02                                                                   partie expérimentale 
 

 
93 

IV.7 .4  Optimisation de matière première MRS  ( Milieu de référence ). 

Tableau  33 : Résultats d’optimisation de matière première MRS. 

 

 

 

Figure 60 : Optimisation de MRS bouillon 
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Optimisation MRS bouillon  

DO(L1) pH(L1) DO(L2) pH(L2) DO(L3) PH(L3)

           L1            L2          L3 

Répétition  DO pH DO pH DO pH 

R1 1.980 4.45 1.89 4.43 2.03 3.99 

R2 2.060 4.18 2.026 4.22 2.41 3.98 

R3 2.091 4.10 2.005 4.14 2.55 3.89 

R4 2.020 4.15 2.032 4.13 2.74 3.90 

M 2.037  4.22 1.988 4.23 2.43  3.94 
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IV.7 .5 Effet de combinaison : 

 Cas 01 :  

 Sur milieu à base de F1 

Tableau 34  : Résultats d’optimisation de matière première féculents  (F1). 

 DO pH  

 

L2+L3 

R1 1.582 4.25 

R2 1.161 4.27 

R3 1.402 4.23 

R4 1.083 4.28 

M 1.307 4.25 

 

L3+L1 

R1 1.254 4.24 

R2 1.321 4.23 

R3 1.293 4.25 

R4 1.293 4.25 

M 1.290 4.24 

 

L1+L2 

R1 2.405 3.89 

R2 1.890 4.22 

R3 1.923 4.19 

R4 2.288 3.95 

M 2.126 4.06 

 

L1+L2+L3 

R1 1.896 4.22 

R2 1.806 4.25 

R3 1.890 4.22 

R4 1.920 4.20 

M 1.878 4.22 
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 Sur milieu à base de F2. 

Tableau 35: Résultats d’optimisation de matière première féculents ( F2 ) . 

 DO pH 

 

L2+L3 

R1 1.301 4.23 

R2 1.202 4.24 

R3 1.218 4.24 

R4 1.283 4.26 

M 1.251 4.24 

 

L3+L1 

R1 1.208 4.24 

R2 1.206 4.24 

R3 1.203 4.25 

R4 1.204 4.24 

M 1.205 4.24 

 

L1+L2 

R1 1.145 4.27 

R2 1.133 4.25 

R3 1.152 4.25 

R4 1.138 4.25 

M 1.142 4.25 

 

L1+L2+L3 

R1 1.080 4.30 

R2 1.123 4.25 

R3 1.138 4.25 

R4 1.099 4.30 

M 1.11 4.27 
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Cas 02 :  Sur milieu MRS. 

 Tableau 36 : Résultats d’optimisation de matière première MRS . 

 DO pH 

 

 

     

     L3+L2 

R1 2.335 3.87 

R2 2.345 3.94 

R3 2.224 3.94 

R4 2.337 3.93 

M 2.310 3.92 

 

 

    L1+L3 

R1 2.245 3.96 

R2 2.248 3.97 

R3 2.331 3.94 

R4 2.292 3.96 

M 2.279 3.95 

 

 

     L1+L2 

R1 2.283 3.92 

R2 2.211 3.97 

R3 2.133 3.99 

R4 2.118 3.99 

M 2.186 3.96 

 

  

L1+L2+L3 

R1 2.227 3.89 

R2 2.166 3.90 

R3 2.313 3.85 

R4 2.169 3.90 

M 2.218 3.88 
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Figure 61 : Optimisation de matière première féculents  (F1 ) 

 

Figure 62 : Optimisation de matière première féculents  ( F2 ) 

 

Figure 63 : Optimisation de matière première MRS 
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 Cas 03 : 

 Sur la combinaison F1 et F2.  

Mélange 01 :  

Tableau 37 :  Résultats d’optimisation de matière première féculents ( F1 / F2 )  

 DO pH 

 

L2+L3 

R1 0.701 4.01 

R2 0.684 5038 

R3 0.661 5037 

R4 0.678 4.03 

M 0.681 4.02 

 

L1+L3 

R1 0.786 3.87 

R2 0.774 3.92 

R3 0.699 3.93 

R4 0.758 3.89 

M 0.754 3.90 

 

L1+L2 

R1 0.635 4.04 

R2 0.681 4.03 

R3 0.641 4.05 

R4 0.612 4.10 

M 0.642 4.05 

 

L1+L2+L3 

R1 0.623 3.77 

R2 0.592 3.78 

R3 0.613 3.76 

R4 0.656 3.79 

M 0.621 3.77 
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Mélange02 :   

Tableau 38 :  Résultats d’optimisation de matière première féculents ( F1 / F2 ) 

 DO pH 

 

 

   L2+L3 

R1 0.650 3.64 

R2 0.621 3.72 

R3 0.695 3.76 

R4 0.684 3.70 

M 0.662 3.70 

 

 

      L1+L3 

R1 0.632 3.60 

R2 0.621 3.42 

R3 0.645 3.43 

R4 0.601 7043 

M 0.624 3.585 

 

 

     L1+L2 

R1 0.614 3.91 

R2 0.623 3.83 

R3 0.641 3.28 

R4 0.608 3.80 

M 0.621 3.83 

 

 

   

L1+L2+L3 

R1 0.435 3.57 

R2 0.421 3.57 

R3 0.453 3.56 

R4 0.444 3.54 

M 0.438 3.56 
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Mélange03 :   

Tableau 39 : Résultats d’optimisation de matière première féculents ( F1 / F2 ) 

 DO pH 

 

 

      L2+L3 

R1 0.443 4.35 

R2 0.421 4.73 

R3 0.402 4.83 

R4 0.484 4.31 

M 0.437 4.22 

 

 

     L1+L3 

R1 0.345 4.83 

R2 0.402 4.38 

R3 0.326 4.83 

R4 0.387 4.32 

M 0.365 4.07 

 

 

     L1+L2 

R1 0.764 4.84 

R2 0.801 4.23 

R3 0.798 4.84 

R4 0.656 4.83 

M 0.754 4.24 

 

 

L1+L2+L3 

R1 0.551 4.04 

R2 0.501 4.34 

R3 0.496 4.34 

R4 0.562 4.35 

M 0.527 4.04 
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Figure 64: Optimisation de matière première féculents ( M1 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 65: Optimisation de matière première féculents ( M2 ) 
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                   Figure 66 : Optimisation de matière première féculents ( M3) 

Afin de déterminer la meilleure composition de notre produit .Nous avons testé les 

combinaisons de nos souches avec les deux féculents sans gluten. 

Les résultats  obtenus  montrent  que tous les concentration préparer sont proches mais 

les résultats  enregistrées par rapport  au mélange  des 3 souches lactique (L1.,L2,L3 ) avec 

les matières premières séparé , donne les meilleur valeurs moyenne  de DO (2.405 ) et une 

acidification(3.89) assez forte 

         Cette  combinaisons  est considéré  comme  meilleur  par rapport  au combinaisons des 

souches  dans le milieu  MRS (référence ). 

IV.8 La lyophilisation : 

  Procédé de conservation d'une substance et notamment des produits alimentaires et 

pharmaceutiques, consistant en une congélation rapide et une déshydratation presque totale du 

produit concerné, qui est ensuite conservé sous vide à la température ambiante et retrouve ses 

qualités et propriétés premières par simple addition d'eau.  

      Le résultat du séchage de notre produit était le suivant : 
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Figure 67 : Mise en évidence la résultats de lyophilisation . 



 

 

 

 

 

 

 

 

                         Conclusion  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                                Conclusion 

Les probiotique sont des micro-organismes vivants qui ingérés des effets positifs sur la santé 

humaine et animale ce qui permet une énorme évolution au  sein de marché international les 

probiotiques montrent dans chaque étude des particularités différents l'un à l'autre à l'issue de 

ce qui a été réalisé des souches probiotiques utilisées ont été identifiés par la détermination les 

caractéristiques morphologiques physiologiques et biochimiques et pour la sélection nous 

avons étudié les principaux critères permis laquelle la tolérance au NaCl l'activité 

antibactérienne et l'activité d'inhibition des principaux pathogènes l'adhésion au  microplaque 

en polystyrène ,au  niveau des cellules épithéliales  intestinal bovine. et la sensibilité 

antibiotique. 

Nous avons également proposer l'optimisation des différents conditions physiques- chimiques 

[température et pH ] et l'optimisation du milieu de culture organique sans gluten et l'études de 

l'effet de combinaison des souches. Afin de permettre étudier la bonne. Croissance  

Cependant les résultats que nous avons obtenus dans l'activité antimicrobienne indique que les 

trois souches ont toutes un grand effet inhibiteur contre les germes pathogènes testées 

Staphylococcus Aureus Salmonella typhimirum  et Escherichia coli avec un diamètre Zi 

>13mm 

 En effet les résultats de la capacité d'adhérer en surface de microplaque en polystère montré 

que les trois souches présentent et moyenne supérieur 0.25 'et au niveau des cellules 

épithéliales de l'intestin bovine ont indique que le mélange de 3 souches présente un nombre 

de 19 cellules adhérer donc une forte pouvoir adhésif remarquable il s'agit de mécanisme de 

blocage de l'adhésion des pathogènes. 

D'après les résultats de l'optimisation des paramètres physico-chimiques [ pH et température ] 

en conclu que la température optimale pour les trois souches et 37°C et un pH de 5,4 pH 

proche du milieu MRS .Par rapport à la matière première [F1/F2] la concentration 0,4  stimule 

la croissance et le pouvoir d'acidification des souches cultivées, 

 Pour l'étude de l'effet de combinaison des souches il a été enregistré que la meilleure 

croissance est de [2.405 ] lors de l'utilisation de chaque matière première séparée. 



 

 En conclu  que les résultats d'optimisation de différent paramètres physico-chimique  et de 

milieu  de culture  permis  de nos établir  une compliment alimentaire sans gluten à base de 

combinaisons des trois souches pour la satisfaction  de toutes  besoins  de maladie  de 

cœliaque . 
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Annexe 1 : Matériel non biologique (l’appareillage) 

Appareillage  Verreries Autre matériel 

Spectrophotomètre Becher Anse de platine 

Vortex Boite de pétrie Papier aluminium 

agitateur magnétique   Flacons Papier film  

Bain marie Lames et lamelles Spatule 

Etuve bactériologique Tubes à essai Micropipettes 

Microscope optique verre de montre Portoir pour tubes 

Réfrigérateur Pipettes Pasteur Barreau 

Congélateur dessiccateur en verre Gants jettable 

PH-mètre  Marqueurs 

Balance électrique  Tubes Corning  

Autoclave  Bougie 

Broyeur   

 

 

Annexe 2 : Liste des produits chimiques 

produits chimiques 

Glycérol NAOH  

l'eau physiologique  HCL  

Eau distillée Lugol (Pasteur) 

éthanol à 99.8% VP1 (Pasteur) 

éthanol à 96% VP2 (Pasteur) 

Huile d’immersion Kovacs ( AVCO-LAB) 

Cristal violet   

 

  



 

 

Annexe 3 : Milieux de culture utilisé 

Milieu de culture utilisé  Composition des milieux de culture 

 

 

Milieu de culture  

MRS  

(en grammes par litre d'eau distillée) 

Peptone……………………….10g 

 Acétate de sodium……………5g  

Extrait de levure………… 5g 

 Sulfate de magnésium…………… 0.1g 

 Extrait de viande…………10g  

Sulfate de manganèse…………..0.05g 

ph final ……………………6.4± 0,2 

 

Milieu de culture liquide 

TSB 

(en grammes par litre d'eau distillée) 

 Tryptone …………………………..……….. 

15 g. Peptone papaïnique de soja 

…………………..5g.  Chlorure de sodium 

…………………………..5 g. 

Agar ……………………………………….. 

15 g.  

pH final ……………..………………….7,3 

± 0,2. 

 

 

Mannitol et mobilité 

 

(en grammes par litre d'eau distillée)  

 Mannitol …………………………… 2g 

Pepton……………….………..……20g  

 Nitrate K……………...……………. 1g  

Rouge de phenol 4%…….……. 4 ml  

Agar ………………………..4 g 

Milieu de culture 

TSI  

(en grammes par litre d'eau distillée)  

Peptones de caséine…………. 15g 

Peptones de viande………….5g 

Extraits de viande………. 3g  

Peptones de levure……………. 3g 

NaCl……………. 5g 

Lactose………….. 10g 

Saccharose…………….. 10g 

Glucose…………..1g 

Citrate ammoniacal de Fer (III)……..0,5g 

Thiosulfate de sodium……………….0,5g 

Rouge de phénol………………. 0,024g 

Agar………………12g 

 

Milieu de culture 

Rouge Congo agar  RCA  

(en grammes par litre d'eau distillée) 

Cœur cerveau ……….37g  

Agar…………….15g 

Saccharose ………36g  

Rouge Congo …….0.8g  

 

Milieu de culture         (en grammes par litre d'eau distillée)  



Urée Indole                 L-Tryptophane      ...........  3 g 

                 KH2PO4   .....................  1 g 

                K2HPO4     ...................  1 g 

                Chlorure de sodium ...........  5 g 

                Urée     ................... .. 20 g 

                Alcool à 95°       ........... 10 ml  

                Rouge de phénol    ........... 0,05 ml 

                pH final : 6,8 ±0,2 

Milieu de culture 

Clark & Lubs 

                 Peptone …………7,00 g 

                Glucose …………..5,00 g 

               Phosphate dipotassique……….. 

5,00 g 

 

Bouillon hypersalé (Leveau et al ; 1991) 

. 

 

Glucose 

...........................................................5 g 

Extrait de viande....................................5 g 

Peptone .................................................15 g 

NaCl ....................................................... 40 / 

65 g 

Eau distillée ...................................1000ml 

 

Autoclavage à 120°C pendant 20 mn 

- Milieu de Moëller à l’arginine 

 

 

 

Peptone ......................................................5 g 

Extrait de viande................................ 

.............5 g 

Glucose 

.......................................................0.5 g 

Pyridoxal ...................................................5 

mg 

Pourpre de bromocresol ...........................0.1 

g 

Rouge de crésol .......................................5 

mg 

Arginine ........................................10 g 

Eau distillée ........................................1000 

ml 

 

pH 6.8 

 

Autoclavage à 120°C pendant 15 à 20 mn 

  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Annexe 4 : Coloration de Gram 

La coloration de gram  La technique  

 

 

 

 

 

 

 

La coloration de Gram a été réalisée selon la 

technique suivante : 

A. Sur une lame, fixer une infime quantité 

d’une colonie sur une goutte d’eau distillée 

par la chaleur ; 

 B. Recouvrir la lame avec la solution cristal 

violet pendant une minute ; 

C. jouter du Lugol pendant une minute 

D. Décolorer avec de l’alcool 95°, puis rincer 

à l’eau ;  

E . Faire une contre coloration en utilisant la 

Fuschine et laisser agir une minute ; 

 F . Laver à l’eau ; 

 G .Après séchage, soumettre la lame à une 

observation microscopique à immersion 

(x100).   Les bactéries à Gram positif 

apparaissent en violet et les bactéries à Gram 

négatif en rose. 

 

 

 

, 

 

 

 

 


