UNIVERSITE KASDI MERBAH — OUARGLA -
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

Département des Sciences Agronomiquie:s

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE
En Vue De L’obtention Du Dipléme D’ingénieur d’Eta

Spécialité : Sciences agronomique
Option : Technologie alimentaire

THEME

EFFET DE TROLS PRODVITS A BASE DE DATTES SUR,
QUELQUES GERMES DE LA FLORE INTESTINALE

Présenté et soutenu publiquement par :

Melle. BENHARZALLAH Houria
Melle. BOUHOUREIRA Soumia

Devant le jury composé de

17/06/2014
Président LOUNI S. (M.A.B) U.K M Quargla
Promotrice LOUNICI S. (M.A.B) U.K M Ouargla
Co-Promotrice | BOUCHOUIREB H. Ingénieur biologie LVRL LAGHOUAT
Examinateur CHAICH K. (M.A.A) U.K M Quargla
Examinateur CHOUANAT. (M.A.A) U.K M Quargla

Année Universitaire : 2013/2014




Remerciement

Mes profonds remerciements sont adressés au présidgury,

Notre respectable professeur, monsieur LOUNI S,agaccepté de présider le
jury de soutenance.

A Madame LOUNICI.S, maitre de conférences a I'usité&ede Ouargla

A Mademoiselle BOUCHOUIREB H.ingénieur en bioldgRL LAGHOUAT

A Monsieur, CHAICH.K, maitre de conférence a I'ensité de Ouargla

Et Monsieur CHOUANA.T, maitre de conférence a Varsité de Ouargla

Je tiens a vous remercier de m’honorer par votreéspnce en temps
gu’'examinateurs et encadreur.

A Dr. LOUNICI M. de I'hopital de Laghouat et Tolat personnel du LVR
Laghouat.

Je vous remercie tous d’'apporter votre savoir egjesse en jugeant mon

modeste travail




Liste des figures

Figure -01-: les différents organes de palmier dattierNIUNIER, 1973)..................... 4
Figure -02-: Palmier portant les régimes des datteSABEKHTI, 2008)........ccccccevviiiieeeennnn. 4
Figure -03-: datte entiere et coupe longitudinaldABEKHTI, 2008)............ccccoevviiinnnnes 6
Figure -04-: Quelques variétés de dattefMUNIER, 1973).........cccoviiiiiiiiiiiiiininnnn. 6
Figure -05-: Stades de maturationde ladatte...............ooooeiii i 8

Figure -6-: Diagramme d’opération et transformation des dates. (ESTANOVE,

Figure -08-: Appareil digestif et répartition de la Flore intestinale humaine(THOMAS
HINDRE, 2004). .. e ittt et i et e e e e e e e et e et et et e e e e 30

Figure -09-: Staphylococcus aureusvue au microscope électronique et colorée
artificiellement (CAMILLE, 2007).....ccui it e e e e e e eae e 33

Figure -10-: Escherichia coli, vue au microscope électroniqua balayage et colorée
artificiellement (CAMILLE, 2007).....cuui it e e e e e e 34

Figure-11-: Salmonella typhisur milieu MH............ccooi e 34

Figure-12-: Enterococcus faecalisur milieu MH.....................cccceviviiiien .35

Figure -13- : préparation des géloses inclinées MRS (OriginalP14)...................... 46
Figure -14- :La suspension mere et des dilutions décimales..............cecuevveennnen.. 48

Figure -15- : Identification des bactéries.............coceeii i 0.8
Figure -16- : Principe de la méthode de diffusion par disque..........cccooovviiiinnannnnn. 59

Figure -17- : Les surnagents pour établissement de la cinétiquke croissance des germes
de laflore intestinale............coooii i e e a0



Figure -18- : Résultats de I'identification des germes isolés pdes galeries APl 20 E et
AP 20N EE ... o e e e 69

Figure -18- : Résultats de Il'identification des germes isolés pdes galeries APl 20 E et
API 20NE (SUILE €1 TIN) ..ttt it e e e e e e e e e e e e e aee s 0

Figure -19- : Résultats de I'identification des germes isolés pé&es galeries classique....71

Figure -20-: Cinétique de croissance d&erratia odoriferasur quatre milieux a base de

Figure -21-: Cinétique de croissance de E. coli sur différestmilieux a base de datte....82

Figure -22-: Cinétique de croissance d&almonella spsur différents milieux a base de



Liste des tableaux

Tableau -01-: Composition de la date en nutriment essentiels(Al FARSI et al.

Tableau -02 : Teneur en eau de quelques variétés de dattesgétiennes (BELGUEJ,

22002 10
Tableau -03-: Teneur moyenne de la date en sucrédL FARSI et LEE, 2008)....... 10

Tableau -04-: Composition moyenne de la date en acides aminésg/100 g) (AL FARSI,

Tableau -05-: Composition en acides gras de la datte Deglet-Nig en % de matiere grasse
(YAHIAOUIL, 1998)... .. it e e e e e e e 12

Tableau -06-: Composition minérale la datte en mg/100 AL FARSI, 2008).......... 13

Tableau -07-: Composition vitaminigue moyenne de la datte séeh (FAVIER et al,

LS 1S 13
Tableau -08-: composition biochimique du noyau de datte (DOWSON et ATEN,
IS 1 1 P 14
Tableau -09-: durée de conservation des dattes en fonction teetempérature........ 16

Tableau -10: Principales étapes de fabrication de confitureet caramel a partir de
[0 = 10 20

Tableau -11-: la composition de sirop de datteALKHATEEB, 2008) ................24

Tableau-12- : Les bactéries impliquées dans le déseéquilibre iastinal (ANADON et al.,

Tableau -13 : Souches de référence utilisées..........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiii 41

Tableau -14-: Liste d’antibiotiques UtiliS€S.............cccciviiiiiiiiii el 42
Tableau -15- :Différents produits a base de datte testés............ccooviieiiiinnnnn. 58

Tableau 16 : Caractéristiques morphologiqgues des différentes tmnies (germes)

O B NUES . .. et e e e e B3



Tableau 16 : Caractéristigues morphologiques des différentes tanies (germes) obtenues

(S0 1L L0 64

Tableau 16 : Caractéristigues morphologiques des différentes tanies (germes) obtenues
(50T (= 0 72 65

Tableau 16 : Caractéristigues morphologiques des difféerentes tmnies (germes) obtenues
(SUIE L TIN) ... e e e e e e 66

Tableau 17 :Résultats de tests Catalase, lactose, coloration &n, Oxydase et Orientation
pour lidentification.............oovie it e BT

Tableau 18: Résultats de l'identification par galeries API 2INE et API 20E........... 68

Tableau -19- :résultats de galeries classique (germe 7 et 12).....ccccevvvvvvivinennn ... 71

Tableau -20- :Différents germes isolés et identifiés.............ccoeiii s e, 72

Tableau -21- :Résultats de I'antibiogramme sur certains des gerss isolés........... 77

Tableau -22- :Résultats de I'antibiogramme.............cooooeve i i 17

Tableau -23-: Résultats de [l'antibiogramme sur certains germes a la flore

INEESHINAIC. .. .o e e e e e e T8

Tableau -24- : Evolution de la densité Optique (D.O.) de la cultte de S.odoriferadans des

milieux a base de datte en fonction du temps.........ccovviiiceiiiiiic e 80

Tableau -25- :Variation de la densité Optique (D.O.) de la cultte de E.coli dans des milieux a

base de datte en fonction dutemps...........ccoeeiiiiiiiiii i iiieeeeeenn 81

Tableau -26- :Evolution de la densité Optique (D.O.) de la culte de Salmonella spdans des

milieux a base de datte en fonction du temps............ccovvveeiiiiiiiinnnnns 82



SOMMAIRE

[ (g0 o 18 Tex i lo] o F T

Partie bibliographique

Chapitre 1. Les dattes

Le palmier datlier ..o e e e e e
0 T 1Y/ 3T ] oo |1

1.2 Répartition géographique du palmier dattier .....................o..e.
I T B = T g ES 3 = T o o = - B
1,22, BN Al oottt e et e e e e e e e e

2. LA A ..ot
2.1. Aspects morphologiques ..........coiiiiiiiiiii
2.2. Classification des dattes .............oooiiiiiiiiie i
2.3. Lesvariétés de datte ...........cc.ooiiiiiiiiiiiiiiii e

2.4. Stades de maturation de ladatte ............oooiiiiiiiiiiii e
2.5. Composition bromatologique des dattes ................coeeeveinennns

2.5.1. Composition de la partie comestible « pulpe ..o,

2.5.1.1. Les caractéristiques biochimiques de latla ......................

2.5. 0. 0.0 L'BAU ieitiit it et e e e e
2.5.1.1.2. Les gluCIdes .......ouuieiiiiiiii i

2.5.1.1.3. LES PrOtBINES ..ttt e et e e e e e e e e e e e s

2.5.0.0.4. LeslipIdes ...
2.5.1.1.5. LEeS SeIS MINEIaUX ..ot e e e e

2.5.0.0.6. LS VILAMINGS et e

2.5.2. Les caractéristiques de la partie non comdsie de la datte ou « noyau »



2.6. Technologie de la datte.........cc.ouuiie i e e 14

2.6.1. Stockage et conservationde ladatte .............oceiiiiii 14
2.6.1.1. Préparation des dattes apres réColte ........oeueeiieiiiiiiiii i, 14
2.6.1.2. Traitement et conditionnement des dattes .............ccoovviiiiii i, 15
2.6.10.2.0. STOCKAQGE . .eueineint it et ettt e e et e e e e e e e aaas 15
2.6.1.2.2. Traitement et conditioNNeMENT .........oiiiriit it e e 16
2.6.2. Valorisation de la datte ..........c.eieeiiiit i e e 18

2.6.2.1. Les pates de dattes @Btanas» ...............cccoveiiiiiiiiiiiiiii i e i 18

2.6.2.2. Farine de datte ...........coiiiiiiieii e 19
2.6.2.3. Marmelades, cremes et confitures de das$t ...............ccoeviiiiii i ennnn. 20
2.6.2.4. Mielde datte ..........cooiiiiiii i 20
2.6.2.5. Produits obtenus par fermentation de dags ..............c.ccceviiiiiiiiiiieinns 21
2.6.2.5.1. Alcool de dattes .........oiiiiiiniit e 21
2.6.2.5.2. L VINAIQI® ..iintiit it ettt e et e e e e e e 21
2.6.2.5.2. Lesirop de datles .......coiiiiiiii i e 21
2.6.2.5.2.1. Fabrication industrielle de sirop ddattes .............c..coviiiiiiiiininenn. 23
2.6.2.5.2.2. Composition de sirop de datteS ..........oecmeiiiiiiiiiie i 23
2.6.2.5.2.3. Utilisations de sirop da datteS ........ccceieiiiiiiiiiiie e, 23
2.7. Les bienfaits de la datte ............coiiiiiiinii e 24

Chapitre 2 . La microflore intestinale : un écosystéme complexe

1. GENEIAlItES.. ..o 26
2. Définition la flore intestinale ...................coooo i 26
2. Composition de la microflore intestinale................cooviei i 27

2.1. Composition de la flore intestinale humaine................ccooiiiiic i, 28



3. Stabilité apparente de laflore...............cooooiiiiii i 31

4. Quelques germes de la flore intestinale..............cccooii i, 33

4.1, StaphylOCOCCUS AUIBUS. ... ..t it ee e et e e e e e e e e e e e e e e ee e 33
4.2. ESCheriChia COli ......uiueieie e e e e e e a2 33
4.3. Salmonella typhi ... e 34

4.4, ENtErocoCCUS faBCaliS ........oiieiie i e 35
5. Roles de la flore intestinale humaine .............cocoo i 35
5.1, Effets digestifS .....oeiiiiie i 222030
5.2. Effets NULILIONNEIS ... e e 36
5.2.1. Bénéfiques pour lhote ..........cooiiiiiiiiii e e e, 30

5.2.2. Défavorable  pour  ThOte .......oiriiiii i e e e e e
- 5.3. Protection contre INfeCHION ... e e e e e e e e e 37

6. Flore intestinale et INfECHONS .....o.oi i e e e e e e 37

6.1. Réaction de I'hdte aux bactéries pathogenedeastinales ....................c.cceeeee. 37

7. Les principales maladies bactériennes du tubegkstif ...................c.cn 38

Partie Expérimentations et résultats.
Chapitre 1 — Matériels et méthodes.

1. MAt@rielsS ULISES. .. ... e e ettt 40

1.1. Matériel DiolOgIQUE ......ou e e e e e et e e e 40
1.1.1. Matériel végétal et animal ...........ccoooiiiii it 40

1.2. MIlIEUX D@ CUITUIE ...t e e e e e e e e e e e i A3

1.2.1. Milieux d'iSOIEMENT ... i 20 A3



I = 1o 11 o] 1 PSPPI o
1.2.3. Tests d'IdentifiCation ..o 43
2. MEthodes d’'aNalYSE ......c.iiiriie e e B
2.1. Isolement des bactéries de la flore intestir@l...............c..cooiiiiiin e 43
2.1.1. Préparation des milieux et bouillons de cwdre ................c.cooviiiiiiiiinnnn. 43
2.1.1.1. Milieux d’'ISOIEMENT. .....e e e e e e 43
2.1.1.2. Les différents types de milieux ...........ccooviiiiiii it e eeeenen. .. 43
2.1.1.2.1. GEIOSE AU SANQ ...t evi it e e e e e oD
2.1.1.2.2. Lagélose lactose de MC CONKEY .......vviiiiiine i e e aaes 44
2.1.1.2.3. Gélose Muller Hinton: (MH) .......cooiiiiiiii i e a0 44
2.1.1.2.4, GEloSE COlUMDIA. ... euee et e e e e e e 44
2.1.1.2.5. Chapman .....c.oeiii it et et e e e e e ne e e ee a2 4D
2.1.1.2.6. GElose HEKIOEN .......ceiii i e e e e 4D
2.1.1.2.7. La gélose MRS (De Man, Rogosa et Sharpe).................ecevvvne e 45
2.1.2. Préparation des milieux & partir de poudre ..............cocevvviiiiiiininnennn.. .46
2.1.2.1. Milieux (bouillon) d’enrichiSSEMENt ..........c.vveieeiii i, 46
2.1.2.1.1. Bouillon coaur-cervelle ....... ..o e 46
2.1.2.1.2. Bouillon sélénite de [8IfSON ..........ooiiiiiiiii 47

2.2. Préparation de la suspension mere et des dilohs décimales......... 47

2.2.1. ENSEMENCEMENT ..ot e e e e 48
2.2.2. Repiquage de la Culture ...........ccooiiiiiiiii i i e e v ee e 0049
2.2.3. |dentification des bacteries iSOIEES ............ceiiieeoiiiiie i 50
2.2.3.1. Aspects morpholOogiQUES .......coviie e e e e e e e e e 50
2.2.3.1.1. Observations MacroSCOPIQUES .........eveereereereerseessennsmmmmnessesseeeneensnnd0
2.2.3.1.2. Observations MIiCrOSCOPIJUES ... .uvvnnenerieteeaee e eneenemnmeneeneeneaaneenns 50

2.2.3.1.2.1. L’observation MiCrOSCOPIGUE ......ouiiueire et ienieniee e eieeaeeeeaenenans 50



2.2.3.1.2.2. La Coloration de Gram ... ....coeoeui oo e e e e e 50

2.2.3.1.2. Caractéres biochimiques ..o e, 51
2.2.3.1.2.1. Galeries API... ..o e 0
2.2.3.1.2.2. Galeries ClasSIQUES .......c.uiuiiiiie i e e e e e 52
2.2.3.2. Préparation de la suspension bactérienne..............cccoviviiiiiiieinieninns 52
2.2.3.2.1. Ensemencement des milieux géloses (galetassique) ......................... 52
2.2.3.2.2. MilieUuX lIQUIES .......cuuirinie it i e e e e s ee e e e e e eenee D3
2.2.3.2..3. Tests de soutien pour le diagnostic ..............ccccevviiiiiiniineenn et ....56
2.2. Effet des produits a base de dattes sur cents des germes isolés.................... 57

2.2.1. Préparation des produitS teStES ..........vviiiiiiiiiiiiieiiiemm e veiieeie e DT
2.2.2. Méthode de diffusion €n gelOSE ........coiiiiiiiiii e et e 58

2.2.2.1. ANtIDIOGrammMe ..ot et e e e e e e e e 202 D8

2.2.2.2. Méthode de diffuSiON ..........cooiiriiii e e e e e 59
2.2.2.3. Repiquage des microorganismes pathOgenes............cvcvvvvivvieineenn e, 60
2.2.2.4. Préparation des inocula microbiens .............c.oi i cie i, 60
2.2.2.5. Application du teSE ... 60
2.2.3. Macro-méthode pour la cinétique de CroiSSaBC...........ccovvvierieiiiiiiieeeeneenn, 60

Chapitre 2. Résultats et discussions.

1. Résultats de l'isolement et lidentification deggermes de la flore intestinale
...62
1.1. Aspects MOrpholOgIQUES .......cuuieiie it e e e e e re e e ete eae eeen s 02

1.2. Orientation des bactéries pour identificatiorpar galeries APl ...................... 67

1.3. Identification par galerie ClasSIQUe ..........cooii it e 70
2. DISCUSSION . ...ttt e e e e e e e e eee e eee e 2

3. Effet des trois produits a base de dattes surdggermes de la flore intestinale....... 77

3.1, ANLIDIOgramMIME ... 77



4. Résultats de l'effet des trois produits a baseeddatte sur certains des germes isolés

(MELhOAE dES AISQUES) ... u et et et et e et et e e et e et e e e e e e e e ees 79
5. Résultats de la cinétique bactérienne................cccoceeviiiiiice i i el 80
5.1. Cinétique deSerratia 0dorifera...........ooiviiiiei e e e 80

5.2. Cinétique deEscherichia Coli............cooiiiiiii i e 81

5.3. Cinétique deSalmonella SP.......cooviiiieii i i i e B2

Conclusion
Références bibliographiques

Annexes

Résumé



Introduction



Introduction

L’homme dans la nature est entouré de micro-osgaes, en effet, méme a son
intérieur, il vit avec ces bactérie en symbioseespeut survivre sans elles ou il peut étre sujet
a une pathologie si cette flore est en déséquilibre

Le réservoir de bactéries du corps humain, I'agipaigestif, héberge des millions
micro-organismes que nous regroupons sous l'apjoellde : Flore intestinale.

Pathogéne ou non pathogéne, ces bactéries jouentdle primordial dans la
prévention de maladies.

Cette flore est influencée par I'ambiance humaitesurtout par I'alimentation ;
plusieurs aliments semblent avoir un effet bénéfisur cette flore.

La datte est le fruit du palmier dattier, considd@omme un aliment de grande
importance.

L’Algérie avec son riche et diversifié patrimoie® palmiers dattiers, plus de 13
millions de palmiers et 940 cultivars sont recen$®SNNACH,i et al., 1998 ; MADSAEE,
2001), compte parmi les grands producteurs de datte enpaot le 7™ rang a I'échelle
mondiale (FAO, 2004) La variété Deglet Nour pour sa haute qualitéitommelle et son
appréciation a travers le monde est la plus comales@e a I'échelle nationale et
internationale.

Aussi, plusieurs produits a base de dattes, ootup® place sur le marché. Le sirop
de dattes appelé communémenRoblh fabriqué avec n’importe quelle datte de qualité
secondaire, est un produit stable d’'une couleundarbes dattes sont surtout consommeés avec
du lait(KAID, 2007 ; KICHAH, 2008).

Plusieurs travaux ont étudié [lactivité antibactérie des dattes et dérivés.
RODRIGUEZet al., (2007), attribuent cet effet a la présence de daaaféique COWAN
(1999) a rapporté que les différents polyphéndsemtiellement les tanins et les flavonoides

peuvent augmenter la toxicité des extraits deedaghvers les microorganismes.

L’efficacité optimale d'un extrait peut ne pas étdee a un constituant actif

majoritaire, mais plutét a I'action combinée ddétiénts composg&ssawi et Srour, 2000)

Dans ce contexte, Notre travail comprend deux gerti



» Une premiére partie qui a pour but, I'isolement’identification de certains germes
de la flore intestinale a partir de selles de I'moenet des intestins de poulet.
» Une deuxieme partie qui vise a étudier [I'effettdms produits a base de dattes a

savoir : Les dattes, sirop de dattes et le mélaragitionnel datte/lait, a différentes
concentrations, sur certains des germes ainsksisolé
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Partie bibliographique. Chapitre 1. Les dattes.

Chapitre 1. L es dattes.

Dans un certain nombre de versets coraniques, lfleudattes sont honorées comme
I'un des bienfaits du paradi€QRAN, 55 : 68 Lorsqu'on examine ce fruit, on note qu'il
présente un grand nombre de caractéristiquesnmngsriantes. L'une des espéeces de plantes
les plus anciennes, les dattes, est aujourd’hualioment de choix, pas seulement pour sa
délicieuse saveur mais aussi pour ses propriétégionnelles. Chaque jour de nouveaux
bienfaits sont découverts dans la datte et ellenasitenant utilisée a la fois comme aliment

santé et comme aliment.

L’Algérie, avec son riche patrimoine palmiers dattiers (plus de 13 millions de
palmiers et 940 cultivars sont recensés), et avec production totale de dattes évaluée a
440 000 tonnescompte parmi les grands producteurs de datte enpaat le gme rang
mondiale HANACHIET al..,1998

Le palmier dattier :
1.1. Etymologie :
Le palmier dattier Rhoenix dactylifera L», provient du mok Phoenix» qui signifie
dattier chez les phéniciens, ePhoenix Dactylifera> dérive du terme grec dactulos»
signifiant doigt, allusion faite a la forme du frdMUNIER, 1973 ; DJERBI, 1994).

Sur le plan botanique, le dattier est une plantigde (2n=36 chromosomes),
monocotylédone arborescente, appartenant a undegfamille d’arbres a palmes et produit
des dattesGILLES, 2000 ; SI BENNASSEUR, 2000 ; MAZOYER, 2Q@2palmier dattier,
peut atteindre des dimensions de l'ordre de 15-2f rhauteur au tronc cylindrique, portant
une couronne de feuilles (palmes) pennées, finemigisées et longues de 4 a 7 métres
(Fig. 01).(Al-SHAHIB et MARSHALL, 2003).

Le genre Phoenix comporte au moins douze especes, la plus connuédees
«Phoenix Dactylifera», dont les fruits ‘dattes’ occupent une place angnte dans le
commerce internationaEGPIARD2002)

Le palmier dattier femelle produit entre 5 et #§imes de dattes par arl{feég. 02)
Un régime peut peser entre 10 et 16MYRADAT et ZAID, 2004 ela donne en moyenne
100-400 kg de dattes par palmier et par an.
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BOTANIQUE 25

inflorescence

niveau du sol

Figure 0z : Palmier portant les régimes des datteeBEKHT], 2008).
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1.2 Répartition géographique du palmier dattier :
1.2.1. Dans le monde :

Le palmier dattier fait I'objet d’'une plantationténsive en Afrigue méditerranéenne et
au Moyen-Orient. L’Espagne est I'unique pays eueopgroducteur de dattes principalement
dans la célebre palmeraie d’EICiI@OUTAIN 1996. Le palmier dattier est également cultivé
a plus faible échelle au Mexique, en ArgentineeptAustraligMATALLAH 2004).

1.2.2. En Algérie :
Le premier producteur mondial de dattes est 'Egypguivi de I'lran, et de I'Arabie

Saoudite. L'Algérie arrive en®8%ou 6™ place.

En Algérie la phoeniciculture couvre une supegfities importante dans le sud du
pays, elle s’étend sur I'ensemble des régions ditExt du pays : région de Ziban, Oued-
Righ, Tolga, Ouargla, Oued-souf et dans le SudsOuggion de Touat, Tidikelt, Gourara et
Beni AbbasséACOURENE et al., 1997 ; BOUGUEDOURI®91)

Les dattes :

2.1. Aspects morphologiques :

Les dattes, fruit du palmier dattier, est une baoestituée d’'une partie dure non
comestible « la graine ou noyau » et d'une padiestible « pulpe ou chair(®OWSON et
ATEN, 1963 ; RICHARD, 1972 ; MANSOURI, 2005).

La partie comestible des dattes comporte :

v L’épicarpe ou peau : une enveloppe fine cellulosigu

v" Le mésocarpe : plus ou moins charnu et de consisteariable selon la teneur
en sucres, présentant une zone peériphérique dewoplus soutenue et de
texture compacte, et une zone interne de teints plaire et de texture
fibreuse ;

v' L'endocarpe : de teinte plus claire ; réduit a unembrane parancheminée
entourant la graine. L’'ensemble de péricarpe, napecet I'endocarpe sont
confondus sous l'appellation de chair ou pulbgure 03). (MUNIER, 1973 ;
ESPIARD2002).



Partie bibliographique. Chapitre 1. Les dattes.

Endocarpe (chair)

Mésocarpe (chair)

Graine (noyau)

Périanthe

Figure -03- : Dattes entiére (& gauche), et sa coupe longitwali@atiroite)(MUNIER, 1973)

Selon les variétés et selon les stades de matoyddis fruits de dattes ont des grandes
variations dont la forme, la taille et le poids.bitaellement, sont oblongs bien que certaines
variétés puissent atteindre une forme presque rdradongueur et la largeur peuvent varier
respectivement de 18 et 8 mm a 80 et 32 mm, lesppa fruit peut aller de 7 a 10 g
(Figure04). (BARREVELD, 1993)La couleur des dattes va du blanc jaunatre au ewir
passant par les couleurs : ambre, rouge, brungpiusoins foncédDJERB) 1994).Les dattes

sont généralement de forme allongée, oblongue oidey mais on rencontre également des

dattes snhériniies.

. i
L

(6)

@ T @)

Figure -04- : Quelques variétés de dattes Dhyri 2- Bere 3 Bihri 4-
Aomri 5- Zahidi 6- Hmira 7- Tegazza 8- MedjoQABEKHTI, 2008)
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2.2. Classification des dattes :

D’apresMATALLAH (1975) et ESPIARD (20023, consistance du mésocarpe de la
datte est variable. Selon cette caractéristiqeeddttes sont réparties en trois catégories :

v Dattes mollesle mésocarpe est trés humidifié avec peu de saushéB1% d’eau) ;

v Dattes demi-molles telle que la Deglet-Nour (18% d’eau) ;

v Dattes seches consistance dure (12% d’eau) : Deglet Beida btdch Deglet.
2.3. Les variétés de datte :

Les variétés de dattes sont tres nombreuses, nsentiequelques unes ont une
importance commerciale. Elles se différencient lpasaveur, la consistance, la forme, la
couleur, le poids et les dimensio(BUELGUEDJ) 1996 ; DJERBI1994). En Algérie, la

principale variété cultivée est représentées par :

v' La Deglet-Nour: Variété commerciale par excellence. C’est deasedalemi-molle,

considérée comme étant la meilleure variété deeslatti fait de son aspect, son
onctuosité et sa saveur. A maturité les dattes@dane couleur brune ambrée avec un
épicarpe lisse légérement plissé et brillant, lesonarpe présente une texture fine
légerement fibreuse ;

2.4. Stades de maturation des dattes :

Pendant sa formation et sa maturation, le frusspgyar un certain nombre de phases,
qui se résument en quatre stades appelés pardeamihation arabe : Kimri, Khalal, Routab
et Tamr (BOOIJ, 1992).En Algérie, se sont: Loulou, Khlal, Bser, Martaubt Tmer ;
cependant, la majorité des auteurs ont adaptérrartologie utilisée en Irak et de nombreux
pays arabefAL-SHAHIB et al, 2002).

Les différents stades peuvent étre définis comuitBIJERB) 1994:

v' Hababouk ou Jadal : Ce stade vient juste aprées la pollinisation eedenviron 4 a 5
semaines. A ce stade le fruit prend une forme rend@st entierement recouvert par le
périanthe et se caractérise par une croissance (AbtSHAHIB et MARSHALL,
2002 ; ABAKHTI, 2008).

v' Kimiri ou Bleh : Le fruit des dattes prend une couleur vertenet texture dure. Il

y'a lieu a une augmentation du poids et du tauxsdeses ainsi que la teneur en tanins
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(THOMPSON, 2003} le taux de I'humidité atteint son maximum (85%ead).
(BARREVELD, 1993)

Ce stade dure 9 a 14 semaines: a la fin de de,staus les facteurs se
stabilisent quand le fruit commence a change sé&upau jaune(ou rouge, selon les
varietésYBARREVELD, 1993).

Les dattes a ce stade peuvent étre utilisées lpquréparation de vinaigre et
d’épice.(JIWAN, 2006).

v' Khalal ou Bser: Au cours de ce stade, la couleur du fruit passeediuau jaune clair,

puis vire au jaune, au rose ou rouge selon lestéari La chair de dattes devient
ferme. Cette phase est marquée par une augmentapale de la teneur en sucres
totaux, de l'acidité, par contre la teneur en emwirte. Elle dure 3 a 5 semaines ou
plus. Le fruit a ce stade est largement consomnnéaittire ou peut étre utilise pour la
fabrication de confiture Ce stade continue 3 a fadees ou plus dans certaines
variétés(JIWAN, 2006).

v' Routab : La couleur passe au foncée ou au noir avec ajgmadtl « doré » et du gout
sucré. Certaines variétés deviennent verdatres eolmichadraoui Ce stade dure 2 a 4
semainegJIWAN, 2006).

v' Tamr : C’est le stade final de la maturation des dattedfruit perd beaucoup d’eau,
ce qui donne un rapport sucre/eau élevé. A ce deslaattes acquierent leurs
dernieres caractéristiques a savoir, le goQt, ldecw et la consistance, ainsi les dattes
seches présentent une couleur lumineuse et une chake, alors que les dattes molles

prennent une couleur noire foncé et une chair n{aABEKHTI, 2008).

Hababouk Tamr

Figure -05-: Stades de maturation de la datte.
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2.5. Composition bromatologique des dattes :
Les dattes comporte une partie charnue : la pelpen noyau. Le rapport noyau/pulpe
ayant une caractéristique variétale pouvant vargalement en fonction des conditions de

culture et des facteurs écologiques.
2.5.1. Composition de la partie comestible « pulpe:

La pulpe des dattes représente une proportionOéle a8 95% du poids total du fruit
frais. Elle se distingue par son taux d’humiditéaforte teneur en sugpéAHIAOU] 1998)
2.5.1.1. Les caractéristiques biochimiques des da# :

Le tableau suivant représente la commsitromatologique approximative des

dattes :

Tableau -01-: Composition des dattes en nutriment esser(i¢IEARSI et al2008)

Composition Minimum Maximum
Eau (g/100 g) 7,2 50,4
Matiere grasse (g/100g) 0,1 1.4
Amidon (g/100 g) 1,0 19
Protéines (g/100 g) 1,1 2,6
Fibres (g/100 g) 3,57 10,9
Glucides (g/100 g) 52,6 88,6
Minéraux (mg/100 g) 417,37 1913,2
Vitamines (ug/100 g) 2254,61 20023,2
25111 L'eau:

Selon les variétés, le stade de maturation dirfet; la teneur en eau des dattes varie
entre 8 et plus de 30 % du poids de la chair feahec une moyenne d’environ 1YB&UI,
2007. D’apresMUNIER (1973),les dattes a consistance molle ont une teneumemdité
supérieure a 30%. Par contre, les dattes sechemerieneur en humidité inférieure a 20% et

les dattes de consistance molle de 20 a 30%.
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Tableau -02-: Teneur en eau de quelques variétés de dattesealges(BELGUEJ, 2002).

Variétés Consistance Teneur en eau (%)
Ghars molle 30
Mech-Degla Seche 13
Degla-Beida Seche 13.30

Deglet Nour Demi molle 25.50

2.5.1.1.2. Les glucides :

La teneur en sucres totaux est tres variable,dgjgend de la variété, du stade de
développement et du climat. Elle varie entre 60®t% du poids de la pulpe fraiche
(SIBOUKEUR1997)

Tableau -03-: Teneur moyenne de la date en su¢fdsFARSI et LEE, 2008).

Sucres (g/1009) Minimum Maximum
Glucose 17,6 41,4
Fructose 13,6 36,8
Saccharose 0,5 33,9

Les sucres sont les constituants majeurs dessd@itenote la présence majoritaire de
trois types de sucres : le saccharose, le glucokefaictose(AL FARSI et al., 2008 eci
n'exclut pas la présence d'autres sucres en faitdportion tels que : le galactose, le xylose
et le sorbitol(FAVIERet al., 1993; SIBOUKEURL997 ; JIWAN, 2006Ainsi la quantité de
saccharose influence la texture de dattes: D’aptesiOOTI et al., (1997) et DJIDEL
(2007) Les dattes, qui ont des quantités de sacchaég@eables au stade « tamar », sont
des dattes molles (sont a sucres invertis : frectgbucose). Le glucose et le fructose,
réducteurs tout les deux, proviennent de l'inversla saccharog8ARREVELD, 1993).
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2.5.1.1.3. Les protéines :

La teneur en protéines varie seorthde de maturation, les dattes contient entre 1
et 3% et contient des acides aminés indispensaldés en petites quantités pour couvrir les
besoins de 'hommgRAZI et al., 1993 ; DJIDEL, 2007).

Tableau -04-: Composition moyenne des dattes en acides amingd.@t g) (AL FARSI,
2008).

Acides aminés Minimum  Maximum
Alanine 30 133
Arginine 34 148
Acide aspartique 59 309
Cystéine 13 67
Acide glutamique 100 382
Glycine 42 268
Histidine 0,1 46
Isoleucine 4 55
Leucine 41 242
Lysine 42 154
Methionine 4 62
Phenylalanine 25 67
Proline 36 148
Serine 29 128
Tryptophan 7 92
Tyrosine 15 156
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2.5.1.1.4. Les lipides :

Les dattes renferme une faible quantité de lipitlesr taux varie entre 0,43 et 7,5 %
du poids frais qui se concentre dans I'épicadd@HOUR, 2001 ; DJOUAB, 2007Lette
teneur est en fonction de la variété et du stadeateiration : elle se situe entre 0.5 % au
stade « kimri » et 0.1 % au stade « tamgdAbHOOTI et al., 1997b)

Le tableau suivant donne la composition, edescgras, de Deglet-Nour.

Tableau -05-: Composition en acides gras des dattes Deglet-Mwufo de matiere grasse
(YAHIAQUI,1998).

Acides gras Teneur en % de matiére grasse
Acide linolénique (C18 : 12,30

3)

Acide linoléique (C18: 2) 11,47

Acide oléique (C18: 1) 10,74

Acide stéarique (C18: 0) 10,47

Acide palmitique (C16 : 0) 7,89

Acide myristique (C14 : 0) 8,66

2.5.1.1.5. Les sels minéraux :

Les dattes sont connu d’étre une bonne sourcéudeprs minéraux. La teneur
en sels minéraux est de I'ordre de 2 a 3% (poida deatiére seche) et ceci est étroitement lié
a la variété, la fertilité de sol ainsi par la gut@nde fertilisants chimiques et de engrais
appliqué pour les dattie(€IRRLI, 1977).

L'étude de 58 variétés de dattes cultivées dansétpon des Zibans faite par
Acourene2001, montre que le taux de cendres egpre®mntre 1,10 et 3,69 % du poids sec.
Les dattes est I'un des fruits les plus riches &meénts minéraux essentiellement le

potassium, le magnésium, le phosphore et le calcium

Le tableau ci-dessous, donne la teneur en élémen&saux des dattes selon Al Farsi
2008
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Tableau -06-: Composition minérale les dattes en mg/1@lg FARSI2008).

Eléments minéraux Teneur (mg/100 g)

Minimum Maximum

Magnésium (Mg) 31,0 150
Sodium (Na) 1,00 261
Calcium (Ca) 5,00 206
Phosphore (P) 35,0 74
Potassium (K) 345,0 1287
Manganese (Mn) 0,01 0,4
Fer (Fe) 0,10 1,5
Zinc (Zn) 0,02 0,6
Cuivre (Cu) 0,01 0,8

2.5.1.1.6. Les vitamines :

En général, les dattes ne constituent pas unecesaarportante de vitamines. La
fraction vitaminique des dattes se caractérisedparteneurs appréciables des vitamines du
groupe B. Ce sont des précurseurs immédiats dezymes indispensables a presque toutes

les cellules vivantes et jouent un role primoridLKAS 1993).

Tableau -07-: Composition vitaminique moyenne de la datte séEA&/IERet al, 1993).

Vitamines Teneur moyenne pour 100g
Vitamine C 2,00 mg
Thiamine (B1) 0,06 mg
Riboflavine (B2) 0,10 mg

Niacine (B3) 1,70 mg

Acide  pantothénique 0,80 mg

(BS)

Vitamine (B6) 0,15 mg

Folates (B9) 28,00 mg
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2.5.2. Les caractéristiques de la partie non comdsie de la datte ou « noyau »:

Le noyau de dattes représente 7 a 30% de poidslatéss. Il est constitué d’'un
albumen protégé par une enveloppe cellulos{ijléNIER, 1973 ; BENHAFID, 1990).

Tableau -08-: Composition biochimique du noyau de datté@OWSON et ATEN, 1963).

Constituants % du poids du noyau
Eau 6.46
Lipides 8.49
Protéines 5.22
Glucides 78.71
Cendre 1.12

Les minéraux majeurs présents dans les grainedadies sont : potassium, phosphore,
calcium et magnésiufdWAN, 2006).

D’autres données analytigues sur la compositiomicjuie du noyau de dattes
montrent qu’il renferme plusieurs acides gras awee proportion plus importante d’acide
oléique et lauriguéDEVSHONY et al., 1992

2.6. Technologie des dattes :

La technologie des dattes recouvre toutes lesatpes qui, de la récolte a la
commercialisation, ont pour objet de préserverasilgs qualités des fruits et de transformer
ceux qui ne sont pas consommeés, ou consommabhliégtaen divers produits, bruts ou finis,

destinés a la consommation humaine ou animaldiatiastrie.

2.6.1.Stockage et conservation des dattes :

2.6.1.1. Préparation des dattes apres récolte :
Apres récolte, plusieurs types d’'opérations peundre pratiqgués sur les lieux de
cueillette :
» Egrenage
» Triage
» Dénoyautage et enlévement périanthe
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» Séchage — maturation
» Fumigation
» Conservation

» Emballage

Ces opérations, lorsqu’elles sont effectuéesote ke plus souvent de fagon artisanale
et a proximité de la palmeraie pour des dattesrdEst a 'autoconsommation sur place ou au
commerce local.

Quant aux dattes destinées a l'usine, elles do#@ea conserveées si elles ne sont pas
livrées immédiatement, dans des conditions telles spient évités dans toute la mesure du
possible :

» Attaque d’insectes

» Exposition a la poussiére et au sable,

» Mélanges de dattes incomplétement mdres, avaréeparthénocarpiques, avec les
dattes de bonne qualité.

Le transport vers l'usine se fera de préférence digs sacs ou des cagettes en matiere

plastique propres.

2.6.1.2. Traitement et conditionnement des dattes :

Les dattes acheminées a l'unité de conditionneswarit généralement stockées a fin

de constituer une réserve de sécurité pour pemrietfonctionnement continu de l'unité.
2.6.1.2.1. Stockage :

A l'usine une fois l'arrivage est accepté, legataten caisses sont stockées dans les

magasins pourvus d'ouvertures grillagées et desligfs de ventilation.
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Tableau -09-: Durée de conservation des dattes en fonction tripérature.

Température (°C) Durée de Conservation (mois)
26-27 1
15-16 3
4-5 8
2-3 12
17-18 Plus de 12

Ces magasins doivent étre maintenus dans un emrtdltat de propreté et traités

régulierement par les insecticides.

Le stockage des dattes brutes doit étre de cdurtse, étant donné la nécessité de les

trier rapidement pour séparer les bonnes dattesltes incomplétement mdres et avariées.

2.6.1.2.2. Traitement et conditionnement :

Les méthodes de traitement des dattes sont lesrgas/:

> Triage :
Le triage manuel se fait sur une table ou sur uolagette. Les trieurs sont
convenablement installés pour pouvoir travaillenglde bonnes conditions en vue d'avoir un

bon rendement.

Le collecteur ou l'industriel qui s'approvisionmedattes classera trois catégories de récolte :

> Les dattes branchées « qualité Extra ».
> Les dattes en vrac et de bonne qualité.
> Les dattes de seconde qualité.
D'autres parametres interviennent d'une maniepertante pour la transformation ou
pour la commercialisation sur le marché local. Gets la couleur, le calibre, le degré de

maturité et le taux d'infestation (difficilementodéable).
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» Nettoyage :
Les dattes en provenance de la palmeraie sonesbsuuillées par des particules de
terre, de sable, de poussiere, de débris végétade eroduits de traitements. Malgré les
précautions prises lors des travaux de cueilleltesature sirupeuse des dattes fait que ces

souillures adhérentes fortement a la peau, donetteyage est nécessaire.

» Désinsectisation :
Plusieurs insectes attaquent les dattes sur fmedé en palmeraie, au cours des

opérations de récolte, de transport et duranblekage avant d'étre traitées et conditionnées.

Il est nécessaire de procéder a une désinsegtisdéins I'unité de conditionnement
pour détruire les ceufs qui se trouvent dans lasslat

L'opération s'effectue par fumigation en utilisamt gaz toxique (le bromure de
meéthyle). Elle se pratique dans une enceinte éeaetlsous vide afin d'assurer une bonne

pénétration a travers les emballages de commeyaiiain.
» Emballages et entreposages :

Les dattes sont souvent présentées sur les malobagx en vrac ou dans des
corbeilles. Les dattes traitées dans les unitéodditionnement sont livrées au commerce en

emballage de présentation, barquettes, boitesattds,...etc.

Ces emballages permettent d'expédier et de coratigec les dattes dans les pays du
monde entier. Afin d'étaler et de régulariser lanoeercialisation des dattes, les fruits sont
conserves dans des entrep0ts réfrigérés. Cettatapevise a conserver la qualité du fruit et

éviter sa fermentation, son brunissement,...etc.
» Le séchage :

Le séchage consiste a enlever une partie de tleaudattes avec intervention de

phénomenes thermiques. Le but est la conservatidongjue durée par arrét :
» Du développement et I'action des micro-organismes ;

> De toutes les réactions de dégradation de natugnetique ou non (brunissement,

réaction de Maillard).

Tous ces phénomeénes exigent une certaine hungdit@ une relation directe avec

l'activité de l'eau. Nous pouvons dire que le sgehdoit abaisser I'humidité a un niveau
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permettant sa conservation prolongée en altéramblas possible les qualités nutritionnelles

et organoleptiques du produit frais.
2.6.2. Valorisation des dattes :

Dans le domaine de lmansformation des dattes, les opérations techitpleg sont
trées diverses et pratiqguement indénombrables. Amsipeut fractionner la démarche de

valorisation des dattes en trois branches :

1). Diversification des productions ;

2). Latransformation — utilisation des sous-iit;
3). Utilisation des déchets.

2.6.2.1. Les pates de dattes aBtanas» :

Les dattes molles ou ramollies par humidificatitmmnent lieu a la production de pate

de dattes (Dattes dont I'aspect externe les repdapres a la vente).

Les Btanassont faites selon les techniques traditionnelles. dattes choisies pour
étre transformées étanasont rincées d’abord avec de I'eau froide pouews la poussiére
et éliminer toute matiere étrangere ou deébris nesctes ou oiseaux. L'opération est effectuée
a l'aide des récipients et sas métalliques perfprés second rincage avec l'eau chaude
bouillante ; I'étape est refaite plusieurs foisqusu ramollissement des dattes. En suite les
dattes se sont amalgamées et laissées reposéeseoamollir. Ces étapes favorisent la
transformation des dattes en pates qui serontapsuite Empilées par couches dans des sacs
propres en plastique ou en toile ou plus origimedlet en peaux vieilles de chévre et entre
chaque couche de pate ou en établie une |égersigargsour mieux répartir les dattes et
exclure l'air résiduel, puis on fait un saupoudragen mélange broyé et d'épices séchées : le
Basilic (Ocinum basilicumL.,), le Genévrier Juniperus communid..), le Romarin
(Rosmarinus officinalid..), 'Armoise (Artemisia vulgariy en vue d’apporter une odeur

agréable aBTANAet renforcer la qualité gustative des dattes.

Lorsque le sac est rempli entierement, on |'attdocbemétiquement, et on le met a
exposer au soleil, pendant deux jours en hiver uoe demi-journée en été. Le sac est
périodiquement retourné pour exposer ses deux facasleil. Les sacs sont par la suite mis
dans un endroit sec et a I'abri des ravageursseindecte$ABEKHTI, 2008).

Ces pates sont destinées surtout aux patissedes eliscuiteries.
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2.6.2.2. Farine de datte :

Elle est préparée a partir de dattes seches oceildes de le devenir aprés
dessiccation (Mech-Degla ; Degla-BeidZERMAN, 2007)Riche en sucre, cette farine peut
étre utilisée telle qu'elle, en biscuiterie, paiss, aliments pour enfants et yaourts. La

préparation de farine de dattes se déroule selprotessus décrit ci-dessous :

» Préparation des dattes :
Apres un nettoyage a sec ou un lavage soignépiterales dattes sont dénoyautées

(dénoyauteuses).

» Seéchage :
La chair grossierement déchiquetée, subi une aeggin assez poussée a l'aide d’'un
séchoir a courant d’air (Température inférieurdZCj pour atteindre une humidité de moins
de 5%.

» Broyage:
Se fait a froid avec des broyeurs ne produisantim@chauffement de la matiere et

dans une atmosphere seche (matiere sucrée et bggiqse).

> Blutage :
Identique a celui utilisé en meunerie : Opératilentamisage qui consiste a séparer
selon leur grosseur les divers produits aprés gasse la mouture. Effectué a I'abri de toute
humidité, on obtient trois produits :

- Des farines ;

- Des semoules blanches ;
- Des semoules vétues.

» Finissage :

Le finissage comprend la séparation des trois ypt®dobtenus par sassage. Les
semoules blanches peuvent étre directement usliséeéduites en farine.

Les semoules vétues subiront un désagrége suwinilidutage donnant a nouveau des
farine blanches, des semoules nues et des sem@itless qui seront ainsi traités jusqu’a
épuisemen(MATALLAH, 1970).
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2.6.2.3. Marmelades, cremes et confitures de dest:

Ces produits sont fabriqués a base de dattessspme éviter tout type d’altération,
notamment la fermentation. Cette gamme de prodtiibasée sur I'extraction des sucres par
diffusion de ces derniers et des autres composéisles des dattes. Par mélange et cuisson de
pate et de morceaux de dattes, nous pouvons obiEsmcremes et des confitures d’excellente
qualité(AL-HOOTI et al., 1997a, JIWAN, 2006).

Tableau -10-: Principales étapes de fabrication de confitureaeamel a partir de dattes.

Confiture Caramel

- Lavage / Dénoyautage -Préparation d’une patte de datte
- Pelage -Evaporation et caramélisation

- Blanchiment -Ajout de colorants et aromes
-Broyage -Refroidissement/mise en forme

-Ajout ingrédient (sucre, pectine,| -Conditionnement

acide)
-Cuisson et concentration
-Mise en pots

-Stérilisation

-Etiquetage

Mais, on peut produire aussi....Caramel de dattesre liquide, nectar de dattes,....
2.6.2.4. Miel de datte :

Le miel de dattes n’est pas un sirop plus ou moimeentré, mais I'exsudat des dattes
molles, de la variété Rhars en particu(MtUNIER, 1973)

SelonMAATALAH (1970),pour préparer ce produit il faut choisir des MViagé

molles ou susceptibles de la devenir apres tremmpegeexemple, le Deglet-Nour et le Rhars.
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Apres nettoyage et dénoyautage, les dattes est anisemper jusqu’au ramollissement
compléete dans un méme volume d’eau distillée etiftba a 65-75°C. Pour extraire le miel,
on presse énergiquement a l'aide d’'une presse hiygue, le miel obtenu a une couleur
brune dorée et une viscosité identique a celle el diabeilles. Pour le valoriser, il est
possible de I'aromatiser au miel d’abeilles et peysrotéger contre un éventuel brunissement

et assurer sa conservation, on peut ajouter 0.3&d#¥ ascorbique et 0.2 % d’acide citrique.
2.6.2.5. Produits obtenus par fermentation de dadt :

Les dattes en raison de sa richesse en sucrederdlr% de sucres fermentescibles),
apparait comme un produit susceptible de donnepdeuits alcoolisés (vin, alcool) ou des

vinaigres.
2.6.2.5.1. Alcool de dattes :

Le jus de dattes, riche en sucres fermentescilpgpseeaiables en éléments nutritifs,
permet d’obtenir de hauts rendements en alcoobnIARREVELD (1993)ette technique
est adaptée en lIrag, 8500 tonnes de dattes (war#d8di) ont permis I'obtention par
fermentation de 240 tonnes d'alcool a 94.2 % eB@@ tonnes a 90 %. La production de

I'éthanol a partir de déchets de dattes est bassse sur la fermentatiofiKAIDI et al., 2001).
2.6.2.5.2. Le vinaigre :

Le vinaigre est un produit dérivé de la ferna¢ioh des dattes, la technique consiste
a maintenir en fermentation anaérobique un volumes&u/dattes le plus souvent molles
(Hamraya ou Deglet-Nour.); dans un récipient: garen plastigue ou autre, fermeé
hermétiguement pendant un certain temps dans umiefeis et sans aucun déplacement.
Les proportions sont généralement 1/3 volume eteslat/3 d'eau et 1/3 d'air. Au bout de 40
jours le vinaigre est récupéré par filtration. Pane dose d'un volume de 5 litres, il faudra
rajouter une cuillere a soupe de sel. Un coloramiroe I'extrait de la betterave peut étre
utilisé (ILBERT et al., 2005 ).

2.6.2.5.2. Le sirop de dattes :

Le sirop de dattes (localement appelé- Robb) lestsous produit de dattes le plus

connu. Il est obtenu par [I'extraction et concemtrat de jus de dattes.
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Partie bibliographique. Chapitre 1. Les dattes.

2.6.2.5.2.1. Fabrication industrielle de sirop ddattes :
v Extraction de jus :

Selon Al-farsi, 2003les dattes sont découpées en morceaux de 0.5-&pmisheur,
puis elles sont mélangées a des quantités égaas. d'e mélange est remué pendant 20

minutes a 60°C, le jus est extrait par pressags dn tissu de mousseline.
v' Traitements de clarification :

Pour améliorer la qualité du jus extrait, difféenméthodes de clarification peuvent

étre employées dont la filtration qui consisteudilisation d’un filtre-presse.
v Concentration :
Le jus clarifié est évaporé a70 °C sous vide sit@p de dattes est a 70 °Brix.
2.6.2.5.2.2. Composition de sirop de dattes :

Le sirop de dattes comporte une qualité trés inaptet des sucres principalement le
fructose et le glucog@L-HOOQOTI et al, 2002).

D'apres ALKHATEEB (2008),La composition moyenne de sirop de dattes est
représente dans le tableau 11 ;

2.6.2.5.2.3. Utilisations de sirop da dattes :

Le sirop de dattes est frequemment utilisé dassBliscuits et les produits laitiers
(boissons, yaourts, desserts, etc.), produits & loigs céréales (barres et petit-déjeuner),
confiserie, préparation de fruits, glaces, boulalegenacks, substituts du saccharose et du

miel pour les consommateurs...etc. ou consommé én éta
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Tableau -11-: la composition de sirop de dattésLKHATEEB, 2008).

Composants Valeur
Teneur en eau(%) 16
Cendreq%) 6.8
Solides totaux sur le poids se®o) 84.0
Sucres totaux(%) 79.45
Sucres réducteurg%o) 4.87
Sucre inverti (%) 74.83
Protéines totales (en tant que N{%b) 0.83
Lipides totaux (%) 1.98
Contenu de Vit C (mg/100 g) 0.185

Minéraux (mg/100 g)

Sodium 13
potassium 202.8
Fer 7.8
Magnésium 143
Calcium 338

2.7. Les bienfaits de la datte :

Depuis lantiquité, la datte et son noyau ont eéidisés dans la médecine
traditionnelle, dans les régions ou le palmieridafut cultivé(KHARE 2007).Une recherche
menée palf AHRAOUI (2007) a montré que les dattes ont été traditionnellémglisées
pour soigner I'hypertension et le diabéte. Il a gtéuvé aussi que la consommation de les
dattes fortifie le corps, prévient la chute précdes cheveux, I'apparition des rides et donne a

la peau un aspect reluisant.
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Autre que sa valeur énergétique élevée grace aichasse en sucres réducteurs
facilement assimilables, son profil minéral et mtaique important, les dattes est dotée de
nombreux effets bénéfiques pour la santé, la figuwante illustre brievement les plus

importants de ces effets :

Effet piegeur I
desradicaux libres

Systeme I Stress oxydatif
immunitaire l ’ Inflamation

X Effects

gonadoprotecteurs _

- Effet
mutagéne

Effets

Protection
nephro-protecteurs

gastro-intestinal

Effets hepato-protecteurs

Figure -7- : Activités biologiques et pharmacologiques desed@BALIGA et al, 2010)
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Chapitre 2 . La microflore intestinale : un écosysteme complexe

1. Généralités.

De la naissance a leur mort, les animaux ainsil'hoenme vivent en équilibre avec
une flore microbienne extrémement dense et vaniéiés gbritent, pour I'essentiel, dans la
cavité de leur tube digestif. La flore microbienast estimée numeériguement 10 fois
supérieure au nombre de cellules de l'organig®AVAGE, 1977)Elle représente un
écosysteme trés complexe d'au moins 500 espéces 3fbra 40 espéces dominantes
regroupant 99 % de la flore totdlIBANNOCK, 1999).

L’'approche écologique de cette microflore tienmpte de plusieurs écosystémes
microbiens successifs. La composition de cette fest extrémement stable chez un individu
sain, mais tres variable d'un individu a un aute, fonction notamment des habitudes
alimentaires. En effet, la flore microbienne forameec I'héte qui I'néberge un écosystéme
dont I'équilibre dépend de la nature des interastientre différents composants : d’'une part,
des composants biotiques comme les microbes étllsmeure ou en transit, cellules du
tractus intestinal qui délimitent le biotope etautre part, des composants abiotiques tels que
le pH, le degré d’anaérobiose, la disponibilitésdbstrats, les sites d’adhérence potentiels des
micro-organismes a I'épithélium ou au mucus, legraintestinal et les sécrétions endogenes
(salive, sécrétions gastriques, hépatiques ettingdss, cellules issues du renouvellement de
la muqueuse). Changer I'un des éléments de ceysténse risque de déstabiliser 'ensemble
de toutes les composantes biotiques et abiotiqtesagissant entre elles pour aboutir a un
équilibre. Ces mécanismes d’interaction sont togspiexes et bien loin d’étre élucidés.

2. Définition la flore intestinale :

La flore intestinale compte environ£6-10" bactéries soit, suivant I'age, dix & 20
fois le nombre de cellules de I'organisme. C’estgoereflete I'importance de ce « monde
microbiologique vivant », ou microbiote, que nobsi@ns. Il est indispensable a notre santé
et sans doute a la survie de notre espéce. Lesérieascprésentes chez un individu a I'état
normal sont des bactéries commensales ou saprephyte opposition aux bactéries

pathogenes.

La flore intestinale est encore trés peu connug¢eemes qualitatifs, alors que son
importance quantitative et ses nombreux roles ssaez bien documentés. A l'instar des
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puissantes lunettes astronomiques qui explorenmtivins et ses galaxies, la biologie
moléculaire moderne appliquée a ces organismesitgiarécemment permis d’identifier de
nombreuses especes microbiennes. Elles n'ont capepds toutes révélé de leur nature ou
de leurs rbles biologiques. La diversité de ladflortestinale, qui augmente avec I'age, est en

effet beaucoup plus importante.
2. Composition de la microflore intestinale :

La composition de la microflore intestinale vagiefonction de I'espéce animale et de
son alimentatiofDRASAR et BARROW, 198ka flore normale est définie par la présence
constante de certaines especes dans lintestirz @handividu donné, il existe également des
variations quantitatives et qualitatives en fonctite la région intestinal®RASAR, 19748i
'on exclut la bouche, directement en contact aleeamilieu extérieur, les populations
bactériennes présentes dans la lumiére du tubestdigrigmentent progressivement de

'estomac jusqu’aux selles.

L’estomac contient toujours une flore plus abonedarsque le pH est élevé comme
chez le rat, le veau ou le porc et plus faibledoesle pH est acide comme chez 'lhomme. En
fait, seul les micro-organismes a Gram positif b&E® ou anaérobies facultatives
acidotolérantes sont capables d'y survivre. Cepanddes bactéries anaérobies strictes
résistantes a I'acidité gastrique peuvent s’y imf@g c’est notamment le casidélicobacter
pylori capable de se loger dans la sous-couche du mueuprihcipale flore résidente de
'estomac est composée de streptocoques et ddéalies.(HOLZAPFEL et al., 1998).

A l'inverse, l'intestin gréle n’est pas un orgam les bactéries peuvent se multiplier
chez un sujet sain, et constitue une région desitrarorsque les bactéries y proliférent, en
particulier parce qu’elles possédent des facteaus permettant d’adhérer a la muqueuse, il
s’agit toujours d’'un phénomene pathologique. Ereteffa croissance bactérienne dans
lintestin gréle est limitée par le transit rapides bactériocines des cellules de Paneth
(PORTER et al., 2008t les sécrétions biliaires et pancréatig{@SLMINEN et al., 1998).
Les premiers segments de lintestin gréle comportame flore trés faible, constituée
seulement par les bactéries gastriques en tra@asifur et a mesure que I'on se rapproche de
'extrémité distale de l'iléon, une augmentatiorpornante de la flore en nombre et en variété
a été observé@GORBACH et al., 1967)Ainsi des espéces anaerobies facultatives a Gram

négatif (entérobactéries) apparaissent a cotégpEses a Gram positif.
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Les espéces anaérobies strictes augmentent pgvgraent le long du tractus digestif.
Ainsi, au niveau du célon, leurs proportions dememt 100 a 1000 fois plus abondantes que
les espéces anaérobies facultatives. Le codloneesegment le plus peuplé i 132
bactéries/g de contenu). Les bactéries représententon 50 % du poids sec des selles
(FINEGOLD et al., 1988 Un profil bactérien quantitatif et qualitatif re@térise la flore du
cblon de chaque espece animale. Certains genre®ribas comme leBacteroides,
Eubactérium, Clostridium, Ruminococcus, Peptostieptcusappartiennent communément a

la flore dominante de plusieurs espéces animales.

Cependant, le genieactobacillusrencontré dans la flore dominante des rongeurs et
du porc, ne se trouve que trés occasionnellemarst ldelore dominante de 'lhomme.
Inversement, le genmifidobacteriumappartenant a la flore dominante chez 'hommetn’es
pas répertorié chez les rongeurs.

La microflore fécale est constituée de I'ensend®#emicro-organismes qui provient
des différents biotopes du tube digestif. Elleateflsurtout I'équilibre microbien existant dans
les régions caeco-coligues. Les féces constituast an écosystéeme bactérien. Du fait de la
facilité de prélévement, I'écosysteme fécal estplies étudié chez I'animal et 'homme
(MARTEAU et al.,, 2001)Il a été constaté que les populations anaéroltiéstes et
facultatives sont co-dominantes dans le célon pnakialors que seules les anaérobies stricets
sont dominanets dans le cblon distal et les matié¥eales. Par conséquent, les études de
I'écosystéme bactérien fécal renseignent partieient sur la microflore présente dans la

partie terminale du célon.
2.1. Composition de la flore intestinale humaine.

La répartition de la flore varie selon les segreeht tube digestif. Elle dépend de la
teneur du milieu en oxygene, des sécrétions dudigestif haut, des nutriments disponibles,
de la présence de substances antibiotiques et\d&e$se du transit (rapide de la bouche au

caecum, plus lent ensuite). Globalement il existgradient croissant:

> Dans I'estomac, du fait d’'un pH bas, la flore esasj inexistante (inférieure &30
UFC/g) / (UFC = Unités Formant Colonies) ;

> Dans lintestin gréle, on observe une variationnjative (duodénum
10°*-10* UFC/g, jéjunum 1610° UFC/g, iléon 1610° UFC/g) et qualitative :
diminution progressive des bactéries aérobies aiit pdes bactéries anaérobies
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strictes. Il y a peu de bactéries dans l'intestiélegou elles ne jouent pratiquement
aucun réle. Les bactéries habituellement préseafdas l'intestin gréle appartiennent
aux genres Lactobacillus, Streptococcugt a quelques espéeces de la famille des
Enterobacteriacea@ des concentrations faibles jusqu’a l'léon desbhpparaissent
dominées par des especes anaérobies a Gram néggidrtenant au genre
Bacteroides
» Dans le cblon, le transit, tres fortement raleest a l'origine d’'une stase d’ou

l'augmentation importante de la population bactérie (de 1®a 13* UFC/g). Cest
une véritable chambre de fermentation, siege deroénbreuses biotransformations
des aliments non assimilés au niveau du gréle Slanaest la seule zone colonisée de
facon permanente : la flore microbienne essentiedie anaérobie est dense et active,
produisant localement de nombreux métabolites.

Dans le colon, il faut distinguer 4 types de flore

- flore dominante (N>10° UFC/g) exclusivement anaérobiBacteroides, Eubacterium,

Bifidobacterium, Peptostreptococcus, RuminococClsstridium, Propionibacterium,

- flore sous dominante(10°>N>10° UFC/qg) : différentes espéces de la famille des

EnterobacteriaceaésurtoutE.coli) et les genreStreptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,

Fusobacterium, Desulfovibrio, Methanobrevibacter,

- flore résiduelle (N<10P UFC/g) : bactéries en transit ou réprimées pébota résidente,

- flore fécale: facilement accessible pour I'analyse, elle renfede nombreuses espéces

mortes et n'est pas représentative des différentbes écologiques de I'écosysteme

microbien digestif (Figure 2). L’analyse de la 8décale ne donne qu’une vue tres limitée de

I'écosysteme mais permet de retrouver des soudciteegenes ou potentiellement pathogénes

pour I'h6te.(THOMAS HINDRE, 2004)
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Le microbiote intestinal humain

Estomac: Streptococcus
- e .
H presence d'oz, pH=1-2 Lactobacilus

La flore bactérienne varie le long du
tube digestif

La diversité bactérienne est maximale
dans le gros intestin

Figure -08- : Appatreil digestif et répartition de la Flore intestinalemaine
(THOMAS HINDRE. 200

Différents facteurs endogénes assaxi€hdte, aux bactéries et a I'environnement
contribuent a maintenir la composition et le bonctionnement de la microflore, contrdlant
ainsi I'homéostasie intestinale. La physiologie shsteme digestif de I'h6te, ainsi que les
nutriments endogéenes et I'habitat colique intemett donc dans la régulation et la stabilité
de la microflore. Parmi ces facteurs endogénes,rairouve le pH ou le potentiel
d’oxydoréduction, les interactions microbiennes, nluqueuse épithéliale intestinale, le
péristaltisme, les sécrétions acides et biliopatizpées, et la production de mucus
(HOLZAPEL et al.,, 1998)Les facteurs exogenes tels que la composition éime
alimentaire et des circonstances environnement@estamination par des pathogénes,
antibiothérapie, chimiothérapie, climat, stressgi@ge...) peuvent également modifier le

fonctionnement et la composition de la microfl@(WHTSUAKA, 1989).
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3. Stabilité apparente de la flore :

Avec les techniques classiques de microbiologiecanstate, chez un méme individu,
une assez bonne stabilité de la flore. On a enbeericoup a apprendre sur ce sujet et
notamment sur l'influence que peuvent avoir diffésetypes d’'agressions comme le jeline
alimentaire, la modification brutale de régimera¢entissement du transit,les modifications
du péristaltisme, l'antibiothérapie (a I'origineud’ dysmicrobisme et de diarrhées), avec
comme conséquences des modifications des effetsigigiques, métaboliques et

immunitaires liées a la microflore digestive dété (tableau -12-).
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Tableau-12-: Les bactéries impliquées dans le déséquilibretineds(ANADON et al.,1993)

Bactéries Espéce propriété

saprophytes E.coli (aérobique non Se sont les bactéries
pathpgéne) résidantes, responsables de la
Lactobacille santé optimale de l'intestin
Bifidobacterie

Pathogenes Aeromonas Modifications dans la

Impliqués dans les
pathologies auto-

immunes

Marqueurs d’'un

déséquilibre intestinal

Indice Gram

campylobacter
Salmonella

Shigella

Aureus du Staphylocoque
Vibrio

Yersinia

Klebsiella

Proteus

Bacilles pyocyaniques

Citrobacter

Enterobacter
Streptocoque

E.coli hémolytique
Hafnia

E.coli mucoide

Gram de la référence :
70-80% Gram- ;
30-20% Gram+

composition la flore
intestinale accompagne
souvent la maladie diarrhéique

aigué

Bactéries qui ne causent pas
des troubles aigus dans I'lG
mais impliqués dans
I'étiologie de plusieurs
problémes chronique ou

systématique

Des organismes qui sont
caractéristiques "déseéequilibre

de la flore intestinale"

Le pourcentage de Gram-
contre le pourcentage de
Gram+ est indicateur de
I'équilibre de la flore

intestinale.
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4. Quelques germes de la flore intestinale :

Nous détaillons ici quelques genres de bactérstamts dans la flore intestinale

humaine.

4.1. Staphylococcus aureus :

S. aureusest I'espéce majeure d’origine humaine, animal@afile, bovin, ovin,
caprin,...), ou environnemental€AMILLE, 2007).

Figure-09- : Staphylococcus aurewsie au microscope électronique e
colorée artificiellemen(CAMILLE, 2007

* Pouvoir pathogéne :

lIs produisent des entérotoxines dont l'ingestjmmovoque une intoxication. Les
symptdbmes apparaissent brutalement: nausées, ud®ul@bdominales et surtout
vomissements violents et répétés souvent accompatmdiarrhée. Il n’y a généralement pas
de fievre. Des complications peuvent survenir enction de la dose ingérée et de la
sensibilité individuelle : déshydratation, prodtrat hypotension, état de choc. Le
rétablissement intervient dans les 24 a 48 h, sagselles. La mortalité est exceptionnelle
(AFASSAPS, 2008).

4.2. Escherichia coli :

E. coliou «Colibacille» est I'héte normale de l'intestla 'homme et des animaux a
sang chaud ; c’est un coliforme fécal, germe indizade contamination fécale dans les eaux
et les aliments. Les soucheg&d’coliresponsables d’infections chez 'homme sont difftee
de celles qui constituent I'espece dominante diote intestinale aérobie des adultes et des
enfants(CAMILLE, 2007).
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Figure-1C- : Escherichia coli, vue au microscope électronigbalayage
et colorée artificiellemer(CAMILLE, 2007)

*Pouvoir pathogeéne :

E. coli provoque chez l'enfant des gastro-entérites séyéles gastro-entérites
infantiles (céphalées, fievre, vomissement, diaash@UIRAUD, 1998).

L’infection peut conduire a une affection mortetiemme le syndrome hémolytique-
urémique. Celui-ci est caractérisé par une défailaénale aigué, une anémie hémolytique et
une thrombopénie. Il peut étre a I'origine de cdogtlons neurologique@LLISON, 2005).

4.3. Salmonella typhi :

Salmonella typhiune bacille gram négatif qui provoque une maladietdriémie
prolongée appelée fievre typhoide. Depuis que lesans sont le seul réservoir 8etyphi,
l'infection est le plus souvent acquise par l'inti@s d’aliments ou d’eau contaminés par des
matiéres fécales et I'urine des personnes infeaéeakes porteurs chroniqu@dEYMANN,
2004).

Figure-11- : Salmonella typhsur milieuMH
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4 .4. Entérococcus faecalis :

Coque d’aspect ovoide en courtes chaines, Gramtiyessi immobiles en bouillon et

acapsulés. Anaérobies facultatifs aérobies tolgrate plus fréquemment isolée chez

N\

I’'hnomme.

Figure-12- : Enterococcus faecalsur milieu MH

*Pouvoir pathogéne chez 'homme :

E. faecalisest principalement responsable d’infections uremite plus souvent
secondaires apres explorations urologiques, d’earddes évoluant sur un mode subaigué,
sur valves natives ou sur protheses, et survemaas &xploration digestives ou urologiques,
d’infections intra abdominales (biliaires,...) de pupations diverses. Le caractere poly-
microbien des surinfections a Entérocoques estuénd (entérobactéries et anaérobies)
(ARCHAMBAUD & CLAVE, 2007).

5. Réles de la flore intestinale humaine :

La relative stabilité de I'écosystéme intestinajjgere la présence de mécanismes de
régulation et de défense propres a I'héte ou aitaoffore résidente. Ainsi, il apparait la
notion de synergie et de symbiose entre I'héteaetnscroflore. L'utilisation de modeles
d’animaux (animaux axéniques inoculés avec desh&mubactériennes connues) a permis de
réaliser des progres considérables dans I'étudefatesions de la flore du tube digestif.
(DUCLUZEAU ET RAIBAUD, 1980; RAIBAUD et al., 19880)MOND et al., 1990).
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5.1. Effets digestifs :

Les populations microbiennes peuvent affecter fiesctions digestives et la
physiologie de I'épithélium intestinal par leur iaiteé métabolique(ROBERFROID et al.,
1995). En effet, les bactéries intestinales participge décomposition de substances non
digérées, en particulier les glucides alimentaifsres, amidons résistants, sucres non
absorbésjGIBSON et ROBERFROID, 19980 de substances endogénes telles que le mucus.
Par exemple, les sucres sont essentiellement oramé$ en acides organiques et acides gras a
chaine courte (acétate, propionate et butyi®EMNEY et ROWLAND, 1992}es derniers,
particulierement le butyrate, sont absorbés pacden et sont utilisés comme source
d’énergie par les colonocytd®RYDE et al.,, 2002)Le butyrate stimule également la
prolifération des cellules épithéliales et favorikgbsorption du Ca2+, Mg2+ et Fe2+
(DELZENNE et ROBERFROID, 1994).

5.2. Effets nutritionnels :

5.2.1. Bénéfiques pour I'héte :

- Production d’acides gras a chaine courte diminlzasynthése hépatique du cholestérol;
'un d’eux, I'acide butyrique, est la principaleusoe d’énergie de la muqueuse colique,

- Dégradation des hydrates de carbone non absteédon, pectine, glycoprotéines)
aboutissant a la production d'acides organiquesdables par I'h6te (acétate, propionate,
butyrate) et de gaz (GOH,),

- Hydrolyse des lipides alimentaires non absorliésegaux lipases bactériennes et a la
conjugaison des acides biliaires primaires, indispble pour une bonne absorption des
graisses,

- Dégradation de certaines protéines et de cerdaigles aminés (tryptophane), permettant la
récupération de l'azote,

- Apport vitaminique : certaines bactéries ana@wlhcultativesg.coli, E.aerogengssont
capables de synthétiser in vitro un large évedtiitamines (biotine, riboflavine, acide
pantothénique, pyridoxine et vitamine K). Des baeganaérobies stricteS.putyricum,
Veillonella sp) sont capables de synthétiser la vitamine B1lZyalgrande utilité pour la
croissance locale bactérienne.

Il n’existe pas de données précises sur l'utiligatie ces vitamines par I’h6te, notamment par

I’'hnomme.
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5.2.2. Défavorable pour I'hote :

- Métabolisme glucidique : les activités de typgllicuronidase libérent a partir des 3
glucuronides des aglycones a pouvoir cancérigéne,

- Métabolisme azoté : la dégradation par la miorefldes nitrates et des amines secondaires

aboutit a la production de nitrosamines cancérigene
5.3. Protection contre l'infection :

Une autre fonction importante exercée par la fiatestinale est la maturation et la
stimulation du systeme immunitaire de I'h6te. Lesteyne immunitaire local associé a la
muqueuse digestive ainsi que le systeme immunig@m®eral sont fortement stimulés ou
parfois inhibés, par certaines bactéries de la fttr tube digestif. Plusieurs études ont montré

gue la flore intestinale stimule I'activité phagtaiye (NICAISE et al., 1993)

Elle s’exerce d’abord par l'effet de barriere eépar la flore résidente vis-a-vis des
bactéries exogenes (“résistance a la colonisatiopdy élimination totale de la souche
exogene, ou par maintien de la souche exogene wsideminance (effet permissif). Les
mécanismes expliguant ces phénomenes, mal conoos,ésroitement liés aux souches

anaérobies strictes dominantes de la flore résiddent

Les bactéries présentes dans le tube digestif demixénobiotiques qui, n’étant pas
reconnues par I'héte, devraient étre rejetéesc€te masse bactérienne énorme est tolérée et
est méme responsable d’'une stimulation non spéeifdu systeme immunitaire. La seule
stase ne permet pas de l'expliquer: il est vraidaeble que les souches bactériennes
possédent des capacités d’adhésion soit aux mucioisaux cellules coliques par des
systemes spécifiqgues (adhésines) ou non spécifitias®ns ioniques, liaisons hydrogéne).

6. Flore intestinale et infections :
6.1. Réaction de I'hdte aux bactéries pathogenedestinales :

Un raisonnement anthropocentrique considére toadiellement la bactérie comme
l'agresseur de I'héte dans le conflit infectielnest tout aussi objectif de constaté que c'est la
nature de la réaction de I'néte qui permet d'olesel® pouvoir pathogéene d'un micro-
organisme qui pénetre dans son tube digestif. Satites réaction, on ne pourrait d'ailleurs pas
définir ce pouvoir pathogene. Les principales mitéslde réponse de I'hdte a une bactérie

présente dans la lumiére intestinale comportent :
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» La présence sur les entérocytes de récepteurs panink fixation de structures de
surface de la bactérie. L'adhésion de la bactdaendguqueuse autorise sa multiplication
in situ, sans étre entrainée par le transit intestinal. €diecbactérie élabore une
exotoxine, celle-ci est libérée au contact immedetentérocyte.

Si de surcroit celui-ci offre un récepteur a cetténe, celle-ci peut exercer son effet

néfaste sur le fonctionnement de I'entérocyte @tquyuer une diarrhée.

» La phagocytose de la bactérie par une celluletingds constitue la premiére étape d'un
processus invasif. Le devenir ultérieur de la béet@ansl'espace intraépithélial
dépend de son aptitude a survivre et éventuelleraesg multiplier dans les cellules
phagocytaires (macrophages). La bactérie parvenivante dans le ganglion
lymphatique mésentérique a la possibilité de gagteutres organes, foie, rate, et la
circulation générale.

» Les réponses immunologiques de I'héte a un antigaoerien qui a franchi I'épithélium
intestinal comportent la production d'immunoglobal spécifiques et le développement
d'une immunité cellulaire. La réaction ultérieure Ithéte a la présence de la méme
bactérie dans son tube digestif sera ainsi modiéiEe'exprimera par des réponses
immunitaires spécifiques.

Si la bactérie ne suscite aucune de ces répomsés phart de I'héte, son avenir est
strictement intraluminal et ne comporte pas d'énérgs pathologiques.

7. Les principales maladies bactériennes du tubeggstif :

Pratiguement, c'est la reconnaissance d'un dysbonement intestinal, ou d'une
atteinte d'autres organes, ou de l'organisme damsgsemble qui exprime la réaction de
I'hGte a la présence d'une bactérie qui sera c@rgsdcomme pathogene. On peut classer
schématiquement les principales bactéries pathggemer l'intestin de 'homme en fonction
du mécanisme de leur pathogénicité, c'est-a-dinmode de réponse de I'héte a leur présence
(DRASAR B.S et al..,1985.).

» Les atteintes non inflammatoires de l'intestin tearnt essentiellement le gréle proximal.
Elles sont dues a des entérotoxines produitesgsabdctéries. Le principal symptéme
est une diarrhée aqueuse qui peut entrainer urgydiésation. L'exemple type est le
choléra.Vibrio choleraeadhére aux entérocytes et peut ainsi se multiphbendamment
a la surface du gréle. Un glycolipide de surface elgérocytes, le ganglioside GMI, sert
de récepteur a la toxine cholérique qui provoque hypersécrétion de suc entérique

dont I'expression finale est la diarrhée. D'autvastéries provoquent des symptémes

38



Partie bibliographique Chapit2. La microflore intestinale

analogues par des mécanismes comparablégbrio parahaemolyticus, E. coli

producteurs d'entérotoxine thermolabile (LT) trédsine de celle d&/. cholerae,ou

thermostable (ST), certain@almonellaspp.
Les atteintes inflammatoires de l'intestin, aveacpssus invasif de la muqueuse, touchent
principalement le codlon et se manifestent par upsewnterie. La présence de leucocytes
polynucléaires, de cellules intestinales, d'hémsatans les selles reflete la nature invasive du
processus. L'exemple type est représenté par Igsllsk La caractéristigue d'une souche
virulente deShigella.sp est sa capacité d'envahir les entérocytes dn.cblun autre point de
vue, cette souche pathogene présente une strutdwsarface qui suscite la phagocytose par
I'entérocyte. Il a été démontré que cette struatteie codée par un plasmi@ELZENNE et
al..,1994).

D'autres bactéries provoquent des atteintes séiablale la muqueuse coliqueE:
coli entéro-invasifs, Campylobacter jejuni-coli, Salmonella enteritidiset aussi
Clostridium difficilequi sera évoqué a propos des conséquences deidtdndrapie.

> Les «fievres entériques» concernent essentiellertiédin terminal, la région des
plaques de Peyer. Elles sont dues a des bactéiiestgla capacité de pénétrer jusqu'au
ganglion lymphatique mésentérique et de |la dafidela rate et la circulation générale.
Le passage de bactéries viables de la lumiére lolel digestif dans les lymphatiques
meésentériques et dans d'autres organes a été déneimanslocation». Le role qu'il peut
jouer dans le développement de l'immunité contseblactéries intestinales, mais aussi
dans la survenue d'infections opportunistes chezinemunodéficients, sera envisagé
plus loin. La bactérie par excellence capable dastocation chez I'homme est
Salmonella typhi.Plus que la multiplication du germe dans des foyseptiques
secondaires, c'est le relargage de lipopolysaabhateS. typhi dans 'organisme qui
conditionne les manifestations d'intoxication p@ndotoxine caractéristiques de la

fievre typhoide.
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Chapitre 1 — Matériels et méthodes.

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratgietérinaire Régionale de Laghouat
(L.V.R.L.) et au niveau du complexe « mere-enfadea wilaya de Laghouat.

Le présent travail a pour objectif d’isoler, pigifet identifier des bactéries de la flore
intestinale humaine et/ou animale et d'évalueffdtede trois produits a base de dattes :
dattes, sirop de dattes, mélange dattes-lait (@ojssur ces germes ainsi identifier. Des
souches de référence (A.T.C.C.) sont utilisées amllgle. Le matériel et les méthodes

expérimentales utilisés dans ce travail, sont tltcamme suit :

Matériels utilisés.
1.1. Matériel biologique :
1.1.1. Matériel végétal et animal :

» les dattes: La seule variété utilisée est : Deglet Nourekelt achetée au hasard du
commerce : unité de 1Kg emballée dans des boitearson.

» Le sirop de datte : utilisé provient d’'un fabricant artisanal de lalaya de

Ouargla, fabrigué également a partir de la vaidéglet Nour.

» La boisson lactée a base de dattesttait fabriquée a partir des mémes dattes

(Deglet Nour) en mélange avec du lait stérilisén@@a) . Aprés dénoyautage et

broyage des dattes, ces dernieres sont autoclavé@6°C pendant 15 minutes.

L’ajout du lait était fait dans des conditions agpges dans des tubes stérilisés.

Le choix de ces produits se justifie par la graodesommation de ces trois produits
en Algérie.

» Poulets :Au niveau du LVRL, on recoit des poulets vivarsis; lesquels, sont
effectués, a la demande du vétérinaire responshbleuivi de I'élevage des
analyses bactériologiques, sérologiques et virglogg. Nous avons utilisé un
seul poulet agé de sept (07) jours et ce pour avomaximum de germes.

> Souches bactériennes tes souches bactériennes utilisées au cours tke cet

étude sont des souches isolées a partir de la iildestinale humaine ou

animale ainsi que les souches de référence megtsroans le tableau -13 - :
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Tableau -13 : Souches de référence utilisées.

Souche Référence

Bacillus cereus ATCC 11778
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25822

Pseudomonas aeruginosa ATCC27855
Salmonella enteritidis Souche sauvage
Staphylococcus aureus ATCC 25923

» Les antibiotiques.Nous avons utilisé des disques d’antibiotiquesspaétemplois; il

s’agit des antibiotiques suivants (Tableau -14-).
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Tableau -14-: Liste d’antibiotiques utilisés.

ATB

ENTEROBACTERIES

AMC
AMP
AMX
CF
CHL
CS
ENR
NA
NEO
NIT
NOR
OA
SXT
TCY
uB

Amoxicilline + Ac. Clavulanique

Ampicilline
Amoxicilline
Céfalotine
Chloramphenicol
Colistine
Enrofloxacine
Acide Nalidixique
Neomycine
Furanes
Norfloxacine
Acide Oxolinique
Triméthoprime + Sulfam
Tétracycline

Fluméquine

XNL/ CTX

Ceftiofur/ Cefotaxime

ATB

PSEUDOMONAS et appa

AMC
CAZ
CS

ENR

Chipil. Matériels et méthodes.

Amoxicilline+Acide Clavulanique

Ceftazidime
Colistine

Enrofloxacine

GEN

Gentamicine
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1.2. Milieux de culture :

Plusieurs milieux ont été utilisés :

1.2.1. Milieux d’isolement : Gélose lactosée de Mc Con Key, Gélose Muller Hintélose

Columbia, Chapman, Gélose Hektoen et MRS.
12.2. Bouillons :Bouillon cceur-cervelle (BHIB), bouillon selenite Heifson.

1.2.3. Tests d’identification : Milieu manitole-mobilité-nitrate, Citrates de Sirans, Urée-
Indole, Milieu Clarck et Lubs, LDC (lysine décarlytase), ODC (ornithine décarboxylase),
ADH (arginine décarboxylase et dihydrolase), Disqgd®xydase, disques de ONPG.

2. Méthodes d’analyse :

2.1. Isolement des bactéries de la flore intestireat

La déemarche d’isolement et d'identification degmgs dans les selles et I'intestin suit

plusieurs étapes :
2.1.1. Préparation des milieux et bouillons de cuire :
2.1.1.1. Milieux d’isolement

v" Principe

Les milieux d'isolement utilisés sont soit desieuk de culture sélectifs ou non

sélectifs.

Les milieux sont coulés devant la flamme du bawzba, dans des boites de pétri de
90 mm ; ils ne sont jamais coulés a chaud, justéissde l'autoclave, pour éviter la
condensation d’eau. Pour la méme raison il fagturgier les boites sur I'autre face juste apres
la solidification et les laisser a la température ldboratoire jusqu'a total refroidissement

(minimum 1h) avant de les mettre au réfrigérateur.

2.1.1.2. Les différents types de milieux :

Pour l'isolement des germes de la flore intestinaéeix types de milieux sont retenus :
- Les milieux non sélectifs qui permettent la crétdes germes non exigeants ;

- Les milieux sélectifs qui contiennent des antigg@s pour inhiber la culture d’autres

germes et des substances nutritives essentiekegeames rechercheés.
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2.1.1.2.1. Gélose au Sang :

C’est un milieu d’isolement enrichi sur leque$ Streptocoques se développent bien. I

permet, la lecture du caractere hémolytique.

C’est un milieu riche d’autant plus par la prse de sang(Pour h formule voir

annexe : OL
2.1.1.2.2. La gélose lactose de Mc Con Key :

Utilisée en bactériologie des eaux et des alimen&n coproculture, ce milieu permet
I'isolement des bactéries Gram- non exigeantsa atifférenciation en colonies lactose+ et
lactose-. Il est couramment utilisé dans le remiqude cultures d’entérobactéries dont le but
d’obtenir des colonies pures.

Préparation : Dans le commerce, la gélose Mc Con Key existe smuse déshydratée, et
liquide. Au niveau du laboratoire, nous avons s#illa forme disponible, liquide contenues
dans des flacons préts a I'emploi. La préparatisnsémple, elle consiste a chauffer les
milieux jusqu'a ce qu’ils deviennent liquide et Emuler ensuite dans des boites de pétries.

(Pour b formule voir  annexe : D1

v' Lecture : Colonies roses a rouge brique (lactose+), 'aspsttdid a un précipité
d’acides biliaires en milieu acide ; Colonies ilaces (lactose -)(VANDEPITTE et
al., 1994 ; Le MINOR, 1993b et 1989a

2.1.1.2.3. Gélose Muller Hinton: (MH) :

L’amidon neutralise les inhibiteurs en quantitégimes apportés par la gélose
auxquels sont sensibles les Neisseria pathogemefor®ule, son pH, sa concentration en
magnésium et en calcium, et I'épaisseur de sa gélos fois coulée en boite de Pétri sont
adaptés a la pratigue de l'antibiogramme ainsi @u'aests de sensibilité a diverses

substancegPour b formule voir  annexe : D1
2.1.1.2.4. Gélose ColumbiaMilieu sélectif pour les streptocoques

Principe: Ce milieu contient de l'acide oxolinique, dectdistine, de la néomycine et de la
polymyxine B qui permettent l'isolement de streptques. Les bactéries a Gram négatif sont
totalement inhibées ainsi que presque toutes legles a Gram positif autres que les

streptocoques.
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2.1.1.2.5. Chapman :

Ce milieu est sélectif pour les bactéries haloghid&est a dire les staphylocoques ou les
microcoques. L'utilisation du mannitol par les l#@s est marquée par une coloration jaune
autour des colonies Mannitol + et une coloratiomge autour des colonies Mannitol —, du a

I'indicateur de pH du rouge de phénol.

Le milieu de Chapman est un milieu sélectif, surtatilisé en microbiologie médicale,
permettant la croissance des germes halophileBarmi ces germes figurent au premier rang
les bactéries du geni®taphylococcysmais aussi ledicrococcus les Enterococcusles

Bacillus et de rares bactéries a Gram néggRibur b formule voir  annexe : P1
2.1.1.2.6. Gélose Hektoen :

Milieu riche, excellent inhibiteur grace a sa fotémeur en selles biliaires, il contient trois
sucres : lactose, saccharose et salicine, et Vieoha la culture d’entérobactéries un peu
lente a pousser comme I&higellaet potentiellement pathogenes comme Sasmonella

Shigella E.coli, Yersinia entérocolitica Les colonies bS™ présentent un centre noir

volumineux.

v' Préparation : Sur le marché, il existe des milieux avec et saluitiés. Nous avons

utilisé le milieu avec additif prét a 'empld@Pour b formule voir  annexe : D1
v’ Lecture :

» Colonies Saumon (au moins l'un des trois sucremdatés) :E.coli, Enterobecter,

Citrobacter, Klebsiella, Yersinia, Serratia, vibraholérae,
» Colonies Saumon a centre griBrotéus vulgaris
» Colonies a centre noir entourés d’'un anneau gris. Balmonella, Protéus ; mirabilis

» Colonies vertes :Shigella, Hafnia, Providencia, Morganella, Plesiamag
Pseudomonas aeruginosa. (VANDEPITTE et al., 1992 MINOR 1993 ; 1989 Bio
Mérieux , 1982, BOURDON et al., 1980, BUSTON etl&77.

2.1.1.2.7. La gélose MRS (De Man, Rogosa et Sharpe)

Cette gélose est utilisée pour la culture et leod#rement dekactobacillus. Gélose

préparée a paratir de poudre déshydrat@®ur b formule voir  annexe : D1

Dans le cas de cette gélose, nous I'avons utiig8 deux présentations :

45



Partie Expérimentations et résultats Chipil. Matériels et méthodes.

En premier elle est coulée dans des boites pétpee¢ ajout de la suspension contenant les
bactéries).

Dans un second cas, nous avons préparé des géhotieges : on met environ 10ml de
gélose dans chaque tube a essai stérile et on éésemposition incliné sur un support

(figure -13-). Apreés solidification, les géloses sont consesvé +4°C.

Figure -13- : préparation des géloses inclinées MRS (Origindlé42.

2.1.2. Préparation des milieux a partir de poudre :

L'élaboration des milieux se fait a partir des ¢r@s lyophilisées : Au moment de
I'emploi, on pese avec précision une quantité deloéquivalente a la quantité de milieu
dont on a besoin. La poudre dissoute est chaufféemtenue a ébullition pour permettre la
dissolution des cristaux. Les milieux sont ensugeartis soit dans les tubes soit dans les
flacons stériles avant d'étre autoclavés (pendand 2Omn a 120-121°C). Les tubes sont
stockés sous forme de culot, au moment de I'eniisldont fondus ensuite solidifiés pour
réaliser les milieux inclinés. Quant aux flacorsssbnt fondus au bain-marie bouillant avant

l'usage et repartis dans les boites de pétri.
2.1.2.1. Milieux (bouillon) d’enrichissement :
2.1.2.1.1. Bouillon cceur-cervelle :

Le Bouillon cceur-cervelle (BHIB.), milieu nutritifitilisé pour la culture d’'une trés
grande variété de microorganismes aérobies ou @piaér incluant levures et moisissures.

convient aussi pour la mise en évidence de la $lapbagulase.
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Sa richesse en élément nutritif permet aux badérkigeantes d’atteindre rapidement
la phase stationnaire de croissarfPeur b formule voir annexe : p1

v' Préparation:

Le Bouillon utilisé est prét a I'emploi, réparti rdades tubes stériles de 5 ml/tube. Il est

conservé a + 4°C.
2.1.2.1.2. Bouillon sélénite de leifson :

C’est un bouillon d’enrichissement pour Salmoneliamercialisé sous le nom de «

bouillon sélénite de Leifson ».

Ce milieu est ensemencé avec un produit poly rhiero(selles, denrées alimentaire)
lorsqu’il 'y a suspicion de Salmonelles. Contrairameau milieu SS, le bouillon
d’enrichissement ne convient pas a l'isolementSlagelles, ces derniéres ne nécessitent pas
un enrichissemenfVANDEPITTE et al., 1994 ; Le MINOR, 1993).

v Préparation:

Le Bouillon utilisé est prét a 'emploi, répartirdades tubes stériles de l/tube. Il est conservé
a+4c°, il nest plus utilisable s’il présente dépodt rouge(LE MINOR, 1993)

2. Préparation de la suspension mére et des dilutie décimales :

L’isolement de bactéries de la flore intestinalemline a été fait a partir de deux
prélevements de selles issus de deux enfants erelsamté (garcon de 5ans et fille de 3ans),
recueillis dans des boites spéciales (pour exameetogroculture). En effet, il est important
de traiter les échantillons le plus rapidemensiibss (dans les quatre heures) afin d'obtenir
des résultats satisfaisants reflétant la réalitéors le prélevement est conservé au
réfrigérateur a +4°C et doit étre traité dans shua heures au maximu@HERBUT et al.,
2003)

La solution mere est préparée dans un tube a siesidé qui contient au préalable 3ml
de BHIB, ou 3 ml d’eau physiologique, auquel onaut une graine de selle (pour chaque

prélévement). Par la suite des dilutions décimallesit & 10 ont été réalisées.

Tube a essai 10 1ml de solution mére + 9ml de BHIB.
Tube a essai 1D 1ml de solution de 10+ 9ml de BHIB.
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Tube a essai 10 1ml de solution de 10+ 9ml de BHIB......etc.
Solution mére
(Grain de selle+BHIB)

N\

-
e

ool

La dilution jusqu’a 10

Figure -14- : La suspension meére et des dilutions décimales

Ces différentes dilutions sont effectuées dandH&éBEet dans I'eau physiologique.

Pour l'intestin de poulet, on a faisgadirectement un écouvillon (contenant environ
3 ml de BHIB, dans les morceaux de l'intestin.

Les tubes des différents dilutions ainsi prépasmd incubés dans l'étuve a 37°C
pendent 24 heures.

2.2.1. Ensemencement :

Devant la flamme du bec ben zen, On introduit pipette Pasteur dans le tube
contenant les différentes suspensions fécale &detedilutions) et saisir une godte. Etaler
ensuite par des stries horizontales et verticalegjwe inoculum sur le milieu de culture
gélosé coulé en boite de pétrie (tout les miliedoggs). Pour avoir une lecture claire
(colonies individualisée) il faut prélever un pea groduit, mais effectuer plusieurs stries de

facon a inoculer une grande surface du milieu.

Pour les écouvillons (prélevement de poulet),dEamencement est simple est rapide,

les stries se font directement avec la tige cotera@argé d’inoculum.
Les boites sont incubées en position renvers8&sa
v Exception pour la recherche de Salmonelles.

Les écouvillons sont d'abord dans le bouillon siééavant d’ensemencer les milieux

gélosés. La technique est simple : devant la flardmbec, la tige de I'écouvillon chargé de
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matieres fécales est introduite en entier dansbe stérile contenant le bouillon sélénite, le
bouchon de I'écouvillon est enlevé pour facilitarférmeture du tube inoculé. Enfin le tube
est mis a I'étuve a 37°c pendant 24h. Le lendensain|e tube apparaissait un aspect trouble
qui indiquait la pousse de colonies bactériennegishNavons alors ensemencé a partir de la
suspension contenue dans le tube, une boite métiée par un milieu gélosé sélectif pour

Salmonelles que nous avons incubé a 37°c pendant 24

Puisque dans notre travail, nous cherchons dérdiffs germes isolés de matieres
fécales ou mucus provenant de lintestin, pour denpere isolation ou ensemencement

initiale nous avons opté pour tout les milieux

Le lendemain, sur les boites apparaissait un aspmdble qui indiquait la pousse de

colonies bactériennes. Nous avons alors fais ugueage.
2.2.2. Repiquage de la culture :

Le repiguage des bactéries est nécessaire pamiobhe culture de la méme bactérie
pour l'identification.

A partir des différentes colonies trouvées dardlates, et selon la souche suspectée
(couleur et forme de colonies : exemple les colrd#.coli apparaissent d’'une couleur
saumon vers l'orange sur Hektoen, sur Mc Con Kégs esont roses foncé, rondes), nous
avons utilisé les trois milieux : Mc Con Key, He&toet milieu MH : Le repiquage se fait par
prise de 2 a 3 colonies présentant les mémes éssdicfues et ensemencement par stries (la
méthode d’isolement par épuisement de la sememres)lds milieux cités.

Les boites sont incubées a 37°C pendants 24 heures

Ensemencement Repiquage Isolement
— — /
24h a 37° 24h a 37°C
Dilution Colonie pure

Figure -15- : Identification des bactéries
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Pour les bactéries lactiques, L'isolement est séadur milieu MRS, milieu adapté a la
recherche spécifique des Lactobacilles : les gsélosdinées ont été ensemencées par piqure
centrale puis en stries en surface. Alors queesibbites de Pétries, On a fais des repiquages
en stries d’'une part, pour les aérobies. Pourriagrabies facultatifs, nous avons mis 1ml de
chaque dilution puis la gélose MRS a été coulémétange se fait par des mouvements en
huit (8). L'incubation pour les bactéries lactiqeesfait a 37°C pendant 2 a 7 jours.

Nous avons réalisé plusieurs repiquages : 4 ragegisuccessifs sur le méme milieu
pour I'obtention de cultures plus pures.

2.2.3. Identification des bactéries isolées :

L’identification est établie en se basant sur demaeres morphologiques et divers
caractéres biochimiques
2.2.3.1.Aspects morphologiques :
2.2.3.1.1Observations macroscopiques :

Pour chaque germe, nous avons notés la forme daieslet sa couleur, le milieu de
culture correspondant.
2.2.3.1.20bservations microscopiques :
2.2.3.1.2.1L'observation microscopique: Il y a tout d’abord I'observation microscopigae
I'état frais (objectif & immersion x 1000), les &ees sont vivantes, on peut alors déterminer
des caracteres tel que la morphologie (bacillecmue), le groupement et la mobilité.
2.2.3.1.2.2. La Coloration de Gram C’est la coloration de base en Bactérigogt elle
permet une classification des bactéries sddom structure. Cette coloration différentielle
est basée sur la paroi des bactéries qui peuveitwawe couche de peptidoglycane mince ou
épaisse. Si la bactérie possede une couche delpglytianne épaisse elle va fixer le violet de
gentiane-lugol et donc avoir une paroi colorée iefet/elle est dite de Gram +. Par contre si
elle possede une couche de pectidoglycanne mitee/alfixer la fuchsine elle sera donc
colorée en rose elle est dite Gram -. Les manijulatdoivent étre faites dans des conditions
de stérilisation optimales (atmosphére stérile @wutdu bec benzene, stérilisation des
ustensiles, et lavage des mains) pour éviter tofeetion d’autres especes bactériennes non
étudiées.

L’aspect morphologique est étudié chez toutebdeséries isolées.
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2.2.3.12. Caractéres biochimiques :
2.2.3.12.1. Galeries API.

Pour l'identification des souches isolées, nousnavatilisés deux types de galeries

API et ce apres avoir fais le test oxydase.
v' La galerie APl 20 E:

API 20 E est un systéme standardisé pour l'ideatibn desEnterobacteriaceaet

autres bacilles a Gram négatif non fastidieux.

Cette galerie comporte 20 micro-tubes contenamsdbstrats déshydratés. Les micro-
tubes sont inoculés avec une suspension bactérgnmeconstitue les tests. Les réactions
produites pendant la période d'incubation se temshipar des virages colorés spontanés
ou révelés par I'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a l'aide doléebar de Lecture (Annexe 01) et
l'identification est obtenue a l'aide du CatalogAmalytique (au niveau de I'hopital de
Laghouat) ou d'un logiciel d'identification (Feas8l de calcul pour [lidentification
microbienng(JOFFIN ET AL, 2009).

v' La galerie API 20 NE :

C'est un systeme standardisé pour lidentifizatdes bacilles a Gram négatif non
enterobactéries et non fastidieux (eRseudomonas, AcinetobacteFlavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonagtc.) combinant 8 tests conventionnels, 12 teatsutilation,
et une base de donndd®FFIN et al, 2009).

La galerie AP1 20 NE comporte 20 microtubes coméxas substrats déshydratés.

Les tests conventionnels sont inoculés avec uspesision bactérienne saline qui
reconstitue les milieux. Les réactions produitesda@t la période d'incubation se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révelésagditibn de réactifs.

Les tests d'assimilation sont inoculés avec unemiminimum et les bactéries

cultivent seulement si elles sont capables d'atilis substrat correspondant.

La lecture de ces réactions se fait a l'aide doléeba de Lecture (Annexe 02) et
I'identification est obtenue a l'aide du Catalodgumalytique ou d'un logiciel d'identification
(JOFFIN et al., 2009).
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Pour confirmer le résultat obtenu par certaindsrgs APl 20NE et APl 2&, nous
avons fais recours a des galeries classiques (ntiomaelles) qui sont utilisées par les
laboratoires de référence, pour lidentificatiorurde nouvelle souchdEUZEBY, 2005)et
donc nous avons utilisé des milieux stériles camaans des tubes a vis préts a I'emploi. lls
sont de type gélose inclinée ou liquides, au mordentutilisation ils ne doivent présenter

aucun virage acide ou dépét.
2.2.3.1.2.2. Galeries classiques :

Pour la réalisation des galeries classique, nownsawtilisé plusieurs géloses et

milieux liquides.
2.2.3.2. Préparation de la suspension bactérienne

Pour chaque bactérie, Toujours prés de la flanantiajde de I'anse de palatine saisir
des colonies bactériennes isolées de taille idaesigbien visibles, introduire immédiatement
'anse dans le tube contenant I'eau physiologidgter au vortex pour obtenir une solution

parfaitement homogeéne.

Cette suspension sera utilisée pour I'ensemendenten tous les milieux

d’identification de la galerie biochimique.

Tous les milieux ensemencés sont mis a I'étuvé°a Bendant 24h.
2.2.3.2.1Ensemencement des milieux géloses (galerie classjju

v Milieu « manitole-mobilité-nitrate » :

v" Principe : Les bactéries mobiles envahissent le milieu «iroamobilité » a
partir d’'une piqare centrale d’ensemencement. lietei de potassium contenu
dans le milieu empéche la formation des bulles ae (hactéries gazogenes) par
inhibition de I'hydrogene-lyase facilitant ainsilicture.

Introduire aseptiquement la pipette pasteur dansube contenant la suspension
bactérienne, agiter de facon suffisamment de ssgpeu contact des parois latérales de la
pipette, retirer rapidement et piquer dans le todetenant le milieu par un picage centrale

sans toucher le fond .
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v' Lecture:

» Mobilité positive : trouble homogéne, formant up&ale autour de la piglre centrale,

qui plus la bactérie est mobile plus elle augment&élargit.

» Mobilité négative : la culture bactérienne est téwia la piglre centrale. Le virage au
jaune du milieu indique la fermentation du manni(MANDEPITTE et al., 1994, Le
MINOR 1993 ; Bio Mérieux, 1982, BOURDON, 1980)

v" Milieu synthétique au citrate de Simmons :

v" Principe: Il s’agit d’'un milieu restreint ou la seule sourde carbone est le citrate et
comme source d’'azote un sel d’ammonium, seulesbéetéries autotrophes sont
capables de croitre et d’alcaliniser le milieu cainéement aux bactéries auxotrophes
exigeantes en facteurs de croissarBarionella typhiShigellg. Cette alcalinisation

est mise en évidence suite a un virage au bleu.

Méme technique que pour le milieu précédant, roaisloit d’abord faire un picage
dans le culot de la gélose, puis prés de la flanimimduire a nouveau et trés rapidement la
pipette pour la charger de suspension, et fairaiendes stries longitudinaux a la surface de

la pente de la gélose.
2.2.3.2.2Milieux liquides :
v Milieu uréé-indole :

v Principe : C'est un milieu synthétique, utilisé pour la redier de l'uréase, la
tryptophane désaminase (TDA) et la production dallad En présence de cette

enzyme, l'urée est transformée en carbonate d’ammoselon la réaction suivante :
CO (NH2)2+2H20 ——» (NH4)2 CO3
Il en résulte une alcalinisation du milieu.

Pour la recherche de I'indole, il suffit de rauau milieu urée —indole, ensemencé et

étuvé pendant 24h a 37°c, quelques godtes dufrdadfiovacs.

L’indole est obtenu de la dégradation du tryptoghairace a une enzyme bactérienne « la
tryptophanase XVANDEPITTE et al., 1994).

v' Lecture :La présence d’'une uréase est indiquée par le vilageuge de

phénol d’un jaune orange a rose ou rouge Vvif.
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Uréase positive entre 1mn et 15mn : Protéosganii, Yersinia entérocolitica ;
Uréase positive entre 30mn et 4 heuresotéus mirabilis, P. vulgarisP. penneri ;
Uréase positive entre 6 et 24Klebsiella, Enterobacter,

Indole positif : formation d’un anneau rouge enface.(Le.MINOR 1993 et 1989)

Milieu de Clark et Lubs (Voges-Proskauer)

X\ X\ V VvV VYV V

Principe : En général, les bactéries attaquent les glucides sme voie métabolique
normale appelée la voie dEmbden-Meyerhof et presghii des métabolites acides,
(virage au rouge du rouge de meéthyle) cependanhices bactéries dites Voges-
Proskauer positives, empreintent une voie pargoglpour la fermentions des hexoses
donnant des produits de dégradation peu acideapgprt & la voie normale (virage au
jaune du rouge de méthylél.e MINOR, 1993)

La réaction VP permet de révéler la présence dedeeix composés : en milieu
fortement alcalin, ils sont oxydés en di acétyl€H3-CO-COCH3 qui en présence des
peptones produisent un composé de couleur rosge marise(VANDEPITTE et al., 1994, Le
MINOR 1993.

v' Enzymes

v’ Principe : les Enzymes décarboxylases (LDC, ODC) et décathegs et dihydrolase
(ADH)

En anaérobiose, et en présence des ces enzymeagcitkes aminés (pH acide du
milieu, 3,5 a5, 5) sont transformés en amines (thésglation) avec dégagement de gaz

oxyde de carbone (CO2).

Les enzymes utilisés dans les galeries biochimiggedssées pour I'identification des souches

isolées, présentent toutes un intérét taxonomigaas avons :
» LDC (lysine décarboxylase : transforme la lysinecadavérine)
» ODC (ornithine décarboxylase : transforme I'ormithien putrescine)

» ADH (arginine décarboxylase et dihydrolase : trarmsk I'arginine en agmatine et
ornithine).(VANDEPITTE et al., 1994, Le.MINOR 1993, 1989)
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Dans le diagnostic, ces enzymes sont un appuiidgmable pour les informations

fournis par les milieux combinés (urée indole, n@mnobilité-nitrate).

Pour la recherche de ces enzymes, on a utilisélieu Moeller. C’est un milieu semi
liquide renfermant I'un des aminoacides cités (lgsbu ornithine ou l'arginine) du glucose et
I'extrait de levure et du Bromocrésol pourpre comnmuaicateur de Ph (jaune pH 5,2, violet
pourpre Ph 6,8).

La premiere réaction est la fermentation du glacpar les Entérobactéries, d’ou
l'intérét du milieu témoin, milieu moeller dépoundiamino-acide (virage au jaune par
I'acidification du milieu), cette acidification vantrainer la deuxiéme réaction, qui est la
décarboxylation par activation des enzymes présedéms le milieu, d’ou alcalinisation
(virage au violet]Le MINOR 1993 et1989).

v' Lecture:
Coloration jaune : absence d’enzymes. ADH-, ODOCL
Coloration violet améthyste : présence d’'une dépaiase. ODC+, LDC+

Coloration violette franche pour I'ADH, se lit ADH+

<\ V VvV V

Milieu Urée-tryptophane (test TDA).

<\

Principe :

Ce milieu ne contient pas de source de carbolisaliie, les bactéries ne pourront pas
se multiplier. Trois activités enzymatiques peuv@&ne recherchées a partir de ce milieu dont
la TDA La tryptophane désaminase (TDA) apres addition de chlorure de Fer Ill. Le Fer Il
forme un complexe avec le produit de l'activité lde TDA, l'acide indole-pyruvique,

complexe décelable par la formation d'un précipiééron :

Tryptophane désaminase
Tryptophane »  Acide indole pyruvique + NH3 + 2H" + Ze-

Ajouter leréactif chlorure de Fer Ill (1 goutte) dans un aliquote du milieu Urée

Tryptophane ensemencé et incubé.
v’ Lecture:

En présence d'acide indole-pyruvique il y a foioratd'un complexe acide indole-

pyruvique/Felll qui précipite. La lecture est imnaid.
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>

>

Obtention d'urprécipité brun foncé: TDA +.

Absencede précipité TDA -.

2.2.3.2..3Tests de soutien pour le diagnostic :

v

v

Test ONPG. ONPG-hydrolasg.galactosidase

Principe : La présence chez une bactérie de I'enzyme intidaglt (E), lap
galactosidase capable de scinder le lactose ensguet galactose, n’est pas toujours
une preuve de la fermentation du lactose par ce#tee bactérie, en effet il existe des
bactéries ONPG+ et lactose-, ces dernieres ne ¢gaEsgpas une enzyme ; [a
galactoside perméase (P) qui assure la pénétratiorlactose dans la cellule
bactérienne et par conséquence sa fermentations anest ONPG, c’est donc
'enzyme (E) qui est recherchée, cette enzyme pemee scinder le composeé
synthétiqu , incolore, ONPG (orthonitrophényi-Dgalactopiranoside) et libérer

I'orthonitrophénol soluble qui donne la coloratjanine .

Toutes bactéries possédant yheyalactosidase est automatiguement ONPG+, par

contre certaines bactéries en sont dépourvues smais favorables pour le test ONPG
(ONPGH+).(Le.MINOR.1993).

Dans un tube stérile contenant une petite quadété&uspension bactérienne, on y

dépose (dans le tube) le disque d’'ONPG. Cette tiparast facile, il suffit de ne saisir un

disque d’'ONPG avec la pince stérile.

v

v

Incuber pour 24h a 37°C.

Lecture : La lecture se fait aprés 18 a 24h d'étuve, (lati@acest d’autant plus
rapide, qu'il y a plus de bactéries en suspensioa)suspension est colorée en jaune.
(VANDEPITTE et al. 1994, le.MINOR. 1993 ; 1989)

Test d’oxydase :

Principe : Le but de ce test est la recherche d’'un systemecGyame C des bactéries
(oxydase positives), pour cela nous avons utiiséisques d’oxydase (c) conservés a
+4° c, il s’agit de feuilles de papier filtre préblement plongées dans une solution

contenant 1% d’antioxydant (acide L (-) ascorbiqugisuite séchées et découpées a
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'emporte piéce pour former des disques conserwésrérigérateur a +4° c.
(Le.MINOR. 1998;

Le test d’'oxydase est un bon contrdle pour leséo@s appartenant a la famille des
Entérobactériacae, car elles sont toutes oxydasemtides, ainsi que pour le genre

Pseudomoagqui est toujours oxydase positive.

Sur une lame en verre déposer le disque d’oxytaseecté de deux golte d'eau
physiologique ou d’eau distillée. Par la suite étal I'aide d’'une pipette pasteur boutonnée

une culture bactérienne obtenue a partir e la gélos
v Lecture:

» Reéaction positive : I'oxalate de N-diméthyl-parapyiéne-diamine est oxydé par le

systeme cytochrome en donnant une couleur viotetf@n 1a 10 secondes.

» Réaction négative : absence de coloration ou dibdoranauve pale en 60 secondes,
(Le MINOR, 1993).

v' Test de Catalase.

Sur une lame propre et séchée déposer une gauttexggenée a 10 volumes puis a
l'aide d'une pipette Pasteur boutonnée, ajoutemotulum bactérien. Observer

immédiatement.
v Lecture :
» Apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxggéatalase +

» Pas de bullescatalase —
2.2. Effet des produits a base de dattes sur certains sl@ermes
isolés.

2.2.1. Préparation des produits testés :

Les dattes utilisées (deglet nour) sont broyéestignt puis stérilisées a 120°C pendant

15 minutes.

Nous avons opté pour la préparation des 3 proddétes, sirop de dattes et mélange

datte+lait) a différentes concentrations (tablelh ).
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Tableau -15- :Différents produits a base de datte testés.

Produit Dattes Sirop de datte Lait Mélange
traditionnel
(datte/lait)
Dp : 100% Sp: 100% Lp : Lait (100%) Mtl : 1g datte
pour 1 ml lait
Désignation
des Dd1: 25% Ds1: 25% DI1 : 25% Mt2 : 25% dans
Concentrations lait
Dd2 : 50% Dsz : 50% DI2 : 50% Mt3 :50% dans
lait
Dd3: 75% Dss: 75% DI3 : 75% /

Toutes les dilutions (mis a part celle du mélangtiedait) sont effectuées avec de
I'eau distillée stérile.

Selon la disponibilité¢ des milieux de culture, sowiavons choisi que les germes
pathogenes (nous avons éliminé les bactéries lms)qL’'étude de I'effet des trois produits a

base de dattes sur ces germes a été évaluée gandthodes.
2.2.2. Méthode de diffusion en gélose :
2.2.2.1. Antibiogramme :

v" Principe :

Nous avons utilisé la méthode de diffusion en g@la@ui consiste a évaluer
simultanément I'activité inhibitrice de plusieurstiainfectieux représentatifs des principales
familles d’antibiotiques, ainsi que nos trois pritgllaux différentes concentrations sur une

souche bactérienne (isolée et identifiée) pureagttiement isolée de moins de 24 heures.

A cet effet, des disques d’antibiotiques sont dépoen surface d'une gélose
préalablement ensemencée avec une dose calibnée clilture pure de la souche a étudier.
Des Il'application des disques, les antibiotiquefugént de maniere uniforme si bien que

leurs concentrations dans le milieu de culture sorgrsement proportionnelles a la distance
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du disque. Aprés incubation a 37 °C pendant 24dscues disques sont entourés de zones
d’inhibition le plus souvent circulaires, correspgant a une absence de culture. Lorsque la
technique est standardisée, les diameétres des danbition dépendent uniquement de la
sensibilité du germe.

Les antibiotiques correspondants que nous avaliséatpour chaque germes sont
regroupés dans les tableau -14-.
2.2.2.2. Méthode de diffusion :

Cette méthode permet la mise en évidence detl'affibactérien des composeés testés
sur les bactéries isolées de la flore intestinatpielques souches de référence.

Le principe de cette technique est le méme que daltest d’antibiogramme, dont les
disques sont chargés d’extrait et déposés a lacmrfies milieux de cultures solides et
ensemences par les différentes especes bactéridone®n dispose. Chaque produit testé
commence a diffuser dés son application sur leemille culture, et pour favoriser la
croissance bactérienne, ces boites sont incubéssl'dtuve pendant 24 heures ou plus selon

la bactérig¢figure -15-).

Disque de papier Tapis Bactérien

imbibé d'extrait

Incubation a 37°C
pendant 24 heures

Inocufum
Bactérien

Boite de Pétri avec
gélose MH

Diamétre d'inhibition

Figure -16-: Principe de la méthode de diffusion pasglie.

L'effet des produits a base de datte laucroissance bactérienne se traduit par la
présence d’'une zone appelée « zone inhibition suwepe des bactéries. Le méme principe
est suivit dans notre étu@ADI, 2010).
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2.2.2.3. Repiquage des microorganismes pathogenes :

Les bactéries sont ensemencées sur des boitestidecgntenant le milieu Muller
Hinton (MH) spécifiques et incubées pendant 24 émuafin d’obtenir une culture jeune des
bactéries et des colonies isolées.
2.2.2.4. Préparation des inocula microbiens :

Dans la zone stérile auprés du bec bunsen onlsmoae colonie bactérienne depuis
les boites repiquées a l'aide d'une pipette pastams des tubes contenant de l'eau
physiologiques stérile. La concentration (0,5 Maeckknd) est déterminée avec le
densitométre Mac-Farland.
2.2.2.5. Application du test :

» Dans des boites de pétri stérile, le milieu deutaltMuller Hinton (MH) est coulé.
Laisser pendant 15 min pour se solidifier, sur &qles microorganismes sont
déposées et ensemencées a l'aide d’un écouvillon.

» A l'aide d'une pince stérile, les disques de papl&TMAN (stérilisés au préalable)
sont déposés a la surface de la gélose inoculéechagiue germe au préalable. Un
volume de 50l de I'extrait (datte, lait, mélange datte/laisgbp des dattes) est dépose
sur disques a l'aide d'une micropipette.

» Pour chaque souche pathogene, nous avons dépasgiSslipour un méme extrait ce
gui donne 3 essais pour chaque extrait.

» Apres 24 h d'incubation a 37°C, nous avons mesudéameétre de la zone d'inhibition
produite autour des disques.

» Ainsi, un antibiogramme pour les souches pathogéseappliqué en paralléle.

2.2.3. Macro-méthode pour la cinétique de croissanc

Une autre méthode pour I'étude de I'effet antibaetéa été utilisée.

Il s’agit d'une méthode basée sur la lecture dedémsité optigue (D.O.) au
spectrophotometre a une longueur d’'onde de 650meine. Cette D.O refléte « la croissance
bactérienne ».

Pour cela, nous avons préparé plusieurs tubes :

» La premiere série contient du BHIB avec le produitesté a raison de 25%, apres
centrifugation (dans une centrifugeuse de tH&el TICH 1623, les surnagents sont

récupérés : cette série sert comme blanc.
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» La deuxieme série, nous avons mis nos produitse@at50%, Sirop de datte 100% et
50% ; datte/lait : 25/75) a raison de 25% dansHd#BBaux quels nous avons ajouté

1ml de culture jeune, pour chaque germe, dans bestiliée stérile (0.5 M-ferland).

Figure -17- : Les surnagents pour établissement de la cinétiqueaissance des germes de la flor

intestinale.

Selon la disponibilité des milieux, n@awns testés les premiers 8 germes isolés de la

flore intestinale et identifiés ainsi que quatrastres souches a savoirE. coli; P.

aerogenosa ; B. ceret S. enteritidigvoir tableau -13-).

La cinétique de croissance bactérienne a étéiéfadl mesure de la densité optique a
650 nm dans un spectrophotométre UV-visible de t{giat-Fax 450p de chaque culture

toute les 6h et ce pendant 24h.
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Chapitre 2. Résultats et discussions.

1. Résultats de l'isolement et I'identification des genes de la flore intestinale.
Apres ensemencement dans les différents milieans ravons observés que les dilutions
réalisées avec du BHIB ont présentées plus de gecomaparativement aux dilutions faites avec de

I'eau physiologique.

Apres ensemencement sur les différentes géloges,usn deuxieme repiquage a été réalisé
pour avoir des cultures pures a partir des queltas avons réalisé un frottis pour I'observation

microscopique de la forme et la réalisation deolaration de Gram.

1.1. Aspects morphologiques :

Dans les conditions favorables a la croissance différentes bactéries et aprés une
incubation de 24h pour bactéries et de 2 a 5 jpats d’autres (bactéries lactiques cultivés sur
MRS) a 37°C, les résultats obtenus de la cultusetaes prélevements sur les différentes géloses
utilisées se traduisent par I'apparition de colsrdent la taille, la forme, la couleur sont regrésip

dans le tableau 15.

En effet la coloration des colonies nous donnenixccaracteres biochimiques facilement et

rapidement identifiables, se sont :

> Le caractere lactose Les colonies colorées sont lactose positif, lesriek incolores sont

lactose négatif.
> Le caractére HS: Les colonies présentant une coloration noire ooamtre noir.

La Coloration de Gram réalisée a partir des cobrdpparues, montre la présence de

bactéries Gram négatif et Gram positif.

Les différentes bactéries se présentent sousiaefae bacille ou de coques ou incurvées
(Tableau 15).

Il est a noté que nous avons attribué un chiffi® I a 11) pour chaque germe isolé ; la

provenance de chaque germe peut étre résumeé comitme s
» Prélevement 1. Selles d'un enfant agé de 5 ans : Germes 1243
» Prélevement 2. Selles d’'un enfant agé de 3 ans : Germes 5,&,%¢et 10.
> Prélevement 3. Intestin de poulet agé de 7 jours : Germe 11.
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Tableau 16 :Caractéristiques morphologiques des différentemnges (germes) obtenues.

Prélevemen

Germes

Milieux de culture

Aspect

macroscopique

Aspect
microscopique

Mac Conkey
Hektoen
MH

colonies de
pigment vert

Bacille Gram
négatif
groupe homogen

Hektoen
MH

Colonies jaune
saumon
Lactose+

H2S-

Bacille Gram
négatif
regroupées en
chaine

Gélose au sang
Mac Conkey
Hektoen

Colonies jaunes

Bacilles
Gram négatif

Observation au microscope
100

G
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Tableau 16 :Caractéristiques morphologiques des différentesnges (germes) obtenues (Suite 01).

Prélevement Germes  Milieux de culture Aspect macroscopiqde Aspect microscopiquleObservation au microscope G10
1 4 « Hektoen les colonies sont » Bacille, incurvé
* Gélose au sang arrondies, lisses, a * Gram négatif
bords réguliers, de 2
a 3 mm de diamétre.
les colonies sont
jaunes
5 * Hektoen Colonies verte a * Bacille,
centre noir Les immobile.
colonies mesurent 1,6 « Gram négatif
a3mm groupe homogéne
Lactose —
H,S+
2 - . — ”
6 * Hektoen Colonies brillantes, » Bacille incurvé (en

Gélose au sang
MH

étalées sugélose au
sang non
hémolytiques, non
pigmentées

les colonies sont
jaunes sur l'autre
milieu

vergule).
Gram négatif
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Tableaul6 :Caractéristiques morphologiques des différentémncs (germes) obtenues (Suite 02).

Prélevement Germes| Milieux de culture Aspect macroscopique Aspect microscopique Observation au microscope
G100
7 * Gélose ausang <« formes rectilignes, » Bacille regroupées
rondes a bords en chaine, mobile
réguliers e Gram négatif
* Lactose+
8 * MacConkey Colonies a pigment vert,| « Bacille
* Hektoen * Gram négatif
e MH
2
9 * Gélose MRS » Colonies identique, » Bacille regroupées
rondes de couleur en chaine
blanche creme * Gram positif
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Tableau 16 :Caractéristiques morphologiques des différentemnges (germes) obtenues (Suite et fin).

e Observation au microscope
G100

Prélevement  Germes| Milieux de culture Aspect macroscopique Aspect microscopiqu
10 * Gélose ausang | = coloration bipolaire, » Coccobacilles en
e MH rondes, lisses groupe homogene
immobiles
* Gram négatif
2
11 » Hektoen Lactose- » Bacilles
« MH e Gram négatif
3 12 e Hektoen Colonies jaune » Bacille

saumon
Lactose+
H,S-

Gram négatif
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1.2. Orientation des bactéries pour identificatiorpar galeries API.

Aprés plusieurs purifications « repigquages » |8 ilieux sélectifs correspondants a
chaque germe, les résultats des tests d'identditdbasés sur I'oxydase) en vue de l'orientation
vers les galeries API 20 E ou APl 20NE sont regésugans le tableau 17.

En effet toute bactérie Oxydase + a été identifiae une galerie APl 20 NE tandis que

chaque bactérie Oxydase négative a été identifieemne galerie APl 20 E.
Pour les bactéries lactiques, nous avons réalsstests Oxydase et Catalase seulement.

Tableau 17 :Résultats de tests Catalase, lactose, coloratiamGOxydase et Orientation pour

I'identification.

1 1 - + + API20NE -
2 - - + API20E +
3 - + + API20NE -
4 - - + API20E v

2 5 - - + API20E -
6 - + + API20NE +
7 - + + API10E +

(galerie
classique)

8 - + - API20NE -
9 + + - / /
10 - - + API20NE -
11 - - + API20E +

3 12 - - + API20E +

Suite a cette orientation, les différents gerrsefes ont fais I'objet d’'une identification avec

les galeries API, les résultats sont regroupés ldatableau 18 et illustrés parHagure 18.
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Tableau -18-: Résultats de l'identification par galeries APNBE et API 20E.

API20NE NO3 TRP GLU ADH URE ESC GEL PNPG GLUa ARAa MNEa MANa NAGa MALa GNTa

Photobacterium

damsela (1) + - + + + + + + = - - - - - -
Pasteurella
pneumotropica <= s s o+ ) - ) & - o o = o o o
(10)
Vibrio (6) + + + + + O+ o+ o+ - = - - - - -
Aeromonas (3) 4 4+ 4+ + + + + + + + + + + + +
O as! SHES) w O m < - D 4 2 < U =2 Zz <«
& E 2 o =
API20E z 2 2885 £ & B Z > 8 58 = 2 8 B 3 = 2 9 0
Serratia
odorifera (2) + TR . BT I Y . IR S R T I B
K'“y("lelr)""spp vttt ttrebtrrtterorrrrt
Escherichia coli
(12) + = *+ F = - e - -+ - -+ - -
Enterczg?cter S + + B T T T ST R 1 1 - 4 = . = .
Salmonella spp SIS I S NI OGS N BN BUUR N DN NN BCA G ol NNEEN S INTITH R T

(5) )
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Germe  : photobactérium damsela sur API 20

Germe 2 Serratia odorifera sur API 2C

Germe . : Aeromonas sur API 200

Germe . : Enterobacte spsur API 20E

el M ® (83 |

Germe !: Seimonelle sppsur API 20E

Figure 1€ : Résultats de l'identification des germes isolésl@sigaleries API 20 E et API 20NE
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Germe | : Vibrio sur APl 2(NE

Germe 10 Pasteurella pneumotropicaur APl 20 NE

ce gl CaEr —

" ‘3"""":,' spica :1;‘ Ir-- | Ry RE
| GGPPZOE Drspruna Bpnniss | Pochodiue ——
ST OO
——1|*- =N AR RERASA 4 R
@@@8 l2‘“4“| L2 -|‘ 2 laflelialiuie pory (. «
vies 4. A0S .muu!-_ A @ - S sV Y g 35, S i
} )—— '-_i i

Germe 12 Escherichia colsur APl 20 E

Figure 1€ : Résultats de l'identification des germes isolésl@sigaleries API 20 E et API
20NE (suite et fin

1.3. Identification par galerie classique.
Suite a une hésitation, nous avons opté pour ariication par galerie classique des

germes 5.7.8. et 9; Les résultats obtenus sonbupgs dans le tableau 18 et illustrés par la

Figure 19.

70



Partie Expérimentations et résultats Chapitre 2.Résultat et discussions

Tableau 19 :résultats de galeries classique (germe 5 et 7).

Germe

ONPG
ADH
LDC
ODC
CIT
H:S
URE
TDA
IND
VP

Plesiomonas + + + + - - - - + -
shigelloides

(Proteus)

Germe7)

Salmonella sp + + + + o+ + - - - -
(germe 5)

Aprés incubation (24h a 37°C).

Figure 1€ : Résultats de l'ideification des germes isolés par les galeries classi
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Il en ressort de toutes ces étapes d’isolementesttification morphologique et
biochimiques, que nous avons pu isoler les germ&septés dans le tableau 20 a partir de la
flore fécale de 'homme (excepté le germe 12 qavignt du poulet).

Tableau 20 :Différents germes isolés et identifiés.

Germe 1 Photobacterium damsela
Germe 2 Serratia odorifera
Préléevement 1 :
Germe 3 Aeromonas sp
Origine humaine
Germe 4 Enterobacter sakazakii
Germe 5 Salmonella sp
Germe 6 Vibrio vulnficus
Germe 7 Plesiomonas shigelloides
. _ Germe 8 Pseudomonas
Prélévement 2 :
L : Germe 9 Lactobacillus
d’origine humaine
Germe 10 Pasteurella pneumotropica
Germe 11 Kluyvera spp
Prélevement 3 : Poulet Germe 12 Escherichia coli

Discussions :

Photobacterium damselgue nous avons isolé a partir des selles de I'¢raigé de 5
ans (P1), appartient avecdAeromonas sp (P1l), Plesiomonas shigelloides (R2Yilerio
vulnficus(P2), a la famille des Vibrionaceae. Tous ces gersoat d’origine humaine.

Les Photobacteriumn’ont jamais été isolés chez 'homme en situati@thpgéne
(ARCHAMBAUD et CLAVE, 2003)il s’agit donc d’'un germe qui peut étre présdans

l'intestin de ’homme sans étre responsable degbagies —a faible dose-.

Les Aeromonaspeuvent infecter 'Homme occasionnellement apoddgact avec eau
contaminée, ou ingestion de produits contaminégribvoquent des gastro-entérites pouvant

étre tres séveres. Contamination hydrique et aliaien

Chez 'HommePlesiomonasa été retrouvée dans les selles de sujets digubsi

surtout en zones tropicales. Ce germe est respensibgastro-entérite, diarrhées du
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voyageur : diarrhée aqueuse ou dysentériforme emefatale. lls sont liés a I'ingestion de
poissons ou de crustacdB&RCHAMBAUD et al., 2009)

On trouve de¥ibrio vulnificu dans les selles surtout en cas de diarrhées,anaie
les recherches pas souvent. Il est cependant reandén quand une demande de
"coproculture” précise que la diarrhée fait suitérgestion de fruits de mer, poissons crus,
de rechercher de diverses bactéries halophilesmeotesVibrio parahaemolyticust les
Aeromonas La consommation de produits contaminés provocs idfections séveres :
dans les 48 heures a 7 jours suivant la contaromdtévolution est rapide, favorisées par une
pathologie sous-jacente (pathologies hépatiquesk point de départ est digestif (60%)
(KLONTZ et al., 1988 ; LEE et al., 1997).

Vibrio vulnificu peut étre responsable de Gastroentérites, etimfiscsévéres
(septicémies et infections de plaies). Gastrodp&geraient rares et peu graves, mais

probablement sous-estimeées.

Pseudomonas sple la famille des Pseudomonacea peuvent étrésist¢ la flore
intestinale humaine ou animale. |l provoque deérént aigus apres ingestion d’aliments (ou

de I'eau) contaminés. Responsable d’atteintes mosiates surtout (

Présents dans I'environnement, lEssterobactersont également des commensaux du
tube digestif de I'homme et des animaux. Ce sostpd¢hogenes opportunistes responsables,
en milieu hospitalier surtout, d’infections uriresy de bactériémies et de méningites
(BRENNER, 1981 ; CARBONNELLE et al., 1987 ; LE MR\& VERON, 1989).

Nous avons trouv&nterobacter sakazakighez I'enfant agé de 5 ans, c’est un agent
d’infections rares mais sévéres touchant partimient les treés jeunes enfants, les personnes
agées et les sujets immunodéprimés, ces infecétars beaucoup plus souvent identifiées
chez les prématurés que chez les ad(HASVKINS et al., 1991).

Les personnes les plus a risques sont les nocamasge moins de 4-5 semaineg,
2001).

Les Salmonelles sont pathogénes, soit exclusiverpear 'homme $almonella
typhi), soit exclusivement pour I'animabé&lmonella abortus oyisChez 'homme, elles sont
responsables de la fievre typhoide et de gasteritag voir meme etre mortellRABSCH et
al., 2001; CRUMP et MINTZ, 2010; GRAHAM, 2010).
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L’intestin des animaux constitue le réservoir lkespmportant en salmonel®OYLE
et CLIVER, 1990)La présence dS8almonella spdans lintestin de poulet indique un cas
pathogendPILET et al., 1979 ; BRENNER, 1981 ; CARBONNELLEBIg 1987).L'ceuf et
ooproduits sont les aliments les plus incriminéscann taux de 47.5% dans le cas de toxi-
infection a salmonelletHAEGHEBAERT et al., 1997).

Le germe 12, présent dans I'intestin de pouletcherichia colicomme on I'a trouvé,
est une bacille mobile ou immobile, Gram négatf |al famille des Enterobacteriacea, elle se
multiplie & une température optimale de 3{BAKHOUMI, 2004).

Bactérie témoin de la contamination fécale : préssen tres grande quantité dans le
contenu intestinal. Sa présence dans nos troigyendlents est normale. C'est I'espéce
aérobie la plus représentée (80%) dans le tubestifigBAKHOUMI, 2004 ; TENAILLON et
al., 2010).

La présence dE. coliprovoque chez I'enfant des gastro-entérites séyés gastro-
entérites infantiles (céphalées, fievre, vomisseanarrhéesfGUIRAUD, 1998) L’infection
peut conduire a une affection mortelle ou peut &tferigine de complications neurologiques
(ALLISON, 2005).

E. coliou «Colibacille» est I'h6te normale de I'intestla 'homme et des animaux a
sang chaud ; c’est un coliforme fécal, germe indizade contamination fécale dans les eaux
et les aliments. Les soucheg&d’coliresponsables d’infections chez 'homme sont difftes
de celles qui constituent 'espece dominante diota intestinale aérobie des adultes et des
enfant(CAMILLE, 2007).

Il existe différent pathotype de Eoli responsable d’infections intestinale :

» ETEC : Enterotoxinogen Escherichia cpliresponsable de la «diarrhée des

voyageurs » ou « turista » etdes syndromes épidésidans les pays tiers-monde.

» EIEC : EnteroinvasiveEscherichia coli, encore appelé E. coli Shigella-like

responsable de syndromes dysentériques avec invidsila muqueuse intestinale.

» EHEC :Enterohaemorragic Escherichia cplesponsable de diarrhées sanglantes liée

a la production de toxines.

» EPEC : Enteropathogdfscherichia coliresponsale de gastro-entérites infantibes: (
MEHLMAN et al., 1976 ; Pillet et al., 1979 ; 49 ECLERC, 1993).
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Kluyvera sppParmi les entérobactéries rares ; ce germe aadapartir de la
matiére fécale humaine (P2) ; Cette bactérie dénéé comme commensale de 'homme
semble rare chez I'anim@ASSEL-BERAUD et al., 1989).

La présence dgerratia odoriferane peut étre liée a une maladie, en effet sa pcése
est normale dans les selle : elle contamine le,plai® Iégumes et est donc d'origine
alimentaire ; on la trouve normalement dans le tdigestif des rongeurs (40% des petits

mammiféres sauvages sont porteurSdeatia.

Des cas d’'infections @erratia odoriferaont été décrits chez des individus souffrant

de pancréatites, d’infections urinaires ou de digemaladies chroniques.

Jusgu’a récemmerfberratiaétait considéré comme un pathogéne surtout nosatom
(ENGEL et al.,2009 ; LAUPLAND et al., 2008n 2007, une étude effectuée au Canada a
montré que dans des infections par des espéceSerdsia: Le taux d’isolement

deSerratiaodorifera est de 1 %.

Pasteurella pneumotropiceolonise les muqueuses du tractus respiratoiréreyy et
du tube digestif des animaux (mammiféres, oiseamals rarement de I'homme. C'est un
parasite obligatoire, le mode de transmission habge fait par simple contact, la survie dans
le milieu extérieur est possible mais limit€@ELMAS, 2013). Pasteurellast 'une des
bactéries qui sont pathogénes des animaux maistrésrexceptionnellement, transmissibles
a ’lhomme(GUIRAUD et al., 2003).

BN

Les lactobacillus participent a la constitution des flores Commerssalés se
retrouvent dans la bouche, le tube digestif etetoués parties de I'appareil digestif. Les

lactobacillussont considérés comme des bactéries non pathogenes.

Il est & noté que lors de notre recherche, noagon's pas comme but de dénombrer
les différents germes isolés ; apres identificatimous avons mis le point sur I'existence de
ces germes (bien que plusieurs autres germes sontalement présents : exigences de
croissances variables aux conditions de croissdacees germes). La présence d’'un germe
gualifé de pathogéne, n’indique pas que le sujeaiir du quel nous avons obtenue le
prélevement est malade. La pathogénie est liéelasa du germe prése@ASSEL-BERAUD
et al., (1989t lors d’'une de 88 coprocultures ont mit en évigeiextréme richesse de cette
flore en espéces diverses d'entérobactéries qui pour certaines, impliquées en pathologie

humaineSalmonelleet rareKluyvera
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3. Effet des trois produits a base de dattes surdggermes de la flore intestinale.

3.1. Antibiogramme :

Les résultats de I'étude de l'effet d’antibiotiquas les certains germes isolés sont

représentés dans les tableaux 22 et 23.

Tableau -21-: Germes correspondants aux signes dans les tabléesix résultats de

I'antibiogramme.

Signe

Germe correspondant

ATBP1

ATB3P1

ATBgP3

ATB 7P

ATBo/P>

ATB1/P1

ATB4P1

ATB 10P2

Photobactérium damsela

Serratia odorifera

Klyvera spp

Escherichia coli

Salmonella sp

Aeromonas sp

Vibrio vulnficus

Tableau 22 :Résultats de I'antibiogramme sur certains des gglisolés

Pasteurelle pneumotropica

ATB VALEURS a int a int a int
PSEUDOMONAS et appa “R TIQUES M aTB /P | ATBJP: ATB /P,
AMC Amoxicilline+Acide 19-25 I | R / R / R
Clavulanique
CAZ Ceftazidime 16-22 26| S 30/ S 24 | S
CS Colistine >21 / / /
ENR Enrofloxacine 15-21 18/ S 22 S 17 | S
GEN Gentamicine 21-27 19| / 19| / 17 R
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Tableau -23- :Résultats de I'antibiogramme sur certains gerneda dlore intestinale.

Valeurs . . . ) .
int . int . int ] int [} int

ENTEROBACTERIES

ATB,/P; ATB3/P; ATBg/Ps ATB-/P,
AMC Amoxicilline + Ac. Clavula]  18-24 S/IR S S S
AMP Ampicilline 16-22 R R S R
AMX Amoxicilline >21 I R S S
CF Céfalotine 15-21 S S S S
CHL Chloramphenicol 21-27 S S S S
CS Colistine 11-17 / / / /
ENR Enrofloxacine 32-40 R S R R
NA Acide Nalidixique 22-28 R R S
NEO Neomycine 17-25 S S S S
NIT Furanes 20-25 / / / /
NOR Norfloxacine 28-35 R S R R
OA Acide Oxolinique >21 R S R S
SXT Triméthoprime + Sulfam 23-29 R S S S
TCY Tétracycline 18-25 R R R S
uB Fluméquine >25 R S R S
XNL/ Ceftiofur/ Cefotaxime 26-31/29- S S S S
CTX 35
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Le tableau -21- montre gquehotobactérium damseléATB1/P;), Vibrio vulnficus
(ATB4/P;) et Pasteurelle pneumotropica (ATB;o/P;)) sot tous résistants a

I’Amoxicilline+Acide Clavulanique. Ce dernier gerriest aussi pour la Gentamicine.

On remarque, a partir du tableau -21- @aeratia odorifera(ATB,P,) semble étre
résistante a I'’Ampicilline, Enrofloxacine, Acide MNhxique, Norfloxacine, Acide
Oxolinique, Triméthoprime + Sulfam, tétracyclinefleméquine Aeromonas spest sensible
seulement aux Chloramphenicol, Norfloxacine, Fluunég et Ceftiofur/ Cefotaxime. Les
deux autres entérobactéries testeesoli, Salmonella spEt Kluyvera sp Sont sensibles a

plus e la moitié des antibiotiques utilisés.

DELMAS (2013), note que LesPasteurellasont naturellement sensibles afx
lactamines aux cyclines, fluoroquinolones, trim@titme-sulfaméthoxazole. La plupart des
souches du genferratiarésistent a la céfalotine et aux polymyxines aBesiratiaspp. est
sensible a la colistine, alors qu€uyveracryocrescensésistent a I'ampicillinégBELLAOUI
et al., 2009).

4. Résultats de l'effet des trois produits a baseeddatte sur certains des germes isolés

(méthode des disques).

Aprés une incubation a 37°C et pendant 24h desdensemencées avec les germes
choisis tableau 20, Nous avons opté pour la medwidiametre d’inhibition, mais aucun des
produits a base de datte n'a présenté une inhibitdu contraire, certains disques

présentaient a leur conteur une multiplication elegs.

Les macérés aqueux (datte, sirop de datte et/lddjtewux diverses concentrations
n'ont donné aucune zone d’inhibition avec les sescltestées en dépit de leur teneurs
considérables en composés phénoliques et méme uetode supposé avoir un effet

antibactérien (voir partie bibliographique).

Il est évident que ces extraits sont trés riclmesueres y compris le glucose qui est le
substrat de choix pour les divers microorganismesjui est peut étre a l'origine de la

multiplication bactérienne massive autour des disqu

Par contre I'examen mené sur le lait seul a moatr@ inhibition de la souche de
référenceS.aureusavec des diametres de 16, 18 et 17.5 mm poupleseatrations de 25, 75

et 100% respectivement.
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Le galactose, contenu dans le lait, a faible coimaon semble étre inhibiteur
(MOLSKNES®t al.,1973 ;BISSETetANDERSON1974).

Woodardet al. (1970) et Giuiland et Speck (1972), ont décrit stinulation de la

production d'acide qui exerce cette inhibition ffardrolyse du lactose.
5. Résultats de la cinétique bactérienne.

Pour cette étude, nous n'avons retenus que tromsege: G1 Serratia odoriferg G2 :

Escherichia coli et G3 : Salmonella.sp
5.1. Cinétique deSerratia odorifera
Les résultats obtenus sont regroupés dans le taitdaet illustrés par la figure -20-.

Tableau -24- :Evolution de la densité Optique (D.O.) de la adtdeS.odoriferadans des

milieux a base de datte en fonction du temps.

D.O. 3h 6h 12h 18h 24h
Datte / Lait (25% de datte) 0.222 0.370 0.742 0.628 | 0.530
Sirop de datte (100%) 0.393 0.547 0.591 0.382 0.484
Sirop de datte (50%) 0.105 0.985 0.902 0.301 0.46(
Datte/eau (50%) 0.733 1.302 1.099 0.33 1.200
1.4
1:2 ./“"N.._
=
g 0.8 7 ——DL(25%)
'E; 0.6 /7'% ——S100%
2 04 "':// B S 50%
0,2 7 —D50%
G T T T 1
Oh 6h 12h  18h  24h
temps (heures)
I

Figure -20- : Cinétique de croissance Berratia odoriferasur quatre milieux a base datte.
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Apres analyse de laigure -20- et letableau -24-; on constate que la croissance de
S.odorifera semble étre stimulée par les dattes (50%) edileps de datte a 50%.

D’une densité de 0.105 apres 6h, cette derniegmante rapidement et mesure 0,985

apres 6h.

De la, nous pouvons constater que I'effet inhibitest plus marqué dans le sirop de
datte & 100% et le mélange datte/lait (25%).

En effet, on observe dans ces cinétiques que Isep&igoonentielle (de Oh a 6h) et la
phase de déclin (6h a 18h) sont bien observéegsA8h, un pic de croissance est observé ce

qui peut étre due a une contamination.

Ces observations nous menent a dire que plusaildy’ sucre dans le milieu, plus
I'inhibition est forte. Le galactose, contenu ddedait, a faible concentration semble étre
inhibiteur MOLSKNES®t al., 1973 ;BISSETet ANDERSON1974).

Une diminution de la densité est observée apresr&8 d’'incubation. Elle est due a
une mort de bactéries ; ainsi aprés 18h une |&géggmentation de la densité est observée : Il
s’agit peut-étre du cannibalisme qui ne dure quelques heures plus tard (les bactéries

vivantes se nourrirent des bactéries mortes owepoésde cellules mortes dans le milieu

5.2. Cinétique deEscherichia coli.

Le tableau -25- et la figure -21- donne les réssiltle la cinétique de croissanceede

coli.

Tableau -25- :Variation de la densité Optique (D.O.) de la adtdeE.coli dans des milieux

a base de datte en fonction du temps.

D.O. 3h 6h 12h 18h 24h
Datte / Lait (25% de datte) 0.518 | 0.500| 0.436  0.404 | 0.500
Sirop de datte (100%) 0.163 | 0.378| 0.878] 0.194 0.96¢
Sirop de datte (50%) 0.038 | 0.790 | 0962 0.381 1.324
Datte/eau (50%) 0.466 | 1.02 1.023 | 0.869 1.488
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Figure -21- : Cinétique de croissance de E. coli sur différent®uox a base de datte

E. coli, présente une tres Iégére diminution de la deogiti§ue lors de sa culture sur

un milieu avec datte/lait (25%). Sur tous les autnalieux, ce germe semble étre bien

développé.

5.3. Cinétique deSalmonella sp.

Les résultats sont rapportés par le tableau -2bfejure -22-.

Tableau -26- : Evolution de la densité Optique (D.O.) de la adtdeSalmonella spdans

des milieux a base de datte en fonction du temps.

D.O. 3h 6h 12h 18h 24h
Datte / Lait (25% de datte) 0.510 0.494 0.373 0.360 0.500
Sirop de datte (100%) 0.271 0.448 0.464 0.303 1.088
Sirop de datte (50%) 0.860 0.948 0.813 0.261 0.938
Datte/eau (50%) 0.440 0.966 0.622 0.498 0.666
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Comme ses précédents, ce germe se retrouve ¢éreebse prolifere sur nos milieux
testés a base de datte. Méme remarque que poerree gorécédent, une Iégére inhibition

s’observe dans le milieu datte/lait a 25%.

La composition des dattes semble favoriser lsssemice de ces trois germgsyratia
odorifera est tres légerement inhibée par le sirop de datt@0&o, cela peut étre due a la

libération d’'un composés lors de la fabricatiorsitep (décoction de dattes).

L’effet inhibiteur a été obtenu avec I'extrait tm#e -eau de sirop de datte tunisiéhne
DegletNour” avec les souches & aureusATCC 6538 etP. aeruginosaATCC9027, alors
gu’'aucun effet n'a été obtenu avec la souEkeherichia coliATCC 8739 DHAQOUADI et
al., 2011).

COWAN(1999) a rapporté que les différents polyphénalsentiellement les tanins et
les flavonoides peuvent augmenter la toxicité detrags de dattes envers les

microorganismes.

L’activité antibactérienne du sirop de dattebp) est due a la présence de l'acide
caféique,RODRIGUEZet al., (2007). La variation de la composition chimique eéetraits

explique donc les variations observées dans I'd€tantimicrobienne.
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L'efficacité optimale d'un extrait peut ne paseétdue a un constituant actif
majoritaire, mais plutét a I'action combinée (sygier ou addition) de différents composés
(Essawi et Srour, 200Q)D’autres études attribuent I'activité antibacéne aux acides gras

saturés contenus dans la varigagletNour.

D’apres DAAS AMIOUR etal., 2014, les extraits de polyphénols de trois varidis
dattes se sont révélés actif sur les germes ssiv&taphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia édliCC 25922, Klebsiella

pneumoniae, Streptococcus agalactiae et Bacillps sp

De son coté CHAIRA et al. (2007)montrent que I'extrait acétonique a un effet
bactéricide. Cette divergence dans les résultats gexpliquer probablement par le type du

solvant utilisé (nous n’avons utilisé que 'eau).

Les polyphénols contenus dans les dattes se édszctt par des propriétés
antimicrobiennes, hypolipidémiqu@gISIOLI, 1999 ; MULINACCI et al., 2001).
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Conclusion.

Dans ce travail, des germes de la flore intestioateeté isolé a partir des d’enfants en

bas age vue que nous cherchons a étudié I'effeeidains aliments sur la flore intestinale.

Le travail mené, reflete I'importance et la vaiiéé de la microflore intestinale, nous
n'avons utilisé qu'une seule température d’inculrati aprés plusieurs repiquage pour
purifier les bactéries ; une identification des exsp morphologiques ; biochimiques par
galeries API 20E, galerie API20NE et galerie clqgsia été faite.

Les résultats obtenus montrent querratia odorifera, Aeromonas sp, Vibrio
vulnificus, Lactobacillus,, Photobacterium damsel&luyvera spp, Salmonella sp,
Enterobacter sakazakii, Plesiomonas shigelloidesastéurella pneumotropica et

Pseudomonasnt été isolés a partir des selles humains.
E. coli a été isolé a partir de I'intestin de paiul

L’étude d l'effet des dattes ; sirop de datteeemmiélange datte/lait sur certains de ces
germes isolés nous a conduit dire que les dattegap de datte n’exercent pas un effet

inhibiteur. Au contraire, on observe une augmeortadie la croissance.

Le mélange datte/lait a présenté par contre et gfhibiteur qui peut étre attribué au

lait.
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Annexe 1 :Composition des milieux et bouillons de culture.

Milieu de culture MAC CONKEY

Composition Gramme/litre
Peptone 20,0
Lactose 10,0

Sels biliaires n°3 1,5
Chlorure de sodium 5,0

Rouge neutre 0,03

Cristal violet 0,001

Agar 15,0

pH 7,1+0,2

Milieu de culture HEKTOEN

Composition Gramme/litre
Protéose peptone 12,0
Extrait de levure en poudre 3,0
Lactose 12,0
Saccharose 12,0
Salicine 2,0
Sels biliaires n°3 9,0
Chlorure de sodium 5,0
Thiosulfate de sodium 5,0
Citrate ammoniacal ferrique 15
Fuchsine acide 0,1
Bleu de Bromothymol 0,065
Agar 14,0
pH 7,5+0,2

Milieu de culture MH (Muller Hinton)

Composition Gramme/litre
Infusion de viande de boeuf 300,0
Hydrolysat de caséine 17,5
Amidon 1,5

Agar 17,0

Milieu de culture CHAPMAN

Composition Gramme/litre
Peptones 11,0

Extrait de viande 1,0
Chlorure de sodium 75
Mannitol 10,0

Rouge de phénol 0,025

Agar 15




Milieu de culture MRS (GELOSE)

Composition Gramme/litre
Peptone 10,0
Extrait de viande de bceuf 8,0
Extrait de levure 4,0
Glucose 20,0
Tween 80 0 ,5ml
Hydrogénophosphate de potassium 2,0
Acétate de sodium 340 5,0
Citrate d’ammonium 2,0
Sulfate de magnésium 7,6 0,2
Sulfate de manganese 4 0,05

pH 6,2%0,2

Milieu de culture MRS (BOUILLON) (De Man, Rogasa, $arpe)

Composition Gramme/litre
Peptone 10,0
Extrait de viande de bceuf 8,0
Extrait de levure 4,0
Glucose 20,0
Tween 80 1,0ml
Hydrogénophosphate de potassium 2,0
Acétate de sodium 340 5,0
Citrate d’ammonium 2,0
Sulfate de magnésium 7,8 0,2
Sulfate de manganese 4 0,05

pH 6,2+0,2

Milieu de culture BOUILLON CEUR-CERVELLE

Composition Gramme/litre
Infusion cceur-cervelle 25

NaNG; 10

pH=7,2

Milieu de culture GELOSE AU SANG

Gélose columbia + 0.5 mL sang de mouton défibriné




Annexe 2 :Coloration de Gram

Principe

C’est la coloration de base en Bactériologie et pktrmet une classification des bactéries
selon leur structure. Elle est 'un des caract&ssentiels de la classification des bactéries.
Plusieurs facteurs vont intervenir dans cette edion :

» La différence de composition chimique de bactéries
» Ladifférence de perméabilité de la paroi bactéwea I'alcool.
Technique
La coloration de Gram se déroule en plusieurs 8tgpese succedent et
consistent a :
» fixer le frottis
» (recouvrir le frottis de la solution de cristal Mg laisser agir une minute
e (violet de gentiane)
* rejeter le colorant puis laver a I'eau
* recouvrir la préparation de lugol, laisser agir arigute
* rejeter le lugol puis laver a l'eau
» décolorer a l'alcool 95°
» rincer a I'eau courante et recouvrir la lame detsoh de fuchsine diluée,
« laisser agir quelques secondes

* rejeter la fuchsine, laver abondamment, égouttecher entre deux feuilles de

papier buvard propres.
Résultat

A la coloration de Gram, on voit des bacilles oplalvacilles a Gram négatif colorées en rose.



Annexe 3 :Test de catalase

Principe

La catalase est une enzyme qui hydrolyse le pemaiid/drogéne en eau et en oxygene.
Technique

A partir des colonies prélevées avec soin sur lasge nous avons réalisé un frottis sur lequel

on dépose quelques gouttes de peroxyde d’hydrogéne.
Résultats

La présence de catalase se matérialise par unegiiam de bulles. Lesntérobactériesont
toutes des catalases positives, a I'exceptioBidgelladysenteriae.

Les bacilles a Gram négatif non fermentaires semtgénéral, catalase positive telles que

Pseudomonas, Flavobacterium, Acinetobacter.



Annexe 04 :Réaction des oxydases.

Principe

Cette réaction est recherchée sur des cultures #ieungélosé exempt de sucres
fermentescibles ou de sang. Les bactéries possé@anbxydases en présence de sucres
donnent des métabolites qui se combinent avecalifaitilisé pour donner une coloration

variable selon la bactérie.
Technique

La réaction des oxydases se fait a I'aide de dsgeecommerce préts a I'emploi, imprégnés

d’eau distillée sur lequel on dépose une colonie.
Résultats

Une réaction positive se traduit par I'appariticong coloration violet a I'endroit ou on a
déposé la colonie, soit immédiatement, soit quelgeeondes apres.

En fonction du délai d’apparition de la coloration,a :
- Entérobactéries (test négatif)

- Pseudomonas aerugino@ast positif aprés 20 a 30 secondes)



Annexe 05: Table de lecture pour Galerie API 26.

RESULTATS
TESTS | coMPOSANTS AcTIFs |, 9T REACTIONSENZYMES
(malcup) NEGATF |  POSIF
WIT 1+ KIT2i5min
. reduchon des Nirates en nitntes ncolore noSE-Mouge
NOs potassium nifrate 0,138 =
reducton deshitrates en azote rose |  incolore
JAMES | mmediat
TRF L-rypioghane 02 | formation dindole TRypioPhane) ncing: rose
i ' ' ) vert pale | jaune
GLY D-glucose 182 |fermentabon (GLUcose) bhew 3 vert jaune
ADH L-anginine 182 | Arginine Diydrolase jane Wﬁ;"* J
; : orange |/ mse |
URE ures 078 |UREsse [Aurs uge
0,56 - ; - - f
ESC Eﬁﬁa qiry | Poolyse (3-glucosidase) (ESCuine) jaune sl
gestne o e pas de diffusion difusion du
GEL (origne bovine | 08  |hydrodyse [proteass) (GELatine) o pigment it
4-nrophemg-20- Egalactosidase (Fara-NiroPreny-£0- , :
PHPG qalactopyrarasde 022 Calatopyrancs dase| incolore jaune
LU O-plucoss 108 | assimilation {GLlcose) fransparence fropubde
ARA L-arabinose 14 | assimilation (ARAbinose) transparence frouble
| I'-'rME| D-mannoss 14 | a=similation (ManMosE) fransparence froubds
| MaN] C-mannitod 136 | assimilation (MANnmi) fransparencs froubls
NAG N-acet-glucosamine 128 | assimilation (N-Acetd-Glucosaming) transparence trouble
MAL CHmaliose 14 | zssmilstion (MALtose) fransparencs oubis
iaNT potassium gluconate 1,84 | assimilation (potassium GlucoMaTze) fransparencs froubie
CAP acide caprigue 078 | =zssimilation {acide CAPrigue) fransparence frouble
|.AD1| aade adipigue 112 | a=similation {acide ADkpigue) fransparence frouble
MLT anide malque 158 | a=similation (MalaTe) fransparence roubis
|| trisadium citrate 228  |assmilation (frisodium ClTrate) transparence troutie
PAC acide phenylacetiqus 03  |assimilation (acide PhemdACatioue) transparence froubie
{wioir ot : L
o, ::'u"restr o :I cytochrome-onydase {ioir ot du test arydase)

* Les quantites indiquess peuvent étre ajustess en fonction des titres des matiéres premigras.
# Certaines cupules contiennent des composants d'ongine animale notamment peptone bovine/porcne




Résumé

La composition de la microflore intestinale varie fenction de I'espéce animale et de son alimesatia flore
normale est définie par la présence constantertiinnes espéces dans lintestin.

Dans ce travail, 12 germes de la flore intestihalmaine et animale ont été isolé dont 11 a pdesrselles de deux
enfants agés de 5 et 3 ans et un seul germe a&@é&d partir de lintestin de pouleSerratia, Aeromonas, Vibrio,

Lactobacillus, Photobacterium, Kluyvera, Salmongelinterobacter, Plesiomonas, Pasteurella, Pseud@asna@t E.coli
représentent les germes isolés et identifiés.

L'effet de trois produits a base de datte sur gestale ces germes choisis d’'une facon aléatoirstéBeelle,
pneumotropica, Photobactérium damsela, Vibrio velrs, Serratia odorifera, Kluyvera sp. E.coli etn8mella sp) a été

étudié. Les produits testés sont a base de Dglet;Mcsavoir datte en état, sirop de datte et lamgé traditionnel Datte/lait
a des concentrations de 25%, 50%, 75% et 100%.

Les résultats obtenus montrent qu’aucun produit pr&senté une inhibition vis-a-vis des bactérietéts. Par
contre Ces produits semblent stimuler la croissaesegermes étudiés.

Mots clés :flore intestinale, identification, datte, sirop digtes, effet sur les germes.

. Summary

The composition of the intestinal microflora varoepending on the animal species and its powerlguppe normal flora
is defined by the constant presence of particydacies in the intestine.
In this study, 12 seeds of human and animal imekflora were isolated including 11 from the stoof two children aged
5 and 3 years and a single organism was isolated fthicken intestine: Serratia, Aeromonas , Vibtiactobacillus,
Photobacterium, Kluyvera, Salmonella, Enterobad¥esiomonas, Pasteurella, Pseudomonas and Eareoisolated and
identified germs.
The effect of three products based on date on som¢éhese germs selected in a random manner (Pakteur
pneumotropica, damsela Photobacterium, Vibrio voUs, Serratia odorifera, Kluyvera sp. E. coli &almonella sp) was
studied. The tested products are based Dglet-Nbat,date in status, date syrup and traditionaltume Datte / milk at
concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%.

The results obtained show that no product inhibifioesented vis-a-vis bacteria tested. By cons & pesducts appear to
stimulate the growth of organisms studied.

Keywords: intestinal flora, identification, date, date syreffect on germs.
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