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Résumé

L’impact des fructo-oligosaccharides sur I’antagonisme des souches appartenant au genre
Leuconostoc vis-a-vis des bactéries pathogenes : (Staphylococcus aureus ATCC: 25923,
Escherichia coli ATCC: 25922, et Pseudomonas aeruginosa ATCC : 27853) a été exploré en
appliquant le test des spots sur agar. L’activité antibactérienne a été déterminée aprés culture
des bactéries sur un milieu contenant 2% de dextrose (bouillon MRS) et sur un autre
supplémenté de 2% de FOS. Dans les deux milieux, les souches étaient plus actives contre E.

coli suivi de P. aeruginosa. Tandis que I’effet inhibiteur a ét¢ moindre contre S. aureus.

L’inhibition d’E. coli et de P. aeruginosa a diminué tres significativement lorsque les
bactéries sont développées dans un milieu contenant le FOS avec des diamétres de
18.25+£2.48mm et 14.33+4.59mm respectivement. Par ailleurs, aucun changement de 1’effet
inhibiteur est noté contre S. aureus soit en absence ou en présence de FOS (10.14+2.99 mm et

9.70£2.70 mm respectivement).

On conclue qu’en suivant la méthode des spots sur agar, les fructo-oligosaccharides

n’améliore pas les propriétés inhibitrices des leuconostocs.

Mots clés : Activité antibactérienne, FOS, Leuconostoc, Prébiotiques, Probiotiques.



Abstract

The impact of fructo-oligosaccharides on the antagonism of strains belonging to the genus
Leuconostoc against pathogenic bacteria: (Staphylococcus aureus ATCC: 25923, Escherichia
coli ATCC: 25922, and Pseudomonas aeruginosa ATCC: 27853) was studied by applying the
spot test on agar. Antibacterial activity was determined after bacterial culturing on a medium
containing 2% dextrose (MRS broth) and on another supplemented with 2% FOS. In both
media, strains were more active against E. coli followed by P. aeruginosa. While the
inhibitory effect was less against S. aureus.

Inhibition of E. coli and P. aeruginosa has decreased very significantly where bacteria are
developed in a medium containing FOS with diameters of 18.25+2.48mm and 14.33£4.59mm
respectively. However, no change in the inhibitory effect is noted against S. aureus either in
the absence or presence of FOS (10.14£2.99 mm and 9.70£2.70 mm respectively).

It is concluded that by following the spot method on agar, fructo-oligosaccharides do not
improve the inhibitory properties of leuconostocs.

Keywords: Antibacterial activity, FOS, Leuconostoc, Prebiotics, Probiotics.
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Introduction

Il'y a un siecle, Elie Metchnikoff a affirmé que les bactéries lactiques offraient des
bénéfices pour la santé conduisant a une plus grande longévité, dans le but de restaurer la
microflore intestinale via la consommation des laits fermentés. Ces organismes

microscopiques bénéfiques sont appelés aujourd’hui ; les probiotiques.

Ces derniers sont des microorganismes vivants qui peuvent étre intégrés dans différents
types de produits alimentaires et pharmaceutiques, et qui sont capables de contribuer
positivement a l'activité de la microflore intestinale et, par conséquent, a la santé du

consommateur (Benguiar et al., 2015).

Parmi les microorganismes utilisés comme probiotiques chez 1I’homme, les
bactéries lactiques qui jouent un role trés important dans 1’industrie alimentaire et dans le
domaine thérapeutique, et possédent une capacité inhibitrice vis-a-vis de nombreuses

bactéries pathogenes telles que Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Ababsa,2012).

En réalité, ces microorganismes ne doivent pas seulement étre vivants au moment
de I’ingestion, mais aussi rtre capables de survivre dans le tractus digestif. La maintenance
de cette viabilité au niveau intestinal fait appel a des substances de nature
polysaccharidiques qui sont considérées eux méme comme additifs alimentaires et qui sont
agrées sous le nom de prébiotiques. Parmi les prébiotiques les plus utilisés dans 1’industrie
agro-alimentaire, il y a les fructanes (FOS), I’inuline et 1’oligofructose (Kirtzalidou et

al.,2011).

Les Fructo-oligosaccharides sont des oligomeéres, sont produits par hydrolyse
d’inuline ou par synthése a partir de sucrose ou de lactose, qui font partie des substances
dites prébiotiques, c’est-a-dire qui favorisaient la prolifération des bactéries probiotiques.
(Larouci ,2013).

Dans ce contexte, se situé 1I’objectif de la présente étude, qui s’intéresse a 1’évaluation
de l’effet des fructooligoscharides sur I’activité antibactérienne d’un exemple de souches
probiotiques appartenant au genre Leuconostoc préalablement isolées du lait cru d’espéce

Cameline..
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Chapitre I : Les prébiotiques

1.1.  Définition

Le terme prébiotique a été récemment introduit par Gibson et Roberfroid
enl1995. 11 désigne un ingrédient alimentaire non digestible par I’hote qui, apres sa
métabolisation par des microorganismes dans I’intestin, module la composition et /ou
I’activité du microbiote intestinal, conférant ainsi un effet physiologique bénéfique
sur 1’héte, en stimulant sélectivement la croissance et/ou I’activité de certaines
bactéries du c6lon comme par exemple les bifidobactéries (Conway, 2001 ; Tamime,
2005).

Certains prébiotiques sont naturellement présents dans des aliments en
particulier dans le blé, les oignons, 1'ail, les bananes, et d’autres sont ajoutés dans des
aliments a visées fonctionnelles ou dans des suppléments alimentaires (Van Loo et
al.,1999).

L'association des prébiotiques et probiotiques est courante et porte le nom de
symbiotique (Furtado, 2009)

Selon Van Immerseel et al. (2003), un prébiotiqgue doit présenter certaines
caractéristiques qui sont :

> Des composantes de la ration indigestibles pour 1’héte et non-métabolisees
quand elles passent le long de la partie supérieure du tractus digestif, de sorte
qu’elles peuvent atteindre la flore au niveau du caecum et du colon.

> Ces mémes produits doivent nécessairement servir de substrat pour une ou
plusieurs espéces bactériennes.

> Tout ceci doit nécessairement induire une modification de la composition de la

flore, améliorant ainsi 1’état de santé de 1’hote.

1.2.  Classes des prébiotiques

Les prebiotiques les plus connus qui sont déja utilisés: les fructanes
(fructooligosaccharides (FOS) <et inuline) et d’autres oligosides de galactose et
transgalactose (GOS et TOS).
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De nombreux autres glucides pourraient revendiquer 1’appellation de prébiotiques
(xylooligosaccharides(XOS), isomaltooligosaccharides(IMO),
glucooligosaccharides...etc.) (Rambaud et al., 2004).

Les prébiotiques sont classés selon la taille de la molécule ou suivant leur origine
végétale, naturelle ou synthétique et selon leurs structures chimiques (Van immerseel
al., 2003 ; Gibson et al., 2004).

a-D-Glu [-(1—2)-p-D-Fru] n, n = 2-4KestoseNistoseFructofuranosylnystose
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Figure 1:Structure des fructooligosaccharides (Guimaraes Luis Henrique, 2012).
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Figure 2 : Structure chimique de I'inuline (Atia, 2016)
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Gal 3 1-4Gal 3 1-4Gic (4'-galactosyllactose)
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Figure 3 : Structure du galacto-oligosaccharides. (Recart-Conort, 2015).

1.3. Critéres de sélection

Pour qu’un substrat diététique soit sélectionné comme étant prébiotique, il doit

présenter ces trois caractéristiques :

< Résistance a I’acidité gastrique
Les prébiotiques doivent résister a 1’hydrolyse acide dans 1’estomac, aux enzymes

digestives et a I’absorption intestinale afin d’étre délivrés intacts dans le colon.

« Fermentation par la microflore intestinale
Les substances qui sont définis comme prébiotiques doivent étre métabolisés par des

bactéries commensales de 1’intestin.

< Stimulation sélective de la croissance et de I’activité métaboliques des

bactéries intestinales

La dose de prébiotique ingérée quotidiennement n’induit des effets que de facon
faiblement dose-dépendante. Ces effets sont plutdt liés au sujet et sont en particulier
positivement corrélés a la quantité des bifidobactéries présentes dans la flore fécale

avant le début de traitement (Roberfroid, 2007).
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1.4. Mode d’action

Les effets prébiotiques ont été principalement diriges vers le c6lon, mais de

nombreuses études démontrent que les prébiotiques exercent leur effet au-dela du
tractus gastro-intestinal.
En plus de la stimulation sélective des microorganismes bénéfiques dans le
microbiote intestinal, ils peuvent directement stimuler I’immunité, se protéger contre
les agents pathogenes, faciliter le métabolisme et la meilleure absorption des
minéraux (Delphine et al., 2009 ).

- Stimulation sélective des bactéries bénéfiques

Les prébiotiques permettent une augmentation du nombre de bactéries intestinales
bénéfiques indigénes telles que les bifidobactéries et les lactobacilles et diminuent la

présence des bactéries potentiellement pathogenes (Delphine et al., 2009 ).

- Les modifications de SCFA (Short chain fatty acids) affectent I’'immun-

modulation et le métabolisme de ’hote

Une fois fermentés par les bactéries intestinales, les prébiotiques ont la capacité de
baisser le pH dans la lumiere intestinale et de rendre le milieu plus difficilement
vivable pour les pathogénes tout en stimulant la production des mucines grace a la
production de SCFA (Delphine et al., 2009).

Les prébiotique stimulent certaines voies métaboliques en particulier celles qui
ménent & la synthése de SCFA. lls facilitent le métabolisme des graisses et
augmentent I'absorption des ions (notamment le fer, le calcium et le magnésium). Ils
permettent aussi de stimuler I'immunité de I'h6te par la production de cytokines et
d'IgA (Delphine et al., 2009).

- Prébiotiques anti-adhésifs

Les prébiotiques empéchent sélectivement 1’adhésion de certaines especes
bactériennes en limitant les sites de liaison aux cellules épithéliales. Ils peuvent agir
comme une proie pour les récepteurs cellulaires de I’intestin qui se lient a I’agent

pathogene (Delphine et al., 2009).
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1.5.  Effets des prébiotiques

1.5.1. Effets positifs

La consommation réguliére des prébiotiques entraine une modulation de
I’équilibre entre les populations bactériennes dominantes du microbiote colique, ce qui

influx favorablement le fonctionnement de 1’intestin.

Ils peuvent ainsi avoir des effets bénéfiques sur la prévention et le traitement des

désordres gastro-intestinaux par :

* Réduction de la prévalence et de la durée des diarrhées infectieuses associées a
I’utilisation des antibiotiques.

* réduction de I’inflammation et les symptomes associés aux maladies
inflammatoires de 1’intestin.

» exercer des effets protecteurs pour prévenir le cancer du célon,

» améliorer la biodisponibilité et 1’absorption des minéraux y compris le calcium,
le magnésium et le fer.

 abaisser certains facteurs de risque cardiovasculaires,

* prévenir ’obésité.

 diminution le taux de lipides sanguins.

« immunomodulation du systeme immunitaire intestinal.

« controle glycémique et hormones intestinal.

+ diminution des bactéries pathogenes.

» diminution significative de la diarrhée, vomissement et la fievre (Gibson et al.,
2010; Slavin, 2013).

1.5.2. Effets indésirables

Les prébiotiques peuvent cependant provoquer des effets indésirables liés a la
dose qui n’est pas €ét€ métabolisée. Ils exercent un effet osmotique dans la lumiére
intestinale, négativement corrélé a leur poids moléculaire, ce qui augmente le débit
d’eau dans Dintestin et pouvant ainsi induire les borborygmes, des douleurs
abdominales et éventuellement de la diarrhée et prendre leur origine dans I’intestin

gréle ou du c6lon (Rambaud, 2004).
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Ainsi, la fermentation des prébiotiques peut induire des émissions excessives des gaz
rectaux, mais qui va par contre supprimer la diarrhée puisque cela va permettre de

diminuer I’effet osmotique (Rambaud, 2004)

La dose ingérée ainsi que le mode de consommation influencent la fréquence de ces
symptomes. De plus, la susceptibilité a ressentir des effets indésirables est tres
variable d’un sujet a I’autre. Cela pourrait s’expliquer par une sensibilité viscérale
propre a chacun et par des différences de profil bactérien du microbiote intestinal.
Néanmoins, la sévérité des symptdmes rapportés est généralement modérée et

n’entraine aucun risque pour la santé (Rambaud, 2004).
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Chapitre 11 : Les probiotiques

2.1.  Historique

Il y a pres d’un siecle, Elie Metchnikoff, scientifique, prix Nobel de 1908 et
professeur a I’Institut Pasteur a Paris, était le premier a étre convaincu de 1’intérét
pour la santé des bactéries lactiques. Il a ainsi élaboré un réegime alimentaire a base de
lait fermenté par une bactérie : « Bacille bulgare ». Aprés ses recherches, le
scientifique a affirmé que les bactéries synthétisant de 1’acide lactique offraient des
bénéfices pour la santé conduisant a une plus grande longévité (Anandharaj et al.,
2014)

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

2.2. Définition

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

bénéfiques pour la santé de I'h6te » (Fijan, 2014).
2.3. Les microorganismes a potentiel probiotique

Les espéces probiotiques sont des principales composantes de la flore intestinale. En
alimentation humaine, les genres microbiens les plus utilisés comme probiotiques
sont : Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Lactococcus et Leuconostoc. Par
contre, en alimentation animale de nombreux genres bactériens et fongiques sont
utilises, comme  Lactobacillus,  Bifidobacterium,  Bacillus, Streptococcus,
Pediococcus, Enterococcus, Propionibacterium, Saccharomyces, Aspergillus et
Torulopsis.

Les principales especes incorporées dans les produits probiotiques sont représentées
dans le tableau (01).



Synthése bibliographique

Tableau 1: Microorganismes probiotiques les plus importants a usage humain (Huys
et al, 2013).

Les bactéries lactiques Les bactériesnon  Les levures
lactiques
Les lactobacilles Les Les cocci Saccharomyces
bifidobacteries
L. acidophilus Bf. adolescentis Enterococcus faecium Bacillus cereus S. boulardii
L.brevis Bf. animalis E. faecalis Bacillus subtilis S. cerevesiae
subsp. lactis
L.casei Streptococcus lactis Bc. coagulans

L.crispatus

L.delbrueckii
subsp. bulgaricus

L. fermentum

L. gasseri

L .helveticus
L. johnsonii
L. lactis

L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus
L. salivarius

L. gallinarum

Bf. bifidum
Bf. breve

Bf. longum subsp.
infantis.

Bf. longum subsp.

longum

Str. thermophilus
Lactococcus lactis

Lactococcus lactis
subsp. lactis

Leuconostoc citreum

Ln.mesenteroides subsp.
cremoris

Oenococcus oenie
Pediococcus
Pediococcus acidilactici

Pd. pentosaceus

Be.  clausii

Bc. pumilus
Propionibacterium
Pr. acidipropionici

Pr. Freudenreichii
subsp. shermanii

Pr. Jenseniid

Escherichia coli Nissle
1917

2.4. Criteres de sélection des souches probiotiques

Pour rtre sélectionnées en tant que probiotiques chez 1I’homme, les souches

microbiennes doivent posséder certaines propriétés fonctionnelles, sécuritaires et

technologiques.

Les différents criteres de sélection sont résumés dans le tableau (2).



Synthese bibliographique

Tableau 2: Critéres de sélection d'organismes probiotiques (Markowiak et Slizewska,

2017).

Criteres de sécurité Criteres fonctionnels Criteres technologiques

-ldentification de la souche {Survie au cours du transit | -Résistance aux

-Innocuité digestif bactériophages

-Origine -Adhésion aux cellules -Stabilité au cours des
intestinales et/ou au mucus | procédés de production et
-Colonisation dans le produit fini.
-Aptitude a produire des | -Facilité de culture
effets bénéfiques sur la [ -Absence de propriétés
santé organoleptiques

indésirable
2.5.  Effets des probiotiques
Plusieurs effets bénéfiques, sur la microflore intestinale, le systéme

immunitaire et la santé de 1’étre-vivant en géneral, ont été associés a la consommation

des probiotiques.

1- Prévention et/ou réduction de la durée et des plaintes de diarrhée induite par le

rotavirus ou associée a un antibiotique, ainsi que soulagement des plaintes

dues a une intolérance au lactose.

2- Réduction de la concentration des enzymes favorisant le cancer et/ou des

métabolites putréfiant dans 1’intestin.

3- Prévention et soulagement des plaintes non spécifiques et irrégulieres du

tractus gastro-intestinal chez des personnes en bonne santé.

4- Effets bénéfiques sur les aberrances microbiennes, I’inflammation et autres

troubles liés aux maladies inflammatoires du tube digestif, a I’infection

d’Helicobacter pylori ou a la prolifération bactérienne.

5- Normalisation de la consistance des selles et des selles qui passent chez les

sujets souffrant de constipation ou de c6lon irritable.

6- Prévention ou atténuation des allergies et des maladies atopiques chez les

nourrissons.
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7- Prévention des infections des voies respiratoires (rhume, grippe) et d’autres

maladies infectieuses, ainsi que traitement des infections urogénitales.

Il existe des preuves insuffisantes ou tout au plus préliminaires en ce qui concerne la
prévention du cancer, un effet dit hypocholestérolémiant, 1’amélioration de la
flore buccale et la prévention de la carie ou la prévention ou le traitement des
cardiopathies ischémiques ou 1’amélioration des maladies auto-immunes (telles

que I’arthrite) (De Vrese et Schrezenmier, 2008).
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Chapitre 111 : Leuconostoc

Les bactéries lactiques constituent le groupe le plus utilisé dans les produits
probiotiques a consommation humaine. Par ailleurs, I’emploi du genre Leuconostoc

comme probiotique reste tres limité.
3.1. Définition

Le genre Leuconostoc a été défini par Van Thieghem en 1878; ce terme vient du mot «
Nostoc » qui est une algue bleue mucilagineuse et de « Leuco » qui veut dire blanc
(Devoyod et Poullain, 1988).

Les leuconostocs se présentent sous forme de cellules sphériques immobiles, non
pigmentées souvent lenticulaires apres culture sur gélose, regroupées par deux ou en
chaines. En milieu saccharosé, les chaines de cocci sont entourées d'une gaine bien
distincte a lI'examen microscopique: gaine qui rappelle a celle des Nostocs (Devoyod
et Poullain, 1988).Plusieurs milieux de culture sont utilisés pour 1’enrichissement et
I’isolement des leuconostocs tels que: MRS, Rogosa SL, milieu jus de tomate,
glucose-extrait de levure, gélose a I’acétate,Gélose de MAYEUX ,SANDINE et
HELLIKER-Grosseron, etc. Le choix de tel milieu dépend de I’habitat a partir duquel

leurs espéces sont isolées (De Vos et al., 2009).

Les leuconostocs sont des cocci a Gram-positif, catalase-négatif, hétéro-fermentaires,
aéro-anaérobies facultatives, asporulées, sphériques, mésophiles, elles ne sont pas des
bactéries acidophiles, le pH optimum de croissance est compris entre (6 et 7),

certaines peuvent croitre a pH de 4.5.

La température optimale de croissance se situe entre 20°C et 30°C mais certaines sont
capables de croitre a 5°C., ils ne sont pas hémolytiques ni pathogénes (Ogier et al.,
2008 ; De Vos et al. ,2009).

Elles produisent I'acide lactique comme 1’un des principaux produits finaux de la
fermentation du sucre, et dans beaucoup de cas, elles produisent du dextrane a partir
du sucrose (De Vos et al. ,2009).

La sélection de Leuconostoc est facilitée par I'utilisation de la vancomycine dans le
milieu de croissance, puisque toutes les especes de Leuconostoc sont intrinsequement

résistantes a la vancomycine (Ogier et al., 2008)
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3.2. Habitat

Les leuconostocs sont naturellement présents sur les végétaux, en particulier la
betterave a sucre. On les retrouve dans de nombreux laits fermentés et fromages

fabriqueés a partir du lait cru de vache, brebis ou chevre (Devoyod et Poullain, 1988).

Les especes couramment trouvées dans le lait et les fromages fabriqués au lait cru
sont les especes : Ln. mesenteroides, avec les sous-especes dextranicum et

mesenteroides, puis Ln. citreum (Cibik et al., 2000).

Leuconostoc n'est généralement pas considéré comme faisant partie de la flore
humaine bien que des souches ont été isolées a partir de déchets humains, des
échantillons vaginaux et des échantillons de lait maternel (Hemme et Foucaud -
Scheunmann, 2004).

3.3. Classification

Le genre Leuconostoc appartient au phylum des Firmicutes, la classe des
Bacilli, I’ordre des Lactobacillales, la famille des Leuconostocaceae (Hemme et
Foucaud-Scheunemann, 2004; De Vos et al. ,2009).

Il comprend, 11 espéces ; Ln. mesenteroides étant 1’espéce type, incluant trois sous
espéces pour cette derniere (mesenteroides, dextranicum et cremoris) (Hemme et
Foucaud-Scheunemann, 2004 ; De Vos et al. ,2009).

On a utilisé les caractéres phénotypiques et génotypiques pendant longtemps pour
isoler et caractériser les leuconostocs et parfois pour faire la distinction entre des

eSPEeces Ou Sous-especes.
3.4. Métabolisme des leuconostocs

Les leuconostocs sont les seuls bactéries en forme de coccies a avoir un métabolisme
héterofermentaire : dans des conditions micro-aérophiles, le glucose est converti en
des quantités équimolaires de D (-) lactate, d'éthanol et de COz2 par l'intermediaire
d'une combinaison d’hexose-monophosphate (6-P-gluconate) et par la voie des
pentoses phosphates. Toutefois, en présence d'oxygene, des souches de Leuconostoc
utilisent NADH-oxydases et NADH-peroxydases comme mécanismes alternatifs pour

régénérer le NAD. L’acétate, au lieu de 1'éthanol, et le double de la quantité d'ATP
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sont produits. Le fructose est fermenté par toutes les espéces de Leuconostoc sauf
Leuconostoc subsp. cremoris et certaines souches de Leuconostoc argentinum
(Timothy et Kieran, 1994 ; Hemme et Foucaud- Scheunemann, 2004 ; De Vos et al.,
2009).

3.5. Roles

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét biotechnologique. Elles sont
largement utilisées dans des procédés d’¢laboration des produits alimentaires. En
industrie laitiéres, les bactéries du genre Leuconostoc jouent un réle important grace a
leurs propriétés métaboliques, principalement la production de CO2 et la synthese des

composés aromatiques tel que le diacétyle (Bourel et al., 2001)
3.5.1. Role dans la technologie laitiere
- Amélioration de la structure du fromage par la production de CO2

La production du CO2 par I’espéces de Leuconostoc mesenteroides provient de
I’hétéro-fermentation du lactose et de 1’utilisation de citrate. Dans la technologie des
fromages a pétes persillés notamment le Roquefort, le CO2 produit est a I’origine de
formation des cavités dans le caillé qui seront ensuite colonisées par le Penicillium

requoforti (Bourel et al., 2001).
- Utilisation des Leuconostocs comme des levains d’aréome

Le diacétyle dont le citrate est le précurseur constitue le principal composé
aromatique recherché dans les produits laitiers. Cependant d’autres composés issus de
I’hétéro-fermentation de deux espéces Ln. mesenteroides et Ln. lactis tels que
I’acétate et éthanol contribuent a la texture et a la flaveur de ces produits laitiers
(Bourel et al., 2001).

- Usage de Leuconostoc comme exhausteur de goUt

Une petite quantité¢ d’acétaldéhyde est reconnue comme participant a 1’obtention d’un
bon arbme; par contre un excés ou une surproduction de ce composé qui peut étre
produit par les ferments dans le beurre et les laits fermentés, par rapport au diacétyle
provoque un défaut dit de vert ou d’acre. Ce défaut peut étre enrayé par I’emploi de
souches principalement par leuconostoc mesenteroides subsp cremoris qui
métabolisent 1’acétaldéhyde (Vedamuthu, 1994; Hemme et Foucaud -Scheunmann,
2004).
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3.5.2. Role des leuconostocs dans les aliments

Un aliment fonctionnel est un aliment qui comprend un composant bénéfique
pour la santé ou aide a prévenir et lutter contre les maladies. Cela inclut I’ajout de

probiotique et la production des métabolites antimicrobiens.
- Utilisation de Leuconostoc comme probiotique

Comme certains microorganismes qui sont actuellement proposé aux consommateurs,
les leuconostocs ne colonisent pas 1’intestin, donc leur effet sur I’hote devait étre
faible sauf en cas d’ingestion a des concentrations cellulaires élevées. Des études
montres que les leuconostocs peuvent étre utilisés pour la lutte contre les diarrhées au
cours de la consommation des aliments qui les contiennent (Hemme et Foucaud -
Scheunmann, 2004).

- Hydrolyse de a-galactosides

Les a-galactosides comme la stachyose et le raffinose ne sont pas métabolisés par
I’homme ou par ’animal a cause de 1’absence de I’enzyme responsable «a-
galactosidase» dans la muqueuse intestinal, entrainant par conséquent une flatulence.
Afin d’éviter ces inconvénients et stimuler la consommation des produits
alimentaires hautement nutritifs, plusieurs tentatives faites pour éliminer les
a-galactosides en utilisant quelques méthodes comme [’addition de 1’enzyme

a-galactosidase.

Il a été proposé utiliser Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides qui
posséde I’enzyme a-galactosidase comme approche biotechnologique pour éliminer

a-galactosides (Prévost et al., 1993 ; Hemme et Foucaud - Scheunmann, 2004)
-Production des vitamines

La souche de Leuconostoc mesenteroides productrice des quantités importantes des
ménaquinones (vitamine K2) est été utilisé comme des starters dans les produits
alimentaires notamment les produits laitiers ou comme des suppléments
diététiques afin de prévenir et de lutter contre les maladies de cancer en vitamine K
(Morishita et al.,1999). Actuellement, la production de folate (vitamine B9) a été
rapporté dans Ln. lactis , W. paramesenteriodes (Sybesma et al., 2003; Hemme et
Foucaud -Scheunmann, 2004).
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3.6. Leuconostoc comme agent d’altération

Les leuconstocs ont été associés a des défauts de présentation, gonflement, de

certaines variétés de fromages (Devoyod et poullain ,1988).

Leuconostoc mesenteroides et L.citrovorum qui  peuvent produire des amines
biogenes qui peuvent provoquer des intoxications alimentaires comme cela a été
rapporté dans les vins (Moreno et al, 2003).Elles provoquent des altérations dans les

boissons sucrées et les sirops (Ogier et al., 2008).
3.7. L’activité antimicrobienne de Leuconostoc

Pour accroitre la sécurité et la durée de vie d’un produit, les bactéries lactiques

sécretent des métabolites a fin d’inhiber les microorganismes indésirables.

La capacité de Leuconostoc spp. a promouvoir la sécurité et la qualité des aliments est
liée aux acides organiques excrétés et a la baisse du pH et beaucoup d'autres
composés antimicrobiens tels que le COz, le diacétyle et le peroxyde d'’hydrogene
(H202), et les bactériocines qui sont actuellement utilisees dans les produits
alimentaires fermentés, tels que les produits laitiers, les poissons, les légumes, ou les
viandes (Jeppesen et Hans,1993 ; De Vos et a/.,2009)
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Matériel et Méthodes

1- Matériel
1.1.  Appareillage

- Centrifugeuse - Balance de précision
- Etuve - Microscope optique
- Vortex - Plague chauffante

- pH métre

- Loupe binoculaire
1.2.  Produits chimiques
Colorants :

- Colorants de la réaction de Gram: (fuchsine, violet de gentiane, lugol).
Milieux de culture :
MRS (bouillon et gélose), BHI (gélose, molle, bouillon)
Autres : Alcool, Peptones, Extrait de viande, Acétate de sodium, Extrait de levure,
Citrate d’ammonium, Tween 80, Sulfate de magnésium heptahydraté, Sulfate de
manganése tetrahydraté, Agar, FOS.
1.3.  Matériel biologique
Neuf souches de bactéries lactiques ont été obtenues a partir du laboratoire de
Microbiologie appliquée, université Ferhat Abbas -Sétif- Algerie. Ces souches
appartiennent a M™ BOUGUERRA qui les a isolées du lait camelin et
identifiées comme Leuconostoc sp.
Les codes suivants ont été attribués aux souches lactiques : MR3, MR4, MS4, MR5,
MR6, MR7, MR8, MS11et MS12.
Les souches de références (pathogenes) utilisées sont: Escherichia coli ATCC25922,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. Ces
bactéries font partie de collection ATCC importées par ’institut Pasteur d’Algerie
(IPA).
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2. Méthodes

1. Revivification des souches

Les souches lactiques ont été obtenues a partir du laboratoire de
Microbiologie appliquée -Université de Sétif 1- dans des tubes eppendorfs contenant
chacun une culture bactérienne conservée dans le bouillon MRS additionné de 30% de
glycérol et maintenue a -20°C. Un volume de 100ul de chaque tube a été transféré
dans le bouillon MRS puis incubé a 30°C. Aprés 24 a 48h, les souches lactiques se
développent ce qui indique leur réactivation.
NB. Il est a noter qu’avant chaque manipulation, la réalisation d’un deuxieme

repiquage est nécessaire.

2. Vérification de la pureté des souches

La pureté des souches bactérienne a été vérifiée par examens macroscopique et
microscopique. Tout d’abord, chaque culture bactérienne a été ensemencée par stries
sur le milieu MRS solide et incubée a 30°C pendant 24h.a 1’aide d’une loupe
binoculaire, une observation de 1’aspect des colonies a été faite. L’homogénéité des
colonies a été confirmée apres description de la forme, le type de Gram ainsi que

I’arrangement cellulaire de chaque souche par la coloration de Gram.

3. Conservation des souches
La conservation a court terme de toutes les souches a été réalisée dans des tubes

contenant la gélose MRS inclinée et maintenues a 4°C.

4. Recherche in vitro de I’activité antibactérienne des souches lactiques en

absence du prébiotique (FOS)

L’activité antibactérienne de Leuconostoc contre les trois souches pathogenes a été
mise en évidence par un test d’antagonisme direct qui est le test des spots sur agar. Il est
basé sur le principe que des substances inhibitrices peuvent diffuser dans un milieu
de culture solide et interférer avec la croissance d’une souche cible
préalablement inoculée dans le milieu; 1’action de ces substances se manifeste alors
par I’apparition des zones d’inhibition.

- Les souches lactiques sont repiquées dans 5 ml de bouillon MRS et incubées a

30°C pendant 16-18h.

18



Matériel et Méthodes

- Des volumes d’environ 2ul de chaque culture jeune ont été déposés sur des
boites contenant la gélose MRS et incubés & 30°C pendant 24h.

- Environ 10°UFC/mI de chaque souche pathogéne cultivée sur bouillon BHI
(37°C-16h) ont été transféres vers des tubes contenant 10 ml de la gélose BHI
molle et fondue.

- Apres une légere agitation, le contenu de chaque tube a été versé dans des
boites contenant les spots des bactéries lactiques.

- Apreés solidification de la surcouche, les boites sont incubées a 37°C pendant
24h

- L’inhibition de la souche pathogéne (indicatrice) se traduit par la formation
des zones claires autour du spot.

- Le diamétre d’inhibition (mm)= le diamétre a partir du centre- diametre du
spot (Hernandez et al., 2005; Fazeli et al., 2007; Maragkoudakis et al., 2006).

5. Recherche in vitro de I’activité antibactérienne des souches lactiques en

présence du prébiotique (FOS)

La mise en évidence de ’effet des FOS sur I’activité antibactérienne des souches
lactiques a été faite en suivant les mémes étapes du test précédent (test du spot sur
agar) seulement les souches ont été cultivées sur un bouillon MRS modifié contenant
2% de FOS au lieu de glucose et incubées pendant 16 a 18h a 30°C (Brink et al.,
2006).

Traitement statistique des résultats

Les résultats obtenus des tests réalisés sont exprimés en moyennes + sd de deux
répétitions et traités par I’analyse de variance (Anova) suivi par le test de Tukey. La
comparaison entre les activités antibactériennes en présence ou en absence de FOS a
été faite par le test de Student par le logiciel SPSS statistics 25. Le seuil de

signification de 0.05 est retenu.
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3. Résultats et discussion

1. Examination de la pureté des souches lactiques
Aprés ensemencement des cultures bactériennes sur la surface seche de la gélose MRS et
incubation a 30°C pendant 24h, toutes les colonies apparaissent homogenes, de
moyennes a grandes tailles, arrondies et blanchatres ; Ce qui indique leur pureté (fig.4).
La confirmation de la pureté des souches lactiques a été faite aprés coloration de Gram.
Toutes les souches sont des cocci a G+, leurs cellules sont arrangées par paire ou en
chainette (fig.5).

Figure 5: Aspect microscopique des Leuconostoc agrandissement (Gx100)
apres coloration de Gram.
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2. Détermination de P’activité antibactérienne des souches de Leuconostoc absence
de FOS

Pour déterminer ’activité antagoniste des bactéries lactiques, plusieurs méthodes peuvent
étre utilisées. Dans cette étude, le test des spots sur agar a été employé car il est simple et
donne I’effet antibactérien total des LAB sans exclure 1’influence d’un facteur (Polak-
Berecka et al., 2009).

Toutes les souches de Leuconostoc ont été testées pour leurs effets antibactériens contre
les souches suivantes: Escherichia coli ATCC25922, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosaATCC27853.

Apres application du test, tous les spots bactériens ont été entourés par une zone claire, ce
qui indique la présence d’une activité inhibitrice exercée par toutes les souches de
Leuconostoc Vvis-a-vis de toutes les souches indicatrices. La figure 6 montre ’activité
antagoniste de certaines souches de Leuconostoc cultivées sur MRS vis-a-vis les bactéries

indicatrices.

La figure 7 résume les moyennes des diamétres d’inhibition obtenus par les souches de

Leuconostoc contre les trois souches pathogeénes.

\

——

A : Staphylococcus aureus B : Escherichia coli C: Pseudomonas aeruginosa

Figure 6: Activité antagoniste de certaines souches de Leuconostoc en absence de FOS
vis-a-vis des bactéries pathogeénes.
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Figure 7: Moyennes des diamétres d'inhibition obtenus par des souches de Leuconostoc
contre les trois bactéries pathogénes en absence de FOS.

Les barres d'erreur représentent les écarts-types des valeurs moyennes des résultats de deux répétitions

aaacbe - [ es moyennes avec des lettres différentes sont significativement différentes (p<0.05) (Anova).

D’apres les résultats montrés dans la figure 7, il s’avére que toutes les souches ont le
mrme niveau d’inhibition d’E. coli. Les diamétres d’inhibition varient entre 20 £1mm par
MR3 et 24.33+0.57mm par MS12. Ces résultats sont en accord avec ceux motionnés par
Bellil (2013) qui a testé des souches de Leuconostoc mesenteroides isolées du lait camélin
contre Escherichia coli ATCC 8739 et il a trouve que les diametres varient entre (11 et
28mm). Par ailleurs, Chentouf et Benmechernene (2016), ont trouvé des valeurs faibles de
3.3+£0.09 et 5.8+0.05mm en appliquant le méme test. Les résultats obtenus sont meilleurs
que ceux rapportés par Bouguerra (2012) (13£2 et 16.5£0.5mm).

Il existe une différence trés hautement significative (p=0.0002) entre les valeurs obtenues
par les souches lactiques testées contre S. aureus et la souche MS11 avait le diamétre le
plus élevé de 13.33+2.51mm. Par ailleurs la souche MS4 n’a pas un grand effet inhibiteur
avec un diameétre de 4.5+3.5mm. Ces valeurs sont comparables a celles mentionnées par
Bouguerra (2012) (7£00 -13.16+0.76mm). Par ailleurs, Bellil (2013) a trouvé des valeurs
plus élevées de (17 a 28mm).
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L’effet inhibiteur vis-a-vis P. aeruginosa, différe trés significativement (p=0.001) d’une
souche a un autre avec un diamétre minimum de 13.5£1.5mm obtenu par MS12 et un

autre maximum de 20.5+£1.5mm obtenu par MR5.

Le tableau ci-dessous montre les moyennes des diamétres d’inhibition des bactéries

pathogenes par les souches testées.

Tableau 3: Inhibition des bactéries pathogénes par les souches lactiques en absence de
FOS.

Souche pathogeénes Moyenne des diamétres d’inhibition +sd
E. coli 22.07+1.84°
P. aeruginosa 17.05+2.80 "
S. aureus 10.14+2.99 %

a, b, c Les moyennes avec des lettres differentes dans le méme rang sont significativement différentes
(p<0.05) (Anova).

D’aprés le tableau, il apparait que 1’effet inhibiteur des souches lactiques différe tres
significativement contre les trois souches pathogenes. Une meilleure inhibition a été
obtenue contre E. coli suivi par P. aeruginosa. Tandis que 1’effet a été moindre sur S.
aureus. Fguiri et al. (2017) ont trouvé que tous les isolats lactiques du lait camelin testés

ont montré une activité antibactérienne plus élevée contre Escherichia coli ATCC 38218.

Comme les autres bactéries lactiques, I’activité antibactérienne de Leuconostoc a
I’encontre des bactéries pathogenes peut étre associée a 1’effet combiné de différents
facteurs biologiques provenant de leurs activités métaboliques citant par ex : (production

des acides organiques, H202, bactériocines, diacétyl...etc. (Bouguerra, 2012).

On peut noter aussi que nos souches étaient plus actives contre les bactéries a Gram
négatif. Ceci concorde avec les résultats de Yateem et a/. (2008), Bouguerra (2012) et
Jrad et al. (2013). Il a été rapporté que les leuconostocs sont capables d’inhiber les
bactéries pathogénes aérobies par la production de CO2 qui crée un environnement
anaérobie. L’accumulation de dioxyde de carbone dans la bicouche lipidique peut
perturber sa perméabilité et inhiber les enzymes de décarboxylation et les bactéries a
Gram négatif sont les plus sensibles au CO2 que les bactéries a Gram positif (Salminen et
al., 2004 ; Bouguerra, 2012).
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3. Détermination de D’activité antibactérienne des souches de Leuconostoc en

présence de FOS

Apres culture de 16 a 18h de toutes les souches sur un bouillon MRS-glucose
supplémenté de 2% de FOS et application des mémes étapes du test précédent, tous les
spots bactériens ont été entourés par une zone claire, ce qui indique que toutes les souches
de Leuconostoc cultivées sous ces conditions sont actives. La figure ci-dessous montre les

zones d’inhibition obtenues par centaines souches et la figure 9 résume les moyennes des

diameétres d’inhibition de toutes les souches testées.

A : Pseudomonas aeruginosa B : Staphylococcus aureus C : Escherichia coli

Figure 8: Activité antagoniste de certaines souches de Leuconostoc en présence du FOS
contre les bactéries pathogénes.
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Figure 9: Moyennes des diamétres d'inhibition obtenus par des souches de Leuconostoc

contre les trois bactéries pathogenes en présence du FOS.

Les barres d'erreur représentent les écarts-types des valeurs moyennes des résultats de deux répétitions

aabacbbe.de - ag moyennes avec des lettres différentes sont significativement différentes (p<0.05) (Anova).

La différence entre les diameétres d’inhibition de E. coli est trés significative (p=0.004)

variant de 15mm et 21.33mm obtenus par MR4 et MR8 respectivement.

Les souches inhibent difféeremment S. aureus (p<0.0001). MR3, MR4 et MS4 ont des
diametres faibles (6 £2mm), (6£1mm) et (7+1mm) par rapport aux autres souches qui ont
des valeurs moyennes de 10.33+2.51mm par MR5 et 12 +1mm par MR7 et MR8.

Il'y a une différence trés hautement significative (p<0.0001) entre les valeurs d’inhibition
de P. aeruginosa qui varient de (8+1 et 22 mm) obtenues par les souches MR6 et MR5

respectivement.

Tableau 4: Inhibition des bactéries pathogenes par les souches lactiques en présence du

gguihe pathogenes Moyenne des diamétres d’inhibition +sd
E. coli 18.25+2.48°
P. aeruginosa 14.33+4.59"
S. aureus 9.70+2.71°

a, b, c Les moyennes avec des lettres différentes dans le méme rang sont significativement différentes
(p<0.05) (Anova).
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Résultats et discussion

En comparant les résultats du tableau 4 avec ceux du tableau 3, on constate que les
niveaux d’inhibition obtenus lorsque les souches sont cultivées en présence du prébiotique
ne sont pas changés c-a-d, la souche la plus sensible était E.coli suivie par P. aeruginosa

et enfin S. aureus.

4. Comparaison entre I’inhibition des bactéries pathogenes par les souches lactiques

cultivees en absence ou en présence de FOS

La comparaison entre les moyennes des diametres d’inhibition des trois souches
pathogenes en présence ou en absence du FOS a été faite par le test de student (les

résultats de I’analyse sont montrés dans 1’annexe).

En comparant les valeurs obtenues suite au changement des conditions de culture, il
apparait que le prébiotique utilisé (FOS) n’a aucun effet sur I’inhibition de S. aureus. Par
ailleurs, une diminution trés significative de I’inhibition d’E. coli et de P. aeruginosa a été

notée chez les cultures qui sont développées sur les bouillons contenant le FOS.

Dans la littérature, il existe peu d’études sur 1’effet des prébiotiques sur 1’activité
antibactérienne des probiotiques in vitro et aucune étude sur ceux isolés du lait de
chamelle. Meremée et al. (2010) ont mentionné 1’inhibition de la croissance de toutes les
souches de Campylobacter jejuni incubées en co- culture avec L. acidophilus additionné
de 1 % d'inuline ou 1 % d'oligofructose et les bifidobactéries combinés avecl %
d'oligofructose.

Brink et al. (2006) ont trouvé que la culture des souches Lactobacillus plantarum 423,
Lactobacillus casei LHS, Lactobacillus salivarius 241, Lactobacillus curvatusDF 38 et
Pediococcus pentosaceus34 en présence de Raftilose®Synergy1, Raftilose®L95 et
Raftiline®GR n'a pas entrainé une augmentation de I'activité antimicrobienne contre des

souches a G+ et a G- par rapport a celle obtenue par les cultures bactérienne sur I’MRS.
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Conclusion

Conclusion

Le prébiotique est un composé chimiqgue notamment apparenté aux fibres
alimentaires. Il peut s'agir d'oligosaccharides par exemple, des petites molécules sucrées, qui vont
durant leur transit intestinal servir de source d'énergie pour les bactéries et donc stimuler I'activité
et certaines populations bactériennes de nos intestins.

Pour cela, cette étude a été réalisé afin de déterminer 1’effet in vitro des fructo-
oligosaccharides qui est un prébiotique sur [’activité antibactérienne des souches
probiotiques appartenant au genre Leuconostoc par le test des spots sur agar.
Les résultats obtenus, indiquent que les FOS entrainent une diminution significative de
I’activité antibactérienne des souches lactiques contre des bactéries pathogénes et
d’altération a Gram négative qui sont : Escherichia. coli et Pseudomonas. aeruginosa sans

affecter celle de Staphylococcus aureus.

La présente étude n’est qu’une contribution primordiale, trés partielle, sur I’influence des
FOS sur I’antagonisme des probiotiques. Le sujet, relatif a I’influence des prébiotiques (y compris
les FOS), in vitro, sur 1’antagonisme des probiotiques est mal élucidé, voir controversé. Dans la
littérature, trés peu de données scientifiques sont disponibles.

En perspectives, il est souhaitable de compléter 1’étude par des investigations plus

approfondies, notamment par réalisation des tests suivants :

- Détermination des effets, in Vitro et in Vivo, d’une gamme plus large des prébiotiques sur
I’antagonisme des souches probiotiques

- Recherche de production des molécules bioactives et des bactériocines

- Optimisation des conditions de production des éventuels bactériocines

- Extraction, caractérisation de I’éventuelle molécule bioactives
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Annexe

Résultats du test de Student :

Test des échantillons appariés

Différences appariées

Intervalle de confiance de la
Moyenne différence 3 95 %
erreur
Moyenne  Ecarttype standard Inférieur Supérieur

t

ddl

Sig. (hilatéral)

Paire 1 S aureus f- S aureus -4444 3,6197 6966 -1,8764 9875

-,638
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Test des échantillons appariés

Différences appariées

Intervalle de confiance de la
Moyenne différence 3 95 %
erreur
Moyenne  Ecarttype standard Inférieur Supérieur

ddl

Sig. (bilatéral)

Paire1  Ecolif-E coli -3,8148 2,7913 5372 -4,9190 -2,7106 -7,101

26

,000

Test des échantillons appariés

Différences appariées

Intervalle de confiance de la
Moyenne différence 3 95 %
erreur
Moyenne  Ecarttype standard Inférieur Supérieur

t

ddl

Sig. (hilatéral)

Paire 1 Pseudof- Pseudo -2,7222 5,3391 1,0275 -4,8343 -,6101

-2,649
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Résumé

L’impact des fructo-oligosaccharides sur I’antagonisme des souches appartenant au genre Leuconostoc Vis-a-
vis des bactéries pathogenes : (Staphylococcus aureus ATCC: 25923, Escherichia coli ATCC: 25922, et
Pseudomonas aeruginosa ATCC : 27853) a été étudié¢ en appliquant le test des spots sur agar. L’activité
antibactérienne a été déterminée apres culture des bactéries sur un milieu contenant 2% de dextrose (bouillon
MRS) et sur un autre supplémenté de 2% de FOS. Dans les deux milieux, les souches étaient plus actives
contre E. coli suivi de P. aeruginosa. Tandis que I’effet inhibiteur a ét¢ moindre contre S. aureus.

L’inhibition d’E. coli et de P. aeruginosa a diminué trés significativement lorsque les bactéries sont
développées dans un milieu contenant le FOS avec des diameétres de 18.25+2.48mm et 14.33+4.59mm
respectivement. Par ailleurs, aucun changement de 1’effet inhibiteur est noté contre S. aureus soit en absence
ou en présence de FOS (10.14+2.99 mm et 9.70+2.70 mm respectivement).

On conclue qu’en suivant la méthode des spots sur agar, les fructo-oligosaccharides n’améliore pas les
propriétés inhibitrices des leuconostocs.

Les mots clés : Activité antibactérienne, FOS, Leuconostoc, Prébiotiques, Probiotiques.
Abstract

The impact of fructo-oligosaccharides on the antagonism of strains belonging to the genus Leuconostoc
against pathogenic bacteria: (Staphylococcus aureus ATCC: 25923, Escherichia coli ATCC: 25922, and
Pseudomonas aeruginosa ATCC: 27853) was studied by applying the spot test on agar. Antibacterial activity
was determined after bacterial culturing on a medium containing 2% dextrose (MRS broth) and on another
supplemented with 2% FOS. In both media, strains were more active against E. coli followed by P.
aeruginosa. While the inhibitory effect was less against S. aureus.

Inhibition of E. coli and P. aeruginosa has decreased very significantly where bacteria are developed in a
medium containing FOS with diameters of 18.25+2.48mm and 14.33+4.59mm respectively. However, no
change in the inhibitory effect is noted against S. aureus either in the absence or presence of FOS
(10.14£2.99 mm and 9.70£2.70 mm respectively).

It is concluded that by following the spot method on agar, fructo-oligosaccharides do not improve the
inhibitory properties of leuconostocs.

Keywords: Antibacterial activity, FOS, Leuconostoc, Prebiotics, Probiotics.
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