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Résumé

Ce mémoire vise a explorer le potentiel probiotique des bactéries lactiques issues du lait
chamelle. Cette étude contribue a la valorisation des ressources laitiéres locales et & la recherche
d’alternatives naturelles comme source de souches probiotiques originales. Ce travail porte sur
I’isolement et la caractérisation des bactéries lactiques provenant du lait de chamelle ainsi que
1’évaluation de leurs potentiel probiotique. Le lait de chamelle représente une source de souches
des bacteries lactiques présentant des caractéristiques probiotiques. Les méthodes suivies sont
I’isolement, la purification, la conservation, la caractérisation biochimique, 1’évaluation du type
respiratoire, et la recherche d’activités enzymatiques. Les résultats ont permis d’identifier cinq
isolats aux morphologies variées. Trois isolats notés (FH3), (FH36), et (FHB) sont en forme de
cocci, et deux isolats (BS1) et (FH1), sont de forme bacillaire et présentent des spores. Tous les
isolats sont positifs a la catalase avec une diversité des types respiratoires et une fermentation
différenciée des sucres. Aucune activité pectinolytique ni lécithinasique ni esterasique n’a été
démontrée. Un isolat (BS1) a présenté une hémolyse o tandis que les quatres autres isolats ont
présenté une hémolyse y. Deux isolats (FH1) et (BS1) sont capables de fermenter le mannitol.
Tous les isolats sont capables de croitre en présence de NaCl a 2% et a 9%, et quatre d’entre
eux ont pu croitre en présence de NaCl a 15% sauf I’isolat (BS1). Ces résultats mettent en
lumiére I’importance d’améliorer la valorisation du lait de chamelle en Algérie, non seulement
pour sa teneur en nutriments, mais aussi en raison de son potentiel en tant que source naturelle
de probiotiques. L’exploitation de cette ressource pourrait ouvrir de nouvelles opportunités

dans le domaine de la santé humaine et de 1’agroalimentaire local.

Mots clés : Lait de chamelle, probiotique, bactérie lactique, isolement, identification,

caractérisation biochimique.
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Abstract

This thesis aims to explore the probiotic potential of lactic acid bacteria derived from
camel milk. This study contributes to the enhancement of local dairy resources and the search
for natural alternatives as sources of original probiotic strains. This work focuses on the
isolation and characterization of lactic acid bacteria from camel milk, as well as the evaluation
of their probiotic potential. Camel milk represents a source of lactic acid bacteria strains with
probiotic properties. The methods used include isolation, purification, preservation,
biochemical characterization, respiratory type evaluation, and the investigation of enzymatic
activities. The results identified five isolates with varied morphologies. Three isolates labeled
(FH3), (FH36), and (FHB) are cocci-shaped, and two isolates (FH1) and (BS1) are bacilli-
shaped, with the (FH1) and (BS1) isolates presenting spores. All isolates tested positive for
catalase, with diversity in respiratory types and differential sugar fermentation. No pectinolytic,
lecithinase, or esterase activity was detected. One isolate (BS1) exhibited a-hemolysis, while
the other four showed y-hemolysis. Two isolates (FH1) and (BS1) were able to ferment
mannitol. All isolates were able to grow in the presence of 2% and 9% NaCl, and four of them
could grow in 15% NaCl except for the (BS1) isolate. These results highlight the importance of
improving the valorization of camel milk in Algeria, not only for its nutritional content but also
for its potential as a natural source of probiotics. The exploitation of this resource could open

new opportunities in the fields of human health and local agri-food development.

Keywords : Camel milk, probiotic, lactic acid bacteria, isolation, identification, biochemical

characterization.
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Introduction

A I'neure ol les probiotiques attirent de plus en plus I'attention dans les secteurs de la
santé et de la nutrition, le lait de chamelle est une source encore peu répandue de bactéries
lactiques qui pourraient avoir des propriétés bénéfiques.

Le lait de chamelle est un élément essentiel de l'alimentation de base dans de
nombreuses régions du monde, en particulier dans les zones arides et semi-arides. Riche en
substances bénéfiques pour la santé, telles que les peptides bioactifs, la lactoferrine, le zinc et
les acides gras mono et polyinsaturés, ce qui pourraient contribuer au traitement de maladies
humaines importantes comme la tuberculose, I'asthme, les maladies gastro-intestinales et la
jaunisse. Le lait de chamelle a une composition plus variable que le lait de vache (Swelum et
al., 2021). 1l est riche en vitamines, notamment B1, B2 et C (Ereifej et al., 2011). La vitamine
C est trois a cing fois plus élevée que celle présente dans le lait de vache, ce qui en fait un
nutriment essentiel dans les zones arides ou les aliments verts ne sont pas facilement disponibles
(Kamal et Karoui, 2017).

Le lait de chamelle est connu pour ses propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, son
activité contre I'enzyme de conversion de l'angiotensine | (ECA) et son activité antidiabétique
et anticholestérol (Swelum et al., 2021).

Les bactéries lactiques (BAL) sont largement répandues dans la nature et se présentent
généralement sous forme de microflore indigéne dans le lait cru, jouant un rdle crucial dans de
nombreuses fermentations alimentaires et animales. Les bactéries lactiques, un groupe de
bactéries Gram positif non sporulées, sont responsables de la production d'acide lactique, qui
est le principal produit de la fermentation des glucides (Singh et al., 2009). Les souches des
genres Lactobacillus (Dahroud et al., 2016), Enterococcus (Ogier et al., 2008) et
Bifidobacterium (Yateem et al., 2008) sont les bactéries probiotiques les plus étudiées et les
plus utilisées. Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont
administrés en quantité adéquate, apportent un bénéfice a la santé de I'hdte (Hill et al., 2014).

De nos jours, il existe un besoin croissant de nouvelles souches de bactéries lactiques a
potentiel probiotique et ayant un impact sur le bien-&tre ainsi que sur la santé humaine et
animale.

Il est possible d'obtenir ces bactéries lactiques en explorant différentes niches
écologiques naturelles qui sont encore inexploitées (Edalati et al., 2018).

Ce mémoire s’intéresse a 1’isolement et a la caractérisation phénotypique des bactéries

lactiques présentes dans le lait de chamelle, une source qui est encore peu explorée. Ce lait



Introduction

connu par sa richesse en nutriments pourrait étre une réserve des souches probiotiques aux
propriétés originales, bénéfiques pour la santé humaine. Le but est de mettre en valeur cette
ressource naturelle et de contribuer a la recherche de nouveaux probiotiques pour des
applications en agroalimentaire et en sante.

Dans ce contexte une question cruciale se pose et oriente notre démarche scientifique :
Est-ce que le lait de chamelle peut étre utilisé comme source de bactéries lactiques qui ont des
aptitudes metaboliques et moléculaires compatibles avec un potentiel probiotique ?

Ce mémoire suit une approche scientifique en deux étapes principales : I’isolement de
bactéries lactiques a partir du lait de chamelle, suivi de leur caractérisation phénotypique (tests
morphologiques et biochimiques) et I'évaluation de leur potentiel probiotique. L'ensemble
débute par un cadre théorique et se conclut par une discussion sur les résultats et les

perspectives.
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1- Les probiotiques

1.1. Définition et historique

Le mot probiotique est assez nouveau et se traduit littéralement par « pour la vie ». Il
est aujourd’hui utilisé pour désigner les microorganismes ayant des effets bénéfiques pour la
santé humaine et animale. L’observation initiale du role positif de certaines bactéries remonte
aux travaux d’Elie Metchnikoff, un chercheur d'origine russe et lauréat du prix Nobel, qui
travaillait a I’Institut Pasteur au début du XXe siécle. Il a suggéré que "la dépendance des
microbes intestinaux a 1’alimentation permet d’adopter des mesures pour modifier la flore de
notre corps et remplacer les microbes nuisibles par des microbes utiles" (Metchnikoff, 1907).

En méme période, le pédiatre francais Henry Tissier a remarqué que les enfants atteints
de diarrhée avaient une faible présence de bactéries spécifiques a la morphologie en Y. A
I'opposé, ces bactéries étaient en grande quantité chez les enfants en bonne santé. Il a donc
proposé que leur apport contribuerait a rétablir un équilibre intestinal sain chez les patients
souffrant de problemes digestifs (Tissier, 1906).

Les premieres études scientifiques sur les avantages des bactéries ont été réalisées par
Metchnikoff et Tissier, bien que le terme probiotique n‘ait été introduit qu'en 1965 par Lilly et
Stillwell. Initialement, ce terme faisait référence a des substances générées par des
microorganismes et qui stimulent la croissance d'autres microorganismes (Lilly et Stillwell,
1965). Pour mettre en évidence la nature microbienne des probiotiques, Fuller (1989) a redéfini
le terme en les présentant comme « un complément alimentaire vivant d'origine microbienne
qui a un impact positif sur I'ndte en favorisant son équilibre intestinal ». Havenaar et Huis in't
Veld (1992) ont également avancé une définition comparable, considérant les probiotiques
comme « une culture bactérienne vivante, qu'elle soit mono ou mixte, qui, administrée a un
animal ou a un étre humain, a un impact positif en améliorant les caractéristiques de la flore
indigene ».

Au cours du temps, la définition des probiotiques a été constamment réexaminée et
perfectionnée. Selon Guarner et Schaafsma (1998), les probiotiques sont « des microorganismes
vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés en quantités appropriees, apportent un avantage a I'hote »,
une définition plus succincte. En 2001, I'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et
I'Agriculture (FAO) ainsi que I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) ont adopté et

officialisé cette définition. Elles ont spécifié que « les probiotiques sont des bactéries vivantes
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qui, lorsqu'elles sont consommeées réguliérement et en quantité appropriée, peuvent avoir un
impact positif sur la santé ». Cette définition souligne I'importance d'une dose adéquate pour
obtenir les effets désirés (FAO et OMS, 2001).

En 2014, I'International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) a
modifié cette définition en soulignant la différence entre les microorganismes vivants employés
comme aides technologiques ou sources de composants bénéfiques, et ceux dispensés
principalement pour leurs effets positifs sur la santé. Selon I'lSAPP, les probiotiques sont « des
microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont administres en quantités appropriées, apportent un
avantage pour la santé de I'hdte » (ISAPP, 2014).

Actuellement, on étudie abondamment les probiotiques pour leurs propriétés bénéfiques
dans le traitement de diverses maladies comme le diabéte, I'obésité, les troubles inflammatoires,
les problemes cardiovasculaires et respiratoires, ainsi que les dysfonctionnements du systeme
nerveux central (CNS) et du systeme digestif (Bhutada et al., 2025).

Par ailleurs, I'efficacité de ces derniers peut étre améliorée lorsqu'ils sont combinés avec
des prébiotiques, qui sont des substrats favorisant la multiplication des bactéries bénéfiques.
On appelle cette association symbiotiques, et elle représente une stratégie prometteuse pour

optimiser les avantages des probiotiques sur la santé humaine (Bhutada et al., 2025).
1.2. Exemples de souches couramment utilisées comme probiotiques

Les probiotiques sont une collection de microorganismes qui offrent des bienfaits pour
la santé des humains et des animaux. Parmi les groupes de microorganismes les plus
fréqguemment analysés, on retrouve les bactéries lactiques, en particulier les genres
Lactobacillus et Bifidobacterium. De plus, certaines bactéries non lactiques telles que Bacillus

suscitent un intérét grandissant dans le secteur de I'alimentation et de la pharmacie.
1.2.1. Les lactobacilles (Lactobacillus)

Les lactobacilles se rangent sous le phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli, I'ordre
des Lactobacillales et la famille des Lactobacillaceae. On les définit comme des bactéries
lactiques ayant une forme bacillaire (Figure 1), comprenant 237 especes et 29 sous-especes
(Arumugam et al., 2011). Ces bactéries sont largement distribuées dans le tractus gastro-
intestinal, le tractus urogénital féminin et la cavité buccale (Wade et Kéndnen, 2011 ; Rossi et
al., 2019). Leur role probiotique repose sur leur capacité a produire de 1’acide lactique, du
peroxyde d’hydrogene et des bactériocines, des composés qui empéchent la prolifération des
microorganismes pathogenes. Ainsi, elles sont considérées comme des microorganismes
protecteurs (Reid et Burton, 2002).
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Figure 1 : Lactobacillus bulgaricus au microscope électronique (Menad, 2018).

Les lactobacilles ont divers impacts positifs sur la santé : Optimisation de la barriére
épithéliale de I'intestin, Régulation du microbiote intestinal, Prévention de I'invasion par des
microbes pathogénes dans l'intestin et la muqueuse vaginale, Production de composés
antimicrobiens, comme les bactériocines, Effets a la fois immunomodulateurs et
antiprolifératifs (Alaa et al., 2020).

1.2.2. Les Bifidobactéries (Bifidobacterium)

Bien que liées aux bactéries lactiques, les bifidobactéries (Figure 2) sont classées dans
le phylum des Actinobacteria. Ces derniéres sont hétérofermentaires et transforment les
hexoses en générant de l'acide lactique et de I'acide acétique (Pokusaeva et al., 2011). Chez
I'nomme, leur habitat principal est le gros intestin ou elles représentent la majeure partie du
microbiote intestinal, avec une densité pouvant monter a 10° a 10 cellules par gramme de
selles chez un adulte en santé (Collado et al., 2006). Toutefois, différents facteurs internes et
externes peuvent altérer la composition du microbiote intestinal. Par exemple, un traitement
antibiotique ou antinéoplasique peut causer une diminution des bifidobacteéries, ce qui facilite
la multiplication de bactéries opportunistes telles que les Enterobacteriaceae, Pseudomonas ou
certaines levures (Gorbach, 2002 ; Collado et al., 2006).

Figure 2 : Observation microscopie électronique de Bifidobacterium sp. (Biavati et al., 2000)
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Toutefois, différents facteurs internes et externes peuvent altérer la composition du
microbiote intestinal. Par exemple, un traitement antibiotique ou antinéoplasique peut causer
une diminution des bifidobactéries, ce qui facilite la multiplication de bactéries opportunistes
telles que les Enterobacteriaceae, Pseudomonas ou certaines levures (Gorbach, 2002 ; Collado
et al., 2006). Les bifidobactéries ont un réle crucial dans la régulation du systéme immunitaire
et la defense contre les infections au niveau de l'appareil gastro-intestinal (Ohland &
MacNaughton, 2010 ; Fukuda et al., 2011). Dans le secteur agroalimentaire, elles sont
couramment employées comme probiotiques dans des produits laitiers fermentés et des
suppléments alimentaires, notamment du fait de leurs impacts positifs sur la digestion et
I'équilibre du microbiote intestinal (Ruiz et al., 2016).

Les especes les plus couramment utilisées en tant que probiotiques incluent
Bifidobacterium adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. longum et B. thermophilus
(Duranti et al., 2019).

1.3. Criteres de sélection des probiotiques

Pour que des souches microbiennes aient 1’appellation probiotique, les critéres

rassemblés dans le Tableau 1, doivent obligatoirement étre réunis.

Tableau 1 : Critéres pour qualifier un microorganisme de probiotique : viabilité, sécurité et efficacité
(Parvez et al., 2006 ; Borchers et al., 2009 ; Kral et al., 2012 ; Singh et al., 2011 ; Khan et Naz, 2013 ; Kechagia
et al., 2013 ; Fontana et al., 2013 ; Bahri, 2014 ; Maurya et al., 2014 ; Gueimonde et Salminen).

Critéres de viabilité

- Tolérance a lacidit¢é  gastrique et aux sels  biliaires.
- Capacit¢ a survivre et a se multiplier dans [Dintestin.
- Résistance aux enzymes digestives et aux conditions du tractus gastro-
intestinal.

- Capacité d’adhésion aux cellules intestinales.

Critéres de sécurité

- Identification taxonomique précise.
- Absence de génes de résistance aux antibiotiques transmissibles.
- Non pathogénicité et absence de toxicité.

- Souches isolées d’un hote sain et non modifiées génétiquement.

Criteéres d’efficacité

- Production de substances antimicrobiennes contre les pathogénes.
- Effet bénéfique démontré sur la santé humaine (études in vitro et in vivo).
-Capacité a moduler le microbiote intestinal et a renforcer le systeme
immunitaire.

-Capacité a coloniser temporairement l’intestin et a exercer une action

bénéfique.




Revue bibliographique

1.4. Role des probiotiques dans I’organisme

Les probiotiques sont fondamentaux pour préserver I'équilibre du microbiote intestinal
et ont une influence sur divers éléments de la santé humaine. Ils sont bien connus pour leur role
dans la restauration de la flore intestinale suite a un traitement antibiotique, et leur efficacité
dans la prévention et le soin de problémes digestifs comme la diarrhée et la constipation est
également bien établie (Moller et De Vrese, 2004 ; Leahy et al., 2005). Par ailleurs, des
probiotiques spécifiques comme Bifidobacterium spp. et Lactobacillus spp. sont liés a une
baisse de la sensibilité au lactose, une réduction du taux de cholestérol dans le sérum et une

meilleure réactivité immunitaire (Varga, 1999 ; Moriya et al., 2006).
1.4.1. Régulation du microbiote intestinal

L'impact des probiotiques sur les maladies intestinales est particulierement étudié. Une
dysbiose, qui est une perturbation de I'équilibre du microbiote intestinal, joue un réle dans des
affections comme la diarrhée liée aux antibiotiques, les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin (MICI), ainsi que certains cancers gastro-intestinaux (Saber et al., 2017 ; Su et al.,
2021). Selon Shehata et al. (2022), l'usage de probiotiques pour rétablir une flore intestinale
équilibrée représente une stratégie thérapeutique pleine de promesses. De plus, I'un des
avantages des probiotiques est I'amélioration de la perméabilité intestinale et I'augmentation de
la production de lactase, qui peuvent contribuer a atténuer les symptémes liés a I'intolérance au
lactose (Stratiki et al., 2007 ; Jang et al., 2019).

Au-dela de leur fonction dans le systéeme digestif, les probiotiques ont des effets
systémiques. Ils régulent la réaction immunitaire, ce qui peut aider a prévenir les infections
microbiennes et a diminuer certaines manifestations allergiques (Seo et al., 2011 ; Sridevi et
al., 2015). Par ailleurs, I'effet positif de ces derniers sur la gestion de la tension artérielle et du
taux de cholestérol est actuellement étudié, méme si les preuves scientifiques demeurent
controversées (Pique et al., 2019). Finalement, certaines variétés probiotiques, telles que
Bacillus subtilis GM1, montrent une promesse notable dans le traitement des infections
urogeénitales et d'autres maladies systémiques (Daneshazari et al., 2023a).

Toutefois, I'efficacité des probiotiques est influencée par divers éléments, notamment la
survie des souches administrées et leur aptitude a parvenir en quantités suffisantes au célon
pour produire leurs effets bénéfiques. Dans ce contexte, les autorités de régulation préconisent
une concentration d'au moins 10° UFC par gramme pour que l'on puisse attribuer un effet

bénéfique a un produit (Ashraf et Shah, 2011). L'emploi de probiotiques en tant que méthode
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thérapeutique et préventive demeure ainsi un champ d'étude en constante croissance, présentant

de multiples opportunités pour la santé humaine.
1.4.2. Dysbiose et pathologies gastro-intestinales

La dysbiose intestinale fait référence a un déséquilibre du microbiote qui se manifeste
par une diminution de la diversité microbienne et une perturbation du rapport entre les bactéries
bénéfiques et pathogenes (Ouwehand et al., 2002). Diverses affections digestives, y compris
les diarrhées, le syndrome de l'intestin irritable et les MICI, sont liées a ce déséquilibre.
L'emploi d'antibiotiques, une nutrition déséquilibrée et certaines maladies sont des éléments
reconnus pour provoquer une dysbiose (Brown et al., 2012). Par exemple, une réduction des
bactéries commensales telles que Lactobacillus et Bifidobacterium facilite la colonisation par
Clostridioides difficile, qui est a lI'origine de diarrhées graves (Dethlefsen et al., 2008).

Des recherches ont démontré, chez les individus souffrant du syndrome de Il'intestin
irritable, une élévation des Proteobacteria et une réduction des Firmicutes, menant a une
inflammation persistante et une dégradation de la perméabilité intestinale (Salonen et al., 2010).
Dans le contexte des MICI, la dysbiose se traduit par une diminution des bactéries produisant
du butyrate, un acide gras crucial pour préserver 1’intégrité de la barriére intestinale, et une
prolifération des Enterobacteriaceae qui contribue a I'inflammation chronique (Frank et al.,
2007). On examine l'effet des probiotiques, en particulier Lactobacillus et Bifidobacterium,
pour leur potentiel a rétablir I'équilibre du microbiote intestinal par la régulation du systeme
immunitaire (Chandrasekaran et al., 2024) et I'augmentation de la production de métabolites
bénéfiques comme les acides gras a chaine courte (Fusco et al., 2023).

1.4.3. Diarrhées associées aux antibiotiques

Les probiotiques sont largement utilises afin d’éviter les diarrhées apres des
antibiothérapies, causées par une altération du microbiote intestinal et la multiplication de
germes opportunistes (comme Clostridioides difficile, Klebsiella spp.) (Vanderhoof et Young,
1998). Selon une méta-analyse, la consommation de probiotiques diminue de maniere
significative 1'apparition de ces diarrhées, avec un risque relatif estimé a 0.53 (D’Souza et al.,
2002). Parmi les souches les plus performantes, on compte le Lactobacillus rhamnosus GG et
le Saccharomyces boulardii, qui rétablissent I'équilibre microbien tout en freinant les bactéries
pathogénes (McFarland, 2006).
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1.4.4. Diarrhées infectieuses

Les probiotiques ont un effet positif sur les diarrhées infectieuses, en particulier celles
induites par le rotavirus chez les enfants. Selon Saavedra et al. (1994), I'administration de
Bifidobacterium bifidum et Streptococcus thermophilus diminue considérablement la durée des
épisodes de diarrhée aigué en régulant la réaction immunitaire et en préservant la barriere

intestinale.
1.4.5. Syndrome de P’intestin irritable (IBS)

Le syndrome du colon irritable (IBS) est une maladie fonctionnelle entrainant des
douleurs au niveau de I'abdomen, des flatulences et des perturbations dans le transit intestinal.
Selon une recherche, I'administration de Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus et
Streptococcus thermophilus a considérablement amélioré la qualité de vie des individus
souffrant du syndrome de l'intestin irritable (Kim et al., 2003). Une méta-analyse a validé
I'impact notable des probiotiques sur I'atténuation des symptdmes, bien que leur performance
fluctue en fonction des souches et de la durée de la thérapie (Moayyedi et al., 2010).

1.4.6. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI)

Les MICI, qui englobent la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique, se
caractérisent par une inflammation chronique de l'intestin. Selon une étude de Kruis et al. en
1997, Escherichia coli Nissle 1917 a demontré une efficacité semblable a celle de la mésalazine
dans la prévention des récidives de colite ulcéreuse. De plus, Saccharomyces boulardii ajuste
la réaction inflammatoire et atténue les symptémes en diminuant la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et en fortifiant la barriéere intestinale (Kelesidis et Pothoulakis, 2012).
1.4.7. Intolérance au lactose

Un deficit en lactase est la cause de I'intolérance au lactose. Des probiotiques tels que
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus stimulent l'activité

enzymatique intestinale, diminuant de ce fait les symptémes (Martini et al., 1991).
1.4.8. Autres effets gastro-intestinaux

Les probiotiques sont aussi étudiés pour leur influence sur la constipation, le reflux
gastro-cesophagien et I'axe intestin-cerveau, ce qui laisse entrevoir un effet positif potentiel dans

la régulation du stress et de I'anxiété (Cryan et Dinan, 2012).
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1.4.9. Effet sur I’amélioration de la digestion du lactose

Le premier effet démontré avec un haut niveau de preuve a été 1’amélioration de
I’intolérance au lactose et de la malabsorption de ce sucre par des bactéries lactiques et tout

particulierement du yaourt (De Vrese et al., 2001).

Le lactose est un disaccharide formé de glucose et de galactose reliés entre eux par une
liaison f ; sa digestion nécessite une lactase qui coupe cette liaison et autorise alors 1’absorption
des sucres simples libérés. Le lactose est présent exclusivement dans le lait et dans ses dérivés
et plusieurs situations peuvent en diminuer la digestibilité. La plus fréquente est le déclin
physiologique de I’activité lactasique entérocytaire au-dela de la petite enfance (Vesa et al.,
2000).

La deuxiéme cause de mal digestion du lactose est représentée par des maladies qui
diminuent la surface de la digestion-absorption intestinale ou accélérent le transit jéjunal, car la
lactase entérocytaire est 1’étape limitante de la digestion- absorption. Ainsi, les résections
intestinales, les gastro-entérites, la maladie cceliaque, I’irradiation intestinale, les gastrectomies
sont responsables d’une malabsorption dite « secondaire » (Marteau et al., 1999). En cas de
malabsorption, le lactose est responsable a des degrés divers (dépendants de la quantité
malabsorbée et du sujet) de signes d’intolérance similaires a ceux du syndrome de I’intestin

irritable et qui définissent « I’intolérance au lactose ».

Les premiers essais ont montreé que les sujets intolérants au lactose toléraient le plus souvent
le yaourt qui pourtant contient bien du lactose (De Verse et al., 2001). Des études comparatives
ont alors montré que la digestion du lactose du yaourt était meilleure que celle de contréles et
particuliéerement du yaourt pasteurisé dont les bactéries et la lactase étaient détruites par
chauffage (Marteau et al., 1990). En pratique, le remplacement du lait par du yaourt conduit a
une meilleure absorption et une meilleure tolérance chez les sujets présentant une intolérance
au lactose. Ceci a été observé en cas d’intolérance primaire au lactose (due au déclin
physiologique de la lactase avec 1’age) et en cas d’intolérance secondaire a des entéropathies
comme au cours de diarrhées persistantes (Boudraa et al., 1990) ou aprés résection intestinale
étendue (Arrigoni et al., 1994). Trois explications possibles a cet effet clinique ont été

recherchées :

- une action de la lactase véhiculée par les probiotiques dans I’intestin ;
- une stimulation de la lactase intestinale humaine résiduelle par les probiotiques en

transit ;
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- un ralentissement du transit intestinal ou de la vidange gastrique permettant une

meilleure digestion du lactose par la lactase humaine résiduelle.

Plusieurs travaux explicatifs ont montré que la lactase de bactéries lactiques
participait a la digestion du lactose dans I’intestin (De Verse et al., 2001). Un travail
quantitatif a montré des sujets déficients en lactase digéraient (et absorbaient) 90% du
lactose contenu dans 400 g de yaourt (Marteau et al., 1990) et qu’environ un cinquiéme de
la quantité de lactase présente dans le yaourt parvenait encore active jusqu’a la toute fin de
I’intestin gréle aprés un repas. L’équipe francaise de Gérard Corthier a montré par une
¢légante technique chez la souris que les bactéries du yaourt qui survivaient dans 1’intestin
gardaient une activité métabolique (Drouault et al., 2002). De plus, et sans que ce
mécanisme n’exclue le précédent, les bactéries dont la membrane est facilement lysée par
les acides biliaires libérent leur lactase dans I’intestin ce qui expliquerait son activité accrue
(Marteau et al., 1990). Cette derniére caractéristique a donné 1’idée d’utiliser des bactéries
lactiques sensibles a la bile pour libérer d’autres activités enzymatiques dans 1’intestin gréle

(Drouault et al., 2002).
1.4.10. Autres effets directes sur les enzymes

Dans le méme registre de la digestion aidée par des enzymes véhiculées par des
probiotiques, il a ét¢ montré que 1’ingestion de Saccharomyces cerevisiae (0,3 g de
lyophilisat) qui est une levure riche en saccharase aidait a la digestion du saccharose et
Supprimait les manifestations cliniques d’intolérance chez huit enfants déficients en
saccharase (situation clinique exceptionnelle) recevant une charge orale de ce sucre (2g/kg
de poids) (Harms et al., 1987). Dans un mod¢le porcin d’insuffisance pancréatique exocrine,
un lactocoque génétiqguement modifié pour libérer de la lipase améliorait la digestion des
lipides (Drouault et al., 2002). Sidhu et al. (2001) ont montré que le gavage des rats par
Oxalobacterformigenes (une bactérie capable de dégrader 1’oxalate) diminuait 1’excrétion
urinaire d’oxalate. Ces résultats font I’objet de travaux pour la prévention de la lithiase

rénale oxalique chez I’homme.
1.4.11. Raccourcissement et prévention des gastro-entérites

Les gastro-entérites sont des affections trés fréquentes puisque le risque pour un francais
est d’un épisode par an. Elles guérissent spontanément en quelques jours mais sont source
d’arrét de travail chez 1’adulte et de géne importante aussi bien chez les enfants que chez les

adultes. Les formes les plus séveéres exposent au risque de la déshydratation et de mort, tout
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particuliérement chez les nourrissons et les personnes agées (risque accru dans les pays les
moins développés). Les agents microbiens en cause sont divers : virus (notamment le rotavirus

chez le nourrisson) ou bactéries.
o Effet curatif

L’utilisation de probiotiques ou de produits laitiers fermentés au cours des gastroentérites
aigues est une pratique répandue. Les preuves scientifiques pour étayer 1’efficacité de divers
produits n’ont été apportées que récemment et avec certains probiotiques seulement. Dans la
gastro-entérite aigue, le yaourt n’a fait I’objet d’aucune étude contrdlée. Des essais randomisés
contrélés double aveugle (niveau de preuve élevé) ont démontré que plusieurs probiotique
raccourcissent significativement la durée de la diarrhée au cours de gastro-entérites (notamment
a rotavirus) (Gill, 2003). De nombreux essais ont été effectués avec la souche Lactobacillus
rhamnosus GG apporte le meilleur niveau de preuve pour démontrer la réalité clinique de cet
effet (Van Niel et al., 2002).

o Effet préventif

Des essais randomisés contr6lés plus récents ont aussi montré un effet protecteur préventif
de probiotiques sur le risque de diarrhée. Les premiers ont été réalisés chez des nourrissons
hospitalisés pour longues périodes. Leur objectif était une prévention du risque de diarrhée
nosocomiale, notamment mais non-exclusivement a rotavirus. Dans ’essai de Savedraaet al.
(1994), une association de Biffidobacterium dobacterium sp.et Streptococcus thermophilus

ajoutées au lait usuel diminuaient de moitié le risque de diarrhée nosocomiale.

Dans I’étude de Szajewska et al., Lactobacillus rhamnosus GG avait un effet préventif
du méme ordre de grandeur (Szajewska et al., 2001). Dans ces deux travaux, une prévention
significative du risque de gastro-entérite a rotavirus était observée. Un autre essai réalisé chez
220 nourrissons italiens hospitalisés n’a montré aucun effet préventif du Lactobacillus
rhamnosus GG alors que I’allaitement maternel en avait un (Mastretta et al., 2002). Ces essais
ont été suivis d’essais réalisés chez des nourrissons en créche, ¢’est-a-dire en bonne santé avec
pour objectif la prévention des gastro-entérites, notamment virales et hivernales. Deux essais
cliniques ont été réalisés chez des enfants du Val-de-Marne fréquentant des creches et qui
recevaient pendant six semaines un lait fermenté contenant Lactobacillus casei souche DN 114-
001. Dans le premier travail qui incluait 287 enfants ages de 6 a 36 mois, le nombre de gastro-
entérites n’était pas modifié mais que leur sévérité était diminuée dans le groupe recevant le

probiotique (Pedone et al., 1999).Dans le deuxieme travail qui incluait 928 nourrissons agés de
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6 & 24 mois, une diminution significative de la fréquence de la diarrhée a été observee dans le
groupe recevant le probiotique par rapport au groupe recevant du yaourt comme controle
(Pedone et al., 2000).

1.4.12. Effet des infections intestinales spécifiques et celle de la diarrhée du

voyageur

Des effets protecteurs de souches probiotiques contre des infections intestinales qui ont été
observés sur des modeéles animaux. Les mécanismes potentiellement impliqués ont multiples.
IIs incluent la production d’acide lactique, de peroxyde d’hydrogéne, de substances
antimicrobiennes (parfois des bactériocines), la compétition pour des nutriments ou des
récepteurs d’adhésion, des actions antitoxines, et la stimulation du systéme immunitaire (Gill,
2003). Des essais ouverts réalisés chez I’homme ont suggéré la possibilité pour certaines
souches de probiotiques d’éradiquer des germes pathogénes chez des porteurs chroniques de

salmonelles, Campylobacter ou Clostridium difficile (Marteau et al., 1993).

Des essais controlés ont été réalisés testant 1’efficacité des probiotiques contre deux
microorganismes pathogenes : Clostridium difficile dans le cdlon et Helicobacter pylori dans

I’estomac.
o Clostridium difficile

Clostridium difficile est une bactérie sporulée, anaérobie et a Gram positif, responsable
d'infections gastro-intestinales accompagnées de diarrhées et de colites. L'infection a C.
difficile (ICD) est particulierement répandue dans les hopitaux et les maisons de retraite, ou les
patients recoivent fréquemment des antibiotiques. Les probiotiques administrés a dose
adéquate, procurent des bienfaits pour la santé de I'hote. Le scientifique russe et lauréat du prix
Nobel Eli Metchnikoff a été le premier a observer le role positif de certaines bactéries. Il a
suggeéré qu'il serait possible de modifier la flore intestinale, de remplacer les microbes nocifs
par des microbes utiles et ainsi d'améliorer la santé. Une grande variété de probiotiques ont été
testés et utilisés pour prévenir ou traiter I'ICD. (Surawicz et al., 2008) Les agents probiotiques
les mieux étudiés dans I'ICD sont Saccharomyces boulardii, Lactobacillus GG (LGG) et

d'autres lactobacilles, ainsi que des mélanges de probiotiques.

Plusieurs mécanismes d'action ont été décrits pour les effets de S. boulardii sur I'ICD,
notamment la réduction de la perméabilité intestinale, l'augmentation des réponses intestinales
aux IgA, la prévention de l'activation du facteur nucléaire kappa B et des voies de signalisation

de la protéine kinase activée par les mitogénes, I'inhibition de la production de cytokines pro-
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inflammatoires telles que l'interleukine-8, et la reduction des effets de la toxine de C. difficile
par dégradation de la protéase et par diminution de la liaison aux récepteurs de la toxine (Chen
et al., 2006).

o Helicobacter pylori

L'infection chronique par cet organisme pathogene entraine une inflammation de la
mugqueuse gastrique et des vaisseaux lymphatiques associés, conduisant & une érosion ou au
développement d'un cancer (Chen et al., 2018). Elle est également liée au développement d'un
purpura thrombocytopénique idiopathique, d'une carence en vitamine B12 et d'une carence en
fer (Goderska et al., 2018). Jusqu'a récemment, un schéma antibiotique triple contenant de
I'oméprazole, des macrolides et des antibiotiques de type pénicilline était utilisé comme
traitement standard. La résistance de Helicobacter pylori a ces antibiotiques par mutations
génétiques a eté de plus en plus rapportée dans des études récentes. En raison de I'échec fréquent
de la prise en charge actuelle, des thérapies alternatives concomitantes ont été envisagées.

Les probiotiques sont capables d'inhiber H. pyloride maniére compétitive, agissant
comme bactériostatiques tout en améliorant le microbiote intestinal. Les lactobacilles et autres
probiotiques, dont Bifidobacterium, Bacillus licheniformis et Saccharomyces, sont
actuellement utilisés et ont démontré leur efficacité dans la prise en charge des symptémes
gastro-intestinaux liés a H. pylori (Mestre et al., 2022).

Cliniquement, les bactéries productrices d'acide lactique telles que Lactobacillus spp, le
genre Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus (Lionetti et al., 2010) et Escherichia coli sont
utilisées efficacement comme probiotiques. Lorsqu'elles sont introduites dans le corps humain,
ces organismes produisent des substances antimicrobiennes telles que l'acide lactique, le
peroxyde d'hydrogene et les bactériocines. L'acide lactique peut supprimer l'activité uréase de
H. pylori (Lesbros-Pantoflickova et al., 2007). De plus, la paroi cellulaire bactérienne et ses
membranes sont endommagées par les espéces réactives de l'oxygéne produites par les

probiotiques.

L'adhésion de H. pylori a I'épithélium intestinal est favorisée par plusieurs composants
de surface bactériens. Des études ont mentionné que les probiotiques augmentent la production
d'IgA, renforcant la barriére muqueuse contre les pathogénes (Goderska et al., 2018). Leur role
contre la pathogénicité de H. pylori comprend une interaction compétitive sur les sites
d'adhésion microbienne et une amélioration de la réponse immunitaire (Guruge et al., 1998).

La spécificité de liaison des glycolipides avec H. pylori et les probiotiques est actuellement
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étudiée pour leur future application comme médicaments anti-adhésion dans la prise en charge

des ulcéres gastriques induits par H. pylori (Cekin et al., 2017).
1.4.13. Effets immunomodulateurs et prévention des maladies chroniques

Les probiotiques sont des micro-organismes qui conférent des bienfaits pour la santé de
I'nbte lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates (Hill et al., 2014). Des souches
bactériennes aux propriétés probiotiques reconnues, qui incluent la tolérance aux affections
intestinales, la capacité d'adhérence aux cellules épithéliales et I'nydrophobicité de la surface
cellulaire (Bao et al., 2010), se sont avérées capables de contrer les infections par la modulation
de I'immunité intestinale (Nagpal et al., 2018). Les probiotiques exercent leurs propriétés
immunomodulatrices sur I'n6te de plusieurs maniéres, notamment la colonisation de la barriére
mugqueuse perturbée, I'exclusion compétitive et I'inhibition des pathogénes envahissants nocifs,
la production de composés bioactifs (Soltani et al., 2021), I'amélioration de la production de
cytokines anti-inflammatoires (Azad et al., 2018), la détoxification des substances virulentes
(Nagpal et al., 2012) et le recrutement de diverses cellules immunitaires (Chugh et al., 2020).

Les molécules probiotiques bioactives comprennent les acides aminés, les vitamines, les
exopolysaccharides, les enzymes, les acides gras a chaine courte (AGCC) et les bactériocines
(Chugh et al., 2020). Les AGCC sont des sous-produits méetaboliques de la fermentation des
fibres non digestibles (Blacher et al., 2017), tandis que les bactériocines comprennent un groupe
hétérogéne de peptides ayant une activité antimicrobienne contre les agents pathogenes (Soltani
etal., 2021). L'effet profond des AGCC, des produits cataboliques du tryptophane et des acides
biliaires secondaires provenant du métabolisme bactérien sur la communication croisée entre le
systéme immunitaire et le microbiote intestinal a recemment été examiné (Zhang et al., 2019).
Bien que les études sur les bactériocines se concentrent principalement sur des formes
particuliéres disponibles dans le commerce et leurs effets sur la santé de I'h6te (Shin et al.,
2016), leur contribution a la modulation du systeme immunitaire a également été rapportée
(Malaczewska et al., 2021).

Les effets des bactéries probiotiques sur I'immunite s'exercent par la colonisation épithéliale
avec induction simultanée de la sécrétion de mucine (Youssef et al., 2021), la production de
plusieurs composés bioactifs (Yesilyurt et al., 2021), I'exclusion compétitive des pathogenes en
empéchant leur adhérence a la surface épithéliale intestinale (Yadav et al., 2022), et I'inhibition
de la prolifération des pathogénes par la compétition pour les nutriments essentiels (Mazziotta

et al., 2023). Les propriétés immunomodulatrices des probiotiques varient selon les individus
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et sont principalement attribuées a la libération de cytokines et de chimiokines par les cellules
immunitaires (Azad et al., 2018), I'activation des récepteurs Toll-like (TLR) (Mazziotta et al.,
2023), ou l'inhibition de la voie du facteur nucléaire-xB (NF-kB) (Aghamohammad et al.,
2022). Les probiotiques sont également impliqués dans la régulation des voies de signalisation
JAK/STAT et de la protéine kinase activée par les mitogénes (MAPK) via la sécrétion de
cytokines et d'’AMP, favorisant ainsi la réponse immunitaire muqueuse et systémique (Agha
mohammad et al., 2023). Il est bien établi que les fragments cellulaires ou les molécules de
surface des probiotiques peuvent déclencher la capacité phagocytaire des macrophages et des
DC (Liu et al., 2020) tout en contribuant a I'amélioration des cellules natural killer (NK)
(Yousefi et al., 2019) et de l'activité cytotoxique des cellules T CD8+ (Mao et al., 2020).
L'importance des probiotiques dans l'induction de la maturation et de la différenciation des
cellules immunitaires adaptatives par la modulation des cellules immunitaires innées a été
désignée (Javanshir et al., 2021). En adhérant aux cellules épithéliales intestinales (IEC), les
probiotiques induisent la sécrétion de cytokines conduisant & l'activation des Tregs, les
médiateurs clés du maintien de I'noméostasie intestinale (Mazziotta et al., 2023). La production
accrue de la cytokine anti-inflammatoire interleukine (IL)-10 par les Tregs au détriment des
cytokines pro-inflammatoires dans la muqueuse colique peut supprimer les réponses
inflammatoires (Cristofori et al., 2021) et stimuler la tolérance immunitaire aux microbes
commensaux (Mazziotta et al., 2023). Concernant I'équilibre requis des sous-types de
lymphocytes T pour le bon fonctionnement de I'immunité intestinale (Wu et al., 2012), les
probiotiques favorisent le passage des cellules Th2 aux cellules Th1, afin de limiter les réactions
allergiques et de controler les maladies auto-immunes (Yadav et al., 2022). De plus,
I'association des probiotiques aux IEC déclenche la maturation des cellules dendritiques (DC)
et I'induction ultérieure des Tregs, favorisant ainsi le changement de classe d'immunoglobuline
par les cellules B matures, dans les plaques de Peyer, vers I'immunoglobuline A (IgA) sécrétoire
(Rousseaux et al., 2023). L'IgA sécrétoire joue un réle important dans la prévention de
I'interaction des pathogenes avec les récepteurs épithéliaux, la préservation de I'intégrité de la
barriere muqueuse et la neutralisation des toxines bactériennes sur la muqueuse (Pietrzak et al.,
2020).

Les probiotiques peuvent jouer un role important dans le traitement et la prévention de
diverses maladies par plusieurs mécanismes ; par exemple, en stimulant I'immunité respiratoire
et en améliorant la résistance aux infections des voies respiratoires, ils peuvent prévenir ou

réduire la durée des maladies respiratoires. En améliorant le métabolisme du glucose, en
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réduisant I'inflammation et le stress oxydatif dans les cellules pancréatiques et en prévenant la
destruction des cellules béta-pancréatiques, ils peuvent prévenir l'apparition du diabéte et la

pathogenese de la rétinopathie diabétique (Farahmandi et Sulaimany, 2023).

1.4.14. Liens avec la santé mentale (axe intestin-cerveau)

Le terme « psychobiotique » a été introduit pour désigner des bactéries vivantes
bénéfiques (probiotiques) ou d'autres composés (prébiotiques, synbiotiques) susceptibles

d'influencer les neurotransmetteurs intestinaux (Dinan et al., 2013).

Les psychobiotiques peuvent atténuer les effets du stress, d'apres une intervention avec une
multivitamine probiotique sur des individus présentant une gamme limite de stress mesurée sur
le questionnaire de neurotoxicité du patient. Les participants ont également rempli une liste
d'adjectifs tous les deux mois pendant six mois et ont mesuré la gravité des troubles gastro-
intestinaux et des infections, qui sont de puissants indicateurs de stress, et les scores ont été
classés en fonction des conditions positives et négatives. Les participants prenant une capsule
de multivitamine probiotique de souches de Lactobacillus et de Bifidobacterium pendant six
mois ont montré une amélioration de leur état général de 40 %. De plus, les symptdmes positifs
ont connu une augmentation moyenne de 17,4 % et les conditions négatives une diminution
moyenne de 23,3 % (Gruenwald et al., 2002).

Une étude a montré une réduction significative de lI'anxiété aprés consommation de
probiotiques chez des patients atteints d'un cancer du larynx, avec des niveaux de facteur de
libération de corticotropine et une fréquence cardiaque stables par rapport au groupe placebo
(Yang et al., 2016). La relation entre la consommation de probiotiques et l'altération de
I'équilibre des cytokines chez les personnes diagnostiquées avec un trouble d'anxiété

généralisée a également été rapportée (Hou et al., 2017).

Plusieurs genes sont associés a l'anxiété (Rossi et al., 2012) notamment le géne de
I'interleukine (IL)-1p (Lezheiko et al., 2018). Une étude italienne a rapporté le role du géne IL-
1B dans le développement de 1'anxiété et les effets des psychobiotiques sur la réduction des
symptdmes d'anxiété, 43,24 % des sujets anxieux étant porteurs de l'alléle A du géene IL-1p et
les 11,43 % restants étant des sujets anxieux non porteurs. L'étude a rapporté une diminution
des scores d'anxiété dans le groupe psychobiotique par rapport au groupe placebo. De plus, les
symptdmes d'anxiété peuvent s'améliorer chez les adultes en bonne santé lorsque le gene IL-1

est un facteur de risque (Gualtieri et al., 2020).
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En 2004, Logan et Katzman ont été les premiers a proposer les probiotiques comme
traitement adjuvant de la dépression (Logan et al., 2005). Les probiotiques diminueraient
considérablement les scores de dépression, les taux sériques d'insuline, le stress oxydatif et les
concentrations de protéine C-réactive a haute sensibilité, ce qui suggere leurs effets prometteurs
dans le traitement des symptomes dépressifs (Akkasheh et al., 2016). En revanche, une étude
controlée, randomisée et en double aveugle menée par Romijnet al.a évalué I'impact des
probiotiques sur I'humeur, l'anxiéeté, les symptémes gastro-intestinaux, le stress, les taux de
vitamine D, les taux de facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) et les taux de
cytokines pro-inflammatoires. Elle n'a signalé aucune amélioration significative du stress, de
I'anxiété ou de I'numeur. L'étude n'a trouvé aucune corrélation positive entre les probiotiques et

la mauvaise humeur (Romijn et al., 2017).
2- Les probiotiques du lait de chamelle comme nouvelle source

Le chameau appartient a la famille des camélidés, qui comprend deux genres : Lama et
Camelus. Le genre Camelus comprend également les chameaux a une bosse (dromadaires ou
Camelus dromedarius) et les chameaux a deux bosses (chameaux de Bactriane ou Camelus
bactrianus) (Patel, 2018). Traditionnellement, le chameau était généralement utilisé comme
animal de bat dans l'agriculture et le transport, mais son utilisation a cette fin a considérablement
diminué apres la mécanisation des transports et des opérations agricoles (Kumar et al., 2016).
Aujourd'hui, les chameaux sont devenus importants en raison de leurs propriétés particuliéres,

notamment la présence de composés immunogenes dans leur lait (Burren et al., 2014).

Le lait de chamelle est de plus en plus reconnu comme un superaliment en raison de ses
multiples bienfaits nutritionnels et fonctionnels. En effet, sa composition unique en protéines,
vitamines et minéraux lui confere un réle clé dans le renforcement du systéme immunitaire et

la prévention de diverses pathologies (Dongo et DellaPenna, 2021).

Le lait de chamelle se distingue par sa richesse en minéraux rares rares comme le
molybdéne, ainsi que des niveaux élevés de composés antimicrobiens naturels (Rahmeh et al.,
2019).

L’identification et la sélection de nouvelles souches probiotiques reposent sur des critéres
rigoureux parmi lesquels la tolérance aux environnements difficiles de la lumiere gastro-

intestinale (acide gastrique, enzymes intestinales et sels biliaires), la tolérance aux conditions
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défavorables des aliments fermentés, la lyse des sels biliaires, les propriétés antimicrobiennes,

la capacité a réduire le cholestérol et le fait d'étre non hémolytique (Cho et al., 2020).

Le lait de chamelle suscite un intérét croissant en tant que matrice naturelle pour I’isolement
de nouvelles souches probiotiques, notamment les bactéries lactiques (LAB) (Sharma et al.,
2021).

L’isolement des bactéries probiotiques repose sur ’utilisation de milieux de culture
spécifiques permettant leur croissance et leur identification comme le milieu Man Rogosa
Sharpe (MRS) est largement reconnu comme la référence pour I’isolement des bactéries

lactiques (Shah, 2000).

Pour l'isolement spécifique de certains genres et especes de probiotiques, on utilise
généralement des milieux de culture sélectifs dans lesquels le milieu de culture de base est le
méme que le MRS, puis environ 1 % de facteurs actifs tels que différents types de glucides
(amidon, mannitol, sorbitol, glucose, fructose, maltose, etc.) ou des agents antibiotiques (tels
que la vancomycine, etc.) et d'autres facteurs spécifiques pour l'isolement de chaque genre et
espece sont ajoutés au milieu de culture de base (gélose MRS) (Khedid et al.,2009). Par
exemple, la gélose MRS-salicine pour le probiotique de Lactobacillus acidophilus LAS
(Abdolhosseinzadeh et al., 2018) et gélose MRS-glucose-vancomycine pour L. rhamnosus GG
(Pourjafar et al., 2020). De plus, plusieurs milieux de culture pour le dénombrement sélectif de
Bifidobacterium spp.et de Lactobacillus ont été précédemment recommandés dans les produits
laitiers tels que la gélose MRS-maltose, la gélose MRS-bile, la gélose MRS-glucose-
vancomycine, la gélose MRS-sorbitol, la gélose MRS-IM, la gélose M17, la gélose MBG, la
gélose RCPB, la gélose TPPY-E, la gélose AMC, la gélose DP, la gélose MRS-LP, la gélose
TOS-NNLP, la gélose BIM-25, la gélose BL-OG, et ainsi de suite (Vinderola et al., 2019).

En fait, la capacité de fermenter certains glucides avec ou sans production de gaz, la capacité
de résister a certains antibiotiques, la capacité d'utiliser certains composés protéiques et d'autres

éléments similaires sont des caracteristiques uniques de chaque probiotique.

En concevant des milieux de culture spécifiques en fonction des caractéristiques spécifiques
de chaque probiotique, dans la phase initiale, différents probiotiques de chague aliment peuvent
étre isolés et différenciés dans une large mesure, au moins en termes de genre. Dans les étapes
suivantes, l'utilisation de méthodes genétiques avancées et la prise en compte des
caractéristiques physiologiques des isolats permettent I'identification exacte des probiotiques.

Il existe quelques publications dans la littérature concernant l'isolement et I'identification de
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probiotiques a partir du lait de chamelle. Dans certaines de ces études, les micro-organismes
isolés, en particulier de la famille LAB, manquaient de propriétés probiotiques, et dans certaines
études, de nouvelles souches ont été identifiées qui ont des propriétés probiotiques. L'étude
réalisée par (Fguiri et al., 2016) ne posséde pas de propriétés probiotiques telles que des
capacités de tolérance a l'acide et a la bile, un profil hémolytique, une capacité antimicrobienne,
une capacité d'élimination du cholestérol et I'utilisation de techniques conventionnelles non
basées sur I'ADN pour l'identification des isolats bactériens. De plus, dautres études,
notamment les investigations de (Soleymanzadeh et al., 2016), manquent de plusieurs
paramétres probiotiques pour offrir une preuve pertinente que le LAB séparé possede des
propriétés probiotiques. En fait, ils ont essayé de reconnaitre le LAB isolé sans utiliser de

preuves obtenues a partir de I'identification des isolats via une technique basée sur I'ADN.

Les résultats d'études récentes ont montré que diverses bactéries probiotiques possibles
peuvent étre isolées du lait de chamelle et ont examiné les propriétés probiotiques, par exemple,
les caractéristiques physiologiques, les caractéristiques d'élimination du cholestérol, les
capacités de tolérance a l'acide et a la bile, la dégradation des sels biliaires, les activités
antimicrobiennes et hémolytiques, les caractéristiques superficielles des cellules (telles que
l'auto-agrégation, I'hnydrophobicité et la co-agrégation), le potentiel de création
d'exopolysaccharides (EPS), la capacité de croissance dans les aliments fermentés, la résistance
au lysozyme et aux antibiotiques, et le séquencage de I'ARNr 16S ou le séquencage de I'ADNr

16S pour identifier d'éventuels isolats probiotiques potentiels (Ayyash et al., 2020).

Selon Abushelaibi et al. (2017), qui ont étudié les propriétés d'éventuels LAB probiotiques
isolés du lait de chamelle. Dans leur étude, les caractéristiques physiologiques, les propriétés
de la surface cellulaire, le potentiel de tolérance a l'acide et a la bile, I'nydrolyse des sels
biliaires, la création d'EPS, I'élimination du cholestérol, les activités antimicrobiennes et
hémolytiques, la résistance a six antibiotiques et au lysozyme, et le profil de fermentation ont
été étudiés. La méthode de séquencage de I'ARNr 16S a été utilisée pour reconnaitre six isolats
probables de LAB. Dans I'ensemble, les LAB entierement identifiés (L. lactis KX881782, L.
lactis KX881768, L. plantarum KX881779 et L. plantarum KX881772) ont affiché une capacité
d’auto - agrégation, une co-agrégation élevée, une capacité élevée d’élimination du cholestérol,
une action antimicrobienne robuste et la création d'EPS. De plus, L. lactis KX881782, L. lactis
KX881768, L. plantarum KX881779 et L. plantarum KX881772 ont montré des capacites
significatives d'élimination du cholestérol. De méme, L. lactis KX881782 et L. plantarum
KX881779 ont présenté des profils de fermentation prometteurs (Abushelaibi et al., 2017).
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Ayyash et al., 2018, ont étudié I'isolement des LAB, & savoir Enterococcus et Streptococcus
du lait de chamelle et ont exploré leurs caractéristiques probiotiques. Comme dans I'étude
précédente (Abushelaibi et al., 2017), toutes les propriétés probiotiques possibles requises ont
été étudiees. Le séquencage de I'ADNr 16S a été utilisé pour reconnaitre les isolats et obtenir
les numéros d'acces GenBank. Les isolats LAB présentaient des caractéristiques de réduction
du cholestérol et de prévention des agents pathogénes. Les conséquences de lI'auto-agrégation
et de I'hydrophobicité ont révélé de solides capacités de fixation des LAB séparés. Les LAB
reconnus présentaient un profil de fermentation prometteur. De plus, la résistance des isolats
LAB au lysozyme et a 60°C était élevée. Les résultats de cette étude révelent que les isolats
LAB, en particulier Streptococcus equinus KX881778 et Enterococcus faecium KX881783

peuvent étre des souches probiotiques remarquables (Ayyash et al., 2018).

Dans la méme veine, (Sharma et al., 2021) ont examiné l'identification et le potentiel
probiotique des LAB du lait de chamelle. Les LAB choisis ont été reconnus comme L. lactis,
L. plantarum et Enterococcus lactis, et leur potentiel a été vérifié via I'activité antimicrobienne,
la tolérance et la déconjugaison des sels biliaires, I'nydrophobicité superficielle, ainsi que la
capacité d'adhésion. Les LAB sélectionnés ont montré des propriétés antimicrobiennes en
contradiction avec une grande variété de bactéries pathogénes telles que Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Les études d'adhérence
ont prouvé une capacité d'adhésion robuste avec une hydrophobicité élevée (Sharma et al.,
2020).

3- Les Prébiotiques

Les prébiotiques sont des substances alimentaires non assimilables qui ont une
importance cruciale dans I'ajustement du microbiote intestinal. Ils encouragent spécifiquement
le développement et l'activité des bactéries bénéfiques du cblon, ce qui contribue a
I'amélioration de la santé de I'h6te (Gibson et Roberfroid, 1995). A I'opposé des probiotiques,
qui sont des organismes microscopiques vivants, les prébiotiques constituent des substrats pour
les bactéries intestinales bénéfiques et ont un effet positif sur la composition du microbiote
(Organisation mondiale de gastroentérologie, 2011). Les fructanes, notamment I'inuline et les
fructo-oligosaccharides (FOS), qui sont abondamment présents dans plusieurs aliments et
employés comme composants fonctionnels dans le secteur de I'agroalimentaire, constituent

certains des prébiotiques les plus largement analysés (Roberfroid, 2005).
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3.1. Effets et principaux roles

L'effet principal des prébiotiques est de stimuler sélectivement la croissance des
bifidobactéries et des lactobacilles dans l'intestin, augmentant ainsi la résistance naturelle de
I'organisme aux agents pathogenes envahissants. Les glucides prébiotiques pourraient
également présenter des avantages supplémentaires, moins spécifiques, car ils sont fermentés
dans le colon. Les glucides prébiotiques actuellement évalués chez I'nomme sont
principalement constitués de fructanes ou de galactanes. Des études in vitro et in vivo montrent
de maniere cohérente que ces derniers ne sont pas digérés par les enzymes humaines normales,
mais sont facilement fermentés par les bactéries anaérobies du cdlon. Par fermentation dans le
cblon, les glucides prébiotiques produisent des acides gras a chaine courte, stimulent la
croissance de nombreuses especes bactériennes et, outre leurs effets sélectifs sur les
lactobacilles et les bifidobactéries, peuvent également produire des gaz. L'effet potentiel le plus
important des glucides prébiotiques est de renforcer la résistance de I'organisme aux agents
pathogénes invasifs et, ainsi, de prévenir les épisodes de diarrhée. A I'heure actuelle, cet effet
n'a pas été démontré de maniére convaincante, ni chez I'adulte ni chez I'enfant, bien que des
tentatives aient été faites pour soulager la diarrhée associée aux antibiotiques et aux voyages,
sans succes. Cependant, les glucides prébiotiques ont clairement des effets physiologiques
significatifs et distinctifs sur le gros intestin humain, et il est donc probable qu'ils se révéleront

a terme bénéfiques pour la santé. (Cummings et Macfarlane, 2002).

Il a été démontré que I'effet prébiotique est associé a la modulation des biomarqueurs et
de l'activité(s) du systeme immunitaire. Confirmant les études menées chez I'adulte, il a été
démontré que, dans la nutrition infantile, I'effet prébiotique entraine une modification
significative de la composition du microbiote intestinal, notamment une augmentation des
concentrations fécales de bifidobactéries. Ceci améliore simultanément la qualité des selles
(pH, AGCC, fréquence et consistance), réduit le risque de gastro-entérite et d'infections,
améliore le bien-étre général et diminue l'incidence des symptémes allergiques tels que
I'eczéma atopique. Les modifications de la composition du microbiote intestinal sont
classiguement considérées comme I'un des nombreux facteurs impliqués dans la pathogenése
des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) ou du syndrome du c6lon irritable.
L'utilisation de produits alimentaires spécifiques a effet prébiotique a ainsi eté testée dans le
cadre d'essais cliniques visant a améliorer I'activité clinique et le bien-étre des patients atteints
de ces troubles. Des effets bénéfiques prometteurs ont été démontrés dans certaines études

préliminaires, notamment des modifications de la composition du microbiote intestinal
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(notamment une augmentation de la concentration en bifidobactéries). Souvent associé a une
charge toxique et/ou a divers facteurs de risque, le cancer du cdlon est une autre pathologie pour
laquelle un réle possible de la composition du microbiote intestinal a été émis I'hypothése. De
nombreuses études expérimentales ont rapporté une réduction de I'incidence des tumeurs et des
cancers apres l'ingestion de produits alimentaires spécifiques a effet prébiotique (Roberfroidet
al., 2010).

De nombreuses études ont démontré le réle des prébiotiques sur la flore intestinale et
démontré que leur utilisation pouvait améliorer la fonction métabolique de cette flore. Plusieurs
études ont montré que les prébiotiques diminuent les cytokines inflammatoires, telles que I'lL-
la, I'IL-1pB, I'[L-6, I'IL-12, le TNF-a et I'IFN-y, et améliorent la barriére intestinale naturelle en
augmentant la couche mucineuse et les jonctions transdermiques entre les cellules épithéliales.
Leur capacité a réduire la prolifération bactérienne pathologique dans I'intestin et a fournir aux
bactéries commensales des substrats métabolisables en substances contribuant a la production
et a la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires.

D’apres les études de Salvin (2013), Il a été suggéré que la consommation de

prébiotiques pourrait :

-Réduire la prévalence et la durée des diarrhées infectieuses et associées aux
antibiotiques ;

-réduire ’inflammation et les symptomes associés aux maladies inflammatoires de
I’intestin ;

-exercer des effets protecteurs pour prévenir le cancer du colon ;

-améliorer la biodisponibilité et 1’absorption des minéraux, notamment le calcium, le
magnésium et éventuellement le fer ;

-réduire certains facteurs de risque de maladies cardiovasculaires ;

-favorise la satiété et la perte de poids et prévient I'obésité.

D’autres études, ont montré une amelioration de I'absorption du calcium avec I'apport de
prébiotiques, principalement des fructanes. Selon une étude étalée sur 12 mois et portant sur
100 adolescents ingérant 8 g/jour de fructanes d'inuline a chaine courte et longue a montré une
augmentation significative de I'absorption du calcium qui a conduit a une plus grande densité
mineral osseuse (Abrams et al., 2005). Cependant, la consommation quotidienne de céréales

contenant une combinaison de fructo-oligosaccharides a chaine courte et longue avec une
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concentration de (9 g/jour) dans le cadre d'un régime alimentaire contrdlé n'a pas amélioré

I'absorption ou la rétention du calcium chez les adolescentes (Martin et al., 2010).

3.2. Exemples des prébiotiques
3.2.1. L’inuline

L'inuline est un fructane de type B-(2—1) fructosyl, connu pour ses effets prébiotiques
et ses avantages pour la santé. C'est un polysaccharide de réserve hydrosoluble, qu'on retrouve
largement dans environ 36 000 espéces végétales, la racine de chicorée étant sa source
principale (Shoaib et al., 2016). Parmi les autres sources naturelles, on peut citer le
topinambour, les tubercules de dahlia, le yacon, les asperges et les poireaux (Shoaib et al.,
2016).

L'inuline est structurée a partir d'unités de B-d-fructofuranosyl (Fn), ou n est supérieur a
60, et se termine habituellement par un résidu de glucose en tant que (1+2) a-d-glucopyranose
(GFn). L'oligofructose, sous sa forme hydrolysée, est constituée de chaines plus courtes (2 <n
<10) (Gupta et al., 2019). Cette configuration spécifique rend impossible sa décomposition par
les enzymes du systeme digestif humain. De ce fait, I'inuline parvient au cdlon sans étre altérée,
ou elle est fermentée par la flore intestinale, générant des acides gras a chaine courte (AGCC)
aux nombreux avantages (Cherbut, 2002 ; Apolinario et al., 2014).

Les avantages de Il'inuline sont largement attestés et comprennent I'amélioration du
transit intestinal, la diminution des taux plasmatiques de triacylglyceérols, I'augmentation de
I'assimilation du calcium et du magnésium, ainsi qu'un bénéfice positif sur la réaction
immunitaire (Letexier et al., 2003 ; Shoaib et al., 2016).

3.2.2. Les fructo oligo saccharides (FOS)

Les fructo-oligo-saccharides (FOS) sont des oligoméres de fructose qui font partie de la
famille des fructanes, notamment I'inuline. 1ls se caractérisent par une structure chimique ou
des unités de fructose sont liées au glucose par des liaisons -2,1. Les trois FOS majeurs sont
le 1-kestose (GF2), le nystose (GF3) et le 1-B-fructofuranosyl nystose (GF4), qui renferment
respectivement deux, trois et quatre unités de fructose (Dominguez et al., 2014).

On trouve ces composeés de maniere naturelle dans une variété de plantes, dont I'oignon,
le blé, le seigle, les échalotes, les tomates et les bananes. On peut aussi les obtenir par
transformation enzymatique du saccharose ou de l'inuline en utilisant des enzymes
microbiennes comme la B-d-fructofuranosidase ou la fructosyltransférase, dérivees de bactéries

et de champignons (Bali et al., 2015).
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On eétudie largement les FOS pour leurs avantages en matiére de santé. Leur
consommation est liée a une amélioration du microbiote intestinal, une hausse de I'absorption
minérale, ainsi qu'a un impact positif sur le metabolisme des lipides et le systéme immunitaire
(Bornet et Brouns, 2002 ; Wang et al., 2010 ; Costa et al., 2015). Par ailleurs, plusieurs études
ont prouveé leur capacité a protéger contre le cancer colorectal, a jouer un réle dans la lutte
contre I'obésité et le diabete, ainsi qu'a contribuer & la diminution des taux de lipides et de
cholestérol dans le sang (Costa et al., 2015 ; Ohara et Suzutani, 2018 ; Pengrattanachot et al.,
2022).
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Matériel et Méthodes

1. Isolement des bactéries lactiques

1.2. Echantillonnage

L’échantillon de lait cru de chamelle utilisé dans cette étude a été aimablement fourni
par une collégue, et provient de la wilaya d’El Oued (Oued Souf). Il a été recueilli dans un

flacon stérile et conservé a 4 °C jusqu’a son traitement.
1.3. Isolement de Bacillus subtilis

L’espéce Bacillus subtilis est considérée comme une bactérie probiotique a effet trés
bénéfique pour la santé humaine. Deux méthodes ont été utilisées pour I’isolement sélectif de

cette bactérie a partir de lait de chamelle.

-Une série de dilutions décimales de I'échantillon de lait de chamelle a été realisée, allant
de 101 & 10°®. Pour faciliter la sélection préférentielle de ces bactéries sporulées, I'échantillon a
subi un traitement thermique a 80°C pendant une durée de 15 minutes au bain-marie. Par la
suite, I'ensemencement a éte effectué par étalement en surface sur un milieu gélosé nutritif
(GN). Pour chaque dilution, 0,1 ml de I'échantillon a été uniformément dispersé sur la surface
du milieu, avec des répétitions de deux boites de Pétri par dilution. Les boites ont ensuite été

incubées a 50°C pendant 72 heures (Daneshazari et al., 2023b).

-La deuxieme méthode consiste a effectué e a partir de lait de chamelle fermenté. Un
volume de 1 ml a été mélangé avec 5 ml de milieu BS (modifié de Deepak et al., 2008) (Annexe
n® 1), suivi d'une exposition a un choc thermique a 80 °C pendant 15 minutes puis
immédiatement refroidie sur des glagons. L'ensemencement a ensuite été effectué directement
sur gélose BS. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant une durée de 24 a 48 heures
(Daneshazari et al., 2023b)

1.4. Isolement des souches anaérobies

1.4.1. Enrichissement du milieu MRS

Pour favoriser la croissance des bactéries anaérobies, le milieu Man, Rogosa et Sharpe
(MRS) a été enrichi par 0,125 g de cystéine dissoute dans 10 ml d'eau distillée suivit d’une
agitation magnétique. La solution obtenues a ensuite été filtrée a travers un filtre de 0,22 pm

puis incorporéee dans 250 ml du milieu MRS en surfusion (Yasmin et al., 2020).
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1.4.2. Ensemencement et incubation

Une série de dilutions décimales de I'échantillon a été réalisée, allant de 10 & 10°.
L'ensemencement en masse a été réalisé en introduisant 1 mL de I'échantillon dans une boite de
Pétri stérile, puis en ajoutant le milieu MRS enrichi en cystéine en surfusion. Un mouvement
circulaire de la boite ensemencée permet une bonne homogeénéisation. Les boites ont ensuite

été incubées a 37°C pendant 72 heures dans des conditions d’anaérobiose (Yasmin et al., 2020).
1.4.3. Préparation de la jarre d’anaérobiose

Une jarre d’anaérobiose (Figure 3) a été simulée par un bécher de 1000 ml de volume.
Un support métallique, spécialement congu pour étre fixé au grand couvercle de la jarre, a été
installé pour garantir une fermeture hermetique grace & un mécanisme a vis. Pour créer une
atmosphére d’anaérobiose, une bougie a été placée a I’intérieure. Apres l'introduction des boites

de Pétri, le bécher a été fermé hermétiquement avec le couvercle, puis emballé d'un film

plastique pour assurer une étanchéité a l'air optimale (Joffin et Leyral, 2006).
ma '

Figure 3 : Jarre anaérobie préparée pour l'incubation

2. Purification

Les colonies bactériennes apparues apres isolement sont repiquées 4 fois sur milieu GN

et MRS jusqu’a obtention des colonies pures (Daneshazari et al., 2023Db).
3. Conservation

3.1. Conservation de courte durée

Les souches bactériennes pures sont conservées sur les milieux GN et MRS en gélose

Inclinée. Les cultures sont conservées a 4°C (Myhre et al., 1977).
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3.2. Conservation de longue durée

Les souches bactériennes pures sont conservées pour une longue durée dans du bouillon
nutritif contenant 50% (v/v) du glycérol et stockés a -20°C (Evans, 2024).

4. ldentification des bactéries lactiques

4.1. Caracteérisation morphologique

4.1.1. Aspect morphologique (caractéres culturaux)

Les caractéeres morphologiques sont déterminés apres ensemencement des isolats
obtenus sur les milieux GN et MRS. La caractérisation macroscopique est basée sur les
caracteres suivants : la forme, le relief, le contour, la taille, la surface, la couleur, I’opacité et la
consistance des colonies (Van Teeseling et al., 2017).

4.1.2. Aspect microscopique

» Coloration de Gram
La coloration de Gram (Annexe n° 2) a été réalisée a l'aide de frottis bactériens pour
différencier les souches Gram positives des souches Gram négatives. L'évaluation a été réalisée
au microscope optique selon la technique classique de Gram (Delarras, 2007).
» Coloration au vert de malachite
L'application d'une coloration au vert de malachite (Annexe n° 2) permet de détecter la
présence des endospores bactériennes. Elle a été utilisée selon la méthodologie Shaeffer-Fulton.
Apreés la fixation du frottis, le colorant est appliqué sous conditions thermiques contrélées, puis
accompagné d'une contre-coloration & la safranine. L'examen microscopique facilite la
distinction entre les spores (présentant une coloration verte) et les cellules végétatives (avec

une coloration rose) (Delarras, 2007).
4.2. Caractérisation biochimique

4.2.1. Test de la catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H205)

selon la réaction suivante :

Catalase

H202 =) H:0 + %2 O
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Ce test consiste a mettre un fragment d’une colonie sur une goutte d’eau oxygénée déposée sur
une lame. Les réactions positives se manifestent par une effervescence immédiate (formation
de bulles d’oxygene) (Reiner, 2010).

4.2.2. Test de fermentation du mannitol et de la mobilité

Les souches isolées ont été ensemencées par piqlre centrale sur le milieu Mannitol-
Mobilité. Pour la souche anaérobie, une couche d'huile de vaseline a été ajoutée pour maintenir
des conditions d’anaérobiose. Aprés incubation, la fermentation du mannitol et la mobilité
bactérienne ont été évaluées selon la couleur du milieu et la diffusion de la croissance (Joffin
et Leyral, 2006).

4.2.3. Hydrolyse de I’amidon

L'amidon est une longue molécule de glucide composée d’une centaines de molécules

de glucose liées entre elles pour former une trés longue chaine.

Amylase
Amidon =————mx) glucose + maltose

Ci-dessus, la réaction chimique catalysée par l'enzyme amylase. L'amidon, un long
polysaccharide, est hydrolysé par I'enzyme amylase. Les produits sont des molécules de glucose
(un monosaccharide) et de maltose (un disaccharide).

La capacité des souches bactériennes a hydrolyser I’amidon est testée sur des boites de Pétri
contenant de I’amidon soluble a 1% (Annexe n° 1). Apres ensemencement et incubation a 37°C
pendant 48h, les boites sont inondées avec une solution de Lugol. La présence de zones claires

autour des colonies révéle I’hydrolyse de I’amidon (Lal et Cheeptham, 2012).
4.2.4. Hydrolyse de la caséine

La synthése de la caséinase est étudiée par la réalisation d'une strie a la surface d'un
milieu gélosé enrichi en lait écrémé (Annexe n° 1). A la fin d'une période d'incubation de 24 a
48 heures a une température de 37 °C, lI'apparition d'une zone transparente entourant la strie sert
d'indicateur d'une activité caséinase positive (Delarras, 2007).

4.2.5. Hydrolyse de la pectine

Le milieu pectine-agar (Annexe n° 1) permet de voir si les souches bactériennes sont
capables de produire la pectinase. Aprés 48 heures d’incubation a 37°C, les boites sont

recouvertes d’une solution d’acétate de cuivre a 10 % (Annexe n° 1) pendant 10 minutes a
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température ambiante. Un halo clair autour des stries indique un résultat positif, tandis que son
absence traduit un résultat négatif (Mosaad Khattab, 2022).

4.2.6. Activité estérasique

L'étude de I'activité de l'estérase a été réalisée a l'aide d'un milieu gelosé au Tween 80.
Une strie est inoculée a la surface du milieu, qui est ensuite incubée a une température de 37°C
pendant une durée allant de 24 a 48 heures. L'apparition d'un précipité opaque entourant la strie

indigue la présence d'une activité estérasique positive (Joffin et Leyral, 2006).
4.2.7. Recherche de la lécithinase

La gélose au jaune d’ceuf (Annexe n° 1) est un milieu enrichi et différentiel utilisé pour
isoler et différencier certaines espéces bactériennes en fonction de leur activité lécithinase. La
Iécithine, naturellement présente dans le jaune d’ceuf, peut étre dégradée par cette enzyme. Cette
réaction produit de la phosphorylcholine et un diglycéride insoluble, provoquant la formation
d’un précipité visible dans le milieu. Aprés ensemencement et incubation a 37°C pendant 24h
a 48h, la présence de la lécithinase est détectée par I’apparition d’un halo opaque de couleur

blanche qui s’étend dans le milieu entourant les colonies (Aryal, 2022).

4.2.8. Fermentation du lactose, du glucose, du saccharose, et la production du

sulfure d’hydrogéne

La gélose TSI (Triple Sugar Iron) permet de révéler certains caractéres biochimiques
des bactéries, notamment leur capacité a fermenter le glucose, le lactose et le saccharose, ainsi
qu’a produire du sulfure d’hydrogeéne. L’ensemencement est réalisé a partir d’une colonie
bactérienne a travers une piqlre dans le culot et des stries serrées au niveau de la surface
inclinée. Les tubes sont incubés a 37°C pendant 18h a 24h (Lehman, 2005).

L’utilisation de I’un des sucres présents dans le milieu se traduit par une acidification
(le virage de couleur du rouge de phénol au jaune), a I’inverse une alcalinisation se révele par
une coloration rouge foncée. La production de sulfure d’hydrogene a partir du thiosulfate est
mise en évidence par la formation d'une coloration noire (Lehman, 2005).

La présence de bulles dans le culot indique une forte concentration de gaz. En présence
de grandes quantités de gaz, la gélose peut se briser ou étre poussée vers le haut (Lehman,
2005).

4.2.9. Galerie API 20F

La galerie API 20F a été utilisée pour évaluer les caractéristiques biochimiques de

souches isolées, en se concentrant spécifiqguement sur la fermentation des sucres et diverses
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activités enzymatiques. Cing souches distinctes ont été examinées conformément au protocole
de la galerie. Pour la souche strictement anaérobie, tous les microtubes ont été remplis d'huile

de vaseline puis scellés avec un film plastique avant incubation (Delarras, 2007).
4.3. Caracterisation physiologique

4.3.1. Tolérance au NaCl

L'évaluation de la tolérance au sel des isolats est réalisée sur un milieu GN supplémenté
de NaCl a des concentrations de 2 %, 9 % et 15 %. L'inoculation est réalisée par des stries a la
surface du milieu. Apres incubation a une température de 37 °C pendant 24 a 48 heures, la
présence de colonies en croissance constitue un indicateur de tolérance au NaCl (Hawaz et al.,
2016).

4.3.2. Détermination du type respiratoire

L’étude de la croissance dans un milieu ou la pression en oxygene est égale ou inférieure

a celle de I’air permet d’apprécier la tolérance des souches a I’oxygéne. Le milieu utilisé pour
la détermination du type respiratoire est la gélose Viande-Foie placée dans un tube fin et
ensemencé a I’aide d’une pipette Pasteur fermée et chargée, en remontant en spirale. Le tube
est incubé apres solidification a 37°C (Joffin et Leyral, 2006). La lecture des résultats est la
suivante :

e Culture en présence d’oxygene seulement : Aérobie strict.

e Culture en absence d’oxygene seulement : Anaérobie strict.

e Culture en présence et en absence d’oxygene : Aéro-anaérobie facultatif.

e Culture dans une zone étroite de la gélose située au-dessous de la zone aérobie :

micro-aérophile.
4.3.3. Test de I’activité hémolytique

Pour évaluer I’activité hémolytique, une gélose nutritive enrichie a été préparée en
ajoutant 8 mL de sang a 180 mL de gélose en surfusion. Une petite quantité de chaque souche
a été déposée directement sur la surface du milieu. Les boites ont été ensuite incubées a 37°C
pendant 24 a 48 heures. L’apparition éventuelle d’un halo clair ou verdatre autour des points

d’inoculation a été observée pour déterminer I’activité hémolytique (Buxton, 2005).
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Résultats et Discussion

1. Caractérisation morphologique, biochimique et physiologique des isolats

Cette caractérisation, qui repose sur une approche phénotypique, permet d’établir la
diversité taxonomique des isolats. Les caractéres morphologiques, culturaux, biochimiques et

physiologiques, permet généralement une identification des isolats au niveau du genre.

1.1. Caractérisation morphologique des isolats

1.1.1. Observation macroscopique et caractéres culturaux

~

/

Figure 4 : Aspect macroscopique des isolats

Tableau 2 : Résultats de I’observation macroscopique.

FH1 FH3 FH36 FHB BS1
Forme Irréguliére  Circulaire  Circulaire  Circulaire  Circulaire
Relief Convexe  Convexe  Convexe  Convexe Convexe
Contour Ondulé Régulier ~ Régulier  Régulier Ondulé
Taille Moyenne  Moyenne  Moyenne Petite Grande
Surface Lisse Lisse Lisse Lisse Lisse

Couleur  Blanchatre Blanchatre Blanchatre Blanchatre Blanchétre
Opacité Opaque Opaque Opaque Opaque  Translucide
Consistance Mugqueuse Crémeuse Crémeuse Crémeuse Muqueuse

Aprés incubation sur des milieux GN et MRS, les cing isolats bactériens (FH1, FH3,
FH36, FHB et BS1) ont montré une diversité morphologique (Figure 4). Plusieurs critéres

distinguent les colonies (Tableau 2) : leur forme, leur taille, leurs contours, leur surface, leur
relief, leur opacité et leur consistance.
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1.1.2. Observation microscopique

Tableau 3 : Résultats de I’observation microscopique des isolats bactériens.

) Présence
) ) Coloration de
Photo microscopique Forme des
gram
spores

FH1 Gram + Bacilles +

x40
FH3 Gram + Cocci en chaines -

x40
FH36 Gram + Cocci en amas -

x40
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Tableau 3 : Résultats de 1’observation microscopique des isolats bactériens (suite)

FHB Gram + Cocci en chaines -

x40

BS1 Gram + Bacilles isolés +

x40

(-) : Absence de spores visibles
(+) : Présence de spores visibles (colorées en vert par le vert malachite)

L'analyse microscopique (Tableau 3) suite a la coloration de Gram a démontré que tous
les isolats se sont révélé Gram-positives. Trois des isolats (FH3, FH36, FHB) ont une forme
cocci, alors que les deux autres (FH1 et BS1) prennent la forme de bacilles. On a seulement
constaté la présence de spores chez FH1 et BS1, en utilisant la coloration au vert malachite

selon la technique de Shaeffer-Fulton.

1.2. Caractérisation biochimique et physiologique des isolats

Tableau 4 : Résultats des tests biochimiques et physiologiques des isolats bactériens.

FH1 FH3 FH36 FHB BS1
Catalase + + + + +
Mannito- MAN MOB MAN MOB MAN MOB MAN MOB MAN MOB
mobilité + - - - - - - - + -
TSI + + + - +
Hydrolyse
de:
L’amidon - - - - +
Péctine - - - - -
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Tableau 4 : Résultats des tests biochimiques et physiologiques des isolats bactériens (suite)

Caséine + - - + +
Tween 80 - - - - -
Lécithine - - - - -

Croissance
a:

NaCl 2% + + + + +
NaCl 9% + + + + +
NaCl 15% + + + + -

Tvpe Aéro-
ype. Aérobie strict anaérobie Aérobie strict  Microaérophile  Aérobie strict
respiratoire :
facultatif
,ACtiVi.té y-hémolytique y-hémolytique y-hémolytique vy-hémolytique  a-hémolytique
hémolytique

(-) : Absence d’activité ou de croissance

(+) : Présence d’activité ou de croissance

Les résultats rassemblés dans le Tableau 4, montrent que I'ensemble des isolats présente
une catalase positive. Concernant le test Mannitol-Mobilité, seuls les isolats FH1 et BS1 sont
capables de fermenter le mannitol, bien qu’ils soient immobiles. Les autres isolats (FH3, FH36,
FHB) sont négatifs a la fois pour la fermentation du mannitol et la mobilité bactérienne. Pour
la fermentation du glucose, saccharose et lactose, 80 % des isolats (FH1, FH3, FH36 et BS1)
ont exhibé un changement de couleur vers le jaune au niveau du culot uniqguement. En revanche,
20 % des isolats (FHB) n'ont montré aucun changement de couleur.

Dans les analyses enzymatiques effectuées (pour détecter la pectinase et la lécithinase),
aucune des cing souches examinées n'a démontré la production de ces enzymes. Lors de I'essali
d'activité amylolytique (aptitude a décomposer I'amidon), seulement 20 % des isolats (BS1) ont
produit un résultat positif. Par contre, 80 % des isolats (FH1, FH3, FH36 et FHB) n'ont
démontré aucune activité amylolytique.

Pour ce qui est de I'nydrolyse de la caséine, I'isolat BS1 a présenté une activité élevée
(+++), les isolats FH1 et FHB ont montré une activité modérée (++), tandis que les isolats FH3
et FH36 n'ont démontré aucune activité. Pour le test de 1’activité estérasique sur le milieu Tween

80, aucun des isolats testés n’a révélé la présence d’une activité, tous se sont révéles négatifs.

Quant a la résistance au sel, tous les isolats ont réussi a se développer en présence de
NaCl a 2% et 9%, tandis que seul BS1 n'a pas supporté une concentration élevée de 15%.

Concernant le type de respiration, 60 % des isolats (FH1, FH36 et BS1) ont montré une
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croissance uniquement en présence d'oxygene. 20 % des isolats (FH3) ont montré une
croissance similaire, qu'ils soient en présence ou en absence d'oxygene. 20 % des isolats (FHB)
ont poussés uniquement dans une région spécifique ou la teneur en oxygene est diminuée, mais

pas en surface.

Les données relatifs a I'némolyse indiquent que 80% des isolats (FH1, FH3, FH36, FHB)

sont y-hémolytiques, alors que BS1 a démontré une hémolyse de type a.

Dans le Tableau 5, les isolats ont montré une diversité enzymatique importante,
variable selon les isolats. Le test ONPG donne un résultat positif pour les isolats FH1 et FHB,
signifiant une activité positive de la B-galactosidase. La dihydrolase de I'arginine (ADH) ne
montre une négativité que pour FH3, alors que la lysine décarboxylase (LDC) n'est négative
que pour BS1. Tous les isolats montrent une positivité pour lI'ornithine décarboxylase (ODC).
Seul l'isolat BS1 a montré la capacité d'utiliser le citrate (CIT). Aucun isolat ne génére de sulfure
d'’hydrogéne (H,S). On observe une activité uréasique (URE) chez FH3, FH36 et FHB. Seul
I'isolat FHB est négatif au test TDA, tandis que seul cet isolat produit de I'indole (IND). Tous
les isolats ont donné un résultat positif au test VVoges-Proskauer (VP). On observe I'hydrolyse
de la gélatine (GEL) chez FH1 et BS1. Tous les isolats ont montré une fermentation positive
pour les sucres testés (glucose, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose, saccharose, mélibiose,
amygdaline et arabinose). Tous les isolats ont également montré des résultats positifs lors des
tests de détection des nitrates (NO3) et des nitrites (NO,).

Tableau 5 : Profil biochimique des isolats selon la galerie API 20E.

FH1

FH3

FH36

FHB

BS1

GLU

ONPG ADH LDC ODC CIT HS URE TDA IND VP GEL -
ARA

-+ + + -+ - - - + - + + +

- - + -+ - - + + - + - +

- + + -+ - - + + - + - +

+ + + + - - + - + + - +

- + - + + - - + - + + +

NO2/
NOs

(-) : Réaction positive
(+) : Réaction négative
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»  Discussion générale

L'examen microscopique des isolats a mis en évidence une diversité morphologique
cellulaire importante. Les isolats FH1 et BS1 ont été observes comme des bacilles sporulés,
alors que FH3, FH36 et FHB se présente sous forme de cocci non sporulés. Les isolats sporulés
FH1 et BS1 sont en accord avec les définitions des especes appartenant au genre Bacillus
(Whitman et al., 2009). Ces derniéres se distinguent par leurs cellules bacillaires dont les
extrémités sont arrondies ou carrées, freqguemment disposées en filaments et leur capacité a
produire des spores ovales ou ellipsoidales qui se trouvent généralement positionnées de fagon
centrale ou subterminale. Des especes comme Bacillus cereus, B. subtilis ou B. megaterium
présentent particulierement cette morphologie (Whitman et al., 2009). Cependant, les isolats
FH3, FH36 et FHB exhibent une morphologie sphérique ou ovale en agrégats ou en filaments,
sans production de spores. Cette caractéristique est compatible avec les genres Streptococcus
ou Pediococcus, tous deux caractérisés par des cocci Gram positifs non sporogenes, disposés
en paires, en tétraédres ou en chaines courtes (Whitman et al., 2009). Ces types se rattachent a
la famille des Streptococcaceae et sont fréquemment présents dans les aliments laitiers.

Il est inhabituel de trouver une activité catalase positive chez tous les isolats,
typiquement pour les bactéries lactiques strictes, bien que cela puisse se produire dans le cas de
bactéries lactiques hétérofermentaires (Hamed et Elattar, 2013). L'isolat BS1, qui produit des
spores et possede la capacité d'’hydrolyser I'amidon, se distingue par une physiologie plus
résistante et pourrait étre classé dans le genre Bacillus malgré sa positivité a la catalase, un
caractere atypique pour les bactéries lactiques bactéries lactiques mais observé chez certaines
souches environnementales sporulées (Ziane et al., 2016).

Seuls les isolats FH1 et BS1 ont effectué la fermentation du mannitol. Ce constat est en
accord avec I'étude de Sharma et al., (2021), qui ont démontré que les variétes caml2
(Lactococcus lactis), cam14 (Enterococcus lactis) et cam15 (Lactiplantibacillus plantarum)
avaient la capacité a métaboliser ce sucre. De ce fait, I'aptitude a fermenter le mannitol chez
FH1 et BS1 pourrait étre utilisée comme un critere technologique de sélection dans les milieux
sucrés ou prébiotiques. Tous les isolats se sont revéles immobiles. Comme le soulignent Hawaz
et al., (2016), ce profil est typiqguement associé aux bactéries lactiques, avec des Lactobacillus
et Lactococcus extraits du lait de chamelle qui se caractérisent par une catalase négative et une
absence de mobilité. Cette absence de mobilité n'est pas percue comme un désavantage, étant

donné qu'elle constitue une adaptation écologique a des environnements stables tels que le lait
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fermenté, sans pour autant nuire a leur potentiel probiotique. Inversement, cela peut témoigner
d'une innocuité et d'une stabilité souhaitables dans les cultures de fermentation.

L'isolat BS1 a démontreé une activité amylolytique, contrairement aux autres isolats. Les
polysaccharides sont constitués de dix unités monosaccharidiques identiques ou différentes,
reliées par des liaisons glycosidiques a ou B (Gerwig, 2019).

Les hydrolases variées sont employées par les bactéries lactiques pour la décomposition
des polysaccharides. Les aliments fermentés renferment des polysaccharides capables de
fournir de I'énergie aux bactéries lactiques ainsi qu'a différentes substances bénéfiques pour
I'nomme durant le processus de fermentation. Plusieurs variétés de bactéries lactiques ont la
capacité de métaboliser divers polysaccharides, y compris I'amidon, ce qui justifie les multiples
applications des souches associéees dans le secteur de I'alimentation (Velikova et al., 2016).

L'examen de I'hydrolyse de la caséine a démontré une activité protéolytique qui varie
en fonction des isolats. L'isolat BS1 a présenté une hydrolyse forte (+++), contrairement aux
isolats FH1 et FHB qui ont présenté une activité modérée (++), alors que FH3 et FH36 se sont
aveéreés négatifs a ce test. Ces résultats suggerent que seulement un sous-ensemble des souches
montre une activité caséinase notable, susceptible de participer a la décomposition des protéines
lactées. L'aptitude enzymatique est un facteur important lors du choix des souches destinées a
des applications dans les domaines de la biotechnologie et de la fermentation. Les isolats BS1,
FH1 et FHB effectuent I'hydrolyse de la caséine pour démontrer leur capacité a décomposer les
protéines, un aspect essentiel pour les probiotiques étant donné que cela facilite la libération de
peptides bioactifs (Biscola et al., 2018 ; Kordesedehi et al., 2018 ; Worsztynowicz et al., 2019).

Dans le secteur agroalimentaire, les bactéries lactiques ont la capacité de décomposer
les protéines afin d'éliminer les allergénes protéiques contenus dans les denrées alimentaires.
Notamment dans le cadre de la fermentation des produits laitiers, les bactéries lactiques sont
capables de décomposer la caséine, ce qui réduit leur potentiel allergene selon lwamoto et al.,
(2019). Par exemple, certaines variétés d'Enterococcus faecium extraites du lait et du fromage
fermentés peuvent produire des métalloprotéases ou des protéinases de membrane cellulaire
(CEP) (Genay et al., 2009), entre autres, capables de décomposer efficacement la caséine du
lait (Biscolaetal., 2018 ; Kordesedehi et al., 2018 ; Worsztynowicz et al., 2019). Selon Savijoki
et al., (2006), les bactéries lactiques ont la capacité de générer une variété de composés
bénéfiques pour I'hnomme en décomposant les protéines présentes dans leur environnement pour
favoriser leur propre développement.

Concernant la tolérance au sel, tous les isolats ont réussi a croitre en présence de NaCl

a des concentrations allant de 2% et 9%. Ce résultat révele une tolérance pour la plupart des

38



Résultats et Discussion

souches, a la salinité relativement élevée. Cette caractéristique importante conféere a ces
bactéries une stabilité dans les milieux alimentaires salés ou dans les matrices fermentées ou
transformeées. Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Khedid et al. (2009), ou
seulement 15 % des souches isolées du lait de chamelle ont montré une tolérance a 6.5 % de
NaCl.

La pectine se trouve principalement dans les parois des cellules végétales en tant que
polysaccharide complexe. Les enzymes pectinases, a l'instar des polygalacturonases et des
pectolyses, sont peu fréquemment sécrétées par les bactéries lactiques dans le processus de
pectinolise (Génzle, 2015). Les bactéries lactiques congues pour des milieux riches en lactose,
protéines et sucres simples (tels que le lait ou le tube digestif) ne possédent généralement pas
I'appareil enzymatique nécessaire a la dégradation de la pectine (Bonomo, 2003). Selon Soraes
et al. (2001), les pectinases sont surtout produites par des microorganismes phytopathogenes
ou des bactéries participant a la dégradation des végétaux (tels que Bacillus, Erwinia ou
Pseudomonas). En revanche, les bactéries lactiques ne disposent pas de ces propriétés
enzymatiques du fait de leur niche écologique spécifique. Dong et al. (2024) notent que les
essais de criblage de bactéries lactiques concernant l'activité pectinolytique sur un milieu a
pectine sont majoritairement négatifs, a I'exception de quelques souches atypiques extraites de
milieux trés nutritifs pour les plantes. Le fait que les isolats examinés ne présentent aucune
activité pectinolytiqgue concorde avec leur provenance laitiere (lait de chamelle), un
environnement dépourvu de pectine, ce qui restreint la sélection pour cette enzyme spécifique
(Soraes et al., 2001). Selon Kandler et Weiss (1986), la majorité des especes de Lactobacillus
et Pediococcus sont anaérobies et tolérent I'aérobie. Il est possible que certaines souches de
Lactococcus et d'Enterococcus se développent dans des conditions microaérophiles ou méme
aérobies. Par ailleurs, Hammes et Hertel (2009) soutiennent que certaines souches de bactéries
lactiques, en particulier celles issues d'environnements spécifiqgues comme le lait cru ou
fermenté, peuvent développer une activité respiratoire lorsqu'elles sont exposées a I'oxygene.
L'isolat microaérophile est une espece qui necessite des concentrations d'oxygene faibles, ce
qui est aussi vrai pour certaines variétés de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus et
Streptococcus thermophilus (Glusac et al., 2015).

L'examen de l'activité estérasique de nos isolats de bactéries lactiques sur gelose au
Tween 80 n'a révelé aucune zone d'opacité, signalant une absence d'activité estérasique
mesurable dans les conditions expérimentales. Néanmoins, certaines bactéries lactiques ont la
capacité de générer des estérases, notamment lors de la fermentation de substrats a forte teneur

lipidique tels que les produits laitiers. Cependant, cette activité enzymatique est influencée par
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plusieurs paramétres, notamment les conditions de culture, le genre de souche, et la présence et
I'expression de génes spécifiques (Oliszewski et al., 2007 ; Bhardwaj et al., 2020 ; Landete et
al., 2021). 1l est donc envisageable que nos souches contiennent des estérases intracellulaires
ou non exprimees dans les conditions de I'essai. En résumé, I'absence d'activité estérasique
constatée pourrait étre due soit a une expression génique faible, soit a des conditions de culture
qui ne sont pas optimales. On pourrait envisager d'utiliser des techniques plus sensibles telles
que des dosages enzymatiques spécifiques pour valider ces résultats.

D'aprés Bottone (2010), les bactéries lactiques, y compris celles utilisées comme
probiotiques, manquent généralement d'activité lécithinase, ce qui renforce leur considération
comme étant sans danger. Toutefois, une activité de lécithinasique pourrait signaler la présence
de pathogénicité chez certaines entérobactéries et bacilles sporulés. D'apres les directives de la
FAO/OMS (2002), I'absence d'activité lécithinase constitue un critere de slreté lors du choix
des souches probiotiques.

Les résultats obtenus sur le milieu TSI (Triple Sugar Iron), ont démontré une
fermentation positive du glucose, saccharose et lactose avec production d'acide uniquement au
niveau du précipité pour les isolats FH1, FH3, FH36 et BS1. Ce changement est mis en évidence
par la coloration jaune observée dans la partie inférieure du tube (culot), indiquant une
acidification du milieu suite a la fermentation des sucres en conditions anaérobies. L'absence
de fermentation des sucres testés est démontrée par le fait que I'isolat FHB n'a présenté aucun
changement de couleur. Chez les bactéries anaérobies lactiques, le glucose est le substrat de
choix pour la fermentation glycolytique (voie Embden-Meyerhof), générant principalement de
I'acide lactique. La fermentation de disaccharides comme le saccharose ou le lactose dépend de
la présence d'enzymes spécifiques telles que la béta-galactosidase et la sucrase. Selon Axelsson
(2004), bien que la majorité des bactéries lactiques fermentent le glucose, leur aptitude a
consommer d'autres types de sucres comme le lactose ou le saccharose différe selon I'espéce et
la souche, notamment en fonction de son environnement écologique. Selon Carr et al., (2002),
certaines variétés d'Enterococcus faecalis et de Lactobacillus fermentum pourraient présenter
un métabolisme trés limité en fonction des conditions de culture et du milieu d'isolement.

Parmi les cinq isolats analysés, seul BS1 a montré une hémolyse de type o, tandis que
les isolats FH1, FH3, FH36 et FHB se sont avérés étre y-hémolytiques, c'est-a-dire sans
hémolyse. Ce constat est en accord avec les observations documentées par Daneshazari et al.,
(2023a), ou l'isolat Bacillus subtilis GM1, dérivé du lait de chévre, a démontré une activité a-
hémolytique. Par ailleurs, dans une autre recherche concernant des souches de B. subtilis issues

du lait de chamelle, les deux variétés choisies ont aussi montré une hémolyse o (Daneshazari et
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al., 2023b). D'un autre c6té, une recherche réalisée par Khalifa et al., (2023) sur des isolats de
lait de chamelle a démontré qu'aucune activite hémolytique n'était présente chez plusieurs
souches identifiées, y compris B. subtilis PM5, ce qui renforce I'idée que I'némolyse n'est pas
systématique chez cette espece. L'isolat BS1 se caractérise par son profil a-hémolytique, ce qui
nécessite une analyse supplémentaire en termes de sécurité probiotique. En effet, méme si
certains B. subtilis montrent une hémolyse 1égére (o), une hémolyse  exclurait leur utilisation
probiotique. Simultanément, la plupart des isolats non hémolytiques (FH1, FH3, FH36 et FHB)
renforcent leur caractére inoffensif, un critere primordial dans le choix de souches probiotiques
selon les standards de sécurité préconisés.

Une diversité métabolique marquée a été remarquée pour la plus part des isolats obtenus.
En ce qui concerne les voies de déegradation des acides aminés, tous les isolats ont montré une
activité positive de l'ornithine décarboxylase (ODC). En revanche, la lysine décarboxylase
(LDC) était négative uniquement pour BS1 et I'arginine dihydrolase (ADH) a été absente chez
I’isolat FH3. Hawaz et al. (2016) ont également noté la capacité a hydrolyser I'arginine, en
particulier chez Lactococcus lactis subsp. lactis HUM1, Pediococcus pentosaceus HUMDS,
Pediococcus acidilactici HUM4 et Lactococcus garviae HUMG, attestant que cette fonction est
courante mais varie selon I'espece. Cependant, les résultats concernant I'ODC et le LDC ne
concordent pas avec celles de Mete et al. (2016), qui ont observé qu’aucun des isolats de
Lactobacillus et Lactococcus provenant du shalgam n'a décarboxylé l'ornithine ou la lysine.
Cette différence pourrait étre due a la variété écologique des niches d'isolement.

L'isolat BS1 est le seul a avoir la capacité d'utiliser le citrate comme unique source de
carbone, ce qui pourrait indiquer qu'il appartient a une espece du genre Bacillus. Selon les
recherches de Khedid et al. (2009), I'usage du citrate a été mentionné comme un facteur
distinctif.

Tous les isolats ont donné un résultat positif au test Voges-Proskauer (VP), qui
montre la production d'acétoine a partir du glucose. Ce constat est en accord avec les recherches
de Sharma et al. (2020), qui ont relevé que la souche cam14 (Enterococcus lactis) manifestait
cette activité, employée comme précurseur dans la production du 2,3-butane-diol.

Le test d'hydrolyse de la gélatine a mis en évidence une activité positive seulement chez
les isolats FH1 et BS1, ce qui indique gqu'ils produisent des gélatinases capables de décomposer
les proteines structurelles telles que la gélatine. Cette caracteristique n'est pas présente de
maniere universelle chez les bactéries lactiques. Daliri et al. (2022) ont signalé que les souches
de LAB extraites du soja fermenté coréen ne manifestaient aucune activité gélatinasique, ce qui

a été considérée comme un indicateur positif pour leur caractere probiotique. Par conséquent,
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I'existence de cette activité chez FH1 et BS1 pourrait indiquer une compétence technologique
accrue, mais exigerait une évaluation supplémentaire concernant sa sdreté en fonction de
I'utilisation prévue.

Sur le plan saccharolytique, tous les isolats ont montré une fermentation positive pour
I'ensemble des sucres examinés, comme le glucose, le mannitol, I'inositol, le sorbitol, le
rhamnose, le saccharose, la mélibiose, I'amygdaline et I'arabinose. Cette vaste diversité de
fermentation est en accord avec les travaux de Sharma et al., (2020), ou les souches cam12
(Lactococcus lactis), cam14 (Enterococcus lactis) et cam15 (Lactiplantibacillus plantarum)
ont montré une polyvalence dans I'utilisation des substrats glucidiques.

Finalement, la réduction des nitrates et des nitrites a été positive pour tous les isolats, ce
qui suggere une activité de la nitrate réductase. Cela fait référence aux résultats de Sharma et
al., (2020), qui ont observé une réduction des nitrates avec la souche cam12 (Lactococcus

lactis), démontrant ainsi sa capacité a survivre dans des conditions anaérobies ou stressantes.

42



CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Conclusion et Perspectives

» Conclusion et Perspectives

L'augmentation de l'intérét pour les probiotiques, tant en santé qu'en nutrition, a conduit
a I'examen de nouvelles matrices présentant un potentiel biologique significatif. Ce travail a
démontré que le lait cru de chamelle, bien qu'encore sous-exploré malgré sa valeur
nutritionnelle, pourrait étre une source prometteuse de souches bactériennes avec des proprietes
probiotiques potentielles. Grace a une démarche systématique d'isolement et de caractérisation
phénotypique, nous avons réussi a reperer divers isolats dotés de caractéristiques notables, y
compris une bonne tolérance au sel, une activité enzymatique diverse et I'absence d'hémolyse
pour la plupart d'entre eux.

Ces résultats valident l'idée d'utiliser des sources alternatives pour découvrir de
nouveaux probiotiques et participent a I'élargissement des connaissances sur la diversité
microbienne liée aux laits non conventionnels. L'analyse souligne également I'importance de
valoriser les ressources locales, notamment celles provenant de systémes agro-pastoraux
traditionnels, généralement sous-estimés mais possédant un grand potentiel en biotechnologie.

Toutefois, il faut admettre certaines limites. La méthode utilisée se base essentiellement
sur des données phénotypiques, qui bien qu’elles soient informatives, ne suffisent pas pour
réaliser une identification taxonomique exhaustive. De plus, I'expression in vitro des
caractéristiques probiotiques ne suffit pas a elle seule a prévoir I'efficacité réelle des souches.
Il est donc essentiel de compléter ces observations par des tests fonctionnels détaillés, en
particulier en examinant leur résistance aux conditions gastro-intestinales, leur pouvoir
d'adhérence aux cellules épithéliales et leur influence sur le microbiote.

En poursuivant ce travail, une perspective a la fois réaliste et novatrice consisterait a
incorporer ces souches dans des matrices alimentaires fonctionnelles. Grace a ses propriétés
organoleptiques et a sa capacité a préserver les bactéries viables, le chocolat constitue une
option particuliérement attrayante pour I'élaboration de nouveaux produits qui allient plaisir
gustatif et bienfaits pour la santé. D'autre part, I'utilisation de méthodes d'encapsulation pourrait
optimiser la viabilité des souches pendant les phases de transformation et leur traversée du
systéme digestif. Finalement, une analyse de leurs impacts physiologiques, via des tests sur
animaux ou des recherches cliniques, contribuerait a confirmer leur utilisation comme
probiotiques sdrs et performants.

Ce travail constitue un premier pas vers la valorisation de microorganismes indigenes

provenant d'une ressource locale précieuse. Cela s'inscrit dans un mouvement plus vaste
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combinant innovation, bien-étre et autonomie alimentaire, et pave la route pour des applications

futures tant en agroalimentaire qu'en biotechnologie.
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Annexe n° 1 : milieux de culture et solutions

Milieu BS (liquide)

Glucose
Peptone

Extrait de viande

Milieux pour I’isolement

0.8¢g
0.2¢g
0.2¢g

Milieux pour les tests enzymatiques

Gélose au jaune d’ceuf (a 10%)

Peptone
Extrait de levure
NaCl
Jaune d’ceuf
Agar
Eau distillée

pH =7.00

109

5¢
10g
100 ml
209
1000 ml

Milieu Pectine-agar

Pectine
Extrait de levure
Agar
Eau distillée
pH =7.00

59

59
209
1000 ml

Gélose amidon-agar

Peptone

Extrait de viande
Sodium chlorure
Amidon de riz
Agar

Eau distillée

10¢g
54

54
109
159
1000 ml

Milieu gélosé au lait écremé

Solution A :

Poudre de lait écrémé

Eau distillée

109
90 ml

Annexes
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Solution B :

Agar 39

Eau distillée 97 ml
pH =6,5-7,2

Solution de violet de Gentiane

Violet de Gentiane 1g
Ethanol 10 ml
Phénol 29
Eau distillée 100 ml

Solution de lugol

lodure de potassium 29
lode metalloide 1g
Eau distillée 300 ml

Solution de fuchsine

Fuchsine basique 10¢
Phénol 50¢g
Ethanol 100 ml
Eau distillé 1000 ml

Solution d’acétate de cuivre

Acétate de cuivre 10g
lode métalloide 100 mi
Eau distillée 300 ml

Solutions

Annexes
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Annexes

Annexe n° 2 : Protocoles expérimentaux

Coloration des spores bactériennes — Méthode de Schaeffer-Fulton
1. Principe

Certaines especes bactériennes produisent des spores en réponse a des conditions
environnementales défavorables. Ces spores présentent une résistance accrue aux agents

physico-chimiques, notamment la chaleur, par rapport aux cellules végétatives.

La méthode de Schaeffer-Fulton repose sur 1'utilisation du vert de malachite comme
colorant primaire, chauffé pour permettre sa pénétration dans la spore. Ce colorant, peu affine
au matériel cellulaire, est facilement éliminé des cellules végétatives lors du rincage. La
fuchsine basique est ensuite utilisée comme contre-colorant, permettant de différencier les

spores (vertes) des cellules végétatives (roses).

2. Matériel et réactifs

e Bec Bunsen

o Anse de platine

e Pipette Pasteur

o Lames et pince

o Papier buvard

o Microscope optique (objectif a immersion x100)
 Cristallisoir contenant un désinfectant
« Eau physiologique stérile

o Eaudistillée

o Vert de malachite

« Ethanol 4 96 %

o Fuchsine basique (0,85 %)

e Huile a immersion

3. Procédure

=

Préparer un frottis bactérien sur une lame propre.

Recouvrir entierement le frottis avec du vert de malachite.

Chauffer doucement au-dessus de la flamme du bec Bunsen jusqu’a I’apparition de
vapeurs blanches (3 a 5 minutes), en veillant a ne pas dessécher le frottis.

Laisser refroidir, puis rincer doucement a I’eau.

Recouvrir le frottis avec de la fuchsine basique (0,85 %) pendant 1 minute.

Rincer a I’eau distillée, sécher entre deux feuilles de papier buvard.

Observer au microscope optique avec 1’objectif X100 a immersion.

wn
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67



1. Principe

Annexes

Coloration de Gram avec fixation au méthanol

La coloration de Gram est une méthode différentielle permettant de classer les bactéries

en deux groupes : Gram-positives et Gram-négatives, en fonction de la composition de leur

paroi cellulaire. Cette technique repose sur la capacité du complexe crystal violet—Lugol a étre

retenu (ou non) par les bactéries apres décoloration a 1’éthanol/acétone.

2. Matériel et réactifs

3. Procédure

Lame propre

Eau distillée
Méthanol

Crystal violet
Lugol (iodine)
Ethanol/acétone
Safranine

Anse de platine
Papier absorbant
Huile a immersion
Microscope optique (objectif x100)

» Préparation du frottis :
o Culture solide : déposer une goutte d’eau distillée sur une lame, prélever

une petite quantité de culture avec une anse stérile, mélanger et étaler en
fine couche.

o Culture liquide : déposer 1 a 2 anses de bouillon directement sur la lame.
» Fixation :

Verser quelques gouttes de méthanol sur le frottis.
Laisser sécher a I’air libre (ne pas chauffer).

» Coloration primaire :

Recouvrir le frottis avec du crystal violet.
Laisser agir pendant 1 minute, puis rincer a I’eau distillée.

» Mordancage :

Appliquer le Lugol pendant 1 minute.
Rincer a I’eau distillée.

> Décoloration :

Verser de 1’éthanol/acétone pendant environ 15 secondes, jusqu’a ce que le
liquide devienne clair.
Rincer immédiatement a I’eau distillée.
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» Contre-coloration :
e Appliquer la safranine pendant 30 secondes a 1 minute.
e Rincer a I’ecau distillée.
» Observation :
e Sécher la lame avec du papier absorbant.
e Observer au microscope avec I’objectif x100 a immersion d’huile.

4. Résultats attendus

e Bactéries Gram-positives : coloration violet/pourpre.
e Bactéries Gram-négatives : coloration rose/rouge.
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Résumé
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Cette ¢étude contribue a la valorisation des ressources laitieres locales et a la recherche d’alternatives
naturelles comme source de souches probiotiques originales. Ce travail porte sur I’isolement et la
caractérisation des bactéries lactiques provenant du lait de chamelle ainsi que 1’évaluation de leurs potentiel
probiotique. Le lait de chamelle représente une source de souches des bactéries lactiques présentant des
caractéristiques probiotiques. Les méthodes suivies sont 1’isolement, la purification, la conservation, la
caractérisation biochimique, 1’évaluation du type respiratoire, et la recherche d’activités enzymatiques. Les
résultats ont permis d’identifier cing isolats aux morphologies variées. Trois isolats notés (FH3), (FH36),
et (FHB) sont en forme de cocci, et deux isolats (BS1) et (FH1), sont de forme bacillaire et présentent des
spores. Tous les isolats sont positifs a la catalase avec une diversité des types respiratoires et une
fermentation différenciée des sucres. Aucune activité pectinolytique ni lécithinasique ni esterasique n’a été
démontrée. Un isolat (BS1) a présenté une hémolyse a tandis que les quatres autres isolats ont présenté une
hémolyse y. Deux isolats (FH1) et (BS1) sont capables de fermenter le mannitol. Tous les isolats sont
capables de croitre en présence de NaCl a 2% et a 9%, et quatre d’entre eux ont pu croitre en présence de
NaCl a 15% sauf I’isolat (BS1). Ces résultats mettent en lumiére I’importance d’améliorer la valorisation
du lait de chamelle en Algérie, non seulement pour sa teneur en nutriments, mais aussi en raison de son
potentiel en tant que source naturelle de probiotiques. L’exploitation de cette ressource pourrait ouvrir de
nouvelles opportunités dans le domaine de la santé¢ humaine et de 1’agroalimentaire local.
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Laboratoires de recherche : laboratoire de Biologie moléculaire et cellulaire (U Constantine 1 Fréres
Mentouri).
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