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Le lien entre alimentation et santé, aussi vieux soit-il, est aujourd’hui incontesté. En effet, 

depuis l’antiquité et chez plusieurs peuples anciens, les croyances selon lesquelles les aliments 

sont qualifiés de poison ou de médicament ont contribué à donner une dimension « santé » à 

l’alimentation au-delà de sa fonction nutritive (Hubert, 2001). Cette dimension a évolué au fil du 

temps et s’est renforcée actuellement notamment à cause de la forte prévalence de nombreuses 

maladies chroniques dans lesquelles le type d’alimentation est considéré comme l’un des 

déterminants majeurs. Dès lors, la nécessité d’explorer le potentiel préventif, voire 

« thérapeutique » des aliments s’est exprimée à travers l’émergence d’aliments « santé » ou 

fonctionnels. Ce concept concerne des ingrédients de l’aliment ayant une activité biologique 

c'est-à-dire qu’ils sont à même de moduler des fonctions cibles de l’organisme, et de ce fait, 

d’améliorer la santé ou de réduire le risque d’apparition de maladies (Pascal et al., 2008 ; Doyon 

et al., 2012 ; Martirosyan et Singh, 2015). Ces ingrédients peuvent être des prébiotiques, des 

vitamines, des minéraux, ou encore des microorganismes probiotiques (Syngai et al., 2016). Ces 

derniers ont fait le succès des aliments fonctionnels grâce à leurs propriétés biologiques de plus 

en plus documentées et à leur nature vivante pouvant se substituer aux additifs chimiques 

suscitant ainsi l’intérêt des consommateurs et des industriels (Chen et al., 2014 ; Verruck et al., 

2019).  

En fait, la notion de probiotique est ancienne. Depuis le début du XXe siècle, les scientifiques ont 

suggéré les effets bénéfiques de certains microorganismes, généralement apportés par 

l’alimentation, sur la santé. A ce jour, les probiotiques sont officiellement définis comme étant 

« des microorganismes vivants qui, lorsque consommés en quantités adéquates, exercent des 

effets bénéfiques sur la santé de l’hôte, au-delà des effets nutritionnels traditionnels » 

(FAO/WHO, 2001). Le bénéfice santé qui leur est attribué est de plus en plus démontré, ces 

dernières années, par des études in vivo réalisées soit sur l'homme, soit sur des modèles animaux. 

Ces études mettent en exergue les activités anti-inflammatoires, anti-diarrhéiques, anti-

allergiques, anti-microbiennes, immunomodulantes, hypocholestérolémiantes, etc. des 

probiotiques ainsi que leur rôle dans la prévention et la modulation de certaines maladies telles 

que le cancer, le diabète de type 2 et l’obésité (Marteau, 2004 ; EFSA Panel on Dietetic 

Products,Nutrition and Allergies, 2010 ; Faure et al., 2013 ; Savaiano, 2014 ; Maldonado 

Galdeano et al., 2015 ; he et al., 2017 ; Cerdó et al.,2019 ; Liu et al.,2019 ; Ranjbar et al.,2019).  

Outre les effets bénéfiques essentiels à la définition de probiotique, d’autres critères, relatifs aux 

propriétés des microorganismes, ont été définis par le comité mixte d’experts de l’Organisation 

des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture FAO et de l’Organisation Mondiale de la 
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Santé OMS (FAO/WHO, 2002) comme nécessaires à la caractérisation et à la sélection des 

probiotiques. Ces critères incluent l'origine écologique des bactéries (origines humaine ou/et 

alimentaire), leur tolérance aux conditions hostiles de l'estomac et l'intestin grêle et leur capacité 

à adhérer, même de manière transitoire, aux muqueuses intestinales (Chae et al., 2013; Uroić et 

al., 2016). En effet, de nombreuses études affirment que l’effet bénéfique sur l’hôte n’est effectif 

que lorsque les bactéries probiotiques sont vivantes (Taverniti et Guglielmetti, 2011 ; Lahtinen, 

2012 ; Sugahara et al., 2017). Des études ont montré que leur capacité de survie à un pH bas et 

aux conditions de stress biliaires était très variable selon le genre, l'espèce et même la souche 

(Reale et al., 2015 ; Junjua et al., 2016). L’adhésion permet aux bactéries de coloniser l’intestin 

et d’exercer leurs effets bénéfiques (inhibition des microorganismes pathogènes, 

immunomodulation, etc.). Il est à souligner que cette caractéristique est également espèce et 

souche-dépendante (Van Tassell et Miller, 2011 ; Kumar et Kumar, 2015). En se basant sur le 

principe de variabilité entre souches, ces pré-requis, qui sont très certainement nécessaires aux 

bactéries afin d’exprimer pleinement leur pouvoir probiotique, ouvrent la voie à l’exploration de 

nouvelles souches à potentiel probiotique. A fortiori, plusieurs souches algériennes ont exprimé 

différents niveaux de résistance aux conditions simulées de l’environnement gastro-intestinal et 

d’adhésion aux cellules intestinales (Bahri et al., 2014 ; Mermouri et al., 2017 ; Bahloul et al., 

2019 ; Gheziel et al., 2019). 

Il faut noter que les probiotiques sont dans la majorité des cas des bactéries lactiques directement 

impliquées dans la fermentation des produits alimentaires. Ils sont souvent incorporés aux 

aliments fermentés avec une prédilection pour les matrices laitières (Sarao et Arora, 2017). 

D’ailleurs, on prêtait aux produits laitiers fermentés des vertus thérapeutiques depuis longtemps, 

et ils sont à l’origine du concept de probiotique. Ils représentent de ce fait une source indéniable 

de bactéries lactiques diverses à potentiel probiotique. Pour exemple, une souche de 

Lb. casei Zhang isolée de lait fermenté traditionnel koumiss de Mangolie a permis d’atténuer les 

troubles digestifs et les infections des voies respiratoires chez des populations étudiées. Cette 

souche présente également la capacité de maintenir l'homéostasie de l'immunité de l'hôte et 

d’inhiber les microorganismes pathogènes tels que Pseudomonas et Acinetobacter . D’autres 

souches isolées de laits fermentés traditionnels tels que les kefir et katak (portugais) ainsi que des 

produits laitiers fermentés iraniens, et algériens ont montré des propriétés antimicrobiennes, 

antifongiques et hypocholestérolémiantes (Kacem et Kaid-Harche, 2008 ; Huang et al., 2013 ; 

Iranmanesh et al., 2014 ; Dahou et al., 2015 ; Dong et al., 2015 ; Ghosh et al., 2019 ; Slattery et 

al., 2019).  

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.00502/full#ref54
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.00502/full#ref55
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.00502/full#ref25
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Un processus de fabrication traditionnel peut permettre de découvrir de nouvelles souches 

probiotiques et ajouter ainsi de la diversité. C’est la raison pour laquelle, nous nous sommes 

intéressés dans ce travail aux laits fermentés traditionnels algériens lben et rayeb issus de 

fermentation spontanée du lait de vache cru. La coagulation du lait conduit à un caillé onctueux 

qui est le rayeb, celui-ci subit un barattage et un écrémage pour donner un lait fermenté acidulé 

et frais à savoir le lben. Ce procédé traditionnel, outre des conditions environnementales 

particulières (géographie, climat, etc.), confère à ces laits fermentés la particularité de renfermer 

de nouvelles souches de bactéries lactiques, différentes des souches commerciales, et pouvant 

être considérées comme de bons candidats probiotiques (Bensalah, 2009 ; Prashant et al., 2009).  

Dans cette optique, nous avons ciblé deux espèces du genre Streptococcus à savoir Streptococcs 

thermophilus et Streptococcs macedonicus. La première étant la seule du genre à posséder le 

statut GRAS (Generally Recognized As Safe) (FDA, 2002 ; 2012), et à être largement utilisée en 

industrie laitière pour ses propriétés technologiques mais également probiotiques (Pastink et al., 

2009 ; Burton et al., 2017). Parmi les plus avérées de ces propriétés est sa capacité d’améliorer la 

digestion du lactose pour les intolérants au lactose (Savaiano, 2014).  

La seconde espèce s’est distinguée dans le même genre par sa non-pathogénie et son origine 

alimentaire puisqu’elle a souvent été isolée dans des produits laitiers fermentés dont le premier 

était un fromage à pâte filée en Macédoine, ce qui lui a valu le nom de Streptococcus 

macedonicus (Tsakalidou et al., 1994). Cette espèce possède des caractéristiques phénotypiques 

proches de celles de Streptococcus thermophilus, et à l’instar de celle-ci, elle aurait des 

propriétés technologiques et probiotiques prometteuses (Tsakalidou et al., 1998 ; De Vuyst et 

Tsakalidou, 2008 ; Blaiotta et al. 2011 ; Laiño et al., 2015, 2019 ; Tarrah et al., 2018a). 

Toutefois, peu d’informations existent sur cette espèce, et par conséquent peu de souches ont été 

exploitées jusqu'à présent. À ce jour, un seul génome complètement assemblé est disponible dans 

les bases de données (souche ACA-DC 198 ; Papadimitriou et al. 2012), les six autres génomes 

étant publiés sous forme de contigs (Vendramin et al., 2014 ; Papadimitriou et al., 2016 ; Treu et 

al., 2017).  

Dans ce contexte, notre travail s’inscrit dans le registre de la sélection in vitro de nouvelles 

souches de streptocoques thermophiles non-pathogènes : Streptococcus thermophilus et 

Streptococcus macedonicus dans des laits fermentés traditionnels algériens et la mise en 

évidence de quelques propriétés préalables à l’exercice d’un pouvoir probiotique (la résistance 
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aux conditions simulées du tractus gastro-intestinal et l’adhésion aux cellules épithéliales 

intestinales). 

Le présent travail sera abordé comme suit :  

1- Pour commencer, une revue de littérature sera présentée s’articulant autour de trois chapitres : 

1) les laits fermentés traditionnels, leur diversité dans le monde et, plus particulièrement les lben 

et rayeb en Algérie ; 2) les bactéries lactiques, l’accent sera mis sur les deux espèces 

Streptococcus thermophilus et Streptococcus macedonicus ; 3) les probiotiques en se focalisant 

sur deux caractéristiques importantes, à savoir la survie aux conditions du tractus gastro-

intestinal et la capacité d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales ; 

2- Dans un deuxième temps, les expérimentations menées dans ce travail seront décrites dans la 

partie matériel et méthodes, en l’occurrence les différentes étapes d’isolement, d’identification 

phénotypiques et génotypiques et la caractérisation de l’activité acidifiante des isolats. Les 

méthodes d’évaluation de la capacité de résistance aux pH bas et aux sels biliaires ainsi que 

l’adhésion aux cellules épithéliales intestinales dans trois modèles cellulaires seront également 

présentées dans cette partie ; 

3- Les résultats obtenus à l’issu de nos expérimentations seront présentés et discutés dans la 

partie résultats et discussions avec une synthèse des principaux résultats ; 

4- Enfin, nous terminerons par une conclusion générale mettant en exergue les perspectives qui 

se dégagent de ce travail.  
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1. Laits fermentés : un savoir-faire ancestral  

Les laits fermentés traditionnels comme leur nom l’indique sont des produits issus de la 

fermentation spontanée du lait. L’origine de leur consommation est étroitement liée à celle du lait, 

celle-ci remonte probablement à l’ère de la domestication et de l’élevage des animaux depuis au 

moins 10 000 ans. Des peintures rupestres et des fresques anciennes témoignent de la place du lait 

dans la consommation des Sumériens, des Babyloniens, des Égyptiens et des Indiens (figure 01). En 

effet, au-delà de son aspect nutritif, une valeur symbolique positive lui est attribuée jusqu’à ce jour. 

Le lait représente par sa blancheur, la lumière et la fécondité pour les Indiens hindouistes. Il est 

aussi d'usage pour les Naouris des steppes d’Asie centrale de se souhaiter « du blanc dans sa vie » 

au Nouvel An, en référence à la blancheur du lait, symbole du bonheur et d’abondance (Tamime, 

2003 ; Bourlioux, 2007 ; Redlingshöfer et Soyeux, 2010). 

Toutefois, la fragilité et l’instabilité du lait ont nécessité sa transformation par les anciennes 

populations en vue d’allonger sa durée de conservation et de stockage. Sans doute, une fermentation 

involontaire du lait avait permis à ces populations de constater que le produit caillé obtenu se 

conservait mieux que le lait frais. Cela a donné naissance au lait fermenté, et ce dès le néolithique 

comme le suggère cette preuve archéologique, en l'occurrence des peintures rupestres, datant de 

5000 à 6000 ans avant l’ère commune (AEC), relevées dans des grottes en Libye, attestant la 

transformation du lait. De même, les civilisations du Croissant fertile et l’Égypte antique étaient 

suffisamment avancées dans l’agriculture et la transformation du lait. En Asie centrale, les laits 

fermentés étaient bien présents, et sont parvenus en Turquie au VIIIe siècle avant notre ère via les 

Balkans. Vers 630 (AEC), des écrits arabes faisaient mention du lait fermenté « Leben», et un peu 

plus tard, Pline, l’écrivain et naturaliste romain du premier siècle de notre ère faisait lui aussi 

mention dans ses écrits de la transformation du lait par les tribus barbares. Au XIIe siècle, des 

monographies faisaient mention de la célèbre histoire de Gengis Khan qui adopta le lait fermenté 

après l'avoir découvert chez les populations mongoles, et qui est devenu par la suite un mode 

d’alimentation pour lui et ses troupes (Tamime, 2003 ; Pernoud, et al., 2005 ; Bourlioux, 2007 ; 

Savadogo et Traore, 2011). 

En Afrique du nord, les laits fermentés semblent être l’héritage du brassage de la culture berbère et 

de celle des différentes civilisations qui s’y étaient succédées, à savoir les civilisations grecque, 

phénicienne, égyptienne, vandale, arabe et ottomane (Benkerroum et al., 2013). Il semblerait alors 

que le lait fermenté ait connu un grand essor à travers les siècles grâce au savoir-faire et aux 

compétences culinaires des populations, et à ce jour, ce produit trouve toute sa place dans 

l’alimentation de par le monde. 
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Figure 01. Histoire du lait à travers la traite de vache représentée dans une mosaïque égyptienne 

(Granger Historical Picture Archive / Alamy Banque D'Images. https://www.alamyimages.fr/photo-

image-egypte-bovins-c-b-2300-nmilking-les-vaches-la-peinture-tombe-egyptienne-2300-c-b. 

(Consulté le 02. 04. 2019) 

 

2. Diversité des laits fermentés traditionnels : à chacun son lait fermenté 

Du fait de son histoire et de ses multiples origines, le lait fermenté est largement produit 

dans de nombreuses régions du monde, aujourd’hui majoritairement selon un procédé de 

fermentation contrôlé et industrialisé. Parallèlement, les laits fermentés fabriqués de manière 

traditionnelle subsistent encore dans des régions disparates du monde, sous des dénominations 

différentes et des procédés de fermentation le plus souvent spontanée au gré des microorganismes 

indigènes du lait employé et de l’environnement. A cela s’ajoutent l’origine animale et 

géographique du lait qui donnent également des notes variées, quoique voisines, des textures et des 

goûts aux différents laits fermentés existant à travers le monde. 

Parmi les laits fermentés traditionnels consommés dans le monde, figurent le lait ribot en France, 

précisément en Bretagne, qui est un résidu de la fabrication du beurre au goût aigrelet. En Grèce, 

des laits fermentés traditionnels existent depuis l’antiquité, tels que les yaourts égouttés ou les laits 

fermentés par des levains non spécifiques, tel que oxygala, qui correspond à un caillé de lait salé ou 

encore un lait aigre ajouté au lait récent pour le faire aigrir selon Pline (Bourlioux, 2007). En Asie 

centrale et en Europe orientale, le koumis (ou koumyss du russe et kymyz du tatare) est le nom 

attribué au lait (le plus souvent de jument) fermenté acidulé et alcoolisé consommé depuis 

longtemps par les populations nomades des steppes d’Asie centrale. De même, le kéfir est le résultat 

d’une fermentation alcoolique du lait par un mélange symbiotique de bactéries lactiques, de levures 

et de moisissures issues des graines de kéfir, le transformant en une boisson fermentée mousseuse. 

https://www.alamyimages.fr/photo-image-egypte-bovins-c-b-2300-nmilking-les-vaches-la-peinture-tombe-egyptienne-2300-c-b
https://www.alamyimages.fr/photo-image-egypte-bovins-c-b-2300-nmilking-les-vaches-la-peinture-tombe-egyptienne-2300-c-b
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Originaire de la région des Balkans et le massif caucasien, le kéfir est populaire dans de nombreux 

pays d’Europe de l’Est, mais également dans les pays scandinaves et l’Amérique du Nord (Tamime, 

2003 ; Wszolek et al., 2006 ; Savadogo et Traore, 2011). 

Des dénominations proches renvoyant au lait fermenté (à température ambiante ou par chauffage) 

baratté ou caillé, avec ou sans ajout de levains naturels, sont retrouvés généralement au Moyen-

Orient et en Afrique du Nord, tels que lben, leben ou laban. Cette appellation est commune dans les 

pays du Maghreb et beaucoup de pays arabes ; raab aux Émirats Arabes Unis ; rob au Soudan ; 

gariss issu du lait de chamelle en Égypte et au Soudan (Wilson, 2017). En Afrique, la 

consommation des laits fermentés traditionnels est importante ; ces produits se déclinent en laits 

fermentés écrémés barattés et entiers ressemblant à un caillé. Parmi les laits fermentés écrémés, il 

existe le katch (wolof) ou kossam kaadam (peul) au Sénégal, le rouaba (arabe) ou pendidam (peul) 

au Tchad, ou l’arera (amharique) en Éthiopie. Quant au caillé de lait fermenté, nous retrouvons le 

m’bannick (wolof) au Sénégal, le rayeb (arabe) au Tchad ou l’ergo (amharique) en Éthiopie 

(Duteurtre et al., 2003). De la même manière, ces laits fermentés se retrouvent en Afrique du Nord, 

notamment dans le Maghreb (Maroc, Algérie et Tunisie), sous les dénominations de rayeb pour le 

caillé de lait et lben désignant le lait fermenté écrémé et baratté au goût légèrement acidulé. 

 

3. Laits fermentés traditionnels en Algérie : lben et rayeb 

En Algérie, la tradition des produits laitiers est bien ancrée, elle a contribué à imprégner la 

culture algérienne à travers les générations. Le lben et le rayeb (ou ikil en kabyle, et aghi yetchlen 

en chaoui) sont les principaux laits traditionnellement fermentés consommés dans ce pays. Malgré 

leur industrialisation, la fabrication des laits fermentés traditionnels occupe toujours une place 

importante dans l’alimentation algérienne. Très appréciés pour leur agréable goût, le lben et le rayeb 

accompagnent souvent les mets algériens tel que le couscous, et ils sont aussi servis dans les 

occasions (fêtes de mariage, fêtes religieuses, etc.). A la campagne, le lben et le rayeb sont toujours 

présents dans les fermes, destinés à l’autoconsommation ou à la consommation locale, et un peu 

partout en ville, ils sont vendus par les marchands de lait. 

Lben et rayeb sont obtenus traditionnellement par fermentation spontanée à température ambiante, 

pendant 24 à 72 h selon les saisons, du lait cru essentiellement d’origine bovine puisque plus de 

80% de la production laitière est assurée par le cheptel bovin (Bencharif, 2001 ; Bessaoud et al., 

2019). A moindre mesure, les laits de chèvre, de brebis et de chamelle sont à l’origine de ces 

produits. 
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La coagulation du lait aboutit à un caillé qui peut être consommé tel quel : c’est le rayeb, un lait 

fermenté entier onctueux. Le caillé peut ensuite être baratté pendant une quarantaine de minutes 

avec addition d’eau, tiède ou froide selon la température du lait, pour rassembler les grains de 

beurre (figure 02). Après extraction du beurre, le liquide épais résiduel constitue le lben : ce fameux 

lait fermenté écrémé frais et légèrement acidulé (Benkerroum et Tamime, 2004 ; Claps et Morone, 

2011). 

Traditionnellement, le barattage était réalisé manuellement dans une outre en peau de chèvre 

appelée chekoua, recevant le caillé (rayeb). Celui-ci était agité vigoureusement dans l’outre, 

généralement suspendue à un trépied en bois, jusqu’à fluidisation du contenu et agrégation des 

particules de beurre. Actuellement, et bien que certains laitiers et certaines familles d’éleveurs 

disposent toujours d’outres ou de barattes en bois manuelles, le barattage électrique a 

progressivement remplacé la technique manuelle, réduisant ainsi l’effort physique et améliorant les 

conditions d’hygiène (Benkerroum et Tamime, 2004). 
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Figure 02. Procédé de fabrication des laits fermentés traditionnels algériens (Lben et Rayeb) 

(adaptée de Benkerroum et Tamime, 2004) 

 

 

Fermentation spontanée 

à température ambiante 

(24 à 72 h) 

Barattage avec addition d’eau 

(10% (v/v) du volume du lait) 



Chapitre 1 : Laits fermentés                                                                                    Revue de littérature 

9 
 

Les caractéristiques organoleptiques particulières allant de l’onctuosité du rayeb à la fraîcheur, et 

aux arômes agréables du lben sont liées à la microflore autochtone du lait principalement et aux 

conditions de l’environnement. La microflore lactique, généralement prédominante dans ces 

produits, est essentiellement constituée d’espèces de Leuconostoc et de Lactococcus initiant la 

fermentation. Certaines espèces de Lactobacillus et de levures peuvent également participer au 

processus de fermentation, notamment par le développement des arômes (Hamama et Bayi, 1991 ; 

Bendimerad et al., 2012 ; Hamoudi-Belarbi et al., 2016 ; Ghalouni et al., 2018). A rappeler que des 

espèces thermophiles telle que Streptococcus thermophilus dominent la fermentation de certains 

laits fermentés traditionnels laban khad d’Egypte ou labaneh de Liban (Benkerroum et al., 2013). 

Les bactéries lactiques sont à l’origine de la fermentation du lait par transformation du lactose en 

acide lactique, précipitation des caséines et coagulation du lait ainsi que du développement de 

composés aromatiques volatils tels que le diacétyle et l’acétaldéhyde. La composition physico-

chimique de ces produits, qui est présentée dans le tableau 01, n’est pas constante d’une région à 

l’autre, elle dépend de la composition du lait, qui varie avec l’espèce, la saison de lactation et 

l’alimentation, ainsi que des conditions de fabrication (Benkerroum et Tamime, 2004 ; Salameh et 

al., 2016). 

 

Tableau 01: Composition chimique moyenne du lben traditionnel algérien 

(Zitoun et al., 2011) 

Paramètre  valeur 

Matière sèche (g/100 g) 9,06 

Matière grasse (g/100 g) 0,91 

Protéines (g/100 g) 4,4 

Chlorure (g/100 g) 0,19 

Acidité titrable (°D) 84 

pH 4,84 

°D : degré dornic 

 

4. Laits fermentés traditionnels : des produits nourrissants au service de l’homme 

Au-delà de l’intérêt nutritionnel des laits fermentés traditionnels de par leur richesse en 

nutriments essentiels à l’entretien et au fonctionnement de l’organisme, des vertus liées à la santé 

(parfois thérapeutiques) leur sont attribuées. En effet, les laits fermentés notamment traditionnels 

sont une source de microorganismes diversifiés aux effets positifs sur la santé (Hill et al., 2017 ; 
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Ghosh et al., 2019). Ces microorganismes peuvent produire des substances à activité biologique tels 

que les acides organiques, ou les peptides à activités antimicrobienne, anxiolytique et autres 

activités biologiques, intervenant dans la prévention de certaines maladies (Ebringer et al., 2008 ; 

Benkerroum et al., 2013 ; Verruck et al., 2019). 

Il est à souligner que la découverte de ces produits, à des buts de conservation, était marquée par 

des utilisations thérapeutiques. Selon la tradition perse, la recette de préparation du yaourt a été 

révélée à Abraham par un ange, et à cette nourriture il devait sa fécondité et sa longévité (Rosell, 

1932). Des écrits remontant à 700 ans (EC) parlent également d’une tribu au Japon qui considérait 

le lait et les produits laitiers, introduits au Japon par les Chinois, comme des médicaments et des 

produits de luxe, réservés aux enfants, aux vieux et aux malades (Redlingshöfer et Soyeux, 2010). 

De même, le kéfir et le dahi étaient utilisés comme agents thérapeutiques chez des peuples du 

Caucase et de l’Inde (Pernoud et al., 2005 ; Slattery et al., 2019). Le symbole de longévité était 

également attribué aux laits fermentés par plusieurs civilisations à travers les âges (Pernoud et al., 

2005 ; Bourlioux, 2007).  

Plus tard des scientifiques se sont succédés pour mettre en exergue le lien entre laits fermentés (à 

travers les microorganismes contenus dans ces produits) et effets positifs sur la santé tels que le 

rétablissement de l’équilibre du microbiote intestinal après un traitement d’antibiotiques, ou encore 

la diminution du risque de survenue de diabète de type II (Beausoleil et al., 2007 ; Chen et al., 

2014 ; Verruck et al., 2019). En effet, la consommation de kéfir est associée à de nombreux effets 

bénéfiques pour la santé à savoir anti-inflammatoires, anti-cancérigènes, anti-oxydants, 

hypocholestérolémiants, réduction de l'hypertension et amélioration de la digestion et de la santé 

intestinale Slattery et al., 2019 ; Verruck et al., 2019). A ce jour, le Koumis est utilisé en traitement 

avec les antibiotiques, et contre des maladies gastro-intestinales et infectieuses chez les populations 

kazakhs (Akhmetsadykova, 2012)  

En outre, il est admis que les laits fermentés améliorent la digestibilité du lait par la conversion du 

lactose en acide lactique à travers les fermentations naturelles. D’ailleurs, ces fermentations avaient 

permis d’entretenir la culture du lait même chez des populations où les adultes toléraient mal le 

lactose du lait (Redlingshöfer et Soyeux, 2010). Des preuves actuelles y ont été apportées pour le 

yaourt et d’autres laits fermentés quant à l’amélioration de la digestion du lactose chez les 

personnes intolérantes au lactose (Savaiano, 2014 ; Pakdaman et al., 2015). 
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1. Caractéristiques générales des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques (BL) représentent un groupe hétérogène de plusieurs genres 

appartenant, principalement, au phylum des Firmicutes et partageant une variété d’habitats. Elles 

colonisent les cavités humaines et animales (tractus gastro-intestinal, cavité buccale, voies 

respiratoires, etc.) ainsi qu’un certain nombre de niches environnementales tels que plantes, 

produits laitiers transformés, viande et légumes (König et Fröhlich, 2009 ; Sun et al., 2014).  

Ces bactéries sont à Gram positif et se présentent sous forme de coques ou de bâtonnets. Elles sont 

généralement immobiles, asporogènes, anaérobies mais aérotolérantes, dépourvues de catalase (une 

activité catalase hème-dépendante est exprimée pour quelques espèces), de cytochrome oxydase et 

de nitrate réductase. Leur faible capacité de biosynthèse les rend d’une exigence nutritionnelle 

particulière surtout en acides aminés, bases nucléiques, acides gras et vitamines (Vandamme et al., 

1996 ; Holzapfel et al., 2001).  

La principale caractéristique des BL est un métabolisme fermentaire produisant principalement de 

l’acide lactique à partir des glucides. Elles sont de ce fait, considérées homofermentaires si l’acide 

lactique est majoritairement produit (plus de 90%). En revanche, si des quantités significatives 

d’acide acétique, d’acide formique, d’éthanol, et de CO2 sont formées outre l’acide lactique, les BL 

sont dites alors hétérofermentaires (Stiles et Holzapfel, 1997).  

Les métabolites synthétisés au cours de la fermentation influencent les qualités organoleptique et 

sanitaire des produits ainsi fermentés. D’une part, l’acide lactique et les composés aromatiques 

contribuent à l’amélioration du goût de ces produits. D’autre part, l’acidification du milieu, due aux 

acides organiques, et à la production de substances bactéricides limitent la croissance des bactéries 

indésirables. Ces caractéristiques confèrent aux BL un rôle important en industrie agroalimentaire 

notamment en industrie laitière (Martinez et al., 2013 ; Thierry et al., 2015).  

 

2. Principaux genres de bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogène du point de vue taxonomique en 

dépit des caractéristiques physiologiques et métaboliques communes aux membres de ce groupe 

(Sun et al., 2014). 

Décrites pour la première fois par Orla-Jensen en 1919, les BL étaient constituées de quatre genres : 

Lactobacillus (Lb.), Leuconostoc (Le.), Pediococcus (P.) et Streptococcus (S.) (Von Wright et 

Axelsson, 2012). Depuis, plusieurs classifications ont été proposées sur la base des propriétés 

morphologiques, physiologiques, biochimiques ou encore métaboliques (Holzapfel et al., 2001). Par 

la suite, les approches moléculaires, basées essentiellement sur l’analyse des séquences de l’ARN 
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ribomomique 16S, ont permis d’inclure dans la taxonomie des BL de nouveaux genres et espèces 

(Mohania et al., 2008 ; Von Wright et Axelsson, 2012).  

Actuellement, il est admis que les BL appartiennent au phylum des Firmicutes, de la classe des 

Bacilli et de l’ordre des Lactobacillales, à l’exception des bifidobactéries qui dépendent du phylum 

des Actinobacteria (Mattarelli et al., 2014 ; Felis et al., 2015). 

Selon le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, les BL de l’ordre des Lactobacillales, sont 

regroupées dans six familles : Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, 

Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, et Streptococcaceae (Vos et al., 2009) (tableau 02). Elles sont 

caractérisées par un faible contenu en guanine et cytosine (GC de 31 à 49%) alors qu’il est plus 

élevé pour les Bifidobacteriaceae, allant de 50 à 67% pour le genre Bifidobacterium (B.) (Von 

Wright et Axelsson, 2012 ; Mattarelli et al., 2014 ; Sun et al., 2014 ; Felis et al., 2016). 

Il est à rappeler que cette caractéristique ainsi que leur appartenance à un autre phylum, éloignent 

les espèces du genre Bifidobacterium des autres BL. Elles sont toutefois considérées comme telles 

(BL) au vu des caractéristiques physiologiques et biochimiques ainsi que des niches écologiques 

partagées par les membres de ce groupe (Liu et al., 2014 ; Sun et al., 2014).  

 

Tableau 02. Familles et genres de bactéries lactiques (Vos et al., 2009 ; Liu et al., 2014 ; 

Mattarelli et al., 2014 ; Sun et al., 2014 ; Felis et al., 2015) 

Famille Genres 

Aerococcaceae 
Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus, Eremococcus, Facklamia, 

Globicatella, Ignavigranum 

 

 

Carnobacteriaceae 

 

Agitococcus, Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter, 

Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosigranulum, 

Granulicatella, Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus, Pisciglobus, 

Trichococcus 

Enterococcaceae 
Bavariicoccus, Catellicoccus, Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter, 

Tetragenococcus, Vagococcus 

Lactobacillaceae Lactobacillus, Pediococcus, Sharpea 

Leuconostocaceae Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus, Weissella 

Streptococcaceae Lactococcus, Lactovum, Streptococcus 

 

Bifidobacteriaceae 

Aeriscardovia, Alloscardovia, Bifidobacterium, Gardnerella, Metascardovia, 

Parascardovia, Scardovia 
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3. Streptocoques 

Le terme « Streptococcus » provient du grec streptos qui signifie tordu en forme de chaîne et 

kokkos qui veut dire graine. Il a été employé pour la première fois par Rosenbach en 1884 pour 

désigner l’espèce S. pyogenes, isolée de lésions suppuratives chez l’homme.  

Le genre Streptococcus appartient à la famille des Streptoccocaceae de l’ordre des Lactobacillales, 

il regroupe des espèces dont les cellules se présentent en forme de coques s’organisant en chaînettes 

(Hardie et Whiley, 1997 ; Sun et al., 2014). Ces espèces sont toutes homofermentaires, produisant 

de l’acide lactique L, à coloration Gram positive, anaérobie facultative, et dépourvues de catalase, 

de cytochrome oxydase et de nitrate réductase. Un faible contenu en GC (31 à 49%) caractérise les 

streptocoques (Tagg et al., 2012) et dont la taille des génomes est comprise entre 1,8 et 2,39 Mpb 

environ (Sun et al., 2014). La paroi cellulaire est composée de peptidoglycane (muréine) ainsi que 

de divers polysaccharides associés. Cette structure se décline en différents types distinguant les 

espèces entre elles (Hardie et Whiley, 1997). 

La première classification des streptocoques était basée sur des critères structuraux et biochimiques, 

principalement sur leur équipement antigénique ou leur pouvoir hémolytique (Hardie et Whiley, 

1997). En effet, décrits vers la fin du XIXᵉ siècle par Billroth (1874), Pasteur (1879), puis 

Rosenbach (1884), les streptocoques ont connu de nombreuses classifications (Tagg et al., 2012). 

Parmi les plus importantes d’entre elles, figurent celle de Lancefield (1933) suggérant 6 groupes de 

streptocoques ; suivie par la classification de Sherman (1937) qui propose quatre groupes : 

streptocoques lactiques, viridans, pyogenes et Enterococcus (Facklam, 2002). En 1978, Jones a 

remplacé dans la classification de Sherman les streptocoques viridans par les streptocoques oraux, 

les entérocoques par les streptocoques fécaux et a rajouté les pneumocoques (Hardie et Whiley, 

1997 ; 2012 ; De Vuyst et Tsakalidou, 2008).  

Au milieu des années 80, l’avènement des techniques de la biologie moléculaire a révolutionné la 

taxonomie bactérienne. En effet, le genre Streptococcus a éclaté en trois genres génétiquement 

distincts : Streptococcus sensu stricto qui comprend la majorité des espèces connues, Enterococcus 

(E.) et Lactococcus (L.) (Schleifer et Kilpper-Balz, 1987). De nouvelles études phylogénétiques ont 

permis d’affiner la taxonomie du genre qui est loin d’être définitive. Les streptocoques sont divisés 

en 7 groupes : Mitis, Anginosus, Mutans, Salivarius, Bovis/Equinus, Pyogene, et un groupe 

constitué d’espèces non classées (S. suis, S. acidiminimus, et S. pleomorphus) (Hardie et Whiley, 

1997 ; Tagg et al., 2012 ; Sun et al., 2014).  

Les cinq premiers groupes formant la division Viridans qui, à l’exception de S. thermophilus, 

comprend des espèces commensales à pathogènes des muqueuses du tube digestif ou de la cavité 



Chapitre 2 : Bactéries lactiques                                                                             Revue de littérature 

14 
 

orale de l’homme et des animaux (Kawamura et al., 1995 ; Tagg et al., 2012). Au sein de cette 

division, seule l’espèce S. thermophilus du groupe Salivarius est reconnue GRAS (Generally 

Recognized As Safe). Actuellement, une autre espèce du complexe Bovis/Equinus possède le statut 

« food grade ». Il s’agit de Streptococcus macedonicus qui est très souvent isolée de produits 

laitiers traditionnels (De Vuyst et Tsakalidou, 2008). Par cette distinction au sein du genre 

Streptococcus, ces deux espèces offrent des opportunités d’applications avérées dans le domaine 

alimentaire. Elles seront par conséquent documentées dans ce travail. 

 

3.1. Streptococcus thermophilus : une espèce qui a fait ses preuves  

L’une des spécificités de S. thermophilus réside dans le fait que c’est le seul streptocoque 

qui porte la mention GRAS, et donc reconnue officiellement comme étant une espèce non 

pathogène (FDA, 2002 ; 2012). Ce statut lui a valu une large utilisation dans les domaines 

alimentaires et pharmaceutique.  

Pendant longtemps, l’espèce a été considérée faiblement variable et peu protéolytique (Shahbal et 

al., 1991), jusqu’au moment où plusieurs souches telles que S. thermophilus LMD-9 et 

S. thermophilus CNRZ385 qui expriment une activité protéolytique de surface (Galia et al., 2009 ; 

Delorme et al., 2010) aient été décrites. Cette propriété a renforcé son emploi dans la fabrication de 

produits laitiers. Elle est d’ailleurs appliquée dans la fabrication du yaourt en co-culture avec 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb. bulgaricus).Cette espèce est de ce fait l’une des 

deux bactéries faisant partie de la définition officielle du yaourt selon le Codex Alimentarius. 

Outre son utilisation en industrie laitière, S. thermophilus est reconnue également pour ses 

propriétés probiotiques. Une allégation santé a d’ailleurs été délivrée, par l’Autorité Européenne de 

Sécurité des Aliments (EFSA) en 2010, pour le yaourt concernant la digestion du lactose chez les 

patients intolérants à ce glucide. D’autres propriétés probiotiques ont été mises en évidence pour 

S. thermophilus et qui pourraient être exploitées au service de l’homme. 

 

3.1.1. Place de Streptococcus thermophilus dans le genre Streptococcus 

S. thermophilus appartient au groupe Salivarius de la division Viridans. Ce groupe 

comprend deux autres espèces de streptocoques oraux : S. vestibularis et S. salivarius (Facklam, 

2002 ; Hols et al., 2005). Pendant longtemps, S. thermophilus était considérée comme une sous-

espèce de S. salivarius (Farrow et Collins, 1984). L’analyse par hybridation ADN-ADN ainsi que 

des séquences des gènes de l’ARNr 16S et sodA ont indiqué une proximité de S. thermophilus aux 

espèces S. vestibularis et S. salivarius (Schleifer et al., 1991 ; Kawamura et al., 1995 ; Poyart et al., 
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1998 ; Hols et al., 2005). Plus tard, le séquençage de plusieurs gènes de ménage (ddlA, pepO, glcK, 

ilvC, serB, etc.) ont permis de confirmer ce lien tout en affirmant que les espèces S. salivarius et 

S. thermophilus étaient génétiquement séparées (Delorme et al., 2007 ; Delorme et al., 2015). De ce 

fait, S. thermophilus est actuellement considérée comme une espèce distincte du groupe Salivarius 

même si la dénomination Streptococcus salivarius subsp. thermophilus est encore employée 

quelque fois dans la littérature (Burton et al., 2017).  

 

3.1.2. Adaptation de Streptococcus thermophilus à sa niche écologique : le lait  

Etant capable de produire de l’acide lactique à partir du lactose, S. thermophilus aurait été 

utilisée depuis les premières transformations de lait il y a 10 000 ans (Bolotin et al., 2004), elle l’est 

encore aujourd’hui dans les fermentations de produits laitiers. Cette espèce semble donc avoir élu le 

lait comme niche écologique surtout que de nombreuses souches y ont été isolées (Burton et al., 

2017).  

L’investissement de cet environnement depuis la fabrication des produits laitiers aurait alors permis 

à S. thermophilus d’y évoluer par la perte de gènes de virulence et l’acquisition de nouvelles 

fonctions : protéase de surface, biosynthèse de bactériocine et d’exopolysaccharides (EPS) (Uriot et 

al., 2017). Elle a perdu environ 10% de ses gènes, ce qui s’est traduit soit, par leur absence des 

génomes, soit par leur inactivation (pseudogènes). Ces pseudogènes sont essentiellement relatifs au 

métabolisme énergétique (régulation, transport), aux phages et aux facteurs de virulence (Bolotin et 

al., 2004 ; Morelli et al., 2012). La faible variabilité entre les souches de S. thermophilus par 

rapport à celle de S. salivarius indique par ailleurs, qu’il s’agit d’une espèce qui a récemment 

émergé (Delorme et al., 2007 ; Delorme et al., 2010).  

La comparaison des génomes de six souches de S. thermophilus (CNRZ1066, 

LMG18311, LMD-9, ND03, JIM8232, M17PTZA496) (Bolotin et al., 2004 ; Delorme et al., 2011 ; 

Makarova et al., 2006 ; Sun et al., 2011 ; Vendramin et al., 2017) disponibles dans les bases de 

données EMBL/GenBank suggère que leur chromosome est circulaire, d’une taille comprise entre 

1,8 et 1,9 Mpb et peut atteindre une taille de 2,15 Mpb pour celui de la souche S. thermophilus 

M17PTZA496. Il est caractérisé par un faible pourcentage en GC (39%). Seule la souche LMD-9 

héberge deux plasmides à faible nombre de copies (Jameh, 2012). 

De nombreux gènes de virulence liés aux streptocoques pathogènes sont absents des génomes de 

S. thermophilus comme c’est le cas pour les gènes de résistance aux antibiotiques (Bolotin et al., 

2004 ; Sun et al., 2011 ; Vendramin et al., 2017 ; Hatmaker et al., 2018). En revanche, un gène 

codant la protéase de paroi PrtS (homologue aux gènes de virulence liés à la paroi chez les 
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streptocoques pathogènes), nécessaire à la croissance de S. thermophilus par hydrolyse des caséines 

en peptides et en acides aminés, a été retrouvé chez la souche S. thermophilus LMD-9 (Galia et al., 

2009 ; Delorme et al., 2010).  

Finalement, il semblerait aussi que S. thermophilus se soit adaptée au lait par l’acquisition de 

nouveaux gènes, voire de nouvelles fonctions. Cela a été possible par transfert génétique horizontal 

(TGH) entre cette espèce et celles partageant le même environnement quand bien même ces espèces 

seraient relativement éloignées d’un point de vue phylogénétique (Bolotin et al., 2004 ; Rasmussen 

et al., 2008 ; Li et al., 2013). Le gène PrtS, par exemple, aurait été acquis par TGH de S. suis 

(Delorme et al., 2010). Alors que le gène metC, impliqué dans la synthèse de la méthionine chez Lb. 

bulgaricus a été retrouvé dans le génome de S. thermophilus (Bolotin et al., 2004). De même qu’un 

groupe de gènes nécessaires à la production d’EPS lui a été transféré de Lactobacillus (Liu et al., 

2009). L’acquisition de ces gènes a finalement contribué à l’adaptation de S. thermophilus au lait. 

 

3.1.3. Principales caractéristiques de Streptococcus thermophilus 

S. thermophilus est un coque lactique thermophile qui croît de façon optimale à 42°C ; il 

s’agit d’une espèce anaérobie aérotolérante pouvant croître en présence de faibles quantités 

d’oxygène. Toutefois elle est incapable de dégrader l’esculine et de se développer à pH 9,6 ou à une 

concentration élevée en sel (6,5%, p/v) (Hardie et Whiley, 1997 ; Uriot et al., 2017). 

S. thermophilus est exigeante d’un point de vue nutritionnel, elle requiert pour sa croissance des 

sources carbonées fermentescibles, azotées, phosphatées, etc. (Pastink et al., 2009). 

C’est une espèce homofermentaire qui convertit préférentiellement le lactose, source carbonée du 

lait, en acide lactique. Dotée d’un transporteur de lactose (lacS) et d’une β-galactosidase (lacZ), 

S. thermophilus s’est spécialisée dans la dégradation du lactose. Elle a cependant une capacité, en 

général, limitée à dégrader certains autres glucides et une incapacité à métaboliser le galactose, issu 

de la dégradation du lactose, et qui est expulsé dans le milieu extérieur (Iyer et al., 2010b). Dans les 

génomes d’une dizaine de souches de S. thermophilus, les gènes codant le système de transport PTS 

(PhosphoTransferase System) de certains glucides sont inactivés telle que fruA (fructose) (Bolotin 

et al., 2004). En revanche, la difficulté à métaboliser le galactose est plutôt imputée à une faible 

activité de la galactokinase (GalK) et de l’aldose 1-épimérase (GalM). Ces deux enzymes en plus de 

deux autres (GalT et GalE) relatives au catabolisme du galactose existent chez S. thermophilus 

comme opéron galKTEM (Vaillancourt et al., 2004 ; 2008). 
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Pour leur croissance, les BL dont S. thermophilus requièrent une source azotée. Parmi les sources 

azotées du lait, les BL peuvent utiliser les acides aminés libres, les peptides ou les protéines (après 

dégradation par leurs protéases de surface). Or, la teneur en acides aminés libres et en petits 

peptides dans le lait est insuffisante pour une croissance optimale de ces bactéries qui en sont 

dépendants. S. thermophilus qui est auxotrophe pour quatre acides aminés environ est de ce fait 

moins exigeante que Lb. bulgaricus ou L. lactis (Letort et Juillard, 2001 ; Pastink et al., 2009 ; Iyer 

et al., 2010b).  

La croissance de S. thermophilus dans le lait est donc conditionnée par sa capacité à synthétiser et à 

consommer des acides aminés issus d’autres espèces symbiotiques ou à utiliser les protéines du lait. 

La capacité de biosynthèse des acides aminés chez S. thermophilus est supérieure à celle de 

Lb. bulgaricus mais elle reste très variable selon les souches. La plupart des gènes nécessaires à la 

synthèse de l’histidine sont présents dans le génome de la souche S. thermophilus LMD-9 alors 

qu’un seul est retrouvé dans ceux des souches S. thermophilus CNRZ1066 et S. thermophilus 

LMG1831. Ces deux derniers génomes sont également dépourvus de gènes nécessaires à la 

biosynthèse de la lysine, de l’alanine et des acides aminés soufrés (Hols et al., 2005). En revanche, 

selon Garault et al. (2000), S. thermophilus possède des voies de biosynthèse d’acides aminés à 

chaine ramifiée fonctionnelles et essentielles à sa croissance en lait ; il s’agit d’isoleucine, de 

leucine et de valine. Ce caractère est conservé pour cette espèce et semble être lié à son adaptation 

au lait en absence de protéase de paroi.  

En outre, cette espèce est capable de se développer en lait par l’utilisation d’acides aminés que 

libèrent d’autres espèces protéolytiques évoluant en symbiose dans le même milieu. L’exemple le 

plus connu est celui du yaourt où S. thermophilus croît de façon optimale en co-culture avec 

Lb. bulgaricus. Cette espèce dégrade les lactoprotéines (caséines) en acides aminés et petits 

peptides nécessaires à la croissance de S. thermophilus en lait. En contre partie, celle-ci produit du 

CO2, et des métabolites tels que l’acide formique, l’ornithine, la putrescine, et les folates permettant 

de stimuler la croissance de Lb. bulgaricus. Cette relation symbiotique entre les espèces est très 

intéressante en industrie puisqu’elle réduit le temps de fermentation, accroît la production de 

composés aromatiques et améliore la stabilité du produit. Elle est surtout exploitée pour des souches 

dépourvues d’une forte activité protéolytique (Herve-Jimenez et al., 2008 ; Sasaki et al., 2014 ; 

Wang et al., 2016).  

L’autre stratégie adoptée par les BL pour croître en lait est l’utilisation des lactoprotéines. Pour 

cela, une hydrolyse extracellulaire des protéines par une protéase de paroi doit être réalisée. Les 

peptides générés sont ensuite internalisés par des systèmes de transport oligo, di‐, et tri‐ peptides à 
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l’intérieur de la cellule pour être dégradés par des peptidases intracellulaires en acides aminés (Hols 

et al., 2005 ; Kowalczyk et al., 2015 ; Rodriguez-Serrano et al., 2018). De nombreuses souches de 

S. thermophilus ne possèdent pas de protéase extracellulaire. D’ailleurs, pendant longtemps, cette 

espèce a été considérée peu protéolytique. Toutefois, de plus en plus d’études démontrent une 

émergence du gène prtS codant l’enzyme PrtS dans les collections de souches de S. thermophilus 

(Rasmussen et al., 2008 ; Galia et al., 2009 ; Delorme et al., 2010 ; Brasca et al., 2016). La souche 

S. thermophilus LMD-9 dispose d’une protéase de paroi appelée PrtS, appartenant à la sous-famille 

de protéases à serine de la famille des subtisilines. PrtS est liée de façon covalente au 

peptidoglycane via le motif LPxTG reconnu par la sortase A (SrtA) chez les bactéries à Gram 

positif (Fernandez-Espla et al., 2000 ; Chang et al., 2012).  

La vitesse de croissance en lait diffère d’une souche à l’autre chez S. thermophilus, ce qui implique 

une variabilité au niveau de la protéase de paroi (Shahbal et al., 1991). Cette variabilité pourrait 

résulter d’un défaut de maturation ou de régulation de la protéase (Galia et al., 2009 ; 2016). Dans 

les travaux de Galia et al. (2009), le séquençage du gène prtS de 4 souches n’exprimant pas 

d’activité prtS et d’une souche protéolytique (PrtS+) a révélé un seul allèle correspondant à celui de 

la souche S. thermophilus LMD-9. De même, la séquence protéique de la protéase de cette souche 

présentait une identité de 95,9% avec celle de S. suis. La principale différence est une duplication 

imparfaite dans les séquences codantes chez la souche S. thermophilus LMD-9 qui n’est pas 

retrouvée chez S. suis. 

Les peptides issus de l’hydrolyse des caséines sont ensuite acheminés à l’intérieur de la cellule de 

S. thermophilus par trois systèmes de transport DtpT (di/tripeptide transporteur), Ami et Ots (Jameh 

et al., 2016). Le premier système, constitué de cinq protéines associées à la membrane cellulaire, 

assure le transport de divers di- et tri- peptides par hydrolyse de l’ATP et la formation de NAD+. Le 

second système de transport (Ami) est un transporteur d’oligopeptides qui présente une forte 

homologie avec celui de S. pneumoniae. Il s’agit d’un transporteur ABC « ATP Binding Cassette » 

composé de protéines transmembranaires (AmiC et AmiD), ces dernières sont associées aux 

ATPases : AmiE et AmiF assurant le transport par hydrolyse de l’ATP (Chang, 2011, Rodríguez-

Serrano et al., 2018). L’autre transporteur d’oligopeptides est le système Ots qui est de type ABC 

peptide/nickel, composé de OtsA (peptide/nickel binding proteins), de deux perméases ainsi que 

d’une double ATPase OtsD (Jameh et al., 2016). 

Les peptidases intracellulaires s’attaquent aux peptides internalisés pour libérer des petits peptides 

et des acides aminés. Chez S. thermophilus, des peptidases extracellulaires ont été identifiées en 

l’occurrence une peptidase (X-prolyl dipeptidyl peptidase) ancrée dans la paroi (Hafeez et al., 
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2013 ; 2015) ainsi que des activités oligoendopeptidasiques (PepO, PepEP et PepF), 

aminopeptidasiques (AP1, PepC, PepN, PepA), peptidasiques spécifiques pour le résidu proline 

(prolidase, prolinase, PepP et PepS), et di-tripeptidasiques (DP1, DP2, TP1 et TP2) (Chang, 2011 ; 

Kowalczyk et al., 2015). 

L’existence de peptidases extracellulaires chez S. thermophilus notamment les souches de 

phénotype PrtS- pourrait jouer un rôle dans l'utilisation de la caséine afin de générer des acides 

aminés, essentiels à leur croissance (Hafeez et al., 2015). Les acides aminés libérés sont soit utilisés 

pour la synthèse protéique soit catabolisés à des fins énergétiques en conditions nutritionnelles 

limitées. Ce catabolisme s’accompagne de la production de composés aromatiques, tels que 

l’acétaldéhyde issu de l’activité thréonine aldolase, ainsi que de précurseurs de biosynthèse de bases 

nucléiques et de vitamines (Chaves et al., 2002, Iyer et al., 2010b). En effet, certaines enzymes 

impliquées dans la dégradation des acides aminés par transamination ont été retrouvées dans les 

génomes de S. thermophilus en l’occurrence l'aminotransférase à chaîne ramifiée (BcAT), la 

glutamate déshydrogénase (GDH), l'alcool déshydrogénase (AlcDH,) l’estérase A (EstA) ou encore 

le complexe céto-déshydrogénase (Cui et al., 2016). 

D’un autre coté, S. thermophilus exprime une activité uréasique transformant l’urée en ammoniaque 

et en CO2. L’effet tampon de l’ammoniaque dans le milieu entraine une augmentation de l’activité 

cellulaire et par conséquent une production très élevée de l’acide lactique. Ceci peut engendrer des 

defaults de fabrication des produits fermentés (Mora et al., 2004 ; Monnet et al., 2005 ; Galia et al., 

2009 ; Iyer et al., 2010b). Les gènes responsables de cette activité ont été identifiés dans le cluster 

ureIABCDEFGMQO (Mora et al., 2004). 

 

3.1.4. Intérêt technologique de Streptococcus thermophilus 

S. thermophilus est actuellement l’une des bactéries les plus consommées dans les produits 

fermentés, étant présente dans les millions de tonnes de yaourt et de fromages produits chaque 

année (Burton et al., 2017). Elle est employée le plus souvent en combinaison avec d’autres 

microorganismes dans les laits fermentés, les yaourts et les fromages types : Emmental, Parmesan, 

Cheddar, Mozzarella (Parente et Cogan, 2004 ; Awad et al., 2005).  

Le rôle principal de S. thermophilus en industrie laitière est la fermentation du lait par la conversion 

du lactose en acide lactique entrainant la diminution rapide du pH. Cette acidification du milieu 

engendre la précipitation des caséines assurant ainsi la coagulation du lait. L’utilisation de 

S. thermophilus en industrie laitière n’est pas uniquement liée à sa fonction acidifiante, des 

propriétés aromatisantes et texturantes lui sont également attribuées. En effet, cette espèce est 
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connue pour sa production d’acétaldéhyde, un arôme recherché dans les produits laitiers fermentés 

(Chaves et al., 2002 ; Pastink et al., 2009). En outre, des souches de S. thermophilus sont capables 

de synthétiser des EPS qui confèrent une texture filante au produit fini (De Vuyst et al., 2001 ; 

Mende et al., 2012 ; Pachekrepapol et al., 2017). Il a été rapporté que les EPS de S. thermophilus 

pouvaient être utilisés en industrie alimentaire comme agents stabilisants, émulsifiants et gélifiants 

(Freitas et al., 2011 ; Cui et al., 2016). La production de bactériocines (thermophiline) a également 

été mise en évidence pour un bon nombre de souches. Plusieurs thermophilines ont été identifiées, 

elles ont le pouvoir d’inhiber des microorganismes pathogènes à Gram positif permettant ainsi 

d’assurer une bonne conservation des produits fermentés (Ivanova et al., 1998 ; Rossi et al., 2013 ; 

Renye et al., 2016). 

 

3.1.5. Intérêt probiotique de Streptococcus thermophilus  

S. thermophilus est le streptocoque le plus utilisé en industrie laitière non seulement pour ses 

propriétés technologiques mais aussi pour ses effets positifs sur la santé. Son utilisation en tant que 

probiotique en industrie alimentaire et pharmaceutique est d’autant plus justifiée que son innocuité 

n’est plus à démontrer. Il dispose de la mention QPS (Qualified Presumption of Safety) par l’Europe 

(EFSA, 2007 ; 2018) et GRAS (Generally Recognized As Safe) par les Etats-Unis d’Amérique 

(FDA, 2002 ; 2012).  

Parmi les effets probiotiques les plus prouvés de S. thermophilus, il y a la réduction de l’intolérance 

au lactose. Le lactose contenu dans le lait est digéré dans l’intestin grêle par la lactase (β-

galactosidase). Le déficit en cette enzyme s’accompagne de désordres digestifs dus à 

l’accumulation du lactose dans l’intestin. L’efficacité de S. thermophilus chez des sujets déficients 

en lactase a été démontrée à travers plusieurs études (Marteau et al., 1990 ; Rizkalla et al., 2000 ; 

Savaiano, 2014). Celles-ci précisent que le yaourt contenant suffisamment de S. thermophilus et de 

Lb. bulgaricus augmente l’absorption du lactose chez ces patients ; une allégation santé lui a 

d’ailleurs été accordée par l’EFSA (2010). 

D’autres effets ont été rapportés, parmi lesquels la réponse anti-inflammatoire dans la prévention 

des gastrites chroniques. En effet, Rodríguez et al. (2009 ; 2010) ont démontré l’effet inhibiteur 

d’EPS produits par S. thermophilus sur un ulcère chez des souris. Cet EPS avait un effet similaire à 

celui de l’oméprazole sur les gastrites. L’effet protecteur de certaines souches de S. thermophilus 

et/ou de leurs EPS contre Helicobacter pylori et la colite aiguë ont été rapportés par Marcial et al. 

(2017) et Chen et al. (2019). Cet effet est lié à l’adhésion aux muqueuses gastriques, la modulation 

des réponses inflammatoires et l'amélioration de la fonction de barrière muqueuse. 
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L’effet de S. thermophilus dans la prévention des diarrhées aigües chez l’enfant a été suggéré depuis 

Metchnikoff en 1901. Des études ont montré l’effet positif de l’emploi de cette espèce, en 

combinaison avec d’autres bactéries probiotiques, sur l’incidence des diarrhées et la présence de 

rotavirus. Ce dernier étant le principal facteur responsable de diarrhée aigue (Saavedra et al., 1994 ; 

Canani et al., 2007 ; Kort et al., 2015).  

L’effet antimicrobiens par la production de métabolites (acides organiques, bactériocines, etc.) 

empêcherait l’implantation de microorganismes indésirables dans le tractus gastro-intestinal (TGI). 

Un excellent effet antimicrobien de cette espèce contre les microorganismes pathogènes d’origine 

alimentaire et vaginale a été souligné par Evivie et al. (2017). Une réduction de la production de 

toxine a été également observée chez des souris infectées par Clostridium difficile puis traitées par 

des cellules vivantes de S. thermophilus (Kolling et al., 2012). De même, la capacité de cette espèce 

présente dans le yaourt à stimuler le système immunitaire pour lutter contre les microorganismes 

pathogènes en induisant la production des Immunoglobulines A (IgA) sécrétoires a été démontrée 

chez des souris infectées par Puri et al. (1996).  

Par ailleurs, des souches de S. thermophilus sont capables de synthétiser l’acide folique. Il s’agit 

d’une vitamine du groupe B dont le déficit chez l’homme provoque des maladies cardiovasculaires 

et des anomalies du tube neural chez le nouveau-né (Iyer et al., 2010a ; Laiño et al., 2013 ; 2015 ; 

2017). Par conséquent, l’apport d’acide folique par le biais de produits laitiers renfermant 

S. thermophilus permet de prévenir les carences nutritionnelles.  

D’autres souches permettent de réduire le diabète, l’urémie et de produire de l’acide γ-

aminobutyrique (GABA) ainsi que des peptides bioactifs (Miclo et al., 2012 ; Carafa et al., 2019 ; 

Gao et al., 2019 ; Kigerl et al., 2019). Cette liste n’est pas exhaustive, d’autres effets bénéfiques sur 

la santé de S. thermophilus ont été rapportés.  

 

3.2. Streptococcus macedonicus : une espèce en devenir 

Si S. thermophilus est le seul membre du genre Streptococcus reconnu comme GRAS et 

largement utilisé en industrie alimentaire, un autre streptocoque peut prétendre à la même histoire. 

En effet, une seconde espèce a été isolée à partir d’un fromage grec, il s’agit de S. macedonicus 

(Tsakalidou et al., 1998). 

S. macedonicus ne possède pas encore la mention GRAS, mais son innocuité a été prouvée à travers 

des études in vitro et in vivo. A l’image de S. thermophilus, qui a une longue histoire dans la 

colonisation de l’environnement lait faisant de cette espèce ce qu’elle est aujourd’hui, 

S. macedonicus semble être prédestinée à un avenir prometteur en dépit de son appartenance 



Chapitre 2 : Bactéries lactiques                                                                             Revue de littérature 

22 
 

phylogénétique suggestive. A plus forte raison que des propriétés technologiques et même 

probiotiques lui ont été prêtées (De Vuyst et Tsakalidou, 2008 ; Treu et al., 2017 ; Fusco et al., 

2019 ; Laiño et al.,2015, 2019).  

 

3.2.1. Positionnement de Streptococcus macedonicus au sein du genre Streptococcus 

S. macedonicus fait partie de la division Viridans du genre Streptococcus, elle appartient au 

complexe S. bovis / S. equinus. Celui-ci est composé d’espèces rencontrées couramment dans la 

flore intestinale des herbivores. Ce sont des streptocoques du groupe D vu que l’antigène D, selon la 

classification de Lancefield, existe au niveau de leurs parois. La classification génétique du groupe 

D a été proposée dans un premier temps par Farraw et Collin (1984) qui ont reconnu six différents 

groupes dans le complexe S. bovis / S. equinus. Celui-ci a connu de nombreux remaniements 

taxonomiques au fil du temps.  

Initialement, ce complexe était divisé en trois groupes sur la base d’une distinction phénotypique 

(Facklam, 1972) : 

➢ Biotype I (fermentation du mannitol positive) ; 

➢ Biotype II / 1(fermentation du mannitol négative et glucuronidase négative) ; 

➢ Biotype II / 2 (fermentation du mannitol négative et glucuronidase positive). 

S. bovis et S. equinus étaient également considérées comme deux espèces distinctes sur la base des 

caractéristiques phénotypiques, de leur habitat et de leur caractère pathogène. Par la suite, plusieurs 

études moléculaires ont permis de conclure que S. equinus et S. bovis ne formaient qu’une seule 

espèce du complexe S. bovis / S. equinus et de revoir la nomenclature et la classification au sein du 

complexe, ainsi des sous-espèces ont été proposées (Farraw et Collin, 1984 ; Flackam, 2002 ; 

Schlegel et al., 2003 ; Jans et al., 2015) : 

➢ S. gallolyticus subsp. gallolyticus (anciennement biotype I) ;  

➢ S. infantarius subsp. infantarius et S. infantarius subsp. coli (biotype II / 1) ; 

➢ S. lutetiensis (biotype II / 1) ; 

➢ S. gallolyticus subsp. pasteurianus (biotype II / 2) ; 

➢ S. gallolyticus subsp. macedonicus (biotype II / 2). 

Cette taxonomie est actuellement utilisée mais fréquemment controversée, elle reste le siège de 

remaniements perpétuels au grès de l’évolution des techniques (Corredoria et al., 2017). Ainsi, pour 

certains auteurs, S. lutetiensis et S. infantarius subsp. coli sont considérées comme synonymes 

(Hinse et al., 2011 ; Dekker et Lau, 2016). De même, S. bovis et S. equinus qui formaient une même 

espèce ont été distinguées par Hinse et al. (2011). 
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S. macedonicus (ou waius) était d’abord considérée comme une espèce distincte au sein du 

complexe S. bovis / S. equinus, sur la base d’analyse des séquences des gènes de l’ARNr 16S et 

sodA (Tsakalidou et al., 1998). En 2002, Poyart et al. ont proposé de regrouper les espèces 

S. gallolyticus, S. macedonicus et S. waius au sein d'une même espèce appelée S. gallolyticus. Or, 

cette proposition n’a pas fait l’unanimité dans la communauté scientifique. Ensuite, en 2003, 

Schlegel et al. ont considéré S. macedonicus comme une sous-espèce de S. gallolyticus qu’ils 

désignent sous le nom de S. gallolyticus subsp. macedonicus (figure 03). Cette nomenclature est 

encore utilisée bien que la taxonomie du complexe S. bovis / S. equinus ne soit pas largement 

acceptée. A plus forte raison que cette classification considère S. macedonicus au même titre que la 

sous espèce S. gallolyticus subsp. gallolyticus supposée pathogène (Papadimitriou et al., 2014). Le 

sous-comité du Comité International de Systématique des Procaryotes a d’ailleurs recommandé que 

S. gallolyticus devrait rester une espèce distincte (Georgalaki et al., 2009 ; Papadimitriou, 2018). 

Actuellement, les deux nomenclatures sont adoptées dans la littérature, à savoir : S. gallolyticus 

subsp. macedonicus ainsi que S. macedonicus (Papadimitriou, 2018).  
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Figure 03. Dendrogramme représentatif de la position taxonomique de S. macedonicus (De 

Vuyst et Tsakalidou, 2008) 

 

 

3.2.2. Streptococcus macedonicus : une espèce inoffensive au sein d’un groupe de streptocoques 

pathogènes 

D’une manière générale, S. macedonicus est considérée comme un streptocoque lactique 

non-pathogène, possédant le statut « food grade » (De Vuyst et Tsakalidou, 2008 ; Maragkoudakis 

et al., 2009).  

Cette « non-pathogénie » a été dans un premier temps étayée par le fait de son caractère non 

hémolytique et sa sensibilité aux antibiotiques (Lombardi et al., 2004 ; Zoumpopoulou et al., 2008). 
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Ces constatations ont été confirmées par Maragkoudakis et al. (2009), Tarrah et al. (2018b) et Laiño 

et al. (2019). D’ailleurs, l’absence de résistance aux antibiotiques est considérée comme une 

condition primordiale à la sélection de probiotiques par les organismes FAO/OMS ainsi que l’EFSA 

(Maragkoudakis et al., 2009).  

Ces derniers auteurs ont également exploré l’existence de gènes liés à la virulence de S. pyogenes 

chez la souche S. macedonicus ACA-DC 198. Ensuite, celle-ci a été administrée par voie orale à des 

souris, de façon quotidienne (8,9 log UFC/g), durant 12 semaines afin de déterminer l’effet de sa 

consommation à long terme sur la santé de ces souris. Les résultats de cette étude ont révélé 

l’absence de gènes liés à la virulence de S. pyogenes. En outre, aucun effet indésirable relatif au 

comportement et au bien-être des souris n’a été observé. L’examen histologique n’a montré aucune 

inflammation au niveau de l’estomac. Aucun risque de translocation au foie, à la rate ou aux 

ganglions lymphatiques n’a été constaté. Ces résultats apportent ainsi la preuve de l’innocuité de 

S. macedonicus à travers la souche S. macedonicus ACA-DC 198.  

D’autres preuves ont été rapportées suite au séquençage du génome des souches S. macedonicus 

ACA-DC 198 et ACA-DC 679 (Papadimitriou et al., 2012 ; Papadimitriou et al., 2016). 

Effectivement, un nombre signifiant de pseudogènes potentiels a été constaté dans le génome des 

deux souches. De nombreux gènes et facteurs de virulence semblent être perdus alors qu’ils sont 

hautement conservés chez S. gallolyticus. Pour exemple, les gènes nécessaires au catabolisme des 

glucides complexes d’origine végétale ainsi qu’à la détoxification de composés toxiques (tanins, 

acide gallique) du rumen sont absents du génome de S. macedonicus. Ce qui laisse à suggérer que 

S. macedonicus serait incapable de coloniser le tractus gastro-intestinal TGI des herbivores 

préférant le lait comme niche écologique. Aussi, des gènes de virulence tels que pil1, pil2 impliqués 

dans l’adhésion de S. gallolyticus aux cellules et la colonisation de l’hôte sont inexistant chez 

S. macedonicus (Papadimitriou et al., 2012 ; Papadimitriou et al., 2014). 

Par ailleurs, l’identification d’un opéron lactose propre à S. macedonicus, absent chez les autres 

espèces du complexe S. bovis / S. equinus, et d’un système protéolytique typique des BL conforte 

l’hypothèse d’une adaptation de l’espèce à l’environnement lait. De plus, la découverte du plasmide 

pSMA198 appartenant aux lactocoques pCI305/pWV02 suggère qu’il a été acquis par TGH du 

génome des lactocoques, qui partagent le même environnement que S. macedonicus (Papadimitriou 

et al., 2015). Cependant, le fait que S. macedonicus appartienne au complexe S. bovis / S. equinus, 

qui comporte des espèces pathogènes, et qu’il soit associé à de rares cas d’endocardites (Benchetrit 

et al., 2016), ne suffit pas à conclure de sa pathogénie.  
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En réalité, des espèces probiotiques reconnues GRAS ont été associées à des cas d’endocardites. Lb. 

rhamnosus en est l’exemple le plus frappant. Cette espèce a été isolée à différentes occasions de cas 

d’endocardites. Elle demeure toujours dans la liste de présomption d’innocuité reconnue (QPS) de 

l’EFSA en raison de la rareté de son incrimination et de sa longue histoire de souche inoffensive 

(Maragkoudakis et al., 2009). S. thermophilus également aurait été identifiée dans un cas de 

bactériémie (Stephens et Turner, 2015) et dont certaines souches présenteraient une résistance à 

certains antibiotiques (Flórez et Mayo, 2017). Toutefois, l’EFSA n’en a pas tenu compte dans son 

rapport (2018) notamment pour preuves insuffisantes.  

Au final, afin de prétendre au statut GRAS pour S. macedonicus à l’instar de S. thermophilus, de 

nouvelles preuves doivent être fournies notamment par le séquençage complet de souches 

d’origines différentes. Il faut noter qu’à ce jour, il n’existe qu’un seul génome complètement 

séquencé celui de la souche S. macedonicus ACA-DC 198 (Papadimitriou et al., 2012) et six autres 

sous forme de contigs (Vendramin et al., 2014 ; Papadimitriou et al., 2016 ; Treu et al., 2017). 

 

3.2.3. Principales caractéristiques de Streptococcus macedonicus 

Les premières souches de S. macedonicus ont été isolées en Macédoine, au nord de la Grèce, 

à partir de fromage Kasseri à pâte filée fabriqué avec du lait de brebis (Tsakalidou et al., 1994). 

Plus tard, de nouvelles souches ont été isolées essentiellement à partir de fromages français (Callon 

et al., 2004) et italiens (Lombardi et al., 2004 ; Pacini et al., 2006 ; Vendramin et al., 2014 ; Treu et 

al., 2017). D’autres souches ont été isolées de laits crus coréens (Cho et al., 2010). 

S. macedonicus est une bactérie à Gram positif, se présentant sous forme de coque en paires ou en 

chainettes et dépourvue de catalase. Elle est capable de croître à 37°C et à 42°C avec un optimum à 

42,3°C pour la souche ACA-DC 198 (Tsakalidou et al., 1998 ; Van den Berghe et al., 2006 ; De 

Vuyst et Tsakalidou, 2008). Elle se distingue, du point de vue phénotypique, de S. bovis par son 

incapacité à dégrader l’esculine et de S. thermophilus par l’utilisation du maltose et du cellobiose. 

Elle est incapable de croître à 6,5% (p/v) de NaCl et à pH 9,6 (Tsakalidou, 1998). 

L’analyse du génome de la souche S. macedonicus ACA-DC 198 a dévoilé un chromosome 

circulaire, d’une taille de 2,1 Mpb avec un faible taux en GC (37,6%). Il est ainsi plus petit que 

celui de S. gallolyticus d’environ 220 à 203 kb. Le pourcentage en pseudogènes potentiels est de 

8,7% (contre 10% pour S. thermophilus). Par ailleurs, la souche S. macedonicus ACA-DC 198 

héberge un plasmide pSMA198 ayant un haut pourcentage d’homologie avec ceux de Lactococcus 

lactis (pCI305/pWV02) (Papadimitriou et al., 2014 ; 2015).  
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Ayant un métabolisme homofermentaire, S. macedonicus transforme le lactose du lait en acide 

lactique (Tsakalidou et al., 1998 ; De Vuyst et Tsakalidou, 2008). En effet, l’analyse du génome de 

la souche S. macedonicus ACA-DC 198 a permis d’identifier un opéron lactose. Le groupe de gènes 

lac contient deux gènes de la 6-phospho-β-galactosidase (lacG). Cette souche se distingue des 

espèces du complexe S. bovis/S. equinus (SBSEC) par la présence du groupe de gènes Lac 

(SMA_1156 – SMA_1165) (Papadimitriou et al., 2014 ; 2015). 

Elle a également la capacité d’hydrolyser d’autres sucres tels que le fructose et le galactose. Par 

contre, elle est incapable d’utiliser l’inuline et le xylose (Tarrah et al., 2018b).  

S. macedonicus est une bactérie exigeante pour quelques acides aminées (Georgalaki et al., 2000 ; 

Georgalaki et al., 2002 ; Van den Berghe et al., 2006). Elle est décrite en général dans la littérature 

comme faiblement acidifiante et peu protéolytique (Georgalaki et al., 2000 ; Lombardi et al., 2004). 

Effectivement, l’analyse du génome de la souche S. macedonicus ACA-DC 198 a permis 

d’identifier les gènes d’un système protéolytique (peptidases, système de transport) similaire à celui 

des BL, à l’exception du gène codant une éventuelle protéase de paroi, équivalent au prtS de 

S. thermophilus (Papadimitriou et al., 2014). Cela n’exclut pas la possibilité d’émergence de 

souches protéolytiques tel que ça été le cas pour S. thermophilus (Galia et al., 2009). D’ailleurs Cho 

et al. (2010) et Blaiotta et al. (2011) ont identifié des souches de S. macedonicus avec une activité 

protéolytique extracellulaire.  

Quant à l’activité peptidasique, elle a été mise en évidence pour de nombreuses souches de 

S. macedonicus, essentiellement : X-prolyl-dipeptidyl-aminopeptidase (PepX) (Georgalaki et al., 

2000) et arginyl-aminopeptidase (PepN) (Lombardi et al., 2004). Cette espèce est également 

caractérisée par une faible décarboxylation de la tyramine et de l’ornithine et par conséquent une 

faible production d’amines biogènes (Georgalaki et al., 2000 ; Blaiotta et al., 2011). 

D’autre part, S. macedonicus présente une activité lipolytique modérée envers la tributyrine qui a 

été signalée par Georgalaki et al. (2000) et confirmée par Blaiotta et al. (2011). Les souches de 

S. macedonicus étudiées exhibent également une activité estérasique. Concernant le citrate, 

certaines souches sont capables de l’utiliser (Georgalaki et al., 2000). 

Par ailleurs, les gènes codant la biosynthèse de vitamines, telles que la biotine (bioBDY), l’acide 

pantothénique (panBCD) et la riboflavine (ribDEAH), sont absents du génome de S. macedonicus 

ACA-DC 198. Cela conditionne un apport exogène en vitamines pour cette espèce, à l’image de 

S. thermophilus (Papadimitriou et al., 2014). 
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3.2.4. Intérêts de Streptococcus macedonicus 

S. macedonicus présente un intérêt technologique certain, vu qu’elle possède des activités 

recherchées dans la fabrication de produits laitiers fermentés telles que des activités lipolytique et 

peptidasique. Ces deux activités avec celle de l’utilisation de citrate justifient son application 

comme ferment complémentaire en co-cultures avec des cultures « starter » (Georgalaki et al., 

2000 ; Blaiotta et al. 2011 ; El Hatmi et al., 2018 ; Fusco et al., 2019). 

En outre, en comparaison avec S. thermophilus, S. macedonicus est capable d’utiliser le lactose de 

façon optimale avec une plus courte phase de latence et un plus grand nombre de cellules en phase 

stationnaire. Elle serait le meilleur choix dans un éventuel contexte technologique d’un starter 

colonisant rapidement le milieu (Tarrah et al., 2018b). 

Concernant les EPS, S. macedonicus semble en être faiblement productrice. Peu de souches ont la 

capacité de produire ces molécules (Vincent et al., 2001 ; Blaiotta et al., 2011).  

En revanche, S macedonicus est dotée d’un pouvoir antimicrobien par la production de 

bactériocines contre les bactéries pathogènes et la flore indésirable. Ainsi, de nombreuses souches 

exhibent une activité antimicrobienne contre Clostridium tyrobutyricum et Propionibacterium 

freudenreichii subsp. shermanii (Georgalaki et al., 2002 ; Lombardi et al., 2004 ; Pieterse et al., 

2008 ; Grazia et al., 2017). La souche S. macedonicus ST91Km produit un lantibiotique appelé 

Macédocine ST91Km (2 à 2,5 kDa) actif contre plusieurs bactéries pathogènes dont Streptococcus 

agalactiae et Staphylococcus aureus (Pieterse et al., 2008). Alors que la souche S. macedonicus 

ACA-DC 198 produit deux lantibiotiques nommés Macédocine (2,8 kDA) et Macédovicine (3,4 

kDa), qui sont caractérisés par la forte inhibition de Clostridium tyrobutyricum, Streptococcus 

oralis, Streptococcus sanguinis et Streptococcus gordonii (Georgalaki et al., 2002 ; Papadelli et al., 

2007 ; Georgalaki et al., 2010 ; Georgalaki et al., 2013 ; Zoumpopoulou et al., 2013). Les génomes 

de S. macedonicus publiés révèlent effectivement des séquences liées aux bactériocines. Ils portent 

jusqu'à 10 gènes liés aux bactériocines et aux peptides antimicrobiens synthétisés par voie 

ribosomique. En revanche, seules quelques souches séquencées de S. thermophilus possèdent ces 

séquences liées aux bactériocines (Treu et al., 2017). 

Par ailleurs, une activité immunomodulatrice a été démontrée in vitro et in vivo pour la souche 

S. macedonicus LC743 à travers une forte activité sécrétoire de cytokines qui évoluent dans la 

régulation des réponses immunitaires et inflammatoires (Cho et al., 2010 ; 2012). 

Une autre propriété intéressante a été mise en évidence pour S. macedonicus, est la biosynthèse de 

folates. En effet, laino et al. (2015) ont démontré que S. macedonicus en co-culture avec 
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S. thermophilus et Lb. bulgaricus conduisaient à un lait fermenté bio-enrichi en folates. Ce lait 

fermenté naturellement bio-enrichi permet l’amélioration du statut de folate et la prévention des 

carences. La souche S. macedonicus CRL 415 est de surcroît capable de produire des concentrations 

élevées en folates au cours de la fermentation du lait (Laiño et al., 2019). 

 

4. Identification des bactéries lactiques  

L’identification et la différenciation des bactéries ont longtemps reposé sur l’étude d’un 

certain nombre de caractéristiques morphologiques, physiologiques, biochimiques, structurales de la 

cellule (Mohania et al., 2008 ; Lahtinen et al., 2012). Ensuite, cette identification a été élargie à 

l’étude du contenu de la cellule (matériel génomique ou protéique) dans le cadre d’une approche 

moléculaire plus discriminante. La combinaison de ces différentes approches s’avère nécessaire afin 

de permettre une caractérisation concluante des bactéries notamment des BL en particulier. 

 

4.1. Approche phénotypique 

La caractérisation phénotypique allant de la morphologie à la structure cellulaire constitue 

une étape importante à la description et à l’orientation de l’identification des BL. La morphologie 

des cellules, à travers l’observation microscopique et la coloration de Gram, est une caractéristique 

clé à l’identification et à la classification des genres de BL. Elle permet de distinguer notamment les 

coques des bacilles.  

Les caractéristiques physiologiques telles que la croissance à différentes températures et la tolérance 

au sel ou aux conditions acide et alcaline sont investiguées par des tests simples. Ces derniers sont 

utiles à la différentiation des genres et des espèces. A titre d’exemple, les entérocoques croissent 

entre 10C et 45C et tolèrent des concentrations élevées en sel. Alors que streptocoques d’une 

manière générale ne se développent pas à 10C et certains sont moins tolérants au sel comme c’est 

le cas pour S. thermophilus (Axelsson et Ahrné, 2000 ; König et Fröhlich, 2009). 

D’autres caractéristiques biochimiques importantes ont été utilisées pour différencier les espèces de 

BL en mettant en évidence certaines enzymes ou voies métaboliques. Il s’agit en l’occurrence du 

mode de fermentation du glucose, de l’hydrolyse des sucres, de l’utilisation de source d’azote, etc. 

Des marqueurs chimiotaxonomiques relatifs à l’analyse des acides gras membranaires ainsi que des 

protéines totales de la cellule ont été également introduits dans l’identification des BL (Marconi et 

al., 2000 ; Khalid, 2011). 

Cette approche phénotypique, bien qu’elle soit utile à la description et à la caractérisation des BL, 

semble insuffisamment discriminante et faiblement reproductible. Effectivement, cette approche 
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repose sur les caractères exprimés par la bactérie qui peuvent être considérablement influencés par 

les conditions de culture (Ona-Nguema et al., 2015). L’essor des méthodes moléculaires a ainsi 

conduit à une meilleure caractérisation bactérienne et a permis de s’affranchir des limites que posait 

l’identification phénotypique.  

 

4.2. Approche moléculaire 

De nombreuses méthodes moléculaires ont été développées pour l’identification et le typage 

des bactéries d’une manière générale et qui ont été adoptées pour les BL. Ces méthodes, basées 

essentiellement sur l’analyse des acides nucléiques, constituent un outil essentiel à la caractérisation 

et à la différenciation des BL, allant du genre jusqu’à l’espèce (Randazzo et al., 2002 ; Ona-

Nguema et al., 2015). Les approches moléculaires disposent d’un pouvoir discriminant élevé par 

rapport aux méthodes phénotypiques. En plus d’être indépendantes des conditions de culture, elles 

permettent de discriminer des souches ayant des caractéristiques phénotypiques identiques 

(Mohania et al., 2008). Toutefois, ces méthodes moléculaires sont à considérer avec prudence car 

elles diffèrent en matière de reproductibilité et de pouvoir discriminant selon la méthode choisie. 

Parmi les plus courantes d’entre elles, nous pouvons citer l’hybridation ADN-ADN, le séquençage 

du gène codant l’ARNr 16S, le ribotypage, l’établissement des profils plasmidiques, la technique 

d’amplification aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD), l’analyse des fragments de restriction de 

l’ADN par électrophorèse (PFGE). 

Nous développerons, ci-après, quelques exemples d’approches moléculaires habituellement utilisées 

pour l’identification et la discrimination des BL. 

 

4.2.1. Analyse des séquences du gène codant l’ARNr 16S 

Il s’agit d’une méthode génotypique introduite par Fox et al. (1980) et Weisburg et al. 

(1991) qui -depuis- est couramment utilisée pour l’identification et la classification bactérienne 

(Case et al., 2007). Le gène codant l’ARNr 16S est notamment utilisé en raison de son ubiquité et 

de son universalité (Woese, 1987). En effet, présent chez tous les procaryotes, ce gène est constitué 

d’une succession de régions conservées, communes à toutes les bactéries, et de régions variables 

propres à l’espèce (Grimont et Grimont, 1986).  

Le principe de la méthode repose sur le séquençage du gène codant l’ARNr 16S sur la base des 

régions variables. Des amorces universelles complémentaires des extrémités 5’ et 3’ conservées du 

gène peuvent être conçues. Elles vont s’hybrider sur l’ADN dans le contexte de réactions de 

polymérisation en chaine (PCR). Les données du séquençage sont traitées par comparaison de la 
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séquence nucléotidique de l’espèce étudiée avec celles disponibles dans les banques de données 

telles que GenBank/EMBL/DDBJ/ EzBioCloud (Weisburg et al., 1991).  

Malgré son efficacité dans l’identification bactérienne, le gène de l’ARNr 16S a montré des limites 

dans la discrimination de certaines espèces proches en raison de son hétérogénéité puisqu’un seul 

génome peut en contenir plusieurs copies du gène. C’est ainsi que d’autres gènes ont été proposés 

au regard de leur universalité et homogénéité (une seule copie dans le génome) tels que le gène 

codant la sous-unité B de l'ARN polymérase (rpoB) ou celui codant la superoxyde dismutase 

manganèse dépendante sodA (Mollet et al., 1997 ; Poyart et al., 1998). Par ailleurs, des régions non 

codantes, telles que les espaces intergéniques 16S-23S de l’ARNr, ont été orientées pour 

l’identification bactérienne au niveau de l’espèce et de la souche. 

 

4.2.2- Analyse de l’espace intergénique 16S-23S  

Les gènes ribosomiques de l’ARNr 16S et 23S sont séparés l’un de l’autre par une région 

intergénique appelée ITS (Internal Transcribed Spacer). Cette région est constituée d’une courte 

séquence nucléotidique hautement variable à la fois en taille et en composition. L’approche basée 

sur le séquençage de cette région a été proposée par Gürtler et Stanisich (1996) comme marqueur 

pour l’identification et le typage de groupes taxonomiques proches.  

Le principe de la méthode repose sur l’amplification par PCR de cette région au moyen d’amorces 

synthétisées à partir des extrémités conservées des gènes codant l’ARNr 16S et 23S. Les fragments 

sont séparés par électrophorèse sur gel d’agarose permettant d’apprécier leur taille en comparaison 

à un marqueur de taille. L’analyse des séquences en comparaison aux bases de données (Genbank) 

permet d’établir la correspondance entre les séquences (Berthier et Ehrlich, 1998). 

 

4.2.3. Gène sodA 

Le gène sodA code la métallo-enzyme superoxyde dismutase manganèse dépendente (sodA). 

Cette enzyme représente l’un des mécanismes majeurs de lutte contre le stress oxydatif que les 

bactéries mettent en œuvre. Elle a été identifiée chez les BL, telle que Lactococcus lactis et 

beaucoup d’espèces de streptocoques (Andrus et al., 2003). 

Le principe de la méthode est basé sur l’amplification (PCR), au moyen d’amorces dégénératives, 

d’un fragment interne représentant approximativement 83% du gène sodA. Le fragment amplifié est 

ensuite séquencé, et les séquences ainsi obtenues sont comparées à celles disponibles dans les 

banques de données (Poyart et al., 1998). 
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4.2.4. Multi-locus Sequence Typing (MLST) 

Il s’agit d’une méthode de typage par séquençage de fragments internes de gènes ou « loci » 

dits de ménage, indispensables à la vie cellulaire. Le nombre de gènes adoptés dans le premier 

schéma MLST était de six (Maiden et al., 1998). Toutefois, ce nombre peut augmenter afin 

d’améliorer le pouvoir discriminant de la technique, il varie entre 6 et 10 en général (Urwin et al., 

2003 ; Ménard, 2011). 

Pour chaque locus, les séquences nucléotidiques obtenues sont comparées à celles disponibles dans 

les banques de données (Genbank). Un numéro d’allèle est ensuite attribué à la séquence différente 

et un profil allélique pour chaque souche (espèce) est établi (Maiden et al., 1998 ; Enright et Spratt, 

1999 ; Urwin et al., 2003). Ces profils caractéristiques de chaque souche (espèce) peuvent être 

déposés dans des banques de données librement accessibles. Le MLST constitue de ce fait la 

méthode de choix pour les études phylogénétiques. Le typage par MLST est caractérisé par sa 

reproductibilité élevée permettant le stockage et l’échange des données (Jolley et al., 2004 ; Pavón 

et Maiden, 2009).  

 

4.2.5. Amplification aléatoire d'ADN polymorphe (RAPD) 

L’amplification aléatoire d'ADN polymorphe (Random Amplified Polymorphic DNA : 

RAPD) est une méthode de typage par PCR développée par Williams et al. (1990). Elle est basée 

sur l’emploi d’amorces de petite taille, arbitrairement déterminées, dans des conditions de faible 

température d’hybridation. Ces amorces vont s’hybrider de façon aléatoire sur le génome inconnu, 

permettant de générer des fragments de tailles différentes séparés par électrophorèse. Ces 

fragments, dépendant du nombre de sites d’hybridation et de la distance entre ces sites à séparer par 

électrophorèse. Ces variations révéleront de ce fait des profils électrophorétiques caractéristiques de 

l’espèce (voire souche) bactérienne (Williams et al., 1990 ; Vaneechoutte, 1996).  

La RAPD présente l’avantage d’être rapide et peu coûteuse. De plus, contrairement aux techniques 

classiques de PCR, aucune information préalable sur l’organisme étudié n’est exigée. Une détection 

rapide de la variabilité génétique est ainsi possible avec cette méthode (Cancilla et al., 1992 ; 

Adesulu-Dahunsi et al., 2017). Cependant, la RAPD est peu reproductible car, même si elle est 

simple d’utilisation en apparence, elle exige beaucoup de rigueur dans son application. La moindre 

petite variation d’un paramètre donné peu fortement affecter le résultat final (Cocconcelli et al., 

1995 ; Van Belkum et al., 1995 ; Yang et al., 2017). 
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1. Concept de probiotique 

L’idée des probiotiques remonte à l’époque où la consommation des produits laitiers 

fermentés a émergé, auxquels, on reconnaissait des vertus thérapeutiques (voir chapitre I). Plus tard, 

au début du XXe siècle, Elie Metchnikoff attribua la longévité des paysans bulgares à la 

consommation importante de laits fermentés, en particulier aux bactéries lactiques (et plus 

particulièrement à Lb. bulgaricus) contenues dans ces produits. Il supposa alors que l’apport de 

bactéries bénéfiques pouvait contrecarrer l’effet des bactéries putréfiantes au niveau intestinal, et 

limiter ainsi les effets du vieillissement. Henri Tissier établit également, dans la même époque, le 

lien entre un nombre réduit de bifidobactéries dans les selles d’enfants diarrhéiques par rapport aux 

enfants sains. Il en recommanda l’administration aux enfants malades pour les substituer aux 

bactéries responsables de diarrhée. Depuis, d’autres scientifiques se sont succédés mettant à jour le 

même type de relation entre bactéries et effets positifs, différentes souches ont été isolées (Marteau, 

2004 ; Faure et al., 2013). 

Le terme probiotique a été proposé par Ferdinand Vergin en 1954, repris par Lilly Stillwell en 1965 

puis par Parker en 1974. Il trouve son origine du grecque, « pros » et « bios » qui signifie 

littéralement pour la vie par opposition à antibiotique (contre la vie). Les définitions proposées pour 

ce terme convergeaient dans le sens de facteurs (issus de microorganismes), organisme ou 

substance, promoteurs de la croissance d’autres microorganismes, participant à l’homéostasie 

intestinale. Cependant, l’entité responsable de l’effet positif suggérée par ces définitions était trop 

large pour Fuller, pouvant inclure partiellement les antibiotiques (pour substance), il proposa en 

1991 la définition suivante : « des microorganismes ajoutés à l’alimentation et influençant de 

manière bénéfique l’hôte en améliorant l’équilibre de sa flore intestinale » (Marteau, 2004 ; Guarner 

et al., 2005). Au fil des travaux, les définitions ont évolué pour donner lieu à la définition officielle, 

établie par des experts de l’Organisation des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture 

(FAO) et de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 2001 et encore adoptée à ce jour. Ces 

experts définissent les probiotiques comme « microorganismes vivants qui, lorsque consommés en 

quantités adéquates, exercent des effets bénéfiques sur la santé de l’hôte, au-delà des effets 

nutritionnels traditionnels». De cette définition émanent les conditions requises pour un probiotique 

notamment le bénéfice santé apporté par un microorganisme. 

 

2. Mode d’action et effets bénéfiques des probiotiques 

Dès les premières notions de probiotique, le bénéfice santé a toujours été sa caractéristique 

essentielle, d’ailleurs sans effets positifs prouvés sur la santé, un microorganisme ne peut être 
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considéré comme un probiotique. Plusieurs de ces effets ont été rapportés dans la littérature pour 

lesquels les mécanismes d’action ont été démontrés ou supposés. Il est important de rappeler que les 

effets des probiotiques sont spécifiques à la souche et à cet égard, ils ne peuvent être extrapolés à 

l’espèce. Les effets positifs des probiotiques découlent de leurs interactions à deux niveaux avec 

l’environnement de l’hôte. D’abord dans la lumière et sur la paroi intestinale, où ils peuvent agir sur 

les nutriments et intervenir directement avec les cellules épithéliales. Ensuite, des interactions 

indirectes sont possibles avec le microbiote intestinal et les pathogènes (Antoine, 2011). 

La digestion des nutriments et notamment celle du lactose est l’effet le plus démontré des 

probiotiques. La lactase des BL du yaourt délivrée dans la lumière intestinale compense le déficit en 

lactase chez les sujets intolérants au lactose (Pakdaman et al., 2015). Dans le même ordre d’idées, la 

saccharase de Saccharomyces cerevisiae administrée à des enfants déficients en saccharase aide à la 

digestion du saccharose (Marteau, 2004). D’autre part, certains probiotiques ont la capacité de 

produire des vitamines et d'améliorer l’absorption des minéraux (Faure et al., 2013). Des effets 

hypocholestérolémiants ont également été attribués à certaines souches probiotiques de lactobacilles 

et de bifidobactéries. Le cholestérol serait co-précipité avec les sels biliaires libres issus de la 

déconjugaison de sels biliaires par ces probiotiques. Ceci est l’une des hypothèses émises pour 

tenter d’expliquer le mécanisme d’action engagé pour cet effet (Guo et Zhang, 2010). 

Au niveau des muqueuses, les probiotiques entrent en interaction directe avec les cellules de 

l’épithélium intestinal pour stimuler ou moduler le système immunitaire intestinal mais également 

systémique. Le contact direct des probiotiques avec l’épithélium intestinal peut stimuler la 

production de cytokines anti-inflammatoires par les cellules épithéliales, d’interleukines par les 

macrophages et les cellules dendritiques ainsi que la sécrétion d’IgA, dans le cadre d’une immunité 

innée ou adaptative (Maldonado Galdeano et al., 2015). Ces réponses sont favorisées dans plusieurs 

pathologies telles que les infections, l’inflammation de l’intestin ou encore les allergies. D’ailleurs, 

il a été rapporté que l'administration de Lb. rhamnosus GG (LGG) à une femme enceinte quatre 

semaines avant l'accouchement, puis au nouveau-né, avait entraîné la réduction significative de 

l'apparition de la maladie atopique précoce chez l’enfant. L’une des hypothèses évoquées 

concernant le mode d’action de ce probiotique est une augmentation de la réponse en IgA et une 

sécrétion de cytokines qui favorisent la production d'anticorps IgE (Senok et al., 2005). 

En compétition sur les nutriments et les sites d’adhésion, les probiotiques renforcent l’effet barrière 

de l’épithélium intestinal en y adhérant, en serrant les jonctions intercellulaires et en induisant la 

production de mucus. Ce qui a pour conséquence d’empêcher l’adhésion des pathogènes tel que 

rotavirus et de diminuer ainsi le risque de diarrhées (Freitas et al., 2003). Il a été démontré que des 
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souches de Lb. rhamnosus GG, Lb. reuteri, Lb. acidophilus et B. longum contribuaient à la 

diminution de la sévérité et de la durée des diarrhées à rotavirus chez l’enfant (Senok et al., 2005 ; 

Park et al., 2017). En outre, plusieurs probiotiques exhibent une activité antimicrobienne propre ou 

induite contre les pathogènes renforçant ainsi l’effet barrière de l’intestin. Une récente étude a 

montré l’effet de l’administration des souches de Lb. casei et de Lb. paracasei à des souris sur 

l’accroissement de l’activité des cellules de Paneth (cellules immunitaires de l’intestin grêle) dans la 

sécrétion du peptide antimicrobien dont l’efficacité contre Staphylococcus aureus et Salmonella 

typhimurium a été démontrée (Cazorla et al., 2018). 

Les interactions directes entre probiotiques et microbiote intestinal ont été soulignées par la capacité 

de certains probiotiques à stimuler la croissance des membres du microbiote. Ainsi, une souche de 

Lb. casei augmente la concentration fécale des lactobacilles et des bifidobactéries (Spanhaak et al., 

1998). Cet effet peut contribuer à l’équilibre du microbiote intestinal après un traitement 

d’antibiotiques. 

 

3. Principales caractéristiques des probiotiques 

3.1. Survie aux conditions du tractus gastro-intestinal : un pré-requis pour être probiotique 

Par définition, le probiotique est un microorganisme qui doit conserver sa viabilité, au 

niveau de l’hôte, pour accéder à son site d’action. Afin de parvenir à cette cible, il est nécessaire que 

ce microorganisme résiste lors de son passage dans le TGI, à deux stress majeurs. D’abord l’acidité 

gastrique de l’estomac, qui constitue la première barrière de défense de l’hôte contre les 

microorganismes ingérés. Cette acidité peut atteindre des valeurs de pH basses notamment lorsque 

l’estomac est vide, ce qui s’avère bactéricide pour un grand nombre de microorganismes. Passé la 

barrière de l’estomac, le probiotique se trouve exposé à l’effet détergeant des sels biliaires dont le 

potentiel antimicrobien est délétère pour beaucoup de microorganismes. 

En réalité, les mécanismes sous-jacents aux effets probiotiques sont attribués à l'interaction des 

probiotiques avec les cellules de l’hôte ou avec d'autres microorganismes (membres du microbiote 

intestinale ou des agents pathogènes). Cette interaction avec les microorganismes dépend 

généralement de la viabilité des cellules probiotiques. De surcroît, l’adhésion et la colonisation 

combien même temporaire de l’hôte requiert des microorganismes vivants capables de s’y 

multiplier (Taverniti et Guglielmetti, 2011 ; Lahtinen, 2012 ; Monteagudo-Mera et al., 2019). 

En effet, la majorité des études cliniques comparant les yaourts avec des cultures vivantes et des 

yaourts pasteurisés suggèrent que les cellules vivantes sont plus efficaces pour améliorer la 

digestion du lactose (Lahtinen, 2012). De plus, l’allégation santé liée à la digestion du lactose est 
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accordée par l’EFSA au yaourt contenant des cultures vivantes de S. thermophilus et de 

Lb. bulgaricus (EFSA, 2010). Dans le même contexte, une diminution des symptômes subjectifs 

d'allergie chez les adultes consommant du yaourt contenant des bactéries vivantes plutôt que mortes 

a été rapportée dans l’étude de Van de Water et al. (1999). Sugahara et al. (2017) ont également 

réalisé une expérience chez des souris pour évaluer les différences entre la forme vivante et morte 

de la souche B. breve M-16V dans la régulation de la fonction immunitaire, du métabolisme 

intestinal et de l'expression génique intestinale. Les résultats ont montré que les souches vivantes 

présentaient des effets plus importants dans la régulation du métabolisme intestinal et de 

l'expression des gènes intestinaux impliqués dans le métabolisme des nutriments. En outre, 

l’importance de la viabilité des probiotiques dans le traitement des infections à Helicobacter pylori 

a été également soulignée par quelques études (Cats et al., 2003 ; Cruchet et al., 2003). Enfin, 

Ingrassia et al. (2005) insistent aussi sur le caractère « vivant » des probiotiques dotés d’un pouvoir 

anti-invasif vis-à-vis des pathogènes aux cellules épithéliales. 

En revanche, d’autres études ont rapporté des effets positifs liés aux métabolites bioactifs libérés 

dans l’environnement intestinal par les microorganismes lysés (Taverniti et Guglielmetti, 2011 ; 

Aiba et al., 2017 ; Tian et al., 2017 ; Plaza-Diaz et al., 2019). Ces auteurs ont souligné que 

l'interaction directe des probiotiques avec l'hôte peut être réalisée par des cellules bactériennes 

indépendamment de leur viabilité. En effet, la capacité des cellules humaines à reconnaître des 

composants ou produits bactériens spécifiques, donnerait lieu à des réponses impliquant 

généralement le tissu lymphoïde associé aux muqueuses de l’organisme. 

Parmi les travaux ayant démontré l’efficacité des microorganismes « probiotiques non-viables », 

voici quelques exemples rapportés par Adams (2010), Taverniti et Guglielmetti (2011), Lahtinen 

(2012) et Deshpande et al. (2018). Une expérience effectuée in vitro sur modèle cellulaire Caco-2 a 

démontré que les cellules de Lb rhamnosus.GG viables et inactivées aux UV exercent les mêmes 

effets de réduction de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 (Lopez et al., 2008). De même, Laudanno 

et al. (2006) ont traités des Rats Wistar pour une colite expérimentale avec un probiotique breveté 

administré par voie orale ou sous-cutanée. Un effet anti-inflammatoire et une prévention des lésions 

gastro-intestinales ont été obtenus avec les cellules probiotiques vivantes et mortes.  

D’autre part, si des études ont signalé l’importance des probiotiques vivants dans le traitement des 

infections à Helicobacter pylori, comme cela a été évoqué plus haut, d’autres ont conclu que ce 

n’était pas une condition. Le traitement de ces infections avec des probiotiques était efficace avec 

des cellules viables et inactivées (De Vrese et Schrezenmeir, 2002 ; Holz et al., 2015 ; Aiba et al., 
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2017). De même, dans l’étude menée par Sugahara et al. (2017), les formes vivantes et tuées de la 

souche B. breve M-16V ont montré des effets immunomodulants similaires. 

Toutefois, la définition officiellement admise des probiotiques insiste sur le caractère vivant des 

microorganismes qui est considéré comme un critère fonctionnel de sélection de souches 

probiotiques (FAO/WHO, 2002). Cette définition a été confirmée dans les lignes directrices sur les 

probiotiques établies par un groupe d’experts en 2013, qui s’est basé sur plusieurs travaux (Hill et 

al., 2014). 

A l’évidence, les effets sur la santé des microorganismes viables ont été explorés beaucoup plus que 

ceux des microorganismes non-viables (Lahtinen, 2012). Il semblerait alors que les preuves de ces 

effets (microorganismes non-viables) ne soient pas suffisantes pour actualiser la définition des 

probiotiques jusque-là admise par la majorité de la communauté scientifique. De plus, même si des 

effets positifs de microorganismes non-viables sont reconnus, d’autres effets ne sont observés 

qu’avec des microorganismes vivants. 

Il est donc nécessaire, à notre avis, de s’en tenir à cette définition pour les probiotiques tout en 

marquant la nuance avec les « parabiotiques », un terme proposé par Taverniti et Guglielmetti 

(2011) pour désigner les effets positifs apportés par des cellules non-viables. 

 

3.1.1. Présentation du tractus gastro-intestinal  

Le tractus gastro-intestinal (TGI) est composé de la cavité buccale, l’œsophage, l’estomac, 

l’intestin grêle (duodénum, jéjunum et iléon) et le gros intestin (cæcum, appendice, colon ascendant 

et descendant, rectum et anus) (figure 04). De l’œsophage au canal anal, le TGI est organisé, en 

allant vers la lumière digestive, en quatre tuniques successives de tissus : la séreuse, la musculeuse, 

la sous-muqueuse et la muqueuse. 

Le rôle du système digestif est la transformation de la nourriture en nutriments qui seront absorbés 

le long des muqueuses de l’intestin. En effet, les aliments ingérés sont prédigérés par la mastication 

et les enzymes de la salive au niveau de la bouche. Arrivé à l’estomac à travers l’œsophage par 

péristaltisme, le bol alimentaire est imprégné de sucs gastriques, puis il passe à l’intestin grêle. A ce 

niveau, les sels biliaires, le suc pancréatique et les enzymes, tamponnent l’acidité provenant de 

l’estomac, dégradent les particules alimentaires du chyme (liquide résultant de la digestion au 

niveau de l’estomac) en nutriments qui seront quasi absorbés tandis que les particules non digérées 

passent au côlon pour y être stockées avant excrétion (Mackie et Rigby, 2015). 
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Malgré les conditions hostiles de cet environnement, des microorganismes arrivent à s’y adapter et 

s’y développer constituant le microbiote du TGI qui compte environ 400 à 1000 espèces 

autochtones et allochtones diversifiées. Au niveau de l’estomac, nous retrouvons des espèces 

acidotolérantes (<103 UFC/g) telle que Helicobacter pylori ou des espèces de lactobacilles comme 

Lb. fermentum. Dans l’intestin, les Firmicutes (lactobacilles, streptocoques, bifidobactéries, etc.), 

les bactéroides et les actinobactéries s’installent de plus en plus (103-104 UFC/g dans l’intestin grêle 

et 1011-1012 UFC/g dans le côlon) se nourrissant des métabolites des cellules humaines (Coudeyras 

et Forestier, 2010 ; Walter et Lay, 2011 ; Quinto et al., 2014). Ce microbiote ainsi que l’épithélium 

tapissant les muqueuses du TGI forment une barrière physique et chimique contre les 

microorganismes pathogènes, lui conférant par conséquent un rôle de protection (Chaffanel, 2016). 

 

Figure 04. Anatomie du tractus gastro-intestinal 

(http://ressources.unisciel.fr/physiologie/co/module_Physiologie_58.html. Consulté le 20.03.2020) 

 

3.1.2. Résistance des bactéries aux stress du tractus gastro-intestinal 

Le stress peut être défini, à l’échelle bactérienne, comme étant l'état physiologique induit par 

un ensemble de facteurs environnementaux, de nature physique, chimique ou biologique, provocant 

http://ressources.unisciel.fr/physiologie/co/module_Physiologie_58.html
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des altérations du métabolisme bactérien, lesquelles sont préjudiciables à la croissance bactérienne 

pouvant conduire à son inhibition. Cet état de stress impose aux bactéries de mettre en œuvre des 

mécanismes leur permettant de survivre aux environnements hostiles (Carlier, 1997 ; Booth, 2002). 

Dans le TGI, les bactéries ingérées sont exposées à plusieurs stress dont les plus importants sont les 

stress acide et biliaire. La capacité de survie à ces conditions dépend essentiellement de la résistance 

intrinsèque de la bactérie (Drouault et Corthier, 2001 ; Marteau et Shanahan, 2003) et varie 

considérablement selon le genre, l’espèce, voire même la souche. Il est connu que les bactéries à 

Gram négatif sont plus résistantes au stress biliaire que celles à Gram positif (Begley et al., 2005). 

 

3.1.2.1. Survie au stress acide 

Le pH acide est un facteur environnemental pouvant affecter la croissance bactérienne, voire 

l’inhiber.  

Dans leur environnement naturel, les BL sont soumises à un stress acide dû à leur propre production 

d’acide lactique lors du processus de fermentation. L’accumulation de ce dernier dans le milieu, par 

exemple durant l’étape de stockage de produits fermentés, peut marquer l’arrêt de la croissance 

bactérienne. En effet, à faible pH, l’acide lactique représenté par sa forme non dissociée 

(CH3CHOHCOOH) traverse la membrane plasmique par diffusion passive. Dans le cytoplasme, 

l’acide lactique se dissocie en lactate (CH3CHOHCOO-) et libère un proton (H+) dont 

l’accumulation excessive provoque l’acidification du cytoplasme (Cotter et Hill, 2003 ; Serrazanetti 

et al., 2009). 

D’autre part, une fois ingérées, les BL se trouvent confrontées à l’acidité de l’estomac lors du 

passage dans le TGI de leur hôte, où le pH varie approximativement de 1 à 5 selon que l’estomac 

est vide ou rempli (Chen et al., 2009). Les acides forts qui constituent l’environnement gastrique ne 

peuvent traverser la membrane plasmique des bactéries par simple diffusion. Toutefois, ils 

diminuent fortement le pH externe provocant une variation importante de celui-ci, de part et d’autre 

de la membrane plasmique. En conséquence, l’afflux de protons vers le cytoplasme conduit à son 

acidification (Beales et al., 2004) qui peut s’avérer délétère pour les bactéries impactant ainsi 

l’intégrité membranaire et les fonctions cellulaires. Face à ce stress acide, les bactéries mettent en 

œuvre des mécanismes au niveau membranaire et cytoplasmique. 

Au niveau du cytoplasme, ces mécanismes visent d’une part, à contrôler le pH intracellulaire 

principalement par l’alcalinisation du cytoplasme à travers des systèmes enzymatiques consommant 

des protons ou produisant de l’ammonium. D’autre part, ces mécanismes sont impliqués dans la 
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protection et la réparation des constituants de la cellule à savoir l’ADN et les protéines par 

l’activation d’un certain nombre de gènes dits de stress. Le résultat de cette stratégie est, soit 

l’adaptation des bactéries à ces nouvelles conditions ou la mort (Van De Guchte, et al., 

2002 ; Koponen et al., 2012 ; Wu et al., 2014b). 

a. Préservation de l’intégrité membranaire 

La membrane cellulaire est une structure essentielle de la cellule qui protège ses constituants 

et assure des fonctions physiologiques. Elle dispose d’une perméabilité sélective et d’une fluidité 

optimale (pour la fonction des protéines membranaires H+ ATPases) qu’elle doit à sa constitution 

riche en lipides (Zhang et Rock et al., 2008 ; To et al., 2011). 

De par son rôle important, la membrane cellulaire doit maintenir son intégrité face aux agressions 

environnementales. En réponse au stress acide, les bactéries procèdent essentiellement à la 

modification de la composition d’acides gras membranaires (Zhang et Rock et al., 2008 ; Kajfasz 

Quivey, 2011). Dans des conditions de faible pH, la proportion d’acides gras membranaires mono-

insaturés notamment à longue chaîne augmente chez S. mutans, S. gordonii, S. salivarius, 

S. macedonicus et Lb. casei réduisant la perméabilité de la membrane aux protons (Fozo et Quivey, 

2004a ; Wu et al., 2012b). Aussi, une faible activité de l’enzyme FabM liée à la mutation du gène 

fabM rend S. mutans plus sensible à l’acidité. Le FabM (fabM faisant partie de l’opéron fab) étant le 

seul mécanisme par lequel les acides gras mono-insaturés sont formés chez les streptocoques (Fozo 

et al., 2004 ; Kajfasz Quivey, 2011). De la même manière que S. mutans, la sensibilité à l’acidité 

augmente chez S. macedonicus, en conditions de bas pH, suite à l’inhibition de la biosynthèse 

d’acides gras par la cérulénine. Celle-ci inhibe spécifiquement l'activité de la FabF codée par le 

gène fabF de l’opéron fab (Fozo et Quivey, 2004b ; Papadimitriou et al., 2007 ; 2008). 

En outre, un accroissement d’acide gras cyclopropane (CFA) dans la membrane a été observé pour 

Lb. casei, Lb. helveticus et Lb. sanfranciscensis en conditions acides (Broadbent et al., 2010 ; 

Montanari et al., 2010). L’inactivation du gène codant l’enzyme de la synthèse de la cyclopropane 

(cyclopropan FA synthase) entraîne l’accroissement de la sensibilité de Lb. acidophilus à l’acidité 

(Klaenhammer et al., 2005). En revanche, ce gène ne semble pas être impliqué dans la survie à 

l’acidité chez L. lactis subsp. cremoris (To et al., 2011). 

Par ailleurs, les acides lipotéichoïques (LTA), qui traversent le peptidoglycane semblent également 

être impliqués dans la résistance à l’acidité. Pour rappel, les sous-unités de glycérolphosphate du 

LTA peuvent être remplacées par des résidus glycosyl et/ou des esters de D- alanyl, codés par 

l’opéron dlt (dltA, dltB, dltC, dltD) pendant la maturation de la paroi. Il a été rapporté que la 
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mutation des gènes dltC et dltD conduit à l’accroissement de la sensibilité à l’acidité chez S. mutans 

et Lb. rhamnosus GG par la baisse de la perméabilité membranaire (Boyd et al., 2000 ; Velez et al., 

2007b). De surcroît, Papadimitriou et al. (2008) ont observé une expression du gène codant 

l’enzyme 1,2-diacylglycérol 3-glucosyltransférase chez S. macedonicus en conditions de faible pH. 

Cette enzyme étant impliquée dans la biosynthèse de la fraction glycolipidique d’ancrage du LTA à 

la paroi. 

b. Maintien de l’homéostasie du pH intracellulaire 

b.1- H+-ATPase 

Les protéines membranaires F0F1-ATPase (H+-ATPase) ont un rôle direct dans le maintien de 

l’homéostasie du cytoplasme bactérien. Ces protéines assurent la synthèse d'ATP à partir de la 

phosphorylation d’ADP en utilisant des protons ou inversement l’expulsion des protons de la cellule 

avec l'énergie fournie par l'hydrolyse de l'ATP. Cette élimination de protons du cytoplasme 

contribue ainsi à son alcalinisation (Van De Guchte, et al., 2002 ; Kajfasz Quivey, 2011). 

L’activité et le niveau d’expression du complexe protéique F0F1-ATPase semble être élevés en 

conditions de bas pH chez les BL telles que L. lactis (Sanders et al., 1999), S. macedonicus 

(Papadimitriou et al., 2007), S. thermophilus (Arena et al., 2006), Lb. rhamnosus GG (Koponen et 

al., 2012) ou encore Bifidobacterium (Ebel, 2012). D’ailleurs, l’inactivation de ce complexe 

s’accompagne d’une baisse de résistance à l’environnement acide chez Lb. helveticus (Yamamoto et 

al., 1996). 

D’autres types d’ATPases peuvent également intervenir. Pour exemple, une forte activité des 

ATPases membranaires a été observée chez B. animalis alors qu’elle n’a pas été induite chez les 

souches moins résistantes à l’environnement acide (Ebel, 2012). 

b.2. Décarboxylation des acides aminés 

Les décarboxylases d’acides aminés participent au maintien de l’homéostasie du pH interne 

des bactéries par consommation de protons intracellulaires (Higuchi et al., 1997). Au cours des 

réactions de décarboxylation, l’acide aminé internalisé dans la cellule bactérienne est associé à un 

proton pour produire du CO2 et l’amine correspondante. Laquelle est transférée vers le milieu 

extracellulaire et échangée contre une nouvelle molécule d’acide aminé. Il en résulte la création 

d’un gradient de protons et donc d’une force proton-motrice génératrice d’énergie (Cotter et Hill, 

2003 ; Papadimitriou et al., 2016). 

Parmi les réactions de décarboxylation les plus fréquemment rencontrées chez les BL, citons le 

système glutamate décarboxylase et l’histidine décarboxylase. Le premier mène à la transformation 
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du glutamate en acide γ- aminobutyrique (GABA). Cette voie est induite lors d’un stress acide chez 

de nombreuses espèces bactériennes (Feehily et Karatzas, 2013) dont L. lactis, S. thermophilus, Lb. 

bulgaricus, Lb. brevis, Lb. paracasei, Lb. plantarum (Papadimitriou et al., 2016) et Lb. reueti (Su et 

al., 2011). Son inactivation accroît la sensibilité de L. lactis à l’acidité (Sanders et al., 1998). Le 

second est une histidine décarboxylase. La survie de L. lactis et de S. thermophilus dans des 

conditions de stress acide est améliorée par l’activité histidine décarboxylase en synergie avec la 

voie de la glycolyse (Trip et al., 2012). 

b.3. Voie de l’arginine déiminase 

La voie de l’arginine déiminase (ADI), également désignée système de l’arginine 

dihydrolase (ADS), neutralise le cytoplasme par la production d’ammonium et d’ATP. L’ADI est 

composée de trois enzymes : arginine déiminase (arginine dihydrolase), ornithine transcarbamylase 

et carbamate kinase (Sanders et al., 1999 ; Wang et al., 2018). Ces enzymes catalysent la conversion 

de l’arginine en citruline qui est ensuite dégradée en ornithine. Cette dernière est échangée dans le 

milieu extracellulaire contre une nouvelle molécule d’arginine. Le bilan de ces réactions est une 

production concomitante d’ammoniaque (NH3), de CO2 et d’ATP. L’alcalinisation du cytoplasme est 

dès lors atteinte par la présence d’ammoniaque, la consommation de protons par le NH3 pour former 

les ions d’ammonium (NH4
+), et la production d’ATP utilisée pour l’expulsion de protons par la 

F0F1-ATPase (Van De Guchte et al., 2002 ; Kajfasz Quivey, 2011 ; Le Lay, 2014). 

L’implication possible de la voie ADI en cas de stress acide chez les BL a été rapportée pour 

E. feacium, qui semble dégrader l’arginine dans des conditions extrêmement acides et fait remonter 

le pH avec accumulation de NH3 (Wu et al., 2014b). Chez Lb. casei, une accumulation 

intracellulaire d’arginine induite par des conditions de bas pH a été démontrée. Cette espèce semble 

orienter son métabolisme vers la biosynthèse d’arginine nécessaire au système ADI, surtout que sa 

résistance à l’acidité est améliorée par l’addition d’arginine dans le milieu (Wu et al., 2012a). 

Il existe une autre voie analogue à l’ADI qui est la voie agmatine déiminase (AgDI). Elle comporte 

également trois enzymes et fonctionne avec le même principe que l’ADI en convertissant 

l’agmatine (issue de la décarboxylation de l’arginine) en putrescine (Lucas et al., 2007 ; Del Rio et 

al., 2015). Cette voie a été détectée chez certaines BL, telles que S. mtans, Lb. brevis, E. faecalis et 

L. lactis, et pourrait présenter un moyen de lutte contre le stress acide en produisant du NH3 et de 

l’ATP (Kajfasz Quivey, 2011 ; Del Rio et al., 2015 ; Papadimitriou et al., 2016). En revanche, AgDI 

présente un risque pour la santé humaine de par sa production d’amine biogène : la putrescine 

(Papadimitriou et al., 2016). 

 



Chapitre 3 : Probiotiques                                                                                      Revue de littérature 

43 
 

b.4. Voie uréase 

L’uréase et l’ADI constituent les principales voies de production de composés alcalins chez 

les BL en vue de préserver l’homéostasie du pH interne. L’uréase est une nickel- métallo-enzyme 

qui hydrolyse l’urée en CO2 et en ammoniaque (deux molécules d’ammoniaque par molécule 

d’urée). L’alcalinisation du pH interne est le résultat non seulement de l’ammoniaque produit mais 

aussi de la consommation de protons lors de la formation d’ions NH4
+ via le NH3 (Van De Guchte et 

al., 2002 ; Le Lay, 2014). 

L’activité uréasique a été détectée surtout chez S. salivarius et constitue une importante stratégie 

d’alcalinisation et de maintien de l’homéostasie du pH dans l’environnement acide de la cavité 

buccale (Papadimitriou et al., 2016). Cette activité a également été identifiée chez S. thermophilus 

(Mora et al., 2005). La quasi-totalité des souches de cette espèce testées par Junjua et al. (2016) 

disposent de cette activité qui s’exprime dans des environnements acides. Uriot et al. (2016) ont 

constaté qu’une souche S. thermophilus dépourvue de cette activité était plus sensible à l’acidité 

gastrique in vitro que les souches qui l’exprimaient. 

c. Protection et réparation des macromolécules 

La conséquence majeure de l’acidification du cytoplasme est la dénaturation de l’ADN et 

des protéines qui se répercute sur leurs fonctions physiologiques indispensables à la vie de la 

cellule. Les mécanismes développés dès lors, par les bactéries visent principalement à prendre en 

charge les molécules d’ADN et de protéines dénaturées via des systèmes de réparation ou 

d’évacuation des molécules irréparables. 

La perte des bases puriques et pyrimidiques endommageant l’ADN par l’effet du stress acide sont 

palliées par l’action du complexe UvrA-UvrB (système de réparation-excision). En effet, ce dernier 

agit sur l’ADN endommagé ou mal conformé en s’y fixant. UvrA est remplacé ensuite par UrvC qui 

supprime les sections de l’ADN endommagées et les re-synthétisent par le biais d’une ADN 

polymérase, puis les régions supprimées sont évacuées par l’UvrD (Hanna et al., 2001). 

L’expression du gène uvrA en stress acide a été observée chez Lb. helveticus (Cappa et al., 2005). 

La mutation de ce gène chez S. mutans a augmenté sa sensibilité à l’acidité (Hanna et al., 2001). 

Ceci suggère l’implication du système UvrA dans le stress acide en réparant probablement la 

molécule d’ADN endommagé par ce stress. En outre, il a été rapporté, l’induction de 

carbamoylphosphate synthase (CarB) chez S. macedonicus en conditions acides. Le 

carbamoylphosphate étant un intermédiaire dans la biosynthèse des bases pyrimidiques et 
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d’arginine permettant ainsi de contrer les pertes en pyrimidines dues au stress acide (Papdimitriou et 

al., 2008). 

Par ailleurs, la stratégie développée par les bactéries vis-à-vis des protéines dénaturées suite à 

l’acidification du cytoplasme consiste en un système de protéines chaperonnes pour assister au 

repliement correct des protéines mal repliées, et un système de protéolyse pour détruire et éviter 

l’accumulation des protéines complètement endommagées. Parmi les chaperonnes (dites de stress 

thermique Heat shock proteins : Hsp) et les protéases les plus mobilisées en conditions de stress 

acide chez les BL, figurent les DnaK (Hsp70), GrpE, GroEL, GroES, Small Hsp (sHsp) et les 

protéases ATP-dépendantes de la famille Clp. Leur implication dans la réponse au stress acide a été 

démontrée (Wang et al., 2018). Pour exemples, chez une souche de L. lactis, l’expression du gène 

dnaK, issu d’E. coli, lui confère une meilleure survie en milieu acide (Sugimoto et al., 2010). De la 

même manière, la production de la petite protéine de stress (sHsp) Lo18 d’Oenococcus oeni chez 

une souche de L. lactis, a amélioré la résistance de cette dernière à l’acidité (Weidmann et al., 

2017). La sHsp issue de S. thermophilus a également augmenté la résistance aux stress acide, 

biliaire, oxydant et thermique chez L. lactis (Tian et al., 2012). D’ailleurs les souches les plus 

résistantes de S. thermophilus à l’acidité dans les travaux de Junjua et al. (2016) et Uriot et al. 

(2016) possèdent les protéines Hsp. En outre, Guillouard et al. (2004), Arena et al. (2006) et Zotta 

et al. (2008) ont démontré l’expression des gènes GroEL et GroES chez Lb. bulgaricus et 

S. thermophilus en conditions de faible pH. 

Des travaux ont également montré que les protéases ClpC et ClpP peuvent être induites en milieu 

acide chez S. mutans, E. faecalis, Lb. bulgaricus et Lb. johnsonii, indiquant la nécessité d'éliminer 

les protéines altérées ou d'agir en tant que chaperonnes pour stabiliser leur bon pliage (Kajfasz 

Quivey, 2011). En plus du système Clp, d’autres protéases extracellulaires, telle que HtrA, sont 

incriminées dans la réponse au stress acide et semblent être induites chez S. mutans (Kang et al., 

2010). 

 

3.1.2.2. Survie au stress biliaire 

Au cours de leur transit dans le TGI, les bactéries ayant franchi la barrière acide de 

l’estomac, subissent un stress majeur dans l’intestin à savoir l’action détergente des sels biliaires 

(SB), principaux constituants de la bile. Ce stress conditionne fortement la survie des bactéries 

notamment des probiotiques (Sánchez, 2018). 

Il est à rappeler que la bile est une sécrétion digestive synthétisée par le système hépatique et 

stockée dans la vésicule biliaire. Elle est excrétée dans l’intestin grêle (le duodénum) lors de la 
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digestion où elle assure, à travers les SB, l’émulsion et la solubilisation des graisses provenant de 

l’alimentation. Ainsi la nature du repas (riche ou pauvre en graisses) par exemple peut influencer la 

concentration en SB. En effet, celle-ci n’est pas constante et peut varier dans des conditions 

physiologiques normales, de moins de 1 mM à plus de 40 mM (tableau 03) avec une concentration 

maximale de 10 mM au niveau de l’intestin grêle (Begley, et al., 2005 ; Bajor et al., 2010 ; Ruiz et 

al., 2013). 

Les SB sont produits dans le foie à partir du cholestérol. Dix-sept enzymes convertissent le 

cholestérol en acides biliaires primaires : cholate et chénodésoxycholate, qui sont transformés en 

sels biliaires par l'association d'ions Na+ ou K+. Ces SB primaires subissent une conjugaison, avant 

leur sécrétion, impliquant la formation d’une liaison amide avec la taurine ou la glycine. Cette 

conjugaison ainsi que la présence des groupements hydroxyle augmentent la solubilité des SB au 

pH physiologique et par conséquent leur action détergente (Begley et al., 2005 ; Philipp, 2011). 

D’autre part, une partie des SB primaires est convertie via le microbiote intestinal en SB 

secondaires par hydrolyse de la liaison amide sous l’action des enzymes BSH (Bile Salt Hydrolase) 

et élimination du groupe hydroxyle en C7. Cette transformation aboutit aux SB déconjugués 

secondaires désoxycholate et litocholate issus respectivement, du cholate et du chénodésoxycholate 

(Begley et al., 2005 ; Moghimipour et al., 2015). 

 

Tableau 03. Concentration des sels biliaires dans différents tissus de l’organisme humain 

 (Bajor et al., 2010) 

Tissus de l’organisme Concentration en SB 

Plasma à jeun 20-50 μmol/L 

Plasma post prandial Concentration croissante 

Canaux biliaires 20-50 mmol/L 

Vésicule biliaire 300 mmol/L 

Petit intestin 10 mmol/L 

Cæcum 1 mmol/L 

 

Les SB sont réabsorbés le long de l’intestin grêle, atteignent la circulation sanguine et rejoignent le 

foie par la veine porte où ils seront re-synthétisés, conjugués puis excrétés de nouveau dans la bile. 

Le pool de SB étant composé de 50% de cholate, 30% de chénodésoxycholate, 20% de 

désoxycholate et des traces d’autres SB (Bajor et al., 2010). 
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Outre leur important rôle dans la digestion des lipides alimentaires, les SB exhibent une forte action 

antimicrobienne vis-à-vis des bactéries transitant par le TGI. La nature lipophile du noyau 

stéroïdien fait de la membrane bactérienne la première cible d’attaque des SB dont la toxicité 

semble être liée à leurs type et nature physico-chimique. Effectivement, les SB conjugués se 

comportent comme des acides forts ne pouvant pas traverser la membrane par simple diffusion. Ils 

persistent alors au niveau des couches lipidiques membranaires où ils exercent leur pouvoir 

détergent tandis que les SB non conjugués agissent comme des acides faibles qui pénètrent à travers 

la membrane pour se retrouver dans la cellule et y dénaturer les constituants. De surcroît, la nature 

hydrophobe des SB déconjugués ou libres les rend plus toxiques pour la cellule bactérienne que les 

SB conjugués (Begley et al., 2006 ; Bustos et al., 2018). 

A l’instar du stress acide, le stress biliaire provoque le déclenchement des mécanismes de lutte chez 

les bactéries qui le subissent afin de contrecarrer les effets toxiques des SB et de s’y adapter (figure 

05). C'est le cas des bactéries entériques par exemple qui ont développé des mécanismes de 

résistance au stress biliaire leur permettant de s’adapter et de s’implanter dans l’environnement 

intestinal (Trastoy et al., 2018). 

a. Action détergente des sels biliaires sur les membranes et mécanismes de lutte 

De par les études génomiques et protéomiques chez différentes espèces, il est admis que les 

SB sont des molécules amphipatiques tensioactives ayant une activité antimicrobienne puissante. En 

effet, les perturbations structurales de l’enveloppe cellulaire induites par l’action des SB affectent la 

morphologie des cellules et des colonies. Cet effet a été utilisé comme marqueur de résistance aux 

SB chez des souches de Lactobacillus où les colonies rugueuses sont plus sensibles que les lisses en 

raison de modifications de l’architecture de l’enveloppe cellulaire (Šušković et al., 2000 ; Ruiz et 

al., 2013). Ces désorganisations structurales de la membrane cellulaire se répercutent sur la 

structure et la fonction des protéines membranaires, la composition lipidique et la perméabilité de la 

membrane. Afin de contrecarrer ces effets, les bactéries mettent en place des mécanismes visant à 

maintenir l’intégrité membranaire (Begley et al., 2005 ; Ruiz et al., 2007). 

Selon Taranto et al. (2006), la réponse physiologique à une exposition de Lb. reuteri aux SB serait 

un enrichissement de la membrane en acides gras insaturés et en glycolipides dans le but de 

renforcer sa stabilité. D’ailleurs, un accroissement d’acides gras insaturés a été observé en présence 

de bile chez les souches de Lb. brevis les plus tolérantes à la bile (Suzuki et al., 2014). Chez 

Lb. casei Zhang, une forte induction des protéines GalU (UDP-glucose pyrophosphorylase) et NagA 

(N-Acetylglucosamine-6-phosphate déacétylase) a été observée après une exposition à la bile. Il 

s’agit d’enzymes impliqués dans les voies de synthèse de glycolipides et de l’acide téchoïque de la 
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membrane cellulaire (Wu et al., 2010). Pour les bifidobactéries, le changement de la composition 

des lipides membranaires est considéré comme une réponse adaptative au stress biliaire réduisant la 

diffusion des SB dans le cytoplasme (Ruiz et al., 2007 ; Ruiz et al., 2013).  

Une autre réponse, au niveau membranaire, des bactéries au stress biliaire consiste en la modulation 

de l’expression des gènes codant les protéines de surface. Ainsi, chez Lb. plantarum, les gènes mub 

et map codant la protéine de liaison au mucus sont surexprimés après l'exposition aux SB (Duary et 

al., 2012). De même, l’inactivation des gènes codant les protéines de surface PrtS et MucBP a 

affecté la survie de S. thermophilus LMD-9 aux SB (Kebouchi et al., 2016). 

En outre, les protéines membranaires, telles que les pompes à efflux MDR (multidurg resistance), 

contribuent à la détoxification des cellules exposées aux SB. Leur rôle consiste à expulser du 

cytoplasme les produits toxiques pour la cellule en l’occurrence les SB. Elles ont été détectées chez 

plusieurs bactéries entériques et pathogènes ainsi que chez certaines BL. Ainsi, l’expression de deux 

gènes BL0920 et Bbr0838 codant des transporteurs MDR a été observée, respectivement chez 

B. longum et B. breve exposés à la bile. Il est à noter que l’expression de BL0920 conférait à 

Echerichia coli une résistance au stress biliaire (Gueimonde et al., 2009). Chez Lb. acidophilus, la 

délétion des gènes codant des transporteurs appartenant à la famille des transporteurs MDR a 

engendré une sensibilité accrue à la bile (Pfeiler et Klaenhamme, 2009). Également, la régulation 

positive des gènes codant des transporteurs secondaires MDR a potentiellement contribué à 

l’expulsion des SB de la cellule de Lb. salivarius (Lv et al., 2017). 

Il a été signalé que d’autres protéines membranaires étaient surproduites en conditions de stress 

biliaire. Il s’agit notamment de la F0F1-ATPase qui tend à préserver l’homéostasie du pH 

intracellulaire. Celle-ci est déséquilibrée par l’accumulation intracellulaire des protons issus de la 

dissociation des SB non conjugués. Ce mécanisme de réponse au stress biliaire a été identifié chez 

B. animalis subsp. lactis (Sánchez et al., 2006). 

Par ailleurs, il a été démontré que les bactéries exposées au stress biliaire peuvent produire des EPS 

qui agiraient comme une couche protectrice. La relation entre les EPS et la tolérance au stress 

biliaire a été mise en évidence pour Bifidobacterium (Ruas-Madiedo et al., 2009 ; Alp et Aslim, 

2010 ; Leivers et al., 2011), S. thermophilus, Lb. Bulgaricus (Boke et al., 2010), Lb. brevis (Suzuki 

et al., 2014) et Lb. reuteri (Fedorová et al., 2018). 
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Figure 05. Mécanismes de réponse des bifidobactéries au stress biliaire 

 (adapté de Sánchez et al., 2013) 

L'augmentation de l'expression des gènes ou de la concentration en protéines est représentée par un signe 

positif. AA : glycine ou taurine ; FA: acide gras ; BSH : Bile Salt Hydrolase (hydrolase de sels biliaires); 

MDR : Multi Drug Resistance (multi-résistance aux médicaments); bile salt-AA : sel biliaire conjugué ; bile 

salt-H : sel biliaire libre. 

 

b. Effets toxiques des SB dans la cellule et mécanismes de réponses 

b.1. Réparation et protection des constituants cellulaires 

Les membranes bactériennes étant compromises par l’action des SB, les effets toxiques de 

ces derniers sont transmis aux constituants cellulaires (Merritt et Donaldson, 2009). La dénaturation 

des molécules d’ADN par les SB déclenche des mécanismes visant leur réparation (Begley et al., 

2005). A titre d’exemple, les gènes uvrA imputés aux systèmes de réparation (excision-réparation) 

de l’ADN ainsi que recA sont induits lors de l’exposition de Listeria monocytogenes à la bile qui lui 

confèrent sa résistance à celle-ci (Van der Veen et Abee, 2011). De même, les études protéomiques 

ont confirmé la régulation positive de RecA et UspA sous stress biliaire chez Lb. fermentum (Kaur 

et al., 2017). 

Outre l’ADN, les protéines sont également affectées par les SB qui peuvent modifier leur 

conformation et les dénaturer. Des protéines chaperonnes sont alors induites pour pallier les 
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dommages occasionnés (Begley et al., 2005). Effectivement la surexpression des gènes codant les 

protéines de stress DnaK, GroESL, ClpC et FtsH chez les BL suite à l’exposition aux SB a été 

démontré par plusieurs études (Corcoran et al., 2008). L’expression des gènes codant les protéines 

DnaK et GroEL a été détectée chez Lb. casei Zhang après exposition aux SB (Wu et al., 2010), ainsi 

que pour FtsH chez Lb. plantarum (Bron et al., 2006). 

Par ailleurs, d’autres protéines sont synthétisées pour protéger les cellules contre le stress oxydant 

induit par les SB à travers la génération de radicaux libres (Begley et al., 2005). Ainsi 

l'accroissement de l'expression du gène codant la glutathion réductase et de l'opéron metC-cysK lors 

de l’exposition de Lb. plantarum à la bile semble être impliqué dans sa protection contre le stress 

oxydant (Bron et al., 2006). 

b.2. Action des hydrolases de sels biliaires (BSH) 

Les enzymes d’hydrolyse des SB (BSH) appartiennent à la famille choloylglycine hydrolase. 

Elles catalysent l'hydrolyse de la liaison amide dans les SB conjugués à la glycine ou à la taurine 

libérant des acides aminés et des SB. Cette réaction ouvre des voies plus larges aux modifications 

des SB par les bactéries du microbiote intestinal. A travers la déshydroxylation principalement et la 

déshydrogénation, elles génèrent des SB secondaires et tertiaires (Patel et al., 2010 ; Ru et al., 

2019). 

L’implication de l’activité BSH dans la résistance des bactéries aux SB a été rapportée par plusieurs 

études malgré le fait que son absence chez certaines espèces ou souches n’a pas obligatoirement 

d’incidence sur leur survie au stress biliaire. Chez des espèces de lactobacilles, le lien entre 

l’activité BSH et la résistance à la bile a été indiqué (Begley et al., 2006) alors que pour Lb. 

salivarius, ce lien n’est pas toujours évident (Fang et al., 2009). Pour B. animalis, l’induction 

positive de BSH a été observée chez des souches adaptées à la bile par rapport aux isolats sauvages 

(Sánchez et al., 2007). De même l’expression de l’activité BSH chez L lactis a amélioré, in vitro, sa 

résistance à la bile par rapport à la souche sauvage (Bi et al., 2016). 

A l’évidence, le mécanisme par lequel l’activité BSH peut conférer une protection contre les SB 

n'est pas complètement élucidé (Bustos et al., 2018). Les formes non conjuguées, générées par les 

réactions à BSH, sont plus hydrophobes et toxiques car elles peuvent pénétrer librement dans les 

cellules. Une des hypothèses de l’action détoxifiante de la BSH est que les bactéries ayant une 

activité BSH pourraient engendrer la précipitation de ces SB déconjugués au niveau de l’intestin 

sous conditions de faible pH provoqué par la fermentation des BL. Une autre hypothèse stipule que 

les SB déconjugués à l’intérieure de la cellule par l’action de la BSH se comportent comme des 

acides plus faibles que leurs homologues conjugués pouvant capturer des protons et compenser de 
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ce fait la chute du pH intracellulaire dû à l’accumulation des acides biliaires (Begley et al., 2005 ; 

Ridlon et al., 2016 ; Bustos et al., 2018). D’autre part, Dussurget et al. (2002) ont indiqué que 

Listeria monocytogenes était plus sensible aux SB conjugués qui affichaient une toxicité plus élevée 

vis-à-vis de cette espèce que leurs homologues déconjugués. Ce constat conforte l’hypothèse de 

l’action détoxifiante des enzymes BSH par déconjugaison. 

Par ailleurs, la distribution de l’activité BSH est variable chez les espèces bactériennes. Sa présence 

pourrait être liée à l’environnement dans lequel ces espèces évoluent. Il a été rapporté que les 

bactéries d’origine intestinale, habitant un environnement riche en SB, possèdent une activité BSH, 

ce qui n’est pas le cas pour celles isolées des végétaux ou des produits laitiers. Sur 300 souches 

lactiques de différents genres étudiées par Tanaka et al. (1999), toutes les bifidobactéries présentent 

une activité BSH, seulement quelques espèces de lactabacilles et quelques souches de S. 

thermophilus en possèdent et aucune activité BSH n’a été détectée chez L. lactis (Kim et Lee, 

2005 ; Iyer et al., 2010b). Toutefois, d’autres travaux ont indiqué la présence d’activité BSH chez 

des BL en dehors des bifidobactéries (Vidhyasagar et Jeevaratnam, 2013 ; Bhushan et al., 2017). 

Une récente étude a montré que plusieurs souches d’espèces lactiques issues de végétaux et de laits 

fermentés exhibaient une activité BSH qui est certes plus importante chez les espèces d’origine 

végétale (Ru et al., 2019). Cette variabilité des phénotypes BSH suggère l’acquisition probable du 

gène bsh par TGH. 

 

3.2. Capacité d’adhésion aux cellules intestinales : une caractéristique importante des probiotiques 

La condition essentielle permettant de qualifier un microorganisme de probiotique est sa 

capacité à impacter l’organisme positivement (FAO/WHO, 2002). A ce titre, son efficacité dépend 

de son temps de résidence au niveau de l’hôte et par conséquent de sa capacité d’adhésion à 

l’épithélium intestinal.  

A l’évidence, les effets immunomodulants des probiotiques prennent tout leur sens dans la 

muqueuse intestinale car les bactéries adhérentes sont en contact direct avec les cellules immunes 

de l’épithélium. Il a été démontré que les souches fortement adhérentes présentaient d’importants 

effets sur le système immunitaire intestinal (Ouwehand et Salminen, 2003 ; Oelschlaeger, 2010 ; 

Kang et Im, 2015). De même, l’interaction des probiotiques avec l’épithélium intestinal permet d’y 

limiter l’adhésion des microorganismes pathogènes en les inhibant par production de substances 

antimicrobiennes et par compétition sur les sites d’adhésion en induisant notamment la sécrétion de 

mucus (Collado et al., 2009 ; Kechagia et al., 2013). De plus, la capacité d'adhésion des bactéries 

probiotiques augmenterait la possibilité d'interagir avec l'hôte. Cela peut entraîner une colonisation 
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temporaire et augmenter leur temps de transit dans l'intestin pour exercer les effets bénéfiques 

escomptés (Monteagudo-Mera et al., 2019). 

Bien que les probiotiques ingérés soient surpassés en nombre par rapport au microbiote intestinal 

résidant, l’adhésion des probiotiques aux muqueuses de l’hôte peut modifier la balance en leur 

faveur localement et temporairement (Lahtinen, 2012). Effectivement, d’une manière générale, les 

probiotiques semblent être incapables de coloniser l’intestin de façon durable, au vu du déséquilibre 

de force avec le microbiote résidant, il est donc plus judicieux de parler de durée de persistance au 

lieu de colonisation. Néanmoins, un apport massif et régulier de probiotiques peut augmenter leur 

temps de séjour (Ouwehand et Salminen, 2003 ; Olivares et al., 2006 ; Monteagudo-Mera et al., 

2019). Leur adhésion est également plus pertinente au niveau de l’intestin grêle où la population 

microbienne locale est moins importante que celle dans le côlon. 

Par ailleurs, la capacité d’adhésion des probiotiques est espèce et souche dépendante. 

Lb. rhamnosus GG est connue pour sa forte adhésion aux cellules intestinales, alors que ce n’est pas 

le cas de plusieurs souches de S. thermophilus (S. thermophilus LMD-9 ou LMG18311) et pourtant 

il s’agit bien là encore d’une « espèce » probiotique, notamment, en référence à l’allégation santé 

attribuée au yaourt (Lebeer et al., 2012 ; Junjua et al., 2016 ; Fernandez et al., 2018). Cela suggère 

que certains probiotiques ne font que transiter à travers le TGI en exerçant leurs effets positifs sur 

l’hôte sans pour autant adhérer à l’épithélium intestinal. 

Au regard de ces éléments, il est nécessaire de considérer la capacité d’adhésion des bactéries à 

l’épithélium intestinal comme une condition préalable favorisant l’effet probiotique notamment 

dans le contexte d’un effet directement lié aux cellules intestinales. La caractérisation de l’adhésion 

s’inscrit d’ailleurs dans les conditions fonctionnelles de sélection de souches probiotiques exigées 

dans les lignes directrices pour l'évaluation des probiotiques destinés à l'alimentation humaine par le 

comité d’experts de la FAO et de l’OMS (FAO/WHO, 2002), et qui sont toujours d’actualité. 

 

3.2.1. Épithélium intestinal : siège de l’adhésion 

Avant d’aborder les mécanismes d’adhésion et les modèles d’étude de celle-ci, il convient de 

décrire le siège des opérations d’adhésion bactéries-hôte, à savoir l’épithélium intestinal qui est le 

revêtement de surface de la muqueuse, directement en contact avec la lumière intestinale. Il consiste 

en une monocouche de cellules épithéliales dont la base repose sur une matrice extracellulaire et un 

tissu conjonctif de la muqueuse, riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques, que l’on appelle 

lamina propia (Scoville et al., 2008). 
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Étant donné sa fonction première l’absorption des nutriments, l’épithélium intestinal a évolué en 

optimisant sa surface par ses replis de la muqueuse et de sa structure en cryptes et villosités, en 

doigts de gants, qui se projettent dans la lumière intestinale. Les cryptes contiennent des cellules 

souches, en prolifération et des cellules différenciées de Paneth, alors que les villosités sont 

chargées de cellules différenciées issues des cellules souches (Marshman et al., 2002). L'épithélium 

colique est similaire à celui de l'intestin grêle, à l'exception de l'absence de villosités et de cellules 

de Paneth (Scoville et al., 2008). La paroi intestinale est schématisée dans la figure 06. 

Les entérocytes (ou colonocytes dans le côlon) constituent la grande majorité des cellules 

épithéliales ayant pour principale tâche l’absorption des nutriments. Elles sont hautement 

différenciées et polarisées comportant des microvillosités au pôle apical. Ces microvillosités, 

caractérisées principalement par des glycoprotéines membranaires (glycocalyx), constituent la 

bordure en brosse. Les cellules épithéliales sont liées entre elles par des jonctions intercellulaires 

responsables de l’intégrité des muqueuses (Pelaseyed et al., 2014). 

Il est à noter que les entérocytes sont intercalées par un petit nombre de cellules caliciformes 

sécrétrices de mucus, endocrines, des cellules M et des cellules de Paneth. Ces dernières résident 

essentiellement dans les cryptes où elles sont complètement différenciées. Ce sont des cellules à 

pouvoir bactéricide puisqu’elles sécrètent le lysozyme et des peptides antimicrobiens (défensines). 

De la même manière, au niveau de l’iléon, les cellules M de la plaque de Peyer, sont impliqués dans 

la réponse immunitaire en transportant les antigènes vers le tissu lymphoïde. En ce qui concerne les 

cellules endocrines, elles ont un rôle de régulation digestive et du métabolisme des cellules 

intestinales à travers les sécrétions d’hormones et de neuropeptides (Artis, 2008 ; Garrett et al., 

2010 ; Peterson et Artis, 2014). Quant aux cellules caliciformes, dites « cellules en gobelets », elles 

ont la caractéristique de sécréter du mucus, elles sont représentées sur l’ensemble de l’épithélium 

intestinal et se concentrent dans le côlon distal (Pelaseyed et al., 2014). 

Le mucus est un hydrogel (95% d’eau) tapissant l’épithélium dans sa globalité (TGI, voies 

respiratoires et génitales), en l’occurrence intestinal, et dont l’épaisseur varie considérablement le 

long du TGI, elle est plus importante dans l’estomac, l’iléon terminal et le côlon (Cone, 2009 ; 

Pelaseyed et al., 2014). Il joue un rôle de lubrifiant (préserve l’intégrité des muqueuses) et de 

protection contre toute agression provenant de la lumière intestinale. Les principales substances qui 

composent le mucus sont les mucines, et en plus faibles proportions y figurent des substances 

antimicrobiennes (IgA, lysozyme), des facteurs de croissance et des lipides (Thornton et al., 2008 ; 

Fahy et Dickey, 2010 ; Sicard et al., 2017). Les mucines sont des glycoprotéines de haut poids 

moléculaire, constituées de chaînes glucidiques rattachées au squelette peptidique : apomucine par 
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des liaisons, en général, O-glycosidiques (Andrianifahana et al., 2006). Il existe deux types de 

mucines : transmembranaires (ancrées dans la membrane plasmique) et sécrétées. Une vingtaine de 

mucines sont retrouvées chez l’homme dont sept sont sécrétées dans diverses portions du TGI : 

MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8 et MUC19 (Thornton et al., 2008 ; McGuckin 

et al., 2011) (tableau 04). La production continue de mucus, ainsi que son épaisseur, sa composition 

et sa pénétrabilité sont façonnées par le microbiote intestinal (Fernandez et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 06. Représentation schématique de l’organisation de la paroi intestinale 

A : Tuniques et replis composant l’épithélium intestinal dans le grêle et le côlon (Ducarouge, 2012).  

B : Organisation des différentes cellules épithéliales dans les villosité et crypte de l’épithélium intestinal 

(Andreu et al., 2006). 

 

 

A 
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Tableau 04. Distribution des mucines le long du tractus gastro-intestinal (Andrianifahana et 

al., 2006 ; McGuckin et al., 2011) 

Compartiment du TGI Mucines transmembranaires Mucines sécrétées 

Cavité buccale MUC1, MUC4, MUC16 MUC5B, MUC7, MUC19 

Œsophage MUC1, MUC4, MUC20 MUC5B 

Estomac MUC1, MUC16 MUC5AC, MUC6 

Intestin grêle MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, 

MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, 

MUC17 

MUC2 

Gros intestin MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, 

MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, 

MUC17 

MUC2, MUC5AC, MUC6 

MUC : mucine 

 

3.2.2. Mécanisme d’adhésion : un processus multifactoriel 

L’adhésion bactérienne peut être définie comme étant une caractéristique permettant aux 

bactéries de se fixer sur une surface donnée, à travers des interactions physicochimiques 

(électrostatiques, hydrophobes, etc.) et des adaptations physiologiques (Bulard, 2012). De ce fait, et 

en considérant la surface comme étant l’épithélium intestinal, le processus d’adhésion s’opère en 

deux étapes. La première, étant instable et réversible, consiste alors en des liaisons faibles entre 

protéines de surfaces bactériennes et récepteurs épithéliaux et la seconde en est un attachement plus 

stable et bien consolidé (Van Tassell et Miller, 2011 ; Wang et al., 2015).  

A l’évidence, les constituants de surface des bactéries jouent un rôle important dans la 

détermination de cette adhésion. Chez les bactéries à Gram positif et notamment les BL, les 

protéines de surface, telles que les protéines ancrées à la paroi et celles de la couche S (S-layer), 

sont particulièrement impliquées dans le processus d’adhésion. Les acides lipotéichoïques (LTA), 

qui composent la paroi bactérienne et les polysaccharides comme les EPS, en sont tout aussi 

incriminés. En effet, pour adhérer à l’épithélium intestinal, les bactéries à Gram positif doivent 

activer la machinerie de protéines de surface parmi lesquelles, celles appartenant à la famille des 

protéines sortases dépendantes (PSD). Ce sont des protéines ancrées de façon covalente au 

peptidoglycane de la paroi par un motif C-terminal LPxTG reconnu par les enzymes sortases 

(SrtA). A titre d’exemple, la protéine MucBP est une PSD possédant un domaine MUB 

(reconnaissance du mucus) impliquée dans l’adhésion au mucus et aux cellules épithéliales 
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intestinales chez plusieurs bactéries à Gram positif dont les BL. D’ailleurs, la délétion du gène 

mucBP chez S. thermophilus s’est traduite par une diminution du niveau d’adhésion de la souche 

aux cellules HT29 et HT29-CL16E (Couvigny et al., 2015 ; Kebouchi et al., 2016). Chez les 

lactobacilles, les protéines les plus courantes favorisant l’adhésion au mucus sont celles qui 

possèdent des domaines MUB (Van Tassell et al., 2011). 

Un autre exemple de PSD est celui des protéases de paroi qui, chez de nombreux streptocoques 

pathogènes, sont associées à l’adhésion aux surfaces des muqueuses et à la virulence. Ces protéases 

à sérine sont retrouvées chez les BL avec pour rôle la dégradation des caséines, et qui semblent être 

également impliquées dans les mécanismes d’adhésion. Exemple de PrtP qui est engagée dans 

l’adhésion aux surfaces abiotiques et biotiques chez L. lactis ainsi que, probablement, chez d’autres 

BL exprimant une PrtP homologue (Habimana et al., 2007 ; Radziwill-Bienkowska et al., 2014 ; 

2017). Pour l’espèce Lb. rhamnosus, la protéase ancrée à la paroi (PrtR) contribue à faciliter son 

adhésion au mucus (Pastar et al., 2003). SrtA peut être aussi considérée comme un facteur 

d’adhésion puisque son inactivation entraîne la diminution du niveau d’adhésion de S. thermophilus 

aux cellules Caco2-TC7 (Kebouchi et al., 2016), de Lb. acidophilus et de Lb. gasseri au mucus in 

vitro (Call et al., 2015). 

A la surface la plus externe de la paroi bactérienne, les protéines, constitutives (SLP) et associées 

(SLPA) de la couche S interviennent également avec les récepteurs des cellules de l’hôte. Plusieurs 

de ces protéines ont été soulignées comme des déterminants de l’adhésion bactérienne aux cellules 

intestinales et à la matrice extracellulaire in vitro tel est le cas pour PrtX (SLPA) chez 

Lb. acidophilus (Johnson et al., 2013 ; 2017) et CbpA (SLP) chez Lb. salivarius (Wang et al., 

2017). 

Dans le même contexte, des structures protéiques exprimées à la surface bactérienne sont 

impliquées dans le processus d’adhésion, les pili en sont l’exemple le plus couramment décrit dans 

la virulence et l’adhésion des bactéries pathogènes à l’hôte. Il est à rappeler que les pili sont des 

appendices composés de sous unités protéiques assemblées et ancrées à la paroi faisant intervenir 

une famille de sortases (Oxaran David, 2012). Cependant, leur rôle dans l’adhésion aux cellules 

intestinales est admis chez certains probiotiques. Le rôle du pilus SpaCBA dans l’adhésion au 

mucus humain, aux cellules épithéliales intestinales et au collagène a été mis en évidence chez 

l’espèce Lb. rhamnosus. Les sous unités SpaB et SpaC constituant le pilus SpaCBA semblent les 

plus impliquées dans le processus d’adhésion de cette bactérie au mucus intestinal humain 

(Kankainen et al., 2009 ; Reunanen et al., 2012 ; Guerin et al., 2018). 
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D’autres constituants et structures de surface non protéiques, à savoir LTA et EPS, peuvent 

contribuer au processus d’adhésion bactérienne chez certaines souches de BL à travers la formation 

de biofilms marquant un avantage à la colonisation de l’hôte (Hamon, 2011). La mutation du gène 

dltA s’est traduite par une réduction de la capacité de formation de biofilm et de colonisation du 

TGI chez une souche de Lb. reuteri (Walter et al., 2007). D’autre part, la formation de biofilm est 

liée à la capacité de Lb. rhamnosus GG à produire des EPS (Lebeer et al., 2007). Toutefois, ces 

derniers peuvent impacter négativement l’adhésion bactérienne aux muqueuses intestinales en 

masquant les adhésines de surface (Lebeer et al., 2009). 

Par ailleurs, un certain nombre de facteurs intracellulaires non associés à la surface bactérienne, 

sont incriminés dans l’adhésion aux muqueuses. Il s’agit notamment de certaines protéines 

cytoplasmiques qui peuvent être exportées à la surface cellulaire et agir ainsi sur l’adhésion des 

bactéries. Ainsi l’implication de la protéine de stress GroEL et le facteur d’élongation EF-TU dans 

l’adhésion in vitro aux cellules intestinales et au mucus a été signalée chez des souches de Lb. 

johnsonii (Vélez et al., 2007a). 

 

3.2.3. Modèles cellulaires : un moyen d’étude de l’adhésion 

En raison de la difficulté que présente l’étude de l’adhésion in vivo, celle-ci est le plus 

souvent conduite in vitro en utilisant plusieurs techniques dont les plus courantes sont basées sur 

des modèles de cultures cellulaires mimant l’épithélium intestinal. Ainsi l’évaluation de la capacité 

d’adhésion des bactéries repose sur l’incubation de celles-ci avec des cellules eucaryotes cultivées 

sur un support, puis élimination des bactéries non attachées aux cellules et récupération de celles 

qui ont adhéré pour être dénombrées (Ouwehand et Salminen, 2003).  

Parmi les modèles les plus communément utilisés figurent les lignées cellulaires d’adénocarcinome 

humain Caco-2 et HT29. Elles ont d’abord été utilisées pour l’évaluation des interactions au niveau 

de l’intestin humain et l’étude de l’absorption, de la sécrétion et du transport par les cellules 

intestinales. Ensuite, elles ont été étendues à l’étude de l’adhésion bactérienne (Zucco et al., 2005 ; 

Van Tassell et al., 2011 ; Kamiloglu et al., 2015 ; Jose et al., 2017). 

Établies par Fogh et al. (1977), les cellules de la lignée Caco-2 présentent la particularité de se 

différencier spontanément in vitro en cellules polarisées exprimant des activités biochimiques 

caractéristiques des entérocytes de l’intestin grêle, majoritairement présentes dans l’épithélium 

intestinal. En effet, cultivées sur un support, les Caco-2 évoluent en monocouche, et une fois 

arrivées à confluence (tapis cellulaire sans interstices), les cellules se différencient et se polarisent 

avec bordure en brosse au pôle apical et des jonctions cellulaires. Ayant des propriétés 
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d’entérocytes, les Caco-2 expriment des mucines transmembranaires intestinales exemple de MUC3 

et non sécrétées (Rousset et al., 1986 ; Liévin-Le Moal et Servin, 2013 ; Kamiloglu et al., 2015). 

Cependant, l’absence de mucus dans cette lignée réduit l’étude de l’adhésion aux cellules 

épithéliales sans tenir compte des interactions avec le mucus. 

Par ailleurs, l’hétérogénéité morphologique observée dans les cellules parentales a motivé la 

sélection de plusieurs clones, tels que Caco-2/TC7, Caco-2/AQ et Caco-2/15, avec une expression 

plus élevée des activités de surface cellulaire. Ces clones offrent une meilleure stabilité aux cellules 

et améliore ainsi leur performances (Pereira et al., 2016). 

Comparativement aux Caco-2, les HT29 sont des cellules tumorales hétérogènes essentiellement 

indifférenciées en culture (Gagnon et al., 2013). Toutefois, cette lignée offre la possibilité d’induire 

des différenciations selon les conditions nutritionnelles et de culture (présence ou absence de 

glucose, agents chimiques) qui se déclinent en plusieurs modèles tels que HT29-19E, HT29-D4, 

HT29.74, HT29-MTX, HT29-CL16E ou encore HT29-FU (Liévin-Le Moal et Servin, 2013). Pour 

l’étude de l’adhésion, les lignées HT29-MTX et HT29-CL16E; semblent être les plus intéressantes. 

Elles sont issues de l’adaptation des HT29, respectivement, aux méthorexate et butyrate de sodium 

conduisant à leur entière différenciation en cellules caliciformes sécrétrices de mucus. La différence 

majeure entre les deux lignées réside dans le type de mucus produit qui se compose principalement 

de mucines gastriques pour HT29-MTX (MUC5AC) et intestinales (MUC2) pour HT29-CL16E 

(Augeron et Laboisse, 1984 ; Lesuffleur et al., 1990 ; 1993). Les caractéristiques de ces lignées, en 

particulier la prédominance de mucus de différentes origines gastro-intestinale, renforcent leur 

exploitation dans l’étude de l’adhésion bactérienne.  

Des modèles de co-cultures sont également développés en vue de simuler davantage les conditions 

de l’épithélium intestinal, en y intégrant plus d’un type cellulaire, tel que le modèle Caco-2/HT29-

MTX. La combinaison d’autres modèles avec des propriétés complémentaires permet ainsi 

d’étudier l’adhésion bactérienne (Guri et al., 2013 ; Pereira et al., 2016).  

Bien que ce soit long à mettre en place, ces modèles cellulaires présentent l’avantage d’être simple 

d’utilisation. L’origine adénomateuse de ces cellules les rend peut-être différentes des cellules 

saines, nécessitant l’interprétation des données obtenues avec précaution (Perreault et Beaulieu, 

1998 ; Ouwehand et Salminen, 2003 ; Pereira et al., 2016).  
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A travers cette revue de littérature, nous avons mis la lumière sur l’intérêt de s’intéresser à 

des laits fermentés traditionnels et comment la fermentation spontanée et les conditions de 

fabrication seraient à l’origine du développement de souches autochtones. En effet, ce procédé 

ancestral a traversé les âges et a été préservé jusqu’à présent. Cela ne doit pas être le fruit du pur 

hasard, sa persistance a plutôt été nourrie par son important rôle dans la conversation du lait et les 

vertus « thérapeutiques » qu’on reconnaissait à ces produits et qui se confirment actuellement.  

Parmi les espèces représentées dans ces produits, nous nous sommes intéressés à S. thermophilus. 

Elle est utilisée depuis 10 000 ans avec le début de la fabrication des produits laitiers fermentés et 

elle demeure à ce jour largement utilisée en industries laitière, d’ailleurs, la définition officielle du 

yaourt exige la présence de S. thermophilus. C’est une espèce inoffensive, reconnue GRAS avec des 

propriétés technologiques et probiotiques de plus en plus documentées. 

Une autre espèce du genre Streptococcus s’est imposée dans les produits laitiers, il s’agit de 

S. macedonicus. Elle est fréquemment isolée de fromages et de laits fermentés de par le monde. Les 

preuves de sa non-pathogénie continuent d’’être rapportées par les études la distinguant de ce fait, 

des autres espèces de ce genre. Elle présente par ailleurs, des propriétés technologiques et 

probiotiques intéressantes qui méritent d’être exploitées davantage d’où notre intérêt pour cette 

espèce. 

L’exploration du potentiel probiotique passe par l’évaluation des pré-requis nécessaires à l’exercice 

de ce potentiel. Nous avons traité dans cette revue, les principaux critères que doivent posséder les 

probiotiques à savoir la résistance aux conditions simulées du TGI et la capacité d’adhésion aux 

cellules épithéliales. Il en ressort à travers la littérature, la place de ces conditions dans le contexte 

de la définition des probiotiques et l’intérêt de les explorer pour la sélection de souches 

probiotiques. 
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Le présent travail vise dans un premier temps la sélection des souches de S. thermophilus 

et S. macedonicus dans des laits fermentés traditionnels algériens. Une identification 

phénotypique et génotypique des isolats ainsi qu’une identification de leur capacité 

d’acidification permettent une première caractérisation de ces souches. Ensuite, dans un 

deuxième temps, les souches sélectionnées seront caractérisées sur leur capacité à résister aux 

environnements simulant les conditions du TGI et à adhérer aux cellules épithéliales intestinales 

in vitro en vue d’établir leurs principaux pré-requis à un éventuel potentiel probiotique. 

 

1. Sélection des souches de Streptococcus thermophilus et Streptococcus macedonicus 

1.1. Collecte des échantillons 

Les échantillons de laits fermentés proviennent de la région de Constantine, située au 

Nord-Est de l’Algérie (figure 07). Largement consommés dans la région, lben et rayeb sont les 

principaux laits fermentés traditionnellement fabriqués. Ces produits sont généralement destinés 

à une consommation familiale au niveau des fermes ou à la vente au marché local par des 

laitiers. Ces derniers adoptent le mode de fabrication traditionnel en utilisant comme matière 

première des laits de mélange issus de plusieurs fermes, la coagulation du lait cru se fait 

spontanément grâce à la flore endogène du lait, mais aussi environnementale. Cette variété de la 

matière première et des conditions de fermentation confèrent au produit fini une plus grande 

diversité de la flore microbienne. La probabilité de sélectionner des souches différentes dans ces 

produits nous semble alors plus élevée.  

Quarante échantillons de laits fermentés (17 Lben et 23 Rayeb) ont été ainsi collectés dans 

12 fermes et auprès de 13 laitiers durant la période de juin à septembre 2013. Les prélèvements 

on été effectués dans des flacons stériles de 200 mL et acheminés à +4°C dans un sac isotherme 

au laboratoire Alimentation, Nutrition et Santé (ALNUTS), localisé au niveau de l’Institut de la 

Nutrition, de l’Alimentation et des Technologies Agro-Alimentaires (INATAA) de l’Université 

Frères Mentouri Constantine 1. 

L’analyse microbiologique des échantillons a été réalisée dans un délai de 24 heures maximum 

après prélèvement.  
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Figure 07 Points de collecte des produits laitiers fermentés 

 

1.2- Isolement et identification phénotypique des isolats 

En vue d’isoler des streptocoques lactiques thermophiles, une série de dilutions décimales 

de 10-1 à 10-7 a été réalisée pour chaque échantillon dans de l’eau peptonée (oxoid). Un volume 

de 0,1 mL de la dilution appropriée est ensuite étalé sur gélose M17 supplémentée de 20 g/L de 

lactose (L) (Terzaghi et Sandine, 1975) (annexe 01) . Après incubation à 42°C pendant 24 à 48 

heures, une vingtaine de colonies distinctes issues de cultures dénombrables est prélevée. Ces 

colonies ont été purifiées par repiquages successifs sur gélose LM17 dans les mêmes conditions 

sus-citées. Les isolats ainsi purifiés ont été distingués par la coloration de Gram et la recherche 

de la catalase.  

 

1.2.1. Coloration de Gram 

Les isolats précédemment purifiés ont été différenciés selon leur type de coloration, leur 

morphologie cellulaire et leur mode de regroupement par la coloration de Gram (annexe 02). Les 

frottis préparés à partir de cultures jeunes sont séchés puis colorés selon la technique décrite par 

Gram (1884). 
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L’observation microscopique est faite à l’aide d’un microscope photonique (Motic modèle 18-

28) et permet ainsi de retenir parmi nos isolats, les coques à Gram positif. 

 

1.2.2. Recherche de la catalase 

Il est à souligner que le test de la catalase ainsi que tous les tests phénotypiques lui faisant 

suite ont été effectués selon Guiraud (2003). 

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau 

(H2O) et oxygène (O2). L’absence de cette enzyme représente une des clés d’identification des 

bactéries lactiques puisque elles en sont dépourvues. De ce fait, seuls les isolats ne présentant pas 

d’activité catalase sont retenus à ce stade de la sélection.  

La recherche de la catalase a été réalisée en mettant en contact une colonie pure avec de l’eau 

oxygénée à 10 volumes. La formation de bulles de gaz engendrées par le dégagement d’O2 

indique une activité catalase.  

 

1.2.3. Dégradation de l’esculine 

L’hydrolyse de l’esculine par une esculinase se traduit par un noircissement du milieu 

révélé par le citrate de fer. Cette méthode permet d’orienter la sélection en éliminant les 

entérocoques (esculinase positive) qui sont prédominants dans les produits laitiers traditionnels. 

Pour se faire, une colonie pure de chaque isolat à Gram positif et catalase négative a été repiquée 

sur gélose à la bile, à l’esculine et à l’azide de sodium (BEA – annexe 01) par la méthode des 

stries, puis incubée à 42°C pendant 24 heures.  

Les isolats présumés esculinase négative sont ainsi retenus. 

 

1.2.4. Croissance dans des milieux de culture hostiles (pH 9,6 et 6,5% de NaCl) 

Le bouillon LM17 a été ajusté à pH 9,6 avec une solution de NaOH (1N). Ensuite, un 

volume de 9 mL de bouillon est inoculé avec une colonie pure de chaque isolat testé, puis incubé 

à 42°C pendant 24 à 48 heures.  

La tolérance au sel a été estimée dans les mêmes conditions en utilisant le bouillon LM17 

supplémenté à 6,5% (p/v) de NaCl. 

Après incubation, la croissance bactérienne se manifeste par l’apparition d’un trouble dans le 

bouillon. Les isolats n’ayant engendré aucun trouble sont retenus pour la suite de l’identification.  
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Cette étape d’identification permet d’affiner la sélection en excluant les entérocoques et en se 

rapprochant des caractères présomptifs des streptocoques recherchés (incapacité de croissance à 

pH 9,6 et  à 6,5% (p/v) de NaCl). 

 

1.2.5. Conservation des isolats 

Les isolats présentant les caractéristiques générales des espèces recherchées ont été 

retenus pour une identification génétique. Ils ont été conservés à +4°C sur gélose LM17 avec un 

renouvellement des cultures toutes les 3 semaines et à -20°C dans du lait écrémé reconstitué à 

10% (p/v). Le lait étant cryoprotecteur est parfaitement adapté pour la conservation des BL. Une 

colonie pure est alors ensemencée dans 10 mL de lait écrémé reconstitué et incubée à 42°C 

jusqu’à coagulation, ensuite la culture est répartie dans des tubes eppendorf puis conservée à 

-20°C (Galia, 2016). 

 

1.3. Identification génotypique des isolats 

Les isolats retenus sur la base des critères phénotypiques ont été identifiés au niveau 

moléculaire (figure 08).  

L’ADN génomique de chaque isolat a été extrait et amplifié puis séquencé. L’analyse de la 

séquence codante du gène de l’ARN ribosomique 16S (ARNr 16S) a été ensuite effectuée 

permettant une identification au stade de l’espèce. 

La variabilité entre les isolats a été investiguée par l’analyse des séquences de l’espace 

intergénique ITS (16S-23S) et du gène sodA, ainsi que par les méthodes RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) et MLST (Multi Locus Sequence Typing).  
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Figure 08. Schéma de la sélection de S. thermophilus et S. macedonicus 

(-) croissance négative  

  

Profil électrophorétique 

12 fermes et 13 laitiers: 

40 échantillons 

(17 Lben et 23 Rayeb) 

 

 

 

Coques lactiques thermophiles 

Présomption 

S. thermophilus / S. macedonicus ? 

Identification génotypique 

ARNr16S 16S-23S sodA Gènes de ménage RAPD 

Confirmation 

 

 

Extraction ADN génomique + PCR 

Séquençage et analyse des séquences 

nucléotidiques 

Croissance à 42°C dans gélose LM17, 

cocci à Gram-positif, catalase négative 

BEA (-), NaCl 6,5% (-), pH 9,6 (-) 
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1.3.1. Extraction de l’ADN génomique 

L’extraction de l’ADN génomique pour l’ensemble des isolats sélectionnés a été réalisée 

selon le protocole de Colmin et al. (1991) adapté par Galia et al. (2009).  

Le principe de la technique consiste en une lyse des cellules, suivie d’une déprotéinisation par 

précipitation. L’ARN est ensuite éliminé par un traitement enzymatique, et l’ADN est enfin 

récupéré par précipitation.  

Chaque isolat est cultivé dans 50 mL de bouillon LM17 puis incubé à 42°C pendant 24 heures. 

Les cellules bactériennes sont récupérées par centrifugation à 3 900 g et à 4°C pendant 

10 minutes. Les culots sont lavés deux fois avec 5 mL de tampon TE (Tris-HCl 10 mM, acide 

Éthylène Diamine Tétra-Acétique (EDTA) 8 mM à pH 8) avant d’être resuspendus dans 5 mL de 

tampon TE. Ensuite, 250 µL de lysozyme (Roche, 5% p/v) sont ajoutés dans le but de lyser la 

paroi bactérienne. Après 1 heure d’incubation à 37°C, 600 µL d’EDTA (0,5 M à pH 8) et 50 µL 

de protéinase à 2% p/v K (Roche) sont rajoutés. L’ensemble est incubé à 37°C pendant 

15 minutes, puis 660 μL d’une solution de dodécylsulfate de sodium (SDS) à 10% (p/v) y sont 

additionnés. L’ensemble est de nouveau incubé à 50°C pendant 1 heure 30 minutes avec 

agitation jusqu’à lyse cellulaire.  

Le lysat ainsi obtenu est réparti en fractions de 1 mL dans des tubes eppendorf, puis mélangé 

avec 350 μL d’acétate de potassium (5 M acide acétique, 3 M acétate de potassium) à 4°C. 

Ensuite, les tubes sont placés pendant 10 minutes dans la glace, puis centrifugés 15 minutes à 

13 000 g à 4°C. A l’issu de cette étape, les protéines sont éliminées par précipitation et les acides 

nucléiques récupérés dans le surnageant. A celui-ci, ont été ajoutés 5 µL de RNAse A à 1% p/v 

(Roche) afin d’éliminer les ARN. 

Après une heure d’incubation à 37°C, 1 mL d’isopropanol est ajouté provoquant la précipitation 

de l’ADN génomique. L’ensemble est homogénéisé par retournement, puis centrifugé 

10 minutes à 4°C et à 13 000 g. Le culot d’ADN obtenu a ensuite été lavé avec l’éthanol à 70% 

(v/v),  séché, puis resuspendu dans 50 à 100 µL d’eau ultra pure.  

La qualité et la concentration de l’ADN génomique extrait sont évaluées par mesure de 

l’absorbance à 260 et 280 nm dans un spectrophotomètre de la marque Eppendorf. Un ratio 

A260/A280 compris entre 1,8 et 2 indique un taux de pureté élevé de l’ADN extrait. Une 

contamination protéique de l’ADN est supposée lorsque ce ratio est inférieur à 1,8 et quand il est 

supérieur à 2, cela indique une contamination de l’ADN par l’ARN (Gallagher et Desjardins, 

2006). Pour évaluer la concentration en ADN, une dilution 1/100 d’ADN génomique est réalisée 
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et l’absorbance est mesurée au spectrophotomètre (eppendorf) à 260 nm. 1 U.A. correspond à 

50 μg/mL d’ADN double-brin. 

 

1.3.2. Amplification des gènes par PCR 

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) permet d’amplifier in vitro de façon 

exponentielle la séquence du gène d’intérêt moyennant une ADN polymérase. Les conditions 

générales de la PCR consistent à soumettre un milieu réactionnel (ADN, amorces spécifiques, 

enzyme polymérase et désoxyribonucléotides libres) à des cycles de températures réitérés 

(dénaturation, hybridation et élongation).  

Dans ce travail, toutes les PCR ont été réalisées dans un volume final de 20 µL du milieu 

réactionnel composé de : 1 µL d’ADN génomique (100 ng), 2 µL de tampon de PCR 10X 

(Fermentas), 1,2 µL de MgCl2 (Fermentas, à 50 mM), 0,4 µL de dNTP (Biorad, à 10 mM), 1 µL 

de chaque amorce (Eurogentec, diluées au préalable à 10 µM), 0,1 µL de Taq polymerase 

(Invitrogen, à 5unités) et d’eau ultra pure (pour ajuster le volume final à 20 µL). 

Les différentes séquences des amorces utilisées pour amplifier les différents gènes ont été soit 

puisées de la littérature ou dessinées à partir du génome de S. macedonicus ACA-DC 198 

(Papadimitriou et al., 2012), à l’aide du programme Primer3 Plus 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). La pertinence de ces 

amorces a été validée par des tests in silico (http://insilico.ehu.es/PCR/) ; elles ont été 

synthétisées par la société Eurogentec à 100 µM. 

Les réactions de polymérisation ont été effectuées dans un thermocycleur My Cycler 

(Eppendorf) selon les programmes détaillés ci-après. 

 

Tableau 05. Séquences des amorces utilisées pour l’amplification des différents gènes par 

réaction PCR 

Gène Amorces Séquence des amorces Taille 

d’amplicon (pb) 

Température 

d’hybridation (°C) 

ARNr 

16S 

SSU-for TGCCAGCAGCCGCGGTA 
900 55 

SSU-rev GACGGGCGGTGTGTACAA 

ITS 16S-

23S 

ITS 16S TTGTACACACCGCCCGTCA 
600 54 

ITS 23S GGTACCTTAGATGTTTCAGTTC 

sodA 
sodA-for CCITAYICITAYGAYGCIYTIGARCC 

450 37 
sodA-rev ARRTARTAIGCRTGYTCCCAIACRTC 

 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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1.3.2.1. Amplification des gènes codant l’ARNr 16S 

Reconnue comme une méthode de référence pour identifier rapidement des espèces de 

BL, la séquence du gène de l’ARNr 16S obtenue a été analysée pour tous les isolats retenus suite 

à la sélection phénotypique.  

L’amplification du gène codant l’ARNr 16S a été réalisée par PCR dans les conditions 

précédemment décrites en utilisant des amorces universelles : SSUfor et SSUrev (tableau 05) 

(Dufour et al., 2008). Les réactions ont été conduites selon les étapes suivantes : dans un premier 

temps, les brins d’ADN sont séparés à 94°C pendant 4 minutes, s’ensuivent trente cycles 

d’amplifications. Chaque cycle est constitué d’une phase de dénaturation de 30 secondes à 95°C, 

puis d’une hybridation des amorces de 30 secondes à la température de 55°C, et d’une élongation 

à 72°C pendant 1 minute. Enfin une étape supplémentaire d’élongation d’une durée de 10 

minutes à 72°C est programmée pour achever la polymérisation totale de l’ADN (Dufour et al., 

2008).  

 

1.3.2.2. Amplification des séquences intergéniques 16S-23S 

Les séquences des régions intergéniques 16S-23S sont utilisées pour l’identification des 

bactéries au niveau de l’espèce et de la souche. Le séquençage de ces régions hypervariables 

permet, de ce fait, de confirmer et de compléter le résultat obtenu avec les séquences du gène de 

l’ARNr 16S et de discriminer les souches entre elles.  

Ces séquences ont été amplifiées avec les amorces ITS 16S et ITS 23S (tableau 05) décrites par 

Kostman et al. (1992) et (Dufour et al. (2008) dans les conditions suivantes : pré-dénaturation à 

94°C pendant 4 minutes ; puis 30 cycles de dénaturation à 94°C durant 30 secondes, 

d’hybridation à 54°C pendant 30 secondes, et 45 secondes d’élongation à 72°C ; enfin d’une 

extension finale de 10 minutes à 72°C. 

 

2.3.2.3. Amplification des séquences du gène sodA 

Sur la base de sa spécificité aux streptocoques, le séquençage du gène sodA permettrait de 

mettre en évidence des divergences possibles entre les souches au sein de la même espèce.  

Les amorces dégénératives sodA-for et sodA-rev ont été employées pour amplifier le fragment 

interne du gène codant la superoxyde dismutase sodA selon le diagramme de température 

suivant : pré-dénaturation à 95°C pendant 3 minutes ; s’en suivent 30 cycles de dénaturation de 

30 secondes à 95°C, puis 30 secondes d’hybridation à 37°C et 45 secondes d’élongation à 72°C, 

et enfin une extension finale de 10 minutes à 72°C (Poyart et al., 2002). 
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1.3.2.4. Amplification aléatoire de l’ADN polymporphe (RAPD-PCR) 

La méthode RAPD-PCR a été appliquée aux isolats de cette étude en vue de déceler une 

éventuelle variabilité génétique. L’amplification aléatoire d’ADN génomique polymorphe par 

l’utilisation de l’amorce XD9 (5’-GAAGTCGTCC-3’) (Moschetti et al., 1998) a été réalisée 

dans les conditions standards de PCR (section 1.3.2).  

Les paramètres du cycle PCR sont les suivants : pré-dénaturation à 94°C pendant 4 minutes ; 

puis 40 cycles de dénaturation à 94°C durant 1 minute, une hybridation à 31°C pour 1 minute, et 

une élongation à 72°C pendant 2 minutes; enfin une extension finale de 7 minutes à 72°C pour 

achever la polymérisation (Blaiotta et al., 2011). 

Plusieurs essais ont été effectués, en variant certains paramètres (concentrations d’ADN, 

température d’hybridation), et qui se sont révélés infructueux, notamment en termes de 

reproductibilité. Le recours à une autre méthode de typage (MLST) s’est avéré donc nécessaire. 

 

1.3.2.5. Amplification des fragments internes de gènes de ménage (MLST)  

La technique MLST a été réalisée selon les protocoles de Delorme et al. (2007 ; 2010), 

El-Sharoud et al. (2012), Shibata et al. (2014) et Junjua et al. (2016), afin d’estimer la diversité 

génétique entre les souches de la même espèce. 

Les amorces utilisées pour l’amplification des fragments internes des gènes de ménage ddlA, 

pepO, glcK, ilvC, thrS, tkt, dnaE, pyrE et serB, ont été puisées des travaux sus-cités adaptés par 

Junjua et al. (2016) en ce qui concerne l’espèce S. thermophilus.  

Par ailleurs, pour S. macedonicus, les amorces ont été spécifiquement dessinées sur la base du 

génome de la souche S. macedonicus ACA-DC 198 (Papadimitriou et al. 2012) avec le 

programme Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). 

Quant aux gènes dpr, gmk, rpoD, parC, pta, pyrC et recN, ils ont été amplifiés par les amorces 

de Shibata et al. (2014). Les séquences des différentes amorces utilisées dans le schéma MLST 

ainsi que la taille des amplicons attendus et la température d’hybridation sont indiquées dans les 

tableaux 06 et 07 

Le protocole d’amplification de tous ces gènes a été précédemment décrit (section 1.3.2). Le 

diagramme du cycle de température pour les réactions PCR des gènes ddlA, pepO, glcK, ilvC, 

thrS, tkt, dnaE, pyrE et serB correspond à celui de Delorme et al. (2007) : pré-dénaturation de 

5 minutes à 94°C, suivi par 30 cycles de 30 secondes à 94°C, 30 secondes à 50°C (55°C pour 

S. macedonicus), et 1 minute à 72°C, extension finale de 10 minutes à 72°C. 
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L’amplification des gènes de ménage dpr, gmk, rpoD, parC, pta, pyrC et recN a été menée dans 

les conditions de Shibata et al. (2014) selon le diagramme suivant : pré-dénaturation à 94°C 

pendant 1 minute, suivi par 30 cycles de 45 secondes à 94°C, 45 secondes à 55°C, et 45 secondes 

à 72°C, extension finale de 5 minutes à 72°C.  

 

1.3.3. Electrophorèse sur gel d’agarose des produits de PCR  

Les produits d’amplification de la PCR obtenus sont révélés par électrophorèse sur gel 

d’agarose à 1% (p/v) et à 1,5% pour la RAPD. La taille des fragments est estimée par 

comparaison à un marqueur de taille EZ-Load 100 bp (BioRad) et GeneRuler 100 bp Plus DNA 

Ladder (ThermoScientific). 

Pour cela, 4 µL de produit de PCR est mélangé avec 1 µL de tampon de dépôt 5X composé de 

0,25% (p/v) de bleu de bromophénol, de 70% (p/v) de saccharose et de 0,1 M d’EDTA à pH 8. 

Ensuite, une migration horizontale est réalisée sur un système d'électrophorèse Mupid® One 

(Eurogentec) en tampon TAE 0,5X (acétate de Tris 40 mM, EDTA 1 mM) sous une tension de 

100 volts pendant 30 minutes (130 volts pendant 2 heures pour la RAPD).  

Les bandes électrophorétiques sont visualisées à 254 nm avec un système GelDoc (BioRad) 

après immersion du gel dans une solution contenant 0,5 μg/mL de bromure d'éthidium pendant 

une dizaine de minutes et rinçage à l’eau distillée. 

 

 

 

.  
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Tableau 06. Séquences des amorces et fonctions des gènes du schéma MLST 

Gène Amorces  
Séquence (5’ - 3’) 

Fonction du gène S. macedonicus S. thermophilus 

glcK  

glcK-for GGGATTGACCTTGGTGGGAC TGGGCAGAAACTCAAGAA 

Glucose kinase 
glcK-rev  AAGACTTGCTGCACCGATGA AACACCACCACCGATAAC 

ddlA 

ddlA-for CTGAGAGTGTCATGCGTGCG TCAAGTGTAGCTATGGAC 
D-alanine D-

alanine ligase ddlA-rev ATGGCTTTCGCGTTTTTCAA GTAGATGGCTCCATCCTC 

pepO  

pepO-for CCACATTGGGTCTCCTGCTT AACTCTACCACCCATATGA 

Endopeptidase 
pepO-rev  GGCGCCAAATGCAAGAAGAA GGTTTATTCCACTTGCTCCAG 

ilvC  

ilvC-for  TGGTTATGGCTCACAAGGTCA ATACAGGTCACGATGTTAT 
Kétol acide 

réductoisomérase ilvC-rev  TGAATGCGTCGTCATCGTTT GGTGCATATCCAGCTTCAGT 

thrS   

thrS-for  TGGACCGTAAAAGGCTGCTT ATCACTGAAGATGGAAGC 
Thréonyl-ARNt 

synthétase thrS-rev  CCTGACCACGAAGATGCACT CCAAGTTTACGGTGGTCA 

tkt  

tkt-for  CAGGACATGGTTCTGCCCTT CTGGCCACCCTGGTGTGG 

Transcétolase tkt-rev  CGTGAGTTGGTCCGTCTTCA GGAGCACCGTGAACACCG 

pyrE  

pyrE-for  TCACAAATTGCATCAGATTTGCT CGCTTTACGGAGGAACAT 
Orotate phospho-

ribosyltransférase pyrE-rev  TCACGCCAAGTTTCTTGATTTTCT GTCCGTCTGCAGTGATGT 

dnaE   

dnaE-for  GTCAGACCTCTATCCACGCG GGACTGGGAGCCTGGGAT 
ADN- 

 polymérase III dnaE-rev  CGCAAATAGACTCCCGAGCT ACTCCCTGCAGCAGACCC 

serB  

serB-for  TGGTAAGGCGCTTCTTTTCG GGTCCAAGAAGAAGTAATTGA 
Phosphosérine  

Phosphatase serB-rev  TGGATGTGGACTCTACCCTCA GACCTTATACAAATCTGGTT 

Dpr 

dpr-for CCAAGCGGTTGCTGATTTGTC 

 

Protéine de 

résistance au 

peroxyde  
dpr-rev ATTTGATTCCTGGTGCTTGTCC 

Gmk 

gmk-for CCGTTTCTATGACAACACGCC 

Guanylate kinase gmk-rev CGTCCGATAACACGATCAACA 

rpoD 

rpoD-for CGGACAAAGAAGGAAATCCATC 
Facteur sigma de 

l’ARN-polymérase  rpoD-rev GTTTCAACCATGTGAACAGGA 

parC 

parC-for TGGCTTGAAGCCTGTTCAAC Sous-unité A de 

l’ADN-

topoisomérase 

IV  

parC-rev TCAATGAGGTAAACAACCGC 

Pta 

pta-for TGTTTGCTGACTGTGCGATT 
Phosphate 

Acétyltransférase pta-rev CCATCAATAGCTTGAGCAGCT 

pyrC 

pyrC-for GGCTTTGATCAGGTTGCAGA 

Dihydrotase pyrC-rev GGTCTTCTTCGTGAACGGCAA 

recN 

recN-for AGGGAAATTCAATCGTGATGGC Protéine de 

réparation de 

l’ADN 
recN-rev TCTTCAAAAGTTCGCGAGCTTG 
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Tableau 07. Tailles d’amplicons attendues dans les réactions PCR pour étude MLST 
 

Amorces Taille d’amplicon (pb) 

S. macedonicus S. thermophilus 

glcK-for / glcK-rev 930 488 

ddlA-for / ddlA-rev 968 472 

pepO-for / pepO-rev 1200 583 

ilvC-for / ilvC-rev 900 476 

thrS-for / thrS-rev 1150 518 

tkt-for / tkt-rev 1160 571 

pyrE-for / pyrE-rev 614 546 

dnaE-for / dnaE-rev 1100 491 

serB-for / serB-rev 562 498 

dpr-for / dpr-rev 431 

 

gmk-for / gmk-rev 480 

rpoD-for / rpoD-rev 460 

parC-for / parC-rev 480 

pta-for / pta-rev 487 

pyrC-for / pyrC-rev 499 

recN-for / recN-rev 455 

For : forword, rev : reverse 

 

 

1.3.4. Purification des produits de PCR  

Les amplicons sont purifiés par un kit de purification (Roche Applied Science, Meylan, 

France) conformément aux recommandations du fabricant. 

Pour cela, chaque tube de PCR, contenant les produits de PCR, est ajusté à 100 µL avec de l’eau 

ultra pure. Un volume de 500 µL du tampon de ligation (binding buffer : 3 M guanidine-

thiocyanate, 10 mM Tris-HCl, 5% (v/v) éthanol, pH 6,6) est alors ajouté à chaque tube. 
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L’ensemble est mélangé puis transféré dans un tube à filtre (inséré dans un tube collecteur ou 

colonne) pour être centrifugé à 13 000 g pendant 60 secondes. L’ADN reste accroché au filtre et 

la solution résiduelle est éliminée.  

Un volume de 500 µL de tampon de lavage (wash buffer : 80% (v/v) éthanol, 20 mM Tris-HCl, 

pH 7,5) est ajouté dans le tube à filtre qui est ensuite centrifugé à 13 000 g pendant 60 secondes. 

La solution est jetée et le filtre est récupéré pour un deuxième lavage de l’ADN dans les mêmes 

conditions avec 200 µL de tampon de lavage. 

Le filtre est ensuite inséré dans un tube Eppendorf propre qui reçoit 20 µL d’eau ultra pure. 

Après centrifugation dans les conditions précédemment décrites, l’ADN est alors élué. 

La qualité et la concentration de l’ADN sont vérifiées par mesure spectrophotométrique 

(spectrophotomètre, eppendorf) de l’absorbance à 260 nm et 280 nm, qui renseignent sur la 

pureté et la concentration de l’ADN. 

 

1.3.5. Séquençage 

Les amplicons purifiés ainsi que les amorces ayant servies aux réactions de PCR (à la 

concentration de 50 mM) ont été envoyés à la société Beckman Coulter Genomics 

(https://myproject.beckmangenomics.com/myp/home?siteid=col&mapid=home) en France pour 

séquençage. Celui-ci est réalisé selon la méthode de Sanger (1977) qui permet de déterminer la 

succession linéaire des bases A, C, G et T prenant part à la structure de l’ADN.  

 

1.3.6. Analyse des séquences nucléotidiques 

1.3.6.1. Alignement avec les séquences nucléotidiques des banques de données biologiques 

Le traitement des séquences nucléotidiques pour l’ensemble des gènes analysés (gène 

codant l’ARNr 16S, ITS, sodA, gènes de ménage) a été effectué à l’aide des programmes 

BLASTn disponibles sur le site : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ et ClustalW 

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw.) Le premier permet de déterminer le pourcentage de 

similarité des séquences de la souche inconnue avec les séquences de références déposées dans 

les banques de données (Genbank) et le second est destiné aux alignements multiples des 

séquences nucléotidiques entre elles.  

Concernant l’étude MLST, les séquences de tous les isolats pour chaque locus sont alignées et 

comparées en utilisant les programmes ClustalW et BLASTn. Les numéros d'allèles sont alors 

attribués aux séquences uniques de façon arbitraire pour les isolats de S. macedonicus et sur la 

https://myproject.beckmangenomics.com/myp/home?siteid=col&mapid=home
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
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base des numéros d’allèles existant dans la base de données Genbank et les travaux de Delorme 

et al. (2010) et Junjua et al. (2016) pour l’espèce S. thermophilus. Un profil allélique est ensuite 

obtenu pour chaque isolat qui correspond à une série de nombres entiers (10 maximum pour 

S. macedonicus et 9 pour S. thermophilus). Le pourcentage de divergence a également été 

déterminé en tenant compte du nombre de sites variables et de la longueur des séquences pour 

chaque locus. 

 

1.3.6.2. Etude phylogénétique 

L’analyse phylogénétique est réalisée dans le but de visualiser des divergences génétiques 

entre nos isolats et les souches les plus proches. 

Pour S. thermophilus. L’arbre phylogénétique a été construit sur la base de séquences 

concaténées de neuf gènes de ménage (ddlA, pepO, glcK, ilvC, thrS, tkt, dnaE, pyrE et serB) 

après alignement multiple des séquences de ces gènes correspondant à nos souches et celles des 

espèces apparentées par le programme ClustalW. La méthode du Neighbor-Joining basée sur le 

modèle de Tamura-Nei (Tamura et Nei, 1993) a été utilisée pour créer l’arbre sur le logiciel 

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 7.0.26 (Kumar et al., 2016). Les 

séquences des gènes des souches de S. thermophilus de la collection de l’Unité de recherche 

Animal et Fonctionnalité des Produits Animaux (laboratoire URAFPA, INRA, Université de 

Lorraine) ont été associées dans la construction de l’arbre (Junjua et al., 2016). Des séquences 

des souches de l’espèce S. salivarius JIM8777, CCHSS3 et 57I ont servi à enraciner l’arbre. 

Concernant S. macedonicus, une séquence concaténée des dix gènes de ménage variables (pyrC, 

ilvC, pta, recN, ddlA, dpr, gmk, parC, rpoD et serB) a été créée après alignement des séquences 

avec le programme ClustalW et l'arbre phylogénétique a été construit avec la méthode du 

maximum de vraisemblance sur la base du modèle Tamura-Nei (Tamura et Nei, 1993). La 

fiabilité de l’arbre est vérifiée avec un test de Bootstrap impliquant 1000 réplications sur le 

logiciel MEGA7. Des séquences des gènes des souches de l’espèce S. gallolyticus UCN34, 

ATCC43143 et ATCCBAA-2069 ont été utilisées pour enraciner l'arbre. 

 

1.3.7- Numéros d’accession des séquences nucléotidiques 

Les séquences des allèles de S. macedonicus ont été déposées dans la banque de données 

GenBank sous les numéros suivants : KU873024 (gène ilvC, allèle 1), KU873025 (gène ilvC, 

allèle 2), KU873031 (gène ddlA, allèle 2), KU873032 (gène dpr, allèle 2), KU873033 (gène gmk, 

allèle 2), KU873035 (gène rpoD, allèle 2), KU873034 (gène parC, allèle 2), KU873026 (gène 
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pyrC, allèle 1), KU873027 (gène pyrC, allèle 2), KU873028 (gène pta, allèle 1), KU873029 

(gène pta, allèle 2), KU873030 (gène recN, allèle 2), KU873036 (gène serB, allèle 2). 

La souche S. macedonicus PA a également été déposée dans la collection française de bactéries 

alimentaires (CIRM-BIA, Rennes, France) sous le numéro d’enregistrement CIRM-BIA 2314.  

 

2. Capacité acidifiante des isolats en lait 

La capacité acidifiante de nos isolats en lait a été réalisée selon le protocole de Lombardi 

et al. (2004) avec quelques modifications. 

Des pré-cultures des isolats sélectionnés ainsi que la souche S. thermophilus LMD-9 (ATCC® 

BAA-491™), utilisée comme témoin, ont été effectuées dans du lait écrémé reconstitué à 10% 

(p/v) additionné de bactotryptone à 1% (p/v) (Sigma-Aldrich).  

Les pré-cultures sont réalisées par ensemencement des souches congelées dans le lait avec 

bactotryptone et incubation pendant une nuit à 42°C. Ces pré-cultures ont servi à inoculer à 1% 

(v/v) le lait écrémé seul et enrichi en bactotryptone, puis elles ont été incubées pendant 8 heures 

à 42°C.  

La capacité de nos isolats à acidifier le lait seul ou enrichi qui se traduit par le niveau de 

réduction du pH de celui-ci est estimée par des mesures de pH toutes les 30 minutes à l’aide d’un 

pH-mètre (Jenway modèle 3505).  

 

3. Tests de survie in vitro aux conditions simulant le tractus gastro-intestinal 

3.1. Test de survie à l’acidité 

L’évaluation de la résistance des souches sélectionnées à l’acidité est réalisée selon une 

modification du protocole de Thirabunyanon et al. (2009).  

Le principe de ce test est basé sur l’exposition des souches à des milieux de faibles pH pendant 

un certain temps, suite à quoi, leur survie est déterminée par dénombrement des colonies sur 

milieu gélosé en comparaison avec un témoin. 

Afin de simuler les conditions acides de l’estomac, une gamme de solutions de pH 2, pH 3, pH 4 

et pH 7 (comme témoin) est réalisée. La solution de base employée est de nature isotonique, il 

s’agit de la solution saline équilibrée de Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Fisher 

Scientific). Celle-ci est ajustée avec du HCl (1 M) au pH requis à l’aide d’un pH-mètre. Toute la 

gamme de solutions est ensuite stérilisée par filtration (0,45 µm, Sartorius).  
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Des pré-cultures à 1% (v/v) sont effectuées dans du lait écrémé additionné de1% (p/v) de bacto 

tryptone (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, États-Unis) et incubées pendant 18 heures à 42°C. 

Les souches de référence S. thermophilus LMD-9 et Lb. rhamnosus GG : LGG (ATCC® 

53103™) sont pré-cultivées dans les bouillons LM17 à 42°C et MRS (Sigma Aldrich) à 37°C, 

respectivement.  

Les cultures sont réalisées par ensemencement à 1% (v/v) de la pré-culture dans le bouillon 

LM17 et incubées à 42°C pour le genre Streptococcus et dans le bouillon MRS à 37°C pour Lb. 

rhamnosus. Après 14 heures d'incubation, les cultures sont centrifugées à 1 878 g pendant 

15 minutes à 37°C puis les culots bactériens sont lavés une fois avec la solution HBSS. Ensuite, 

les cellules bactériennes sont remises en suspension dans un volume de HBSS permettant 

d’atteindre une concentration finale d'environ 1010 UFC/mL. Celle-ci correspond à des densités 

optiques (DO)600 nm d’environ 15 pour S. thermophilus, 20 pour S. macedonicus et une DO650 nm 

de 90 pour Lb. rhamnosus GG (les volumes de cultures initiales prévues sont respectivement, de 

50, 100 et 200 mL). 

Un volume de 0,2 mL de la suspension bactérienne est ajouté à 1,8 mL de chaque solution HBSS 

ajustée aux pH 2, pH 3, pH 4 et pH 7 (témoin). Les bactéries exposées à ces milieux sont ensuite 

incubées à 37°C pendant 2 heures.  

Des prélèvements sont réalisés juste avant incubation au temps 0 (0 h) et après 2 heures 

d’expositions des bactéries aux différents milieux acides. Des dilutions en cascades sont réalisées 

puis un étalement de 0,1 mL de chaque dilution est effectué sur les géloses LM17 pour les 

streptocoques et MRS pour la souche Lb. rahmnosus GG. Après incubation des bactéries à 42°C 

(37°C pour la souche Lb. rahmnosus GG) en anaérobiose pendant 24 à 48 heures, leur survie est 

estimée par dénombrement des bactéries viables et les résultats sont exprimés en Log10 UFC/mL.  

 

3.2. Test de survie aux sels biliaires 

La capacité de survie des souches en présence de différentes concentrations en SB a été 

déterminée selon le protocole de Kebouchi et al. (2016). 

La solution de SB utilisée a été préparée dans du HBSS avec un mélange équimolaire de 

SB (MSB) à une concentration de 100 mM. Ce mélange contient le taurocholate de sodium, le 

cholate de sodium et le désoxycholate de sodium (Sigma-Aldrich).  

Avant l’utilisation de la solution du MSB, celle-ci est stérilisée à 95°C pendant 15 minutes, 

ensuite, des concentrations intermédiaires sont effectuées dans du HBSS. 
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Les pré-cultures et les cultures des souches bactériennes sélectionnées et de référence 

(S. thermophilus LMD-9 et Lb. rahmnosus GG) sont réalisées dans les mêmes conditions 

décrites dans la section précédente (section 3.1). 

Après 14 heures de culture dans le bouillon LM17 à 42°C pour les streptocoques (MRS à 37°C 

pour Lb. rahmnosus GG), les suspensions bactériennes sont centrifugées pendant 15 minutes à 

1 878 g et à 37°C. Les culots sont lavés une fois avec du HBSS et remis en suspension dans les 

bouillons LM17 pour les streptocoques et MRS pour la souche Lb. rahmnosus GG à une 

concentration finale de 1010 UFC/mL.  

Les suspensions bactériennes (1,8 mL) sont additionnées, chacune d’un volume de 0,2 mL de 

MSB. Les bactéries sont alors exposées au MSB aux concentrations finales de 4, 5, 6 et 10 mM 

(témoin négatif 0 mM). Ces concentrations sont obtenues telles que c’est décrit au tableau 08. 

Des volumes de MSB à 100 mM sont alors dilués dans des solutions HBSS pour obtenir les 

concentrations intermédiaires de 40, 50 et 60 mM. A partir de ces solutions, un volume de 

0,2 mL est ajouté à 1,8 mL de suspension bactérienne afin d’atteindre les concentrations finales 

du MSB. 

 

Tableau 08. Préparation des solutions de sels biliaires 

V. MSB (100 mM) 

(µL) 

V. HBSS 

(µL) 

CI. MSB 

(mM) 

V. MSB (CI) 

(µL) 

CB 

(µL) 

CF. MSB 

(mM) 

0 2000 0 200 1800 0 

800 1200 40 200 1800 4 

1000 1000 50 200 1800 5 

1000 660 60 200 1800 6 

2000   0 100 200 1800 10 

V : volume ; MSB 100 mM : mélange de SB à la concentration de 100 mM ; CI : concentration 

intermédiaire ; CF : concentration finale ; CB : culture bactérienne. 

 

Toutes les suspensions bactériennes exposées ou non aux différentes concentrations de MSB 

sont incubées pendant 2 heures à 37°C. Un volume de 100 µL est prélevé de chaque suspension 

bactérienne exposée ou non aux différentes concentrations en MSB avant et après incubation 

(0 h et 2 h). Des dilutions en série sont réalisées et étalées à raison de 0,1 mL sur la gélose LM17 

pour les streptocoques et sur la gélose MRS pour la souche Lb. rahmnosus GG. Après incubation 

des streptocoques à 42°C et de la souche de lactobacille à 37°C pendant 24 à 48 heures en 
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conditions d’anaérobiose, la survie des bactéries est évaluée par un dénombrement des bactéries 

viables et les résultats sont exprimés en Log10 UFC/mL de cellules bactériennes viables.  

 

4. Adhésion in vitro des souches aux cellules épithéliales intestinales 

Trois modèles cellulaires différents ont été utilisés pour l’étude de l’adhésion in vitro de 

nos souches aux cellules épithéliales intestinales. Il s’agit des lignées de cellules Caco-2 TC7 

obtenues grâce au Pr. Isabelle Chevalot (UMR 7274, Laboratoire Réactions et Génie des 

Procédés, Nancy, France), les cellules sécrétrices de mucus HT29-MTX ayant été fournies par 

Thécla Lesuffleur (INSERM UMR S 938, Paris, France) (Lesuffleur et al., 1990) ainsi que les 

cellules HT29-CL.16E, obtenues auprès d’Ephyscience (Nantes, France) (Augeron et Laboisse 

1984).  

Les trois lignées sont issues d’adénocarcinome colique humain. Les cellules Caco-2 TC7 ayant 

la particularité de ne pas secréter de mucus (Pinto et al., 1983 ; Liévin-Le Moal et Servin, 2013), 

tandis que les deux autres lignées produisent du mucus essentiellement gastrique (MUC5AC) 

pour les cellules HT29-MTX (Augeron et Laboisse, 1984 ; Velcich et al., 1995) et intestinal 

(MUC2) pour les cellules HT29-CL.16E (Lesuffleur et al,. 1990).  

Avant de procéder aux tests d’adhésion, les trois lignées cellulaires ont été mises en culture au 

laboratoire URAFPA (INRA, Université de Lorraine) selon le protocole du laboratoire. 

 

4.1. Culture cellulaire 

Les cellules eucaryotes étant extrêmement sensibles aux contaminations, leur culture est 

réalisée dans un environnement stérile tenant compte des exigences de désinfection et de 

stérilisation. La culture des cellules s’est déroulée dans une pièce isolée avec une hotte à flux 

laminaire vertical. 

Les lignées cellulaires Caco-2 TC7 sont cultivées dans le milieu Dulbecco Modified Eagle’s 

Minimal Essential Medium (DMEM, Glutamax, Gibco, Fisher Scientific) supplémenté de 4,5 g/L 

de glucose, contenant 20% (v/v) de Sérum de Veau Fœtal décomplémenté (SVF ; Gibco), 1% 

(v/v) d’acides aminés non essentiels et 1% (v/v) d’antibiotiques (Gibco) : pénicilline (5 000 

U/mL) et streptomycine (5 000 μg/mL). 

Quant aux cellules HT-29, le milieu DMEM à 4,5 g/L de glucose est supplémenté de 10% (v/v) 

de sérum de SVF (Gibco), et 1% (v/v) d’antibiotiques : pénicilline (5 000 U/mL) et 

streptomycine (5 000 μg/mL). 



Matériel & Méthodes 

 

77 
 

Après décongélation, les cellules sont d’abord cultivées dans des flacons en plastique à bouchons 

ventilés de 25 cm2 ou 75 cm2 (Dutscher) dans du DMEM à 37°C en atmosphère humide (90%) 

enrichie à 10% de CO2.  

Au bout de 4 jours de culture, les cellules arrivent à confluence (formation de tapis cellulaire), 

elles peuvent alors être repiquées. Il faut noter que Le milieu de culture est changé 48 heures 

après repiquage puis tous les jours afin d’assurer un apport régulier des nutriments essentiels 

nécessaires à la croissance et à la multiplication des cellules. 

Le milieu de culture est alors aspiré, le tapis cellulaire est rincé avec une solution tamponnée 

saline de phosphate PBS (Phosphate Buffered saline, Gibco) sans calcium ni magnésium, 

préalablement chauffé à 37°C, puis 5 mL de trypsine à 0,05% (Gibco) sont ajoutés. Les cellules 

et la trypsine sont incubées à 37°C pendant 5 à 10 minutes pour décoller toutes les cellules. La 

trypsine est ensuite neutralisée avec le même volume du milieu de culture DMEM, puis 

l’ensemble est centrifugé à 470 g pendant 5 minutes à 37°C.  

Les culots sont repris dans 5 mL du milieu DMEM, approprié pour chaque type cellulaire par 

pipetages répétés et les cellules sont comptées sur une cellule de Malassez. L’ensemencement est 

effectué à un taux de 100 000 cellules/25 cm2 et 500 000 cellules/75 cm2 et les cellules sont 

incubées à 37°C en atmosphère humide (90%) enrichie à 10% de CO2.  

Une fois arrivée à confluence, après observation du tapis cellulaire au microscope inversé 

(Nikon), les cellules sont alors ensemencées en puits. Elles sont trypsinées dans les mêmes 

conditions que décrites ci-dessus. L’ensemencement est effectué à partir des suspensions 

cellulaires dans des boites de culture stériles (Dutscher) à 6 puits (avec une surface effective de 

9,7 cm2) à des taux d’environ 6.104 ; 2,4.104  et 4.104 cellules/cm2 pour les cellules Caco-2 TC7, 

HT29-MTX et HT29-CL.16E, respectivement. Toutes les cellules sont maintenues dans le milieu 

de culture DMEM, adapté à chaque type cellulaire, supplémenté d’antibiotiques à 37°C, en 

atmosphère humide contenant 10% de CO2 pendant 21 à 25 jours, au bout desquels la 

différenciation des monocouches est obtenue.  

Il est à indiquer que les antibiotiques sont ôtés du milieu de culture (DMEM) deux jours avant le 

test d’adhésion afin d’éviter les interactions avec les bactéries. 

 

4.2. Tests d’adhésion 

L’adhésion in vitro des souches de streptocoques sélectionnées aux trois lignées de 

cellules épithéliales a été évaluée selon le protocole de Kebouchi et al. (2016). Les souches 
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S. thermophilus LMD-9 et Lb. rahmnosus GG ont également été utilisées comme souches de 

référence pour ces tests. 

Le principe de la technique repose sur la mise en contact des bactéries à tester avec les cellules 

intestinales (cultivées au préalable in vitro pendant 21 à 25 jours) pendant 2 heures à 37°C, 

température physiologique du corps humain (figure 09). Après élimination du surnageant et 

lavage, le nombre de bactéries qui ont adhéré est déterminé par dénombrement sur milieu gélosé.  

Les cultures et les pré-cultures des différentes souches à tester (souches sélectionnées et de 

référence) ont été réalisées dans les conditions décrites dans la section 4.1.  

Les cellules bactériennes issues des cultures de 14 heures sont centrifugées pendant 15 minutes à 

1 878 g et à 37°C. Les culots sont lavés avec la solution HBSS et remis en suspension dans le 

milieu DMEM dépourvu d’antibiotiques à une concentration de 1010 UFC/mL. Une aliquote de 

cette suspension est prélevée pour déterminer le nombre de bactéries initiales après dilution, 

étalement sur milieux gélosés LM17 et MRS et incubation aux températures de 42°C et 37°C 

pour les streptocoques et la souche Lb. rahmnosus GG, respectivement pendant 24 heures. 

Avant de procéder au test d’adhésion proprement dit, le milieu DMEM est ôté des puits, et les 

cellules épithéliales sont délicatement lavées avec 1 mL de solution HBSS préalablement 

chauffée à 37°C pour éliminer les cellules mortes et les débris cellulaires. Dans chaque puits 

contenant une monocouche de cellules épithéliales, un volume de 2 mL de la suspension 

bactérienne est déposée à une concentration finale de 1010 UFC/mL (DO 600 nm, d’environ 15 et 

20, respectivement, pour S. thermophilus et S. macedonicus et DO 650 nm d’environ 90 pour Lb. 

rhamnosus GG). Cela permet d’avoir un ratio de cellules bactériennes/cellules épithéliales de 

1 000 pour 1. L’ensemble est ensuite incubé pendant 2 heures à 37°C, en atmosphère humide 

(90%) contenant 10% de CO2.  

Après incubation, 2 mL des surnageants de chaque puits sont récupérés et les monocouches 

cellulaires sont lavées quatre fois en déposant délicatement 1 mL de solution HBSS le long de la 

paroi du puits à chaque fois. Ces 4 mL de lavage sont rajoutés aux surnageants puis récupérés 

après incubation contenant ainsi les bactéries qui n’ont pas adhéré aux cellules épithéliales, elles 

seront par conséquent dénombrées. 

Les monocouches de cellules (culots) sont alors raclées trois fois avec 1 mL (3*1 mL) de Triton 

X-100 (Sigma) à 0,1% (v/v) à l’aide d’un grattoir (Dominique Dutscher) et récupérées dans un 

tube stérile. Cette solution (cellules et triton) est ensuite passée trois fois à travers une 

seringue > 21 G (Gauge) puis incubée pendant 30 minutes à température ambiante. Ces culots 
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représentent les bactéries ayant adhérées aux cellules épithéliales et sont alors dénombrées après 

dilution et étalement sur gélose appropriée (LM17 ou MRS) pour chaque genre bactérien utilisé 

dans cette étude et incubation aux températures adéquates (42°C ou 37°C) en conditions 

d’anaérobiose pendant 24 à 48 heures.  

Les résultats sont exprimés en nombre de bactéries adhérées exprimé en UFC/mL par cellule 

épithéliale (le nombre de cellules épithéliales contenues dans un puits étant de 11. 106).  

Il est à souligner que des tests préliminaires d’adhésion ont été menés avec les souches 

S. thermophilus LMD-9 et Lb. rahmnosus GG en puits en inserts afin de choisir le support 

d’adhésion à adopter. Ces tests ont été réalisés dans les mêmes conditions de culture cellulaire et 

d’adhésion décrits ci-dessus. 

 

5. Analyse statistique des résultats 

Les données des expérimentations sur la survie à l’acidité et aux sels biliaires ainsi que 

celles relatives à l'adhésion bactérienne sont issues de deux expériences réalisées en duplicatas 

indépendants. Elles ont été traitées à l'aide d'une analyse de variance (ANOVA) suivie d'une 

comparaison de plusieurs moyennes avec la correction de Tukey. Les résultats ont été exprimés 

en moyenne avec l’erreur type (SEM : Standard Error of the Mean). Les différences ont été 

considérées comme statistiquement significatives lorsque la valeur de p <0,05. 
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Figure 09. Principe général de l’adhésion in vitro des bactéries aux cellules épithéliales 

intestinales 
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1. Isolement et identification des isolats 

Le premier objectif de ce travail était d’isoler de nouvelles souches de S. thermophilus et de 

S. macedonicus, dans des laits fermentés traditionnels collectés au niveau de la région de 

Constantine (Algérie). Notons qu’il s’agit des seules espèces inoffensives d’origine alimentaire du 

genre Streptococcus. A ce jour, S. thermophilus est largement utilisée en industrie alimentaire. 

S. macedonicus pourrait l’être également dans un avenir proche.  

D’autre part, ces deux espèces sont souvent les plus représentées du genre dans le lait de vache et 

les produits laitiers (Yin, 2014). S. thermophilus est d’ailleurs souvent isolée dans des laits 

fermentés et des fromages de par le monde (Andrighetto et al., 2002 ; Mora et al., 2002 ; Gezginc et 

al., 2015). Quant à S. macedonicus, elle a été mise en évidence surtout dans des fromages 

traditionnels grecques, mais aussi italiens, français, etc. (Tsakalidou et al., 1998 ; Callon et al., 

2004 ; Lombardi, 2004 ; De Vuyst et Tsakalidou, 2008).  

Ces éléments nous ont incités à rechercher ces deux espèces dans des produits laitiers fermentés 

traditionnels algériens. Notre choix s’est porté sur les lben et rayeb considérés comme les seuls laits 

fermentés traditionnels connus, consommés, et fabriqués jusqu’à présent dans cette région 

d’Algérie. Ils sont, habituellement, soit produits au niveau des fermes pour une consommation 

familiale, soit fabriqués chez les laitiers à partir de laits crus issus de plusieurs fermes, ce qui 

suggère une diversité de la matière première et par la même de la flore lactique.  

Afin d’atteindre notre objectif, nous avons combiné des approches phénotypiques et génotypiques 

pour identifier les isolats issus des quarante produits fermentés dont 17 lben et 23 rayeb recueillis 

dans 12 fermes et auprès de 13 laitiers. 

 

1.1. Identification phénotypique des isolats 

L’isolement des souches a été réalisé sur gélose M17 supplémentée de lactose (LM17) à 

42°C favorisant la sélection de coques thermophiles. L’aspect morphologique, à l’échelle macro et 

microscopique, des colonies et des cellules obtenues sur gélose LM17 selon les conditions sus-

citées ainsi que la recherche de la catalase ont permis d’isoler 670 coques lactiques thermophiles. 

Ceux-ci se présentaient, après purification par repiquages successifs sur gélose LM17, sous l’aspect 

de colonies circulaires, de petite à moyenne taille (≤ 1 mm de diamètre), et de couleur blanchâtre. 

Quant à l’aspect microscopique, ces isolats apparaissaient en forme de coques, disposés en chaine 

plus ou moins longue, à coloration Gram positif (figures 10 et 11). Tous étaient dépourvus de 

catalase (tableau 09).  
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Tableau 09. Isolement de coques lactiques thermophiles 

No. Code du 

produit 

Lait  

fermenté 

Provenance  Nombre 

d’isolats 

1 LB1 Lben Laitier 1 10 

2 Rb1 Rayeb Laitier 2 11 

3 LbFb2 Lben Laitier 3 17 

4 RbFb1 Rayeb Laitier 3 18 

5 LbFb1 Lben Laitier 4 18 

6 RbFb2 Rayeb Laitier 4 16 

7 LbG1 Lben Laitier 5 18 

8 RbG1 Rayeb Laitier 5 17 

9 LbG2 Lben Laitier 6 19 

10 RbG2 Rayeb Laitier 6 16 

11 LbK1 Lben Laitier 7 18 

12 Rbk1 Rayeb Laitier 7 17 

13 Lbk2 Lben Laitier 8 16 

14 Rbk2 Rayeb Laitier 8 17 

15 Lbk3 Lben Laitier 9 18 

16 Rbk3 Rayeb Laitier 9 16 

17 Lbk4 Lben Laitier 10 17 

18 Rbk4 Rayeb Laitier 10 18 

19 LbS Lben Laitier 11 19 

20 RbS Rayeb Laitier 11 16 

21 LbA Lben Laitier 12 13 

22 RbA Rayeb Laitier 12 16 

23 LbW Lben Laitier 13 17 

24 LbN1 Lben Ferme 1 16 

25 RbN1 Rayeb Ferme 1 18 

26 LbN2 Lben Ferme 2 15 

27 RbN2 Rayeb Ferme 2 17 

28 LbN3 Lben Ferme 3 15 

29 RbN3 Rayeb Ferme 3 18 

30 LbN4 Lben Ferme 4 16 

31 RbN4 Rayeb Ferme 4 19 

32 Lbchek Lben Ferme 5 17 

33 RbMR1 Rayeb Ferme 6 18 

34 RbMR2 Rayeb Ferme 7 18 

35 RbFz Rayeb Ferme 8 19 

36 Rb1FP Rayeb Ferme 9 18 

37 Rb2FP Rayeb Ferme 9 17 

38 RbJ Rayeb Ferme 10 18 

39 RbM Rayeb Ferme 11 16 

40 RbC Rayeb Ferme 12 17 

Total 40 Rayeb (23), 

Lben (17) 

Fermes (12), 

Laitiers (13) 

670 
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Figure 10. Aspects macroscopique et microscopique de l’isolat PA 

A : aspect des colonies sur gélose LM17 dans boite de pétri, B : morphologie des colonies visualisées par la 

loupe binoculaire, C : forme des cellules après coloration de Gram visualisées par microscope optique (Motic 

modèle 18-28) 
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Figure 11. Aspects macroscopique et microscopique de l’isolat LF9 

A : aspect des colonies sur gélose LM17 dans boite de pétri, B : morphologie des colonies visualisées par la 

loupe binoculaire, C : forme des cellules après coloration de Gram visualisées par microscope optique (Motic 

modèle 18-28) 
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Par la suite, et dans le but d’affiner davantage la sélection au niveau du genre, une caractérisation 

physiologique a été menée sur les 670 isolats. Ils ont été testés sur leur capacité, d’abord, à dégrader 

l’esculine afin essentiellement d’exclure de la sélection les entérocoques. En outre, leur incapacité à 

croître dans des milieux hostiles à 6,5% de NaCl (p/v) et à pH 9,6 permet de pousser la sélection au 

niveau de l’espèce en se rapprochant des caractéristiques générales des espèces S. thermophilus et 

S. macedonicus. 

A l’issu de ces tests, 20 isolats ont été pré-identifiés comme appartenant aux espèces recherchées et 

ont, par conséquent, été retenus dans la sélection. Il a été constaté que 22 autres isolats étaient 

incapables de croître à 6,5% (p/v) de NaCl mais pouvaient se développer à pH 9,6 et dégrader 

l’esculine. Ils ont également été retenus pour une identification moléculaire (tableau 10).  

Tous les isolats se sont vus attribuer un code composé en général de lettres en référence au type et 

au lieu de collecte du produit et un numéro identifiant l’isolat. 

 

Tableau 10. Caractérisation physiologique des coques lactiques thermophiles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No Isolat Origine BEA pH 9,6 NaCl 6,5% 

1 LK13 Lben (LbK1) - - - 

2 LS1 Lben (LbS) - - - 

3 LS2 Lben (LbS) - - - 

4 LS4 Lben (LbS) - - - 

5 LS5 Lben (LbS) - - - 

6 LS6 Lben (LbS) - - - 

7 LS7 Lben (LbS) - - - 

8 PA Rayeb (Rb1FP) - - - 

9 PB Rayeb (Rb1FP) - - - 

10 PT Rayeb (Rb1FP) - - - 

11 P1 Rayeb (Rb1FP) - - - 

12 P12 Rayeb (Rb1FP) - - - 

13 P13 Rayeb (Rb1FP) - - - 

14 P14 Rayeb (Rb1FP) - - - 

15 P16 Rayeb (Rb1FP) - - - 

16 P18 Rayeb (Rb1FP) - - - 

17 P19 Rayeb (Rb1FP) - - - 

18 P2 Rayeb (Rb2FP) - - - 
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Tableau 10. Caractérisation physiologique des coques lactiques thermophiles (suite) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(-) résultat négatif, (+) résultat positif  

 

Ces résultats permettent d’abord, de souligner la sélectivité du milieu LM17 vis-à-vis des coques. Il 

est à noter qu’au cours de cette sélection, très peu d’isolats en forme de bâtonnets ont été observés. 

De plus, les conditions de culture (milieu de culture et température) adoptées dans le protocole 

d’isolement empêchent le développement des coques lactiques mésophiles représentés par les 

No. Isolat Origine BEA pH 9,6 NaCl 6,5%  

19 LF9 Lben (LbFb2) - - - 

20 LA14 Lben (LbA) - - - 

21 RS6 Rayeb (RbS) + + - 

22 RS2 Rayeb (RbS) + + - 

23 RS3 Rayeb (RbS) + + - 

24 RS4 Rayeb (RbS) + + - 

25 RFA5 Rayeb  (RbFb1) + + - 

26 RFA6 Rayeb  (RbFb1) + + - 

27 RM5 Rayeb  (RbM) + + - 

28 RM6 Rayeb  (RbM) + + - 

29 RM9 Rayeb  (RbM) + + - 

30 RGA8 Rayeb (RbG1) + + - 

31 RGB2 Rayeb (RbG2) + + - 

32 RGB5 Rayeb (RbG2) + + - 

33 RGB6 Rayeb (RbG2) + + - 

34 LGA4 Lben (LbG1) + + - 

35 LKD4 Lben (LbK4) + + - 

36 LNA6 Lben (LbN1) + + - 

37 LNA13 Lben (LbN1) + + - 

38 RNC2 Rayeb (RbN3) + + - 

39 RNC9 Rayeb (RbN3) + + - 

40 RJ2 Rayeb (RbJ) + + - 

41 RC9 Rayeb (RbC) + + - 

42 RC13 Rayeb (RbJ) + + - 
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genres Leuconostoc, Pediococcus et Lactococcus habituellement présents dans les laits fermentés 

traditionnels.  

En outre, la présence de 670 coques lactiques thermophiles dans 40 lben et rayeb indique que la 

flore lactique thermophile n’est pas négligeable pour des produits réputés être dominés par une flore 

mésophile. D’après Bennama (2012), la flore lactique thermophile est nettement inférieure dans le 

lait cru (1,2 × 103 UFC/mL) par rapport au lben qui s’élève à 1,0 .106 UFC/mL ou encore dans le 

beurre traditionnel (1,2 × 107 UFC/mL). Il est probable que les conditions de fermentation aient 

favorisé le développement de cette flore dans nos produits tel que cela a été rapporté par Fugl et al. 

(2014). Les auteurs avaient signalé la prédominance de flore lactique thermophile dans des laits de 

chamelle fermentés spontanément à une température de 42°C plutôt qu’à 30°C. 

Toutefois, cette flore thermophile détectée dans nos échantillons est largement dominée, selon les 

résultats de l’identification phénotypique, par les entérocoques. Ce résultat concorde avec celui 

obtenu par Ghalouni et al. (2018), où les entérocoques étaient identifiés à hauteur de 80% dans le 

lben algérien. Ce genre est fréquemment rencontré dans le lait et les produits laitiers traditionnels 

algériens tels que beurre et fromage bouhezza (Bensalah et al., 2011 ; Aissaoui Zitoun et al., 2012 ; 

Bendimerad, et al., 2012), lben marocain (Ouadghiri et al., 2009), laits fermentés traditionnels 

ghanéens, burkinabés et africains d’une manière générale (Akabanda et al., 2010 ; Jans et al., 2017 ; 

Bayili et al., 2019) et également dans des fromages traditionnels italiens (Dal Bello et al., 2010 ; 

Gaglio et al., 2019).  

La forte prévalence des entérocoques dans les produits laitiers est considérée comme un indicateur 

de conditions d’hygiène insuffisante d’élevage et de traite. En même temps, il n’en demeure pas 

moins que certaines espèces soient responsables de la flaveur recherchée dans certains fromages et 

yaourts, ainsi que de la production de bactériocines (Giraffa et al., 1997 ; Jans et al., 2017 ; 

Tabrejee et al., 2018). 

Par ailleurs, il semble que les espèces S. thermophilus et S. macedonicus partagent les mêmes 

caractéristiques morphologiques et physiologiques ciblées dans le protocole d’identification, et il 

n’a donc pas été possible de les distinguer parmi les 20 isolats retenus au niveau phénotypique. En 

effet, souvent l’identification phénotypique se révèle insuffisante notamment pour des espèces ayant 

des caractéristiques phénotypiques proches ou pour certaines souches pouvant exprimer des traits 

inhabituels à l’espèce. A ce titre, une large hétérogénéité phénotypique au sein des souches de 

S. thermophilus isolées de différents produits laitiers a été observée dans les travaux de Giraffa et 

al. (2001). La plupart des souches ont été qualifiées d'atypiques en raison de leur capacité à 
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fermenter le galactose. Il est à noter que cette caractéristique était considérée comme la plus 

discriminante pour l’identification de S. thermophilus selon la taxonomie traditionnelle. De même, 

Bensalah et al. (2009) ont identifié phénotypiquement une souche atypique de L. lactis comme étant 

une souche de S. thermophilus mais la méthode moléculaire a permis de dissiper la confusion. 

Dans le même contexte, les 22 isolats caractérisés par une croissance négative à 6,5% de NaCl et 

positive à pH 9,6 ont été retenus pour l’identification moléculaire tant les critères phénotypiques ne 

sont pas toujours suffisamment discriminants dans le cas de souches atypiques. Pour exemple, des 

souches de L. lactis étaient capables de croître à 6,5% (p/v) de NaCl et pH 9,6, ce qui n’est pas 

habituel pour cette espèce (Fortina et al., 2003 ; Bensalah et al., 2009). De plus, en ce qui concerne 

S. macedonicus, l’espèce est en émergence, peu de souches sont connues laissant alors le champ 

ouvert à de nouvelles souches phénotypiquement différentes de celles étudiées à ce jour.  

Néanmoins, malgré les limites des méthodes phénotypiques, celles-ci sont nécessaires et présentent 

l’avantage de permettre une pré-identification des isolats les plus pertinents dans le cadre d’une 

démarche de sélection. Cela réduit considérablement le coût de l’identification génotypique 

notamment en passant de 670 à une quarantaine d’isolats à identifier au niveau moléculaire. 

 

1.2. Identification génotypique des isolats 

L’identification génotypique des isolats pré-sélectionnés a été effectuée par l’analyse du 

gène codant l’ARNr 16S. Les résultats obtenus ont été confirmés par l’analyse de l’espace 

intergénique ITS 16S-23S qui permet également de mettre en évidence une éventuelle divergence 

entre les souches. Celle-ci a été investiguée par l’analyse du gène sodA codant la superoxyde 

dismutase ainsi que les méthodes Random Amplified Polymorphic DNA  (RAPD) et Multi-locus 

Sequence Typing (MLST). 

 

1.2.1. Analyse du gène codant l’ARNr 16S 

L’amplification et le séquençage partiel du gène de l’ARNr 16S des isolats pré-sélectionnés 

par méthode phénotypique présentés dans le tableau 09 a permis de confirmer l’appartenance des 

20 isolats aux espèces présumées S. thermophilus et S. macedonicus. Parmi lesquels, 18 présentent 

100% de similarité avec la souche S. macedonicus ACA-DC 198. L’isolat S. thermophilus LF9 

montre une similarité de 100% avec les souches S. thermophilus MN-ZLW-002, CNRZ1066 alors 

que l’isolat S. thermophilus LA14 présente une similarité de 99,62% avec les souches  

S. thermophilus LMD-9 et S. thermophilus JIM 8232 (Genbank : http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tableau 11. Typage moléculaire (ARNr 16S, ITS 16S-23S, sodA) des isolats sélectionnés 

 

No

. 

Isolat Origine ARNr 16S ITS 16S-23S SodA 

1 LK13 Lben (LbK1) S. macedonicus 100%% d’identité avec la souche 

S. macedonicus ACA-DC 198 2 LS1 Lben (LbS) S. macedonicus 

3 LS2 Lben (LbS) S. macedonicus 

4 LS4 Lben (LbS) S. macedonicus 

5 LS5 Lben (LbS) S. macedonicus 

6 LS6 Lben (LbS) S. macedonicus 

7 LS7 Lben (LbS) S. macedonicus 

8 PA Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 100%% d’identité avec la souche 

S. macedonicus ACA-DC 198 9 PB Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

10 PT Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

11 P1 Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

12 P12 Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

13 P13 Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

14 P14 Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

15 P16 Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

16 P18 Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

17 P19 Rayeb (Rb1FP) S. macedonicus 

18 P2 Rayeb (Rb2FP) S. macedonicus 

19 LF9 Lben (LbFb2) 

 

S. thermophilus 

ITS I 

100%% d’identité avec 

S. thermophilus MN-ZLW-

00 et CNRZ1066 

 

- 

20 LA14 Lben (LbA) 

 

S. thermophilus 

ITS II 

100%% d’identité avec 

S. thermophilus  LMD-9 et 

JIM 8232 

 

- 

21 RS6 Rayeb (RbS) E. faecalis - - 

22 RS2 Rayeb (RbS) E. faecalis - - 

23 RS3 Rayeb (RbS) E. faecalis - - 

24 RS4 Rayeb (RbS) E. faecalis - - 

25 RFb5 Rayeb (RbFb1) S. lutetiensis - - 

26 RFb6 Rayeb (RbFb1) S. lutetiensis - - 
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Tableau 11. Typage moléculaire (ARNr 16S, ITS 16S-23S, sodA) des isolats sélectionnés (suite) 

- : non investigué, Enterococcus (E), Streptococcus (S) 

 

De la même manière les 22 autres isolats ont été identifiés par l’analyse du même gène. Ils sont 

répartis en entérocoques (E. faecalis et E. durans) et streptocoques du groupe D (S. equinus et 

S. lutetiensis). Ces isolats ont de ce fait été définitivement écartés de la sélection. 

A l’instar des entérocoques, les espèces du complexe S. bovis / S. equinus sont des indicateurs de 

conditions d’hygiène insuffisante. Ces espèces ont été identifiées dans des laits et des produits 

laitiers traditionnels africains dont certaines en sont prédominantes telle que S. infantarius subsp. 

infantarius (Abdelgadir et al., 2008 ; Jans et al., 2012, 2017 ; Bayili et al., 2019) ou S. equinus dans 

le lait fermenté zambien (Schoustra et al., 2013). Dans une moindre mesure, S. lutetiensis a été 

rencontrée dans un lait de chamelle fermenté traditionnel éthiopien (Berhe et al., 2019) et dans des 

produits fermentés céréaliers nigérians (Oguntoyinbo et al., 2011) ainsi que dans des fromages 

traditionnels italiens (Gaglio et al., 2014). 

Les résultats présentés dans le tableau 11 démontrent la pertinence du schéma de sélection adopté 

dans ce présent travail qui a permis de restreindre le nombre d’isolats aux plus représentatifs des 

No Isolat Origine ARNr 16S ITS SodA 

27 RM5 Rayeb  (RbM) E. faecalis - - 

28 RM6 Rayeb  (RbM) E. faecalis - - 

29 RM9 Rayeb  (RbM) E. faecalis - - 

30 RGA8 Rayeb (RbG1) S. equinus   - - 

31 RGB2 Rayeb (RbG2) S. lutetiensis - - 

32 RGB5 Rayeb (RbG2) S. lutetiensis - - 

33 RGB6 Rayeb (RbG2) S. lutetiensis - - 

34 LGA4 Lben (LbG1) E. faecalis - - 

35 LKD4 Lben (LbK4) E. faecalis - - 

36 LNA6 Lben (LbN1) E. faecalis - - 

37 LNA13 Lben (LbN1) E. faecalis - - 

38 RNC2 Rayeb (RbN3) E. durans - - 

39 RNC9 Rayeb (RbN3) E. durans - - 

40 RJ2 Rayeb (RbJ) S. equinus   - - 

41 RC9 Rayeb (RbC) S. equinus   - - 

42 RC13 Rayeb (RbJ) S. equinus   - - 
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espèces recherchées. Ils mettent, également, l’accent sur les avantages de l’identification 

moléculaire en l’occurrence l’analyse du gène de l’ARNr 16S. Bien que les deux espèces soient très 

proches aux niveaux morphologique et physiologique, S. macedonicus a pu être rapidement séparée 

de S. thermophilus par l’analyse de ce gène.  

De par ses propriétés et la simplicité de la mise en œuvre de son séquençage, l’ARNr 16S semble 

être bien adapté à l’identification des espèces de BL, souvent de manière satisfaisante, quand bien 

même elles seraient semblables phénotypiquement (Randazzo et al., 2002 ; Yu et al., 2011 ; 

Alessandria et al., 2016). 

 

1.2.1.1. Distribution des isolats de Streptococcus thermophilus dans nos échantillons 

Les 20 isolats sélectionnés représentant 3% des coques lactiques thermophiles totaux 

proviennent de six produits distincts (15% d’échantillons). Deux isolats de S. thermophilus (0,3%) 

sont affiliés à deux échantillons de lben (5% d’échantillons). Ces isolats sont rencontrés à 5,8% 

dans un produit (1/17 isolat) et 7,7% dans l’autre (1/13). 

La faible distribution de ces espèces dans nos échantillons était prévisible car il ne s’agit pas 

d’espèces prédominantes dans les lben et rayeb algériens notamment pour S. thermophilus.  En 

dépit de la rareté des travaux réalisés sur la prévalence de ces espèces dans les produits laitiers 

traditionnels algériens, une faible proportion de S. thermophilus a tout de même été enregistrée dans 

les travaux de Mezaini et al. (2009) concernant le rayeb algérien et aucune souche n’a été isolée du 

lben chez Bensalah et al. (2009) et Ghalouni et al. (2018).  

Dans le lait cru de chèvre issu de zones arides algériennes, la proportion de S. thermophilus est 

estimée à environ 14% d’après Guessas et Kihal (2004) et 2% d’après Cheriguene et al. (2006). Elle 

a également été rarement isolée dans des produits laitiers algériens tel que le beurre traditionnel 

(Bensalah et al., 2011). Cette même tendance est perçue dans les produits laitiers traditionnels en 

général notamment le lben et le rayeb marocains, tunisiens et égyptiens. Ces produits sont 

caractérisés par une microflore mésophile et de ce fait, S. thermophilus est quasi absente dans ces 

produits marocains, tunisiens (Benkerroum et Tamime, 2004 ; Mennane et al., 2007 ; Ouadghiri et 

al., 2009 ; Samet-Bali et Attia, 2012), et faiblement enregistrée voire inexistante dans rayeb 

égyptien (Abd El Gawad et al., 2010 ; ZMR et al., 2016).  

Si elle semble ainsi être une espèce sous-dominante dans les laits fermentés traditionnels nord 

africains, S. thermophilus est cependant prédominante dans ceux issus d’autres pays du même 

continent (Jans et al., 2017) à savoir kényans (Nyambane et al., 2014), éthiopiens (Gonfa et 
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al.,1999) et zambiens (Schoustra et al., 2013). La proportion de S. thermophilus dans les produits 

laitiers traditionnels semble alors être variable tel que c’est le cas pour certains fromages 

traditionnels italiens. Elle a été faiblement détectée dans 39 échantillons de fromages labélisés 

appellation d’origine protégée (AOP) où elle est représentée par 15 souches sur 894 isolats (Gaglio 

et al., 2014) alors que 274 souches ont été isolées dans quatre autres fromages du même label 

(Andrighetto et al., 2002). 

 

1.2.1.2. Distribution des isolats de Streptococcus macedonicus dans nos échantillons 

S. macedonicus a été détectée avec une proportion de 2,7% des isolats initiaux dans quatre 

produits différents sur 40 (soit 10%). Sa proportion est relativement plus élevée que celle de 

S. thermophilus dans nos échantillons, elle est enregistrée dans deux échantillons de lben à hauteur 

de 31% (6/19 isolats) dans l’un et 5% (1/18 isolats) dans l’autre. Pareillement pour le rayeb où elle 

a été identifiée à 61% (11/18 isolats) dans un produit contre environ 5% (1/17 isolats) dans l’autre. 

Sa répartition semble être alors indépendante du type de produit pour ce qui est de la présente étude.  

Il est à indiquer que S. macedonicus a été isolée surtout dans des fromages traditionnels notamment 

grecques et italiens. Outre, le fromage kasseri à pâte filée, origine de la première souche 

(Tsakalidou et al., 1994 ; 1998), d’autres souches de S. macedonicus ont été détectées dans 15 

échantillons sur 68, de fromages traditionnels grecques de 13 variétés différentes (Georgalaki et al., 

2009). Une étude portant sur la diversité du microbiote de fromages traditionnels à pâte semi-molle 

feta provenant de trois régions montagneuses différentes en Grèce a détecté S. macedonicus dans 6 

échantillons sur 16 et aucune souche n’a pu être retrouvée dans les échantillons de fromages issus 

de la 3ème région (Bozoudi et al., 2016). 

Par ailleurs, nos résultats semblent se rapprocher de ceux de Gaglio et al. (2014). Ces auteurs ont 

isolé dans 39 fromages italiens à pâte filée labélisés AOP, 894 coques lactiques dont 31 mésophiles 

et 43 thermophiles, ces dernières sont retrouvées dans 16 produits des 39 investigués. Parmi les 

coques lactiques thermophiles, 13 (soit 30%) souches appartiennent à S. macedonicus, qui 

représentent environ 1,5% des coques lactiques totaux dans ces échantillons. Fortina et al. (2003) 

ont isolé 6 souches de S. macedonicus parmi 116 isolats de coques lactiques (5%) dans deux 

échantillons des 11 fromages traditionnels italiens AOP (Fortina et al., 2003). De même, dans des 

fromages traditionnels français portant le label appellation d’origine contrôlée (AOC), ont été 

isolées 3 souches de S. macedonicus parmi 381 isolats de BL (Callon et al., 2004). Une fréquence 

plus élevée a cependant été notée dans d’autres fromages traditionnels italiens et grecs. Néanmoins 

cela ne permet pas de considérer S. macedonicus comme une espèce prédominante quand bien 
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même elle serait répandue dans ces produits (Lombardi et al., 2004 ; Poznansk et al., 2004 ; Pacini 

et al., 2006 ; Georgalaki et al., 2009, Fusco et al., 2019). 

D’autre part, en Afrique, l’espèce S macedonicus a été isolée dans des laits fermentés traditionnels 

dont fènè du Mali où elle a été retrouvée à hauteur de 21,1% d’isolats dans 31,6% des échantillons. 

Or, elle est représentée par 5,3% d’isolats dans 6,7% d’échantillons de « lait aigre » bovins ivoirien. 

Dans des laits fermentés camelins suusac au Kenya et en Somalie, S. macedonicus a été identifiée 

dans 6,7 et 45% des échantillons à hauteur de 0,4 et 4,2% d’isolats, respectivement (Wullschleger, 

2009 ; Jans et al., 2012, 2013, 2017).  

Ces éléments suggèrent que cette espèce pourrait être répandue en Afrique avec une prévalence 

variable. Toutefois, en Afrique du Nord, les travaux faisant objet de S. macedonicus sont presque 

inexistants. Au mieux de notre connaissance, aucune étude n’a rapporté l’isolement de S. 

macedonicus dans les produits laitiers marocains, une étude en Tunisie a présenté la fabrication de 

lait fermenté par l’utilisation de la souche S. macedonicus W2 provenant de rayeb de dromadaire 

tunisien (El Hatmi et al., 2018) et une autre a signalé la présence de cette espèce dans le lben et le 

fromage traditionnel algérien bouhezza de chèvre et de vache qui semble être dominé par 

S. macedonicus et L. lactis subsp cremoris (Medjoudj et al. 2017). 

La faible prévalence peut être imputée à plusieurs facteurs. En effet, la prédominance de la flore 

lactique mésophile dans lben et rayeb algériens, et l’envahissement de la flore thermophile par les 

entérocoques renforcent la compétition entre les espèces. La composition du produit et les 

conditions de fermentations peuvent exercer une pression de sélection tels que le pH, le sel, la 

température, etc. (Jans et al. 2012).  

Pour ce qui est de nos échantillons, nous n’avons pas déterminé le pH mais selon les travaux 

réalisés sur les lben et rayeb à Constantine, il est inférieur à 5 pour le lben, se situant aux alentours 

de 4,6 - 4,8 et il est supérieur à ces valeurs pour le rayeb (Zitoun et al., 2011 ; 2012 ; Derouiche 

Belamri, 2017). D’après la littérature, la présence de 0,4% de S. macedonicus dans des laits 

fermentés ivoiriens à pH 5,5 a été signalée par Jans et al. (2013) alors qu’aucune souche n’a été 

décelée dans ces produits à pH 4,5. En revanche, dans d’autres laits fermentés africains 

S. macedonicus est isolée à pH 4,5 tandis qu’elle est absente à pH 5,1. Medjoudj et al. (2017) ont 

indiqué dans leur étude que le pH du lben ayant servi à la fabrication du fromage algérien bouhezza 

était de 3,8 et S. macedonicus prédominait dans ce produit au détriment des Lactobacilles.  

D’autre part, S. macedonicus était initialement isolée de fromages à pâte filée, qui sont cuits à haute 

température (40 à 45°C) (Van den Berghe et al., 2006). Etant une espèce thermophile, elle est 
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capable de se développer dans ce type de conditions. Malgré sa large distribution dans ces produits, 

la proportion de cette espèce reste variable puisqu’elle a été faiblement identifiée dans des fromages 

italiens à pâte filée par rapport à d’autres échantillons de fromages italiens et grecques du même 

type (Pacini et al., 2006 ; Georgalaki et al., 2009 ; Gaglio et al., 2014). Elle a également été 

fortement identifiée dans le fromage traditionnel algérien qui ne subit pas de traitement thermique 

ainsi que dans des laits fermentés traditionnels africains (Jans et al., 2017 ; Medjoudj et al., 2017). 

Ces éléments suggèrent qu’en dehors des caractéristiques intrinsèques des souches/espèces et leurs 

capacités d’adaptation aux environnements (pH, température, etc.) et de défense (bactériocine), les 

facteurs pouvant influencer le développement des souches/espèces dans une matrice alimentaire ne 

doivent pas être pris isolément. D’autres conditions liées à l’animal à savoir l’origine, l’élevage, 

l’alimentation et la traite, le processus de fabrication ainsi que les conditions climatologiques et 

géographiques doivent également, être pris en compte (Georgalaki et al., 2009 ; Jans et al., 2012 ; 

O’Sullivan et Cotter, 2017). 

 

1.2.2. Analyse de l’espace intergénique 16S-23S 

Dans le présent travail, l’analyse de l’espace intergénique 16S-23S (ITS) a été envisagée 

dans le but de compléter les résultats obtenus par l’analyse du gène de l’ARNr 16S pour conforter 

l’identification à l’échelle de l’espèce, voire d’identifier les différents isolats au niveau de la souche. 

Cette région variable est située entre les régions codant les ARNr 16S et 23S dont la longueur 

dépend de l’espèce. L’analyse des ITS 16S-23S est très utilisée pour l’identification bactérienne, 

différentes espèces et souches de BL ont d’ailleurs été efficacement différenciées par l’analyse de 

cette séquence (Mora et al., 2003 ; Adesulu-Dahunsi et al., 2017).  

 

1.2.2.1. Isolats de Streptococcus thermophilus 

Les résultats auxquels a abouti l’analyse ITS 16S-23S a permis de confirmer l’appartenance 

de nos isolats aux espèces identifiées tout en distinguant ceux de S. thermophilus selon le type 

d’ITS. S. thermophilus LF9 présente le type I (100% de similarité avec les souches S. thermophilus 

MN-ZLW-002 et S. thermophilus CNRZ1066) et S. thermophilus LA14 affiche le type II (100% de 

similarité avec les souches S. thermophilus LMD-9 et S. thermophilus JIM 8232) (tableau 11).  

Il faut savoir que malgré les avantages du gène de l’ARNr 16S dans l’identification des genres et 

des espèces, celui-ci est souvent combiné à d’autres outils moléculaires pour un meilleur pouvoir 

discriminant. Fortina et al. (2003), ont identifié des espèces et des souches isolées de fromages 

traditionnels italiens en combinant l’analyse des séquences 16S-23S à celles de l’ARNr 16S. De 
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même, Maeda et al. (2011) ont distingué différentes espèces de streptocoques en associant au gène 

de l’ARNr 16S d’autres marqueurs moléculaires dont l’ITS 16S-23S. 

L’analyse ITS 16S-23S a été employée par Mora et al. (2003) pour la discrimination des souches de 

S. thermophilus en mettant en évidence quatre types d’ITS différents. Galia et al. (2009) ont 

identifié trois types d’ITS dans une collection de S. thermophilus et ils ont mis en évidence un 

nouvel allèle ITS différent de ceux retrouvés par Mora et al. (2003). De même, l’analyse de cette 

séquence intergénique a permis de distinguer plusieurs espèces de BL dont S. thermophilus et 

S. macedonicus issues de fromages traditionnels italiens et slovaques ainsi que des espèces aux 

phénotypes atypiques (Fortina et al., 2003 ; Chebeňová-Turcovská et al., 2011). 

 

1.2.2.2. Isolats de Streptococcus macedonicus 

Les 18 isolats de S. macedonicus ont la même séquence ITS que celle de la souche 

S. macedonicus ACA-DC 198 et de ce fait n’ont pas pu être différenciés.  

L’analyse de la région 16S-23S a conduit, dans les travaux de Tsakalidou et al. (1998), à une claire 

distinction entre S. macedonicus, S. thermophilus et d’autres espèces du complexe 

S. bovis/S. equinus. De la même manière, une nette discrimination de l’espèce S. macedonicus par 

analyse de ce marqueur a également été soulignée par Papadelli et al. (2003). D’autre part, le même 

type d’ITS a été observé pour cinq souches de S. macedonicus (LMG18487T, LMG15061, ASG 38, 

ASG 62 et M30) et S. waius NZRCC 20100 d’origine laitières isolées de différentes zones 

géographiques Italie, Grèce et Nouvelle-Zélande (Manachini et al., 2002).  

Ce marqueur semble alors fournir une identification efficace de l’espèce S. macedonicus mais une 

discrimination moins évidente au niveau des souches de cette espèce en raison d’une faible diversité 

de cette séquence dans nos isolats et probablement au sein de l’espèce S. macedonicus. 

 

1.2.3. Analyse de la séquence du gène sodA  

Au regard des limites de l’analyse de l’espace intergénique ITS dans la différenciation des 

isolats de S. macedonicus, nous avons opté pour l’analyse de la séquence du gène codant la 

superoxyde dismutase sodA. Celui-ci est fréquemment ciblé dans les protocoles d’identification 

génétique des streptocoques, il est considéré plus discriminant que le gène de l’ARNr 16S pour les 

espèces de ce genre, à l’instar du gène rpoB pour les entérobactéries (Glazunova et al., 2009 ; 

Maeda et al., 2011).  
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Proposée par Poyart et al. (1998), le séquençage du sodA a permis d’établir des liens 

phylogénétiques entre des espèces de streptocoques avec une différenciation au niveau de la sous-

espèce bouleversant en l’occurrence la taxonomie du complexe S. bovis / S. equinus (Poyart et al., 

1998, 2002 ; Hinse et al., 2011). De surcroit, l’analyse de la séquence du gène sodA a été utilisée 

avec succès dans le cadre d’un schéma MLST (Multi-locus Sequence Typing), pour différencier des 

souches de S. salivarius et S. vestibularis. Le pourcentage de divergence de ce gène était de 4,9% 

pour les souches de S. salivarius et de 0,7% pour celles de S. vestibularis (Delorme et al., 2007). 

En ce qui concerne notre étude, les 18 isolats de S. macedonicus avaient la même séquence du gène 

sodA et étaient à 100% identiques à la souche S. macedonicus ACA-DC 198 (tableau 11). Bien qu’il 

ait été suffisamment discriminant au niveau de l’espèce, de la sous-espèce et de la souche du genre 

Streptococcus, ce gène n’a pas permis d’établir une distinction entre nos isolats, éventuellement 

assez proches, nous avons eu recourt à une autre méthode de typage à savoir la Random Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD). 

 

1.2.4. Résultats de l’amplification aléatoire de l’ADN polymporphe (RAPD) 

La RAPD est fréquemment employée pour le typage moléculaire des souches bactériennes. 

Elle est notamment appliquée aux BL pour l’identification des espèces proches et la mise en 

évidence de divergences à l’intérieur des espèces. Elle a d’ailleurs été utilisée avec succès pour 

différencier des souches de S. thermophilus et S. macedonicus dans plusieurs travaux mettant en 

exergue la diversité de ces deux espèces (Giraffa et al., 2001 ; Mora et al., 2002 ; Lombardi et al., 

2004 ; Blaiotta et al., 2011 ; Franciosi et al., 2009 ; Ghazi et al., 2016). 

Les résultats obtenus par la méthode RAPD dans ce présent travail étaient non concluants pour les  

isolats de S. macedonicus. Plusieurs concentrations d’ADN génomique et d’amorce ont été testées 

mais ces tentatives étaient infructueuses, pourtant l’amorce XD9 utilisée a montré une bonne 

discrimination au niveau des souches des deux espèces S. thermophilus ou S. macedonicus dans les 

travaux de Blaiotta et al. (2011). Cette méthode est en effet, assez sensible aux conditions telles que 

la variation de concentrations et la qualité de l’ADN ainsi que des composants de PCR, elle peut 

dépendre également de la marque de la taq polymérase et celle du thermocycleur (Saunders et al., 

2001 ; Skorić et al., 2012 ; Ghazi et al., 2013 ; 2016).  

Le seul profil électrophorétique obtenu avec quatre isolats de S. macedonicus issus de quatre 

produits différents permettrait de visualiser une différence entre S. macedonicus PA et les trois 

autres isolats S. macedonicus LS5, S. macedonicus LK13 et S. macedonicus P2 comme le montre la 

figure 12. Bien que cette différence ne soit pas claire du fait de la faible qualité du gel et que ce 
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résultat ne soit pas reproductible par RAPD, cette méthode a, tout de même, le mérite de fournir une 

indication sur une éventuelle divergence entre les quatre isolats de S. macedonicus. La confirmation 

de ce résultat a été envisagée par l’application d’une autre méthode de typage moléculaire. 

 

 

 

Figure 12. Profil électrophorétique (RAPD) pour les quatre souches de S. macedonicus 

M : marqueur de taille 

 

1.2.5. Résultats de la méthode MLST et étude phylogénétique 

Il est à rappeler que le potentiel probiotique dépend de la souche, il est dès lors, nécessaire 

d’identifier avec fiabilité au niveau de celle-ci les isolats sélectionnés dans cette étude. Une 
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méthode de typage reproductible et discriminante à savoir MLST, a été adoptée dans cette étude 

pour caractériser nos isolats de S. thermophilus et S. macedonicus. 

Cette approche a été proposée d’abord pour caractériser sans ambiguïté des bactéries pathogènes en 

l’occurrence Neisseria meningitidis (Maiden et al., 1998). Par la suite, elle a été étendue à l’étude 

des BL. La méthode MLST a été efficacement appliquée pour la caractérisation génotypique des 

souches de Lb. casei isolées de différentes niches écologiques, dans des fromages de différentes 

régions géographiques et pour l'identification des souches de Lactobacillus d’origine humaine, 

animale, et alimentaire (lait, yaourt et fromage) (Tsakalidou, 2011).  

Cette méthode permet notamment d’estimer la diversité génétique inter et intra espèces. C’est ainsi 

que Delorme et al. (2007 ; 2010 ; 2015) ont pu mettre en évidence une variabilité génétique entre 

des souches de S. salivarius et S. vestibularis ainsi qu’entre 27 souches de S. thermophilus issues de 

différentes origines tout en clarifiant la place de cette espèce dans le groupe Salivarius. De la même 

manière, Yu et al. (2015) et Junjua et al. (2016) ont distingué par MLST, respectivement 257 et 30 

souches de S. thermophilus. Le schéma MLST a également été développé pour les membres du 

complexe S. bovis / S. equinus et a permis de déterminer avec succès les sous espèces de 

Streptococcus gallolyticus et de souligner une variabilité génétique inter- et intra-espèces des 

membres de ce complexe (Shibata et al., 2014 ; Jans et al.,2016). De ce fait, une étude MLST a été 

entreprise pour nos isolats de S. thermophilus et S. macedonicus. 

 

1.2.5.1. Cas des isolats de Streptococcus thermophilus  

Pour les isolats de S. thermophilus LF9 et S. thermophilus LA14, le séquençage de 

fragments internes (472 à 568 pb) de neuf gènes de ménage glcK, ddlA, pepO, ilvC, thrS, tkt, pyrE, 

dnaE, et serB, selon Delorme et al. (2010) ; El-Sharoud et al. (2012) et Junjua et al. (2016). Dans 

ces deux isolats révèle un pourcentage maximal de divergence des séquences allant de 0,2% pour 

les gènes thrS et pyrE, 0,5% et 0,6% pour les gènes pepO et serB à 1,2% pour le gène glcK tel que 

présenté dans le tableau 12.  

Cette faible diversité dans les souches de S. thermophilus a été également observée dans les travaux 

de Delorme et al. (2010) et de Junjua et al. (2016) à un niveau relativement plus élevé. Pour 

Delorme et al. (2010), le pourcentage maximal de divergence de 27 séquences nucléotidiques 

atteint 1,7% au niveau du locus glcK pour des souches de S. thermophilus de diverses origines 

géographiques (France, Inde, Italie, Mongolie, Grèce, Bulgarie, etc.) rassemblées sur une période de 

40 ans (1962 à 2002). Dans la collection des 30 souches S. thermophilus de Junjua et al. (2016), le 
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maximum de divergence atteint un pourcentage de 2,6% pour le gène serB et le même profil 

allélique est observé pour près de la moitié de nos isolats.  

Malgré la faible divergence entre nos deux isolats, S. thermophilus LF9 présente un profil allélique 

différent de celui de S. thermophilus LA14 et des profils des 30 souches de la collection de Junjua 

et al. (2016). De plus, l’allèle 10 attribué à la séquence de S. thermophilus LF9 au niveau du locus 

serB correspondant à celui attribué par El-Sharoud et al. (2012) mais inexistant dans la collection de 

Junjua et al. (2016). Il est à souligner que l’utilisation du marqueur serB par El-Sharoud et al. 

(2012) a permis de distinguer dix allèles dans une collection de 54 souches de S. thermophilus de 

différentes sources laitières et origines géographiques d’Egypte. En revanche, S. thermophilus 

LA14 exhibe le même profil allélique que celui de la souche S. thermophilus LMD-9 (tableau 13).  

 

Tableau 12. Variabilité génétique au niveau des neuf loci étudiés par MLST pour l’espèce 

S. thermophilus (adapté de Junjua et al., 2016) 

Locus Longueur 

de 

séquence 

(pb) 

Nb. de site 

variable pour 

S. thermophilus 

LF9 et LA14 

Maximum % 

de divergence 

pour S. 

thermophilus 

LF9 et LA14  

Maximum % de 

divergence au sein de la 

collection S. thermophilus 

 de Junjua et al. (2016) 

Maximum % de 

divergence au sein de la 

collection S. thermophilus 

Delorme et al.  

(2010)  

glcK 488 6 1,2 0,6 1,7 

ddlA 472 0 0 0,6 0,4 

pepO 583 3 0,5 0,5 0,4 

ilvC 476 0 0 0,2 0,2 

thrS 518 1 0,2 0,2 0,6 

tkt 568 0 0 0,7 1 

pyrE 546 1 0,2 1,3 1,2 

dnaE 491 0 0 0,2 0,6 

serB 498 3 0,6 2,6 - 

serB n’est pas séquencé dans la collection de Delorme et al. (2010) 

 

En outre, l’arbre phylogénétique est construit avec les séquences concaténées de neuf gènes de 

ménage, d’une longueur totale de 4640 pb relatives à nos deux isolats, aux 30 souches de 

S. thermophilus de la collection du laboratoire URAFPA et à trois souches de S. salivarius. Cet 



Résultats & discussions 

 

100 
 

arbre permet de visualiser une claire distinction de S. thermophilus LF9 de l’isolat S. thermophilus 

LA14, (identique à S. thermophilus LMD-9) et des 30 autres souches de cette espèce inclut dans 

l’étude phylogénétique (figure 13). 

Tableau 13. Allèles (MLST) des isolats S. thermophilus LF9 et LA14 par rapport à la collection de 

30 souches de S. thermophilus de Junjua et al. (2016) 

Souche  Origine No. Allèle 

glcK ddlA pepO ilvC thrS tkt pyrE dnaE serB 

ATE11PB6MJ Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

EBL1066 Yaourt 1 2 3 2 2 3 8 2 7 

CNRZ160 Yaourt 2 2 4 ou 1 1 1 3 1 1 2 

CNRZ21  Yaourt 5 2 4 ou 1 1 1 1 3 1 4 

CNRZ302  Fromage 1 2 3 2 2 3 6 1 3 

CNRZ391 Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

CNRZ455 Inconnu 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

EBLHAD17 Yaourt  1 2 4 ou 1 1 1 1 3 1 4 

EBLHAD8α Yaourt 1 2 4 ou 1 2 1 1 3 1 18 

EBL307 Fromage 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

EBL308 Fromage 2 N N 1 1 4 6 2 3 

EBL385 Fromage 1 2 3 2 2 3 6 1 3 

EBL404 Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

EBL407 Yaourt  1 1 2 1 2 7 5 1 3 

EBL445 Fromage 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

EBLST19 Yaourt 1 1 4 ou 1 1 2 2 6 1 25 

EBLST20  Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

EBLY4 Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

4F44 Fromage 1 2 4 ou 1 1 2 3 6 1 3 

LMD9 Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

LMG18311 Yaourt 1 2 4 ou1 1 2 1 3 1 1 

PB18 Fromage 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

PB302  Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

PB385 Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

PB5MJ Yaourt 1 1 2 1 2 7 5 1 3 

ST14 Yaourt 3 2 4 ou 1 1 1 8 13 1 9 

ST88 Fromage  1 1 2 1 2 7 5 1 3 

WG19258  Milk 1 2 3 2 2 3 8 2 7 

LF9  Lben  7 1 4 1 1 7 6 1 10 

LA14 Lben  1 1 2 1 2 7 5 1 3 

N : nouvel allèle 
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Figure 13. Liens phylogénétiques des isolats S. thermophilus LF9 et S. thermophilus LA14 parmi 

30 souches de cette espèce et trois souches de S. salivarius (adapté de Junjua et al., 2016) 

Liens basées sur les séquences de 9 gènes de ménage (glcK, ddlA, pepO, ilvC, thrS, tkt, pyrE, dnaE, et serB), 

alignées par la méthode ClustalW. L'arbre phylogénétique a été construit en utilisant la méthode du 

Neighbor-Joining basée sur le modèle de Tamura-Nei (Tamura et Nei 1993). Les valeurs du bootstrap sont 

montrées sur les nœuds correspondants. 
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De même, une variabilité génétique relativement faible au sein de 239 souches de S. thermophilus 

issues de différentes régions de Mongolie et de Chine en comparaison avec 18 souches de référence 

a été rapportée par Yu et al. (2015) avec 119 profils alléliques différents (soit 46%) ce qui est à peu 

près retrouvé dans la collection de Junjua et al. (2016) contre 77% pour la collection de Delorme et 

al. (2010). Yu et al. (2015) ont souligné un nombre d’allèles compris entre 8 et 18 pour les 257 

souches étudiées, ce qui est supérieur à ceux observés dans les collections de Delorme et al. (2010) 

et de Junjua et al. (2016) et qui sont respectivement, compris entre 2 et 13 et entre 2 et 8. La mise 

en évidence d’une telle diversité allélique par Yu et al. (2015) pourrait s’expliquer par le nombre de 

souches explorées par ces auteurs qui est environ 9 fois supérieur à celui des collections étudiées 

par Delorme et al. (2010) et Junjua et al. (2016). De plus Yu et al (2015) avaient adopté d’autres 

gènes dans le schéma MLST probablement plus polymorphes pour les 239 souches testées. Or, une 

très faible diversité, visible sur l’arbre phylogénétique, a été notée pour les 18 souches 

S. thermophilus de référence (Italie, France, Angleterre, Hollande, Chine, USA) étudiées avec les 

mêmes gènes par ces auteurs. 

 

1.2.5.2. Cas des isolats de Streptococcus macedonicus  

Les 18 isolats de S. macedonicus originaires de quatre produits différents, n’ont pas pu être 

différenciés par les marqueurs génétiques utilisés précédemment. En tenant compte de la forte 

probabilité que les isolats provenant du même produit correspondent à des copies multiples de la 

même souche, nous avons choisi de nous intéresser à un isolat par produit. Dès lors, un schéma 

MLST a été développé pour les quatre isolats de S. macedonicus (LK13, LS5, PA et P2) provenant 

de quatre produits différents (LbK1, LbS, Rb1FP et Rb2FP) en ciblant des gènes qui se sont avérés 

discriminants pour des souches de S. thermophilus et de S. gallolyticus, surtout que S. macedonicus 

constitue une sous-espèce d’origine laitière du complexe S. bovis / S. equinus (Delorme et al., 

2010 ; El-Sharoud et al.,2012 ; Shibata et al., 2014  ; Junjua et al., 2016). 

Seize gènes de ménage ont ainsi été séquencés dans les quatre isolats de S. macedonicus. Aucune 

différence n'a été notée pour six gènes: glcK, pepO, thrS, tkt, pyrE et dnaE, avec une identité de 

séquence de 100% entre les quatre isolats et la souche de référence S. macedonicus ACA-DC 198 

(Papadimitriou et al., 2012). Ces derniers gènes étaient écartés de l'étude MLST.  

Les séquences nucléotidiques de fragments internes de 363 à 842 pb ont été déterminées pour les 

dix autres loci (ddlA, ilvC, serB, dpr, gmk, rpoD, parC, pta, pyrC et recN). La diversité des 

séquences au niveau des gènes pour S. macedonicus permet de distinguer deux à trois allèles par 

locus et le pourcentage maximal de divergence des séquences nucléotidiques de ces isolats va 



Résultats & discussions 

 

103 
 

de 0,2% au locus rpoD et serB à 1,5% au locus pyrC. Parmi ces gènes, pyrC est celui qui comporte 

le plus grand nombre et la plus grande proportion (7 sites, 1.5%) de sites polymorphes, suivi par 

ddlA (6 sites, 0.7%). Les gènes rpoD et serB sont les moins polymorphes (2 sites, 0,2%). Ces 

résultats sont exprimés dans le tableau 14. De plus cinq profils alléliques différents sont représentés 

par nos isolats et la souche S. macedonicus ACA-DC 198 utilisée dans cette étude et sont résumés 

dans le tableau 15. 

L’analyse phylogénétique des séquences concaténées de longueur totale de 5126 pb a donné lieu à 

l’arbre présenté dans la figure 14. Cette analyse a révélé une nette séparation des espèces 

S. macedonicus et S. gallolyticus, étayée par des valeurs bootstrap significatives et une séparation 

nette entre nos isolats et la souche de référence. En outre, parmi nos isolats, une distinction de la 

souche S. macedonicus PA des trois autres est visible sur l’arbre phylogénétique. 

Nos isolats, partageant une même aire géographique présentent un faible degré de variabilité 

génétique, probablement qu’ils ont été soumis aux mêmes pressions de sélection de 

l’environnement. D’ailleurs, le caractère peu polymorphe des souches S. macedonicus a été mis en 

évidence par Jans et al. (2016), qui ont décelé par MLST une diversité génétique très faible des 

souches de S. macedonicus provenant de différentes origines (grecque, somalienne, ivoirienne et 

malienne), mais visible sur l’arbre phylogénétique, avec une distinction des souches africaines de la 

souche grecque. De même, nos quatre souches algériennes constituent une entité génétique distincte 

de la souche grecque S. macedonicus ACA-DC-198. Lombardi et al. (2004) et Blaiotta et al. (2011) 

avaient également mis en exergue une diversité génétique parmi les souches de S. macedonicus de 

différentes origines, caractérisées par RAPD. 
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Tableau 14. Diversité génétique au niveau des dix loci de S. macedonicus 

Locus Longueur de 

séquence (pb) 

Nb. de site 

variable 

No. 

allèles 

% maximum de divergence 

pour  S. macedonicus 

pyrC 477 7 3 1,5 

ilvC 776 3 3 0,4 

pta 466 2 3 0,4 

recN 400 3 2 0,7 

ddlA 842 6 2 0,7 

dpr 363 2 2 0,5 

gmK 415 2 2 0,4 

parC 462 2 2 0,4 

rpoD 435 1 2 0,2 

serB 490 1 2 0,2 

 

 

Tableau 15. Profils alléliques obtenu par étude MLST des quatre isolats de S. macedonicus et de la 

souche S. macedonicus ACA-DC 198 (Papadimitriou et al. 2012) 

Souche 

S. macedobicus 
Origine No. allèle. 

pyrC ilvC pta recN ddlA dpr gmK parC rpoD serB 

PA Rayeb (Rb1FP) 1 2 1 1 2 2 2 2 2 2 

P2 Rayeb (Rb2FP) 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 

LS5 Lben (LbS) 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 

LK13 Lben (LbK1) 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 

ACA-DC 198 Fromage Kasseri  3 3 3 2 1 1 1 1 2 1 

 

 

 

 

 



Résultats & discussions 

 

105 
 

 LK13 

 P2 

 LS5 

 PA 

 S. macedonicus ACA-DC-198 

 S. gallolyticus UCN-34 

 S. gallolyticus ATCC-43143 

 S. gallolyticus ATCCBAA-2069 
99 

100 

99 

52 

0.0020 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Liens phylogénétiques entre les souches de S. macedonicus (LK13, P2, LS5, PA et 

ACA-DC 198) et trois souches de S. gallolyticus 

Liens basées sur les séquences de dix gènes de ménage (ddlA, ilvC, serB, dpr, gmk, rpoD, parC, pta, pyrC et 

recN), alignées par la méthode ClustalW. L'arbre phylogénétique a été construit en utilisant la méthode du 

maximum de vraisemblance basée sur le modèle de Tamura-Nei (Tamura et Nei 1993). Les valeurs du 

bootstrap sont montrées sur les nœuds correspondants. 

 

En effet, le lien entre origine géographique et diversité génétique a été relevé pour de nombreuses 

espèces. Pour L. lactis, une grande diversité a été observée par MLST pour des souches issues de 

différentes régions de Chine, la corrélation de l’évolution de cette espèce à l’origine géographique a 

été démontrée (Xu et al., 2014). Jans et al. (2016) ont également observé au cours de l’analyse 

phylogénétique une claire différenciation des souches de S. infantarius subsp. infantarius issues de 

sources laitières originaires d’Afrique de l’Est, affichant une faible variabilité des profils alléliques 

pour la majorité des souches, de celles provenant d’Afrique de l’Ouest et d’Asie. 

Cependant, ce lien n’est pas toujours évident pour certaines espèces où la diversité de l’origine 

géographique des souches n’est pas forcément corrélée à une forte variabilité génétique tel que cela 

a été démontré pour S. thermophilus. Il est toutefois, utile de rappeler qu’en dépit d’une faible 
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diversité de cette espèce, des souches isolées dans la même région du centre de la Mongolie ont 

présenté le plus de profils alléliques différents. De la même manière, aucune corrélation entre 

l’origine géographique d’isolement et la diversité génétiques n’a été indiquée pour des souches de 

S. macedonicus d’origine laitières étudiées par Lombardi et al. (2004) ou encore des souches de 

S. gallolyticus subsp. gallolyticus et S. infantarius subsp. infantarius humaines et animales testées 

par MLST dans les travaux de Dumke et al. (2014) et Jans et al. (2016).  

Toutefois, une plus forte variabilité génétique intra-espèce a été indiquée pour S. gallolyticus subsp. 

gallolyticus et S. gallolyticus subsp. pasteurianus considérées comme des sous espèces, au même 

titre que S. macedonicus, de l’espèce S. gallolyticus. Selon Shibata et al. (2014), Dumke et al. 

(2014) et Jans et al. (2016), la proportion de sites polymorphes pour l’ensemble des membres du 

complexe S. bovis / S. equinus se situe environ entre 2% et 11%. Cette proportion est nettement 

inférieure à celle d’autres espèces telle que S. salivarius qui peut présenter un pourcentage de 

divergence au niveau de la souche de 45%.  

 

2. Caractérisation des isolats sur la capacité d’acidification en lait  

En parallèle au génotypage de nos isolats de S thermophilus et S. macedonicus, nous avons 

testé leur capacité acidifiante en lait. Outre l’importance de cette propriété dans la fermentation en 

technologie laitière, sa caractérisation permettrait, éventuellement, de différencier et de trier nos 

isolats d’un point de vue biochimique. Herve‐Jimenez et al. (2008) ont indiqué que des souches de 

S. thermophilus qui se ressemblent du point de vue génétiques, avaient des comportements 

différents en lait. 

L’acidification du lait par les BL ne dépend pas uniquement de leur métabolisme de lactose pour 

transformer le lactose en acide lactique mais elle est également liée à leur capacité à croître dans ce 

milieu pauvre en acides aminés et en petits peptides libres. Etant auxotrophes pour certains acides 

aminés, les BL doivent dégrader les caséines pour générer ces acides aminés et assurer leur 

développement en lait, ce qui se traduit par une augmentation de la vitesse d’acidification de celui-

ci. Dans ce contexte, la croissance de nos isolats de S. thermophilus et de S. macedonicus dans du 

lait supplémenté ou non en bacto-tryptone a été suivie par mesure du pH. Le lait est un milieu de 

choix qui permet d’apprécier l’activité acidifiante de nos isolats et de les classer selon celle-ci.  
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2.1. Acidification du lait non enrichi 

La variation de pH (Δ pH) qui correspond à la différence de valeurs de pH du lait obtenues 

au temps d’incubation t0 et à un instant t a servi à classer les souches de BL selon leur vitesse 

d’acidification pendant les premières heures de fermentation dans plusieurs travaux. Beresford et al. 

(2001), qualifient les souches de BL de fortement acidifiantes pouvant être employées en 

fermentation du lait pour la fabrication de fromage lorsque la variation de pH en lait est inférieure à 

5,3 (soit une variation de pH de plus de 1,4 unité) au bout de 6 h d’incubation. Cette classification a 

été également employée par Lombardi et al. (2004) pour des souches de S. macedonicus en 

considérant les temps d’incubation de 3, 6 et 24 h. Nieto-Arribas et al. (2009) et Lairini et al. (2014) 

considèrent qu’une variation de pH de 0,4 unité dans le lait en moins de 3h d’incubation est un 

indice d’une grande vitesse d’acidification. Si cette valeur est obtenue entre 3 h et 5 h, la vitesse 

d’acidification est moyenne et au-delà de 5 h, l’acidification est alors lente.  

En revanche, Georgalaki et al. (2000) ont observé la valeur de pH finale en lait obtenue au bout de 

6h d’incubation pour conclure de la capacité d’acidification des souches de S. macedonicus. De la 

même façon, Blaiotta et al. (2011) ont classé arbitrairement les souches de S. macedonicus et 

S. thermophilus selon la valeur de pH atteint au bout de 6 h d’incubation dans le lait en trois 

catégories : souches fortement acidifiantes (valeurs de pH < 5,0) ; modérément acidifiantes (valeurs 

de pH comprises entre 5,0 et 6,0) et faiblement acidifiantes (valeurs de pH > 6,0).  

 

2.1.1. Acidification du lait par les isolats de Streptococcus thermophilus  

Un pH final de 4,3 au bout de 8 h d’incubation (pH 4,6 en 6 h) est obtenu en lait pour 

S. thermophilus LA14 et la souche de référence S. thermophilus LMD-9, tandis que le pH est 

maintenu à 5,6 (pH 5,8 en 6 h) pour l’isolat S. thermophilus LF9 (figure 15).  
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Figure 15. Cinétiques d’acidification en lait avec ou sans bacto-tryptone des isolats S. thermophilus 

LF9, LA14 et de la souche de référence S. thermophilus LMD-9  

Les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas indépendants sont présentées.  

 

En se référant au classement de Georgalaki et al. (2000), Lombardi et al. (2004), Blaiotta et al. 

(2011) et Lairini et al. (2014), nous pouvons qualifier S. thermophilus LF9 de faiblement acidifiant, 

la variation de 0,4 unité de pH est atteinte au-delà de 5 h d’incubation et le pH final étant proche de 

6. Il a été rapporté que bien que cette espèce compte des souches fortement acidifiantes telle que 

S. thermophilus LMD-9, de nombreuses souches de S. thermophilus affichent la même tendance 

d’acidification en lait que notre isolat S. thermophilus LF9. Parmi 28 souches de S. thermophilus 

étudiées par Galia et al. (2009), 18 étaient considérées comme moyennement à faiblement 

acidifiantes. Blaiotta et al. (2011) ont détecté dans leur collection de S. thermophilus, 84% de 

souches avec un niveau d’acidification modéré à faible (respectivement, 48% et 36%). Il en est de 

même pour Morandi et al. (2012) qui ont identifié 79% de souches S. thermophilus faiblement 

acidifiantes. 

Cette faible capacité d’acidification du lait pourrait être liée en partie à une faible activité 

protéolytique de surface. L’activité de la protéase PrtS permet de favoriser la croissance des 

souches dans le lait, composé de protéines complexes (caséines), alors qu’elle n’est pas requise pour 

le développement dans un milieu enrichi en acides aminés libres directement accessibles.  

La souche de référence S. thermophilus LMD-9 exprime la protéase active PrtS, codée par le gène 

prtS, qui lui permet de croître et d’acidifier rapidement le lait dans les mêmes conditions que celles 

de S. thermophilus LF9. Chez ce dernier, le gène prtS semble être absent puisqu’il n’a pas été révélé 
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par PCR (résultat non présenté). Le lien entre les activités acidifiante et protéolytique des souches 

S. thermophilus a été mis en exergue dans plusieurs travaux tels que ceux de Galia et al. (2009), 

Dandoy et al. (2011) et Urshev et al. (2014). Certaines de ces souches ne possèdent pas le gène 

prtS, ce qui représente environ la moitié des génomes séquencés de S. thermophilus, tandis que 

d’autres présentent une différence dans la régulation de l’expression de ce gène (Galia et al., 2009 ; 

2016).  

Contrairement à S. thermophilus LF9 qui est faiblement acidifiant et probablement non 

protéolytique, le deuxième isolat S. thermophilus LA14 est fortement acidifiant, d’ailleurs sa courbe 

se superpose à celle de la souche de référence S. thermophilus LMD-9. Cet isolat possède 

certainement la protéase active PrtS au même titre que la souche S. thermophilus LMD-9. D’ailleurs 

les deux S. thermophilus affichent également le même profil génotypique (ITS type II et profils 

alléliques MLST identiques). 

 

2.1.2. Acidification du lait par les isolats de Streptococcus macedonicus  

Concernant S. macedonicus, les 18 isolats ont été d’abord testés en lait notamment dans le 

but d’évaluer leur capacité d’acidification selon laquelle, ils pourraient être distingués (figure 16). 

Cela nous permettrait de faire un choix quant aux souches à exploiter dans le présent travail. 

Les résultats obtenus n’ont pas révélé d’isolats avec une forte activité d’acidification. La quasi-

totalité des isolats est considérée comme modérément acidifiante avec une variation de pH en lait 

d’environ 0,4 unité obtenue entre 3 h et 5 h d’incubation et un pH ultime inférieur à 6 (compris 

entre 5,0 et 5,3) en 8 h d’incubation Trois isolats provenant du même produit ont été considérés 

comme faiblement acidifiants. Il s’agit de S. macedonicus LS4, S. macedonicus LS1 et 

S. macedonicus LS6. Ces isolats conduisent, au-delà de 5h d’incubation, à des variations de pH en 

lait de 0,4 avec des valeurs de pH finales supérieures à 6 pour S. macedonicus LS4, proche de 6 

pour S. macedonicus LS1 et inférieure à 6 concernant S. macedonicus LS6. 
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Figure 16. Cinétiques d'acidification en lait des isolats S. macedonicus et de la souche 

S. thermophilus LMD-9 

A : isolats issues des produits lben : LbS et LbK1. B : isolats originaires des produits rayeb Rb1FP et Rb2FP. 

Les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas indépendants sont présentées.   
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Nos résultats concordent avec ce qui a été rapporté dans la littérature concernant cette espèce. 

Toutes les souches de S. macedonicus explorées par Georgalaki et al. (2000) étaient modérément 

acidifiantes. Lombardi et al. (2004) et Blaiotta et al. (2011) ont détecté des souches avec une 

activité acidifiante modérée à faible en lait avec des valeurs de pH finales (6 h) en lait comprises 

entre 5 et 6 et au dessus de 6. Il en est de même pour la souche S. macedonicus LC743 qui a été 

utilisée dans la préparation de fromage Mozzarella pour tester in vivo sa capacité anti-

inflammatoire. Cette souche présente également une capacité acidifiante modérée avec un pH 

d’environ 5,5 en 6 h d’incubation en lait (Cho et al., 2010 ; 2012). Les souches étudiées par Settani 

et al. (2011) semblent également être moyennement acidifiantes. À ce jour, dans la littérature et au 

mieux de notre connaissance, une seule souche S. macedoicus 33MO isolée par Vendramin et al. 

(2014) est qualifiée de fortement acidifiante, cette souche a atteint le niveau maximum 

d’acidification du lait en 80 minutes (Tarrah et al., 2018a). 

Au regard des résultats relatifs au suivi d’acidification des 18 isolats de S. macedonicus, il ne nous a 

pas été possible de les distinguer clairement. Néanmoins, nous avons, globalement, choisi parmi 

ceux-ci, les isolats qui semblent afficher relativement les meilleurs vitesses d’acidification. Nous 

avons opté pour un isolat par produit en l’occurrence S. macedonicus LS5 et S. macedonicus PA qui 

proviennent, respectivement, des produits LbS et Rb1FP car ils présentent des niveaux 

d’acidification en lait meilleurs que les isolats partageant avec eux le même produit. Les isolats 

S. macedonicus P2 et S. macedonicus LK13 issus de deux produits différents (Rb2FP et LbK1) ont 

été retenus car ce sont les seuls isolats de S. macedonicus représentant ces produits.  

 

2.2. Acidification du lait enrichi en bacto-tryptone versus lait 

Nous avons utilisé dans cette étude le lait enrichi en bacto-tryptone qui est un hydrolysat de 

caséines contenant 80% d'oligopeptides et 20% de di, tri-peptides et acides aminés libres. Ce milieu 

a été utilisé par Galia et al. (2009) dans l’étude de la capacité acidifiante des souches de S. 

thermophilus. Il permet également de fournir une indication quant à l’activité protéolytique de 

surface des isolats. Une lente acidification du lait seul qui est accélérée en présence d’une source de 

peptides et d’acides aminés libres dénote probablement d’un système protéolytique de surface 

insuffisant ou inactif. En outre, S. thermophilus LMD-9 qui possède une protéase de paroi active 

(prtS +, PrtS +) a été utilisée comme témoin positif de l'acidification rapide.  
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2.2.1. Cas de Streptococcus thermophilus LF9  

Une accélération de l’acidification a été observée pour notre isolat S. thermophilus LF9, le 

pH a atteint 4,8 en 8 h en rajoutant du bacto-tryptone au lait au lieu de 5,6 en lait seul (figure 15).  

Le bacto-tryptone semble avoir amélioré sa vitesse d’acidification du lait enrichi sans pour autant 

rattraper celle de la souche de référence S. thermophilus LMD-9 en lait.  

Dans l’étude de Galia et al. (2009), les souches S. thermophilus faiblement acidifiantes et non 

protéolytiques cultivées dans le lait enrichi en bacto-tryptone atteignent le même niveau 

d’acidification que celui des souches fortement acidifiantes en lait. Ce constat laisse à supposer 

qu’une faible activité protéolytique liée à la PrtS n’est pas le seul facteur impliqué dans la faible 

capacité acidifiante de notre isolat, les peptidases extracellulaires ont un rôle important dans la 

croissance de S. thermophilus en lait notamment pour les souches ne possédant pas d’activité PrtS 

(Hafeez et al., 2013).  

En outre, compte tenu de la composition du bacto-tryptone (80% oligopeptides et 20% de di- et tri-

peptides et acides aminés libres), il se pourrait que des acteurs du système de transport 

d’oligopeptides, responsables de les internaliser, (Ami) et/ou des peptidases intracellulaires en 

charge de la dégradation des oligopeptides et d'autres peptides soient faiblement actifs. D’autant 

plus qu’une peptidase intracellulaire décrite comme telle chez S. thermophilus semble aussi, être 

responsable d’activité peptidasique extracellulaire chez cette espèce (Hafeez et al., 2019). 

 

2.2.2. Cas des isolats de Streptococcus macedonicus  

Les isolats S. macedonicus PA, S. macedonicus P2, S. macedonicus LS5 et S. macedonicus 

LK13 ont été cultivés en lait enrichi en bacto-tryprone et dont les cinétiques d’acidification en lait 

avec et sans bacto-tryptone sont présentées pour chacun des isolats dans les figures 17 et 18. La 

souche S. thermophilus LMD-9 y est également exposée comme témoin de l’acidification rapide. 

Tous ces isolats ont été classés comme modérément acidifiants, toutefois, de petites variabilités 

apparaissent dans la vitesse d’acidification du lait. 

Le lait atteint des valeurs de pH de 5,5 et 5,6 en 6 h d’incubation avec une réduction de pH de 0,4 

unité entre 4 et 4,5 h respectivement, pour les isolats S. macedonicus PA et S. macedonicus P2. Un 

pH ultime de 5,3 est observé pour les deux isolats au bout de 8h.  

Dans le lait supplémenté de bacto-tryptone, le pH est en dessous de 6 à 3 h et 3,5 h, ce qui 

correspond à une variation de 0,4 unité de pH, avec les isolats S. macedonicus PA et 

S. macedonicus P2. Le pH est en dessous de 5 en 5,5 h et atteint la valeur de 4,6 en 8 h d’incubation 
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(figure 17). Ces deux isolats passent d’une capacité moyenne d’acidification en lait à rapide en lait 

enrichi en bacto-tryptone. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Cinétiques d’acidification en lait avec ou sans bactotryptone des isolats S. macedonicus 

PA (A) et S. macedonicus P2 (B) ainsi que la souche S. thermophilus LMD-9 

Les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas indépendants sont présentées. 

 

Pour les isolats S. macedonicus LS5 et S. macedonicus LK13, leurs vitesses d’acidification du lait 

sont plus élevées que les isolats précédents. Ces deux isolats réduisent le pH du lait de 0,4 unité en 
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3,5 h en atteignant une valeur de pH inférieure à 6. Le pH final en lait est maintenu à 5,2 pour S. 

macedonicus LS5 et 5,1 pour S. macedonicus LK13.  

Ces isolats élèvent davantage la vitesse d’acidification du lait lorsqu’il est supplémenté en bacto-

tryptone avec une variation de pH de 0,4 en 3 h et des valeurs de pH en dessous de 5 en 5 à 5,5 h et 

de 4,6 au bout de 8 h d’incubation (figure 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Cinétiques d’acidification en lait avec ou sans bactotryptone des isolats S. macedonicus 

LS5 (A) et S. macedonicus LK13 (B) ainsi que la souche S. thermophilus LMD-9  

Les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas indépendants sont présentées. 
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Ces résultats concordent avec la littérature comme cela a été évoqué plus haut. Les souches 

S. macedonicus étudiées par Georgalaki et al. (2000), Lombardi et al. (2004) et Blaiotta et al. 

(2011) semblent être modérément acidifiantes et faiblement protéolytiques. En effet, une faible 

activité protéolytique extracellulaire a été détectée pour quelques souches ce qui confirmerait le lien 

entre le pouvoir acidifiant et protéolytique de cette espèce. Très peu d’informations existent sur le 

système protéolytique notamment de surface de S. macedonicus qui n’a pas été profondément 

investigué. En outre une faible activité phospho β-galactosidase a été mise en évidence pour 

certaines souches de S. macedonicus qui pourrait expliquer en partie son faible pouvoir acidifiant 

(Manachini et al., 2002 ; De Vuyst et Tsakalidou, 2008). 

Il faut rappeler que S. macedonicus est relativement une nouvelle espèce, comparée à 

S. thermophilus, qui s’adapte de plus en plus au lait. Dès lors, de nouvelles fonctions nécessaires à 

l’investissement de ce milieu se mettent en place peu à peu. Celles-ci s’acquièrent notamment par 

transfert horizontal comme cela a été démontré pour plusieurs espèces dont S. macedonicus. 

L’émergence de souches avec un fort potentiel acidifiant et une activité protéolytique extracellulaire 

est tout à fait possible à l’instar de S. thermophilus. 

Au terme de l’identification génotypique et de l’étude de la capacité acidifiante de nos isolats en 

lait, les quatre souches de S. macedonicus PA, S. macedonicus P2, S. macedonicus LS5 et 

S. macedonicus LK13, ainsi que la souche S. thermophilus LF9 ont été retenues pour la suite de ce 

travail. Au vu de la forte proximité génotypique de l’isolat S. thermophilus LA14 de la souche de 

référence S. thermophilus LMD-9 et de la superposition des activités acidifiantes des deux entités, 

la souche S. thermophilus LA14 a été écartée. 

 

3. Comportement des souches aux conditions simulées du tractus gastro-intestinal 

Dans la suite de ce travail, nous avons étudié les principaux critères que doivent posséder 

des souches probiotiques. De ce fait, la capacité de nos souches à résister aux conditions du TGI et à 

adhérer aux cellules épithéliales a été évaluée in vitro. Deux souches, Lb. rhamnosus GG et 

S. thermophilus LMD-9, ont été utilisées comme références. La souche Lb. rhamnosus GG est 

reconnue comme un probiotique, elle possède une tolérance satisfaisante aux conditions sévères du 

tube digestif et une bonne capacité d’adhésion. En ce qui concerne la souche S. thermophilus LMD-

9, elle présente la meilleure capacité de survie aux stress acide et biliaire et d’adhésion aux cellules 

épithéliales parmi d’autres souches de S. thermophilus testées in vitro par Junjua et al. (2016).  
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3.1. Survie aux conditions acides 

L’une des conditions importantes des probiotiques est leur viabilité dans le TGI, ils doivent 

alors passer la première barrière acide de l’estomac pour continuer le chemin vers leur cible. A cet 

effet, nous avons testé in vitro la capacité de nos souches à résister au pH acide en les exposant 

pendant 2 h à des solutions isotoniques acides, ce qui correspond à la moitié du temps de vidange 

d’un repas semi-solide. Nous avons opté pour des valeurs de pH proches des conditions 

physiologiques qui varient de 1 à 2 lorsque l’estomac est vide jusqu’à 4 à 5 au cours des repas 

(Chen et al., 2009 ; Mackie et Rigby, 2015). Ainsi, trois points à savoir pH 2, pH 4 et un point 

intermédiaire pH 3 ont été fixés. Ces valeurs de pH sont souvent utilisées dans l’étude de la capacité 

de survie des souches aux conditions acides de l’estomac (Cho et al., 2010 ; Ripamonti, et al., 

2011 ; Junjua et al., 2016). L’effet de l’acidité sur la viabilité de ces souches est déterminé par 

dénombrement sur gélose, la baisse de viabilité d’une souche correspond à la diminution 

significative de la population bactérienne à un temps donné par rapport à la population initiale. 

Après 2 h d’exposition à pH 4, la viabilité de la souche S. macedonicus PA n’est pas affectée au 

même titre que les souches de référence Lb. rhamnosus GG et S. thermophilus LMD-9. En 

revanche, les trois autres souches S. macedonicus et la souche S. thermophilus LF9 subissent une 

réduction significative de la survie allant de 0,5 à 0,7 log sauf pour la souche S. macedonicus LK13 

qui perd 1,3 log (figure 19 A).  

A pH 3, la souche S. macedonicus PA est également plus résistante, avec une diminution de la 

survie inférieure à 1 log, que les autres S. macedonicus et la souche S. thermophilus LF9 présentant 

une réduction de 1,5 à 1,9 log. Les mêmes résultats que ceux affichés par la souche S. macedonicus 

PA ont été obtenus pour S. thermophilus LMD-9, alors qu’aucune sensibilité n’a été notée pour la 

souche Lb. rhamnosus GG (figure 19 B).  

Après une heure d’exposition à pH 2, toutes les souches S. macedonicus ainsi que la souche 

S. thermophilus LF9 n’y ont pas survécu, contrairement à S. thermophilus LMD-9 et Lb. rhamnosus 

GG qui ont conservé une certaine viabilité dans ces conditions. Toutefois après 2 h d’exposition à 

pH 2, ces deux souches sont indétectables (figure 19 C). 

Il est à indiquer qu’aucun effet immédiat à (0 h) n’a été observé aux différents pH pour l’ensemble 

des souches testées. 
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Figure 19. Survie des souches de S. macedonicus, S. thermophilus LF9, S. thermophilus LMD-9 et 

Lb. rhamnosus GG (LGG) après 2 h d’exposition à pH 4 (A), pH 3 (B) et 1 h à pH 2 (C) par rapport 

au contrôle négatif pH 7 

Les résultats sont exprimés en Log10 UFC/mL et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas 

indépendants sont présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement 

différentes à p < 0,05. 



Résultats & discussions 

 

118 
 

a a a a a a aa a
a a a

a a

b b b b b

b

b

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

12,0

PA P2 S5 K13 LF9 LMD-9 LGG

L
o

g
1
0
 U

F
C

/m
L

C

pH7 0h

pH2  0h

pH2 1h

 

Figure 19. Survie des souches de S. macedonicus, S. thermophilus LF9, S. thermophilus LMD-9 et 

Lb. rhamnosus GG (LGG) après 2 h d’exposition à pH 4 (A), pH 3 (B) et 1 h à pH 2 (C) par rapport 

au contrôle négatif pH 7 (suite) 

Les résultats sont exprimés en Log10 UFC/mL et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas 

indépendants sont présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement 

différentes à p < 0,05. 

 

 

Nos résultats indiquent que les quatre souches de S. macedonicus ainsi que la souche 

S. thermophilus LF9 résistent à l’acidité jusqu’à pH 3, avec une diminution progressive de la 

viabilité entre pH 4 et 3 selon les souches.  

D’après la littérature, une forte diminution de la viabilité a été observée au bout d’une heure et demi 

d’exposition à pH 3 pour des souches de S. macedonicus SB230 et S. macedonicus SB330 d’origine 

fécale (Rippamoti et al., 2011). Blaiotta et al. (2013) ont souligné des taux de survie largement 

variables à pH 2,5 durant 30 minutes pour dix souches de S. macedonicus avec uniquement deux 

souches dépassant un taux de 60%. La souche S. macedonicus ACA-DC 198 est également, 

incapable de survivre 1 h à pH 2,5 et une réduction importante de la survie de certaines souches 

après exposition au même pH pendant 2 h a été indiquée par d’autres auteurs (Zoumpopoulou et al., 

2008 ; 2018). Pour Tarrah et al. (2020), la moitié des souches de S. macedonicus étudiées présente 

une très faible capacité de survie à pH 2,5 alors que l’autre moitié y survit bien. Une baisse 

LS5 LK13 
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drastique de la survie est constatée pour la souche S. macedonicus CRL415 exposée à pH 2 pendant 

1,5 h (Laiño et al., 2019). Quant à la souche S. macedonicus LC743, elle n’est que faiblement 

affectée par ce même pH infligé durant 3 h (Cho et al.,2010). 

S’agissant de S. thermophilus, nos résultats indiquent par ailleurs, que la souche S. thermophilus 

LF9 ne parvient pas à survivre après une heure d’exposition à pH 2 contrairement à la souche de 

référence S. thermophilus LMD-9 qui survit dans les mêmes conditions. Effectivement, cette espèce 

est souvent considérée comme sensible au stress acide.  

Cependant, certaines souches peuvent exprimer des niveaux différents de survie à l’acidité gastrique 

in vitro tel qu’il a été démontré dans certains travaux dont ceux de Junjua et al. (2016). Parmi une 

trentaine de souches de S. thermophilus testées, quelques-unes seulement, dont S. thermophilus 

LMD-9, présentaient des taux élevés de survie à l’acidité en parvenant à survivre à pH 2 dans le jus 

gastrique ainsi que dans le système gastro-intestinal dynamique TIM (Junjua et al., 2016 ; Uriot et 

al., 2016). Il en est de même dans les travaux de Zotta et al. (2008) et Blaiotta et al. (2013), où une 

large variabilité dans la tolérance au stress acide a été constatée pour cette espèce ainsi que pour 

S. macedonicus. Blaiotta et al. (2013) ont indiqué des taux de survie à pH 2,5 chez des souches de 

S. thermophilus allant de 4% à 100%. Une perte de viabilité entre 1,6 à 3,8 log a également été 

rapportée pour 12 souches de S. thermophilus exposées à pH 2,4 durant 5h (Ziarno, 2010).  

Au bout de 3h d’exposition à pH 2, la souche S. thermophilus CECT 801 présente environ 11% de 

survie (García-Hernández et al., 2012), tandis qu’une perte totale de viabilité a été constatée après 

1 h à pH 2 pour des souches de S. thermophilus testées par Fang et al. (2013). D’autre part, la 

souche S. thermophilus BGVLJ1-44 survit parfaitement bien aux conditions simulées du TGI 

(Veljović et al., 2017) et les souches S. thermophilus RD102 et S. thermophilus RD104 affichent 

une  concentration cellulaire de 7,4 log après 2 h à pH 2 sans aucune perte de cellule à pH 4 (Iyer et 

al., 2010a).  

Ces éléments indiquent que la résistance des espèces S. thermophilus et S. macedonicus aux faibles 

pH semble être liée à la souche. En effet, cette caractéristique est souvent considérée comme souche 

voire espèce dépendante et les variabilités sont constatées entre des souches de la même espèce 

ainsi qu’entre différentes espèces du même genre. Bien que d’une manière générale, les 

bifidobactéries soient réputées sensibles au stress acide, certaines espèces comme B. bifidum et 

B. animalis présentent une bonne résistance à ce stress (Ebel, 2012 ; Sánchez et al., 2013 ).  

Toutefois, malgré leur sensibilité à l’acidité, certaines espèces telles que S. thermophilus et L lactis 

arrivent néanmoins à survivre dans le TGI une fois ingérées sous forme de yaourt et de lait (Klijn et 
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al., 1995 ; Mater et al., 2005). En effet, S. thermophilus a été détectée dans les matières fécales de 

volontaires après consommation de yaourt à des concentrations croissantes durant la période 

d’ingestion (García‐Hernández et al., 2012). Elle a aussi été dénombrée à une charge de 108 UFC/g 

dans les fèces de rats après son administration orale (Thomas et al., 2011 ; Ben-Yahia et al., 2012). 

Une étude métagénomique a montré la présence d’ADN de S. thermophilus dans la matière fécale 

de plus de 90% d’individus européens étudiés (Qin et al., 2010). Il semblerait également, que des 

souches ayant montré une faible résistance à l’acidité in vitro présentent de bons résultats in vivo. 

Cela est notamment le cas de la souche S. macedonicus ACA-DC 198 qui n’a pas survécu une heure 

à pH 2,5, mais elle a réussi à traverser le TGI, puis qu’elle a été isolée des selles de souris à une 

concentration proche de la dose administrée oralement (Maragkoudakis et al., 2009).  

Par ailleurs, la majorité des travaux visant à évaluer la capacité de survie des souches à l’acidité 

gastrique sont menés par leur exposition directe à un milieu acide sans pour autant considérer l’effet 

du véhicule de ces souches à savoir l’aliment. L’intégration des souches probiotiques dans une 

matrice alimentaire type produits laitiers, céréaliers, etc. peut être envisagée comme une stratégie de 

protection vis-à-vis des conditions drastiques rencontrés dans le TGI. Le pH de ces aliments, 

généralement supérieur à 3, ainsi que leur composition et leur structure peuvent exercer des effets 

tampon et protecteur permettant d’améliorer la viabilité des souches probiotiques dans 

l’environnement digestif (Iyer et al., 2010a ; Bove et al., 2013).  

Sanders et Marco (2009) ont traité dans leur article de synthèse l’impact de la matrice alimentaire 

sur l’action du probiotique au niveau de l’hôte qui demeure par conséquent viable dans le TGI. Les 

études évoquées par ces auteurs attestent qu’un effet significatif de la souche Lb. rhamnosus GG 

dans le traitement de l’arthrite est perçu lors qu’elle est apportée par le yaourt. Pitino et al. (2012) 

ont étudié l’effet d’une matrice de fromage sur la survie des souches de Lb. rhamnosus in vitro dans 

un modèle gastro-intestinal dynamique et ils ont observé une forte capacité de survie des souches 

véhiculées dans le fromage. Bove et al. (2013) ont également observé un taux de survie élevé à 

l’acidité gastrique in vitro de la souche Lb. plantarum WCFS1 lorsque celle-ci est utilisée dans une 

matrice riche en nutriments ou contenant des prébiotiques. L’effet des extraits de châtaigne sur la 

viabilité des souches de Lactobacillus (Lb. rhamnosus, Lb. casei) et de Streptococcus 

(S. thermophilus, S. macedonicus) a été étudié par Blaiotta et al. (2013). Ces extraits ont 

grandement amélioré la tolérance des lactobacilles au jus gastrique et intestinal simulés.  

En outre, une augmentation significative de la survie de la souche S. thermophilus LMD-9 dans les 

compartiments du tube digestif simulé par le modèle dynamique TIM est observée pour la souche 

intégrée dans une formule de lait fermenté par rapport à celle inoculée dans le lait (Uriot et al., 
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2016). De la même manière, Mantovani et al. (2019) ont indiqué que l’incorporation d’une souche 

de Lb. casei dans le flan au chocolat a permis d’augmenter la résistance de la souche aux conditions 

simulées du TGI.  

Il est à noter, que des mécanismes de lutte et de protection contre le stress acide ont été mis en 

évidence chez S. thermophilus et S. macedonicus tels que l’augmentation du niveau d’expression du 

complexe F0F1-ATPase, l’accroissement de l’expression des protéines chaperonnes sHps, GroEL 

and GroES et de l’activité uréasique, etc. (voir chapitre 3 section 3.1.2.1). Ils peuvent être induits 

chez les bactéries par une exposition à un stress acide non létal (sub-létal) à travers une réponse 

ATR (Acid Tolerance Respone) leur permettant de résister et de s’adapter à un stress plus létal et 

prolongé dans le temps. Cela confère à beaucoup d’entre elles une extraordinaire capacité de 

tolérance des conditions hostiles (De Angelis et al., 2001 ; Wu et al., 2014b ; Liu et al., 2016). 

Généralement, les souches recueillies au cours de la phase stationnaire de croissance résistent mieux 

à l’acidité car les mécanismes de l’ATR peuvent être déclenchés sous l’effet du stress perçu par leur 

propre production d’acides organiques (Ebel, 2012). L’exposition préalable des souches de 

S. macedonicus à un stress acide modéré non létal a induit une réponse ATR, principalement à 

travers l’augmentation des activités F0F1-ATPase et enzymatique (glucose spécifique 

phosphoénolpyruvate et système phosphotransférase : glucose-PEP-PTS) ainsi que des 

changements majeurs dans la composition cellulaire, permettant d’améliorer l’adaptabilité de ces 

souches à un niveau de stress plus élevé (Papadimitriou et al., 2006 ; 2007 ; 2008). La pré-

exposition des souches de Lb. casei et Le. mesenteroides à pH 4,5 et 5 a entrainé une augmentation 

de leur survie à des pH plus bas (Kim et al., 2014 ; Wu et al., 2014a).  

De même, une augmentation conséquente du taux de survie de L. lactis à pH 3,9 a été enregistrée 

suite à son adaptation à pH 5,5 (Hartke et al., 1996). De plus, il a été suggéré que l’adaptation 

efficace à un stress donné notamment acide entraine une acquisition de tolérance vis-à-vis d’autres 

stress. C’est ainsi qu’une adaptation au stress acide a entrainé chez les bifidobactéries une tolérance 

à la bile, à la salinité et au stress oxydant chez L. lactis (Sánchez et al., 2013 ; Wu et al., 2017). 

Aussi, L’exposition aux basses températures (10°C pendant 2 h) a considérablement amélioré la 

survie d’une souche de S. thermophilus à pH 2,5 et 2,8 du jus gastrique et intestinal simulés par 

rapport aux souches non traitées (Fang et al., 2013). Pareillement pour des souches de Lb. 

plantarum dont la pré-exposition à un traitement thermique sub-létal a augmenté la croissance de la 

souche à pH bas (De Angelis et al. 2004). De ce fait, l’induction de l’ATR in vitro et l’adaptation à 

différents types de stress constitueraient une alternative prometteuse pour concevoir des souches 

plus robustes.  
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3.2. Survie aux sels biliaires 

La bile est considérée comme l’un des stress majeurs rencontré par les probiotiques dans le 

tube digestif qu’ils doivent surmonter pour pouvoir exercer leur effet bénéfique sur l’hôte. La 

toxicité des sels biliaires qui en sont les principaux constituants est telle que les effets des enzymes 

pancréatiques, qui sont dans l’environnement intestinal, sont bien négligeables sur la viabilité des 

BL in vitro en absence de SB (Ruiz-Moyano et al., 2008 ; Ranadheera et al., 2012). La 

concentration physiologique de ces derniers varie selon la nature de l’alimentation, le type de SB et 

le compartiment du tube digestif (Kebouchi et al., 2016). Les concentrations physiologiques en SB 

varient de plus de 40 mM à moins de 1 mM (Islam et al., 2011; Ruiz, 2013) avec une concentration 

de 10 mM dans l’intestin grêle (Bajor et al., 2010).  

La majorité des travaux sur la survie aux SB utilise l’extrait de bile bovine ou porcine dont la 

composition exacte n’est pas bien connue. Nous avons préféré utiliser un mélange équimolaire de 

SB (MSB) avec des niveaux de toxicité différents, selon le protocole de Kebouchi et al. (2016). Ce 

mélange contient deux SB libres primaires le cholate et secondaire le désoxycholate ainsi qu’un SB 

conjugué qui est le taurocholate. L’effet du MSB sur la survie de nos souches a été déterminé aux 

concentrations de 4 mM, 5 mM, 6 mM et 10 mM durant 2 h. La survie des souches à ces conditions 

a été évaluée par leur dénombrement sur gélose. 

Les résultats obtenus n’indiquent aucun effet significatif après 2 h d’exposition à 4 mM de MSB 

pour les souches S. macedonicus LS5 et S. macedonicus LK13, alors qu’une réduction d’environ un 

log a été soulignée pour les souches S. macedonicus PA et S. macedonicus P2 et 1,8 log pour la 

souche S. thermophilus LF9. Quant à la souche S. thermophilus LMD-9, elle n’est pas détectable à 

cette concentration et une perte de 3,7 log est enregistrée pour Lb. rhamnosus GG (figure 20 A). A 

la concentration de 5 mM de MSB, une relative réduction de viabilité est observée pour toutes les 

souches à l’exception de la souche S. macedonicus LK13 qui demeure intacte (figure 20 B). 

A partir de la concentration de 6 mM de MSB, l’ensemble des souches de S. macedonicus subissent 

une baisse significative de la survie allant de 1 log pour les souches S. macedonicus LS5 et 

S. macedonicus LK13 à 2,5 log pour la souche S. macedonicus PA et 4,6 log pour la souche la plus 

sensible S. macedonicus P2. La survie de la souche S. thermophilus LF9 est réduite de 3,6 log et 

celle de Lb. rhamnosus GG de 6,5 log (figure 20 C). Mis à part la souche S. macedonicus P2, les 

trois autres souches ainsi que la souche S. thermophilus LF9 ont survécu à 10 mM de MSB. Plus de 

la moitié de la population initiale des souches S. macedonicus LS5 et S. macedonicus LK13 et 

environ la moitié de celle des souches S. macedonicus PA et S. thermophilus LF9 ont conservé leur 
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viabilité, tandis que la souche de référence Lb. rhamnosus GG n’est plus détectable à cette 

concentration (figure 20 D).  

Figure 20. Survie des souches de S. macedonicus, S. thermophilus LF9, S. thermophilus LMD-9 et 

Lb. rhamnosus GG (LGG) après 2 h d’exposition au MSB aux concentrations de 4 mM (A), 5 mM 

(B), 6 mM (C) et 10 mM (D) comparée au contrôle négatif 0 mM 

Les résultats sont exprimés en Log10 UFC/mL et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas 

indépendants sont présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement 

différentes à p < 0,05.  
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Figure 20. Survie des souches de S. macedonicus, S. thermophilus LF9, S. thermophilus LMD-9 et 

Lb. rhamnosus GG (LGG) après 2 h d’exposition au MSB aux concentrations de 4 mM (A), 5 mM 

(B), 6 mM (C) et 10 mM (D) comparée au contrôle négatif 0 mM (suite) 

Les résultats sont exprimés en Log10 UFC/mL et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas 

indépendants sont présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement 

différentes à p < 0,05.  
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Par ailleurs, un effet choc (à 0 h) significatif a été observé pour la souche S. macedonicus P2, 

S. thermophilus LMD-9 et Lb. rhamnosus GG à 4 mM de MSB, à partir de 6 mM pour la souche 

S. macedonicus PA ainsi que la souche S. thermophilus LF9 et à 10 mM pour les deux autres 

souches. 

Ces résultats montrent que nos souches, à l’exception de S macedonicus P2, résistent assez bien à 

des concentrations élevées en SB. D’ailleurs, le niveau de survie est nettement supérieur aux 

souches de référence Lb. rhamnosus GG et S. thermophilus LMD-9. Cette dernière est d’ailleurs, en 

dessous du niveau de détection contrairement à notre souche S. thermophilus LF9 qui survit à toutes 

les concentrations de MSB testées.  

A l’instar de la survie à l’acidité, la capacité de résistance des deux espèces aux SB semble être 

souche dépendante au vu des différentes études rapportées dans la littérature. Pour S. macedonicus, 

certaines souches expriment une excellente tendance à la résistance à des concentrations élevées en 

SB. Cela est le cas notamment de la souche S. macedonicus ACA-DC 198 qui survit totalement à 1 

et 2% de bile oxgall pendant 4 h (Zoumpopoulou et al., 2008) et des souches S. macedonicus 

LC743, S. macedonicus SB230 et S. macedonicus SB330 pour qui, une légère réduction de viabilité 

(moins d’un log) est indiquée après 3 h d’exposition à 0,3% de bile oxgall (Cho et al., 2010 ; 

Ripamonti et al., 2011). Les quatre souches de S. macedonicus étudiées par Tarrah et al. (2020) 

affichent également une bonne résistance suite à une exposition de 3 et 5 h au jus intestinal simulé. 

En revanche, une grande variabilité est soulignée dans la capacité de survie à la même concentration 

pour dix souches de S. macedonicus dont le taux de survie va de 1 à 100% et il est moins de 46% 

pour 80% d’entre elles (Blaiotta et al., 2013). Parmi les souches étudiées par Zoumpopoulou et al. 

(2018), seule une souche S. macedonicus ACA-DC 208 exprime un bon niveau de survie après 3 h à 

1% de SB en perdant moins de 1,5 log alors que la capacité de croissance de la souche 

S. macedonicus CRL415 testée par Laiño et al. (2019) en présence de 1% et de 0,3% de SB est 

respectivement, en dessous de 30% et 60%. 

En ce qui concerne l’espèce S. thermophilus, certaines études soulignent sa résistance aux SB tel 

que c’est le cas pour la souche S. thermophilus 14085, qui n’est pas affectée par une exposition à 

2% de SB durant 12 h (fang et al., 2013). Pareil pour les souches S. thermophilus RD102 et 

S. thermophilus RD104 exposées 3 h à 1 et 2% de bile (Iyer et al., 2010a). Une perte de viabilité 

d’environ 0,5 et 1,5 log est indiquée pour S. thermophilus TA040 suite à son exposition à 3 et 4 g/L 

de SB pendant 12 h (Ziar et al., 2014). Une faible réduction de survie est également soulignée pour 
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la souche S. thermophilus BGVLJ1-44 incubée 2h dans le jus duodénal simulé à 0,3% de bile 

(Veljović et al., 2017).  

Toutefois, la sensibilité de S. thermophilus aux SB a été perçue pour plusieurs souches comme 

celles testées par Ziarno (2010), qui ont perdu entre 2,6 et 3,8 log au contact du fluide duodénal 

simulé à 1,7 g/L de bile pendant 6 h. Concernant S. thermophilus LMD-9, Kebouchi et al. (2016) 

ont rapporté que cette souche survit jusqu’à 3 mM de MSB, avec une baisse significative de sa 

viabilité, au-dessus de cette concentration aucune cellule n’est détectable. Junjua et al. (2016) ont 

également observé une résistance modérée à 0,5 g/L de cholate et désoxycholate de sodium, pour 

les 30 souches de S. thermophilus testées avec une diversité dans le niveau de survie. Dans le 

système dynamique TIM, la survie de S thermophilus est aussi souche dépendante puisque la 

souche S. thermophilus CNRZ21 n’est plus détectable dans le compartiment du duodénum après 4 h 

de digestion alors que les souches S. thermophilus LMD-9, S. thermophilus PB18O et 

S. thermophilus EBLST20 atteignent les compartiments jéjunal et iléal du système TIM avec une 

réduction de la concentration cellulaire au bout de 5 h de digestion (Uriot et al., 2016).  

Ces données suggèrent que la capacité de survie des deux espèces aux SB dépend de la souche, des 

conditions d’expérimentation et des SB utilisés (Kebouchi et al., 2016). Il est à l’évidence, difficile 

de mimer exactement l’environnement intestinal in vitro. Rien que la concentration en SB varie à 

l’entrée de l’intestin grêle en fonction de la nature du repas et de son séjour, elle est maximale à 

l’arrivée du repas et elle a tendance à diminuer complètement au bout de 2 h. En outre, l’absence de 

standardisation des protocoles d’expérimentation rend bien difficile les comparaisons entre les 

différentes études.  

Il est à noter par ailleurs, que la forte toxicité reconnue des SB sur les bactéries notamment l’effet 

détergent sur les membranes a engendré un effet significatif sur la survie de nos souches dès le 

contact immédiat (0 h) notamment à 10 mM de MSB. D’ailleurs la toxicité des SB est supérieure à 

celle du HCl au regard des résultats obtenus dans le test de survie au stress acide où aucun effet 

immédiat n’a été perçu même au pH délétère (pH 2) sur nos souches. Autant cet acide ne diffuse 

pas facilement à travers la membrane, les SB, notamment non conjugués, s’attaquent directement à 

celle-ci. La survie des différentes souches est ensuite maintenue pendant 2 h après exposition au 

MSB en limitant les effets toxiques des SB par la mise en place de stratégies apriori efficaces de 

protection. Peu de travaux ont étudié les mécanismes de lutte contre les SB pour l’espèce 

S. thermophilus et aucune étude, à notre connaissance, n’existe concernant S. macedonicus. 



Résultats & discussions 

 

127 
 

En effet, Uriot et al. (2016) ont suggéré que la sensibilité de la souche S. thermophilus CNRZ21 

dans le système TIM serait attribuée au fait qu’elle ne dispose pas dans son génome de certaines 

protéines de choc thermique impliquées dans la réponse au stress digestif. De plus, cette souche ne 

possède pas d’activité uréasique, contrairement aux autres souches testées par ces auteurs dont 

S. thermophilus LMD-9, et qui pourrait contrer l’acidification du cytoplasme par l’accumulation 

intracellulaire d’acides HCl et pourquoi pas biliaires.  

En outre, d’après Kebouchi et al. (2016), l’inactivation des gènes codant les protéines de surface 

PrtS et MucBP, a affecté la survie de S. thermophilus LMD-9 au MSB. Or, dans notre étude, la 

souche S. thermophilus LF9 affiche un bon niveau de survie au MSB qui est bien supérieur à celui 

de S. thermophilus LMD-9, alors qu’elle ne semble pas posséder d’activité PrtS vu sa faible 

capacité d’acidification du lait. Il apparait que les mécanismes de réponse au stress digestif et en 

l’occurrence biliaire soient multiple et également souche dépendante chez les bactéries.  

Par ailleurs, parmi les protéines membranaires, existent les pompes à efflux qui sont impliquées 

dans l'extrusion active d'une large gamme de substrats toxiques pour la cellule. Le gène tetA-like 

codant les protéines TetA appartenant à la superfamille des facilitateurs majeurs (MFS) de transport 

a été identifié dans le génome de quelques souches de S. thermophilus dont S. thermophilus LMD-9 

et de la souche S. macedonicus ACA-DC 198 (Arioli et al., 2014). Ces auteurs ont démontré que la 

surexpression de ce gène dans les souches de S. thermophilus a entraîné une réduction de la 

sensibilité au bromure d’éthidium, à la tétracycline et à d’autres composés toxiques, même lorsque 

la pompe à efflux était surexprimée dans une souche dépourvue naturellement du gène de type tetA. 

Les composés toxiques contre lesquels ces protéines seraient efficaces pourraient être les SB, 

participant ainsi à la détoxification des cellules de S. thermophilus et pourquoi pas de 

S. macedonicus. Tarrah et al. (2020) ont également observé in silico dans les génomes des souches 

de S. macedonicus présentant les meilleures capacités de survie au jus gastro-intestinal, un nombre 

important de gènes liés aux fonctions de réponse au stress notamment des gènes de l'opéron 

opuCABCD qui sont impliqués dans la réponse au stress osmotique. 

D’autre part, les EPS produits par de nombreuses BL dont l’espèce S. thermophilus, forment une 

couche de molécule à la surface des bactéries les protégeant ainsi des substances toxiques en 

l’occurrence les SB (Broadbent et al., 2003). En effet, la souche S. thermophilus BGVLJ1-44 qui 

présente une bonne résistance aux SB est capable de produire des EPS. La couche d’EPS est 

supposée être un des moyens de lutte de cette souche contre les conditions hostiles de 

l’environnement (Veljović et al., 2017). De la même manière, Boke et al. (2010) ont démontré la 

corrélation positive entre la survie aux SB et la production d’EPS tout en précisant que les souches 
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de S. thermophilus fortement productrices d’EPS montraient un effet protecteur significatif contre 

les SB. L’exposition à 0,3% de bile pendant 2 h a engendré 45% de survie pour les souches 

fortement productrices contre moins de 7% pour les souches les moins productrices. En ce qui 

concerne S. macedonicus, peu de souches expriment une activité EPS et de ce fait leur implication 

la lutte contre le stress biliaire serait probablement négligeable.  

Bien que l’activité BSH ne soit pas courante chez les BL, des travaux ont tout de même souligné le 

lien entre cette activité et la survie des souches de S. thermophilus aux SB. Iyer et al. (2010a) 

indiquent que les souches S. thermophilus RD102 et S. thermophilus RD104 caractérisées par leur 

résistance aux SB expriment une bonne activité BSH au même titre que la souche étudiée par Ziar 

et al. (2014). L’implication de cette activité dans la détoxification des SB et l’amélioration de la 

résistance des souches n’est pas toujours nécessaire pour certaines souches. Cela est le cas de la 

souche S. macedonicus ACA-DC 198, qui est pourvue d’une grande résistance aux SB alors qu’il a 

été démontré in silico la présence de pseudogène bsh dans son génome (Zoumpopoulou et al., 

2008 ; Papadimitriou et al., 2014). Ce qui suggère par ailleurs, que l’activité BSH n’est pas une 

stratégie employée par cette souche voire d’autres souches de cette espèce dans la lutte contre le 

stress biliaire, d’autres mécanismes en sont empruntés et qui méritent d’être élucidés pour cette 

espèce. D’un autre côté, ces éléments indiquent également que l’activité BSH dépend aussi de la 

souche. 

Il est à rappeler que la majorité des probiotiques sont consommés dans les produits alimentaires 

censés protéger les souches concernées durant le transit digestif de par leurs ingrédients et 

structures. Ainsi l’importance de la matrice alimentaire sur la viabilité de ces souches a été révélée 

par plusieurs travaux et évoquée dans la section précédente (3.1. Survie aux conditions acides). 

Certains travaux ont d’ailleurs mis en exergue l’impact de la source de carbone dans l’amélioration 

de la survie à la bile. Pour exemple, Ziar et al. (2014) ont montré que l’ajout du lactose au milieu, a 

contribué à améliorer considérablement la résistance d’une souche de S. thermophilus à la bile par 

rapport au glucose, qui inversement affectait sa survie. De la même manière, le lactulose et la 

pectine ont permis d’augmenter la résistance à la bile d’une souche de Lb. rhamnosus. D’autres 

travaux ont également mis en avant l’effet des lipides sur la protection des contre les effets des SB 

in vitro par leur intégration dans une crème glacée chocolatée (Ranadheera et al., 2012). 

 

3.3. Capacité d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales in vitro 

L’adhésion des bactéries à l’épithélium intestinal (aux cellules épithéliales et/ou au mucus) 

est un critère important au potentiel probiotique. Une meilleure adhésion des bactéries, combien 
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même transitoire, pourrait améliorer leur persistance et favoriser un dialogue intime avec les 

cellules épithéliales (Fernandez et al., 2018). Le mucus recouvrant le tube digestif constitue le 

premier point de contact des bactéries en transit avec les constituants de l’épithélium. L’adhésion au 

mucus est la première étape d’interaction du probiotique avec les cellules hôtes pouvant alors 

induire une réponse positive et favoriser la colonisation au niveau intestinal. De ce fait, l’étude de la 

capacité d’adhésion in vitro des quatre souches de S. macedonicus, des souches S. thermophilus 

LF9, S. thermophilus LMD-9 et Lb. rhamnosus GG, aux cellules épithéliales intestinales a été 

réalisée sur les modèles cellulaires avec ou sans sécrétion de mucus, à savoir Caco-2 TC7, HT29-

MTX et HT29-CL16E. 

Caco-2 sont des lignées cellulaires d'adénocarcinome colique humain capables de se différencier 

spontanément in vitro en monocouche cellulaire exprimant des protéines apicales et basolatérales 

comme les entérocytes de l'intestin grêle humain, tandis que les cellules HT29 se différencient en 

cellules caliciformes polarisées et sécrètent des quantités massives de mucus composé 

principalement de mucines MUC5AC d’origine gastrique pour les cellules HT29-MTX et de 

MUC2, d’origine intestinale, pour les cellules HT29-CL16E (Pinto et al., 1983 ; Lesuffler, et al., 

1990 ; Kebouchi et al., 2016).  

Ces modèles permettraient de se rapprocher au mieux des conditions réelles des cellules intestinales 

humaines pour l’évaluation de l’adhésion des souches aux cellules épithéliales et au mucus tapissant 

le tube digestif. Les trois modèles expriment différentes propriétés de surface rencontrées dans 

l’environnement intestinal rendant pertinente leur utilisation dans le cadre de notre étude.  

Il est à souligner que les cellules Caco-2 et HT29 constituent les principales lignées utilisées dans 

l’étude de l’adhésion bactérienne. Le clone TC7 confère par ailleurs, aux cellules Caco-2 un haut 

degré de différenciation et permet d’améliorer la performance et la stabilité du modèle cellulaire 

(Zucco et al., 2005 ; Kamiloglu et al., 2015 ; Jose et al., 2017). Ce qui justifie son emploi dans cette 

étude. Les lignées dérivées des cellules parentales HT29 semblent être de plus en plus utilisées dans 

l’étude de l’adhésion bactérienne notamment les HT29-MTX (Coconnier et al., 1992 ; Van Tassell 

et al., 2011 ; Kamiloglu et al., 2015) contrairement aux lignées HT29-CL16E. Kebouchi et al. 

(2016) sont les premiers, à notre connaissance, à les avoir adoptées pour l’étude de l’adhésion 

bactérienne des BL au mucus de type intestinal.  
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3.3.1. Choix du support cellulaire pour l’étude de l’adhésion 

Nous avons constaté dans la littérature, que les puits comme les inserts sont employés 

comme supports de culture cellulaire pour l’évaluation de l’adhésion bactérienne. Toutefois, les 

inserts peuvent être plutôt pertinents pour l’étude des échanges à travers les cellules (Slater et al., 

2011 ; García-Cayuela et al., 2014 ; Altamim et al., 2016). 

Ce dispositif est en fait une membrane perméable en polycarbonate de porosité 0,4 μm sur laquelle 

les cellules peuvent croître. Elle est fixée à un insert de 4,2 cm² dont l’extrémité inférieure est en 

contact avec le puits d’une microplaque, contenant le milieu nutritif (Figure 21).  

 

 

Figure 21. Microplaque pour culture cellulaire 

 Puits (A) et inserts (B)  

 

Pour asseoir notre choix de support, nous avons décidé de mener une expérience d’adhésion des 

souches S. thermophilus LMD-9 et Lb. rhamnosus GG aux cellules Caco2-TC7 et HT29-MTX 

cultivées en inserts et en puits. Les résultats obtenus présentés dans les figures 22 et 23 n’indiquent 

aucune différence significative (p <0,05) pour S. thermophilus LMD-9 en puits par rapport aux 

inserts pour les deux modèles cellulaires utilisés, de même pour Lb. rhamnosus GG en puits / insert 

dans le modèle HT29-MTX. La seule différence est notée pour Lb. rhamnosus GG en Caco2-TC7. 

Ces résultats nous ont servi à valider les puits comme support de culture cellulaire pour notre étude, 

ce qui a permis de réduire le coût des expérimentations.  

A B 
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Figure 22. Adhésion in vitro des souches Lb. rhamnosus GG (LGG) et S. thermophilus LMD-9 en 

puits versus inserts aux cellules épithéliales Caco-2 TC7 

Les résultats sont exprimés en nombre de bactéries adhérentes (UFC/mL) par cellule eucaryote (11 × 106 

cellules eucaryotes/puits) et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas indépendants sont 

présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement différentes à p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23. Adhésion in vitro des souches Lb. rhamnosus GG (LGG) et S. thermophilus LMD-9 en 

puits versus inserts aux cellules épithéliales HT-29 MTX 

Les résultats sont exprimés en nombre de bactéries adhérentes (UFC/mL) par cellule eucaryote (11 × 106 

cellules eucaryotes/puits) et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas indépendants sont 

présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement différentes à p < 0,05. 
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3.3.1. Adhésion des souches aux cellules eucaryotes 

La capacité d’adhésion in vitro des souches de S. macedonicus, S. thermophilus LF9, 

S. thermophilus LMD-9 et Lb. rhamnosus GG, aux trois type de cellules épithéliales intestinales est 

présentée dans les figures 24, 25, 26. Cette capacité est exprimée en nombre de bactéries adhérentes 

par cellule eucaryote. Il est à rappeler que le nombre de cellules eucaryote pour les trois modèles 

utilisés est de 11.106 et le nombre initial de bactéries est d’environ 1010 UFC/mL.  

Les résultats montrent que la capacité d’adhésion aux cellules Caco2-TC7 des souches 

S. macedonicus PA, S. macedonicus P2 et S. macedonicus LK13 est similaire à celle de 

Lb. rhamnosus GG (environ 4 bactéries/cellule eucaryote). Elle est intermédiaire pour 

S. macedonicus LS5 et S. thermophilus LF9 mais reste supérieure à celle de S. thermophilus LMD-9 

tel que présenté en figure 24.  

Par ailleurs, les souches S. macedonicus PA et S. thermophilus LF9 exercent de bonnes qualités 

d’adhésion aux cellules à mucus HT29-MTX, environ 13 bactéries par cellule, soit la moitié de la 

valeur obtenue avec Lb. rhamnosus GG. Une plus faible adhésion est soulignée pour les autres 

souches de S. macedonicus et S. thermophilus LMD-9 (figure 25).  

La même tendance est observée pour le modèle cellulaire HT29-CL16E, où les souches 

S. macedonicus PA et S. thermophilus LF9 affichent également les meilleures capacités d’adhésion 

d’environ 35 bactéries par cellule par rapport aux autres souches de S. macedonicus 

(20 bactéries/cellule) et S. thermophilus LMD-9 (7 bactéries/cellule). La capacité d’adhésion la plus 

forte est attribuée au témoin positif de l’adhésion Lb. rhamnosus GG (figure 26).  

D’autre part, une meilleure capacité d’adhésion est constatée pour nos souches, dans leur ensemble, 

aux cellules à mucus intestinal HT29-CL16E par rapport aux HT29-MTX (à mucus gastrique) ou 

encore aux Caco2-TC7. L’adhésion des souches S. macedonicus PA et S. thermophilus LF9 est trois 

fois supérieure aux cellules HT29-MTX qu’aux Caco2-TC7. Ces deux souches adhèrent environ 

trois fois aux cellules HT29-CL16E qu’aux HT29-MTX. De la même manière, les autres souches de 

S. macedonicus affichent une adhésion aux cellules HT29-CL16E presque 10 fois supérieure à celle 

du modèle HT29-MTX. Pareillement pour les souches de référence, Lb. rhamnosus GG et 

S. thermophilus LMD-9 dont la capacité d’adhésion est 3 à 5 fois stimulée dans le modèle HT29-

CL16E par rapport à celui des HT29-MTX. 
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Figure 24. Adhésion in vitro des souches de S. macedonicus, S. thermophilus LF9, S. thermophilus 

LMD-9 et Lb. rhamnosus GG (LGG) aux cellules épithéliales Caco-2 TC7 

Les résultats sont exprimés en nombre de bactéries adhérentes (UFC/mL) par cellule eucaryote (11 × 106 

cellules eucaryotes/puits) et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas indépendants sont 

présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement différentes à p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. Adhésion in vitro des souches de S. macedonicus, S. thermophilus LF9, S. thermophilus 

LMD-9 et Lb. rhamnosus GG (LGG) aux cellules épithéliales HT29-MTX 

Les résultats sont exprimés en nombre de bactéries adhérentes (UFC/mL) par cellule eucaryote 

(11 × 106 cellules eucaryotes/puits) et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas 

indépendants sont présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement 

différentes à p < 0,05. 
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Figure 26. Adhésion in vitro des souches de S. macedonicus, S. thermophilus LF9, S. thermophilus 

LMD-9 et Lb. rhamnosus GG (LGG) aux cellules épithéliales HT29-CL16E 

Les résultats sont exprimés en nombre de bactéries adhérentes (UFC/mL) par cellule eucaryote (11 × 106 

cellules eucaryotes/puits) et les moyennes ± SEM de deux expériences en duplicatas indépendants sont 

présentées. Les valeurs moyennes avec différentes lettres sont significativement différentes à p < 0,05. 

 

Globalement, en comparaison à notre témoin positif d’adhésion Lb. rhamnosus GG, nos souches, 

semblent avoir presque les mêmes capacités d’adhésion que le témoin sur Caco-2 alors que sur les 

cellules à mucus seules les souches S. macedonicus PA et S. thermophilus LF9 se distinguent par 

une adhésion modérée.  

Ces résultats corroborent le fait que la capacité d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales in 

vitro est liée à la souche et dépend probablement de ses caractéristiques intrinsèques, tels que c’est 

le cas pour S. macedonicus PA par rapport aux autres souches S. macedonicus testées et de la 

souche S. thermophilus LF9 qui exprime une capacité d’adhésion bien supérieure à celle de 

S. thermophilus LMD-9. En effet, les seules études, au mieux de notre connaissance, évoquant 

l’adhésion des souches de S. macedonicus aux cellules épithéliales intestinales in vitro soulignent 

différents niveaux d’adhésion. Pour Laiño et al. (2019), la souche S. macedonicus CRL415 possède 

une bonne capacité d’adhésion aux cellules Caco-2 au même titre que les souches de 

S. macedonicus d’Afrique de l’Est dans les travaux de Jans et al. (2016), marquées par une capacité 

d’adhésion significative aux mucines MUC2. Quant à la souche S. macedonicus CIP105865T testée 

par Boleij et al. (2011), elle adhère modérément aux cellules Caco2 et HT29 (environ 20%). En 
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revanche, une faible adhésion aux mêmes cellules, avec des taux d’adhésion respectives de 1% et 

4%, est attribuée aux souches de S. macedonicus explorées par Zoumpopoulou et al. (2018).  

En ce qui concerne l’espèce S. thermophilus, Fernandez et al. (2018) signalent une faible capacité 

d’adhésion des souches S. thermophilus LMD-9 et S. thermophilus LMG18311 par rapport à celle 

de L. lactis TIL448 au mucus de la lignée HT29-MTX. Cette espèce est toutefois, caractérisée par 

une forte variabilité dans la capacité d’adhésion à la même lignée cellulaire d’après Junjua et al. 

(2016). Les 30 souches de S thermophilus testées par les auteurs ont exprimé des taux d’adhésion 

variant de moins de 1 jusqu’à 16%. Le taux d’adhésion exprimé par la souche S. thermophilus STY 

-31 aux cellules Caco-2 est d’environ 6% (De Palencia et al., 2008).  

Il est à signaler toutefois que dans la littérature, les variabilités dans les capacités d’adhésion d’une 

même souche à la même lignée cellulaire, pouvant être imputées aux variations des conditions 

d’expérimentation, sont telles qu’il parait important de prendre ces données avec précaution. Rien 

que pour Lb. rhamnosus GG, nous retrouvons des taux d’adhésion très variables d’une étude à 

l’autre pouvant aller de 9 à 40% au mucus (Ouwehand et al., 2000 ; Izquiedro, 2009 ; Argyri et al., 

2013 ; Nejati et Oelschlaeger, 2015 ; Chaffanel et al., 2018), et de 9 à 34% aux cellules Caco-2 

(Schillinger et al., 2005 ; Nejati et Oelschlaeger, 2015). Pour la souche Bifidobacterium lactis 

Bb12, le taux d’adhésion au même modèle Caco-2 varie de 2 à 8,9% entre deux études (De Palencia 

et al., 2008 ; Laparra et Sanz, 2009). 

De plus, la diversité des facteurs de surface bactérienne peut également expliquer les différences du 

niveau d’adhésion des souches au même type cellulaire. Pour exemple, l’expression de différents 

niveaux d’EPS par des souches de Lb. bulgaricus a conféré des profils d’adhésion différents aux 

cellules eucaryotes (Jose et al., 2017). En fait, les mécanismes d’adhésion des deux espèces étudiées 

(S. thermophilus et S. macedonicus) aux cellules épithéliales intestinales ne sont pas bien élucidés, 

néanmoins, certaines pistes ont été mises en avant pour l’espèce S. thermophilus. Kebouchi et al. 

(2016) ont souligné l’implication de la srtA et des protéines dépendantes de la sortase telles que 

MucBP, prtS, CpdB dans son profil d’adhésion aux cellules Caco2 et HT29-CL16E. Récemment, 

Tarrah et al. (2020), ont constaté la présence de l'opéron opuCABCD dans le génome de la souche 

S. macedonicus 211MA présentant une forte capacité d’adhésion aux cellules épithéliales HT29. 

Ces mêmes auteurs ont suggéré son éventuelle implication dans l’adhésion de la souche étudiée à 

l’instar de ce qui a été décrit pour Listeria monocytogenes LO28 et Listeria monocytogenes ScottA. 

L'élimination de l’opéron opuC a considérablement réduit l'adhésion de ces souches bactériennes 

dans l'intestin des souris après ingestion orale.  
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Par ailleurs, nos résultats indiquent une différence de la capacité d’adhésion des souches selon le 

modèle cellulaire et le type de mucus exprimé. Les souches S. macedonicus PA et S. thermophilus 

LF9 adhèrent mieux aux cellules à mucus qu’aux cellules sans mucus, ce qui concorde avec les 

résultats rapportés par Zoumpopoulou et al. (2018) et Kebouchi et al. (2016). En outre, toutes les 

souches testées expriment une meilleure capacité d’adhésion aux cellules à mucus intestinal HT29-

CL16E qu’aux HT29-MTX à mucus gastrique.  

A l’évidence, les structures glucidiques des mucines peuvent fournir un site de fixation initial aux 

bactéries, exemple en est des bactéries pathogènes telles que E. coli entérotoxinogène qui adhère à 

la glycoprotéine transmembranaire MUC1 ou encore Campylobacter jejuni interagissant au niveau 

de l’intestin avec la mucine sécrétée MUC2. Des souches de BL telle que L. lactis BGKP1 adhèrent 

spécifiquement aux mucines de type gastrique MUC5AC, alors que des souches de S. macedonicus 

se lient au MUC2. Certaines espèces de bifidobactéries sont également connues pour leur adhésion 

spécifique au mucus. D’ailleurs, il a été rapporté que la production de mucus par les cellules HT29-

MTX semble augmenter l'adhésion des cellules bactériennes par rapport aux cellules Caco-2 ou 

HT29 seules. L’adhésion de certains probiotiques en l’occurrence est significativement inférieure à 

la lignée Caco-2 par rapport à HT29-MTX (Tu et al., 2008 ; Van Tassell et Miller, 2011 ; Gonzalez-

Rodriguez et al., 2012 ; Lukić et al., 2012 ; Nejati et Oelschlaeger, 2015 ; Jans et al., 2016 ; Sicard 

et al., 2017).  

Ces éléments suggèrent une probable affinité des bactéries pour certains types de mucines 

transmembranaires ou sécrétés et qui pourrait être liée aux propriétés de surface des cellules 

bactériennes et eucaryotes. Lukić et al. (2012) ont démontré que la protéine MbpL de liaison à la 

mucine gastrique MUC5AC exprimée par la souche L. lactis BGKP1 était à l’origine de son 

adhésion à la lignée HT29-MTX. De ce fait, une meilleure adhésion aux cellules à mucus intestinal 

caractérisant nos souches suggère probablement l’implication effective de facteurs de surface 

bactérienne de liaisons au mucus spécifiquement aux mucines intestinales telle que MUC2. 

Effectivement, il a été démontré par Kebouchi et al. (2016) que l’inactivation du gène mucBP 

diminue l’adhésion de S. thermophilus LMD-9 aux cellules HT29-CL16E et n’a pas d’impact sur 

l’adhésion aux cellules HT29-MTX montrant ainsi l’implication de la protéine dans la liaison au 

mucus intestinal.  

De surcroit, l’analyse du génome de S. macedonicus ACA-DC 198 a révélé la présence de l’opéron 

pil3 (Papadimitriou et al., 2014). Les pili chez les bactéries probiotiques sont impliqués dans 
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l’adhésion aux cellules intestinales à l’instar du SpaCBA pilus chez Lb. rhamnosus GG qui est lié à 

l’adhésion aux mucus humain (Kankainen et al., 2009). L’opéron pil3 est également présent dans le 

génome de S. gallolyticus qui est liée phylogénétiquement à S. macedonicus et que cette dernière 

semble l’avoir conservé au cours de son évolution. Chez S. gallolyticus, pil3 semble interagir à la 

fois avec les mucines MUC5AC et MUC2 (Martin et al., 2016). De la même manière, Jans et al. 

(2016) ont souligné la capacité d’adhésion des souches de S. macedonicus d’Afrique de l’Est à la 

mucine MUC2. Ainsi, la présence possible de la protéine pil3 dans les génomes de nos souches S. 

macedonicus pourrait contribuer à leur adhésion au mucus notamment intestinal.  

Par ailleurs, il a été indiqué que les pili sont exprimés de façon hétérogène chez S. gallolyticus (Jans 

et al., 2015). Le niveau d’expression des facteurs génétiques incriminés dans l’adhésion bactérienne 

peut expliquer l’affinité de la souche S. macedonicus PA aux cellules à mucus et spécialement 

intestinal par rapport aux autres souches testées de la même espèce. Par contre, l’absence de pili 

chez l’espèce S. thermophilus indique que d’autres facteurs de surface peuvent contribuer à 

l’adhésion de la souche S. thermophilus LF9 aux cellules à mucus notamment intestinal au même 

titre que S. macedonicus PA. Il pourrait s’agir notamment des protéines dépendantes de la sortase 

(MucBP) tel que cela a été évoqué plus haut. De plus, il a été rapporté par Kebouchi et al. (2016) 

que l’inactivation du gène prtS n’avait pas d’incidence sur l’adhésion aux cellules à mucus tandis 

qu’il augmentait celle aux cellules Caco-2. Ceci peut expliquer la faible adhésion de 

S. thermophilus LMD-9 à prtS+ par rapport à celle de S. thermophilus LF9, dont la protéase semble 

inactive, aux Caco-2.  

Enfin les mécanismes d’adhésion sont multifactoriels, d’autres acteurs de surface peuvent alors 

expliquer l’adhésion de nos souches aux lignées utilisées et qui méritent d’être élucidés tels que les 

protéines de la couche S (S-layer), les acides lipotéichoïques (LTA), les EPS, ainsi que les facteurs 

de surface liés aux cellules eucaryotes favorisant les interactions avec les bactéries. 
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Les aliments traditionnels d’une manière générale pourraient être des sources 

intéressantes de bactéries lactiques diversifiées et souvent différentes des souches commerciales 

(Bensalah, 2009 ; Prashant et al., 2009). Les potentiels technologiques et probiotiques pouvant 

être attribués à ces souches justifient l’intérêt de les rechercher dans des produits tels que les laits 

fermentés fabriqués de manière traditionnelle. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés à 

deux espèces thermophiles non pathogènes du genre Streptococcus à savoir S. thermophilus et 

S. macedonicus dans le lben et le rayeb algériens en période estivale. 

Le choix de ces lais fermentés en cette période chaude a été motivé par la probabilité de 

retrouver des souches lactiques thermophiles atypiques dans des produits généralement 

caractérisés par une microflore mésophile. Les travaux de Bensalah et al. (2009) en sont 

l’exemple, ces auteurs ont isolé une souche de L. lactis thermotolérante aux caractéristiques 

atypiques à l’espèce, à partir de lben issu d’une région aride de l’Ouest algérien. Ce type de 

souches thermotolérantes ainsi que d’autres souches thermophiles telles que S. macedonicus et 

S. thermophilus ont également été retrouvés dans des laits de chamelle fermentés spontanément à 

42°C en Ethiopie (Fugl et al., 2017).  

En outre, Wullschleger (2009) a observé une plus forte charge de bactéries lactiques dans le lait 

fermenté traditionnel fènè fabriqué en saison chaude plutôt que froide. Cette tendance a été 

rapportée par Franciosi et al. (2009) pour des échantillons de lait de vache cru collectés en été. 

Gaglio et al. (2014) ont également indiqué que la proportion de BL thermophiles dans des 

échantillons de fromages italiens Vastedda della valle del Belìce produits au printemps est 

supérieure à celle des BL mésophiles alors qu’aucune différence significative n’a été notée entre 

les deux types de flores dans ces produits fabriqués en hiver. ll se pourrait alors que la saison 

affecte le profil du microbiote indigène du lait cru et par conséquent des produits fermentés en 

favorisant la prolifération des bactéries psychrotolérantes, par exemple, pendant les hivers les 

plus froids (O’Sullivan et Cotter, 2017). Il ne serait pas surprenant d’assister au développement 

des souches thermotolérantes durant les saisons les plus chaudes. C’est ainsi que la collecte de 

nos échantillons a été menée durant la période de juin à septembre à Constantine, une région 

semi-aride à climat chaud en été avec des températures dépassant souvent les 40°C.  

Dans un premier temps, la collecte des échantillons a concerné 40 laits fermentés traditionnels 

(lben et rayeb) algériens où ont été isolés 670 coques lactiques thermophiles. L’identification 

préliminaire des isolats a été effectuée sur gélose LM17 à une température de 42°C en se basant 

sur l’étude des caractères morphologiques (aspects macro- et microscopique) physiologiques et 

biochimiques (catalase, croissance en milieux hostiles et dégradation de l’esculine). Parmi ces 
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coques, 20 sont présumés appartenir aux espèces recherchées, le reste étant des entérocoques, ils 

ont été majoritairement exclus de la sélection au niveau phénotypique et ce par la mise en 

évidence de la dégradation de l’esculine. Ce test s’avère particulièrement discriminant pour notre 

étude et de ce fait recommandé pour les procédures d’isolement de BL dans des produits réputés 

fortement denses en entérocoques, cas du lait cru et des produits laitiers traditionnels (Bensalah 

et al., 2011 ; Aissaoui Zitoun et al., 2012 ; Bendimerad et al., 2012). En effet, les méthodes 

phénotypiques, malgré leurs limites, sont nécessaires et présentent l’avantage de permettre une 

pré-identification des isolats les plus pertinents dans le cadre d’une démarche de sélection. Cela a 

réduit considérablement le coût de l’identification génotypique dans notre étude en passant de 

670 à une quarantaine d’isolats pour une identification par approches moléculaires. 

Le typage génétique par analyse du gène codant l’ARNr 16S et confirmé par l’analyse des 

espaces intergéniques ITS 16S-23S jusqu’au rang espèce, a permis d’identifier parmi les 20 

isolats présumés, 2 souches de S. thermophilus et 18 autres de S. macedonicus. Alors que les 22 

isolats restants affiliés à S. equinus et S. lutetiensis, ont été écartés de la sélection.  

Ces résultats indiquent que la distribution des isolats de S. thermophilus et de S. macedonicus 

dans nos échantillons est faible mais concorde avec la littérature puisque de faibles proportions 

ont été notées pour la première espèce dans les produits laitiers traditionnels algériens et Nord 

africains (Mezaini et al., 2009 ; Ghalouni et al., 2018). Concernant la proportion de S. 

macedonicus dans nos échantillons, les résultats rejoignent ceux des travaux de Gaglio et al. 

(2014). Néanmoins, des proportions plus conséquentes ont été enregistrées dans d’autres 

fromages italiens, grecs et dans des laits fermentés traditionnels africains (Pacini et al., 2006 ; 

Georgalaki et al., 2009 ; Wullschleger, 2009 ; Jans et al.; 2012 ; 2013 ; 2017). 

Ensuite, afin de discriminer les souches au sein d’une même espèce, deux types d’ITS ont été 

mis en évidence pour deux isolats de S. thermophilus mais aucune distinction n’a été relevée 

entre les isolats de S. macedonicus en ce qui concerne ce marqueur. D’autres marqueurs ont été 

essayés sans donner de résultats concluants (gène sodA, méthode RAPD). Nous avons alors 

envisagé un schéma MLST pour les deux espèces étudiées en choisissant un isolat par produit. 

Au total, neuf gènes de ménage ont été explorés pour S. thermophilus et 16 pour S. macedonicus. 

En effet, nous ne disposons que d’un seul génome de référence complet pour la seconde espèce, 

nous nous sommes donc basés sur les gènes de S. thermophilus et sur ceux de S. gallolyticus 

suite aux travaux de Shibata et al. (2014). 
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La méthode MLST a permis de différencier les isolats sur la base du séquençage de fragments 

internes de neuf gènes de ménage pour deux isolats de S. thermophilus (LF9 et LA14) et de dix 

autres gènes parmi les plus discriminants pour quatre isolats de S. macedonicus (PA, P2, LK13, 

LS5). Les profils alléliques ont été établis pour chaque isolat et les pourcentages maximum de 

divergence des séquences vont de 0,2 à 1,2% pour les isolats de S. thermophilus et de 0,2 à 1,5% 

pour ceux de S. macedonicus. Plusieurs études ont rapporté l’efficacité de la méthode MLST 

dans l’évaluation de la diversité génétique en permettant la discrimination des espèces proches et 

la différenciation entre les souches d’une même espèce (Delorme et al., 2007 ; 2010 ; 2015 ; 

Shibata et al., 2014 ; Jans et al.,2016 ; Junjua et al., 2016). Les liens phylogénétiques entre les 

différents isolats ont été établis en se basant sur les arbres phylogénétiques, construits à l’aide 

des séquences partielles concaténées des gènes couverts par MLST en utilisant les méthodes 

Neighbor-Joining. Les résultats obtenus indiquent une faible divergence entre les isolats de S. 

macedonicus et la souche de référence grecque mais qui reste visible et différenciée sur l’arbre. 

De même l’isolat S. macedonicus PA semble relativement se distinguer des autres isolats sur le 

même arbre. La souche S. thermophilus LF9 quant à elle est différenciable des 30 souches de la 

collection du laboratoire URAFPA (Junjua et al., 2016). 

Néanmoins, il faut souligner la faible diversité entre nos isolats pourrait être imputée à l’espèce 

et à la proximité géographique des isolats, quoique ce lien ne soit pas toujours évident comme le 

rapportent certaines études (Lombardi et al., 2004 ; Yu et al., 2015). La faible variabilité 

constatée parmi les souches de S. thermophilus, soutenue par le faible polymorphisme (0,15%) 

observé dans le génome de cette espèce et une diversité plus importante de S. salivarius (pouvant 

atteindre un pourcentage de divergence de 45% au niveau du gène pepO) suggèrent que S. 

thermophilus est une espèce qui a récemment émergé du groupe salivarius. Ce qui pourrait 

expliquer l’évolution lente des gènes situés dans le  « core genome » tels que les gènes de 

ménage (Bolotin et al., 2004 ; Delorme et al., 2007 ; 2010 ; Junjua et al., 2016). 

Quant à S. macedonicus, elle appartient au complexe S. bovis / S. equinus, elle a été isolée dans 

des cas d’endocardites puis de plus en plus, elle a été retrouvée dans des sources laitières. Les 

preuves de son adaptation au lait telles que l’opéron lactose propre à S. macedonicus, absent chez 

les autres espèces du complexe S. bovis / S. equinus et le plasmide pSMA198 appartenant aux 

lactocoques pCI305/pWV02. La différenciation également des souches d’origine laitières de 

celles d’origines animale et humaine suggèrent que S. macedonicus est une espèce émergente 

(Papadimitriou et al. 2015 ; Jans et al. 2016). A l’instar de S. thermophilus, elle peut être 

marquée par une lente évolution des gènes notamment ceux situés au « core genome ». La faible 
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variabilité des séquences nucléotidiques liée à une récente émergence des espèces a été constatée 

pour de nombreuses espèces pathogènes telles que S. agalactiae (Jones et al., 2003 ; Chen, 

2019 ; Tarrah et al., 2018b ; 2020). 

Dans la continuité de ce travail, les isolats de S. macedonicus et de S. thermophilus ont été testés 

sur leur capacité à acidifier le lait. D’après Blaiotta et al. (2011) et Lairini et al. (2014), les 

isolats sont classés selon leur vitesse d’acidification en lait (Δ pH de 0,4 unité entre t0 et un 

instant t) et la valeur de pH atteinte au bout de 6 h de fermentation.  

Nos résultats indiquent que la capacité d’acidification du lait est faible pour l’isolat 

S. thermophilus LF9 tandis qu’elle est forte pour l’isolat S. thermophilus LA14. La courbe de ce 

dernier se superpose à celle de la souche de référence S. thermophilus LMD-9. En lait enrichi en 

bacto-tryptone, la vitesse d’acidification de l’isolat S. thermophilus LF9 s’accélère sans pour 

autant rattraper celle de la souche de référence. Ceci peut indiquer une faible activité 

protéolytique de cet isolat ne possédant probablement pas de protéase de paroi et pourvu d’un 

système de peptidases extracellulaires insuffisant. D’autre part, ces résultats mettent l’accent sur 

la variabilité entre les souches de l’espèce S. thermophilus et qui a été rapportés dans les travaux 

de Galia et al. (2009) et Blaiotta et al. (2011). Les deux isolats S. thermophilus LF9 et 

S. thermophilus LA14 issus de produits différents mais géographiquement proches présentent 

des capacités d’acidification du lait différentes.  

Concernant l’espèce S. macedonicus, les 18 isolats sont modérément à faiblement acidifiants en 

lait. Les plus acidifiants d’entre eux issus de produits différents ont été retenus. Il en ressort que 

les quatre isolats (S. macedonicus PA, S. macedonicus P2, S. macedonicus LK13 et 

S. macedonicus LS5) ont une capacité d’acidification du lait modérée nuancée par une vitesse de 

réduction du pH de 0,4 unité en 3,5 h pour les isolats de S. macedonicus LK13 et S. macedonicus 

LS5 et en 4,5 h pour les deux autres. En supplémentant le lait en bacto-tryptone, tous ces isolats 

passent d’une capacité d’acidification modérée à forte.  

Enfin, les quatre isolats S. macedonicus présentent ainsi une activité acidifiante modérée 

s’accordant avec les résultats rapportés dans la littérature (Georgalaki et al., 2000 ; Lombardi et 

al., 2004 ; Blaiotta et al., 2011) mais tout à fait convenable à une éventuelle application en 

technologie laitière notamment en co-cultures. D’ailleurs, certaines souches ont été utilisées dans 

des essais de fabrication de fromages et de laits fermentés par certains auteurs. Settani et al. 

(2011) ont utilisé une souche de S. macedonicus, à la vitesse d’acidification modérée en lait 

(pH < 5,5 en 8 h) qu’ils ont considérée comme suffisante pour la fabrication de fromage, 
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associée à une souche de Lb. paracasei. Ce fromage expérimental testé par un panel de sujets 

était le mieux apprécié pour ses qualités sensorielles. Guarcello et al. (2016) ont également 

employé une souche de S. macedonicus avec des souches de L. lactis subsp. lactis, E. faecalis et 

Lb. garvieae pour des essais de fabrication de fromage traditionnel italien. Pareillement pour 

Fusco et al. (2019) qui ont mis en évidence l’emploi d’une souche autochtone de 

S. macedonicus, comme starter ou en co-culture avec d’autres souches, dans la fabrication de 

fromages traditionnels italiens giuncata et caciotta leccese. El Hatmi et al. (2018) rapportent 

avoir obtenu un meilleur lait fermenté, en employant deux souches de S. macedonicus et une 

souche de E. faecium.  

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à l’investigation de quelques pré-requis au 

potentiel probiotique pour les souches sélectionnées. Afin d’exercer une action positive dans 

l’organisme, les bactéries probiotiques doivent tout d’abord traverser le TGI et adhérer aux 

muqueuses intestinales. Ces aptitudes sont indispensables à certains effets probiotiques et sont 

considérés, par les experts de la FAO et de l’OMS (2002), comme des critères de sélection des 

souches. A cet effet, les isolats ayant été caractérisés dans la première partie de ce travail ont été 

testés in vitro sur leur capacité à résister à l’acidité gastrique et aux sels biliaires ainsi que leur 

capacité d’adhésion aux cellules intestinales 

Les résistances à l’acidité gastrique et au stress biliaire ont été explorées dans le présent travail 

par l’exposition des souches à des solutions isotoniques acides (pH 4, 3, 2) ou à des mélanges 

équimolaires de sels biliaires (MSB : 4, 5, 6, 10 mM) pendant 2 h à 37°C. La résistance des 

souches a été évaluée par numération des bactéries sur gélose LM17 (UFC) vivantes par rapport 

à un témoin (pH 7, 0 mM MSB). Les points de pH et de MSB choisis correspondent à ceux des 

conditions physiologiques rencontrées chez l’homme. Nous avons pris les variations de pH 

correspondant à celles d’un estomac vide ou lors des repas. Quant aux sels biliaires, nous en 

avons utilisé trois (un conjugué et deux libres) avec un niveau variable de toxicité et des 

concentrations habituellement retrouvées dans l’intestin grêle.  

La souche S. macedonicus PA résiste parfaitement bien aux pH 4 (aucune perte) et 3 

(perte < 1 log), les trois autres souches de S. macedonicus et la souche S. thermophilus LF9 

résistent assez bien à ce dernier pH avec des réductions de survie de moins de 2 log. En 

revanche, aucune de ces souches ne survit à pH 2 contrairement à celles de références. 

Concernant la résistance aux SB, les souches S. macedonicus LK13 et S. macedonicus LS5 se 

distinguent par leur résistance à 4 mM (aucune perte) et 6 Mm (perte d’un log) en MSB alors que 
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les pertes de survie sont importantes pour les souches de références Lb. rhamnosus GG et 

S. thermophilus LMD-9 (aucune survie pour cette dernière  partir de 4 mM). A 10 mM, la souche 

S. macedonicus P2 est la plus sensible, elle n’est plus détectable au même titre que les souches 

de références. Les autres souches survivent à cette concentration avec des pertes d’environ 

3,5 log pour les souches S. macedonicus LK13 et S. macedonicus LS5 et 4,5 log pour les souches 

S. macedonicus PA et S. S. thermophilus LF9. 

Ces résultats sont encourageants quant à la résistance de nos souches qui est globalement 

satisfaisante. Il faut noter que les conditions expérimentales utilisées dans notre protocole sont 

plus drastiques que ce qui pourrait être rencontré in vivo notamment pour les sels biliaires. 

D’autres facteurs peuvent intervenir, en dehors des caractères intrinsèques de la bactérie et qui 

permettraient d’atténuer la toxicité des sels biliaires et tamponner le pH de l’estomac. Pour 

exemple, la souche S. macedonicus ACA-DC 198 a été isolée de selles de souris à une 

concentration proche de celle administrée oralement. Cette souche présentait in vitro une 

sensibilité à l’acidité (aucune survie au bout d’une heure à pH 2,5) et une forte résistance aux 

sels biliaires (Zoumpopoulou et al., 2008 ; Maragkoudakis et al., 2009). D’autre part, il 

semblerait, que la toxicité des sels biliaires ait un impact plus important sur la survie des 

bactéries que l’acidité gastrique. D’ailleurs, un effet choc (0 h) significatif au contact du MSB a 

été enregistré pour nos souches alors que cela n’a pas été observé pour l’acidité. Dans les 

conditions physiologiques normales, cette dernière peut être tamponnée par la matrice 

alimentaire de la bactérie d’où l’intérêt de l’intégration de celle-ci dans un aliment fermenté. 

Enfin, le comportement de nos souches rejoint celui de la souche S. macedonicus ACA-DC 198 

in vitro. A l’image de celle-ci, nos souches pourraient traverser le TGI dans le contexte d’un bol 

alimentaire protecteur. De même une adaptation à un stress modéré permettrait, éventuellement 

d’améliorer leur survie en dessous du pH 3.  

L’autre critère important à la caractérisation des souches probiotiques est leur adhésion aux 

cellules épithéliales intestinales qui a été étudié in vitro sur trois modèles de lignées cellulaires 

d'adénocarcinome colique humain Caco-2 TC7, HT29-MTX et HT29-CL16E. Les cellules du 

premier modèle ne sécrètent pas de mucus alors que celles des deux autres sont capables de 

produire du mucus, respectivement, de type gastrique et intestinal. Ces conditions permettent 

d’exposer nos souches aux différents composants de l’épithélium intestinal afin de se rapprocher 

au mieux de l’environnement étudié. 

La capacité d’adhésion de nos souches aux cellules eucaryotes a été estimée par numération sur 

gélose LM17 des bactéries (vivantes) ayant adhérées aux cellules intestinales pendant 2 h 
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d’incubation (bactéries et cellules) à 37°C et les résultats sont exprimés en nombre de bactéries 

adhérées par cellule eucaryote. 

Les résultats obtenus indiquent que nos souches adhèrent aux cellules Caco-2 TC7 avec une 

capacité similaire ou intermédiaire à celle de la souche de référence Lb. rhamnosus GG et 

supérieure à celle de S. thermophilus LMD-9. Sur le modèle HT29-MTX, les souches 

S. macedonicus PA et S. thermophilus LF9 se distinguent des autres par leur capacité d’adhésion 

atteignant la moitié de celle de la souche Lb. rhamnosus GG (28 bactéries/cellule). Ces mêmes 

souches adhèrent (35 bactéries/cellule) plus que les autres aux cellules HT29-CL16E mais cette 

adhésion reste inférieure à celle de la souche Lb. rhamnosus GG. Une augmentation du niveau 

d’adhésion de toutes les souches étudiées est également constatée pour ce modèle cellulaire.  

Finalement, quel que soit le niveau d’adhésion de nos souches aux trois lignées cellulaires 

utilisées dans cette étude, nous pouvons, toutefois, affirmer qu’elles ont toutes la capacité d’y 

adhérer et pourquoi pas de coloniser de façon transitoire l’intestin. Il a été observé que la souche 

S. thermophilus LMD-9, malgré sa faible adhésion aux muqueuses intestinales in vitro, pouvait 

coloniser rapidement le tube digestif de rats gnotobiotiques en présence de lactose. 

L’inactivation du gène lacS (codant le transporteur de lactose à l’intérieur de la cellule) 

ralentissait la colonisation du tube digestif des rats (Rul et al., 2011 ; Thomas et al., 2011). Cette 

capacité de colonisation semble être liée à son métabolisme glucidique. Il a également été 

rapporté que des souches de S. thermophilus cultivées en lait présentaient un meilleur niveau 

d’adhésion aux cellules iléales humaines (Conway et al., 1987). De ce fait, envisager 

l’incorporation de nos souches dans une matrice laitière pourrait améliorer leur adhésion et 

entrainer la colonisation du tube digestif.  

A la lumière des résultats du présent travail, la variabilité entre les souches d’une même espèce a 

été soulignée justifiant l’intérêt de prospecter de nouvelles souches dans des produits fermentés 

traditionnels. 

S’agissant de l’espèce S. thermophilus, la souche S. thermophilus LF9 présente des propriétés 

bien différentes de la souche de référence S. thermophilus LMD-9. Génétiquement, les deux 

souches affichent deux types d’ITS. Notre souche possède une faible capacité acidifiante du lait 

tandis qu’elle est forte pour la souche S. thermophilus LMD-9. En revanche, la souche 

S. thermophilus LF9 est nettement plus résistante aux sels biliaires que la souche S. thermophilus 

LMD-9, et avec de meilleures capacités d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales in vitro. 
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Concernant l’espèce S. macedonicus, la souche S. macedonicus PA se distingue des autres 

souches de la même espèce sur le plan génétique et par sa qualité d’adhésion. Cette différence, 

bien qu’elle soit faible, reste visible sur l’arbre phylogénétique. La souche S. macedonicus PA 

possède également des capacités d’adhésion plus intéressantes que les autres souches. Elle est 

plus résistante à pH 3 avec un niveau de survie aux sels biliaires satisfaisant. Une capacité 

d’acidification du lait modérée est notée pour cette souche comme pour l’ensemble des souches 

de cette espèce. Au regard de ses propriétés, La souche S. macedonicus PA a été déposée dans la 

collection française de bactéries d’origine alimentaire (CIRM-BIA, Rennes, France sous le 

numéro CIRM-BIA 2314) et son potentiel probiotique mériterait d’être exploré. Les principaux 

résultats de ce travail sont présentés dans le tableau de synthèse ci- après (tableau 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau 16. Synthèse des principaux résultats. 

a : souche de référence S. thermophilus LMD-9 (ATCC® BAA-491™) ; b : souche de référence : Lb. rhamnosus GG (ATCC® 53103™); c : réduction de survie après 1 h 

d’exposition ; Δ pH : variation de pH ; MSB : mélange équimolaire de sels biliaires ; R.S : réduction de survie (RS = 0 : réduction non significative de survie) ; Bact : 

bactérie ; (-) négatif.  

Tableau 16. Synthèse des principaux résultats (suite). 

 

Les isolats PA, P2, LK13, LS5 LF9, LA14 sont identifiés sur LM17 à 42°C, ils sont  Gram positif, catalase (-), croissance à pH 9,6 et NaCl 6,5% (-), BEA (-). 

Isolat Origine ARNr 16S ITS 16S-23S S-Profil allélique MLST Acidification du lait 

PA 
Rayeb 

Rb1FP 
S. macedonicus 

S. macedonicus 

ACA-DC 198 
1-2-1-1-2-2-2-2-2-2 (pyrC, ilvC, pta, recN, ddlA, dpr, gmK, parC, rpoD, serB) 

pH < 6 (6 h)  

Δ pH 0,4 : 4,5 h 
Modérée  

P2 
Rayeb 

Rb2FP 
S. macedonicus 

Idem 
2-2-2-1-2-2-2-2-2-2 (pyrC, ilvC, pta, recN, ddlA, dpr, gmK, parC, rpoD, serB) 

pH < 6 (6 h)  

Δ pH 0,4 : 4,5 h 
Modérée 

LK13 
Lben  

LbK1 
S. macedonicus 

Idem 
2-2-2-1-2-2-2-2-1-2 (pyrC, ilvC, pta, recN, ddlA, dpr, gmK, parC, rpoD, serB) 

pH < 6 (6 h)  

Δ pH 0,4 : 3,5 h 
Modérée 

LS5 
Lben   

LbS 
S. macedonicus 

Idem 
2-1-2-2-2-2-2-2-2-2 (pyrC, ilvC, pta, recN, ddlA, dpr, gmK, parC, rpoD, serB) 

pH < 6 (6 h)  

Δ pH 0,4 : 3,5 h 
Modérée 

LF9 
Lben 

LbFb2 
S. thermophilus Type I 7-1-4-1-17-6-1-10 (glcK, ddlA, pepO, ilvC,  thrS, tkt, pyrE, dnaE, serB) 

pH ≃ 6 (6 h)  

Δ pH 0,4) > 5 h 
Faible  

LA14 
Lben  

LbA 
S. thermophilus Type II 1-1-2-1-2-7-5-1-3 (glcK, ddlA, pepO, ilvC,  thrS, tkt, pyrE, dnaE, serB) 

pH < 5 (6 h)  

Δ pH 0,4 < 3 h 
Forte  

LMD-9a Yaourt S. thermophilus Type II 1-1-2-1-2-7-5-1-3 (glcK, ddlA, pepO, ilvC,  thrS, tkt, pyrE, dnaE, serB) 
pH < 5 (6 h)  

Δ pH 0,4 < 3 h 
Forte 

Isolat Résistance à l’acidité gastrique simulée Résistance au MSB Adhésion in vitro aux cellules épithéliales intestinales 

pH 4 pH 3 pH 2  4 mM 6 mM 10 mM Caco2-TC7 HT29-MTX HT29-CL16E 

PA R.S = 0 R.S < 1 log Survie : 0 R.S = 0,9 log R.S = 2,5 log R.S = 4,6 log ≃ 4 bact/cellule 13 bact/cellule 35 bact/cellule 

P2 R.S < 1 log R.S = 1,9 log Survie : 0 R.S = 1,2 log R.S = 4,6 log Survie : 0 ≃ 4 bact/cellule 2,3 bact/cellule 20 bact/cellule 

LK13 R.S < 1 log R.S = 1,5 log Survie : 0 R.S = 0 R.S = 1 log R.S = 3,6 log ≃ 4 bact/cellule 2,5 bact/cellule 21 bact/cellule 

LS5 R.S : 1,3 log R.S = 1,8 log Survie : 0 R.S = 0 R.S = 1 log R.S = 3,5 log 2,5 bact/cellule 2,5 bact/cellule 20 bact/cellule 

LF9 R.S < 1 log R.S = 1,8 log Survie : 0 R.S = 1,8 log R.S = 3,6 log R.S = 4,3 log 2,7 bact/cellule 12 bact/cellule 37 bact/cellule 

LMD-9a R.S = 0 R.S < 1 log R.Sc= 3,3 log Survie : 0 Survie : 0 Survie : 0 1,7 bact/cellule 0,9  bact/cellule 7  bact/cellule 

LGGb R.S = 0 R.S < 1 log R.Sc= 5,8 log R.S = 3,7 log R.S = 6,5 log Survie : 0 ≃ 4 bact/cellule 28  bact/cellule 146  bact/cellule 

1
46
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Face à l’intérêt grandissant pour la sélection de souches lactiques autochtones à potentiel 

probiotique, ce travail se proposait de fournir de nouvelles souches de streptocoques lactiques : 

S. thermophilus et S. macedonicus. La première est la seule espèce du genre Streptococcus 

couramment utilisée en industrie laitière et pouvant conférer des effets bénéfiques à l’hôte. La 

seconde, quant à elle, est une nouvelle espèce, encore peu connue, aux propriétés technologiques 

et probiotiques prometteuses. 

Effectivement, nous retrouvons dans les produits laitiers fermentés traditionnels des bactéries à 

potentiel probiotique, intéressantes pour de nouvelles applications. A partir de ces produits, nous 

avons caractérisé de nouvelles souches de S. thermophilus et S. macedonicus différentiables du 

point de vue génétique de celles de référence (S. thermophilus LMD-9 et S. macedonicus ACA-

DC 198). Ces souches présentent une activité acidifiante, globalement modérée pouvant justifier 

leur application en co-culture en industrie laitière, et possèdent les principaux pré-requis 

nécessaires aux effets probiotiques. Souvent, les propriétés étudiées in vitro permettent de 

prédire le comportement in vivo susceptible d’être confirmé par des modèles animaux. 

Outre ces résultats, nous avons mis l’accent sur certains outils méthodologiques permettant de se 

rapprocher au mieux des conditions physiologiques. Il s’agit notamment de l’utilisation du 

mélange équimolaire de sels biliaires (constitué de sels biliaires primaire et secondaire) au lieu 

de la bile bovine couramment utilisée dans ce type d’étude, et dont la composition est mal 

connue. En ce qui concerne l’évaluation de la capacité d’adhésion, nous avons inclus trois 

lignées cellulaires d’origine humaine afin de mettre en contact nos souches avec différentes 

molécules de surface, retrouvées dans l’épithélium intestinal et qui sont exprimées dans chaque 

modèle. Il s’agit des cellules entérocytaires Caco2-TC7 et des lignées HT29-MTX et HT29-

CL16E productrices de mucus, respectivement, de types gastrique et intestinal. Ce dernier 

modèle n’est pas couramment investigué, il mérite d’être généralisé pour l’étude de l’adhésion. 

Cette première caractérisation ouvre ainsi la voie pour l’exploration d’éventuels effets 

probiotiques. Le renforcement de la barrière intestinale en est un exemple. Il était prévu d’être 

investigué pour nos souches. D’ailleurs, une mise au point a été réalisée dans le travail de thèse 

de Kebouchi en 2017 afin d’explorer l’impact de l’adhésion de la souche S. thermophilus LMD-9 

sur le renforcement de l’effet barrière de l’épithélium intestinal in vitro. Il était question de 

quantifier le niveau d’expression des gènes codant les mucines sécrétées MUC2 et MUC5AC 

dans les trois lignées cellulaires. Cependant, les résultats obtenus à l’issu de ces expérimentations 

préliminaires nécessitent d’être confirmés. Des modifications des conditions expérimentales 
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seraient exigées pour explorer l’effet barrière quant à nos souches, en l’occurrence 

S. macedonicus PA et S. thermophilus LF9.  

D’autres effets probiotiques peuvent être explorées pour l’ensemble de nos souches et 

particulièrement les plus intéressantes d’entre elles tels que l’effet antimicrobien (production de 

bactériocines, d’acides organiques), la production de folates et de composés bioactifs, et les 

effets anti-inflammatoire ou encore immunomodulant notamment pour les souches les plus 

adhérentes. 

Le séquençage du génome notamment celui de la souche S. macedonicus PA serait extrêmement 

intéressant car cela permettrait d’un côté, d’établir officiellement son innocuité, en vérifiant 

l’absence de gènes de virulence et de résistance aux antibiotiques, afin de généraliser son 

application. D’un autre côté, le séquençage du génome est un moyen pour mieux appréhender les 

mécanismes de résistance au stress et d’adhésion aux cellules épithélial et qui sont encore 

méconnus pour l’espèce S. macedonicus. 

D’autre part, l’investigation des propriétés technologiques de l’ensemble des souches est 

nécessaire pour optimiser leur application en industrie alimentaire telles que les activités 

lipolytique, peptidasique, l’utilisation de citrate et la production d’EPS notamment pour la 

souche S. thermophilus LF9. Au vu de l’innocuité assurée de cette espèce, elle pourrait d’ores et 

déjà être appliquée en co-culture.  
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Annexe 01. Composition des milieux de culture 

Milieu  Constituant Concentration g/L 

Lait reconstitué 

Stérilisation 15 min à 110°C 

Lait en poudre écrémé 100 

  

   

Lait enrichi en bacto-tryptone 

Stérilisation 15 min à 110°C 

Lait en poudre écrémé 100 

Bacto-tryptone 10 

   

LM17  

Stérilisation 20 min à 120°C 

Bacto-tryptone  2,5 

Extrait de levure  2,5 

Sulfate de magnésium 0,25 

Acide ascorbique  0,5 

Extrait de viande 3 

Soyase  5 

Bacto-peptone  2,5 

β-glycérophosphate de sodium  19 

Lactose  20 

Agar (milieu solide) 15 

   

Bile esculine azide (BEA) 

Stérilisation 20 min à 120°C 

Extrait de viande 3 

Peptone 17 

Extrait de levure 5 

Citrate de sodium 1 

Citrate de fer 0,5 

Chlorure de sodium 5 

Esculine  1 

Bile de bœuf  10 

Azide de sodium 0,25 

Agar 13 
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Annexe 02. Coloration de Gram 

La coloration de Gram est une technique basée sur la différence de composition de la 

paroi bactérienne. Elle permet de distinguer par microscopie suite à l’action successive de 

colorants, les bactéries dites à coloration Gram positive (paroi riche en peptidoglycane) de 

celles à coloration Gram négative (paroi pauvre en peptidoglycane) (Guiraud, 2003). 

La technique est effectuée selon les étapes suivantes : 

➢ Réaliser un frottis et le fixer ;  

➢ Recouvrir la lame de violet de gentiane, 1 à 2 minutes ;  

➢ Rincer à l’eau distillée ; 

➢ Recouvrir la lame de lugol, 1 minute ; 

➢ Rincer à l’eau distillée ; 

➢ Décolorer dix secondes à l’alcool ;  

➢ Rincer immédiatement à l’eau distillée ; 

➢  Recouvrir la lame de  safranine (ou fuchsine), 1 minute ;  

➢ Rincer à l’eau distillée ;  

➢ Sécher la lame entre 2 feuilles de papier Joseph ; 

➢ Observer à l’objectif x100 à l’immersion dans l’huile et à pleine lumière. 
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 ملخص

 

ممرضة من نوعي البكتيريا العقدية ستريبتوكوكوس ثيرموفيلوس -الهدف من هذا العمل هو انتقاء سلالات جديدة غير

ثم وصف  و ستريبتوكوكوس ماسيدونيكوس من خلال عزلها عن عينات من مشتقات الحليب التقليدية )لبن، رايب(

بعض من خصائصها كمعينات حيوية )القدرة على مقاومة وسائط محاكية لظروف السبيل المعدي المعوي والقدرة 

 على الالتصاق بالخلايا الظهارية المعوية في المختبر(.

ي تتألف المنهجية التي تم استعمالها خلال هذا العمل من تحديد ظاهري و جيني للسلالات المعزولة مع تقييم أول

لقدرتها على التحميض ومن ثم تحديد قدرة السلالات المنتقاة منها على البقاء حية في وسائط جد حامضية لمدة ساعتين 

و في وجود تركيزات مختلفة من الأملاح الصفراوية. أخيراً، تمت دراسة القدرة على الالتصاق مع ثلاثة نماذج خلوية 

 .(Caco-2 TC7 ; HT29-MTX ; HT29-CL16E)  ظهارية معوية مختلفة

النتائج المتحصل عليها سمحت بإنتقاء أربعة سلالات من نوع ستريبتوكوكوس ماسيدونيكوس وسلالة من نوع 

ستريبتوكوكوس ثيرموفيلوس قريبة جينيا من السلالات النموذجية لهته الأنواع. أظهرت السلالات المنتقاة قدرة على 

ميلي مول على عكس السلالات النموذجية  10صفراوية يصل إلى  وتركيز أملاح 3تحمل درجة حموضة قريبة من 

ا. من جانب آخر، أظهرت السلالات المنتقاة قدرة كبيرة على الالتصاق بالخلايا الظهارية المعوية ت تجربتهالتي تم

 المستخدمة.

ستخدامات قاة لإترشح نتائجنا الأولية سلالات ستريبتوكوكوس ماسيدونيكوس و ستريبتوكوكوس ثيرموفيلوس المنت

 مستقبلية كمعينات حيوية. مايستلزم القيام بأبحاث مكملة لهذه الدراسة.

 

 Caco-2 ستريبتوكوكوس ماسيدونيكوس، ستريبتوكوكوس ثيرموفيلوس، مشتقات الحليب التقليدية، كلمات مفتاحية :

TC7 HT29-MTX ; HT29-CL16E. 



Abstract 

 

The aim of this work is to select a set of new strains of non-pathogenic thermophilic 

streptococci namely S. thermophilus and S. macedonicus from traditional Algerian fermented 

milk samples (lben and rayeb) and to characterize some properties prior to a probiotic effect 

(abilities to resist environments simulating the conditions of the gastrointestinal tract [GIT] and 

to adhere to intestinal epithelial cells in vitro). 

The methodology adopted in this work consists of phenotypic (growth in Bile Esculin Azide, 

6.5% w/v NaCl, pH 9.6) and genotypic identification (sequencing of 16S rRNA, STIs and RAPD 

and MLST techniques) of the isolates from lben and rayeb, as well as an assessment of their 

acidification capacity, thus allowing a first characterization of the strains. Then, in a second step, 

the selected strains are studied for their ability to survive for 2 hours at low pH values and at 

different concentrations of an equimolar mixture of bile salts (MBS). Three cellular models 

Caco-2 TC7, HT29-MTX and HT29-CL16E were used for the study of adhesion. 

Results were obtained from four strains of S. macedonicus genetically distinct from the reference 

strain S. macedonicus ACA-DC-198 and from one strain of S. thermophilus also different from 

the strain S. thermophilus LMD-9. These strains are capable of surviving down to pH 3 and 

tolerate high concentrations of bile salts (10 mM) in opposition to reference strains 

Streptococcus thermophilus LMD-9 and Lactobacillus rhamnosus GG. In addition, the studied 

strains have adhesion ability similar to that of Lactobacillus rhamnosus GG on Caco-2 TC7. on 

the other hand, strains S. macedonicus PA and S. thermophilus LF9 have good adhesion qualities 

to HT29-MTX and HT29-CL16E mucus cells. 

This first characterization makes it possible to consider the strains of S. macedonicus and 

Streptococcus thermophilus as potential candidates for prospective probiotic effects which 

deserve to be studied further more. 

 

Key words : Streptococcus macedonicus ; Streptococcus thermophilus ; Traditional fermented 

milks ; Caco-2 TC7 ; HT29-MTX ; HT29-CL16E 



Résumé 

 

L’objectif de ce travail est la sélection de nouvelles souches de streptocoques 

thermophiles non-pathogènes à savoir Streptococcus thermophilus et Streptococcus macedonicus 

dans des laits fermentés traditionnels algériens (lben et rayeb) et la caractérisation de quelques 

propriétés préalables à un effet probiotique (la capacité à résister aux environnements simulant 

les conditions du Tractus gastro-intestinal (TGI) et à adhérer aux cellules épithéliales intestinales 

in vitro). 

La méthodologie adoptée dans le présent travail consiste en une identification phénotypique 

(croissance dans la Bile Esculine Azide, 6,5% de NaCl et pH 9,6) et génotypique (séquençage de 

l’ARNr 16S, des ITS et les techniques RAPD et MLST) des isolats, issus de lben et rayeb, ainsi 

qu’une évaluation de leur capacité d’acidification permettant une première caractérisation des 

souches. Ensuite, dans un deuxième temps, les souches sélectionnées sont caractérisées sur leurs 

capacités à survivre 2h à bas pH et à différentes concentrations d’un mélange équimolaire de sels 

biliaires (MSB). Trois modèles cellulaires Caco-2 TC7, HT29-MTX et HT29-CL16E ont été 

utilisés pour l’étude de l’adhésion.  

Les résultats obtenus ont aboutit à quatre souches de Streptococcus macedonicus génétiquement 

distinctes de la souche de référence Streptococcus macedonicus ACA-DC-198 et une souche 

Streptococcus thermophilus également différente de la souche Streptococcus thermophilus 

LMD-9. Ces souches sont capables de survivre jusqu’à pH 3 et tolèrent des concentrations 

élevées en sels biliaires (10 mM) contrairement aux souches de références Streptococcus 

thermophilus LMD-9 et Lactobacillus rhamnosus GG. Par ailleurs, les souches étudiées 

présentent globalement une adhésion similaire à celle de Lactobacillus rhamnosus GG sur Caco-

2 TC7. De surcroît, les souches Streptococcus macedonicus PA et Streptococcus thermophilus 

LF9 exercent de bonnes qualités d’adhésion aux cellules à mucus HT29-MTX et HT29-CL16E. 

Cette première caractérisation permet de considérer les souches de Streptococcus macedonicus et 

Streptococcus thermophilus comme de potentiels candidats à d’éventuels effets probiotiques qui 

méritent d’être explorés. 

 

Mots clés : Streptococcus macedonicus ; Streptococcus thermophilus ; laits fermentés 

traditionnels ; Caco-2 TC7 ; HT29-MTX ; HT29-CL16E 




