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Introduction

Les bifidobactéries ont été découvertes et isgiées la premiere fois en 1899 dans les
selles de nourrissons allaités (Tissier, 1990g<£dlont, tout au long de la vie, des habitants
naturels du tractus gastro-intestinal chez I'nom@es bactéries composent la presque
totalité (85% a 99%) de la flore intestinale d'mfia@t nourri au lait maternel.

Des leur découverte, ces germes suscitent l'ini@€meédecins et des nutritionnistes en
raison de leur absence de pathogénicité et dertputation de protection contre les
diarrhées (Gavingt al.,1990). Elles jouent un rdle majeur dans I'équilieréa stabilité de
la microflore intestinale, d'ou l'appellation deltate probiotique puisqu'elles peuvent

exercer des effets physiologiques et thérapeutiques

Effectivement, parmi ces effets probiotique, onenbameélioration du transit gastro-
intestinal, la diminution du risque de cancer dloodReddy, 1998), la stabilisation de la
flore intestinale, la diminution des allergies adimaires dues aux caséines laitiéres, la
stimulation du systéme immunitaire (Heyman et Héoye€006) et la diminution des
intolérances au lactose (Scheinbach, 1998).Cegiptép des bifidobactéries ont favorise
leur utilisation dans des produits alimentaires edp"aliments fonctionnels" Cette
catégorie d'aliments regroupe tous les alimentslamant des vertus et des effets positifs
sur la santé (Stantoet al., 1998). Ces produits sont de plus en plus populaiees les
pays développés et connaissent un développemerqaable (Sanders, 1998 ; Young,
1998).

Toutefois, I'effet probiotiques des bifidobactéridgpend de leur taux de survie non
seulement dans les aliments mais également darectes gastro-intestinal (Shah, 2000 ;
Marteau eShanahan2003 ; Gagnoret al.,2004). Pour cette raison, il devient nécessaire
d’identifier et d’évaluer la population de bifidaltéries dans les produits fermentés afin de
s’'assurer d'un apport en probiotiques suffisant rpobtenir les effets bénéfiques

escomptes.

Le dromadaire occupe une place de choix dans lesszarides et semi arides, en raison
de son excellente adaptation aux mauvaises conslitie vie, tels que le manque d'eau et

de paturage ; mais malgré tout cela, il est api®duire un lait de bonne qualité.

Le lait camélin a un important role dans la nudrithumaine dans les régions chaudes et

les pays arides et semi-arides de la planete. i€Cedatient tout les nutriments essentiels



trouvés dans le lait de vache (protéines, glucaddipides) (EI-Agamyet al 1998 ; Karue,
1998) et étant le plus souvent consommé a l'étabarfermenté (Abu-Taraboust al.,
1998).

Méme s’il présente une composition physico-chimicglativement similaire a celle du
lait bovin, ce lait se singularise néanmoins par temeur élevée en vitamine C et eyeB
par la présence d'un puissant systeme protectéardies taux relativement élevés en
Lysozyme, en Lactoperoxydase, en Lactoferrine etbactériocines produites par les
bactéries lactiques. Ceci prolonge naturellemerbsaervation de quelques jours sous des

températures relativement élevées.

Récemment, plusieurs études ont rapporté quetlddathamelle posséde des propriétés
thérapeutiques diverses tels que l'effet anti-cageae (Magjeed, 2005), anti-diabétique
(Agrawal et al., 2007) et anti-hypertension (Quaat al., 2008) et a été recommandeée
également d’étre consommeé par les enfants soufratiérgie aux protéines de lait bovin
(Al-Attas, 2008).

L’objectif principal de notre travail est d’étudiker viabilité des bifidobactéries qui sont
connus par leurs effets probiotiques dans le &itélin connu par ces vertus nutritionnelle

et thérapeutiques.

Pour répondre a cet objectif le plan et le chemamnie cette étude ont été établis

comme Ssuit :

- L’isolement et caractérisation phénotypiques déddbactéries.
- Etude de certains facteurs physiologique des saldeatifiées.
- Etude de I'aptitude des bifidobactéries a fermelatéait camelin.

- Etude de la viabilité des souches de bifidobactétas le lait camelin.

Cette étude ayant été réalisée en une étape, |@ineéast composé d'une seule partie
comportant les parties de revue de littératuregnetet methodes, résultats, discussion et
conclusion.A la fin du manuscrit, les références bibliograpi@g et I'annexe sont

présentés.
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Chapitre | : Les bifidobactéries, probiotiques et lait camelifRevue de littérature
Partie 1. Les bifidobactéries
1.1 Historique et taxonomie

Les bactéries appartenant au gaBifelobacterium ont été décrites pour la premiere
fois par Tessier (1900) qui a isolé a partir deeged’'un enfant allaité au sein, une bactérie

anaérobie de morphologie bifide qu'il appeBacillus bifidus communis.Au méme

moment, en ltalie, Moro découvrpit des bactériesbdables qu'il a identifiées comme des

Lactobacillus(Ballongue, 1993).

Depuis leur premiere description, les bifidobae®ront été assignées a divers genre
passant du genr8acillus, a celui de Bacteroides(Castellani et Chalmers, 1919),
Lactobacillus(Holland, 1920)Bifidobacterium(Orla-Jensen, 1924Bacterium(Lehmann
et Neumann, 1927)issieria (Pribram, 1929)Nocardia (Vuillemin, 1931),Actimocyces
(Nannizzi, 1934)Actinobacterium(Puntoni, 1937) e€orynebacteriunfOlsen, 1949).

En raison des similitudes entre les bifidobactérets les bactéries du genre
Lactobacillus ils ont été inclus dans ce genre comme classifaars la 7 édition du

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Bregdl.,1957).

Apres 1965, suite a l'apparition des nouvellesrteldgies génétiques, deux équipes de
recherche (Sebaldt al., 1965;Werneret al., 1966) ont démontré, grace au pourcentage
G+C, que les bifidobactéries étaient différentes ldetobacilles, des corynébactéries ainsi
que des propionibactéries. Ces équipes ont démqoade pourcentage de G+C était de
60,1% pour les bifidobactéries alors qu'il était@#€6% pour les propionibactéries, de

54,7% pour les corynébactéries et se situait &&ret 49% pour les lactobacilles.

Les études effectuées par Scardovi et Trovat@fic®) et De Vriest al., (1967) ont
mené a la découverte d'une nouvelle voie de feratiem des hexoses chez les
bifidobactéries, qui ne se trouve pas dans aucasespeces du gerractobacillus

L'enzyme principale de cette voie est une fructhsphosphate phosphocétolase qui
clive le fructose-6-phosphate en érythrose-4-phaigplet en acétyle phosphate. C'est

seulement apres cette découverte que le genrépsesdes lactobacilles.

En 1971, Scardowvet al.,ont entrepris a appliquer largement le procédébditigtion
ADN-ADN afin d'évaluer la validité des especes delbbactéries précédemment décrites
et de reconnaitre de nouveaux groupes de séquefsBiN homologique parmi les
souches qui ont été isolaient a partir de diversebes écologiques. Cette technique
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d’identification a aidé a résoudre une grande @ade la confusion précédemment
rencontrée en matiere de la différenciation endpees d8ifidobacteriumqui a été faite
principalement sur les tests phénotypiques de fetation des carbohydrates.

A partir de 1974, le genrBifdobacteriuma été reconnu par les éditeurs du Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology et a ce momentldagenreBifidobacterium était
composé de 11 especes. Le tableau 1 résume |ésedif noms proposés pour cette
bactérie depuis sa découverte.

Tableau 1 :La chronologie de la taxonomie de geBrgdobacterium(Ballongue, 2004).

Nom Auteur Année
Bacillus bifidus Tissier 1900
Bacteroides bifidus Castellani et Chalmers 1919

1923-1934
Lactobacillus bifidus Bergey's Manual, eds.1-4 1920
Bifidobacterium bifidum Holland 1924
Bacterium bifidum Orla-Jensen 1927
Tisseria bifida Lehmann and Neumann 1929
Nocardia bifida Pribram 1931
Actynomices bifidus Vuillemin 1934
Actinobacterium bifidum Nannizzi 1937
Lactobacillus acidophilugar. bifidus Puntoni 1938
Lactobacillus parabifidus Weiss et Rettger 1938
Bifidobacterium bifidum Weiss et Rettger 1938
Lactobacillus bifidus Prevot 1939-1957
Cohnistreptothrix bifidus Bergey's Manuel, eds. 5-7 1944
Corynebacterium bifidum Negrovi et Fischer 1949
Lactobacillus bifidus Olsen 1950
Lactobacillus bifidusrar. pennsylvanicus Norris et al 1953
Cing groupes de bifidobactéries Gyorgy 1957
la description d’especes humaine Dehnert 1963
nouvelle espéce animale Reuter 1969
nouvelle espéce animale Mitsuoka 1969
nouvelle espéce animale Scardovi 1972
la création de genrifidobacteriumconstitué Holdemann et Moore 1974

de 11 espéces

Bergey’'s Manual, ed. 8




Les caractérisations physiologiques et biochimigiedles les constituants de la paroi
cellulaire, la morphologie et le contenu (%) en rgoa-cytosine de leur ADN ont
démontré clairement que les bifidabactéries appaigat & un genre distinct (Mitsuoka,
1982).Dans la ®édition du Bergey's Manual of Systematic Bactedgl (Scardovi, 1986),
les bifidobactéries sont reconnues comme des memlde la famille des
Actinomycetaceae. Selon ce manuel, le gdifidobacteriumest composé de 29 espéeces
différentes, dont 14 seraient d'origine humaine,di®igine animale a sang chaud et 3

proviendraient d'abeille.

Stackebrandet al., (1997), par l'analyse de RNAr 16S, ont proposé naaevelle
structure hiérarchique rassemblant le geBifedobacteriumavec le genrésardnerella

dans une seule famille de Bifidobacteriaceae dardré de Bifidobacteriales.

Le genre Bifidobacterium appertient au Phylum Actinobacteria, Classe
“Actinobacteria,” Ordre Bifidobacteriales, Fanell des Bifidobacteriaceae, les autres
genres appartenant a cette famille soAeriscardovia, Gardnerella, Parascardovit
Scardovia Les espéces de ces genres dégradent les hexarsks \wie du fructose- 6-
phosphaté bifid shunt”; en s’écartant de celui du gerractobacilluset les autres genres

apparentés.

L'enzyme clé, considérée comme un caractére taxin@npour ce groupe des bactéries
est la fructose-6-phosphocétolase (EC 4.1.2.2)gEehl.,2009). Avant la reclassification
de certaines espéces Bdidobacteriumdans des nouveaux genres, cefteymes fut
considérée en tant que caractéere taxinomique fidentification du genre, néanmoins, a
présent il est considérée comme un identifiant naxique pour la famille des
Bifidobacteriaceae (Russdt al.,2011).

Selon Pokusaevat al., (2011) trente neufs (39) espéces ont été assignageare
Bifidobacterium(Tableau 02). En outre, il semble que beaucoupifidobactéries sont

encore a étre découvrir tel que suggérer par plisigtudes métagénomique.



Tableau z: Les especes actuellement reconnues de @afdebacterium

(Pokusaeveat al.,2011).

Especes

Origine

Référence

B. actinicoloniformis

B. adolescentis
B. angulatum
B. animalis

subsp. animalis

subsp. lactis

. asteroides

. bifidum

. bohemicus
.boum

. breve

. catenulatum
. choerinum

. coryneforme
. crudilactis

. cuniculi

. dentium

. gallicum

. gallinarum

. indicum

U W U W W 0 0 W W 0 0 ™ W W W

. longum
subspinfantis
subspsuis
subsplongum
B. magnum
B. merycicum
B. minimum

B. mongoliense

intestin de bourdon
intestin d’adulte

féces des humains, eaux d’égouts

feces de poulet, rats, lapins et vee
riviere

lait fermenté

intestin postérieur d’abeille de miel
intestin d’adulte, féces humain, vag
intestin de bourdon

rumen de bovin, féeces de cochonne
intestin des bébeés, féces, vagin
intestin d’enfant et d’adulte, vagin
féces de porc

intestin postérieur d’abeille de miel
lait crue et fromages au lait cru
feces de lapin

carie dentaire humain, vagin humai
intestin d’adulte

caecum de poulet

abeilles, riviére

intestin de bébé et adulte, vagin

intestin d'enfant et adulte, vagin

feces d'enfant et adulte, vagin
féces de lapin, eau d’égout
rumen

eaux d’égouts

produit laitier fermenté de jument

Killer (2010) ; Reuter (1963)
Reuter (1963)

Scardovi et Crociani (1974)
Mascoet al, (2004)
Scardovi et Trovatelli (1974)

Meile et al, (1997)
Scardovi et Trovatelli (1969)
Orla-Jensen (1924)

Killer (2010)

Scardoviet al,(1979)
Reuter (1963)

Scardovi et Crociani (1974)
Scardoviet al, (1979)
Biavatiet al (1982)
Delcenserieet al, (2007)
Scardoviet al, (1979)
Scardovi et Crociani (1974)
Lauer (1990)

Watabeet al, (1983)
Scardovi et Trovatelli (1969)
Mattarelliet al, (2008)

ex. Reuter (1963)

ex. Matteuzzet al, (1971)
ex. Reuter (1963)

Scardovi et Zani (1974)
Biavati et Mattarelli (1991)
Biavati et al, (1982)
Watanabeet al, (2009)



Tableau 2 : continue

B. pseudocatenulatur féces d’enfant Scardoviet al, (1979)

B. pseudolongum Yaeshimeet al, (1992)

subspglobosum feces de porc, poulet, veau et re Biavatiet al, (1982)
rumen

subsppseudolongum feces de porc, poulet, veau et re Mitsuoka (1969)

rumen
B. psychraerophylum caecum de porcine Simpsonret al, (2004)
B. pullorum feces de poulet Trovatelliet al, (1974)
B. ruminantium rumen Biavati et Mattarelli (1991)
B. saeculare feces de lapin Biavatiet al, (1991)
B. scardovii feces d’adulte Hoyleset al, (2002)
B. subtile eaux d’égout Biavati et al, (1982)
B. thermophilum feces de porc, poulet et veau, run Mitsuoka (1969)

bovin B. ruminalg
B. thermacidophilum digesteur anaérobique Donget al, (2000)
B. tsurumiense plague dentaire de hamster Okamotoet al, (2008)

1.2 Les bifidobactéries, micro-organismes du micrdbte intestinal
1.2.1 Description générale de I'écosystéme gastmaastinal

Le tractus gastro-intestinal est un écosysteme et ouvert aux microorganismes
exogénes. De par sa surface totale (muqueuse)éestir200-300 fmil représente la plus

grande surface du corps en contact avec I'envinmené (Holzapfekt al.,1998).

L’écosysteme gastro-intestinal est généré par ulienee stable entre I'épithélium
gastro-intestinal, le systéme immunitaire et un@drtante flore microbienne. Ces trois
composants sont continuellement liés entre euxveluént ensemble en assurant une
fonction et une activité normales de I'écosystérBe.l'un des trois composants de
I'écosystéme est défaillant, I'alliance est altéeé@ar conséquent diverses pathologies s’y

installent (Mc-Cracken et Lorenz, 2001).

La Figure 1montre les principaux compartiments constituantdetus gastro-intestinal

de 'homme.



Les interactions entre les microorganismes et €hpeuvent étre de trois types:
symbiose, commensalisme et pathogénicité (Hoop&oeton, 2001). L’hdte est protégé
contre la microflore intestinale pathogene pamblagsiéres chimiques et physiques formées
par I'épithélium gastrointestinal (Kagnoff et Ecknma 1997).

1.2.2 La composition du microbiote intestinal
L'écosystéme microbien de lintestin humain, padis&rsification et sa complexite,

assure différentes fonctions pour I'héte (Audy,@00

Le microbiote intestinal a été estimé a prés d& 1010" cellules microbiennes
représentant 400 a 500 especes et sous-especesonii@euses études comparatives
basées sur la séquence de I'ADNr 16S ont été ééaliafin de caractériser le microbiote
fécal chez I'enfant ainsi que les communautés mienmes fécale et adhérente du célon
chez l'adulte (Rudgt al.,2007 ; Biket al.,2006 ; Eckburget al.,2005).

Les bactéries du tractus digestif sont essentielférdes micro-organismes anaérobies
ou les Firmicutes et bactéroides sont les phylalggninants, avec seule exception
I'estomac ou les bactéries du phyla Proteobadtemnainent (Biket al.,2006 ; Eckburget

al., 2005).

Oesophagus
No own microbiota
Microbes from food

and oral cavity

Stomach
10* CFU/g
Duodenum Candida albicans
10%10* CFU/g Helicobacter pylori
Bacteroides Lactobacillus

Candida albicans Streptococcus

Lactobacillus

Streptococcus Jejunum
10°-10" CFU/g
Colon Bacteroides
10‘\0_1 0‘!1 CFU”Q Candida albicans
Bacleroides Lactobacillus

Bacillus Streptococcus
Bifidebacterium ’

Clostridium e;:m 3
Enterococcus 10°-10" CFU/g
Eubacterium Bacteroides
Fusobacterium Clostridium _
Peplostreplococcus Enterobacteriaceae
Ruminococcus Enterococcus
Streptococcus Lactobacillus

Veillonella

Figure 1: Schéma simplifié décrivant les compartiments depaeil digestif de

’lhomme et leurs microflores. Adapté et modifié di@ehand et Vesterlund (2003).



L'analyse de 13 355 séquences isolées de micraiergas provenant de la muqueuse
intestinale et des féces de l'adulte a permisnitiieation de 395 phylotypes bactériens,
subdivisés en 7 phyla (Figure 3. A) (Ekbwetgal.,2005). Cette vaste étude énonce trois
conclusions extrémement intéressantes : chaqueidadporte un microbiote différent ; le
microbiote d'adhésion et celui des feces le soobrendavantage ; la diversité bactérienne
observée au niveau des microbiotes est plus impertgue précédemment décrite
(Eckburget al.,2005).

Le méme type d'analyse, fondée sur TADNr 16S motisant les puces a ADN, a été
faite pour la communauté fécale chez I'enfant (leguB) (Palmeet al.,2007). Des phyla
identiques, mais avec des proportions différentas, été détectés chez l'enfant et
l'individualité de la communauté microbienne a égant été démontrée (Palmadral.,
2007).

Les Protéobacteria occupent une proportion beauqolug importante dans le
microbiote fécal de I'enfant que dans celui deultag qui héberge davantage de Firmicutes
et de bactéiides (Figure 2) (Ekburet al.,2005 ; Palmeet al.,2007).

La figure 3 représentant les phyla présents desmeorautés microbiennes fécale et

adhérente du cblon chez I'adulte et I'enfant.

1.3.3 La situation des bifidobactéries dans cet ésystéeme complexe

La connaissance de la composition et la compréberde la succession de I'écologie
du microbiote intestinal sont nécessaires pouirdamsportance des bifidobactéries.
Le genreBifidobacteriumest présent dans le tractus intestinal de la naissa la mort de
I'hnumain, mais les especes et leur proportion magelon I'age (Tableau 3) (Gueimorete
al., 2004; Matsukiet al.,2004; Matsukiet al.1999).

La proportion deBifidobacteriumen rapport a la population totale du microbioteties
faible ou inexistante chez l'adulte lors des étudbkant par amplification PCR I'ADNr
16S total avec des amorces universelles (Eckbtal.,2005 ; Palmeet al.,2007 ; Suau
et al.,1999; Wanget al.2003). Par contre, le genBifidobacteriuma été mis en évidence
chez presque tous les volontaires adultes lorsetds @tudes ciblant spécifiquement la
détection des bifidobactéries par PCR conventidarmel en temps réel (Q-PCR) (Matsuki
et al.,2004; Matsukiet al.1999). Les trois espéces prédominantes chez ldeadontB.
catenulatum, B. longunet adolescentis mais des especes généralement associées aux

enfants ont également été détect@srfantiset B. bréve (Tableau 3).



B

Autre;
Acinobacieria
481,94 %
Vermucomicrobia ©
15039 %
Fusobachens |

10

NON CHESES,
3 1:0,03 %

Fusphactena;
8 1,008 %

Aulre; 1,56 %

Actinobactens;
&2 10; 019 %

Priieobactenum;
T216, 062 %

Vemucamicrobia,
Th: 1; 0,64 %

Firmicufes : Classe
Molicufes et Bacilus;
287, 27; 243 %

Firmicutes | Classe
Motcutes 8t Bacilus |

2005%

Figure 2 : Graphiques en secteurs basés sur l'analyse dquarsce de I'ADNr 16S

représentant les phyla présents d#&)des communautés microbiennes fécale et

adhérente du cbélon chez l'adulte Bj Ia communauté fécale chez I'enfant.

L'étiquette de chaque phylum inclut dans l'ordeendmbre total de séquences récupérées, les pbegtoty
(seulement pour A) et I'abondance relative(%). (@3 tirées de (A) Eckbugg al.,2005) et (B) Palmeet

al.,2007).

Selon une

récente analyse

impliqguant 14 sujets, bdglobactéries seraient

prédominantes dans le microbiote fécal de I'enfant.effet, 34 % des taxa analysés

appartenaient au genBefidobacterium(Rudiet al.,2007).

Une seconde étude réalisée par analyse de pucBNaeAvalidée par Q-PCR, menée

sur le méme nombre d'enfants, établit au contraigefaible abondance des bifidobactéries
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(Palmeret al., 2007). Des bifidobactéries ont par ailleurs étéedées dans 93 % des
échantillons de féces d'enfants lors d'une étudeilglait uniguement les espéces du genre
Bifidobacterium(Tableau 3). Les trois especes prédominantesnétaiebreve(70 %),B.
infantis (41 %) etB. longum(37 %).

En terminant, la flore des bifidobactéries est mlomplexe et diversifiée chez 'adulte
que chez I'enfant avec un nombre de 2,8 + 1,2 espaétectées par individu (Matswti
al., 1999).

Tableau 3 :La présence des especes de bifidobactéries enéanit et I'adulte
(Adapté de Matsuket al.,2004,1999).

Nombre d'échantillons posit
(% du total)

Adultes Enfants
Méthodes de détection PCR? Q-PCR’ PR

(n=48) (n =46) (n=27)
Bifidobacteriumsp. 47 (98%) 46 (100%) 25 (93 %)
B. adolescent 29 (60%) 38 (83%) 02 (7,4%)
B. angulatur 02 (4,2%) 05 (11%) 01 (3,7%)
B. bifidun 18  (36%) 13 (28%) 06 (22%)
B. bréve 06  (13%) 08 (17%) 19  (70%)
B. catenulatur 44 (92%) 41 (89%) 05 (19%)
B. longun 31 (65%) 44 (96%) 10 (37%)
B. infanti 00  (00%) 02 (4,3%) 11 (41%)
B. denticur 03  (6,3%) 04 (8,7%) 03 (11%)
B. gallicunr 00 (00%) Non détect 00 (00%)

a. Les adultes étaient agés de 38,8 + 8,9 ans (meyedgviation standard).
b. Les adultes étaient agés de 37 £ 9 ans.

c. Les enfants étaient ages de 31,2+ 4,5.jours.
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1.3 Caractéristiques des bifidobactéries
1.3.1 Caractéristiques phénotypiques
1.3.1.1 Morphologie

Les bifidobactéries sont des bactéries Gram-ppsitih-motiles et non-sporulantes
(Ballongue, 2004). Elles ont une grande variétéodees : conoides, allongées avec des
protubérances et des bifurcations (forme bifidégou a extrémités spatulées ; elles sont
souvent disposées en chaines étoilées en V ou lmsgoes. Leur morphologie a été

souvent utilisée comme caractere distinctif degesp (Dellagliet al.,1994).

Ce polymorphisme est en relation étroite avec tapmsition du milieu de culture. Il est
démontré que l'apparition de formes bifides, p&at €imulée par I'addition de carbonates,
d'acétate de sodium, de chlorures et de nombretiansamonovalents (Gaviret al.,
1990).

Les colonies des bhifidobactéries sont d’apparer&e ariable, selon les souches elles

forment des colonies lissent, muqueuses de contéguiers (Scardovi, 1986).

Cw a
Figure 3 : Observation au microscope électronique
du genreBifidobacteriumsp (Biavati et al.,2000).

Une barre représent@rh
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1.3.1.2 La composition de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire des bifidobactéries a une d$tmec spécifique aux bactéries Gram
positif. Elle est constituée d’'une épaisse couanendréine (peptidoglycanes) entremélée
de longues chaines de polysaccharides ainsi gpeotiEnes et d’acides lipoteichoiques.La
couche de muréine permet a ces bactéries de vams dn milieu ambiant qui est
frequemment hypotonique. Les protéines et les aclgmtéichoiques déterminent le
caractére hydrophobe de la surface des bifidohastdra structure du peptidoglycane des
bifidobactéries est plus proche ddsactobacillaceae que des Actinomycetaceae
(Delcenseriest al.,2002).

La composition en acides aminés de la muréine asable selon les espéces et les
souches d’'une méme espéce. Les acides aminésuefrdgjuemment retrouvés sont la L-
alanine, I'acide glutamique, la L-ornithine et laalanine. Pour certaines especes et méme
certaines souches d’une méme espece, l'ornithineeeplacée par de la lysiiiBiavati et
al., 2000).

Au niveau des composants polysaccharidiques deatai gellulaire, le glucose, le
galactose et le rhamnose sont les plus fréquemnrenvés (Scardovi, 1986). Des
différences qualitatives et quantitatives sont ol#ss selon les especes, les souches et les

conditions de croissan¢Biavati et al.,2000).

Les acides lipotéichoiques forment des liaisong d@® chaines de polysaccharides et
semblent importants pour I'adhésion cellulaire ddglobactéries a la paroi intestinale.
Plusieurs bifidobactéries ont des lipoglycans deuctiires variables. Des études
immunochimigues ont démontré que les acides lipptdgues portent un antigéne
commun aux différentes espéces du g&ifidobacterium(Biavati et al.,2000).

La composition en phospholipides de la membranarebbn critére de différenciation.
Seul Bifidobacterium contient des polyglycérolphospholipidest leurs lysodérives,
I'alanylphosphatidylglycerol et les lysodérivés diphosphatidylglycérol. Desssais de
réactions croisées avec des extraits phénoliquesacidds lipoteichoiques de
Bifidobacteriumet deLactobacillusmontrent que seuls les premiers réagissent. lidest,
lors, intéressant d’envisager un sérogroupage aggcme antigenes de groupe les acides
lipoteichoiques (Delcensergt al., 2002). La figure 5 montre le Peptidoglycane tyee d
certaines espéeces 8ifidobacterium.
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Figure 4 : Le Peptidoglycane type de certaines espec&ifilobacterium

(Klein et al.,1998).

(a) Peptidoglycane type des: longumsubspLongum,B. longumsubspinfantiset B. longumsubsp Suis
(b) Peptidoglycane type d& animalis B. choerinum B. cuniculi etB. ruminantium
L-Ala, L-alanine ; L-Orn, L-ornithine; MurNAc, Adie N-acétylemuramique; D-Ala, D-alanine; L- Thr, L-

thréonine; GIcNAc N-acétyleglucosamine; L-Lys, L-lysine; L-Ser, L-s&j D-Glu, Acide D-glucosamique

1.3.2 Caractéristiques physiologiques
1.3.2.1 Température

Les bifidobactéries d'origine humaine révelent gr@ssance optimale entre 36°C et
38°C tandis que les bifidobactéries d'origine amégntmontrent une croissance optimale
entre 41°C et 43°C. Toutefois, peu importe I'orggines microorganismes sont inhibés a
des températures inférieures a 25°C et ne sonépadants a des températures supérieures
a 45°C (Shah, 1997), a I'exception Blepsychroaerophilupqui peut croitre a température
de 8°C (Croninet al, 2011) et B. thermophilum B. thermacidophilumsubsp.
Thermacidophilumet B. thermacidophilunsubsp.porcinum qui sont capable de croitre
aux conditions modérément thermophiles (47°C, 9&°46,5°C) (Scardowt al.,1979 ;
Donget al.,2000 ; Zhuet al.,2003).

En terminant, la croissance a 45°C semble distinguére les espéces animales et
humaines (Gavinet al.,1991).
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1.3.2.2 Resistance et sensibilité au pH

Les Bifidobactéries sont des micro-organismes atmtirants. Ont un pH optimum de
croissance entre 6,5 et 7. Il n'y a pas de croissabservée a pH au-dessous de 5
(Ballongue, 2004) et au-dessus de 8,5 (Biawtial.,, 2000) avec I'exception dé.
thermacidophilumsubspthermacidophilungui a une croissance retardée a pH 4 (Deing
al., 2000) etB. animalissubsp.animaliset B. animalissubsp.lactis qui peuvent survivre
exposer au pH 3,5 pendant 3 heures (Matsumioah.,2004).

1.3.2.3 Sensibilité et tolérances a I'oxygene

Généralement, elles sont considérées comme desarganismes anaérobies stricts,
Cependant, il semblerait que certaines souchesgntitolérer l'oxygene en présence de
dioxide de carbone (Tannock, 1999).

Meile et al., (1997) ont isolé une souche Be lactiscontrairement aux autres espéces
de bifidobactéries capable de croitre en présemesecdncentrations élevées d'oxygene
(plus grande que 5%) dans un milieu liquide comefz®8 mM de paraquat.

Les espéces qui tolerent l'oxygéne (ex B. lactis B. aerophilum et B.
psychroaerophilui présentent une faible activité catalytique quiméie les traces du
super oxyde d’hydrogéne formées,(4d) ou par le fait que le NADH oxydase de ces
souches ne forme pas de@, alors I'accumulation d’kD, inhibe l'activité de F6PPK.
Pour les souches extrémement sensibles a l'oxygeiaEcumulent pas I'kD, et
'oxygene bloque la multiplication bactérienne phintermédiaire d'un potentiel

d’oxydoréduction trop €élevé (Ventuea al.,2004).

1.3.2.4 Resistance efensibilité aux antibiotiques

Savoir aux quels antibiotiques les bifidobactésest résistantes est tres important pour
deux raisons :

i. lls offrent la possibilité de maintenir les bifigactéries dans le tube digestive sans
agression et particulierement durant un traiteraemtantibiotiques.

ii. en offrant la possibilité d’'incorporer ces antilgoies en tant que’agents sélectifs
dans les milieux de culture afin d’isoler les hifihctéries depuis une flore complexe
dérivée des échantillons médicaux ou diététiquedidBgue, 2004).

Les bifidobactéries sont d’habitude trés sensilles antibiotiques ayant un spectre

d’action contre les bactéries Gram positif (maded, bacitracine, érythromycine,
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lincomycine, novobiocine, teicoplanine et vancomggj sensibles aux antibiotiques a
large spectre d’activité (rifampicine, spectinommgciet chloramphenicol) et également aux
beta-lactamines (pénicilline, ampicilline, amoXioi, piperacilline, ticarcilline et
imipenéme).Une sensibilité variable a été constptér la tétracycline, céphalothine, et la
céfotetane. Par contre, la plupart des espéceBiftobacteriumsont résistantes a la
métronidazole, aux antibiotiques ayant un speclagtidité contre les bactéries Gram
négatif (acide fusidique, acide nalidixique et poiyine B) et les aminoglycosides

(néomycine, gentamicine, kanamycine et streptongycin

Il convient de noter que les bifidobactéries so@sistantes a la mupirocine, un
antibiotique qui a été utilisé comme agent sélgxiifr I'isolement de ces espéces.
Certaines souches ont été considérées résistamtegancomycine et la céfoxitine, et

autres résistantes a I'érythromycine, clindamyeinka tétracycline (Ammoet al.,2007).

1.3.2.5 Production des substances antimicrobiennes

Malgré la grande utilisation des bifidobactérie slala production des aliments
fonctionnels les études sur son pouvoir antimi@ol@st un peu restreint (Ventwetal.,
2004).

L’activité antimicrobienne du geniifidobacteriuma été détectée en premier lieu par
tissier (1900), il a pu décrire plusieurs types efifsts antagonistes d& bifidumcontreE.

coli.

Récemment d’autres études décrive I'activité amiege ou l'activité antimicrobienne
spécifiqgue des bifidobacteries liées a la producties acides lactique et acétique ou a la
production des bactériocines (Yildirim et johns@A98 ; Yildirim et al.,1999 ; Abd EI-
Salamet al.,2004 ; Bevilacquat al.,2003 ; Cheikhyoussedt al.,2007 ; Cheikhyoussest
al., 2008).

1.4 Besoins nutritionnels des bifidobactéries
1.4.1 Besoin en acides aminés

Les bifidobactéries sont des microorganismes aigeages nutritionnelles élevées. La
majorité des especes sont capables d'utiliser éé&s dammonium comme seul source
d'azote. CependanB. suis, B. magnum, B. choerinuet,B. cuniculine se développent
gu’en présence d’azote organique (Ballongue, 2004).
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En absence de toute source d’azote organique, degitgs considérables de plusieurs
acides aminés sont secrétés par les soucheB. deermophilum B. adolescentisB.
dentium B. animalisetB. infantis

Généralement, les aminoacides produits en plusdgguantités sont l'alanine, la
valine et l'acide aspartique, I'exception deB. bifidum qui peut produire jusqu’'a 150

mg/litre de thréonine (Biavati et Mattarelli, 2006)

Selon Hatanakat al.,(1987). La glutamine synthétase et le glutamatdytésgénase
de Bifidobacteriumqui sont probablement impliquer dans l'assimilatides composeés

azotés par ces micro-organismes.

1.4.2 Besoins en sels minéraux et vitamines

Les besoins en minéraux ont été etudiés surtoatBheifidum Cette espece a besoin
de fer, de magnésium et de manganese. L’assimmldgofer paB. bifidumsous ses deux
formes, ferreux ou ferrique est dépendante dedigcide milieu .Le fer ferreux (F9 est
assimilé essentiellement a pH 5 et le transporfadenolécule dépend d'une ATPase
membranaire et son incorporation est inhibée coithghent par le zinc, tandis que, le
fer ferrique (F&%) n'est utilisé qu'au pH neutre.par l'intermédiailes ferro-enzymes, le

fer est impliqué dans la production d’acide acéiparB. bifidum(Ballongue, 2004).

Il est impossible d’établir une régle pour le geBiiddobacteriumen ce qui concerne
les exigences (besoins) en vitamines. Les souclegide humaine semble besoin pour
leur croissance de la thiamine JBpyridoxine (B), Acide folique (B), cyanocobalamine
(B12) et acide nicotinique(PP) (Ballongue, 2004).

1.4.3 Besoin en facteurs bifidogénes

Les premiéres études consacrées a la découvertdadesirs bifidogenes ont été
réalisées avec la souchHg bifidum var, pennsylvonicus Le composé N-acétyle-D-
glucosamine présent dans le lait d'origine humairedors été identifi€ comme étant la

substance essentielle et a été nomme facteur g1 (Tamura, 1983).

Les facteurs bifidogenes sont des substances guepesurvivre au métabolisme direct
de I'hote et atteindre le gros intestin ou ellestguéférentiellement métabolisées par les
bifidobactéries (Venturat al.,2004).
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On peut distinguer actuellement trois principaleugres de facteurs bifidogénes : les
facteurs BB (BF1, BF2 et glycoprotéines), Bl et fasteurs BL (Tableau 4) (Ballongue,
2004).

En outre, les fructooligosaccharides, lactoferriaetulose et lactitol, oligoholosides et
polyholosides (raffinose, stachyose et inuline)loglfgosaccharides (D-xylane) et les
oligosaccharides-transgalactosidés (isogalactopiagdsucrose, et lactosucrose) sont
considérés comme étant des facteurs bifidogénestykéeet al., 2004). Cependant, ces

derniers ingrédients sont également considérés eopnébiotiques (Amrouche, 2005).

Les facteurs BBa et BBb sont caractérisés commetléesents de lait maternel qui ne
perdent pas leur activité stimulante poBr bifidum var. a etB. bifidum var. b,
respectivement ni par le chauffage ni par lirréidia Les facteurs BBa sont fondés
principalement a partir de I'extrait de levure,raktde foie, laits lyophilisés, hydrolysat de
caséine bovine et la mucine porcine, alors quedésstrums, lait maternel et le lait de rat,
les hydrolysats de caséines humaines ainsi quaitanm porcine contiennent les facteurs
BBb (tableau 4§Ballongue, 2004).

Tableau 4: Caractéristiques des principaux facteurs bifideggBallongue, 2004).

Resistance
R > g
Facteur Espéces o § S
bifidogene concernées Sources 5 & % Structure active
BB
BF1 B. bifidumvar. b Lait et colostrum + o+ N-Acétyle glucosamine
Hyrolysat de caséines glycoprotéines
humaine
Mucines
B. bifidumvar. a Hyrolysat de caséines+  + Peptides non glycolysés
BF2
B. bifidumvar. a Lait maternel Partie glucidique
Glycoprotéines B. bifidumvar. b et colostrum
BI B. infantis Extraits des plantes + £ - Partie protéique
Extraits de foie
Lait
BL B. longum Extraits des plantes i Protéines différentes de
Extraits de foie facteurs BB

lait
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1.5 Métabolisme des bifidobactéries
1.5.1 Métabolisme de carbonohydrates

Les données physiologiques confirment que lesdiitidtéries peuvent fermenter divers
sources carbonique complexe tels que la mucinerigast les xylo-oligosccharides,
(trans)galcto-oligosscharides, oligosaccharidesSoga, malto-oligosaccharides, fructo-
oligosccharides, la pectine et autres oligosacdbaridérivés des plantes. Quoique, la
faculté a métaboliser des carbohydrates particulest dépendante des especes et des

souches.

L’aptitude a métaboliser les carbohydrates peuevawnsidérablement entre les
souches. Cependant, la majorité des bifidobactécmsctérisées utilisent le ribose,
galactose, fructose, glucose, sucrose, maltoséhioss et le raffinose, mais généralement
ne fermentent pas le L-arabinose, rhamnose, Ndgbétpsamine, sorbitol, melézitose,

tréhalose, glycérol, xylitol et inuline (Pokusaetaal.,2011).

Le tableau 5 résume les caractéristigues fermgatatistinctives des espéces de genre

Bifidobacterium.
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Tableau £ : Caractéristiques fermentatives distinctives des@spde genre
Bifidobacteriunt (Biavati et Mattarelli, 2006).

Q

B

Les sucres

Xylose
D-Mannose
=Maltose
Trehalos
Mannitol
Salicine
Sorbito
L-Arabinose
Raffinose
Starct
Cellobiost
Melezitos¢
Gluconat:

. bifidum
. longum
infantis
breve
. adolescentis
. angulatum
. catenulatum
. pseudocatenulatum
. gallicum
. dentium
. denticolens
. inopinatum
. pseudolongum
subsp. pseudolongum
subsp. globosum
B. cuniculi
. choerinum
. animalis
. lactis
. thermophilum

. thermacidophilum
boum - -
. merycicum + -
. ruminantium
magnum

. pullorum

. gallinarum

. saeculare
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1
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Symboles :

+, 90% ou plus des souches sont positive®0% ou plus des souches sont négatived 1- 89% des souches sont
positives et nd, non déterminetTous les souches testées fermentent le glucoss,madermentent pas le glycérol,
lactate et le rhamnosé€’:Quelques souches ne fermentent pas le sicf@uand positive, le sucre est fermenté
lentement “ Certaines souches fermentent le sucf€ertaines souches sont négatives, particuliérefesrstouches
isolées de féces de rat et lapihCertaines souches peut le fermenter faibleménGgnéralement fermentation

retardée ou légére’;Certaines souches d'égouts fermentent le suc@ertaines souches fermentent faiblement ce

sucre; | Reporté comme “parfois non fermenté” (Matteuzzi et al., 1971)
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Le métabolisme de fermentation des carbohydratetepadifidobactéries differe de
bactérieshomofermentaires et hétérofermentaires. En effdlesci sont dépourvues des
enzymesaldolase et glucose-6-phosphate qui sont impliqgdées la glycolyse et la voie
des hexoses monophosphates. La fructose-6-phogplasee (EC 4.1.2.22 ; F6PPK) est
une enzyme typique des bifidobactéries impliquéesda dégradation du glucose. Cette
enzyme serait absente des autres bactéries Graitif pbsprésentant la morphologie
"bifide”, telle celles appartenant aux genresrthrobacter Propionibacterium
Corynebacteriumet Actinomyces. Trois types de F6PPK sont révédlegourraient étre
spécifiqgues de l'origine des souches (origines haoeat animale, intestins d'abeilles par
exemple) (Gavinet al.,1990).

Le dosage de cette enzyme est d'ailleurs a I'arigion test d'identification du genre
Bifidobacterium(Scardovi, 1981). Cette enzyme scinde le fructopbdisphate en acétyle-
1-phosphate et en érythrose-4-phosphate. Partiey, seis métabolites intermédiaires sont
transformés en acide acétique et en acide lactique.

La figure 5 montre la dégradation des carbohydnateta voie bifide (Bifid-Shunt) des

bifidobactéries.

Les bifidobactéries ne produisent ni acide butygigiiacide propionique et le G@st
synthétisé seulement lors de la dégradation dwghte (Scardovi, 1986).

La voie métabolique du fructose-6-phosphate phasgtbtase produit de l'acide
lactique et de I'acide acétique comme métabolitiesgires en proportion de 2:3 (De Vries
et al., 1967). Toutefois, certaines souches de bifidobastéront produire plus d'acide
acétigue et moins d'acide lactique. Le surplusidéaacétique formé provient d'une autre
voie métabolique des bifidobactéries qui convedifpyruvate en acide formique et en
acétate plutét qu'en acide lactique. Par la suite,partie de l'acide acétique est transformé
en éthanol (DeVries et Stouthamer, 1968; Lauer Kandler, 1976).
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Figure 5 : Représentation schématique de dégradation deshgahtates vida voie bifide (Bifid-Shuntdes bifidobactéries (Pokusa et al.,2011).

Abbreviations :  AckA, acétate kinaséddh2, aldéhydealcool déshydrogénaseAga,a galactosidaseAgl, a-glucosidase;Bgl, B-glucosidase;GalE1l, UDF-glucose 4-epimeras§alK, galactokinas:
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LNBP, lacto-N-biose phosphorylaseégk, phosphoglycerique kina: Pgm, phosphoglucomutasBfl, formate acétyltransferasek, ribokinaseR5PI, ribose5-phosphate isoméradeSPE, ribulose-5-
phosphate epimeras&al, transaldolasefkt, transketolaselpiA, triosephosphate isomér; UgpA, UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferasBPKT, xylulose-5 phosphate/fructosepbosphat
phosphocétolas&ylA, xylose isoméraseXylB, xylulose kinaseZwf2, glucose-6-phosphate 1-déshydrogénBsgrhosphate inorganique
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1.5.2 Métabolisme protéolytique

Les bifidobacteriumsont comparables aux bactéries lactiques par éaepce d'une
activité générale d’aminopeptidase, des dipeptal@seprobablement iminopeptidases et
des tripeptidases (Bockelmann et Fobker, 1991 inkaygn et Bachmann, 1980 ; Meyer et
Jordi, 1987).

Minagawaet al., (1985) ont dressé un profil de l'activité des exdigases d'extraits
cellulaires de cing souches d'origine humaine. fbree activité hydrolytique sur les
peptidescontenant la leucine, phénylalanine, tyrosine, eulal valine en position N-

terminale a étébservée.

Cheng et Nagasawa, (1985) ont identifié et purifes exopeptidases, une leucine

aminopeptidase et une proline iminopeptidase ar pkektraits cellulaires dB. breve.

Desjardinset al., (1990) ont détecté une activité leucine aminopegedsur la plupart

des souches d'origine humaine qui ont été testées.

El-Sodaet al., (1992) ont observé une activité hydrolytique seiblela celle dd.b.
caseichez certaines espéces de bifidobactéBesnfantis B. longum etB. adolescent)s
lIs ont confirmé la présence d'aminopeptidase, d’'imepdpasedipeptidase, tripeptidase

et d’'une carboxypeptidase.

Des souches dBifidobacterium(B. angulatumATCC 27535,B. breveNCFB 2258 et
B. bifidum NCFB 2715) ont montré une activité protéolytiquéblia dans du lait de
chamelle non fermenté pendant le stockage a 4°@er@ant, cette activité a augmenté
brusquement aprés I€ $our jusqu'a la fin de la période de stockage ctoeses les
souches (Abu-Tarbaoush, 1998).

Une étude réalisé par Shihata et Shah, (2000egurofil protéolytique des ferments du
yaourt St. thermophiluset Lb. delbrueckii subsp.bulgaricus Lb. acidophilu et des
especes probiotiques dgifidobacteriuma démontré que les bifidobactéries ont des
niveaux élevés de l'activité intracellulaire d'aopaptidase mais d'une activité

protéolytique trés faible comparé de celle des &rsidu yaourt.

1.5.3 Métabolisme de l'urée
Le métabolisme de l'urée par les bifidobactériegigine humaine est mois important,

seulement 10% des souches dB.longum et B. breve ont montré une
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activité urolytique (Crociangt al.,1982). Cette activité est détectée chez plus de 80%
des souches dB. Suispar contre cette derniere est faible cBedifidum(Tamimeet al.,
1995).

1.5.4 Réduction de nitrate

Usuellement, les bifidobactéries ne réduisent gasitrate. Cependant, les cellules
repoussées en présence des cellules lysées peéiventapables de le réduire. Les
Cytochromes b et d sont synthétisés sous ces camglile croissance (Biavati et Mattarelli
2006)

1.5.5 Production de vitamines

Des études comparatives menées par Degicdii., (1985)sur la synthése de six (06)
vitamines (thiamine (B, riboflavine (B), pyridoxine (B), acide folique (B),
cyanocobalamine (B), et I'acide nicotinique (PP)) ont montrées quatpdes 24 souches
de 05 especes isolées des feces humaines queslpgrtudes souches examinées peuvent
synthétiser tous les vitamines testés, a parblavalavine, avec un dégagement étendu des

vitamines B, Bg et B;» .

Ces auteurs ont notées égalementBugifidumetB. infantissont des bons producteurs
de vitamines B By et PP, tandis quB. breveetB. longumlibérent des petites quantités et
queB. adolescentise synthétise aucun de ces vitamines.

La production de vitamines,Bet Bs parB. longumest exceptionnel, alors qie breveet
B. infantis sont caractérisées par leur production de tauxéslen vitamines PP et H
(Ballongue, 2004). Les résultats sont mentionnéslaleau 6.

Tableau 6 :La production des vitamines par Bgidobacterium(Ballongue, 2004).

B. breve B. infantis B.longum B. bifidum B.adodegis

Thiamine (B) + +++ + +++ +
Riboflavine (B) + + +++ ++ ++
Pyridoxine (B) ++ ++ +++ + +
Acide folique(B) + +++ + ++ +
Cobalamine (B) + ++ +++ + +
Acide Ascorbique (C) ++ ++ +++ ++ +
Acide Nicotinique (PP)  +++ +++ + +++ +

Biotine (H) ++ +++ ++ ++ ++
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1.6 La génétique des bifidobactéries
1.6.1 Le Contenu en guanine+cytosine (G+C%)

Les bifidobacteries sont phylogénétiquement digtsales autres bactéries lactiques
avec un contenu en G+C généralement élevé qui darié2 % a 67 % (Russedl al.,
2011).

Jianet al.,(2001) ont classé les bifidobactéries en 3 groupes bifidobactéries riches
en G+C (55-67%), les bifidobactéries pauvres enC G45%) et les bifidobactéries ayant
un pourcentage G+C intermédiaire (55%). Ces tnmsiges correspondent a trois phylums
évolutifs différents. Cependant, Cette classifmath été annulée par Jian et Dong, 2002 en
reclassantB. inopinatumet B. denticolensdans deux nouveaux genrarascardovia

inopinataet Scardovia denticolengui ont respectivement 45% et 55% de contenu G+C.

1.6.2 Les Plasmides

Les plasmides des bifidobactéries ont été rapponifialement par Sgorbatt al.,
(1982) en examinant 1461 isolats, représentanidiffffentes espéces afin de montrer la
présence d’ADN extrachromosomiqueur les 24 espéces étudiéesBifdobacterium
seulement 04 espéces ont démontrées qu’elles mrdsdds plasmidess savoir, B.

longum B. globosumB. asteroide®tB. indicum(Croninet al.,2011).

Autre espéces de bifidobactéries d’origine humaiae,exempleB. dentiumB. breve
B. bifidum B. pseudocatenulaturet B. catenulatumont démontrés qu’elles contiennent

des plasmides libres (Biavati et Mattarelli., 2006)

Actuellement, 27 plasmides ont été séquencés. Ras27 plasmides, 16 ont été isolés
a partir des souches &e longum 03 ont été caractérisés a partir des souchés ieve
02 plasmides dB. asteroide®t 02 depuiB. bifidum et un seul plasmide isolé a partir de

B. pseudocatenulatunB. catenulatunmB. globosumnetB. indicumpour chacune.

La taille des plasmides s'étend de 1,8 kb (pMB1p2 kb (pNAC3), et les souches
portent généralement un seul plasmide, a I'exaepl#3 souches d& longumlesquelles
possédent 02 plasmides et les souchesBddongum NAL8 et F110564 lesquelles

contiennent 03 plasmides chacune.

La majorité des plasmides des bifidobactéries spmtiques, tandis que d'autres ne le
sont pas tel que le plasmide &e bifidum qui fut proposé de coder la bifidocine B
(bactériocine) et le plasmide pBIF10 qui contiemtgéne de résistance a la tétracycline
(Croninet al.,2011).
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1.6.3 Les séquences d’ADN étudiées

L’étude de I'ADN est un bon moyen pour pouvoir itiéar une espéce bactérienne,
néanmoins également pour pouvoir étudier le liepatenté entre les souches appartenant
a la méme espeéce. En ce qui concerne les bifiddlest certaines régions du génome ont

particulierement été étudiées (Delcensetial.,2002).

1.6.3.1 Le gene codant pour 'ARN ribosomal 16S

L’analyse du géne codant pour 'ARN ribosomal 188Kr 16S) est un moyen utile en
vue d’identifier des relations phylogéniques efgseespeces (Manget al.,1999).

Le géne codant pour 'ARNr 16S a été séquencé pasague toutes les espéces et sous
especes de bifidobactéries. Ce géne est tres biesevé, jusqu'a 99% dans le genre
Bifidobacterium(Delcenserieet al.,2002).

En tenant compte de leur différente niches écolmgcgen combinant ces informations
avec les analyses comparatives des séquencesrdeDelI16S, ainsi que le séquencage
de genes de ménages (clpC, dnaJ, xfp, dnaB, rpgitiré), les diferentes espéces de
Bifidobacteriumpeuvent étre regrouper en six (06) group@sadolescentiB. asteroides

B. boumB. longum B. pullorum etB. pseudolongur(figure 6) (Turroniet al.,2011).

Ainsi, basant sur l'analyse des séquences codanmtlps ARNr 16S, Mascet al,
(2004) ont révélés que presque toutes les especegemreBifidobacteriumet I'espéce
Gardnerella vaginalisappartiennent a un groupe phylogénétiquement distlas autres

genres.

1.6.3.2 Le gene codant pour la protéinelsp 60

Le séquencage des génes codants la protéine dehdvrauque de 60 kDahgp60Q ont
été utilisés pour déduire la phylogénie au sein hiidobactéries. Quoique certaines
différences aient été rapportées, I'arbre phylotigné construit a partir de ces séquences
(hsp6(Q était essentiellement similaire a celui établié@les génes codants pour 'ARNr
16S. Notamment, dans l'arbre phylogénétique basdesuséquences codantes pour la
protéinehsp6Q G. vaginaliset lesBifidobacteriumfurent regroupés en différents groupes,
alors que l'arbre basé sur 'ADN 16S, ces deux(@n furent regroupés ensemble. De
plus, I'analyse de ces séquences (la protésms() a suggeré qud. denticolenset B.
inopinatum doivent étre déplacer et créer les nouveaux genr8sardovia et

Parascardoviadans la famille deBifidobacteriaceag¢Figure 6) (Venturat al.,2004).
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Ainsi, Simpsoret al.,(2004, par la déterminatiode pourcentage moléculaire e + C
et I'étude de la séquende gene codarla protéinehsp6Q montrent queB. aerophilum
(espéece isolée de ceeculm porc)constitue un nouveau genret 'espécea été reclassé
dans un nouveau gengg&nomméAeriscardoviaavec une seule espéAeriscardovia
aeriphila

La classification basée sur le gene codant pouprtdaéine hsp6( semble étre la
meilleure car le dendrogramme obtenu est mieuxékdravec le contenu en G-
(Delcenserieet al.,2002).

B. pseudolongur groupe B. adolescentigroupe

~ Ao B. longun groupe
//‘f ° N

8. bificturn "\"'-.._\‘_ "_,.-f"“:_________ 8. scardovil

B. pullorum groupe

B. asteroide groupe . -
ide group @,ﬁ‘w % % N Tw

B. boumgroupe ga‘

]

£

Figure 6 : Arbre phylogénétique, basé sur I'analyse compagatas séquences d’AR|
16S, montrant les relations parmi les especes i@ Bifidobacteriun et les genres
apparentés (adapté de Turi et al.,2011 et Feli®t al.,2009)

Parsscariovia dontcokers
parca ™
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1.7 Incorporation des bifidobactéries dans les pradits laitiers

Bien que les bifidobactéries fassent déja partieladdlore intestinale indigene chez

I'hnumain, un apport quotidien de bifidobactériesitpétre nécessaire pour stimuler ou
suppléer la population déja existante. L'ingestdtsn bifidobactéries permet aussi de
remplacer la flore qui est détruite par des infewiou encore par la prise d'antibiotiques
(Piquetet al.,2007).

L'incorporation des bifidobactéries s'est faite rplaupremiére fois par Mayer, en 1948
en AllemagneBifidobacterim bifidunma été incorporé a de la nourriture pour bébé i ét
prescrite a des enfants ayant des carences nuties. Par la suite, en 1968, I'équipe de
Schuler-Malyoth a démontré que les bifidobactépesivaient étre cultivées dans les

produits laitiers (Rasic et Kurman, 1983).

Sur le marché mondial, on y dénombre plus de 90dy® contenant des
bifidobactéries, que ce soit sous formes de latnéntés, de desserts congelés, de
fromages, de capsules, etc. (Dave et Shah, 1993 Bti Garg, 1992; Patelt al.1991 ;
Modler et al.,1990).

En Algérie quatre fabricants réclame la présenceBifidobacterium sppdans leur
produit commercialisé sur le marché : Danone Djarjbioactivia, Soummam Acti+,

Trefle probiotic et Djugurta biofide.
Présentement, les bifidobactéries sont incorpaargroduits laitiers de deux fagons.

Les bifidobactéries peuvent étre ajoutées aux piotaitiers déja fermentés ou encore
elles peuvent étre ajoutées aux bactéries lactimresde I'ensemencement. Lorsqu'elles
sont ajoutées au moment de la fabrication du ptpths bifidobactéries sont utilisées en

monoculture ou encore en culture mixte avec deehas lactiques (Patet al.,1991).

Les espéces de bifidobactéries les plus utilisaas b domaine laitier sont
Bifidobacterium adolescentiB. bifidum B. breve B. longum B. animaliset B. infantis
(Tamimeet al.,1995).

1.8 La viabilité des bifidobactéries dans les prodts laitiers

La survie des bifidobactéries dans les produitselai doit étre assurée jusqu'a la
consommation du produit par le consommateur. Aitssiyiabilité des bifidobactéries

dépend de plusieurs facteurs parmi lesquels oouetrle degré d'acidification, lI'espéce
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utilisée, les conditions de fermentations, la terajge d'entreposage, la post-acidification
et les méthodes de conservation (Knedfehl.,1993).

Les souches dBifidobocteriumsont difficiles a faire croitre dans les produdsiientés
puisqu'elles ont un métabolisme complexe. La plupas probiotiques ont une phase
stationnaire de croissance de courte durée, stapidement par une perte de la viabilité et
ce, malgré des conditions d'entreposage optim&leste courte phase de croissance
représente un probleme pour les manufacturieromettitue un défi pour les chercheurs
(Lamoureux, 2000).

La croissance de la plupart des souchesBifielobacteriumest inhibée a des pH
inférieurs & 5. Malheureusement, la plupart des farmentés ont un pH inférieur a 4,6 ce
qui limite la propagation des bifidobactéries gantsintolérantes a l'acide (Shah, 1997,

Rasic et Kurmann, 1983).

Il semblerait qu'en utilisant des bactéries la@&qui produisent moins d'acide dsie
themiophiluset Lb. delbrueckiisubsp, bulgaricus il serait possible de maximiser la
viabilité des bifidobactéries dans un lait fermeig@ibashi et Shimamura, 1993).

Plusieurs études ont rapporté l'utilisation de laroaencapsulation pour protéger les
bifidobactéries des conditions acides auxquelllEs elont soumises lors de I'entreposage
du produit et durant le passage dans le tractusogasestinal (Modler et Villa-Garcia,
1993 ; Dziezak, 1988).

Dinakar et Mistry, (1994) ont observé que des bbi@ctéries ajoutées a du fromage
cheddar sous forme immobilisée dans un gel de laeghénine demeuraient viables pour
une période de 24 semaines. En revanche, I'enediosutieB. longumdans de la matiere
grasse n'a pas permis d'améliorer la survie deltare dans un yogourt glacé (Modler et
Villa- Garcia, 1993).1l est donc important de baractériser et sélectionner les différents
facteurs du procédé d'encapsulation pour assureffeinprotecteur maximal (Lamoureux,
2000).

La viabilité des bifidobactéries est particuliérernaffectée suite a la post-acidification
des laits fermentés par les bactéries lactiques.r@eherches ont démontré que la majorité
des souches dBifidobacteriumvoit leur population réduite par un facteur dé dans un
lait fermenté aprés un entreposage de 2 semairiagafBet al., 1992).Pour contrer ce
probleme, plusieurs manufacturiers substituenoieclseLb. delbrueckiisubsp bulgaricus

par la souché.b. acidophilus Cette derniére causerait moins de post-acidifinatmais
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l'utilisation de cette souche nécessite l'augmematu temps de fermentation dans
plusieurs cas (Lamoureux, 2000).

Les bifidobactéries sont des bactéries anaérohigstalgrent mal I'oxygene. Cette
caractéristique ne facilite donc pas leur propagatans les produits alimentaires. Pour
solutionner ce probleme, on suggere l'utilisatienSd. thermophilugdont la capacité a
utiliser I'oxygéne est trés élevée ; I'oxygénealissdans les produits est alors consommé
par les streptocoques, permettant ainsi d'augmedateviabilité des bifidobactéries
(Lamoureux, 2000).

D'autre part, la survie des bifidobactéries dandaiinfermenté serait meilleure si le
produit était entrepose dans une bouteille de yerais I'utilisation de ce matériau

d'emballage est peu économique (Shah, 1997).

Plusieurs auteurs ont constaté que le lait et éesé$ ne constituent pas un milieu
optimal de croissance pour les bifidobactéries (Mwt al., 1992; Zbikowski et
Ziajka,1986 ; Rasic et Kurmann, 1983). Afin d'opsier leur prolifération, des facteurs

bifidogénes devraient étre additionnés au milieoy(&t al.,1990).
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Partie 2 : Les probiotiques

2.1 Historique de leur utilisation et définitions

Le mot probiotique est dérivé du Grec et signifigour la vie’. Metchnikoff fut le
premier atravailler sur le concept des probiotiques. Au déhu2G™siecle, il a rapporte
dans la publication « The Prolongation of life » equles patients bulgares qui
consommaient une large quantitélaie fermenté avaient une longévité plus grandéteSu
a cetteobservation, il a essayé de modifier la microfldtecélon par l'ingestiode lait a

base d’'un bacille nommé Bulgarian bacillus (Foekal.,1999).

Le terme probiotique a été introduit en 1965 pdlylét Stillwell pour décrire une
substance produite par un microorganisme afin deuldr la croissance d'un autre
microorganisme. Depuis ce temps, la définition dume probiotique a été modifiée a

plusieurs reprises. De nos jours, c'est la définite Fuller qui prédomine.

Selon ce dernier, un probiotique est un microogari vivant sous forme de
supplément alimentaire qui affecte de facon bénéfighbéte animal en modifiant

I'équilibre de la microflore intestinale (Foo&sal.,1999).

Enfin, selon la définition adoptée et reconnueli@nganisation des Nations Unies pour
I'alimentation et I'agriculture (FAO) ainsi que p#Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), les probiotiques sont définis comme des erordorganismes vivants, qui lorsqu’ils
sont administrés en quantité adéquate, ont un feéngbur la santé de I'hote » (Turraeti
al., 2011).

2.2 Souches a fort potentiel probiotique

Parmi les microorganismes utilisés en tant queiptigjoes (Tableau 7), les plus
communément mis en oeuvre appartiennent au graktgeolgene des bactéries lactiques et
notamment aux genreésctobacillus Bifidobacteriumet EnterococcugFAO/WHO, 2001
; Holzapfel, 2001).Toutefois, des bactéries notidaes, tels qu&scherichia, Bacillusnt
fait I'objet d’applications sur le marché du prdimoe (Holzapfel, 2001). Toutefois, des
interrogations subsistent en ce qui concerne isatibn sans danger de ces
microorganismes non lactiques (Ishibashi et Yama28K1 ; Eaton et Gasson, 2001).

Les espéces associées a chacun de ces groupesesemtées au Tableau 7.

Toutes lesgespeces et les_souchesBiielobacteriiim ne "peuvent étre considérées

comme probiotique: vLes  souches "du gerBiidobacterium-qui ont un caractere
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probiotique, classant ainsi ce genre parmi les phyortants de la nutrition humaine et de
la microbiologie alimentaire, appartiennent auxéegs dé8. adolescentisB. animalis, B.
bifidum, B. breveetB. longum (Russellet al.,2011).

Tableau7 : Liste des principales souches microbiennes coré@décomme probiotiques
(Holzapfelet al.,2001).

Lactobacilles Bifidobactéries Autres bactéries Autres micro-organismes
lactiques non bactérie lactique

L. acidophilus  B. adolescentis  Enterococcus faecalis E. coli(‘Nissle 1917’)

L. casei B. animalis Enterococcus faecium Saccharomyces boulardii

L. crispatus B. bifidum Lactococcus lactis Saccharomyces cerevisiae

L. gasseri B. breve Leuconstoc mesenteroides

L. johnsonii B. infantis Pediococcus acidilactici

L. paracasei B. lactis Streptococcus Thermophilus

L. plantarum B. longum Streptococcus diacetylactis

L. reuteri

L. rhamnosus

2.3 Criteres de sélection des probiotiques

Afin de satisfaire a la définition des probiotiquies micro-organismes doivent
posséder diverses propriétés de survie, d’actetitde persistance dans le tractus digestif
qui leurs permettront d’exercer des effets bénésogsur 'héte. Ces propriétés sont propres
a chaque souche et ne peuvent pas étre extrapblées souche a I'autre méme au sein
d’'une seule espéce (Dunetal.,2001). Plusieurs criteres majeurs de séledtiovitro et

in vivoont été établis et retenus par différents autéltabléau 8).

2.4 Les effets bénéfiques des probiotiques
De nombreux effets sur la santé ont été attribuggeobiotiques. Cette gamme
diversifiée passe du simple soulagement des syngst@ssociés a l'intolérance au lactose

a la protection contre certains cancers comme delgblon.

La figure 7 illustre la diversité des effets bégaés sur la santé documentés et
rapportés dans la littérature.
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Tableau 8 :Principaux critéres utilisées pour la sélection stlmsches probiotiques.

Criteres - Identification taxonomique précise
de sécurité - Origine humaine pour utilisation chez 'humain
- Souche caractérisée par des techniques phénotgpmfgenotypiques
- Historique de non pathogénicité et non-invasiotigf@thelium intestinal
- Pas de transmission possible de genes de résistar@tibiotiques
Critéres - Tolérance a I'acidité, a la bile et aux enzymegsliiyes

fonctionnels

- Adhésion aux cellules intestinales et persistarees de tractus intestina

- Production de substances antimicrobiennes (baciges, acides

organiques, peroxyde d’hydrogéne ou autres coégpiosibiteurs) et

antagonisme envers les pathogénes

- Immunomodulation

- Aptitude a produire des effets bénéfiques surfaésa

Critéres

technologiques

- Stabilité au cours des procédés de productionret lgaproduit fini
- Conservation des propriétés probiotiques aprésugctamh
- Non modification des propriétés organoleptiquepmehduit fini

Adapté de Klaenhammer et Kullen (1999) ; Saaetlal.,(2000) ; Ouwehanet al., (2002) ;

Gueimonde et Salminen (2006).
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Amélioration de la '( Réduction des produits \ Augmentation de la valeur

digestion du lactose du catabolisme éliminés nuritionnelle (bonne

(sécrétion de lactase) par le foie et le rein digestion et absorption des
k J nunéraux et vitamines

Prévention des infections
intestinales (virus,
Helicobacter pylori..) et

Influence positive sur la
flore intestinale
Bonne croissance et le

bien-étre urogénitales

Regulation de Ia Prévention de : ost€oporose. Modulation du systeme
motilité intestinale cancer. hypertension et inmmmitaire

(constipation. syndrome athérosclérose (réduction du Réduction de I'inflammatior
d’irritation intestinale) taux de cholestérol) ou des réactions allergiques

Figure 7 : Les principaux effets bénéfiques attribués aubiptaues
(Adapté de Mercenieat al.,2002).

2.5 Les effets probiotiques des bifidobactéries

Plusieurs souches de bifidobactéries exercent igertaffets probiotiques comme
I'amélioration du transit gastro-intestinal, le lsgement de lintolérance au lactose,
réduction du cholestérol, la stimulation du systémmunitaire et la prévention du cancer
(Lee et O'Sullivan, 2010).Cependant, tout commeptebiotiques en général, la capacité
des bifidobactéries a protéger contre les infestiemériques demeure I'effet probiotique le
plus étudié chez ce genre bactérien.

2.5.1 La réduction du cholestérol

Des études ont suggéré que les bifidobactériesigtiplies jouent un réle dans la

réduction de taux de cholestérol dans le sang.

Une étude effectuée sur 25 sujets a démontré quupplementation dB. animalis
subsp. LactigtLb. acidophilusdiminue les niveaux de cholestérols dans le séAinsi,

une étuderestreinte menée sur des femmes (11-18 par groapenontré que
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l'administration d’'un yaourt contenarktb. acidophiluset B. longum provoque une
diminution d’ HDL, cependant les taux de choledtéatal n'ont pas été modifiéde
mécanisme qui conduit cette diminution est mal corira production d’'une enzyme qui

hydrolyse les selles biliaires a été suggérée compmnisme (Russadt al.,2011).

2.5.2 Soulagement de l'intolérance au lactose

L'intolérance au lactose est causée par la dinmnutians l'intestin de I'enzyme qui
hydrolyse de glucide : If-galactosidase. Ce déréglement du metabolisme afosk est
présent chez la majorité des adultes (entre 70%0@%) sauf pour ceux des pays du nord
de I'Europe (Scandinavie, Grande-Bretagne, nordaderance) et de I'Europe centrale
(Allemagne, Autriche) et provoque, lors d'ingestamproduits laitiers, des diarrhées, des

ballonnements et des gaz (De Vresal.,2001).

Jianget al.,(1996) ont démontré que la consommation de laites@nt des souches de
B. longumréduit les symptédmes de la mal-absorption de $&ctthez des sujets humains

suite a une élévation de la sécrétiorpdglactosidase.

Une autre étude effectuée gde et al.,(2007) sur des individus intolérant au lactose a
montrée qu’une supplémentation Be animalis subsp. lactiet de cultures de yaourt

diminuent les symptémes associés a cette intoléranc

2.5.3 Activité des bifidobactéries contre les inféions entériques

Plusieurs souches de bifidobactéries ont montrédficacité a inhiber des pathogénes
et a bloquer des infections entériques chez desélm®danimaux et chez I'humain,
provoquéees par des bactéries pathogenes coB8mimaonella, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Clostridium difficile et méme les infections entériques a rotavirus
(Moroni, 2007).

Bernet et al., (1993) ont démontré que les souch&slongum4 et B. infantis 1
diminuent l'adhésion sur des cellules Caco-2 dei@lus souches dE. coli (ETEC,
DAEC et EPEC) ainsi que d8. typhimurium Cette diminution de l'adhésion de ces
pathogenes augmente en fonction de la dose debé#adéries qui est ajoutée sur le tapis
cellulaire. De plus, ces auteurs ont observé caghésion des bifidobactéries sur les
cellules intestinales était favorisée par une sulo® protéique produite par la

bifidobactérie dans son milieu de culture.
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Une étude effectuée chez des enfants fréquentanthGpital a démontré que
I'administration de fagon préventive d'une formiaetée contenarnB. bifidum réduisait
I'incidence des diarrhées a rotavirus chez ce groupmparé au groupe ayant recu la
formule lactée non supplémentée en probiotiqueav@haet al.,1994). Des auteurs ont
aussi rapporté la prévention de diarrhées a rata\guite a I'administration d&. breve

(Hottaet al.,1987).

Enfin, d'autres groupes ont observée l'efficacité biéidobactéries contre les diarrhées
associées a la prise d'antibiotiques (Fooks et daib2002) et contre les infections a

Helicobacter pyloriiHamilton-Miller, 2003).

Afin d'exercer cet effet, plusieurs mécanismestidamnt été proposés : la compétition
entre les bifidobactéries et les pathogénes paundériments, l'inhibition de I'adhésion du
pathogene, la stimulation du systeme immunitairel'ld@te et la production par des

bifidobactéries de substances inhibitrices commdéztériocines.

2.5.4 Prévention du cancer du cdlon
Le cancer colorectal est le second le plus répamias le cancer des poumons chez

I’'homme et le cancer des seins chez les femmesimpE (Russekt al.,2011).

Certains essais ont montré que des probiotiguesepéudiminuer le niveau des
molécules impliquées dans le développement du calcedlon comme certains enzymes,

mutagenes et les sels biliaires secondaires (Wskoet al.,2001).

En effet, Matsumoto et Benno, (2004) ont mentiogné la consommation de yaourt
contenantB. lactis LKM512 réduit significativement la mutagénécité ddintestin de

volontaires par comparaison a un placebo.

Tavanet al., (2002) ont utilisé un modéle animal de cancérogemdsmioinduite par
des amines aromatiques hétérocycliques alimentajreldes que produites par la
consommation de viande tres grillée), et mis emdende qu’'un lait fermenté avec la
soucheB. animalisDN-173 010 diminue la formation de cryptes abdaantémoin d’'une
inhibition de I'étape d'initiation.

La consommation par neuf volontaires sains d’urdpitolaitier fermenté contenant
plusieurs souched lf. acidophilusAl, B. bifidumB1, St. lactiset St. cremori¥ a la dose

de 300 g/j pendant trois semaines, était associ@aeadiminution des concentrations
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fécales de nitroréductase, azoréductasel-glucuronidase (enzymes impliquées dans
I'activation des métabolites précancérigeriBsytron-Ruault2007).
Les mécanismes potentiels impliqués dans un eftataacinogéne des probiotiques ont

éte résumeés dans des revues récentes de laliteé(@ableau 9).

Tableau 9 : Mécanismes potentiels de I'effet anticarcinogéreptebiotiques
(Boutron-Ruault, 2007).

Mécanismes Travaux ayant testé ce mécanisme
Antigénotoxicité Tests des cométes et Ames Tessometes et Ames
Inhibition de I'activité d'enzymes coliques Etudtesivo chez 'homme et I'animal

Contréle de la croissance de bactéri&sudes sur l'activité antibactérienne de

potentiellement néfastes probiotiques

Interaction avec les colonocytes Etudes d'adhésimrignées cellulaires et
effets de l'adhésion des bactéries aux

colonocytes

Stimulation du systeme immunitaire Mesures de faemfation des réponses
sécretoires et inflammatoires chez 'homme

et chez I'animal

Production de métabolites physiologiguemebifférenciation et apoptose in vitro induites

actifs par les acides gras a courte chaine

2.5.5 Stimulation du systeme immunitaire

Les bifidobacteries sont connues d’avoir des effataunomodulateurs sur les cellules
mucosales de I'héte mais les mécanismes exactéadiigité d’immunomodulation des
bifidobacteries et les autres bactéries intestinaléest pas parfaitement connus et

subissants actuellement des recherches sciensficastes (Russedt al.,2011).

Une étude menée sur des souris a démontré uneutiomrde la sécrétion des cytokines
pro-inflammatoires (IFNy, TNF-u, et IL-12) suite d’'une supplémentation Be longum

subspinfantis(Russellet al.,2011).
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Leeet al.,(2004) ont observés gl infantisjoue un réle d'immunorégulateur dans la
suppression des cytokine2thendant la sensibilisation d’antigene.

Une étude menée sur des souris a montré que I'etiratron d’une suplémentation de
B. longumprovoque une augmentation de production dantscalp type IgA par les

cellules mucosales (Lee et O'Sullivan, 2010).

Un essai clinique en double insu contre placebopmotant 25 sujets (60—-83 ans) ayant
consommé pendant six semaines du lait supplémenté®m aved. lactis (1,5 x 16" ufc
/jour) montre une sécrétion accrue d’icNsang périphérique), une augmentation de la
phagocytose par les polymorphonucléaires (PMNhetactivité bactéricide accrue, 3, 6 et
12 semaines apres la fin de l'intervention (HeyraHeuvelin, 2006).

Une autre menée sur 30 volontaires sains consonmoaliait écrémé ou du lait écrémé
enrichi enB. lactisHNO019 (5 x 1&° ufc /jour), I'activité phagocytaire des PMN augrteen
de 15 % et I'activité tumoricide NK de plus de 7Q & potentiel bénéfice s’éteignant
aprées arrét du traitemefiieyman et Heuvelir006).

2.5.6 Effet des bifidobactéries sur les rectocolsehémorragiques RCH

Dans une étude préliminaire, 20 malades atteintR@el et recevant un traitement
standard (mésalazine, 3 g/jour) ont été supplémgragadant 12 semaines, soit par un lait
fermenté paB. bifidum B. breveetLb. acidophilug(100 ml/ jour), soit par un placebo. Le
groupe recevant le lait fermenté a présenté unxirglactivité clinique et un score
histologique significativement diminué par rappaut groupe placebo. Les concentrations
fécales d’'acides gras a chaine courte, incluaftutgrate, étaient plus élevées dans ce
groupe. Egalement, une autre étude utilinbngumassocié a un prébiotique (inuline—
oligofructose) (2 x 1% ucf et 6 g de prébiotique deux fois par jour) auistié en plus du
traitement anti-inflammatoire classique, a condaitune amélioration cliniqgue plus
importante aprés un mois du traitement en présehcesymbiotique, ainsi qu’une
diminution d’index de I'inflammation colique tellgue les défensives, le ThFet I'IL1B

(Heymanet Heuvelin, 2006).
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Partie 3 : Le lait camélin

Introduction
Les dromadaires sont considérés d’étre une borureesde lait et de viande. Outre cet
aspect, les dromadaires sont exploités pour d'afitte tells que le transport et les courses.
D'une maniére générale, le dromadaire est tresnéstt il représente pour son

propriétaire la concrétisation de sa reussite #¢hd-Haj et Al-Kanhal, 2010).

Le lait camélin constitue depuis des temps tragadms, la principale ressource
alimentaire pour les peuplades nomades qui le comsmt habituellement a I'état cru ou
fermenté. Il est considéré comme l'aliment de hama une période annuelle prolongée,

dans la plupart de ces zones pastorales sahariennes

3.1 Définition de lait

Le lait est un aliment de couleur blanchatre proghair les cellules sécrétrices des
glandes mammaires des mammiferes femelles. Ledaitté dans les premiers jours apres
la parturition s’appelle le colostrum. Quelle quét §espece, la fonction premiere du lait

est de nourrir la progéniture jusqu’a ce qu’elle sevrée (Vilain, 2010).

3.2 La production laitiere caméline mondiale

Les dromadaires sont connus qu’ils occupent lepmégarides et désertiques ou les
conditions climatiques de ces régions pastoraleder difficile d’estimer la production
de lait camélin. Autres facteurs, y compris la rdaedurée de lactation, I'alimentation et
les conditions de gestion des cheptels jouent lenindportant dans I'inconsistance des
données (Cardellinet al.,2004).

D’aprés les derniéres statistiques officielles ésfitpar la FAO, (2008), la production
mondiale de lait de dromadaires et chameaux (landion n’est pas faite) est estimée
d’environ 5,3 millions tonnes par an. Seulement mjBion tonnes sont consommeés par
I’'homme alors le reste est prélevé par les chamselon

La somalie est actuellement estimée d’étre le memioducteur mondial de lait de
chamelle (850 000 tonnes par an), suivie de I'AraBaoudite par 89 000 tonnes (FAO,
2008).

En Algérie, les camélins ne sont pas considérésrmproducteurs de lait. L'excédent
de la traite de lait n’est utilisé que pour I'audosommation, et cela apres que le chamelon
ait tété sa mere. Une chamelle ne se laisse ta@esi son petit est a ses cotés.
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La production de lait entre, pour la majeure padans l'alimentation des bergers isolés
dans les parcours et des nomades. La productibéréailes chamelles varie d’'une région a
l'autre, en fonction de la race, de l'individu, Baimentation, etc. Les estimations faites
par quelques auteurs, nous donnent des valeurg d#a0,5 a 10 kg/jour, avec des durées
de lactation de 12 a 18 mois, comme le montrediega 10 (Chehma, 2003).

D’une fagon générale, il faut noter que la produttie lait camélin n’est pas tellement
étudiée en Algérie, et les quelques chiffres difggea sont surtout ceux obtenus sur la
base d’enquétes et non de mesures ni de suivi©if@he2003). Selon la FAO (2008),

La production de lait camélin en Algérie est esérd&nviron 8100 tonnes par.an

Actuellement, il existe une laiterie « Ibnou (manfdaaab) qui commercialise un lait de
chamelle pasteurisé et un lait fermenté « Lbenepe@dant, la quantité livrée est tres

limité et non disponible tout le temps.

Tableau 10 :Quantités de lait produites par les chamelleslg@rfe, selon différents
auteurs (Chehma, 2003).

Population/zones Production Durée moyenneAuteurs

moyenne (kg) de lactation

(mois)

Globalement 04-5 - Gastet al., 1969
Globalement 04-10 - Burgemeister, 1975
Population Sahraoui 02-4 12-16 Chehma, 1987
Population Sahraoui 04-11 12-16 Bouregba et Lounis, 1992
Dromadaire de la steppe  (,5-5 12-18 Boubekeur et Guettafi, 1994
Population Sahraoui 03-5 12-14 Arif et Reggab, 1995
Population Targui 03-4 - Settafi, 1995
Population Sahraoui 02-8 12 Guerradi, 1998

Population Targui 02-5 - Bessahraoui et Kerrache, 1998
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3.3 Les propriétés de lait camélin

Le lait de chamelle normal est généralement opatjde couleur blanche avec un go(t
sucré et piquant (acide) mais parfois méme saltte @ariabilité dans le godt est surtout
liée au type de plantes ingérées par les chamailes qu'a la disponibilité en eau. Il
devient mousseux par une légére agitation. Sa tdemsiyenne est de 1,029 g:mt une
viscosité a 20°C de 1,72 (mPa s) par rapport auéaivache qui est moins visqueux (2,04
mPa s) dans les mémes conditions (Al-Haj et Al-Kan2010).

Le pH du lait camélin crue étant compris entredd,6,7. Néanmoins, un pH légerement
bas de 6,4 et de 6 a été également enregistré lde lait camélin est semblable a celui de
lait de brebis alors gu’il est Iégerement inferi@ucelui de lait de vache (Al-Haj et Al-
Kanhal, 2010).

Le lait camélin pasteurisé peut durer plus de 10sja 4°C (Wernery, 2008). Son
acidité fut rapportée qu’elle s’augmente rapidemiensque le lait est laissé poser a
température ambiante (Ohri et Joshi, 1961). D’apte, le lait de chamelle fut rapporté
gu’il demeure stable longtemps a cette dernierepéeature par comparaison aux autres
laits. Cette stabilité du lait camélin est probaidat due a la teneur élevée en
antibactériens tels que les lysozymes, lactofesrinet les immunoglobulines
comparativement a celui de lait de vache ou bigeBenkerroum, 2008 ; EI-Agamy,
2000 ; Kappeleet al.,1999 ; Konuspayevat al.,2007).

3.4 Composition de lait camélin

Contrairement aux autres especes mammiferes, lgpastion de lait camélin a été
retrouvée qu’elle est moins stable au regard deesespeces mammifere tel que le lait
bovin. Cependant cette variation observée danstaposition pourrait étre attribuée a
plusieurs facteurs tels que les procédures de mesanalytiques, les lactations
géographiques, les conditions alimentaires et lelsardillons prélevés a partir de
différentes races. En plus, d’autres facteurs switis y compris le stade de lactation,

I'age de chamelle et le nombre de vélages (la basg (Khaskhelet al.,2005).

L’origine géographique et les variations saisoresdfurent retrouvées qu’elles sont les
facteurs les plus décisifs dans la compositioradecdmeélin (Al-Hajet Al-Kanhal, 2010).

La composition chimique globale de lait cameélinEau 11), méme si elle fluctue
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selon les auteurs, montre néanmoins des teneurstanpes et équilibrées en nutriments
de base (protéines, matiere grasse et lactose) @agqroportions similaires a celles

présentes dans le lait de vache.

Konuspayeveet al., (2009) ont analysé la composition de lait de dramradau cours
des ans entre 1905 et 2006. Les changements deostimp a travers les différentes
périodes sont motionnés dans le tableau 12. Quapéraode de 2007 a 2012 tres peu de
références sont disponibles dans la littérature. €@@ngements compositionnels pourrait
étre due a plusieurs facteurs a savoir, les proegdde mesure analytique, le régime
alimentaire, le climat, la disponibilité d’eau,dastion de cheptel et autres facteurs (Al-Haj
et Al-Kanhal, 2010).

Tableau 11 : Composition du lait camélin selon les sourcesidijpbphiques disponibles dans le
monde entier (%) (Al-Haj et Al-Kanhal, 2010).

Références* Protéined.ipides Lactose Matiéres solides Remarques (nombre des
minérales Totales échantillons, individuel/groupe,
race, saison et région)

Yagil et Etzion, 1980* 4,9 3,9 5 0,63 13,8 Israél

Mukasa-Mugerwa, 4,02 4,33 4,21 0,79 13,36  groupe, Arabie Saoudite

1981

El-Agamy, 1983* 3,7 2,9 5,8 0,7 13,1  Egypte

Sawayeet al.,1984 2,95 3,6 4.4 0,79 11,74 11 échantillons, gepuNedjd
d'Arabie Saoudite

Gnan et Sherida3,3 3,3 5,61 0,82 13,03 Libye

1986*

Abdel-Rahim, 1987* 4 3,2 4,8 0,7 13,4 Pakistan

Abu-Lehia, 1987* 2,68 3,31 4,67 0,8 11,29 Arabiegtfte

Hassan etal., 1987* 2,5 3,5 3,9 0,8 11 Est dyfri

Hjort af Ornas, 1988* 3 54 3,3 0,7 13,7 Somalie

Jardali, 1988* 3,45 3,7 4,62 0,74 12,63 Est d'Afeq

Ellouze et Kamoun,2,29 3,55 4,69 0,9 11,4 Tunisie

1989*

Abu-Lehia, 1989 4 3,8 55 0,8 14,2 Arabie Saoudite

Mehaia et Al-Kanhal, 3,35 3,24 4,52 0,8 11,91 Arabie Saoudite

1989*



Taha et
1989+

Keilwein, 3,19

Bayoumi, 1990* 3,27

Elamin et Wilcox, 2,81

1992
Farag et Kabary, 1992 3,1

Mehaia 1993 2,54
Mehaiaet al.,1995 2,52
Mehaia et al., 1995 2,36
Mehaiaet al.,1995 2,91
Mehaia, 1996 3,22
El-Agamy et al., 3,26
1998*

Karue, 1998* 3,42
Mehaia, 1998* 2,54
Ramdaoui et Obad3,36
1998*

Wangohet al.,1998* 3,08
Wangohet al.,1998* 3,31
Wangohet al.,1998* 3,13
Zhao, 1998~ 3,45
Zia-Ur-Rahman et2,68

Straten, 1998*

Zia-Ur-Rahman et4
Straten, 1998*

Zia-Ur-Rahman et3
Straten, 1998*

Guliye et al.,2000* 2,79
Attia et al.,2001* 2,81
Indra, 2003* 3,53
Kouniba et al., 3,25

2005~
Abdounet al.,2007 3,5

5,22

3,6
3,15

3,9
3,9

2,85

2,46

3,22

0,28

3,95

5,6
3,9
2,74

4,2
4,81
4,29
4,15
5,22

3,5

4,5

3,39
1,2
4,47

2,65

3,26

5,53
4,16

4,47

4,71

4,46

4,44

4,43

4,45

4,74

3,65
4,71
4,19

4,18
4,28
4,05
4,55
4,3

3,26

4,1

4,81
5,4
4,95

4,05

3,6

0,8

0,8
0,83

0,8
0,79

0,8

0,81

0,79

0,69

0,85

0,86
0,79
0,86

0,79
0,83
0,82
0,7
0,73

0,83

0,78

0,77
0,99
0,7
0,83

0,67

43

14,5  Egypte
13,2  Egypte
10,95 81 échantillons, groupe

Majaheim, Arabie Saoudite

12,36  4aréilons, groupe, Egypte

11,94 groupe, Maahe Arabie
Saoudite
10,63 8 échantillons, gepudamra,

Arabie Saoudite

10,07 8amtilons, groupe, Wadah,
Arabie Saoudite
11,35 8 échantillons, groupe,
Majaheim, Arabie Saoudite
8,64 groupe, Méjah  Arabie
Saoudite
12,8 Egypte
12,14 Kenya
11,94 Arabie Saeud
11,14 Maroc
12,66 Kenya (Somali)
13,44 Kenya (Turkana)
12,45 Kenya
8,85 Chine (Droma&jai
10,4 Pakistan
13,3 Pakistan
11,1 Pakistan
11,5 Kenya
9,61 6 échantillons, intlixl, Tunisie
13,64 N/Ac
10,8 Maroc
11,03 50 échantillons, gEOUp
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Dromadaire Arabe, Soudan

Kamalet al.,2007 3,3 3,78 5,85 0,7 15,06  groupe, hiver, Egypte

Haddadin et al., 2,69 2,95 3,92 0,82 12,3 groupe, différente

2008 Jordanie

Shuiepet al, 2008 2,93 2,64 3,12 0,73 9,56 112 échantillons, roujg,
différente saison, Est de Soudan

Shuiepet al.,2008 2,94 2,85 2,9 0,73 9,41 112 échantillons,
différente  saison, Ouest
Soudan

Bakheitet al.,2008 3,4 3.4 3,6 0,8 10,9 44 échantillons, grolymrd de
Soudan

Omer et Eltinay, 2,06 2,35 4,41 0,94 9,78 70 échantillons, groupmydan

2009 (différentes régions)

La moyenne 3,1 3,5 4.4 0,79 11,9

écart-type (ET) 0,5 1,0 0,7 0,07 15

& Les références marquées par une étoile somisqitér Konuspaye\et al.,(2009).

Tableau 12 :Composition du lait de chamelle (%) selon les gesud’année$
(Al-Haj et Al-Kanhal, 2010).

Matieres  solides Nombre de
Année Protéines Lipides Lactose minérales Totales Références
1905-1969 3,7+0,3 36+0,8 51+0,8 0,75+0,08,0+05 12
1972-1982 3,9+0,8 45+0,8 4,0+0,6 0,75+0,129+15 9
1983-1992 3,2+0,6 3,8+0,7 4,8+0,6 0,78+0,a2,8+1,2 23
1993-2006 3,1+0,4 3,6+1,3 4,4 +0,5 0,80+0,08,4+14 20
2007-2009 3,0%£0,5 3,0+0,5 39+1,0 0,77+0,09,1+20 7

& Les valeurs entre 'année 1905 a 1992 sont adapE&onuspayevet al.,(2009)
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3.4.1 Les protéines de lait camélin

Le contenu en protéines totales de lait camélirevde 2,15 a 4,90 % (Konuspayesta
al., 2009); la moyenne est de 3,1 £ 0,5 % (TableauHjlleurs, les races camélines et
les conditions saisonniéeres furent particulieremegitouvées qu’elles jouent un réle

important dans le contenu protéique dedainélin.

La teneur en protéine a été retrouvée quelle pstagie pour les espéces de la méme
race, telle que la race Majaheim (Elamin et Wilcd992 ; Sawayaet al., 1984).
Néanmoins, cette teneur en protéine fut égalensggarté qu’elle varie conformément a
la saison méme pour la méme race ; le contenu @gipe a été démontré d'étre bas en
aolt (2,48 %) et élevé en décembre et janvier%®,®Haddadiret al.,2008).

Les protéines de lait camélin pourraient étre diéges en deux constituants: les

caseéines et les lactoséroprotéines.

3.4.1.1 Les caséingsameélines

Les caséines sont les majeures protéines de taéloa Elles représentent a savoir
52-87 % des protéines totales (Farag et Kabary?2 1%haskheliet al.,2005; Mehaiaet
al., 1995).

La B-caséine est la principale caséine retrouvée spaida caséines;, et constituent
respectivement environ 65% et 21% des caseéindssdtéappeleet al.,2003)par rapport
au lait de vache ou les caséifiest os; constituent 36% et 38% respectivement (Davies et
Law, 1980).Le lait camélin est similaire au lait humain dohtantient un pourcentage
élevé enp-caséines, ce pourcentage élevé pourrait reflétefode digestibilité et son
incidence faible de provoquer une allergie intedtahez les bébés (Abou-Soliman, 2005 ;
El-Agamyet al.,2009).

Quant auxc-caséines, Kappeleat al, (2003) ont rapporté qu’elle représente seulement
3,47% des caséines camélines comparativementtdiolan ou lesc-caséines représentent
13% des caséines totales (Davies et Law, 1EB@)lleurs, autres auteurs ont rapporté que
les k-caséines peuvent éventuellement échappées adeatidétou cachées par d’autres

composants de caséines et cela due a leur teragbiesf(Farah et Atkins, 1992).

Les caséinesisy, asy, B et k camélines présentent globalement les mémes cagacte
généraux rencontrés dans le lait bovin. Toutefoiscaractére acide a été marqué (teneurs
élevées en glucose), la présence de résidus phssphden nombre variable selon la

protéine considérée) et de résidus glucidiques faokHcaséine (figure 9 et 10), une forte
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proportion de résidus apolaires répartis de facon noniforme le long des chaines
peptidigues et un polymorphisme génétique, établiamment pour la caséines;
(Kappeleret al.,1998). Ces protéines présentent toutefois queldifieésences répertoriées

sur le tableau 15.

La comparaison des 20 résidus d’acides aminés mgjian N-terminal des caséines
et p camélines étudiées par Ochirkhuyetgal., (1997) et Kappeleet al.(1998), montre
que celles-ci different par 5 résidus, suggéramiajue ces protéines aussi, dans le cas de

la chamelle, existeraient au moins sous forme d& dariantes génétiques.

10 20
Glu- Val- Gla-  Asn- Gln- Glu- Gln- Pro- Thr-  Cys- Phe-  Glu-  Lws- Val- Glu-  Arg- Lew- Lew-  Asn- Glu-
0 40
Lys- Thr- Val- Lyss Ty~ Phe- Fro- I Gla-  Phe- Vol G- Serr Arze Ty P Sa- Tor- Gly Ie
0 [ill]
Ast- Twe- Ty~ Gln- His-  Asn- Len- Al Valo Proo Il Asn- Asn- Gl Phe- Te- Pro- Tw- Pro- Ase-
0 &0

Tyr- ala- Lys-  Proo Val- Ala- Te-  Arg- Tenr His  Ala- G- Lew-  Pro-  Gln-  Cys- Gl- Ala- Lea-  Pro-

90 o7 98 100
Ase- lle- Asp- Pro- Pro- , Th-  Val-  Gu-  Arg- , Arg Pro- Arg- Pro- Arg- Pro- Ser- Phe lllu Ala- le-

110 120

Pro- Pro- Lys-  Lys-  Thr- G- Asp>- Lvs  Thre- Val  Asn- Pre- A~ Te- Ase- Th-  Val- Ala- Thre  Val-

130 140

Glu-  Pro- Pro-  Vall Tle- Proo Thr- Ala Gl , Proo Al Val- p Asne, The- Val-  Vall I Ala- Gl Alae
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Figure 8 : Séquence primaire de la caséwreaméline (d'aprés Kappelet al.,1998).
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Figure 9 : Séquence primaire de la casérB bovine (Eigelet al, 1984).
/ . sites possibles de glycosylation l . disgtaque par la chymosine
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Tableau 13 :Tableau récapitulatif de quelques parametres pbraiamiques

des principales caséines camélines et bovines.*

. CaséineoS1 CaséinarS2 Caséing Caséinex
Parametres
LC LV LC LV LC LV LC LV
Proportion dans | - o, agy) () 36 | 9,521(@8) 10 28-65 (a) 34 3,55 (a) 13
les caséines totales
Residus dacides | 7 199 | 178(v)| 207 217 (b) 209 162 (b) 16
aminés
Poids 24755 21993 24900 22294
Moléculallire (Da) - 23600 - 25250 - 24000 - 19000
35500 (a) 26300 (a) 32000 (a) 22987 (a)
Point isoélectrique 4,41 (b) 4,26 4,58 (b) 4,78 4,76 (b) 4,49 4,11 (b) 3,97
Résidus cystéine 0 0 2 2 0 0 2 2
Groupements
phosphoséryls 6 (b) 8 9 (b) 10 4 (b) 5 1(b) 1
Résidus proline 19 17 8 10 35 35 22 20
Acides aminés 38 31 26 19 22 22 14 17
Acides
Acides amines 30 25 27 33 21 20 17 17
Basiques
Présence de 0 0 0 0 0 0 oui (¢) oui
Glucides
Similitude de
39 (b 56 (b 64 (b 56 (b
structure (%) () (b) () (b)

Légende: LC : lait de chamelle ; LV : lait de vache ;

(a) : selon Jardali et Ramet (1991), Ochirkhuyaagj é1997) et Kappeleet al.,(1998) ;

(b) : selon Kappelest al.,(1998) ;

(c) : selon Babeet al.,(1994) ;

(d) : selon Le- Bars et Gripon (1989 et 1993) ; illaugt al.,(1998) ;

(*) : données pour les varianiS1- B,aS2- A, - A2 etk- B bovins, d'aprés Eiget al,.(1984).

3.4.1.2 Les protéines camélines du lactosérum

Les lactoséroprotéines camélines sont le seconttipal composant des protéines

camélines et constituent 20 a 25% des protéinasettLeur contenu varie entre 0,63 et

0,80 % de la matiere protéique de lait (Farag diakg 1992 ; Khaskhelt al., 2005 ;

Mehaiaet al.1995).

A I'exception de IaB-Lactoglobuline des homologues a-Lactalbumine, I'Albumine

sérique bovine, les Immunoglobulines, les Protgmgdones, la Lactoferrine, la

Lactopéroxydase et le Lysozyme du lait bovin, detigolées, identifiées et caractérisées

(Ochirkhuyaget al, 1998 ; Kappeleet al, 1999 ; EI-Agamy, 2000 ; Girardet al.2000).
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3.4.2 Le Lactose camélin
Le contenu en lactose varie de 2,40 a 5,80% (Kawsmet al.,2009); la moyenne
est de 4,4 £ 0,7 % (Tableau 12). La large flucaratie contenu en lactose pourrait étre

due au type des plantes broutées dans les ddskaskheliet al.,2005).

Il a été rapporté que seul les valeurs de la cdrat@m en lactose restent quasiment
invariables au cours de la saison (Hadda&dial.,2008) et sous les conditions hydratées ou
déshydratées (Yagil et Etzion, 1980). De mémepleenu en lactose fut le seul retrouvé
qu'il varie que Iégérement pour certaines racepate les difféerentes parties du monde
(Elamin et Wilcox, 1992 ; Haddadat al.,2008; Mehaieet al.,1995; Sawayat al.,1984).

Les modifications dans la teneur en lactose sdntigine des variations dans la saveur
du lait camelin. Les concentrations élevées obssryour ce dernier expliqueraient la
saveur parfois sucrée du lait de chamelle rapp@aé@lusieurs auteurs (Gnan et Shereha,
1986 ; Bayoumi, 1990).

3.5 Qualité microbiologique du lait camélin
Le lait est un produit naturellement périssabldaiude sa teneur élevée en eau, son pH

voisin de la neutralité et de sa composition emélés nutritifs.

Le lait referme inévitablement une microflore ddat nature et l'importance sont
conditionnées par I'état sanitaire de I'animal, temditions de traite, la température, la
durée de conservation... etc. Sous des conditigosireuses de collecte, sa charge ne

dépasse cependant pas 8.dérmes /ml (Larpergt al.,1997).

Si la microflore du lait bovin a fait I'objet de mbreuses études, cela est loin d'étre le
cas du lait camélin ou quelques travaux seulemengdnt consacrés. L'une des raisons
principales de cette carence est la relative aleseles moyens matériels et humains
(laboratoires, chercheurs...) tout prés des lieuxalkecte ce qui éviterait a recourir a la
congélation ou a l'utilisation d'agents anti-mig¢enis, comme c'est généralement le cas des

études physico-chimiques.

L’étude réalisée par Barbowet al.,(1984) met en évidence l'inhibition des bactéries
pathogeénes par le lait camélin. Al-Mohizetaal.,(1994), en s’appuyant sur la numération
de quatre groupes de micro-organismes (la florebéértotale, les psychrotrophes, les
coliformes et bactéries sporulantes) déduisenti@a@alité hygiénique du lait camélin est

satisfaisante.
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Yagil et al., (1994) soutiennent que la pasteurisation du laitckd@melle n’est pas
indispensable si tous les dromadaires du troupeati en bonne santd’activité anti-
microbienne du lait de chamelle, due a la présedes protéines protectrices
citées (Lysozyme, lactopéroxydase, lactoferrinenmunoglobulines, vitamine C, etc.)

serait responsable de cet état (Barlmiwal.,1984).

A partir du lait de chamelle, 10 souches de baxtépisychrotrophes, produisant des
lipases (Al-Saleh et Zahran, 1999), ont été exsadt caractérisees. Leur activité lipasique
varie entre 0,26-3,43 meq d’acide palmitique 100dg/ MG de lait de vache par heure.
Pseudomonas fluoresceR#/4 est la souche la plus active. Elle peut cradtreécréter des
lipases & pH 5,50-8,50. Dans les milieux de cultemgichis en protéines de lait, la

production de lipases augmente.

L’activité antimicrobienne du lait camélin due askmergie des effets precédemment
cités, conféere au lait camélin une bonne aptituldec@nservation, mais se répercute
négativement sur ses aptitudes a la transformatiqeroduits dérivés (Fara al.,1990 ;
Kamoun, 1995 ; Ramet, 1994 ; Abu-Taraboashl.,1998).

3.6 Aptitude a la transformation technologique du it camélin

Il a été rapporté que le lait camélin n'est conaaue pour boire. Cependant, divers
produits ont été fabriqués a base de lait de cHarteds que le fromage, le lait fermenté, le
yaourt, les glaces (ice cream) ainsi que le bgéyirélaj et Al-Kanhal, 2010).

3.6.1 Fabrication de fromage

Certains fromages traditionnels de lait camélint $aloriqués par des nomades localisés
a I'Ahaggar, a la péninsule du Sinai, en Tunisi@awetkenya (Yagilet al., 1994). Ces
fromages sont élaborés par thermo-coagulation dettipes et obtention d’'une pate
humide en forme de galette a consommer rapidemeapes séchage naturel et/ou salage
(Gastet al., 1969 ; Yagil, 1982 ; Mohamest al.,1990). D’autres types de fromages (secs)
nommés‘Afig et Oggt sont fabriqués, respectivement, au Kenya et eniédrahoudite
(Al-Ruqaieet al, 1987 ; Mehaia, 1994).

Toutefois, les particularités des constituantsaiiude chamelle (faible proportion &n
caseines, grande taille des micelles caséiniquase fgaille des globules gras, présence
d’'un systéme antibactérien ...etc.), ne permettestlpdaransfert aisé de la technologie
fromagere du lait bovin au lait camélin. C'est esade la fabrication des fromages a

coagulation acide (pate fraiche) ou la formatiorcdillé est assez lente (Kamoun, 1995 ;



50

Ramet, 1993 et 1994) du fait que I'acidification l@witée par le systeme antimicrobien du
lait (Barbouret al.,1984 ; Gnaret al. 1994 a ; Kamoun, 1995 ; EI-Agamy, 2000 a).

La coagulation du lait de chamelle a I'aide derkspre est irréalisable selon certains
auteurs (Gast al.,1969). En revanche, d’autres travaux ont montréltétait possible
moyennant un apport de CaCfFarah et Bachmann, 1987 ; Ramet, 1994) ou uri dpu
lait d’autres espéces (chevres, brebis ou buffjesgeenfin par l'utilisation paralléle de

ferments lactiques (Mohamed al.,1990).

D’autres agents coagulants sont proposés en ddadasprésure bovine. Il s’agit de la
pepsine bovine (Wangaodt al., 1993 ; Ramet, 1994), de la présure caméline (Ela&by
et Wahba , 1986 ; El-Batavwat al. 1987 ; Wangolet al.1993 ; Wangoh, 1998) et enfin de
protéases coagulantes microbiennes HWleicor miehei et d’Endothia parasitica
(Ramet,1985 et 1990).

Il en ressort cependant de tous ces travaux, queitleur coagulum est obtenu en
utilisant soit des enzymes gastriques de dromajaseit la pepsine bovine. Ceci
résulterait d’'une meilleure affinité de ces extwragnzymatiques pour les caseéines
camélines, comme semblent le suggérer les travauXagppeleret al., (1998), ou il est
montré que le site de coupure de la chymosine yEmple est différent selon les caséines
K considérées (bovines et camélines). Toutefois,réserve souvent exprimée, relative a
I'utilisation de la pepsine bovine, est qu'elle pede une activité protéolytique assez
prononceée qui peut se manifester dans les fronzayda libération de peptides amers.

Les autres protéases ne présentant pas ces ing@amgerseraient les mieux indiquées
(Ramet, 2001).

Notons cependant que Mohanedal.,(1990) ont obtenu un fromage a pate dure de
type "GRANA" & partir du lait de chamelle non stardisé. Ces auteurs n’ont signalé
aucune difficulté lors de sa fabrication et estitngne les divergences des résultats
observés d'un auteur a un autre sont attribuahlesoaigines tres différentes des laits
utilisés.

Faisant appel a la coagulation mixte, Ramet (198¥1) et Mehaia (1993 a, b et 1994)
ont fabriqué du fromage a pate molle a base de daitchamelle seul, ou en mélange avec
du lait de brebis (Jardali-Maatouk, 1994 ; Ram88Q) ou du lait de vache (Mehaia, 1993
a, b et 1994). Néanmoins, ces auteurs font étegriements faibles quand le fromage est

obtenu exclusivement a partir du lait camélin.
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Récemment, une innovation technique, consistafd erise au point d’'un ferment
(Camifloc ND), permettant de coaguler le lait dearokelle, a offert une opportunité
intéressante aux éleveurs cameélins du Sahel (Malliger), de valoriser les excédents
laitiers sous forme de fromage (Via-Franek al., 2003). Cette opération se heurte
cependant aux difficultés d’approvisionnement emiflac ND qui, de surcroit, semble
plus utiles aux éleveurs pour traiter les diarrhdi@shamelon que pour faire du fromage
(Via-Francket al.,2003).

3.6.2 Fabrication du beurre

En se référant a I'analyse bibliographique, il agppaue la possibilité de faire du beurre
a partir du lait de dromadaire est trés controver§®our beaucoup de nomades, cette
transformation n'est pas possible (Dickson, 198/4lson, 1984) alors que d'autres auteurs
donnent un avis plus nuancé et font état de predaliriqués dans des conditions assez
satisfaisantes (Knoess, 1986 ; Yagil, 1982). Dekarches ont confirmé une faisabilité qui

reste toutefois plus délicate que pour le lait dehe (Faralet al.,1989; Ramet, 1990).

Ces difficultés semblent résulter de I'état paligcudes globules gras qui sont de petite
taille et possédent une enveloppe membranaire tanuer (Knoesst al.,1986; Racet al.,
1970). De ce fait, la résistance mécanique desufgebest vraisemblablement accrue :
celle-ci entraine, lors du barattage, un tempsitdi@mn trés long de l'ordre de 5 heures
lorsqu’on traite le lait directement (Ramet, 1990).

En pratique beurriére, la maitrise de la tempéeatist essentielle car elle conditionne
I'état physique de la phase grasse ; si la tempérast trop basse, I'ensemble du globule
gras est a l'état cristallisé ; la libération d'yretite fraction de matiere grasse liquide
nécessaire a réaliser la coalescence des globwalegpgur former le grain de beurre ne se
fait pas et conduit a l'absence de formation d'vmingde beurre. Inversement, si la
température est trop élevée, I'ensemble de la reatjiasse est sous forme liquide, le
beurre formé est trés mou et une fraction non géghble est perdue sous forme d'huile

dans le babeurre.

L'importance de ce facteur température a été guaérdans un travail réalisé au Kenya
qui a montré qu'a la température de 10 a 12°Ctuelldment observée pour baratter la
creme de lait.de vache, la formation.de grains @lerk ne se fait pas et qu'au-dessus de

36°C, le rendement en beurre commencait a dimiteerconditions optima du barattage
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ont été trouvées a 25°C avec une creme titrant 22,8 matiére grasse et une durée
d'agitation de 11 minutes (Farahal.,1989).

Au plan organoleptique, le beurre issu du lait denthdaire se caractérise par sa
couleur tres blanche (Farah al., 1989; Ramet, 1990); celle-ci résulte vraisemblaleleim
de la présence d'un non-gras important composérateimes résiduelles difficilement
dissociables de la phase grasse et d'eau capid@eue entre les grains de beurre (Ramet,
1990). La texture du produit se distingue, a lapeoat a la dégustation, par un caractere
collant et graisseux (Farat al.,1989; Ramet, 1990). Son godt et son odeur sonteteat

peu typés.

3.6.3 Fabrication de yaourt

Le yaourt fabriqué a partir de lait camélin futpapgé d’avoir une texture liquide et tres
molle. L'addition a la fois de 0,75% d’alginate dedium et 0,075% de chlorure de
calcium au lait camélin fut rapporté qu’il produit yaourt similaire a celui obtenu a partir
de lait bovin (Hashinet al.,2008).



CHAPITRE Il

MATERIEL ET METHODES
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Chapitre Il : matériel et méthodes

1 Origine des échantillons

Une dizaine d’échantillons de selles ont été pedeshez des bébés agés de 2 a 6 mois,
naissaient par accouchement vaginale, ne receesntg traitement antibiotique, nourris
exclusivement au sein.

Les selles sont émises dans des récipients stédtashoirs), et sont maintenu en
anaérobiose a basse température lors de son traretppusqu’a la mise en route de

I'analyse au laboratoire.

2 Milieux de Cultures
2.1 Milieux de cultures pour les bifidobactéries

L’isolement des bifidobactéries constitue I'étapeplus critique puisqu’il nécessite des
conditions assez spécifiques, qui mettent en jewsgstémes d’anaérobiose comme les
anaero-cults ou les gas-packs et des milieux icheg additionnés d’'un agent réducteur tel
la cystéine-chlorhydrique (Scardovi, 1986).
- L'isolement des bifidobactéries a partir deseselles nourrissons s’est fait sur milieu
MRS additionné de 0,05 % de cystéine-chlorhydrigu® mg/l d’acide nalidixique par
'ensemencement dans la masse.
- La numération des bifidobactéries a partir debemi lait a été faite sur milieu MRS

Lactosé a 5 % additionnée de 0,05 % de cystéine-HCI

2.2 Lait de chamelle
On a utilisé le lait chamelle stérilisé en vue dtedminer I'activité biotechnologique

des souches de bifidobactéries.

Le lait de chamelle crue a été obtenus de la petiteeprise « Richlait ». Le lait a été
collecté en respectant les conditions d’asepsie das flacons stériles lors de la traite chez
les éleveurs de la région de Ouargla puis transpdens une glaciaire a 4°C au laboratoire
dans les meilleurs délais. Le lait a été pastew@ri88°C pendant 30 minutes dans un bain

Marie et rapidement refroidi a 4°C jusqu'a ce @dit inoculé (Papadimitrioet al.,2007).

3 Isolement et purification des bifidobactéries
L’isolement et le dénombrement des bifidobactéaig@artir des matieres fécales ont été

réalisés sur gélose MRS-Cys.
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A partir de chaque échantillon un gramme de sallété suspendu dans un tube
contenant 9 ml d’eau physiologique cystéinée (@inexe). Chaque suspension a été
homogénéisée pendant 2 a 3 minutes, puis desodifutiécimales sont réalisées de I'ordre
de 10°,10° et 10'°. Prendre trois (03) boites de Pétri stérilesai@é d’une micropipette,
mettre dans chaque boite 1ml de la dilutioff (f@péter cette opération pour les 2 autres
dilutions) .Couler aseptiquement dans chaque llgtBétri la gélostondue et maintenue
a 45 £ 1 °CHomogénéiser soigneusement I'inoculum avec le miie effectuant des 8.

Apres solidification de milieu, les boites de Pé&ont incubées dans une jarre
d’anaérobiose avec les anaero-cults capable daiipeoH; et le CQ pendant 5 jours a
37°C (Beerns, 1990 ; Framdt al., 1993). Les boites contenant un nombre de colonies

compris entre 25 et 300 sont retenues.

1g Iml iml Iml iml iml

NS NTN NN
@ 9 ml d'eau
Physiologique
Selles Cystéinée
de nourissons

10! 102  10° 10° 10%¢ 10"

— c=c= Verser la gélose MRSBys

=

h'd
Laisser solidifier

43

Incubation 5 jours a 37°g
en anaérobio:

Lecture des résultats

Figure 10: La technique suivie pour l'isolement des bifidctiéries
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4 Purification des souches

A partir des colonies obtenues des purificationst daites sur milieu MRS-Cys par
repiquage successit.’opération est renouvelée en prenant chaque foithasard des
colonies identiques bien distinctes. Ceci conduitbéenir une culture dont la pureté est

estimée par observation microscopique aprés catarde Gram.

5 Pré-identification des bifidobactéries

Apres la purification nous avons effectué les teatgants :

5. 1 Etude macroscopique :
Cette étude consiste a noter l'aspect des colob@&dériennes (contour, couleur,

viscosite...).

5.2 Etude microscopique :
Coloration de Gram (Larpent et Larpent, 1990)

Sur les frottis fixés, on ajoute quelques gouttesvidlet de gentiane qu’on laisse agir
1minute. Le colorant est jeté, et la préparatianresouverte du lugol (solution aqueuse
d'iode et diodure de potassium) pendant 30 secendlepération est répétée une
deuxieme fois. Ensuite, la préparation est décelaréalcool 90°. On rince avec de I'eau
distillée.En fin, quelques gouttes de fuchsine de Ziehl serdées sur la lame qu’on laisse
agir Iminutes. La lame est lavée a I'eau distilleres séchage, on passe a I'observation

microscopique a I'immersion.

6 ldentification du genre
6.1 Recherche de la catalase :
Cette enzyme est produite en abondance par leérlesch métabolisme respiratoire qui

peuvent détruire les peroxydes. La catalase estnmgme qui catalyse :
2 HzOz — 2 HZO +02

La catalase est mise en évidence en émulsionnamnsuame la culture bactérienne a
tester dans I'eau oxygéndee test consiste a déposer une goutte@; a 10 volumes sur
une lame de verre et a y ajouter a l'aide d'unetigppasteuboutonnée l'inoculum
bactérien développé sur gélose MRS-Cys.

Le résultat est immédiat et se caractérise pap#iapon de bulles, dégagement gazeux
de dioxygéne catalase”, le contraire indique I'absence de I'enzyme (papudlles)
catalase (Larpent et al., 1990).
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6.2 Recherche de 'oxydase :

La recherche de I'oxydase est un des criteredusdscriminatifs et les plus employés
pour l'identification des bactéries, surtout cebs bacilles a Gram négatif.

Ce test permet de mettre en évidence une enzymehdnylene diamine oxydase des
bactéries a partir de leur culture en milieu géld@sétte enzyme est capable d’oxyder la
forme réduite incolore de le N diméthyl paraphéngléiamine et en présence de I'enzyme

en leur forme oxydée semi-quinonjque rose vioraljé:'rssant alair.

. hényléne diamine oxyd o
N diméthyl paraphényléne diamine (réactif incoldte) > e amMNe Y8R omposé rosé

Sur une lame on dépose un disque d’oxydase et omegd’eau distillée, un peu de
culture est prélevé et déposer sur le disque. kelted positif se manifeste par une

coloration rose violette (Marchat al.,1991).

6.3 Recherche de type fermentaire :

Pour déterminer le type fermentaire, les souches epiquées sur le bouillon MRS-
Cys contenant une cloche de Durham. L'incubatieffestue en anaérobiose a 37°C
pendant 24 h (Garvie, 1984).

La présence du gaz dans la cloche indique queuehsoest hétérofermentaire et son

absence indigue gqu’elle est homofermentaire.

6.4 Recherche du citrate perméase sur milieu Kemplet Mc Kay, 1980 :

Ce test permet de mettre en évidence le citratengmse. Les souches de
Bifidobacteriumsont ensemencé sur boites de Pétri contenant lleunrKMK par la
méthode des stries et incubées a 37 C° pendardr2dhaérobiose.

Le résultat positif se traduit par 'apparition degonies bactériennes de couleur bleue

et le résultat négatif se traduit par 'apparitd@ncolonies blanche.

6.5 Mise en évidence de la production d’indole sunilieu urée-tryptophane :

Le milieu est ensemencé avec une suspension épsbactéries prélevées sur un
milieu solide (une anse pleine dans 1mL de miliew)directement avec un morceau de
colonie. Apres 24 h d’'incubation 2 a 3 gouttesaitif Kovacsont ajoutéed.’apparition

d’'un anneau rouge en surface traduit la préserodaleé.

Tryptophanase
_—

L-tryptophane + H,O acide indole + NH3 (ammoniac) + acide pyruvique


https://www.clicours.com/
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6.6 Mise en évidence de I'uréase sur milieu uréeyptophane :
Une suspension dense de chaque souche est enserdanséun tube contenant 0,5 ml
de milieu urée-tryptophane. Aprés incubation a 3gé@édant 24 h :
- La coloration rouge traduit une alcalinisationrdilieu, suite a I'hydrolyse de l'urée :
uréase +.
- La coloration orange ou jaune montre l'abserfegdddlyse de 'urée : uréase -.
Urée + 2HO + H" @2 2 NH," + HCOy

6.7 Protéolyse de la gélatine :

Les souches sont ensemencées par piqlre centradedda tubes de milieu gélatine,
puis laissés a la température ambiante du laboea@5°C).

L’absence de tout changement permet de conclurelegisouches sont gélatinase

négative.

6.8 Test de croissance sur bile (2 %) :
40 g de bile sont dissoutes dans 100 ml d’eadldesit autoclaver 15 mn a 115°C.
0,5 ml de cette solution sont ajoutés a 10 ml deSMIs liquide. Apres inoculation avec
les souches, l'incubation se fait a 37°C pendanth4@& anaérobiose (Sebald et Petit,
1997). La croissance dans le milieu contenantléada traduit par la présence du trouble.
Afin calculer le volume en devant prélever de lacamtration mére et que nous l'avant
introduit dans les 10 ml d’'MRS pour obtenir une a@amtration de 2%, on a appliqué la loi
suivante : @V1= GV, ou
C; .la concentration initiale (40%), Vi : le volume recherché,
C,: la concentration voulue (2%) Vs : le volume connu (10 ml d’MRS)
V1= (CV)/Cy = (2%.10ml)/40% = 0,5 mi

6.9 Antibiogramme des souches isolées :

L’antibiogramme des souches de bifidobactéries é rétlisé par lanéthode de
diffusion en milieuUMRS-Cys solide a pH 7.

Pour chaque souche testée, une colonie de morplotggiqgue a été prélevée et
repiquée dans bouillon MRS et incubé pendant 1B:2Z4emper un écouvillon stérile dans
la suspension bactérienne puis le frotter sur taité de la surface gélosée. Disposer les
disques a une distance de 60 mm, centre a cefitrel' @viter le chevauchement des zones
d’inhibition.



58

10 disques imprégnés d’antibiotiques (bioanalysef) é&té testés a savoir: Acide
nalidixique (301g), Amoxycilline (25 pg), Ampicitie (10 pg), Chloramphénicol (30 pg),
Erythromycine (15 pg), Kanamycine (30 pg), Oxacdli (1 pg), Trimethoprime-
Sulfamethoxazol (25 pug), Vancomycine (a§) et Cefsulodine (3(g).

La lecture s’effectue aprés 48 h d’incubation eaéanbiose en mesurant les diamétres
des zones d'inhibition & l'aide d’'une régle. Lesultats ont été comparés aux valeurs
critigues données par le comité de [lantibiogramme la société francaise de

microbiologie 2011(voir annexe).

7 Test de thermorésistance :

Une suspension bactérienne jeune des souches ssamencées dans des tubes
contenant du MRS-Cys liquide puis sont chauffésdanbain-marie a 46,5 °C pendant 30
minutes, ensuite les tubes sont incubées a 37°Qlapén24 h sous conditions
d’anaérobiose (Kleiret al., 1998). La présence de trouble apres l'incubatiatiqune la

résistance des souches a cette température.

8 Test de croissance en milieu hyper-salé :
Ce test est réalisé pour éliminer les entérocoglest réalisé dans le bouilldiRS-
Cyscontenant 4% et 6,5% de NaCl (Devriesal.,1993).

Les souches de bifidobactéries sont inoculées dasstubes contenant le bouillon
MRS-Cys additionnés de 65g/l (6,5%) et 40 g/l (4 &) NaCl, puis incuber a 37C°
pendant 24h sous conditions d’anaérobiose.

La présence de trouble bactérien dans les tubeeramt 6,5% de NaCl indique la

présence des entérocoques ou une contamination.

9 Caractérisation des espécdsuessas, 2006)

La fermentation des carbohydrates a été menée dieunVIRS-Cys sans extrait de
viande et additionné au pourpre de bromocrysol (B&ofme indicateur de pH.

La source de carbone est représentée par l'urudessssuivant : Arabinos®affinose,
Sorbitol, Xylose, Mannose, Fructos&alactose, Sucrose, Maltose, Manitol, Glucose,
Lactose.

Les solutions sucres sont préparées a 3% et sé@slipar autoclavage. Un millilitre de

la solution sucrée est additionné a 10 ml de MR&B&Eempte d’extrait de viande. Vu le
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nombre de souches étudiées ainsi que le nombrabds & essai a utiliser avec chaque

souche, une mini préparation est réalisé au labiogat

Une plaque d'Elisa est utilisée pour ses puits.pLeis de chaque ligne contiendront une

source de carbone qui sera utilisée par différesaashes (figure 11).

Une solution bactérienne servant a ensemencer Ugs pontenant les différentes
sources de carbonne a été préparée. Une cultut8-8é heures de la souche appropriée

est centrifugée a 8000 tr/mn pandant 15 min.

Le culot ainsi récupéré est a est lavée deux feec deau physiologique-Cys aux
mémes conditions pour le débarrasser des restesildw de culture et obtenir un culot
cellulaire pur. A ce culot, 5 ml de milieu MRS-BE&® est additionné pour former la
solution cellulaire servant a ensemencer les poitéenant différentes source de carbone ;
100 ul de cette solution bactérienne est déposée daarguehpuit. Les préparations sont
recouvertes d’huile de paraffine stérile pour obtBanaérobiose. Les plaques d'Elisa sont

incubées en anaérobiose pendant 24-48 h a 37°C.

La lecture des résultats sa fait apres 24 et 48baliincubation. La fermentation des

sucres est révélée par le virement de l'indicali(BCP) du violet au jaune.

Sucres

\4

Souches

Figure 11 : schéma représentant la mini préparation pour le
test de la fermentation des sucres.

10 Tests physiologiques
10.1 Influence du pH :

Pour étudier l'influence du pH sur la croissance deuches retenues, on prépare un
milieu MRS-Cys a différents pH (4, 5, 6,5, 8 et)&bon note si il y'a présence ou absence

de croissance.
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10.2 Influence de la température d’incubation :
L'effet de la température est étudié sur milieu M&% a pH 6,8. Les cultures
préparées sont mises a incuber a différentes teypés (25°C, 30°C, 45°C) et on note Si

il y'a présence ou absence de croissance.

11 Conservation des souches bactériennes
Deux types de conservation de nos souches soriea bme de courte durée et l'autre a

longue durée.

11.1 Conservation a courte durée :

Les souches sont ensemencées sur gélose MRS-Clysites ou en tubes inclinés.
Apreés incubation a 37°C pendant 18-24 heures, déedou les tubes sont conservés a +
4°C. Les repiquages se font toutes les deux seméuardovi, 1986).

11.2 Conservation a longue durée :

A partir de jeunes cultures (18-24 h) sur miliequide, les cellules bacteriennes sont
récupérées par centrifugation a 4000 tr/min penddéntmin. Une fois le surnageant
éliminé, le culot est maintenu en suspension dansilieu contenant 10 % de lait écrémé
enrichie par 0,05% d’extrait de levure, 30% de éiptet 0,05 % de Cystéine-HCI.

Ainsi les cultures sont conservées en suspensiased#ans des tubes eppendorf a -20°C.
Au fur et a mesure des besoins, les cultures smurdjelées rapidement et repiquées dans

du lait deux fois avant l'utilisation (Sameés al, 1994).

12 Aptitude technologique des bifidobactéries
12.1 Test de coagulation du milieu lait en cultur@ure :

Les tubes contenant 10 ml de lait de chamelle gbéahent strilisés sont ensemenceés
par les différentes souches Bdidobacteriuma la concentration de 1% chacune, puis
incubés a 37°C en anaérobiose jusqu’a coagulatiorai et les caractéristiques du

coagulum sont notés.

12.2 Etude de la cinétique de croissance dans lét ke chamelle :

Les caractéristigues de croissance des soucheBifidebacteriumdans le lait de
chamelle ont-été-évaluées: Pour-cela-on-procédeéthode-de-Abu-Taraboust al.,
1998.
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Les souches d8ifidobacteriumsont d’abord ensemencées sur bouillon MRSL-Cys
pendant 12-16 heures a 37°C.

Des flacons de 100 ml de lait de chamelle stédlg préparées puis ensemencer par 1
% (V/IV) de culture bactérienne puis homogénéiségrmusement. Chaque culture ainsi
préparée est répartie en tubes a raison de 10anlbnobnsuite incubés a 37°C pendant 33
heures en anaérobiose. Des prélévements ont étdueEfé aux temps 0,2, 4, 6, 8, 10, 24 et

33 heures afin d’évaluer les caractéristiques dssances des souches étudiées.

La numération des bifidobactéries ont été a été fair milieu MRSL- Cys agar selon la
méthode d'ensemencement dans la masse en appliegiétapes suivantes :
- Aprés homogeénéisation des cultures, on effeces dilutions décimales dans I'eau
physiologique additionné de 0,05% de cystéine-HOlardre de 10, 10° et 10”.
- Prendre deux (02) boites de Pétri stériles,idd’d’'une micropipette, mettre dans chaque
boite 1 ml de la dilution ID(répéter cette opération pour les 2 dilutions déatm
suivantes ) pour les temps 0, 2, 4, 6, 8 et 1@letnl (100 microlitres) pour les temps 24
et 33h.
- Verser dans chaque boite de Pétri la gélose MBY préalablement fondu et maintenu
a 45% 1°C dans le bain d’eau contelauns les flacons.
- Mélanger soigneusement l'inoculum avec le miktuaisser le mélange se solidifier en
posant les boites de Pétri sur une surface hoslmat froide.
- Retourner les boites préparées et les mettreudangrre d’anaérobiose + les gas packs.
-Incuber a 37°C pendant 48 heures.
- Ne retenir que les boites contenant de 25 a 8hies.

Afin de calculer le nombre des unités formant cmofufc)/ml on a appliqué la
formule suivante :

2C
N, =
ufc V(nl. 1) + (le. 0,1) + (n3_ 0,01) N R + (nn- 10_(n_1)d

ou

YC estla somme des colonies dénombrées sur lessboit

V : le volume ensemencer dans la boite de Petri.

n, estle nombre de boites ayant servi au dénombredriarremiere dilution utilisée.

n, estle nombre de boites ayant servi au dénombreiriardeuxieme dilution utilisée.

d estla valeur correspondant a la dilution aipde laguelle les premiers comptage ont

été effectués.
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Le taux de croissance (p) le temps de génération (G) ont été calculéndatescotet
al., 2003 selon les équations suivantes :

Le taux de croissanqey1, = (log x, — logx,)/log2 - (t — to)

Le temps de génératidiy,) = 1/

ou X; et Xp sont le nombre des colonies (cfu/ml) a tempes ¢.

12.3 Détermination de I'acidité titrable :
Cette manipulation a pour but de déterminer peagé la concentration molaire en ions

HsO" dans un échantillon de lait. Cette concentratgiregprimée en "degrés Dornic".

Le dosage de I'acidité au cours de la croissanoe talait chamelle est effectué selon
la méthode décrite par Accolesal.,(1977), en utilisant le NaOH (N/11) en présence de

I'indicateur de phénolphtaléine (a 1 % dans I'alfoo

A partir des tubes incubés contenant les cultunelsig le contenu d’un tube est versé
dans un bécher dans lequel sont ajoutées 3 galgtteslution de phénophtaléine.

Le titrage s'effectue a I'aide d’'une burette aveclal soude dornic sous agitation. On
considere que le virage est atteint, quand la coudéanche du lait vire au rose pale et

persiste pendant une dizaine de secondes.

Noter le volume de la solution titrante utilisé dxiemes de millilitres. Les résultats
sont exprimés en degrés dornic selon la formuleasiie :
Acidité dornic = n x 10
Avec n : volume de la soude dornic.

1 degré dornic =1°D = 0,1 g d’acide lactique damd ditre de lait.

12.3 Suivi du pH au cours de la croissance :
L’acidité développée dans le lait est suivi aussi pne mesure de pH a l'aide d'un pH

metre.
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Burette de Mohr «

Barreau aumante

Figure 12 : Instruments pour la mesure de I'acidité titrable.

Solution titrante

Prise d'essai

Agitateur maguetique
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Chapitre Il : résultats

1. Isolement et dénombrement des bifidobactéries

Les résultats de la numération réalisée sur MRS-Qyenue apres les analyses
microbiologiques effectuées sur les échantillom$,neontré un taux important de bactéries
présumées des bifidobactéries dans les selles aeissons qui varie de 2.1%0a 102
ufc/g.

2. Pré- identification des souches
a) Aspect macroscopique :

Apres les séries de purification sur milieu sokddiquide (MRS-Cys), les colonies de
bifidobactéries développées sur le milieu MRS-Cgmtsd’'un aspect punctiformes,
bombées, luisantes, de couleur blanchatres et crdmeontour régulier de diametre
variable. Cet aspect macroscopique est souvenbménécchez les bifidobactéries (Figure
13, 14, 15) (Tableau 14).

b) Aspect microscopique

L’observation microscopique aprés la coloration @Gam effectuée sur les colonies
obtenues a révélé la présence de bacilles a Graitif e forme bifide (Y, V), court
batonnets a extrémité arrondis et souvent formeukges parfois sous forme de petits
bacilles réguliers ou sous forme coccoide. Ce ptéphisme cellulaire est en relation

étroite avec la composition du milieu de culture.

Le pléomorphisme est typique aux bifidobactériegst généralement pris comme un

indice d’orientation dans l'identification du gereedes espéces.

Tableau 14 : Aspect macroscopique et microscopique des soushiE®s.

Aspect| Macroscopique Microscopique
souches
Colonies blanchatres, luisante€ellules en béatonnets courts| a
BE7 surface lisse, visqueuses, bombéesa@ntour ondulés, spatulés |et
contour régulier extrémités arrondies, incurvés en
\Y
BES Colonies blanchatres, punctiformeg,Cellules en béatonnets courts,
blanchatres  crémeuses, contpparfois allongées, extrémité
régulier arrondie, en forme V
Colonies opaques, blanchatres, Cellules sous forme de batonnets
BBE surface lisse, contour régulier courts, polymorphe, contour
ondulés irrégulier, extrémité
bombée




(@) (b)

()

Figure 13: I'aspect macroscopique et microscopique de |lalsoBE!

(a) et(b) : 'aspect macroscopique des colonies de la sosghmilieu MRS-Cys
apres 24 h d’incubation a 37°C
(c) : lamorphologie des cellules de la souche aprés caarde Grar
observé sous le microscope optique (x 1
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(€)

Figure 14 : I'aspect macroscopique et microscopique de la soB&tv

() et (b) : 'aspect macroscopique des colonigga deuche sur milieu MRS-Cys
aprés 24 h d’incubation a 37°C
(c) : la morphologie des cellules de la souchesapoforation de Gram
observé sous le microscope optique (x 1500)



67

()

Figure 1E: I'aspect macroscopique et microscopique de lalsoBBF

(a) et(b) : 'aspect macroscopique des colonies de la soschmilieu MRS-Cys
apres 24 h d’incubation a 37°C
(c) : la morphologie des cellules de la souche aprksatmon de Gram
observé sous le microscope optique (x 1500)
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3. Recherche de type fermentaire
Toutes les souches ensemencées dans le milieu MRSdbfermant la cloche de
Durham ont montré une bonne croissance au fondutbes sans dégagement de gaz dans

la cloche (figure 18).

Figure 16 : résultat test de mise en évidences de type
fermentaire des souches isolées.

4. Mise en évidence des autres enzymes

Les activités des enzymes suivantes : catalasegdasey uréase, gélatinase et la
production d’'indole ont été étudiées. Les résultaiss montrent que les souches étudiées
ne possedent ces enzymes excepté le citrate perfpiesitif).

Les résultats sont démontrés dans le tableau l&S &gures 17 et 18.

Tableau 15 :Résultats de mise en évidence des activités eniueatdes souches étudiées.

nzymes Catalase Oxydase Uréase ProductioGélatinase Citrate
Souche d’'indole Perméase
BE7 - - - - - +
BE5 - - - - - +
BBF - - - - ; +
BE9 - - - - - +
BN1 - - - - - +
BN3 - - - - - +

(+) ; résultat positif (présencd}) ; résultat négatif (absence)
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BE7 BE5S | BBF| BN1 BN3| BE9 T

BE7 | BES |BBF | BN1|BN3 BE9| T |T+K

(a) résultat de test daise en évidence ¢ (b) résultat de test de mise en évidence (
'uréase production d’indol

BE7 | BES| BBF| BN1 | BN3| BEY

(c) résultat de test de gélatin (d) résultat de test de production d’oxyd
Figure 17 :Résultats des tests d’ uréase, indole, gélatinatexydase des souches isol

(a) T : Témoin ; Uréendole vierge (orange) : rouge, - : jaune)

(b) T: Témoi

(d) T : disque C l i.{:i 0 U r‘g ICG M violet, - : incolore)

au rouge- : rose-orange




70

Figure 18: résultat de mise en évidence de citrate pern

sur milieu KMK des souches isolées.

5. Test de la culture sur la bil
Toutes les souches ensemencées sur milieu -Cys contenant 2% de bil
développent un trouble avec une opacité importd( a la précipitation des sels biliair

ceci confirme leur résistance qui est un des estéles probiotiques (figure 1

DN1 DN3 @ DBI' DS

BES DBLET T

Figure 19 :résultat de test de culture sur bile des soucloéseis
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Comme toutes les bactéries la résistance ou lab#aasdes bifidobactéries aux

antibiotiques est un critére qui contribue d’'unet paur leur sélection et d’autre part pour

leur classification.

Les résultats de I'antibiogramme montrent que ®Ugs souches sont résistantes aux

antibiotiques utilisés comme agents sélectifs dassmilieux pour les bifidobactéries

(acide nalidixique, vancomycine et kanamycine).

I’érythromycine, amoxicilline et au chloramphénicol

Raontre,

sont sensibles a

La sensibilité ou la résistance aux autres antdpies utilisés varient d'une souche a

l'autre (Tableau 16).

Tableau 1¢: Résultat d’antibiogramme des souches isolées.

Dose

Nom (1) BES5 BE7 BBF BE9 BN1 BN3
Acide nalidixique (NA) 30 OO(R)] OO(R) OO(R) OR) |00(R)| 00(R)
Amoxicilline (AX) 25 25(S) | 25(S)] 24 (s 24 (S) 26 (S)| 25(S)
Ampicilline (AM) 10 00 (R)| 01 (R)| 00 (R) 01(R)| OR)| 02 (R)
Chloramphénicol(C) 30 35(S) 35(%) 36(%) 27 (580 (S)| 28 (S)
Erythromycine (E) 15 30(S) 28(S) 30(%) 30($)30(S)| 30(S)
Kanamycine (K) 30 12(R) O09(R) O08(R) 05(R)06(R)| 10 (R)
Oxacilline (OX) 1 08(R)| 12(S) 22(S 05 (R) 06 (R)| 05 (R)
Trimethoprim Sulfamethoxazol (SXT) 25 24(S)| 00(R) 30(S 26 (S) 27 (S)| 28 (S)
Vancomycine (V) 30 0O0(R) OO(R) O00(R) 00 (R)00 (R)| 00 (R)
Cefsulodine (CFS) 30 00 (R 0(R 0 (R) 0 (R)00 (R)| 00 (R)
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Figure 20 : Résultats du test d’antibiogramme de la souche (a etb) et la souche BE'c etd).

(NA) ; Acide nalidixique, (AX ; Amoxicilline, (AM) ; Ampicilline, (C); Chloramphénicc
(E) ; Erythromycine, (K) Kanamycine, (OX; Oxacilline, (V); Vancomycine, (SXT1;
Trimethoprim Sulfamethoxaz (CFS) ; Cefsulodine.
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(b)

Figure 21 : Résultat du test d’antibiogramme de la souche

(NA) ; Acide nalidixique, (AX ; Amoxicilline, (AM) ; Ampicilline, (C); Chloramphénicc
(E) ; Erythromycine, (K) Kanamycine, (OX; Oxacilline, (V); Vancomycine, (SXT)
Trimethoprim Sulfamethoxazc (CFS) ; Cefsulodine

7. Tests complémentaires
7.1 Test de thermorésistant
Aucune croissance n’a été observée dans le milieg-Cys poures souches incubé

a une température de 46,5

7.2 Test de croissance en milieu hyp-salé

Toutes les souches de bifidobactéries sont dévéesppur milieu MR-Cys additionné
de 4% de NaCl, cependant aucune croissance n’'esttéé en milieu a 6,5% NaCl
(figure 22).

7.3 Test de linfluence de la température d’incubatior
Toutes les souches ont montrées une croissancerupératures de 25°C et 30°C s
au 45°C aucun trouble n'a été observé. Cependartidege de trouble bactérien obse

dans lesleux premiéres températures est moins importandbsgrvée a 37°(
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7.4 Test de l'influence du pt

Aucun trouble n’est observé dans les milieux a pi3 4t 8,5 pour toutes les souck
Toutefois, une croissance significative a été olisea pH 6,

Le tableau 17 résume les résultats des tests cormpigéimes des différentes soucl
étudiées.

Trouble bactérien

Figure 22 : Résultats du test de croissance en milieu I-salé des souch
BBF, BE5 BE7, BN1 et BN3.

Tableau 17: Résultats des tests complémentaires des différesateheétudiées.

Souches
BBF BB5 BE7 BN1 BN3 BE9
Thermorésistance a 46,5 /30 mn - - - - - R

Tests

Croissance a 4% de NaCl + + + + + +

Croissance a 6,5% de NaCl - - - - - -

Croissance a 25°C + + + + + +
Croissance a 30°C + + + + + +
Croissance a 45°C + + + + + +

Croissance a pH 4 - - - - - -

Croissance a pH 5 - - - - - -

Croissance a pH 6,5 + + + + + +

Croissance a pH 8,5 - - - - - -

+ : croissance - : pas de croissance
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8 Identification de I'espéct

L’identification des especes appartenant au geBifidobacteriun est faite en
comparant les profils fermentaires obtenus aveiesls-types donnés par la littératu
ce qui permet l'identification de la bacté
Les résultats de la fermentation des différentsresu@pres 48 h d’incubation sc
regroupés dans la figure 23 et le tableat

Raf Sor Xyl Mse Fru Gal Suc Mal Tré Mne Glu Lac

BE7M
BN3j

BNI1

BES

Figure 23 : Résultats de profil fermentaire des souches is@pess 48l
d’'incubation.

Ara ; Arabinose, Raf Raffinose, Sor ; Sorbitol, Xyl ; Xylose, Mse; Mars®&) Fru;
Fructose, Gal; Galactose, Suc; Sucrose, Mal; Maltdsé ; Tréhalose, Mne
Mannitol, Glu ; Glucose, Lac ; Lactc

T1,T2; TémoinsT1; MRS-BCP + sucresT2 ; Sucres(+) jaune; fermentatio,
(-) pourpre; pas de fermentati
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Tableau 1¢: Résultats de la fermentation des différents syzaeses souches isolées.

1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10 11 12 13
Sucres | Ara | Raf| Sor | Xyl |Mse| Fru | Gal | Suc| Mal | Tré |Mne| Glu | Lac
Souches
BBF - - - - - + + + - - - + +
BE5S + + - + + + + + + - - +| +
BE7 - + + - + + + + + + + +| +
BN3 + + - + + + + + + - - +| +
BN1 + + - + + + + + + + - +| +
BE9 + + - + + + + + + - - +| +

Ara ; Arabinose, Raf ; Raffinose, Sor ; SorbitolylXXylose, Mse; Mannose, Fr
FructoseGal; Galactose, Suc; Sucrose, Mal; Maltose, Tréh@lose, Mne; Mannitc

Glu; Glucose, Lac; Lactosét) : fermentation, (-) : pas de fermentation

Ces résultats montrent que toutes les souches riggntecertains sucres (fructose,

galactose, sucrose, glucose et le lactose).

En outre, les souches BE5, BN3, BN1 ainsi que lelse BE9 fermentent I'arabinose,
le xylose et le maltose, par contre, ne fermenpastle sorbitol, le tréhalose ainsi que le

mannitol.

La comparaison de profil de ces souches avec fd faonentaire décrit par Mitsuoka,

(1984) et Scardovi, (1986) a conduit que ces saiappartiennent a I'espélamgum

Le résultat de profil fermentaire montre que lackmuBBF se caractérise par une
fermentation un peu restreint des sucres testésapport aux autres souches.
Effectivement, cette souche ne fermente que 5 suarsavoir le fructose, le galactose, le
sucrose, le glucose et le lactose et son profilgée de la classer parmi lI'espéce

Bifdobacterium bifidum

Quant a la souche E87, le résultat de son profinéataire a démontré qu’elle a
fermentée presque tout les sucres mis a part llzwab et le xylose, cette particularité nous

a permis en se réfererant a la littérature dentifier commeBifdobacterium breve
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9 Aptitude technologique des bifidobactérie

9.1 Caractéristiques du coagulum en culture pul
Le lait de chamelle ensemencé avec les souches pabifidobactéries s’est coagu

aprés cing jours d’incubation. Cependant, le caagubbtenu a une consistance et

texture trés fragile, tres friable et d’aspect dioseux

Figure 24 : Test de coagulation de lait de chamelle par lestsmiisolée

9.2 Cinétigue de croissance des souches de bifidot&ies dans le lait de chamell
L’évolution de la croissance de 03 souches desdd@hes isolées et identifiées
bifidobactéries dans le lait de chamelle stérilda@iction de temps a été étudiée pent
33 heures. Les taux de croissance ainsi que lepstata générations au cours la
cinétique ont été déterminés a partir des équativ@es aux matériel et méthod
Les résultats sont présentés dans le tableau2®aedtla figure 2!

Tableau 19 :Valeurs du nombre (log ufc/ml) des 03 souches fiédhiactéries étudiée

Temps
Oh 2h | 4h 6 h 8h 10h 24h 33h souches
(heures)

B. bifidum(BBF)

A

6,29 | 655 7,09| 7,34 754 852 887 8
713 745 75 | 7,77 8,47 85 9,02 8,41B. breve(BE7)
6,09 643 7,38 8,42| 9,28 9,29 10,279,66 B.longum(BES)

Log

ufc/ml
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Logufc/ml
11

10

6 8 10 24
Temps (heures)

L
L

=
e 4+
e

—— B. bifidum (BBF) ——B. breve (BET) —— B. longum (BE3)

Figure 25 : Courbe de la cinétique de croissance des 03 sodehaifidobactérie
étudiées B. longum(BES5), B. bifidum(BBF) et B. brevg(BE7) dans le lait de chamel

Tableau 2(: Les valeurs de taux croissances et temps de géméaat cour:

de lacinétique de croissance de 03 souches étu

Parameétres de croissance

taux de croissance temps de générati
souches u (HY G (h)
B. bifidum(BBF) 0,55 1,8
B. breve(BE7) 0,45 2,1
B. longum(BES5) 1,55 0,€
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Les résultats montrent que le nombre des bifidémst exprimé en log ufc/ml
augmente proportionnellement en fonction de tenipsubation durant les 24 heures
(Oh-24h) qui suivent I'inoculation. Par contre, wheninution de ce nombre est observée
durant les 9 dernieres heures (de 24h-33h). D’dpréableau 20, on remarque également
gue le taux de croissance ainsi que le temps dérggion sont instables et oscillent selon
la souche et le temps. En outre, on observe qusoleheB. longum(BE5) a une
croissance plus élevée avec un taux de croissande58 R par rapport aux deux restes
souchesB. bifidum(BBF) etB. breve(BE7) qui ont un taux de croissance de 0,55 et 0,45

h™ respectivement.

9.3 L’évolution de l'acidité titrable et du pH pendant la cinétique de croissance.

L'acidité titrable développée ainsi que I'évolutdun pH au cours de la cinétique des 3
souches de bifidobactéries ont été mesurés. ke#taés sont présentés dans le tableau 21
et la figure 26 et 27.

Tableau 21: Les valeurs d"acidité titrable et du pH dévelopgésant la cinétique de croissance
des 3 souches de bifidobactéries.

Temps (heures) 0 2 4 6 8 10 24 33 Souche

15 16 17 18 19 20 28 57 B. bifidum(BBF)
Acidité titrable °D

) _ 16 | 17 18 19 19 20 30 58 B. breve(BE7)
(degré Dornic)

15 | 16 | 16 | 17| 18 21| 36 61 B.longum(BE5)

6,8 6,77, 6,72/ 6,64 657 6,46 5,65 5,4B.bifidum(BBF)

pH 6,8 6,75 6,71 6,65 658 645 577 5,55B. breve(BE7)

6,8 6,74, 6,71 6,61 653 6,45 5,55 5.2B.longum(BES5)

A la suite des résultats, il a été constaté quedité titrable de lait augmente en
fonction de temps et de la souche. Néanmoins, ditacidéveloppée est légeére
comparativement au temps coulé. D’'une facon gémdiatidité titrable développéest
presque la méme pour.les laits.contenant.la . soBchefidum(BBF) et B. breve(BE7)
mais par contre.on remargue une acidite titrabipiize Iegerement élevée pour le lait de

chamelle contenai. longun(BES).



80

En ce qui concerne le pH, contrairement a l'acittté@ble, ce dernier s’abaisse
fonction de temps et selon l'espede bifidobactérie étudiées. Toutefois, cet abaisse
de pH est léger par rapport au temps coulé. Emn, effe constate que le pH initie
enregistré de lait été de 6,8 et diminue jusqu'pirfinal de 5,45, 5,55 et 5,22 pour
laits contenant8. bifidum (BBF), B. breve(BE7) etB. longum(BES5) respectivement. On
remarque que la différence mesurée entre le pllirgt les pH finaux ne diminue q
d’un score de 1,35, 1,25 et 1 pour le lait contenarB. bifidum(BBF), B. breve(BE7) et

B. longum(BED5) respectivement relativement au temps d’incubatioré(@8h)

En outre, il existe une forte corrélation entraifjementation de Il'acidité, I'abaissem:
de pH et la quantité en acide lactique produitesdarait. De fait, c’est la concentration
acide lactique qui responsable de l'acidité tivadbbveloppée et la diminution de pH

bien évidemment sans oublier I'effet de I'acidetagée pour ce dernie

=
th
|
1

th
th

7}
=}

Acidité titrable (°D)
b

Temps (heures)

—— B. bifidum (BBF) —=—B. breve (BE7) —— B. longum (BES)

Figure 26 : Le développement de I'acidité titrable durant fetique de croissance (3
souches de bifidobactér : B. longumBES5), B. bifidum(BBF) et B. breve(BE7).
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Figure 27 : Evolution du pH durant la cinétique de croissanee 8 souches
bifidobactéries B. longum(BE5), B. bifidum(BBF) etB. breve(BE7).
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CHAPITRE IV

DISCUSSION
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Chapitre 1V : discussion

Les bifidobactéries sont des bactéries commenskd$homme, elles sont également
retrouvées chez les animaux (Biawettial.,2000). Leur isolement nécessite des conditions
assez spécifiques, qui mettent en jeu des systdtaeaérobiose comme les anaerocult ou
les gas-pack et des milieux de cultures trés sitbks que le milieu TPY, Beerens et MRS
cystéiné (Scardovi, 1986 ; Payeial, 1999; Hadadjet al.,2005).

Le résultat de dénombrement a révélé un taux é@egébifidobactéries, qui varie de
2.10 & 10! ufc/g de selles dans certains échantillons. Des similaires ont été trouvés
par plusieurs auteurs (Ferraeisal.,2010 ; Solist al.,2010 Hadadjet al., 2005 ; Vlkova
et al.,2004).

Ces taux élevés des bifidobactéries dans les g@l@gent étre expliqué par la présence
des facteurs bifidogénes dans le lait maternes, gele des oligosaccharides comme le
galactose, le fucose et le N-acetyglucosamine, spiinulent la croissance des
bifidobactéries (Bezkorovainy et Miller-Catchpole989). L'absence de ces facteurs dans
les préparations de laits pourrait expliquer laéds&ice observée entre les flores des

enfants nourris au lait maternel et ceux nourritadue vache (Tamimet al.,1995).
Bien d’autres études ont rapporté que le

de bifidobactéries est élevé chez les nourrissdiagéas au sein par rapport a ceux
allaités au lait maternisé (Harmseinal.,2000 ; Favieet al.,2002 ; Fenaret al.,2003).

La pré-identification des souches basée sur descsmacroscopiques a montré que
les bifidobactéries développent sur le milieu MR @es colonies punctiforme a contour
régulier et aspect variable. Elles sont catalasexgtlase négatives. Les cellules formant
les colonies sont Gram positive, caractériséesdpar formes variables (polymorphes),
mais souvent des formes batonnets en V qui somugp aux bifidobactéries (Khanta,
1999).

D’autres formes sont rencontrés : des batonness filus au moins longs et épais ces
caractéristiques ont été déja citées par plusieutsurs (Beerens, 1990, Gomes et malta,
1999 ; Leahlyet al.,2005).

Le pléomorphisme observé chez les bifidobactéses@uvent associé a la composition
du milieu de culture. Des études ont démontré cuembrphologie cellulaire des
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bifidobactéries est influencée par la nature deolarce de carbone présente dans le milieu
de culture (Biavati et Mattarelli, 2006).

Toutes les souches isolées et étudiées sont gimatBve, elle ne forme pas de l'indole,
ne possede pas une activité uréasique et ne lkguyes la gélatine. Ces caractéres
biochimiques concordent avec les caractéristiqupesifiques au genreifidobacterium
rapporté par Hadadgt al., (2005).

Les souches isolées étudiées ont montrées une lboriesance en milieu additionné de
2% de sels biliaires. Effectivement, il a été détmoque les bifidobactéries dégradent les
sels biliaires, ce critere probiotiqgue est due @ enzyme qui hydrolyse les sels biliaires
(BHS), cette enzyme a été isolé de la souéhdengumBB536 par Grillet al.,(1995) , et
chez la souchB. longumSBT2928 par (Tanaket al.,2000).

Les mécanismes adaptatifs de tolérance aux sedsrdsl pourraient conduire a une
meilleure adaptation a I'environnement coliquelet sources de carbone disponibles ainsi
gu’a une augmentation de la viabilité persistareBitidobacteriumdans I'environnement
intestinal (De los Reyes-Gavillaat al.,2005 ; Gueimondet al.,2007).

Nos souches isolées a partir des selles de naumasont résistent a I'acide nalidixique
et la kanamycine. Cette résistance a ces 2 antjbast a été démontrée et signaler par
plusieurs auteurs (D’Aimmet al., 2007 ; Ouobeet al., 2008 ; Kiwaki et Sato, 2009 et
Kushiro et al., 2009). Ces 2 antibiotiqgues sont utilisés commentsgeélectifs dans les
milieux pour lisolement et la numération des holidctéries provenant du tractus

intestinal ou encore des selles humaines (Ven2@y).

Certaines bifidobactéries sont également muniesedantibiorésistance envers certains
antibiotiques comme la vancomycine (Chartetisl., 1998). Cette antibiorésistance a été
observée chez nos souches. Cependant, certaingsesoant été considérées résistantes a

la vancomycine (Ammoet al.,2007).

La sensibilité des bifidobactéries a la chlorampt@n a I'erythromycine et
I'amoxicilline a été signalée aussi par divers arge(Ouobaet al., 2008; Mattoet al.,
2007 ; Mascoeet al., 2006) chez des souches d'origines diverses. Cettsilslité a ces

derniers antibiotiques a été effectivement obsechée les souches isolées.

Ces résultats s’accordent avec les littératurgzodibles pour les bifidobactéries avec
guelques exceptions dues éventuellement au mako@i®n des antibiotiques ou au mal

manipulation.
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Le critere d’antibiorésistance a intensifié I''gdtion des antibiotiques dans la
détermination du genre et dans la connaissanceadeties (Charteret al.,1998).

La différenciation des especes de bifidobactériggose sur la fermentation des
carbohydrates. En effet, (Scheli al., 2002) ont démontré que la souche NCC 2705 de
bifidobacterium longum posséde des génes codant pour des enzymes (f@mnara
oxoglutarate déhydrogénase, et le malate déhydasg@mui permettent la dégradation de
plusieurs sucres (arabinose, xylose, ribose, deleh melibiose, maltose, raffinose et

mannose).

Les résultats ont démontré que les souches BE5, BN3et la souche BE9 fermentent
a peu prés tous les sucres testés (fructose, gadacucrose, glucose, lactose, I'arabinose,

le xylose et le maltose) sauf le sorbitol, le ttéka ainsi que le mannitol.

La comparaison du profil fermentaire de ces souchesc le profil fermentaire décrit
par Mitsuoka, (1984) et Scardovi, (1986) nous a permisles identifier comme
Bifidobacterium longum.

De méme, le profil fermentaire de la souche BE7oatné que cette derniere fermente
€également presque tout les sucres a part I'arabiabke xylose, cette particularité nous a

mené en se référerant a la littérature que la 0BE&Y appartient a I'espébeeve

Contrairement aux autres, la souche BBF se paatisel qu’elle n’a pas fermentée 8
sucres (arabinose, raffinose, sorbitol, xylose,moar, tréhalose et le manitol) de 13 sucres
testés. En effet. Cette souche a dégradée queréssacsavoir le fructose, le galactose, le
sucrose, le glucose et le lactose et son profilgée de la classer parmi lI'espéce
Bifdobacterium bifidum.

Ces 3 especes isoléBs longum, B. brevet B. bifidumsont frequemment isolées et
prédominantes dans le microbiote fécal des noomsallaités au sien. Dailleurs, Ces
résultats obtenus sont se conforment avec lestaésubtenus par (Sol& al., 2010 ;
Zinedine et Faid, 2007 ; Hadadji al.,2005 ; VIkovaet al.,2004).

L’étude de certains facteurs tel que la tempéraairée pH est indispensable pour
I'optimisation des conditions de croissance etradpction de la biomasse.
L'effet du pH sur la croissance microbienne agir $activité enzymatique, la

perméabilité cellulaire de certains nutrimentsdagpend de I'équilibre ionique.
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Les bifidobactéries sont généralement sensible sapdté inférieurs a 5 (Ballongue,
2004). En effet, les résultats ont montrés qu'a 4kt 5 aucune croissance n'a été
observée. Ceci semble étre en accord avec ledatssobtenus par Reilly et Gilliland,
(1999).

Cependant, les souches Be animalis sont plus résistant a des pH acides que les
souches appartenant a d’'autres espec@&fidibacterium(Matto et al.,2004). Donkoret

al., (2006) ont observés que le nombreBdéactisB94 diminue a des pH acide.

Matsumotoet al., (2004) ont indiqué que la tolérance des soucheB.dengum B.
adolescentiset B. pseudocatenulatura des pH acides est trés limité, une diminution
significative de la viabilité des souches dans uliema pH 3 aprés seulement une heure
d’'incubation. De méme, un ralentissement significede la croissance de toutes les
souches étudiées cultivées dans le milieu MRS-Cghkl 8, une inhibition totale dans le
milieu a pH 8,5. La croissance optimum pour legdintes souches a été obtenue dans le
milieu a pH de 6,5.

Ces résultats confirment que les bifidobactériegfepent les milieux neutres ou
léegerement acides a des pH compris entre 5 et §uielsignalé par plusieurs auteurs
(Romondet al.,1992 ; Wang et Gibson, 1993 ; Akaknhal.,2004 ;Colladoet al.,2006)

La température d’incubation agit sur le développandes bifidobactéries. Les résultats
de la croissance des souchesBifedobacteriumisolées en milieu MRS-Cys, incubées a
différentes températures montrent une variabilig¢ aloissance selon la température

d’incubation.

En effet, a la température d’incubation de 25°C3@IC toutes les souches ont
montrées une croissance. Toutefois, la croissaeesaliches est meilleure a 30°C qu’a
25 °C mais moyennement significative qu’'a la terapée optimum (37°C). En revanche,
a une température de 45°C on observe une absetade de croissance des souches de
bifidobacteriumétudiées. Ce comportement, peut étre expliquéepkait que les souches
sont d’origine humaine et ne supportent pas lepéeatures élevées. Les résultats obtenus
sont semblables avec les résultats rapportés paiepts auteurs (Scardovi, 1986 ; Shah,
1997 ; Biavatteet al.,2000 ; Donget al.,2000).

Ces observations montrent d’une part que la tenyéra’incubation est un paramétre
important qui peut affecter la croissance des bifattéries. D’autre part, confirme que les



86

bifidobactéries d’origine humaine sont des germésaphiles poussant a des températures
optimales de 30 a 37°C.

Les résultats ont démontrés que le lait camélinemesncé par les souches de
bifidobactéries a pris assez de temps pour se tmadde plus, le coagulum obtenu est
assez mou, friable, d’'une rigidité faible et d’adptoconneux. De tels résultats ont été

mentionnés par Ramet, (2003) et Konuspayeva, (2007)

En effet, la coagulation de lait camélin est réputifficile et longue et ceci est due au
teneur réduite en matiere séche totale, le dianédene des micelles de caséine, la teneur
réduite en caséine kappa qui jouent un réle esdaidins le caillage enzymatique, et la
taille réduite des globules gras (Al-Haj et Al-Kahi2010).

Ces différences, expliquent que le lait de dronradae peut pas étre transformé en
yoghourt, fromage et beurre par I'application degichmmes technologiques classiques.

Les difficultés de transformation de ce lait samhieontournables par des adaptations
technologiques couramment utilisées en industiigda pour corriger les lait&kamoun,
1995).

Bien que plusieurs recherches aient rapporté que biédobactéries poussent
difficilement dans le lait (Janet al.,2004 ; Dstlieet al., 2003 ; Gomes et Malcata, 1999 ;
Dave et Shah, 1998 ), nos souches ont bien poassdel lait camelin.

Selon les résultats obtenus, toutes les souchebiemtpoussées dans le lait camélin
avec un taux de croissance variable selon la soetchetemps. La souche & longum
(BE5) s'est particularisée par un taux de croissamsez élevé (1,58het a atteint un
nombre de 9,28 log ufc/ml aprés 8 heures de sarulation dans le lait par rapport aBx
bifidum (BBF) etB. breve(BE7) qui ont enregistré apres 8 heures un noméreé,s4 log
ufc/ml et 8,47 log ufc/ml respectivement. Cette gandionnalité de croissance avec le
temps d’incubation continue jusqu’24 heures ou3desouches atteignent leur apogée de

croissance.

Ces présents résultats obtenus sont assez proeloesixi obtenus par Al-Saleh, (2001)
en évaluant la croissance de 6 espécdsfitimbacterium(B. longum ; B .bifidum B. breve
; B. adolescentis ; B. infantist B. angulatun afin de choisir des especes comme des
cultures starter. De plus, nos résultats obtenodbleeaussi comparable avec ceux obtenus

par Abu-Tarabousbt al.,(1998) mais avec quelque exceptions.
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Généralement, il y a des contradictoires en ce cmicerne les résultats de
comportement de croissance des bifidobactéries|ddat.

Une étude faite sur 22 souches de différentes espde bifidobactéries d’origine
humaine par Desjardiret al.,(1990) ont démontré que plusieurs especes pouvaiaiite
dans le lait sans supplémentation de facteursalssance. Toutefois, Klavet al.,(1993)

ont rapporté que certaines souches sont incapdéle&n croitre dans le lait pur.

L’incapacité de certaines soucheshigdobacteriumde pousser dans le lait a suggéré
leur exigences pour plusieurs facteurs de croiesatels que les amino-sucres, le digestat

de caseéines bovines et I'extrait de levure (Rbgl.,1990).

Néanmoins, Klaveet al., (1993) ont mentionné que les souches de bifidohasté
gu’'ont été incapables de croitre dans le lait nfest due au manque aux facteurs de
croissance mais en raison de l'absence d'activiagglytique chez la plupart de ces
microorganismes. Les mémes auteurs ont aussi dénqué le taux de croissance des
bifidobactéries dans le lait pouvait étre augmeatéla présence de souches protéolytiques
telles quelLb. acidophilus Lb. delbrueckiisubsp.bulgaricus ou Lb. casei.Ces especes
protéolytiques fournissent suffisamment de compezédés utilisables qui permettent la

croissance des bifidobactéries.

Le manque d'activité protéolytique chez les bifactigries a été également proposé
auparavant par Ziajka et Zbikowski., (1986).

Il semble que lactivité protéolytique joue un rotlees important dans la bonne

croissance des bifidobactérie dans le lait camélin.

Al-Saleh, (2001) a rapporté que les bifidobactépesvent bien poussées dans le lait de
chamelle du fait de son taux élevé en peptides ec&les aminés libres. Ces aminoacides
libres peuvent améliorer la croissance désdobacteriumdes la premiere phase de

I'incubation.

En effet, Abu-Tarabousht al., (1998) ont rapporté que lait camelin renferme plas
peptides et d'acides aminés libres que dans lebtaiin. Ces derniers sont facilement
dégradés par les microorganismes et pour cettenrdes lait camélin a une activité

métabolique élevée lorsqu'il est utilisé dans Eparation de culture starter.

L'importance des acides aminés libre et des peptigeur la croissance des
bifidobactéries a été étudiées par Cheng et Nagasél®84). Ces chercheurs ont présumé
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gue les acides aminés libres peuvent étre utifiséslant la premiéere phase de I'incubation
et que les peptides deviennent utilisables duramtubation prolongée des cultures de

Bifidobacterium

Al-Saleh., (2001) a constaté qu’il existe une refaparallele entre la biomasse produite
et I'activité protéolytique chez les espéces dalbifactéries. L'especB. longum2716 a
démontré une forte activité et par conséquent uomdsse élevée a été produite par
rapport auXB. angulatun2237 etB. infantis2205.

Les travaux menés par Abu-Tarabouwethal., (1998) portant sur quatre espéeces (
breve ;B. bifidum ; B. longum et B. angulajuymapportent que le lait camelin est un

excellent milieu deulture, naturel, pour les bifidobactéries.

En outre, le stockage de ce lait a 4°C n'affe@s [eurviabilité et leur activité
protéolytique est plus forte que dans le lait bovin cet effet, ces mémesuteurs
préconisent, l'utilisation de la poudre de lait eimcomme milieu de préculture de cette
flore a haut potentiel nutritionnel et thérapeugiqu

La cinétiqgue d’acidification de lait de chamellecaurs de la croissance a été évaluée.
Les résultats ont démontré que I'abaissement det pgidéveloppement de I'acidité titrable
ne changent que d’une facon minimale et particeiieamt dans les 10 premiéres heures qui
suivent l'inoculation et une légére accumulatiomaitlité a été observée aprés les 23
heures qui suivent. De plus, on a constaté quedaheB. longum(BE5) a un pouvoir

acidifiant un peu plus élevé par rapport 8nbreve(BE7) etB. bifidum(BBF).

Ces résultats sont en accord avec ceux observébpafarabouslet al.,(1998) et Al-
Saleh., (2001) qui ont remarqué que le pH et liaeititrable ne changent que d’'une fagon

infime au cours de la croissances des bifidobagé&ans le lait camélin.

L’évolution minime de l'acidification du lait canigélen dépit de la bonne croissance de
nos souches est due peu étre d’'une part au fathleop acidifiant des bidobactéries et

d’autre part au pouvoir tampon élevé de lait cameli

En effet, la faible acidification par l&ifidobacteriumen culture pure a été signalé par
plusieurs auteur@viahi et al.,2006; Chekrourt al.,2006 ; Hadadji et Bensoltane , 2006).

Ceci peut,étre attribué au.fait.que les bifidobaes produisent deux molécules
d’acides lactiques. et-trois moléecules d'acides iqaes a partir de deux molécules de

glucose (De Viies et Stouthamer; 1968). Il arrivénie que le pyruvate soit clivé en acide
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formique et en acétyle-1-phosphate plutbét qu'emleadactique (Ruas-Madiedet al.,
2005).

Le pouvoir tampon élevé de lait camelin par rappart laits d’autres especes a été
eégalement signalé par plusieurs auteurs (Konuspagd7 ; Al-Saleh et Hammad, 1992 ;
Ellouze et Kamoun, 1989). Cette propriété conttéleH durant la fermentation et donc

refléte le taux de libération de minéraux micedlaidans le lait (Attiat al.,2001).

Kamoun et Ramet., (1989) ont rapporté que l'acigifon du lait de dromadaire,
réalisée soit par voie fermentaire soit par voiegexe était plus lente que pour le lait de
vache. Ces différences traduisent un effet tampaprp du milieu résultant de sa

composition minérale et protéique particuliére.

Abu-Taraboush., (1996) a rapporté que le lait cansa caractérise par un effet tampon
plus élevé par rapport au lait bovin qui permekpuliguer I'absence de relation directe

entre le pH et I'acidité titrable.

De méme, Konuspayeva., (2007) a rapporté que tfedmidromadaire présente un

pouvoir tampon élevé ralentissant la baisse de pH.

Le pouvoir tampon de lait de chamelle semble jaureréle favorable sur la croissance
des bifidobactéries dans le lait de dromadairejdddimset al.,(1990) ont constaté que la
plupart des souches de bifidobactéries ont démame corrélation entre le taux de
croissance et I'acidité produite, et les donnépentées dans cette étude s’accorde avec ces
observations. Kabeit al., 2009 ont rapporté que le pouvoir tampon bas eptifeipal
facteur affectant la viabilité des microorganisrdass les aliments fermentés avec le taux

élevé des carbohydrates et le profil diminué detpres.



CHAPITRE V
CONCLUSION GENERALE

ET PERSPECTIVE:S
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Chapitre V : conclusion générale et perspectives

Lors de I'étude on a essayeé d’'associer les vetugionnelles et thérapeutiques de lait
camelin avec les vertus probiotiques des bifidadrées afin d’élaborer un lait camélin
fermenté commaliments fonctionnelsPour cette raison nous avons tenté de suivre le
comportement de croissance des souches de bifitolescisolées a partir des selles de

nourrissons allaités au sein dans le lait camédinis.

La caractérisation morphologique et biochimiquesiaque la résistance a certains
nombre d’antibiotiques utilisés dans les milieulestfs pour les bifidobactéries de nos

souches confirme leur appartenance au geifigdgobacterium

Les résultats de fermentation des différents capth@tes montrent leur appartenance a
trois espécesongum breve et bifidum Ces trois especes sont retrouvées fréquemment

dans les selles de nourrisson allaités au sein.

La croissance des souches de bifidobactéries eeundil2% de sels biliaires et qui est

proche de celle du colon (5 mM) montre leur effefgootique.

L’étude des caractéres physiologiques des souchdsfidobactéries montre qu’elles
préferent des pH neutre, sont mésophiles et nectdlpas des températures au dessus de
45°C.

L’étude de la cinétique de croissance montre gsisdeiches identifiées se développent
bien dans le lait camélin et leur taux de croissaest satisfaisant, surtout I'espeBe

longum

Le suivi de I'évolution de l'acidité titrable et qaH au cours de la fermentation du lait
de Chamelle a révélé que ce dernier possede uropdampon élevé. Ce pouvoir avait un

impact favorable sur la croissance des soucheseisol

A la suite des résultats obtenus dans cette étuderclu que I'association entre le lait

camelin et les bifidobactéries probiotiques est pmetteuse.

En perspectivedl serait intéressant de réaliser les points sus/an
» ldentification génotypique des souches de bifidtdraes étudiées.
» Tester le comportement de ces souches enversuelesbautochtones.
> Etude supplémentaire sur le potentiel technologidgee souches, surtout I'activité
protéolytique.
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> Etude approfondie sur les caractéristiques prajies des souches.
> Etude de la viabilité des souches de bifidobactétediées pendant I'entreposage

dans le camelin.
> Etude de I'association entre les bifidobacterieegtferments lactiques dans le lait

camélin.
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Annexe
Milieux de cultures

Milieu MRS-Cystéine (De Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Extrait de levure 5¢
Extrait de viande 10g
Peptone 10g
Acétate de sodium 59
Citrate de sodium 29
Glucose 209
KH.PO4 29
MgSo4 0,25g
MnSo4 0,05g
Agar-agar 15g
Cystéine-HCL 0,59
Eau distillée 1000ml
PH=6,8

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes

Milieu MRS lactosé 5% -cystéiné

Extrait de levure 59
Extrait de viande 10g
Peptone 10g
Acétate de sodium 59
Citrate de sodium 29
lactose 50¢g
KH,PO4 29
MgSaq, 0,259
Mnso4 0,059
Agar-agar 159
Cystéine-HCL 0,59
Eau distillée 1000ml
PH=6,8

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes

Milieu MRS-BCP sans extrait de viande

MRS sans extrait de viande (milieu liquide) 1000 ml
Pourpre de Bromocrésol 0,025 mg

pH=7.0
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Milieu KMK (Kempler et Mc Kay, 1980)

Extrait de levure 39
Biopolytone 2,59
Glucose 59
Agar 15g
Eau distillée 1000ml
pH=6 ,8

Le milieu est réparti a raison de 100 ml par flaqmunis autoclavé 15mn a 121°C

Au moment de I'emploi on ajoute :

1 ml d’une solution aqueuse de ferricyanide degsiten 10 %(P/V)

1 ml d’une solution aqueuse a 2.5 % (P/V) de @tfatrique et citrate de sodium (P/P)

Ces solutions stérilisation par filtration (milligs 0.22 um) sont conservées a I'obscurité a 4°C

Milieu urée-indole (Institut de pasteur Algérie)

Tryptophane 39
Phosphate monopotassique 19
Phosphate dipotassique 19
Chlorure de sodium 59
Urée 2Cg
Alcool a 95° 1Cml
Rouge de phénol 25mg
Eau distillée 100(ml

Réactif Kovacs (Institut de pasteur Algérie)

Diméthyl-amino-4-benzaldéhyde 5Cg
Acide chlorydrique pur 25Ccm
Pentanol 75(cm

Eau physiologique Cystéinée

Chlorure de sodium 8,50
Peptone 0,59
Eau distillée 1000ml
pH=7

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes
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Diametres critiques pour les antibiotiques testenscomite de I'antibiogramme de la

société francaise de microbiologie 2011

Antibiotiques CZ?;g‘jed” Diametres critiques (mm
S R
Acide nalidixique (NA) 3Qug >25 <21
Amoxicilline (AX) 25 ug >23 <16
Ampicilline (AM) 10 pg >21 <16
Chloramphénicol(C) 30 ug| =23 <19
Erythromycine (E) 139 >22 <17
Kanamycine (K) 159 >21 <19
Oxacilline (OX) 1pg >11 -
;E:Paer:]heif]gyazol (SXT) 231510 =16 <10
Vancomycine (V) 30 ug >17 -
Cefsulodine (CFS) 30 ug| =22 <14
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Résumeé

L’identification par approche phénotypique de 6 souches isolées a partir des selles de
nourrissons a montré que I’ espece B. longum est présenté par les souches BE5, BN3, BN1
et BE9 aors que lasouche BE7 et BBF appartiennent respectivement al’ espece B. breve et
B. bifidum.

Les espéces identifiées développent des colonies opaques, blanches et luisantes. Leur
cellules dessinent une diversité de formes qui varie de batonnets aux batonnetsenV, en Y,
batonnets massues ou batonnets irréguliers. Ces aspects macro et microscopique sont

souvent rencontrés chez les bifidobactéries.

Toutes les especes identifiées sont sensibles a I’ érythromycine, chloramphenicol et
I’amoxicilline et résistantes a la kanamycine, |'acide nalidixique ains qu'a la

vancomycine.

L’éude de quelques caractéres physiologiques a confirmé que ces souches sont
d origine humaine sont mésophiles et ne tolérent pas des températures supérieures a 45°C,

leur pH optimum de croissance est entre 6,5 et 7.

L’ évaluation de la croissance de 3 souches des espéces des bifidobactéries isolées dans
le lait camélin a démontré que ce dernier constitue un lait trés adéquat pour leur croissance
et cela ouvre des horizons admirablement prometteurs.

L’ ensemble de ces résultats suggére que |’ introduction des bifidobactéries probiotiques

dans les produits laitiers a base de lait camélin seratrés appréciable.
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