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Résumeé

Les bactéries lactiques sont utilisées dans ladetation et la bio conservation des aliments gédleeproduction des acides organiques et
d’autres substances antibactériennes telles qumaériocines en inhibant certaines souches patiesy

Dans le but de mettre en évidence I'effet inhihitde ces bactéries, nous avons étudié le pouvtaganiste des deux ferments du yaourt
(Streptococcus thermophilus et Lactobacillus budge) et Bifidobacterium bifidum vis-a-vis d’Helicabter pylori par la méthode de
diffusion par des disques. Leurs interactions aadra 'apparition de zones d'inhibition importast Bifidobacterium bifidum a conduit
au plus grand halo dont le diamétre est de 08 mmajmzort a Lactobacillus bulgaricus (05mm) et &@tcoccus thermophilus (03 mm).
Des tests supplémentaires ont été nécessaires@auaitre la nature exacte des agents inhibiteurs.

Les résultats obtenus ont montré que les peptidébaatériens (bactériocines) présentent un spetaetivité étroit envers I'espéce
pathogéne par rapport a celui provoqué par I'agidit

Mots clés Bactéries lactiques, substances antibactériemhesylori.

cancer gastriquf86]. En se basant sur ces deux critéres,
nous avons réealisé :

1. Introduction * Un isolement et une identification d’Helicobacter
pylori,

Les bactéries lactiques interviennent dans l'indistr * Une confirmation de l'identité des bactéries lantig
laitiere et dans la fermentation de nombreux autres (Streptococcus thermophilus, Bifidobactérium bifidu
produits alimentaires, en contribuant & la texturela et Lactobacillus bulgaricus),
saveur des aliments et a la production des composes « Un test dantagonisme pour étudier le pouvoir
aromatiques. lls fermentent les glucides en a@dédue inhibiteur  des  bactéries  lactiques  vis-a-vis
d'ou une diminution du pH favorable a la bio d’Helicobacter pylori.

conservation des denrées alimentajids.

Leur pouvoir antagoniste résulte aussi de la
production du HO, (le peroxyde d’hydrogene) et des 2 2. Méthodes
bactériocines limitant la croissance de certainamgs
pathogénes. Pour cela, de nouveaux produits sont
développés, notamment dans le secteur laitier,stl e
montré que certaines souches de bactéries lactiques
peuvent jouer un rdle bénéfique pour la santé hoenai
[40]. Helicobacter pylori est une bactérie pathogéne
reconnu récemment pour ces implications dans les
maladies gastroduodénales : ulcére duodénal, ulcere
gastrique, lymphome gastrique du MALT et aussi du

2.1.Premiére étape

a. isolement dHelicobacter pylori : Pour son
isolement les biopsies antrales gastriqgesproviennent
du laboratoire de Bayoune de Lyon-France sont leroyé
dans 1 ml de bouillon coeur-cervelle a I'aide d'uortier
stérile de maniere a libérer les bactéries, puis
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ensemencées dans un milieu non sélectif au sahglaui
gélose pylori et la gélose Columbia modifié (onuégo
10% de sang de cheval). La gélose pylori (Bio Mégje
contient un mélange spécifique d’antibiotique desta
inhiber la croissance d’éventuel contaminant [3%]] |

Les boites sont incubées aussitdt  ensemeneéss d
une jarre en atmosphére micro aérobie (en utilisest
systemes Campy pack) a 37°C pendant 5 a 7 jouts [36
L'atmosphére est renouvelée au moins tous les peus
pour avoir une croissance optimale [35].

. L'identification est basée sur la
caracteres morphologiques

b. Identifications
détermination  des
biochimiques [28] [35].

Examen macroscopique :La morphologie des
colonies et leur dimension sont étudiées a pamris d
cultures obtenues sur les milieux suivants: laoggl
Colombia et la gélose chocolat [28] [24].

Examen microscopique :Il a été effectué sur un
frottis bactérien, préparé a partir des coloniepsates en
cultures pures, puis fixé et coloré par la méthage
Gram.

Tests biochimiques : L'étude des caracteres
biochimiques est basée essentiellement sur la reuhe
d’'oxydase, de catalase et d'uréase, (car leurdiyits
confirment qu'il s’agit bien dél. pylori [38]), on utilisant
des galeries API Campy.

et

c.Antibiogramme : La culture permet aussi d’étudier la
sensibilité des souches isolées aux antibiotiq8&k[B5]
[39].

Cette sensibilité a été testée par la méthode de
diffusion (méthode de disques) sur milieu Mullerteéin
en utilisant plusieurs antibiotiques.

Les boites sont ensemencées par une suspension
bactérienne contenant 2OFC/ml, ajustée par I'étalon 4
de Mc Ferland, sur lesquelles sont disposés leues
d’antibiotiques. L'incubation s'effectue a 37°C pant
72 heures en micro aérobiose [28] [35].

La lecture des résultats s’effectue par la meses d
diameétres de la zone d'inhibition apparue.

2.2.Deuxieme étape confirmation des bactéries lactiques

Les bactéries lactique&itreptococcus thermophilus
CNRZ 447,Lactobacillus delbrueckii bulgaricusCNRZ
449 etBifidobacterium bifidum CUETM 89/29 sont des
souches de références du centre INRA de Rennesed:ra
La purification des bactéries lactiques s'effecha 4
repiquages successifs dans les milieux MRS et M17
solides et liquides.

a. Examen macroscopique Consiste a étudier la forme,
I'aspect, le contour, la surface, la couleur ddsrdes sur

les milieux M17 des et MRS.

b. Etude microscopique : L'étude microscopique des
souches lactiquess¢€. Thermophilus, Bf. bifidum et Lb.
bulgaricus) a été réalisée aprés une coloration de Gram,

L’activité antagoniste des bactéries lactiques

afin de déterminer leur morphologie et leur typegdem
+o0u-.

c. Etude biochimique

Test de catalase Pour mettre en évidence cette
enzyme, une partie de la colonie suspecte estaddaés
une goutte d'eau oxygénée sur une lame stérile. Le
dégagement de bulles de gaz indique la présenda de
catalase [18].

Test oxydase la recherche de cette enzyme consiste
a déposer dans un tube a hémolyse, un disque «Dx» e
imbiber avec une goutte d'eau distillée. Ensuite,
prélever une partie de la colonie a étudier ealé&tsur le
disque. Aprés environ 10 minutes une coloratioretio
foncé apparait sur le disque puis vire au noirst te
oxydase + [18].

Test du milieu TSI (Triple Sugar Iron): Pour
mettre en évidence la fermentation des trois sucres
(lactose, glucose et saccharose). Ensemencer dé paul
pigure profonde et la pente par une strie médipne
incuber 24h a 37°C [30].

Ce test est vérifié simultanément avec le test de
mobilité. Si la bactérie a étudier est Mannitol &n
observe le jaunissement du milidu lieu est a cause de
son acidification suite a la fermentation des ssicre

Fermentation du lactose :Nous avons préparé le
milieu MRS et le milieu M17 par l'addition d'un
indicateur de coloration : Bromo-crésol-pourpretdae
(BCPL) en solution stérile au bouillon MRS et laublon
M17. Ces milieux sont utilisés comme milieux detord
de base pour la réalisation du test de fermentadion
lactose.

En paralléle, nous avons des pré- cultures de désh
souches lactiquesSc. Thermophilus, Bf.bifidumet Lb.
bulgaricus dans des tubes de bouillon MRS ou M17
approprié. Ces tubes sont centrifugés a 8 000 tomnis
pendant 15 min. Aprés, nous avons récupéré lg emnlo
ajoutant 2ml de MRS BCPL ou M17 BCPL et en le
recouvrant par I'huile de paraffine, puis lincuioat a
37°C pendant 24 heures. Résultat positif se trgzhritla
formation d'acide qui se manifeste par le virage de
couleur de violet vers le jaurig].

2.3.Interaction Bactérienne

Les effets des ferments lactiquSs. thermophilus,
Bf. bifidum et Lb. bulgaricus sur la souche
pathogéneH. pylori sont :

a. La diminution du pH par les bactéries lactiques
Afin de démontrer I'acidité provoquée par les baes
lactiques, on a suivi la variation du pH dans lesxd
milieux MRS et M17 liquide. Les pH initial et finaint
été mesurés a l'aide d’'un pH métre type MA 5730

- Le pH initial correspond au pH du bouillon M17 ou
du bouillon MRS sans inoculum (sans bactérie).

- Le pH final est le pH mesuré aprés l'incubatian d
chacune des souches lactiqu&s.( thermophilus, Bf.
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bifidum et Lb. bulgaricuscultivée dans le bouillon M17
ou le bouillon MRS spécifique a sa croissance peingé
heures a 37°C.

b. Test de l'antagonisme :Pour réaliser le test
d’antagonisme, il faut avoir des pré cultures dmsches
lactiques et la pré culture de la souche indicatric
(pathogéne).

A partir des tubes inclinés de gélose MRS et M17,
nous avons ensemencé chacune des donishes
lactiques isolées dans un tube a essais contenahtds
bouillon approprié (bouillon MRS ou bouillon M17)e
tube est incubé a 37°C pendant 18 heures en amasgob
Alors que la souche indicatricéHd. pylori a été
ensemencées dans un tube de bouillon nutritifeethiée a
37°C pendant 18 heures.

c. Détection de l'activité antagoniste des bactége
lactiques : Un volume 1 mldu milieu Mueller-Hinton
agar au sang est coulé dans des boites de Péliessté
Aprés solidification du milieu, les boites sont
ensemencées en surface par la suspension de laesouc
pathogeneH. pylori, puis les disques vierge Bio Mérieux
sont remplis par 60 a 80 pl de surnageant filtré et
neutralisé, obtenu apres centrifugation a 4 008stbmin
pendant 15 min d'une culture de la souche lactique
appropriée $c. thermophilusdans le bouillon M17 dtb.
Bulgaricus, Bf. bifidum dans le bouillon MRS) [27]).es
disques sont ensuite déposés sur le milieu dereulta
diffusion des agents antimicrobiens dans le mitiélosé
est améliorée par une incubation des boites a 37°C
pendant 24 heures. L’activité antimicrobienne secle®
par I'apparition de zones d’inhibition autour desogdies
[2].

Les diameétres des zones d'inhibition apparaissamuades
disques seront mesurés, le résultat est positif si le dieene
de la zone d'inhibition est supérieur de 2mm [4@].mesure
du diametre d'inhibition Zi est effectuée selonftamule
suivante

Zi en (mm) = diamétre de la zone d'inhilitio
obtenue (mm) — diameétre d puits (6 mm

d. Confirmation de la présence de bactériocines :
Les bactéries lactiques peuvent produire des sutesta
inhibitrices. Pour s’'assurer de la présence de ces
derniéres, nous avons pris une culture jeune, deelies,
de Bifidobacterium bifidum qui a été cultivée ensuite
dans 50 ml de bouillon MRS modifiée et incubée &C37
pendant 18 h. Aprés lincubation, les tubes ont été
centrifugés a 4 000 tours / min afin de récupéeer |
surnageant. Pour éliminer I'effet des acides ompaes
notamment des acides lactique et acétique, le geam a
été neutralisé (pH = 7) par I'ajout d’'une solutas NaoH

a 0,1 N en présence d'une goutte d'une solution
méthanoique de phénophtaléine a 1% utilisée comme
indicateur coloré et dépourvue de catalase. [27].

Un tube de pré culture de la souchelalicobacter
pylori est ensemencée dans le bouillon coeur-cervelet et
incubée a 37°C pendant 18h a été préparée avant. La
mesure de la croissance bactérienne de la souche
pathogéne est réalisée par la mesure de la depgitiie
toutes les deux heures.

Aprés la 8™ heure, 1ml du surnageant neutralisé est
ajouté dans le tube et on détermine la mesure derlsité
optique jusqu'a 12 heure. Ainsi, la courbe DO 1) fpeut
étre tracée.

3. Résultats

3.1.Résultats de I'identification d’Helicobacter pylari

Pour TIétude bactériologique, les biopsies sont
envoyées au laboratoire de bactériologie de [I'ladbpit
Pellegrin de Bordeaux 2, France.

Aspect macroscopique : Dans les conditions
favorables a la croissance d¢ pylori et aprés une
incubation de 2 a 5 jours a 37°C dans une atmospheér
appauvrie en oxygene, les résultats obtenus daltare
des quatre prélevements sur une gélose enrichgamag
se traduisent par I'apparition de petites colordesl a
2mm de diameétre. Les colonies ont une coloration
grisatre ou transparente, luisante : elles somrélisment
bombées, rondes et ont un contour régulier (Figen@l).

Aspect microscopique :

Coloration de Gram: La coloration de Gram,
réalisée a partir des colonies apparues, moniresksence
de bactéries Gram négatif. Elles se présentent Eous
forme de bacille droit, incurvé, en virgule, enrfer de C,
V ou S, aux contours réguliers. Les bactéries @milu
rapidement au cours des repiquages vers des formes
d’aspect coccoide (Figure n° 02).

Etude biochimique : L'identification est complétée
par la recherche de caracteres biochimiques (satala
oxydase et Uréase) et nous avons utilisées des API
campy. Nous avons noté la présence d’'une oxydasee d
catalase et d’'une Uréase trés puissantes chestaihes
isolées Helicobacter pylori. Les résultats sont
représentés dans le tableau n° 01.

Antibiogramme L'étude de la sensibilité aux
antibiotiques d’Helicobacter pylori est parfois strétile
dans le choix thérapeutique (Tableau n° 2) (Figuire3).
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Figure n°01 : Aspect macroscopique des coloniespyldri aprés 5 jours d'incubation a 37°C en atnmgsp micro-aérophile ; A : milieux (Biomérieux) ;
B : milieux gélose au sang

Figure n ° 02 : Aspect macroscopique d’Helicobaptdori

Tableau n®° 2 : LDC : Lysine
- . S ODC : Ornithine

Antibiogramme des trois souches de H. pylori isalée ADH : Arginine

Souches Hpylol Hpylo2 pylo

Uréase + + +

2 Catalase + + +

Oxydase H + + +

LDC + + +

OoDC + + +

ADH + + +

ONPG - - -

Citrate de Simmons  + + +

Mannitol - - - i .
Légende : . , ” , .
+ : Positif Figure n°03 : Résultats de I'antibiogramme sur &glbluller Hinton +
- : Négatif 5% de sang de Mouton
ONPG: Ortho — Nitro - Phenyl B

Galactopy

Ranoside
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3.2.Résultats de I'identification des bactéries lacégu Légende :
R : Résistante
Les résultats des études  morphologiques, g gensible
phy5|o’log|ql,1es et b|och|m|queso de nos souchesgiaesi DMI : Diamétre minimale d'inhibition
sont résumés dans le tableau n° 03

Tableau n° 2 : Antibiogramme des trois souches deytdri isolées.

Antibiotiques DMI HP1 HP2 HP3J
Amoxicilline AMX 21 S S S
Pénicilline P 29 S S S
Chloramphénicol C 23 S S S
Gentamicine GM 16 S S S
Furane FT 17 S S R
Metronidazole MTR 15 S R R
Tobramycine ™ 22 S R R
Tetracycline TE 16 S S S
Erythromycine E 19 S S S
Vancomycine VA 04 R S S
Cefsulodine CF 00 R S S
A.Nalidixique NA 14 R S R
Sulfamide SS 00 R
Trimethoprine TMP 10 R

Tableau n° 3

Résultats des tests de confirmation des souchiguas .

Souche lactique
Sc. thermophilus Lb. bulgaricus Bf. bifidum
Tests étudiés

] Aspect Colonies rondes ou Petites colonies identiques d¢ des colonies blanchéatres et crémeus)

g§ macroscopique lenticulaires de couleur couleurblanche creme avec un contour régulier
9 k blanche creme (Fig. 5) (Fig. 6)
2 g (Fig. 4).
wg Aspect Des coques Gram positif (+] Des bacilles Gram positif (+) Gram positif, sous forme de bacille

§ microscopique groupés en paires ou en groupées en paires ou en droit, courte, elle présente des formg

chaines. chaines. bifides en Ven Y.
Test de catalase Catalase négatif (-) Catalase hégati Catalase négatif (-)
o Test d’oxydase Oxydase négatif (-) Oxydase négatif Oxydase négatif (-)
g Lactose (+), saccharose (+) Glucose (+), lactose (+), Glucose (+), lactose (+), saccharose
-E Test du milieu glucose (+) saccharose (-)
g [ TSI
S | Fermentation du
§ lactose Lactose positif (+) Lactose positif (+) Lactose positif (+)
w
Test du Mannitol Mannitol négatif (-) Mannitol négatif (-) Mannitol négatif (-)

39
=] ° Test de la Cellules immobiles Cellules immobiles Cellules immobiles
w4 mobilité

+ : Réaction positive.

- : Réaction négative.
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Figure n° 04 : Culture de Streptococcus
thermophilus sur le milieu M17 agar.

® J. Chumchalova

Figure n° 05 : Culture de Lactobacillus bulgaricus
sur le milieu MRS agar.

i
!
E,

0

Figure n° 06 : Aspect macroscopique des colonies de
Bifidobactérium bifidum sur milieu MRS —Cyst.

Les résultats de la diminution du pH par les
bactéries lactiques :La mesure des pH initial et final
montre une diminution du pH dans le milieu conténes
souches lactiques isolées. Cette diminution estjurée
dans le tableau n° 4 .

Tableau n°04 :
Diminution du pH par les deux souches lactiquetwaéds dans le
bouillon approprié (MRS ou M17 liquide) pendant8 37°C.

Souche Initial Final
Lactique pH Taux pH Taux
d’acidité d’acidité
° Dorning ° Dorning
Sc. thermophilus 7,50 24 4,95 49
Lb. bulgaricus 7,13 27 4,92 50
Bf.bifidum 7,23 25 4,55 47

3.3.Test de I'antagonisme

Recherche des inhibitions s résultats de l'interaction
obtenue révelent la présence de zones clairesuawdés
souches Helicobacter pyloriensemencée en touches.

Ces résultats indiquent [I'existence d'agents
d’inhibitions produits par les bactéries lactiques
indiquent la nature de ces agents.

. Les résultats de l'antagonisme sont indiqués dans

tableau n° 05 Figure n°07 et Figure n°08. En observant
ce tableau, on remarque que les trois bactéridi|las
ont inhibées la croissance HElicobacter pylori par
l‘activité d’antagonismget on remarque aussi qud
pylori a été la plus sensibleBi.bifidum qui se traduit par
un diamétre d'inhibition minimale de 8 mm
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Tableaun ° 05 :
Résultats de I'antagonisme de H. pylori

Souche B. bifidum L. blgaricus Sc. Thermophilus
H.pylori + + +
DMI (mm) | 08 05 03

+ : Présence d’halo

Figure n° 07 : Résultats de 'antagonisme figumé 08 : Résultats de 'antagonisme
H. pylori avec les trois bactéries lactiques pylavecBf.bifidum.

pylori. Les résultats sont traduits par une couche
Recherche de bactériocines Aprés une incubation a montre une décroissance de la bactérie Helicobacter
37°C pendant 20 heures en micro aérobiose, lasanie pylori une fois on ajoute le surnageant. Ces réwmult
bactérienne est suivie par la mesure de la deoiigue. s’expliquent par la présence de bactériocinesgikeluite
Nous avons calculé la croissance bactérienne del'des par Bifidobacteruim bifidum. (Figure n° 09).

valeurs de la densité DO) afin de connaitre I'exise de
bactériocine et son effet sur la croissance d'léblcter

1 ml du surnageant

— H.pylori +1 ml du surnagea

~“ H.pylori

—~
o
PO NO WO AO O ©®O ~NO ®O opO

o

Temps
6 (Heures)
Figure n° 09 : la croissance de H.pylori en présetebactériocine like produit Bf.bifidum

0 2 4 6 8
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4. Discussion des résultats

4.1.1solement et identification des souches de H.
pylori

A partir des biopsies gastriques des malades,
nous avons pu isoler trois souchesielicobacter
pylori. Apres cinq jours d’incubation, des colonies
transparentes, luisantes, visqueuses et fines
appariassent sue la gélose colombia et aussi sur la
gélose chocolatée, avec un diametre de 1 mm. Ces
caracteres culturaux correspondenH@licobacter
pylori [5].

L'observation = microscopique _ sous fort
grossissement x 10@ montré queH.pylori est un
petit bacille de forme incurvé, mobile qui jouemt u
réle important dans la colonisation de lI'estomac
[13]. La coloration de Gram montre qu'il agit d’'une
bactérie a caractere Gram négatif.

Les résultats biochimiques obtenus montrent que

cette bactérie possede une uréase, une catalase et

une oxydase positives, et donc une activité
enzymatique importante. Ils montrent aussi que
cette bactérie utilise les citrates comme sourees d
carbones et n'utilise pas les substrats sucrés emm
sources de carbones. [34]. L'étude de la sengbilit
de H. pylori aux antibiotiques a montré d’excellents
résultats par rapport a l'activité de la plupars de
antibiotiques utilisés. Nos résultats ont montré qu
les trois souches isoléesHipylori sont sensibles a

la Pénicilline, Gentamycine, I’Amoxicilline,
I'Erythromycine, au  Chloramphénicol, la
Tetracyline.

En revanche, les 3 souchesHiepylori montrent
une résistance remarquable vis-a-vis aux
antibiotiques comme la
la Trimethoprine et les Sulfamides.

Une résistance au Metronidazole et
tobramycine, a été observé chez la soudp8 et
Hp2.

Donc il est important dans toute infection de
tester la sensibilité de la soucHe pylori vis-a-vis
de ses antibiotiques pour justifilrurs utilisations
dans le domaine thérapeutiques [8] [10] [15] [7].

au

4.2.Confirmation des bactéries lactiques

D’aprés les études morphologiques,
physiologiques et biochimiques des souches
lactiques, on a constaté que :

= La soucheSc. thermophiluscultivée sur le
milieu M17 solide donne des colonies rondes ou
lenticulaires de couleur blanche créeme. L'étude
microscopique d'un frottis fixé et coloré a partir
des colonies précédentes montre que cette bactérie
est sous forme de coques Gram positif (+) groupés

en paires ou en chaines.

L’activité antagoniste des bactéries lactiques

= La souchelb. bulgaricusensemencée sur le
milieu MRS solide donne des petites colonies
identiques de couleur blanche créme. L'observation
microscopique de ces colonies révéle que cette
bactérie est sous forme de bacilles Gram posijif (+
groupées en paires ou en chaines.

= Nous avons remarqué que les coloniBs
bifidum développée sur milieu MRS solide sont
blanchatres, lisses avec un contour régulier.
L'étude microscopique d'un frottis fixé et coloré a
partir des colonies deBifidobactérium bifidum
montre des bacilles incurvés a contours réguliers
souvent ondulés, avec une extrémité bifurque ou
spatulée. Notre étude a montré également qu'’il a un
polymorphisme cellulaire [9] [11] [25] [32].

4.3.Interaction bactériennes :

L'abaissement du pH dans les milieux MRS et
M17 liquides signifie que chacune des deux
souches lactique possede un effet acidifiant, en
produisant des acides organiques, les principaux
facteurs d'inhibition [3] [17] [33].La comparaison
entre les résultats du pH et celui de I'acidité tmen
que le taux d'acidité augmente avec la diminution
du pH. La production d’acides organiques a pour
effet I'inhibition de la croissance des souches de
Helicobacter pyloriqui ne peut pas survivre a pH
bas [20] [37].

Les résultats concernant les tests
I'antagonisme révelent l'inhibition deelicobacter
pylori par les bactéries lactiqueBf.bifiduminhibe
les souches dEl.pylori avec une zone d’inhibition
d’un diamétre minimal d’inhibition de 08 mm pour
Lb. Bulgaricuscette zone est de 05 mm et p&a.
Thermophiluslle est de 03 mm. [22].

Les résultats du test de I'antagonisme nous a
permis La recherche des agents d’inhibition chez le
genreB. bifidum[12].

Ces substances ont été caractérisées par d’autres
chercheurs comme étant des molécules de nature
protéique [19], B. bifidum peut naturellement
produire plus qu’un bactériocine.

Des résultats similaires ont été trouvés par [14] q
confirment la présence de bactériocine inhibitrice
deH. pylori.

de
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