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Résumé

Les bactéries lactiques ont une longue histoire dans la préservation des aliments contre les
microorganismes de détérioration. Elles sont couramment utilisées dans les fermentations des
aliments. Elles sont capables de produire plusieurs métabolites ayant des effets bénéfiques sur
la santé et inhiber la croissance des microorganismes de détérioration des aliments aux

conservateurs. Elles peuvent aussi étre la clé pour réduire 1’utilisation de produits chimiques.

Parmi les métabolites des bactéries lactiques il y a les bactériocines, I’acide lactique, peroxyde
d’hydrogenes...Ce sont des biomolécules antimicrobiennes efficaces aux différentes
infections pathologiques causées par des microorganismes pathogénes comme les bactéries en
provoquant des maladies tres dangereuses tel que les infections dans les voies urinaires la plus
commune apres celle des voies respiratoires. En effet, ces infections constituent un véritable

probleme de santé publique.

20 souches lactiques locales d’origine laitier ont été utilisées pour test leur pouvoir
antimicrobienne vis-a-vis des germes pathogenes responsable a des infections urinaires a
savoir Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,

Enterococcus feacalis par contact direct.

L’activité antimicrobienne a été réalisée suivant deux méthodes : la méthode des puits et la
méthode des disques. Les resultats ont révélé une bonne activité de nos souches en particulier
par la méthode des puits envers les uro-pathogenes. Ceci est observé par 1’apparition des
zones d’inhibition avec des différents diameétres entre 8 et 30mm. Aprés on a terminé par
I’antibiogramme des 16 souches lactiques pour voir la résistance et la sensibilité de ces

bactéries contre 5 antibiotiques.

Les Mots Clés : bactéries lactiques, bactéries pathogéenes, activité antimicrobienne.



Abstract

Lactic acid bacteria have a long history in preserving food against spoilage microorganisms,
are commonly used in food fermentations, can produce several metabolites with health
benefits, and inhibit the growth of spoilage microorganisms in food preservatives. They can
also be the key to reducing the use of chemicals.

Among the metabolites of lactic acid bacteria are Bacteriocins, lactic acid, hydrogen peroxide,
etc. These are antimicrobial bio-molecular effective against various pathological infections
caused by pathogenic microorganisms such as bacteria, causing highly dangerous diseases
such as urinary tract infections, the most common after respiratory tract infections, which

constitute a real public health problem.

20 local lactic acid bacteria strains of dairy origin were used to test their antimicrobial activity
against pathogenic germs responsible for urinary tract infections, namely Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus feacalis by

direct contact.

Antimicrobial activity was assessed using two methods: the well method and the disk method.
The results showed good activity of our strains, in particular by the well method, towards uro-
pathogens. This was observed by the appearance of zones of inhibition with different
diameters ranging from 8 to 30 mm. We then completed the anti-bio-gram of 16 lactic strains

to see the resistance and sensitivity of these bacteria against 5 antibiotics.

Key words: lactic acid bacteria, pathogenic bacteria, antimicrobial activity
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Introduction

Introduction

La fermentation des produits laitiers trouve son origine dans les anciennes civilisations.
Pendant des milliers d'années, nos régimes alimentaires, tant au niveau local qu'international,
ont inclus une famille d’aliments particuliers : appelés aliments fermentés .Ces aliments
«vivants» formés par des micro-organismes ont des caractéristiques microbiologiques,
biochimiques et physico-chimiques trés différentes de celles de leurs matiéres premieres.
(Health benefits of fermented foods., 2021)

Tous les produits alimentaires sont concernés par la fermentation lactique. Le lait devient un
fromage et un yaourt, aussi des produits carnés aux saucissons et saucisses, de poisson a des
sauces ou a des pates. Les produits végétaux peuvent appartenir transformés par cette
fermentation qui assurera une bonne tranquillité et sécurité alimentaire, par acidification et
production des bactériocines. Ainsi que la qualite finale des produits alimentaires via
production des composes d'ardme. Les bactéries lactiques appartiennent a des genres et
espéces differents genéralement reconnues comme non toxiques. De plus, on peut leur

attribuer une efficacité indéniable et benéfique pour la santé humaine (Desmazeaud., 1996).

Les bactéries lactiques utilisées dans I’alimentation sont consommées quotidiennement et en
grande quantité par des populations trés importantes (Sophie et Gérard., 2001). Elles sont
utilisées dans nombreux produits laitiers dont le fromage, le yaourt, et les laits fermentés. Ces
bactéries contribuent a la saveur, la texture ainsi qu’a la production des composés d’arémes.
Elles inhibaient la prolifération des microorganismes par une production des composes
inhibiteurs comme les bactériocines en abaissant aussi le pH a partir de la production de
I’acide lactique (Desmazeaud., 1998). Cette prolifération des microorganismes est la raison
principale de la détérioration des aliments. Ces microorganismes se trouvent partout dans
I’environnement sur les animaux, les plantes, et méme les humains. Certains de ces bactéries
ne provoquent que l’altération des produits alimentaires alors due d’autres rendent les
consommateurs malades. Les génes pathogenes sont capables de causer des maladies, des

intoxications, et des toxi-infections en produisant des toxines.

Notre manuscrit est structuré en une synthése bibliographique articulée autour de trois

chapitres :

Le premier chapitre présente le groupe des bactéries lactiques et leurs caractéristiques.

Page 1


https://doi.org/10.1016/j.pranut.2021.09.003

Introduction

Le deuxiéme chapitre présente le groupe des bactéries pathogenes et certains responsables des

infections urinaires.
Le dernier chapitre comprend 1’activité antagoniste.

Ce travail consiste a mettre en évidence 1’effet antagoniste des bactéries lactiques vis-a-Vvis les
bactéries pathogenes responsables des infections urinaires. Cette étude est présentée comme

suit :

La 1" partie consiste a repiquer et revivifier les souches lactiques et les souches pathogénes

dans leurs propres milieux.

La 2°M partie inclut I’identification des bactéries lactiques en se réalisant des tests

physiologiques sur ces souches.

Enfin, la derniere partite comprendre la réalisation de la recherche ’activité antagoniste de

ces souches lactiques vis-a-vis les souches pathogenes.
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I. Bactéries lactiques

1.1. Généralités

Le terme « bactéries lactiques » signifie les bactéries produisant de l'acide lactique par
fermentation des glucides, tolérantes a un pH acide, existent dans des nombreux niches
écologiques (Desmazeaud., 1983). Elles forment un groupe hétérogéne, décrit premiérement
au début de XXe siecle par Orla Jensen (Leveau et Bouix., 1993 ; Pilet et al., 2005).

Les bactéries lactiques présentent certains caractéres communs. Elles sont des bactéries
anaérobies facultatives ou micro-aérophiles sous forme coc-ci ou batonnet, généralement
immobiles, non sporules, a Gram positif et catalase négative (certains ont un pseudo catalase),
avec une absence du cytochrome oxydase et du nitrate réductase(Harrati.,1987). Ces
bactéries ont eté inclus avec le statuts « GRAS » a la liste des organismes de qualité

alimentaire destinée a la consommation sans aucun risque (Papadimitriou et al.,2016).

1.2. Origine et habitats

Depuis une période de 2,75 milliards d’années bien avant I’apparition d’oxygeéne dans
I’atmosphére, les bactéries lactiques ont été retrouvees au niveau des sédiments, c’est ce qui
pourrait justifier leur caractere anaérobie. Une étude phylogénique des bactéries mentionne
leurs apparition avant celle des cyanobactéries (Quiberoni et al., 2001).Les bactéries
lactiques sont ubiquiste, on les trouve dans des différents niches écologiques :le lait, les
produits laitiers, les poissons, et les végétaux (Sophie et al.,2001).Elles se produisent
naturellement dans des milieux naturels et multi produits alimentaires, et se trouvent dans les
environnements riches en nutriments. Généralement, les bactéries lactiques sont le principale
groupe microbien qui se développe sur le viande et les produits carnés (Makela et
al.,1992).En outre, il est bien connu que ces bactéries parmi une grande population des
microorganismes habitent dans les tractus digestifs GIH(gastro-intestinal humain)en formant
étroitement une unité intégrée avec I’hdte « la macrobiote intestinal » (Hayouni et
al.,2008).Ainsi, on peut trouver quelques especes dans les muqueuses humains et animales,

les cavités buccales et aussi vaginales(Bjorkroth et Koort.,2001).

Page 3



Chapitre I : Partie bibliographique

1.3. Culture des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont besoin d’un milieu riche en différents nutriments pour la
croissance (des acides aminés, des acides gras, des sucres, des sels...) et pauvre en oxygene
(Hammes et Hertel., 2006). Donc elles sont cultivées sur le milieu Man, Rogosa Sharpe.

Le MRS est un milieu riche offre des différentes sources de carbone et d’azote aux bactéries a

culture difficile (Makhloufi., 2011).
1.4. Taxonomie et classification

1.4.1. Taxonomie des bactéries lactiques

La taxonomie des bactéries lactiques est en évolution depuis la description du Bacterium
lactis. Au cours de ces dix derniéres années, le nombre de nouvelles especes augmente avec
exces. Les réorganisations effectuées ont participé a fusionner des espéces en une seule ou

identifier une espéce comme un nouveau genre (Pot., 2008).

1.4.2. Méthodes de classification
La 1%¢ classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla Jensen
(Belyagoubi., 2014).En raison de I’identification des bactéries lactiques dans les produits

fermentés, les methodes qui ont été utilisées sont généralement divisées en deux groupes.

1.4.2.1. Méthode moléculaire ou génotypique
Cette méthode englobe les techniques protéomiques, métaboliques, et les technologies

génomiques

1.4.2.2. Méthode phénotypique
Elle englobe les techniques biochimiques, physiologiques, et chimio-taxonomiques (ElI
Sheikha et Hu., 2020).

La classification phénotypique des bactéries lactiques est tellement basée sur les
caractéristiques morphologiques, mode de fermentation des sucres, la tolérance aux pH
acides, alcalins et a 1’éthanol, la capacité de croissance a des hautes concentrations de sels et
différents températures, I’hydrolyse de I’arginine, la configuration de I’acide lactique
produit...etc. Ensuite, les constituants de la paroi cellulaire et la composition en acides gras
sont aussi des marqueurs chimio-taxonomiques qui ont été également utilisés pour la
classification (Kénig et Frohlich., 2009).
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1.4.3. Classification
Les bactéries lactiques sont classées dans le phylum des firmicutes, classe des « bacille »,
ordre des « Lactobacillales » renfermant trente-cing genres répartis sur six familles selon
(Paul et al ., 2009).

Actuellement, elles sont regroupées en treize genres différents (Carine et Philippe., 2009).
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Bifidobacterium, Carnobacterium, Aerococcus, Vagococcus, Weisslla,

Pediococcus.

1.5. Caractéristiques des principaux genres

Douze parmi ces genres sont uniquement utilisés dans la biotechnologie alimentaire.

1.5.1. Genre Enterococcus

Ce genre contient des cellules ovidés isolées homo-fermentaires en paires ou en courtes
chaines. Quelques espéces sont mobiles gréace a des petits flagelles et d’autres posseédent des
pseudo-catalases. Les Enterocoques caractérisent par une tolérance a 6,5% de Na CI au
pH=9,5, et par une croissance a 10°C et 45°C avec une température optimale de 35 a 37 °C
(Foulquie et al., 2006).

1.5.2. Genre Streptococcus

Ce genre est immense, alors sa classification est inconstante. Il est généralement divisé en
trois groupes : pyogeéne (la plupart sont hemolytiques et pathogénes), oral tel que St.bovis, et
d’autres streptocoques qu’ils sont rencontrés dans les aliments comme Streptococcus
thermophiles qui se caractérise par son habitat (les produits laitiers) et sa fonction non

pathogene.

Ces genres sont des chimio-organotrophes, anaérobies facultatifs, homo-fermentaires,
possédent une catalase négative avec une température de croissance entre 25et 45°C
(Boudersa et al., 2017).

1.5.3. Genre Bifidobacterium

Les Bifidobacterium ont un pH optimal de croissance de 6,7 jusqu’a 7 avec une température
comprise entre 37et 41°C. Elles ont une forme irréguliére d’un V ou une morphologie bifide
en forme d’un Y. Ce sont des hétéro-fermentaires ont la capacité de dégrader les hexoses en

produisant de I’acide lactique et acétique (Aibeche et al., 2020).
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Figure 1 : Bifidobacterium sp (Aibeche et al., 2020)

1.5.4. Genre Oenococcus

Ce genre comprend des cellules immobiles d’une forme ovoide et un arrangement en chaines
ou en paires. Elles sont genéralement non protéolytiques, non hémolytiques, exigent des
milieux riches en facteurs de croissances et en acides aminés avec un pH optimum de 6 a 6.8
et une température de 20 a 30 °C (Maitre,2012 ;Kot et al.,2014).

1.5.5. Genre Lactococcus

Les souches Lactococcus ont de morphologie des cocci, forment des paires simples ou des
chaines courtes. Les sont de type mésophiles avec une température optimale variée entre 10 et
40 °C. Ce genre se développe genéralement a un pH proche de la neutralité et a 4% de Na CI.
Elles sont un habitat typique des plantes, des animaux, et de leurs produits (Yerlikaya.,
2018).

1.5.6. Genre Pediococcus

Ce genre se présente sous forme des coques a Gram positif lenticulaires ou sphériques. Elles
sont immobiles, non sporules, anaérobies facultatives, possedent une catalase le plus souvent
négative, a une fermentation hétéro-lactique. En générale, elles sont isolées des boissons
fermentées, du matériel végétal (Pediococcus parvulus), des produits laitiers, et de viande.
Les Pediocoques se composent de 12 especes, certains se caractérisent par leur capacité a se
développer dans un milieu contenant des teneurs trés élevées, jusqu’a 18% de Na Cl, tel que

les Pediococcus halophilus (Benhamada et al., 2020).

1.5.7. Genre Leuconostoc

Ce genre se compose de dix especes fastidieuses dans leurs exigences nutritionnelles. Elles
présentent une morphologie ovoide et généralement allongées qui s’arrangent en chaines ou
en paires (Kot et al., 2014).Les Leuconostoc sont acidophiles avec un pH de croissances est

égale a 6,5. Mais certains peuvent croitre a un pH de 4,5. La température optimale de ce genre
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est entre 20 et 30 °C. Elles sont des hétéro-fermentaires obligatoires (Gonzalez et al., 2008).
Un grand nombre de Leuconostoc peut produire des polysaccharides extracellulaires qu’il est

possible d’utiliser comme des agents alimentaires épaississants ou stabilisants (Narvhus et

Axelsson., 2003).

1.5.8. Genre Vagococcus
Ce genre comprend des cellules ovoides isolées en paires ou en chaines. Elles ont des
flagelles péri-triches, ce qui leur donné la capacité d’étre mobile. Leur température de

croissance est 10°C (Ammor et al., 2006).

1.5.9. Genre Tetragenococcus

Les Tetragenococcus rassemblent les cellules immobiles sphériques ou ovoides avec un
diametre de 0,5alum formants des tetrades aprés la division en deux directions
perpendiculaires. Elles peuvent étre isolées en paires. Ces bactéries sont des homo-
fermenteurs incapables de produire le CO2 et de réduire les nitrates ni d’hydrolyser I’arginine.
Elles ne peuvent pas croitre a 10 et 45°C mais la tempeérature optimale de leur croissance est
entre 25 et 35 °C (Tosukhowong et al., 2005). Ce genre contient des souches anciennement
considérées comme P.halophilus (Narvhus et Axelsson., 2003). Elles sont aussi résistantes a
des concentrations trés élevées en sel (> 18 Na Cl).Les Tetragenocoques jouent un role
important dans la fabrication des produits alimentaires avec une haute concentration de sel tel

que les sauces de soja (Masuda et al., 2005).

1.5.10. Genre Weissella

Les espéces du ce genre sont composés de courts bacilles, des coco-bacilles, ou des coques
ovidés. Les Weissella possedent une réponse positive a coloration de Gram et une catalase
négative. Elles sont immobiles et sporulées en présentant de maniere isolée, groupée par deux,
ou en courtes chaines (Walter et al.,2001).La température optimale de leur croissance est
15°C, cependant quelques especes peuvent croitre dans une température de 42 a 45°C (kot et
al.,2014).

1.5.11. Genre Carnobacterium

Ce genre constitue des bacilles minces, droits ou légerement incurvées. Elles sont mobiles ou
immobiles, non sporulés, anaérobies facultatives a un métabolisme fermentatif. Elles
possedent une catalase négative, Gram positif, nitrate réductase négative, et oxydase négative.
Les Carnobacterium ne sont pas capables de croitre sur des milieux a base d’acétate mais

elles peuvent se développer & des pH plus éleves que ceux les Lactobacillus ssp (jusqu’a
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pH=9.1).Leur température optimale est a 10 °C mais parfois a 0 °C. Principalement, elles
produisent de I’acide L-lactique et elles ont un peptidoglycane du type Al gamma (Collins et
al., 1987).

1.5.12. Genre Lactobacillus

Ce genre est caractérisé par des cellules sous forme batonnets : longs et fins, tres courts,
incurvés, ou méme ovides. Elles se definissent comme des bactéries non mobiles & Gram
positif. Ce sont des souches acidophiles d’un pH optimum de 5.5 a 6.2. Leur température
optimale est de 30 a 40 °C, mais elles peuvent aussi croitre a température allant de 2 a 53 °C.
Quelques souches restent viables a 55 °C dites « les thermophiles » (Tailliez., 2004).

Les lactobacilles sont anaérobies en utilisant les hydrates de carbone comme la principale
source d’énergie. Leur métabolisme est exclusivement fermentaire en réalisant une
fermentation homolactique suivant la voie d’Embden Meyerhof ou une fermentation hétéro-
lactique suivant la voie des pentoses phosphate (Prescott et al., 2003).

La taxonomie des Lactobacilles a été basée sur ces propriétés phénotypiques. Alors selon la
température de croissance et la voie de la fermentation des hexoses, ce genre a été divisé en
trois sous-genres « Streptobacterium », « Betabacterium » et « Thermobacterium » (klein et
al., 1998).

Figure 2 : Lactobacillus bulgaricus au microscope électronique (Menad., 2018)
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Tableau 1 : division du genre Lactobacillus en sous-genres et en sous-groupes moléculaires (klein et

al., 1998).
Groupe de | Voie de fermentation | Température de | Représentants utilisés
lactobacilles croissance comme pro biotiques
Sous- genre

Streptobacterium

Betabacterium

Homo-fermentatif

Homo-fermentatif

Hétéro-fermentaire

15°C négatif
20°C négatif
45°C négatif
15°C positif
45°C négatif

Aucune regle  générale

L.acidophilus

L.casei

L.sakei/L.curvatus

L.reuteri/L.fermentum

Sous-groupe

moléculaire

Groupe A

Groupe B

Groupe C

Homo-fermentaire
obligatoire

pas de fermentation des
pentoses
hétéro-fermentaire
facultative

(gaz des pentoses)

Hétéro-fermentaire

obligatoire (gaz de
glucose et des
pentoses)

Sans objet

Sans objet

Sans objet

L.acidophilus

L.casei

L.sakei/L.curvatus

L.reuteri/L.fermentum

Tous les genres des LAB possédent des différentes caractéristiques physiologiques qui sont

représentées dans le tableau.
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Tableau 2 : Caractéristiques différentielles des bactéries lactiques (Narvhus et Axelsson., 2003)

Rods Cocci

Character Camo-  Lacto- Aero- Entero- Lactococcus Leuconostoc Pedio- Strepto- Tetrageno- Weissella®
bacterium bacillus coccus coccus Vagococcus Oenococcus cOCCUS COCCUS — COCCUS

Tetrad formation - - - - - * + - + 2
CO, from glucose®  -° + = = = + < 2 s it
Growth at 10°C + + + 1 + 1 + = i +
Growth at 45°C - + = + = 2 + + x 2
Growthin65%NaCl NO'  +  + + - - f = @ +
Growth in 18% NaCl - - - - - ~ % - + 5
Growth at pH 4.4 ND + - + + + 4 . = +
GrowthatpH96 - - - - B - = = + 2
Lactic acid” L o, Lo L L L D Lo L L o, o.?

Parmi ces genres cités, seulement cinq répondent aux caractéristiques Générales d’une
bactérie lactique typique : Aerococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus (Salminen et al., 2004).

Streptococeus - Slreplococcus
Lactococeus, 1985
Vagococous, 1989

Leuconostoc Leuconostoc

Oenococeus, 1995

Enterococcus, 1984
Weisella, 1393

Lactobacifius

Lacfobaciius

Camobactenum, 1287

Pediococous Pediococcus

Telragenococeus, 1990

Aerococeus

Aerococcus

Figure 3 : Genres des bactéries lactiques importantes dans les aliments, montrant des changements de
nomenclature de 1980 a 2000 (Narvhus et Axelsson., 2003).
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1.6. Voies métaboliques
Selon la voie empruntée et le produit final la fermentation, les BL sont classées en deux

groupes suivants :

1.6.1. Voie homo-fermentaire

Ce groupe comprend les Lactocoques, les Pediocoques, et certains Lactobacilles. A partir
d’une molécule de glucose consommée dans des conditions de croissance optimales, cette
voie permet de produire deux molécules de lactate et deux molécule d’ATP (Thompson et
Gentry-Weeks., 1994). Aprés son transfert vers la cellule, le glucose subit une
phosphorylation afin de transformer en fructose qui est phosphoryle a son tour en fructose 1-6
di-phosphate ensuite clivé en dihydroxyacétone phosphate et GAP. Ces derniers sont
transformés en pyruvate qui est doit étre réduit dans la derniére étape en acide lactique (le

produit unique) donc c’est le fermentation homolactique (Mozzi et al., 2010).

Dans le cas des conditions défavorables (ex: limitation du glucose), le métabolisme des
bactéries lactiques se diversifie vers la voie de fermentation des acides mixtes en produisant
¢galement I’acide acétique, ’acide formique, 1’éthanol, ou le CO2 (Cocaign-Bousquet et al.,
1996).

1.6.2. Voie hétéro-fermentaire

Les principaux groupes présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostocs et quelques
Lactobacilles (Raynaud., 2006). Les bactéries lactiques hétéro-fermentaires utilisent la voie
des Pentoses phosphate qui consiste a la déshydrogénation du glucose puis sa phosphorylation
afin de donner le 6-phospho-gluconate qui subit une décarboxylation en résultant le pentose
clivé en GAP (glycéraldéhyde phosphate) qui suit la voie de glycolyse produisant 1’acide
lactique et I’acétyle phosphate. Ce dernier sera réduit en éthanol. En raison de la production
d’éthanol, de CO2, de I’acétate en plus I’acide lactique, cette fermentation est donc appelée

hétéro-lactique (Salminen et al., 2004).

1.7. Intérét des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques ont un rdle trés important dans I’industrie alimentaire et le domaine

thérapeutique.

1.7.1. Dans Pindustrie alimentaire
Les bactéries lactiques sont utilisées dans la fermentation et la bio conservation de plusieurs

aliments. D’abord, les bactéries Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus sont
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responsables en production du yaourt, des laits fermentés, et du fromage (Yateem et al.,
2008). En addition, ces bactéries sont essentielles dans la production du vin, des viandes, du
pain au levain, des boissons, et des charcuteries afin d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques de ces produits fermentés et augmenter leur durée de conservation sans
utiliser les conservateurs chimiques, en secrétant des substances antimicrobiennes (Dortu et
Thonart., 2009).

En industrie alimentaire, les souches doivent remplir certaines conditions tel que la capacité
de dominance, d’améliorer les caractéristiques organoleptiques, de conservation, facilité¢ de
culture, et de maintenance des propriétés désirables durant le stockage, ainsi I’absence de la
pathogénique et I’activité toxique (Marth et Steele., 2001).

1.7.2. Dans le domaine thérapeutique

Plusieurs bactéries lactiques raménent des bénéfices a 1’hote. Elles jouent un rdle trés
important dans la maturation du systéme immunitaire et confirment une balance microflore
intestinale (Yteem et al., 2008).Des études ont montré que ces bactéries ont aussi un role
curatif et préventif sur differents types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont
affirmé leur capacité de diminuer les allergiques liées aux aliments grace a leur activité
proteolytique. (EI-Ghaish et al., 2011). Quelques souches ont prouvé la capacité d’empécher
la colonisation du vagin par certaines bactéries pathogeénes et de prévenir les rechutes chez les
femmes souffrantes d’inflammation fréquente répétée de la vessie, en I’utilisant sous forme

des suppositoires (Uehara et al., 2006).

1.8. Exigences nutritionnelles

Les bactéries lactiques ne sont pas capables de synthétiser un certain nombre d’éléments
variables d’une espece a une autre, donc elles sont auxotrophes, vu leur faible biosynthese.
Alors ces bactéries ont un besoin distinctif pour leur nutrition. C’est pour cela, elles sont
considérées comme le groupe le plus exigent de point de vue nutritionnelle (Drider et
Prevost., 2009). Elles ont besoin de nombreux substrats complexes phosphatés, azotés,
soufrés et aussi des facteurs de croissance tels que les vitamines et les cations (Desmazeaud.,
1983).

1.8.1. Exigences en acides aminés
Les bactéries lactiques sont incapables d’accomplir la synthese des acides aminés. Donc elles
nécessitent 1’intervention des sources oxygeénes pour assurer leur métabolisme (Luquet.,

1986). Les exigences en acides aminés des Lactobacillus sont différentes de celles des
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Streptococcus, elles ont besoin de I’aspartate, d’histidine, de lysine, de leucine, de valine, de
méthionine. Mais les Streptocoques ont besoin de cystéine, de valine, de méthionine, d’acide

glutamique, d’histidine, de leucine, et de tyrosine ou de tryptophane (Lenoin et al. ,1992).

1.8.2. Exigences en sels minéraux :

Les exigences en éléments minéraux des bactéries lactiques ne sont pas encore connues. Les
éléments majeurs comme le magnésium et le manganese sont généralement requis (Imbert et
Blandeau.,1998 ;Letrot et Juillard,2001 ; Corrieu et al.,2008), Ils ont un role dans la
nutrition des Lactobacillus (Ledesma et al., 1977 ;Mazali.,1992).Alors que les besoins en
potassium et en calcium sont moins systématiques mais les besoins en fer dépendants des
microorganismes (Pandey et al.,1994 ; Imbert et Blandeau.,1998). Le zinc a un effet positif
pour la croissance de quelques LAB. Cependant, il est toxique a forte concentration. Au
contraire, le cadmium, le sodium, et le cuivre présentent un effet inhibiteur (Corrieu et al.,
2008).

1.8.3. Exigences en glucides

Les bactéries lactiques sont capables de fermenter les glucides (Wood et Holzapfel.,
1995 ;Bazo.,2011). Par exemple S.thermophilus fermente et transforme rapidement du lactose
en lactate en utilisant des différentes sources comme le saccharose, lactose, galactose,
fructose, et glucose. Alors elle est adaptée a croitre en présence de lactose comme une source
de carbone (Vaillantcourt et al.,2002 ; Vanden et al.,2004 ; Ben-Yahia.,2012)

1.8.4. Exigences en bases azotés :

Les bases pyrimidiques et puriques ne sont pas vraiment essentielles aux meétabolismes chez
les LAB (Desmazeaud., 1983). Certaines souches du genre Lactococcus produisent I’acide
dans le lait par le mélange adénine guanine uracile et xanthine. Les Lactobacilles exigent la
présence d’adénine, de désoxyguanine, de cytosine, de thymidine, de guanine, et d’uracile
(Law et Kolstard., 1988).

1.8.5. Exigences en vitamines

Les vitamines jouent un role irremplacable des coenzymes dans le métabolisme cellulaire.
Mais les bactéries lactiques ne sont pas capables de synthétiser ces éléments. Les
Streptococcus thermophiles ONT une exigence essentielle en acide pantothénique(B5), et en

riboflavine (B2), a moindre degré en thiamine (B1), en acide nicotinique (B3) ou en
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nicotinamide et en biotine (B8). La pyridoxine et ses dérivés (B6) poussent forcément sa
croissance (Desmazeaud., 1983).

1.8.6. Exigences en cations

Les cations jouent un réle principal dans la nutrition et les différents réactions métaboliques
des bactéries lactiques (Boyaval et al., 1988. Amouzou et al., 1985) ont démontré le rdle du
Mg2+ sur Streptococcus thermophilus. Le manganese a des effets importants chez les
bactéries lactiques, il est nécessaire pour la structure et le fonctionnement des enzymes, la
détoxication des cellules mises en présence de I’oxygéne. Le potassium est important pour la
régulation du pH intracellulaire, il est exigé pour la croissance de Lb.helvertcus, Lb.casei, et
E.faecali. Le sodium exerce un effet sélectif sur des différentes espéces des bactéries lactiques
(Luquet et Roissard., 1994).

1.9. L’effet antagonisme des bactéries lactiques

Les agents pathogenes d'intoxication alimentaire et d'altération des aliments continuent
d'avoir un impact négatif sur la santé publique et l'industrie alimentaire. Les épidémies
d'intoxication alimentaire ont augmenté la mortalité (Salam et al., 2021). La contamination
des aliments représente un grand probléeme pour les consommateurs. L’exploitation des
inactions bactériennes est une tactique de lutter contre les bactéries indésirables par la
sécretion des agents ou des produits natales (Hinda et Chérifa., 2018). L’écosystéme
microbien est stable uniquement avec des nombreux micro-organismes interagissant les entre
eux, ce qui influence finalement d’autres micro-organismes dans la population. Le systéme
écologique des microbes comprend beaucoup interactions hote-pathogenes a apprendre la
prédation, le commensalisme, le parasitisme, I’inhibition, et la compétition avec nourriture
(Salam et al., 2021).Afin d’établir une niche écologique, les bactéries utilisent des plusieurs
voies pour inhiber la croissance des concurrents microbiens. Certaines voies exercent
indépendamment une toxicité sur les cellules voisines telles que la production des
antibiotiques ou les bactériocines. De nombreux mécanismes d’antagonismes nécessitants un
contact cellulaire ont été identifiés. Cette compétition microbienne se fait par I’intervention
des toxines intégrés dans la membrane cellulaire des bactéries productrices(Timothy et
al.,2020).Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans 1’industrie agro-alimentaire
selon leur réle en fermentation et la conservation alimentaire en produisant des divers
inhibiteurs (Hadjazem et Mazouz.,2021).Les bactéries lactiques sont capables de produire
ces agents antimicrobiens qui exercent une forte activité antagoniste contre des certains

microorganismes, y a compris les germes pathogénes et les germes d’altération. Les bactéries
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lactiques sont une source précieuse de composants bioactifs avec plusieurs fonctions
(katarzyna, .2022).

1.10. Facteurs inhibiteurs

Les bactéries lactiques sont bénéfiques lorsqu’elles sont ajoutées aux aliments car elles ont la
capacité d’empécher la croissance des agents pathogénes. L’activité antagonisme contre les
pathogénes intestinaux et alimentaires est une partie essentielle des propriétés pro-biotiques
des bactéries lactiques. L’objectif global de la prolongation de la durée de la conservation est
de maintenir la sécurité, la stabilité, et le stockage des produits alimentaires, cela peut étre
réalisé par le contrble de croissance des micro-organismes d’altération et des bactéries
pathogénes. Donc elles sont importantes dans la fermentation, la conservation et le stockage
des aliments. Il est a noter que I’action de ces agents antimicrobiens n’impacte pas
négativement les qualités nutritionnelles et sensorielles des aliments, en préservant ainsi leur
structure physico-chimique (Huey-Chum et al ., 2020).Les propriétés antimicrobiennes des
bactéries lactiques peuvent étre associées a des nombreux eléments. Elles sont le résultat de
I’action combinée de différents facteurs biologiques provenant de leurs activités
métaboliques. Ces facteurs contribuent une fermentation naturelle réussie des produits
alimentaires riches en glucides pour les animaux. L’activit¢é métabolique des bactéries
lactiques joue un réle prépondérant, leur capacité a produire rapidement des grandes quantités
de produits finaux avec une rédaction concomitante du pH est le facteur majeur de ces
fermentations. Bien que leurs effets spécifiques soient difficiles a quantifier. D’autres produits
métaboliques tels que le peroxyde d’hydrogene et di-acétyle peuvent également contribuer a
I’antibiose globale et au potentiel de conservation de ces produits (Dorbrogoszsven et al .,
1990).La capacité antagonisme de ces bactéries lactiques représente un facteur tres important
pour I’évaluation des pro-biotiques. Cette capacité comprend la réduction de I’adhésion
bactérienne pathogene a I'intestin, 1’agrégation, et la coagulation, ainsi que la production de
substances antimicrobiennes telles que les bactériocines (Ah-Rang et al ., 2018). Les
bactéries lactiques et leurs produits sont utilisés dans la sécurité alimentaire pour 1’inhibition
de la prolifération des microorganismes de détérioration des alimentes et des agents
pathogénes d’origine alimentaire, ’atténuation des infections virales associe aux aliments
créatifs, matériaux d’emballage, aussi pour I’augmentation du valeur nutritionnel des aliments
en favorisant la santé intestinale grace a la production des produits naturels (Salam et al .,
2021).
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Les bacteries lactiques produisent de nombreux composants antimicrobiens qui sont utilisés
dans la fermentation et la bio-conservation des aliments (Labioui et al., 2005). Parmi ces

Composées :

1.10.1. Peroxyde d’hydrogéne

Certaines especes des bactéries lactiques sont capables de produire de peroxyde d’hydrogene
(H202) et peuvent inhiber les bactéries pathogénes dépourvues de catalase, grace a la réaction
en chaine des anions su-peroxydes favorisant 1’oxydation toxique avec 1’effet antimicrobienne

(Nuriaetal ., 2019)

L’accumulation de H202 se fait principalement chez les espéces dépourvus des principales
enzymes de piégeage du peroxyde d’hydrogene, tel que la catalase et la NADH, s’accumule
dans le milieu de croissance extracellulaire et produit dans le métabolisme central du carbone

et du I’énergie (Rosanne et al ., 2014).

Généralement, les bactéries lactiques possedent une catalase négative. Alors, Dactivité
antimicrobienne cause une accumulation de peroxyde d’hydrogeéne (H202) par I’action des
oxydases en particulier les Lactobacilles (Deschel., 1989). Le H202 posséde un effet
antimicrobien qui peut étre expliqué par la production des radicaux libres comme le
groupement sur peroxyde O2 et hydroxyle OH capables de ravager I’ADN bactérien (Touati,
2000).

Lactobacilles (Pathogénes : \
02 > H202 *Inactivité des enzymes
Oxydase Flavoproténique H202 *Augmentation de la perméabilité
NADH —p] *Mutation de L’ADN
Peroxydase OH+
H20 ,’4 02 - /
/

lons halogénures

+peroxydases
Figure 4: Mode d’action du peroxyde d’hydrogéne produit par les lactobacilles sur les germes

pathogénes (Ocana et al., 1999 ; Lepargneur et Rousseau, 2002)

1.10.2. Acides organiques
Dans la métabolisme des bactéries lactiques, certaines processus métaboliques tels que la

fermentation de 1’acide lactique peuvent synthétiser une variété d’acides organiques (Yapi et
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al .,2021).L’acide lactique est un composant organique produit a partir de la fermentation par
des différents micro-organismes capables d’utiliser plusieurs sources de glucides .Les
bactéries lactiques produisant ’acide lactique en tant que produit principale du métabolisme
des sucre par fermentation homolactique et hétéroblastique , ont montré que des
concentrations d’acide lactique peuvent inhiber complétement la croissance des agents

pathogenes comme E. coli, Salmonella spp (Nuria et al., 2019).

~

Lactobacilles (fermentation

lactique) Pathogéne

— 5 | X-COOH —_, X-COO-+H+
Glucose —— X-COOH

Inactivation des

\_ Y, Enzymes

Figure 5 :Mode d’action de I’acide lactique produit par lactobacilles sur les pathogénes (Boskey et
al., 2001).

Certains Lactobacilles et Lactocoques possedent des activités lipolytiques peuvent causer une
production des acides gras comme on le voit dans la fermentation du lait fermenté (Rao et al.,
1984) et des saucisses seches. Ces acides présentent une activité contre les bactéries a Gram
positif. Leur activité antifongique dépend de la concentration, de la composition, et du pH de
milieu (Gould., 1991).

1.10.3. Dioxyde de carbone

Pendant la fermentation de certains substrats par les bactéries lactiques hétéro-fermentaires, le
CO2 crée des conditions anaérobies dans le milieu, pouvant conduire a
I’élimination des bactéries aérobies strictes. Ceci peut aussi favoriser le développement des
flores anaérobies qui pourrait étre parfois néfastes et empécher la croissance de nombreux
microorganismes aérobies comme la flore d’altération psychrophile a Gram négatif (Papa.,

2011)

1.10.4. Reutérine
La reutérine (3-hydroxypropionaldehyde) est 1'un des antibiotiques produits par les bactéries
lactiques le plus caractérise, purifié, et identifié. C’est une substance antimicrobienne qui est

considérée comme un métabolite secondaire pendant la fermentation anaérobie (du glycérol)
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par certaines especes de Lactobacillus (reutri), ainsi par d’autres genres bactériens non
lactiques tels que Klebsiella, Enterobacter,Bacilluset Clostridium (El-Ziney et al.,1998). Il
possede des activités et des objectifs procaryotes (Gram positif ou Gram négatif). Il est
appliqué a la fois en secteur médical plus qu’en secteur alimentaire (Vollenxeider., 2004).
Cependant, cet antibiotique bloque la synthése de I’ADN, ce qui explique son large spectre
d’actif. La reutéricycline est le seul antibiotique a un type d’acide tétramique. Son spectre
d’inhibition est large et comprend de certaines bactéries pathogénes a Gram+ (Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ...), ainsi Salmonella spp et
Escherichia coli. (EI-Ziney et al, 1998)

1.10.5. Di acetyle

Il est synthétisé par différents genres des bactéries lactiques comme Lactococcus sp,
Leuconostoc sp et Pediococcus sp, Lactobacillus sp. Le di acétyle (C4HeO2) est un des
composants aromatiques essentiels du beurre. 1l a des propriétés antimicrobiennes qui sont
dirigées contre les levures, les bactéries Gram-négatif, et les bactéries Gram-positif non

lactiques, ces dernieres y sont moins sensibles (El Ziney et al, 1998).

1.10.6. Phages lactiques
Les bactériophages des bactéries lactiques sont un exemple de parasitisme. Au cours de la
fermentation, les phages peuvent tout a coup conduire a la lyse des souches dominantes, une
altération du produit fermenté, et des importantes pertes économiques pour les industriels
(Sieuwerts et al., 2008).

1.10.7. Bactériocines

Les bactériocines ont été découvertes pour la premiere fois en 1925 par Gratia. La premiére
bactériocine, isolée d’Escherichia coli, a une activité bactéricide contre une autre souche dE.
Coli. Cette découverte sont des peptides antimicrobiens produits par des bactéries des
gammes d’hote étroite ou large (Paul et al., 2005). Particulierement les bactéries lactiques
comprennent divers genres tels que Pediococcus ,Leuconostoc , Weissella ,Lactococcus
Lactobacillus , Streptococcus , Enterococcus , Carnobacterium , Bifidobacterium ...(Atieh et
al .,2021).

1.10.7.1. Caractéristiques des bactériocines
Les bactériocines sont des substances protéiques synthétises par des ribosomes d’une

longueur de 20a60 acides aminés (Aleksandra et al., 2017). Ce sont des peptides
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antimicrobiens thermostables qui ont un énorme potentiel en tant que conservateur
alimentaire et antibiotique contre des agents pathogenes multi-résistants (Rodney et al .,
2018). Elles sont de faible poids moléculaire secrété par les cellules bactériennes prédatrices
pour inhiber les cellules présentes dans le méme écosystéeme. Ainsi, ces peptides ont des
propriétés antibactériennes natives antivirales et antifongiques supplémentaires (Veeresh et
al ., 2018).Ensuite, les bactériocines représentent un intérét dans la conservation des denrées
alimentaires grace a leur capacité de réguler la microflore existe dans les produits fermentés
(Dortu ., 2009).

1.10.7.2. Synthese des bactériocines

Toutes les bactériocines sont synthétisées par les ribosomes dans le cytoplasme des cellules
productrices de maniére constante sous forme moléculaire positif. La présence d’un peptide
« leader » permet la sécrétion des bactériocines dans le milieu extérieur (Jasniewski,
2008).Elles sont codées par des genes spécifiques sous forme de peptide, ne contenant que les
20 acides aminés pertinents, dans le code génetique (Rashmi et al., 2019). Le formulaire
modification post-traductionnelle étendue, biologiquement active et mature nécessite de
produire : modification spécifique des acides aminés, formation des endopeptides Thio-éther
et/ou amino-éther, peptide leader retiré du coté N-terminal et transporté peptides a la matrice
extracellulaire. En plus de ces fonctions, il est obligatoire de procurer d’autres étapes
contr6lées comme la régulation de leurs mécanismes biosynthétiques et immunitaires afin

d’assurer les cellules produisant leurs propres bactériocines (Rashmi et al., 2019).

Sur la base de ces observations, il n’a été constaté que le premier gene spécifique contenant

un gene de structure de bactériocine.

1.10.7.3. Classification de bactériocines
Les bactériocines sont récemment classées selon leur taille, activités, structure, poids
moléculaire, modifications post-traditionnelles, et caractéristiques génétiques (Mokoena,

2017) Les classes essentielles sont :

Classe | (les antibiotiques) : des peptides < 5kDa, formés post-traditionnellement divisés en

deux types :

Classe la : des peptides cationiques hydrophobes allongés contenant jusqu’a 34 acides aminés

(Carine et Philippe ., 2009)
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Classe Ib: des peptides globulaires chargés négativement ou sans charge nette contenant
jusqu’a 19acides aminés (Carine et Philipe ., 2009)

Maersacidine

Figure 1. Séquence et structure de lantibiotiques de type A (Nisine), B (Mersacidine) et d'un lantibiotique « two-peptides
(Lacticine 3147 Al et A2) Sequence and structwre of a type A lantibiotic (Nisin), a type B lantibiotic (Mersacidin) and a
« two-peptides » lantibiotic (Lacticin 3147 Al and A2).

Figure 6 : Séguence et structure de I’antibiotique de type A (Nisine), B(Mercacidine) et d’un
I’antibiotique « two peptides » (Mcauliffe et al., 2001).

Classe Il (les bactériocines peptidiques): des peptides < 10 K Da, stables a la chaleur et ne
contenant pas des acides aminés modifiés. Leur point isoélectrique varie entre 8 et 10. Cette

classe est divisée en trois sous classes (Drider et al, 2009)

Sous-classe lla: contient entre 27 et 48 acides aminés. Il sont une partie N-terminale

hydrophobe contenant la séquence consensus (Fimland et al., 2000).

Sous classe Ilb : deux types de bactériocines de classe Il1b peuvent étre distingués : le type

E(Enhancing) et de type S(Synergy) ou les peptides sont complémentaires.

La sous classe Ilc : contient les bactériocines qui ne peuvent pas étre classés dans les autres

sous-classes (Carine et Philippe., 2009)

Classe I11: des protéines >30kDa sensibles a la chaleur. Cette classe ne contient que ces
bactériocines : I’helveticin J produit par Lactobaccilius helveticus A, I’enterolysin A produire
par Enterococcus faecium, la zoocin A produire par Spreptococcus milleri (Nilsen et al .,
2003).

Classer 1V : des peptides requérants une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une

activité. Aucune bactériocine de cette classe n’a été décrite (Carine et Philippe., 2009)
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1.10.7.4 Le mécanisme d’action de bactériocine

Les Bactériocine peuvent éliminer directement les bactéries pathogenes en inhibant la
biosynthése de la paroi cellulaire bactérienne. Selon (Tagg et al., 1976) le mode d’action des
bactériocines comporte deux étapes :

1%r¢ ¢tape : consiste & savoir si la bactériocine est absorbée sur un récepteur spécifique a la
membrane des cellules cibles.

2'¢me ¢gtape : étape irréversible impliquant des modifications pathologiques des cellules cibles.
(Chung et al., 2000) ont démontré que les bactériocines agissent comme les pores se forment
dans la membrane plasmique des cellules cibles, perte de composants cellulaires (ATP, K+)
qui jouent un réle dans le maintien de I’homéostasie réserve énergétique et pH intracellulaire.
Cette perte d’intégrit¢é conduit a la synthese des macromolécules (ADN, ARN,
proteines).Alors que (Schved et al.,1994)ont affirmé que les bactériocines peuvent avoir
trois types d’action :

-Effet bactériostatique : Ralentit ou stoppe la croissance .

-Effet bactericide : Perte de la viabilit¢ et lyse -cellulaire tel que la Nisine.

-Effet bactéricide sans aucune lyse cellulaire.
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Figure 7: Mode d’action des bactériocines de bactéries lactiques (Cotter et al., 2005)
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2. Les bactéries pathogénes (responsables des infections Urinaires)

2.1. Généralités :

Le Corps humain ¢’est un écosysteme complexe et florissant, il contient environ 1013 cellules
humaines ainsi qu’environ 1014 cellules bactériennes, fongiques et protozoaires, qui
représentent des milliers d’espéces microbiennes. Ces microbes appelés Flore normale, sont
généralement limités a certaines zones du corps, notamment la peau, la bouche, le gros
intestin ..., certaines microbes (les bactéries pathogénes) sont capables de causer des maladies

ou la mort (Bruce et al ., 2002).

Les bactéries pathogénes (BP), sont des bactéries capables de provoquer des maladies
lorsqu’elles pénétrent dans le corps et peuvent se propager dans I’eau, I’air, le sol, les aliments
...Elles expriment une large gamme des molécules qui se lient aux cibles des cellules hétes
pour faciliter les réponses de 1’hdte. Les stratégies moléculaires utilisées par des bactéries
pour interagir avec 1’hOte peuvent étre uniques a des agents pathogénes spécifiques ou
conservées dans plusieurs especes differentes. Une des clés de la lutte contre les maladies
bactériennes est I’identification des caractéristiques de toutes ces différentes stratégies
(Wilson et al., 2002).11 y a certains germes pathogeénes responsables des maladies trés

dangereuses surtout dans le systeme urinaire.
2.2. Les infections urinaires :

2.2.1. Epidémiologie et Physiopathologie :

Depuis des années les infections urinaires représentent un probleme majeur dans la pathologie
infectieuse. Elles sont causées par une gamme d’agents pathogénes et peut étre considérees
comme 'un des types d’infection les plus courants d’origine alimentaire, nosocomiale et
récurrente. Surviennent lorsque les bactéries extérieures au corps penetrent dans les voies

urinaires par 'urétre, elles commencent a se multiplier. (Ana et al ., 2015).

Les infections des voies urinaires (IVU) sont des infections bactériennes humaines les plus
courantes touchant 150 millions de personnes chaque année dans le monde, et sont
responsables d’une morbidité et d’une mortalité importante, entrainant une augmentation des
couts de santé, en particulier chez les femmes, les bébés et les personnes agées (Timothée.,
2017).
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Les infections urinaires ont une grande vérité de présentation, certaines sont des simples
infections qui peuvent étre gérées avec des antibiotiques ambulatoires et ont une évolution
clinique rassurante avec une bonne progression presque universelle. D’autres peuvent
également étre compliquées par plusieurs facteurs de risques pouvant entrainer un échec du
traitement (Ayan et al ., 2022).

Une infection de voies urinaires est définie comme une infiltration microbienne des voies
urinaires autrement stériles, 1'une des infections bactériennes les plus courantes dans le
monde. (IVU) englobent les infections de 1'urétre (urétérite), de la vessie (cystite), de 1'uretére

(urétérite) et des reins (pyélonéphrite)... (Dielubanza et al ., 2011).

Certaines personnes sont plus a risque de contacter une infection urinaire, elle est plus
fréquente chez les femmes car leurs uretres sont plus courtes et plus porches du rectum. Cela

facilite ’entrée des bactéries dans les voies urinaires.

2.2.2. Les types d’infections urinaires bactériennes

Les infections urinaires bactériennes peuvent affecter I’urétre, la prostate, la cystite, peut étre
non compliquée et généralement supposée étre une cystite ou une pyélonéphrite. Elles se
produisent chez les femmes ou des patients qui ont un diabéte. Les IU compliquées peuvent
toucher les deux sexes a tous les ages surtout chez les femmes enceintes, les diabétiques, les
patientes de maladie rénale chronique ou instrumentation ou chirurgie récente du tractus

urinaires (Paola et al ., 2008).

Différents facteurs favorisants I’infection urinaire ont été identifiés (Foxman et al., 2000 ;
Foxman, 2002 ) :

Utilisation de spermicides.
Activités sexuelles.
Troubles du comportement mictionnel (mictions rares, retenues, incomplétes).

Diabete désequilibré et/ou compliqué (neuropathie veésicale).
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Uretére

Prostate

Ureétre

Figure 8 : VVoies excrétrices urinaires

a. Les infections urinaires basses

Cystite :

La cystite interstitielle (IC), est une inflammation chronique de la vessie qui entraine des

douleurs vésicales chroniques ainsi qu’une urgence et une fréquence urinaire (Maryam et

al ., 2019).Ce sont des infections tres courantes. L’augmentation rapide des infections causées

par des uro pathogenes multi-résistantes E.coli sont responsables de la majorité des infections

de la vessie (Thomas et al ., 2012)

Urétrite :

Bactéries
intestinales
Vessie
et urétre
sans bactéries

Des bactéries venant du /
rectum (Escherichia coli) (7
remontent jusqu’'a {
Furétre et la vessie \\

‘L'évacuation de la vessie
élimine les bactéries

Figure 9 : causes de maladies de cystite chez I’homme

L’infection de I'urétre par les bactéries se produit lorsque les microorganismes qui accédent a

I'urétre de maniere aigue ou chronique colonise les nombreuses glandes péri-urétrales des

portions bulbaires et mobiles de I'urétre féminin (Ashley et al ., 2022).L'infection de l'urétre

entraine chez I'nomme une difficulté a uriner, une douleur a I'écoulement de l'urine et

généralement un écoulement urétral (Forster R., 1990).
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Figure 10 : les causes d’urétrite chez I’homme

Prostatite :

Est une inflammation douloureuse de la prostate, elle s’agit d’une affection courante qui peut
toucher les hommes de tout age, peut €tre aigue ou chronique peut survenir a la suite d’une
infection urétrale ascendante ou d’un reflux d’urine infectée dans des conduits prostatiques se

déversant dans I’'urétre postérieur (Delavierre., 2007)

La prostate bactérienne est causée principalement par des bactéries coliformes Pseudomonas
aeruginosa et Entérocoques faecalis. Il est souvent difficile a guérir et nécessite genéralement
un trainement prolongé (4 a 16 semaines) avec un agent antimicrobien approprié qui atteint

des niveaux thérapeutiques dans le systéeme sécrétoire prostatite (Meares ., 1991).

b. Les infections urinaires hautes :

La pyélonéphrite

C’est une atteinte des voies urinaires hautes et du parenchyme rénal. Les signes cliniques
sont: la fievre élevée, les vomissements, les lombalgies aigués et chroniques, définie
par des critéres : cliniques et bactériologiques (Pangon et Chaplain., 2003).

La plupart des infections urinaires sont causées par des souches spécialisées généralement les
entérobactéries ou les bactéries nosocomiales ex: Escherichia coli,Proteus mirabilis,

Pseudomons aeruginosa ...
2.3. Caractéristiques des uropathogéenes

2.3.1. Escherichia coli:
Theodore Escherichia est un microbiologiste pédiatre allemand qui a commencé une étude sur
les microbes intestinaux, fut en 1865 I’inventeur d’une bactérie particuliére Bacterium coli

commune qui sera appelée plus tard Escherichia coli (Zachary et al ., 2015).
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Depuis plus d’un siécle, il est connu qu’Escherichia coli est classé comme une bactérie Gram-
négative en forme batonnet anaérobie facultative, non sporulée, oxydase négative dans la
famille des Enterobacteriaceae. La bactérie habite principalement le tractus intestinal
inférieur des animaux a sang chaud. (J jangetal., J 2017)

Ce sont des bactéries généralement commensales de la microflore bactérienne normale du
tube digestif de ’homme, E coli peut également étre a l'origine de pathologie extra-
intestinale. C’est un agent responsable des infections urinaires qui a des caractéristiques

particuliéres leur permettent de profiter de 1’environnement de la vessie (Betsy et al ., 2003)

Figure 11 : E coli observée au microscope électrique (P.Sri chandana; 2015)

2.3.2. Proteus mirabilis

Elles ont été décrites pour la premier fois en 1885 par le microbiologiste allemand Gustav
Hauser, au sein dans la famille des Enterobacteriaceae, qu’il avait révélé leur caractéristique
de croissance intensive en essaimage (Dominique., 2016). C’est un uropathogene
opportuniste, forme batonnet Gram négatif. Elle est bien connue par sa capacité a essaimer de
Maniere robuste sur les surfaces selon un motif en ceil de beeuf saisissant. Cliniqguement, cet
organisme est plus souvent pathogéne pour les voies urinaires chez les patients subissant un

catharisme au long cours (Jessica et al ., 2015).

Proteus mirabilis est capable de provoquer des infections symptomatiques des voies urinaires
notamment la cystite et la pyélonéphrite, accompagnée par une lithiase urinaire. Le
développement de calculs vésicaux ou rénaux dus a I’alcalinisation de 1'urine & partir de
I’hydrolyse de 1’urée en dioxyde de carbone et en ammoniac est catalysé par 1’'uréase, (Chelsi
et al ., 2018) présent dans les cas de bactériurie asymptomatique , en particulier chez les
personnes agées et les patientes atteints de diabete de type 2.Les infection par cette bactérie

peuvent provoquer la formation de calculs urinaires ( urolithiase) . (Harry, 2019).

Page 26



Chapitre | : Partie bibliographique

Figure 12 : Proteus mirabilis observée au microscope électronique (Ducluzeau., 2006)

2.3.4. Klebsiella pneumoniae

Elles ont été décrites indépendamment en 1885. Ces batonnets a Gram négatif colonisent le
tractus intestinal humain considéré comme le principal réservoir de ces pathogénes
opportunistes multi-résistantes. Elles sont connues par leurs fréquences élevées et diversité
des génes de résistance aux antimicrobiens(RAM). Dans les conditions favorables, elle
provoquer des diverses maladies infectieuses, notamment des (IVU), des pneumonies et des
abcés du foie (Agata.,2022).Les caracteristiques phenotypiques de cette bactérie comprennent
la motilité¢ d’essaimage, la production d’uréase et d’hémolysine, et la synthése de nombreux

fibrine d’adhérence (Rebecca M et Michel B ., 2018).

Figure 13 : Klebsiella pneumoniae observée au microscope électrique (Thierry, 2019).

2.3.5. Pseudomonas aeruginosa:

Pseudomonas aeruginosa est un agent pathogéne bacille a Gram négatif ubiquitaire
appartenant aux Protéobactéries qui sont des pathogenes opportunistes (Larry et al ., 2022)ce
qui est devenu une cause importante de 1’infection, en particulier chez les patients
immunodéprimés dont les mécanismes de défense de I’hote sont compromis. Elle est
fréquemment liée aux infections nosocomiales telles que la pneumonie, les infections des

voies urinaires et la bactériémie. (Garima et al., 2014).
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2.3.6. Enterococcus Faecalis

Enterococcus Faecalis (préecédemment identifié comme Streptoccocus Faecalis), est une
bactérie anaérobie facultative a gram positif et catalase négatif implique dans des nombreuses
infections mortelles ou réfractaires chez I’homme (Jingwen et al., 2020).Ce sont des bactéries
a faible GC, non sporulées, et chimioorganotrophes fermentaires obligatoires (homo
fermentaires), qui sont classées actuellement parmi les agents pathogenes hospitaliers multi-
résistants les plus rependus dans le monde. Elles sont capables de provoquer diverses
infections, notamment la septicémie, plaies chirurgical et leurs infections. Le germe
Enterococcus comprend plus de 40 espéces écologiquement causées par deux especes :
E.faecalis et E.faecium (Daria et al ., 2013).La maladie & Enterocoques a été décrite pour la
premiére fois en détail a la fin du 19 siécle. Le terme « Enterocoques » a été inventé par
Thiercelin en 1899, lorsqu’il décrit des bactéries commensales intestinales capables de
devenir pathogenes. Elles ont généralement une température de croissance de 10 a 45 °C,
produisant de I’acide lactique comme produit final de la fermentation du glucose, sans
production de gaz. Enterococcus faecalis, bien qu’un commensal intestinal, soit une cause
fréquente de nombreuses infections humaines graves, y compris les (IVU), responsables

d’environ 11000 cas par année. (Monica et louis ., 2019).
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1. Matériel et méthodes

1. Lieu et objectif

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire (microbiologie), laboratoire pédagogique de
Iuniversité Abdelhamid Ibn Badis —Mostaganem-, durant la période allant de Mars a Juin de
I’année2023.L’objectif principal de I’étude consiste a étudier I’effet antimicrobien des
souches lactiques isolées localement vis-a-vis des bactéries pathogénes responsables des

infections urinaires.
2. Matériel

2.1. Matériel biologique

Lors de ce travail, 20 souches de bacteries lactiques (Tableau 3) ont eté utilisées pour tester
leur pouvoir antimicrobien. Toutes les souches ont été isolées, purifiées et identifiées par une
technique moléculaire (Spectrométrie de masse MALDI-TOF MS) par notre Co-Encadreur
Docteur BOUCHIBANE Malika (Bouchibane et al., 2022).

Cing bactéries pathogeénes ont été testées comme présenter dans le Tableau (4).

Tableau 3 : Origine et identification des souches des bactéries lactiques.

Code des | Origine Région Score d’identification | Identification
souches MALDI-TOF MS

SL102 2.18 Lactobacillus
plantarum

SL110 Blida 2.152 Lactobacillus
plantarum

SL111 1.802 Lactobacillus
plantarum

SL101 J’ben 1.94 Lactobacillus
plantarum

SL105 2.012 Lactobacillus
Naama plantarum

SL106 2.186 Lactobacillus
plantarum

SL30 2.289 Enterococcus

faecium
SL112 2.031 Lactobacillus
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fermentum
SLO7 Médéa 1.905 Lactobacillus
fermentum
SL9 Bechar 2.276 Enterococcus
faecium
SL15 Khenchela 2.267 Lactococcus
Khenchela lactis ssp
lactis
SL109 1.859 Lactobacillus
fermentum
SL21 2.260 Enterococcus
faecium
SL107 1.859 Lactobacillus
fermentum
SL14 Zebda Khenchela 2.384 Enterococcus
faecium
SL103 1.947 Lactobacillus
plantarum
SL108 Médéa 1.742 Lactobacillus
fermentum
SL04 1.862 Lactobacillus
L’ben Blida fermentum
SL104 2.161 Lactobacillus
plantarum
SL28 Smen Naama 2.262 Enterococcus
faecium

Tableau 4 : Bactéries pathogénes testées

Souches

_

Escherichia coli ATCC25922
Proteus mirabilis ATCC35659
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Enterococcus faecalis ATCC 29212
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2.2 Matériel non biologique
Milieux de culture et Appareillage (Annexe I et II).

3. Méthodes

3.1. Revivification des souches
Les souches lactiques qui ont été conservées auparavant dans le glycérol sont revivifiées par
deux repiquages sur les bouillons MRS et M17 a 37°C pendant 24h.

Les souches pathogénes qui ont été conservées au paravent dans la gélose nutritive inclinée

sont revivifiées sur le bouillon nutritif & 37°C pendant 24h.

3.2. Veérification de la pureté des souches lactiques

La verification de la pureté des souches lactiques été réalisée par un ensemencement en strie
sur les geloses MRS et M17 suivi d’incubation a 37°C pendant 48 a 72h en anaérobiose et
aerobiose. Cette opération est répétée deux fois, ensuite la pureté a eté confirmée par un test

de catalase et un examen macroscopique et microscopique.

La vérification de la pureté des souches pathogénes a été realisée par un ensemencement en
stries de chaque espéece dans son milieu spécifique puis les boites ont été incubées a 37°C

pendant 18 a 24 heures.

3.2.1. Test de catalase
La catalase est mise en évidence en émulsionnant la culture bactérienne a tester dans une
solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant sous forme

de mousse traduit la décomposition de 1’eau oxygénée sous l’action de I’enzyme a tester

(Larpent et al., 1990).

3.2.2. Examen macroscopique
L’examen macroscopique a été effectué par I’étude de la taille, la forme et la couleur des

colonies obtenues sur les géloses, et aussi par 1I’observation d’un trouble sur les bouillons.

3.2.3. Examen microscopique
L’examen microscopique des colonies a été effectué par la coloration de Gram pour

déterminer le type de Gram, leurs morphologies et leur mode de regroupement.
-La coloration de Gram a été réalisée selon la méthode suivante :

-Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne jeune ;
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-Recouvrir la lame avec le colorant le violet de gentiane pendant 1 minute ;

-Laver a I’eau ;

-Ajouter du Lugol pendant 1 minute ;

-Décolorer avec ’alcool a 95° pendant 30 seconde ; puis rincer a ’eau ;

-Reéaliser une contre coloration en utilisant la Fuchsine et laisser agir 1 minute ; laver a I’eau ;

-Apres séchage sous mettre la lame sous une observation microscopique (x100). Les bactéries
a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif apparaissent en rose
(Singleton ., 1999).

3.3. Conservation des souches

La conservation des souches a courte durée a été faite sur géloses inclinées a 4°C. Et pour
une longue durée, les cultures jeunes ont été placées en tubes Eppendorf contenant les
boulions MRS ,17 (bacteéries lactiques) ou BN (pour les bactéries pathogenes) additionnées de
30% (v/v) de glycérol stérile puis conservées a 20°C (Badis et al, 2003).

3.4. L’effet antimicrobien des souches lactiques

3.4.1. Préparation des pré-cultures des souches lactiques et pathogenes

Des colonies pures de bacteries lactiques ont été inoculées dans des tubes a essai contenant 7
ml de MRS liquide et incubées a 37°C pendant 24h.

Les colonies pures des souches pathogénes ont été inoculées dans le bouillon nutritif, et
incubées pendant 18 a 24h a 37 C°.
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Inoculation de la colonie dans le bouillon
Et incubation & 37C° pendant 24h.

¥

Souches bactériennes sur milieu gélosé

Figure 14: technique de la préparation d’une culture jeune.

3.4.2. Détection de Peffet antimicrobien

Deux méthodes ont été utilisées pour la mise en évidence de cette activité : méthodes de

diffusion en puits et méthodes des disques :

Les cultures jeunes des bactéries ont été ajustées a une DO de 0.08 a 0.1 a 620 nm et étalees
sur du milieu MH puis laisséeslh a une température ambiante. Ensuite des puits ont été
effectués et un volume del00ul d’une culture jeune des souches lactiques a été ajouté a
chaque puits. Les boites ont été maintenues a 4°C pendant 1h avant ’incubation a 37°C
pendant 24h.

Pour I’évaluation de cet effet par la technique des disques de papier wattman, la méme
procédure que celle décrite précédemment a été réalisée sauf que les disques ont été trempés

dans la suspension bactérienne des cultures lactiques puis déposés sur la gélose MH.

L’effet antimicrobien a été estimé en mesurant les diamétres des zones qui ont été apparues

autour des puits et des disques (Bouchibane, 2023).
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g

BP incubées 18h a 24h
a 37C°

LAB incubées 24h & 37C° }

¢

Remplir le tube 9ml de I’eau Perforer au centre de gélose, Tremper les disques en
physiologie, préparer la DO et remplir les puits par suspension LAB puis déposer
des BP et ensemencer sur MH. suspension LAB sur la gélose MH

O
: O
O O
Apres I’incubation a 37C° pendant
24h les puits et les disques entourés
d’une ZI sont considérés comme +. @

Zi= diamétre de la zone d’inhibition obtenue — diamétre du puits (6mm).

Figure 15 : Schéma des méthodes de I’effet antimicrobien des LAB.
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3.6. Test de sensibilité aux antibiotiques

Pour déterminer le comportement des espéces lactiques vis-a-vis de certains antibiotiques,
nous avons testé leurs résistances par diffusion sur milieu MRS solide a la disposition des
disques d’antibiotiques commerciaux (Tableau 5). A partir de cultures jeunes des souches
lactiques, on a raclé quelques colonies (5 a 7) que I’on a ajoutées a 10ml d’eau physiologique.
Apreés homogénéisation, les préparations ainsi préparées sont ensemencées par étalement a
I’aide d’écouvillon imbibé de la culture bactérienne. Aprés séchage des boites, on dépose
stérilement les disques d’antibiotiques a la surface du milieu (5 a 7 par boites). Les boites sont
incubées a 37°C pendant 24 a 48h. La lecture des résultats consiste a mesurer les diameétres
des zones claires d’inhibitions. Les résultats ont été exprim¢ comme sensible (S >21 mm),

intermédiaire (I entre 16-20mm), et résistance (R<15mm). (Bouchibane., 2023).

Tableau 5: I’antibiotique utilisé et leur famille.

AMC 300 (25ug) Béta-lactamine
VA (30ug) Glycopeptides
CS (10ug) Polymyxines
L (500mg) Lincosamides
PB300 (2mg/l) polypeptides

AMC 300 : Amoxicilline (25ug), VA : Vancomycin (30ug), CS : Colistin (10ug),
L : Lincomycine (500mg), PB 300 : polymyxine B (2mg/l).
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Gélose+ suspension bactérienne

Les disques d’antibiotiques

Zone d’inhibition

Figure 16: méthode d’antibiogramme sur les bactéries lactiques
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I11. Résultats et discussion

1. Vérification de la pureté des souches
Apres I’opération de a purification, nous avons obtenu dessouches pures, les colonies sont

d’un aspect (couleur, taille et forme) typique et homogene.

1.1. Test catalase
Toutes les souches lactiques sont de catalase négative a cause de I’absence de dégagement

gazeux (02), comme le montre la figurel?.

Figure 17 : Résultat de test catalase

1.2. Critéres macroscopiques
L’observation macroscopique du développement des bactéries sur les bouillons (MRS et BN)

a montré la présence d’un trouble (figure 18 et 19).

Figure 18 : Aspect des bactéries lactiques pures en milieu MRS liquide
T :Témoin S : Culture microbienne
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Figure 19 : Aspect des souches pathogénes pures en milieu BN
T :Témoin S : Culture microbienne

Sur milieu MRS solide, les souches ont donné des colonies lenticulaires parfois circulaires, de
petites tailles a moyenne d’environ 1mm de diameétre, blanchatres, laiteuses ou crémes, avec
un contour régulier et lisse (Figure20).

Figure 20 : Aspect des souches lactiques pures en milieu MRS solide.
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Les souches indicatrices cultivées sur milieux Mac Con Key avaient un aspect
arrondi, a contour régulier (Figure 21).

Figure 21 : Aspect macroscopique des uro-pathogénes sur milieu Mac Con Key.

A : Escherichia coli (ACC 25922) B : Enterococcus faecalis (ATCC 29212) C: Proteus
mirabilis(ATCC35659) D:Pseudomonas.aeruginosa(ATCC27853) E :Klebsiella
pneumoniae(ATCC700603).

1.3. Criteres microscopique :
L’observation microscopique a montré que toutes les souches lactiques sont a Gram positif, se
présentent sous forme des Bacilles (figure 22) et des coques (Figure 23) disposés

diplocoques et en chainettes, et leurs aspects microscopiques sont notés dans le Tableau 06.

Page 39



Chapitre 111

Résultats et discussion

Figure 23 : Observations microscopiques des bactéries lactiques couques (aérobies) (G : 10x100)

Tableau 6: Résultats de I’aspect microscopique des bactéries lactiques

Les souches Code | Forme Mode de
Regroupement | Gram Catalase

Lactobacillus plantarum | SL102 | Bacilles Isolée en

longs chainette
Lactobacillus plantarum | SL110 | Bacilles En chainettes

courts
Lactobacillus plantarum | SL111 | Bacilles En chainettes

courts
Lactobacillus plantarum | SL101 | Bacilles Tétrade isolée
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courts
Lactobacillus plantarum | SL105 | Bacilles long | En chainettes
Lactobacillus plantarum | SL106 | Bacilles En chainettes
courts
Enterococcusfaecium SL30 | Cocci En amas
Lactobacillus SL112 | Bacilles En chainettes
fermentum moyen
Lactobacillus SLO7 | Bacilles long | En chainettes
fermentum
Enterococcusfaecium SL9 | Cocci diplocoques
Lactococcuslactisssplact | SL15 | Coccobacilles | En chainettes
is
Lactobacillus SL109 | Bacilles En chainettes
fermentum courts
Enterococcusfaecium SL21 | Coccobacilles | En chainettes
Lactobacillus SL107 | Bacilles En chainettes
fermentum moyen
Enterococcusfaecium SL14 | Cocci Diplocoques
Lactobacillus plantarum | SL103 | Bacilles long | Chainette isolée
Lactobacillus SL108 | Bacilles En chainette
fermentum courts
Lactobacillus SL04 | Bacilles En chainette
fermentum courts isolée
Lactobacillus plantarum | SL104 | Bacilles En chainette
courts
Enterococcusfaecium SL28 | Coques tétrade
courts

Positif (+) | Catalase (-)

L’observation microscopique des bactéries pathogénes a été constatée la présence des

différentes formes de cellules bacilles batonnets ou coques. Le mode d’association varie d’un

isolat a I’autre. Ces observations permettent de les classer initialement selon le Gram, et leur

morphologie. Les résultats de 1’observation microscopique des souches pathogénes sont

présentés dans la Figure 24 et le Tableau 07.
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Figure 24 : Observation microscopique des souches pathogénes apreés la coloration de Gram (Gx100).
A: Escherichia coli (ACC 25922) B: Klebsiella pneumoniae (ATCC700603)
D : Proteus mirabilis (ATCC35659) C : Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Tableau 7: résultats de 1’aspect microscopique des bactéries pathogenes

Escherichia coli Bacille batonne

Klebsiella pneumoniae Bacille batonne -

Proteus mirabilis Bacille batonne -

Pseudomonas aeruginosa | Bacille batonne -

Enterococcus faecalis Couques en chaines +
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2. Résultats de I’effet antimicrobien

La capacité compétitive des bactéries lactiques découle de leur activité fermentaire associée a
la production des divers composés antimicrobiens pour inhiber la prolifération des
microorganismes. De nombreuses substances a activité antagoniste produites par les bactéries

lactiques ont été régulierement mises en eévidence (Rodrigues., 2002).

Les bactéries lactiques produisent un grand nombre des métabolites aux propriétés
antimicrobiennes, tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de

carbone, le di acétyle et les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

Dans cette partie nous avons testé la capacité d’inhibition des (20 souches) lactiques vis-a-vis
des bactéries pathogénes responsables des infections urinaires, a savoir Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis
par contact direct en utilisant deux méthodes (des puits et les disques). On a fait trois

répetitions pour chaque bactérie pathogéne, puis calcule les moyennes d’inhibition.

2.1. Resultats de méthode des puits

L’inhibition se traduit par la formation des zones claires, autour des souches
ensemencées par touche. Les diamétres des zones d’inhibitions (Zi) et leurs moyennes sont
représentees dans les histogrammes et figure (25).

Aprés trois répétitions, nous remarquons que les bactéries lactiques testées ont montré une
activité antimicrobienne différente d’une souche a autre avec divers zones d’inhibition ,en
calculant les moyennes suivantes :

0 a 28 mm contre Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853),

0 a 22,3 mm contre Proteus mirabilis(ATCC35659),

0 a 17.66 mm contre Escherichia coli (ATCC25922),

0 a 21.4 mm contre, Klebsiella pneumoniae (ATCC700603),

0 a 10.33 mm contre Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

La « Lactobacillus plantarum » codée par S106 origine de J’ben de région « Naama » est la
seule souche qui n’a aucune activité contre toutes les souches pathogénes.

La bactérie « Enterococcus faecium » codée par S9 a agi fortement sur Pseudomonas
aeruginosa avec une moyenne de Zi maximale de 28 mm.

La souche Klebsiella pneumoniaea été inhibée par I’espéce Lactobacillus plantarum codée

S103 en formant une zone de 21,4 mm.
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L’effet inhibiteur de la souche Lactobacillus fermentum (S112) contre Enterococcus faecalis

est la plus faible avec une moyenne minimale de 1,3 mm.

La souche Enterococcus faecalis est la plus résiste par rapport les autres souches par un
moyenne d’inhibition (ZI <6mm). On déduit donc I’effet des bactéries lactiques sur les

pathogénes Gram (-), efficace aux autres bactéries Gram (+).

S103 (Lactobacillus plantarum) et S105 (Lactobacillus plantarum) ont un large spectre
d’action contre E. coli. Les souches S15 (Lactococcus lactis ssp lactis) et S14 (Enterococcus
faecium) avaient un effet a large spectre sur la souche pathogéne Proteus mirabilis, tandis

qu’il y a cing souches lactiques n’avaient aucune activité contre cette bactérie.

S9 (Enterococcusfaecium) et S104 (Lactobacillus fermentum) ont un effet a haut spectre sur la
souche pathogene Klebsiella pneumoniae Mais certains n’ont pas un effet sur cette bactérie.
S21 (Enterococcus faecium) et S104 (Lactobacillus plantarum), S09 (Enterococcus faecium),
S101 (Lactobacillus plantarum), S102 (Lactobacillus plantarum) possédent un haut spectre
contre Pseudomonas aeruginosa, par contre 6 souches lactiques sont inactives sur cette
bactérie. Nos résultats sont comparées a celui fourni par (Jamalifar et al., 2017) qui a noté
que les bactéries lactiques surtout les Lactobacilles permettent d'inhiber la croissance de

P.aeruginosa.

Toutes les souches d'acide lactique ont une activité inhibitrice contre Escherichia coli sauf la
souche Lactobacillus plantarum codée par S106 qui n’a aucun effet, donc elle est la souche la
plus résistante. Tandis que la plupart des souches lactiques a différentes concentrations ont
une activité inhibitrice contre Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis, Ces données sont

similaires a celles présentées par (Bouchibane, 2023).

Ces résultats confirment que nos bactéries lactiques sont capables de synthétiser des
substances inhibitrices ayant une activité antimicrobienne. L’ensemble des souches ne

présente pas le méme spectre d’action vis-a-vis les germes pathogeénes (figure 25).
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Figure 25: L’activit¢é antagoniste des souches lactiques isolées vis-a-vis des bactéries
pathogénes
A: Escherichia coli B: Pseudomonas aeruginosa C: Klebsiella pneumonia

D : Proteus mirabilis

Les moyennes des zones d’inhibition de ’activité antimicrobienne des souches lactiques vis-
a-vis les souches pathogenes responsables des infections urinaires par la méthode des puits

ont traduits dans les histogrammes suivants :
Les diamétres des halos d’inhibition sont exprimés en mm

S : souche.
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Figure 26 : Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S4 et S6) vis-a-vis des germes

pathogenes par méthode des puits.
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Figure 27: Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S9et S14) vis-a-vis des germes

pathogenes par méthode des puits
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Figure 28: Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S15 et S21) vis-a-vis des germes

pathogenes par méthode des puits.
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Figure 29: Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S28 et S30) vis-a-vis des germes

pathogenes par méthode des puits.
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Figure 30 : Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S 101 et S102) vis-a-vis des germes

pathogenes par méthode des puits.
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Figure 31: Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S105 et S107) vis-a-vis des germes

pathogenes par méthode des puits.
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Figure 32 : Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S108 et S109) vis-a-vis des germes
pathogenes par méthode des puits.
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Figure 33: Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S4 et S6) vis-a-vis des germes
pathogenes par méthode des puits.
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Figure 34: Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S111et S103) vis-a-vis des germes

pathogenes par méthode des puits.
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Figure 35: Les moyennes des zones d’inhibition de la souche S104 vis-a-vis des germes pathogenes

par méthode des puits.
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2.2. Résultats de méthode des disques

Dans cette partie, le pouvoir antimicrobien de 6 souches lactiques bacilles a éte effectué par la
méthode des disques (Whatman) contre 5germes pathogénes responsables des infections des
voies urinaires, On a fait trois répétitions pour chaque bactérie pathogéne, puis calcule les

moyennes d’inhibition.

Les diameétres des zones d’inhibitions (Zi) et leurs moyennes sont représentés dans les

courbes et la figure (25).

La souche S109 (Lactobacillus plantarum) présente la zone la plus élevée contre la bactérie

pathogene Proteus mirabilis (ZI max=15mm).

La plus faible activité (ZI=6mm) a été marquée par les souches Lactobacilles plantarum
(S102), Lactobacillus fermentum (S108), et Lactobacillus fermentum(S112) contre les

bactéries pathogenes Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, et E. coli respectivement.
La souche Enterococcus faecalisest la plus résiste par rapport les autres souches indicatrices.

D’aprés cela, nous avons remarqué que cette technique est moins importante par rapport la
méthode des puits. Parce que ca prend du temps par rapport a une autres méthode, et
I’avantage de la methode des puits est que vous pouvez généralement charger plus
d’échantillons a la fois dans un puits, par rapport au chargement d’un disque. (Samanthi .,
2020)

Ces résultats confirment que nos bactéries lactiques sont capables de synthétiser des
substances inhibitrices a activité antimicrobienne contre les bactéries pathogénes suspectées

de provoquer des infections de voie urinaire (figures 36).
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Figure 36 : L’activité antagoniste des souches lactiques isolée vis-a-vis des bactéries pathogénes par

méthodes des disques.

A: Escherichia coli B: Pseudomonas aeruginosa

Les moyennes des diamétres des zones d’inhibition de 1’activité antimicrobienne des souches
lactiques vis-a-vis les souches pathogénes parla méthode des disques, sont localisées sur les

histogrammes si dissous :
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Figure 37 : Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S108 et S109) vis-a-vis des germes

pathogénes par la méthode des disques.
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Figure 38: Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S110 et S11) vis-a-vis des germes

pathogenes par la méthode des disques.
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Figure 39: Les moyennes des zones d’inhibition des souches (S112et S102) vis-a-vis des germes

pathogenes par la méthode des disques.
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2.3. Résultats d’antibiogramme

Les reésultats de la résistance et la sensibilité des souches lactiques aux antibiotiques sont
présentées dans le tableau 08 et la figure40. Les souches présentant une zone d’inhibition
sont considérées comme sensibles (S >21 mm), intermédiaires (I entre 16-20mm), et

résistantes (R<15mm).

Nous remarquons que la souche S21 (Enterococcus faecium) présente une sensibilité pour
tous les antibiotiques dont le diametre est entre 17mm & 25mm. Bien que la
soucheS15(Lactococcus lactis ssp lactis) soit sensible pour tous les antibiotiques sauf
Lincomycine. Ainsi que la souche S9 (Enterococcus faecium) représente une bonne zone

d’inhibition contre I’antibiotique VVancomycin.

Les résultats obtenus montrent qu’il y a 11 souches lactiques avaient une résistance totale aux

antibiotiques testé a cause d’un diametre moins de 15mm (R<15mm).

Nos résultats sont similaires a ceux trouvées par la thése de (Bouchibane ., 2023) qui ont
signalé que les souches lactiques ont une résistance aux certains antibiotiques avec des zones

d’inhibition variées.

Figure 40: Antibiogramme des souches lactiques

S : Sensible R : Résistante Z| : Zone d’inhibition
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Tableau 8 : les moyennes des diametres d’inhibition des souches indicatrices vis a vis des

antibiotiques

Antibiotiques

Les souches LAB

S4 Lactobacillus R R R 8,33 mm 9mm
fermentum (R) (R)
S7Lactobacillus R R 15 mm R R
fermentum (R)

S9 Enterococcus R R 19,66mm R R
faecium (S)

S14 Enterococcus R 25,33mm 20,33mm R 20,33 mm
faecium (S) (S) (S)
S15Lactococcus 25,3mm 25,33 mm 19,66mm 19,66mm

lactis ssp lactis (S) (S) (S) (R) (R)

S21 Enterococcus 20,33mm 17,66mm 20,33mm 20,33mm 25,33 mm
faecium (S) (S) (S) (S) (S)

S28 Enterococcus (R) (R) (R) (R) 7 mm
faecium (R)

S30 Enterococcus (R) (R) 1,8mm (R) 10,33 mm
faecium (R) (R)

S101 Lactobacillus 8,33 mm 10,33mm 9 mm 11,33mm 7,33 mm
plantarum (R) (R) (R) (R) (R)

S102 Lactobacillus 9 mm 11,33mm 9 mm 11,33mm 9 mm
plantarum (R) (R) (R) (R) (R)

S103 Lactobacillus (R) 15 mm (R) (R) (R)
plantarum (R)

S104 Lactobacillus 8,33mm 8,33mm 12,33 mm 7mm 9 mm
plantarum (R) (R) (R) (R) (R)

S105 Lactobacillus 9 mm 13,33mm 8,33 mm 7,33mm 10,33 mm
plantarum (R) (R) (R) (R) (R)

S106 Lactobacillus 6,33mm 6mm 7 mm 8,33mm 7 mm
plantarum (R) (R) (R) (R) (R)

S107 Lactobacillus 7 mm 8,33mm 8,33 mm 6,33mm 7,33 mm
Fermentum (R) (R) (R) (R) (R)
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont le groupe des bactéries bénéfiques le plus couramment utilisé
dans la production alimentaire, en assurant des caractéristiques bien particulieres de goQt, de
texture, d’arébme, et de bonne sécurité alimentaire pour les produits fermentés. La production
des métabolites par ces bactéries leur permet d’inhiber la croissance bactérienne des germes
pathogénes et d’inclure une bonne conservation pour les aliments. Dans ce travail, nous nous
sommes intéressés a I’étude de I’effet antagoniste des bactéries lactiques vis-a-vis des germes
pathogénes responsables des infections urinaires : Enterococcus faecalis ; Escherichia coli ;

Pseudomonas aeroginosa ; Klebsiella pneumoniae ; et Proteus mirabilis.

Au total, 20 souches lactiques ont été sélectionnées pour I’étude de leurs pouvoirs
antimicrobiens vis-a-vis des souches pathogenes par la base de la catalase et de la coloration

de Gram.

La méthode de diffusion en puits nous a permet d’observer que 19 isolats exercent une
activité inhibitrice dirigée contre des souches indicatrices testées. Elles ont donné des zones

d’inhibition différentes.
Il a été remarqué que :

e Lasouche Lactobacillus plantarum(S106) n’a pas monté une activité inhibitrice.

e Selon la méthode de diffusion en puits, la souche « Escherichia coli »est la plus
sensible a I’effet inhibiteur des bactéries lactiques.

e Selon la méthode des disques, la souche « Proteus mirabilis » posséde un taux élevé
d’inhibition.

e Finalement, nous avons étudié¢ 1’antibiogramme de nos souches qui ont donné des
zones d’inhibition différentes.

e Lasouche S21 (Enterococcus faecium) est sensible pour tous les antibiotiques.

e Selon I’antibiogramme, 11 souches possedent une résistance totale contre certains

antibiotiques.
En tant que des perspectives, on peut noter :

e |l est trés intéressant de continue ces études pour comprendre les mécanismes
d’antibiorésistance chez les bactéries lactiques et penser a étudier in vivo pour obtenir

des résultats beaucoup plus concert sue la physiologie des étres vivants
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e Ladétermination et la caractérisation des bactériocines

e La caractérisation et la purification des substances inhibitrices produites par ces
bactéries

e FEtude de I'action des bactériocines sur les champignons et d’autres bactéries
pathogénes.

e Optimisation d’un protocole de purification des bactériocines en utilisant des
techniques chromatographiques comme HPLC et FPLC.

e Utiliser la RT-PCR pour la détection des agents pathogenes et le diagnostic rapide des

infections urinaires.
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Annexe |

Milieux utilisés :

Le milieu de | Ingrédients Gramme/litre | ph de | stérilisation
culture milieu
Bouillon MRS | Poly peptone 109
(Man, Rogosa, | Extrait De Viande 10g pH=6.5
Sharpe) Extrait Auto Iytique De | 059

Levure

Glucose 209

Tween 80 1ml

Phosphate Dis potassique 02¢g

Acétate De Sodium 05¢g

Citrate D’ammonium 029

Sulfate De Magnésium 0.2¢g

Sulfate De Manganese 0.05g
Geélose MRS Bouillon MRS 1000 mi pH=6.5

Agar -Agar 18 ¢
Bouillon Peptone 10¢g pH=6.8 0
nutritif Extrait de beeuf 0lg E=

Extrait de levure 02 ¢ ot

Chlorure de sodium 059 I
Gélose nutritif | Bouillon nutritif 1000ml pH=6.8 'cgd

Agar -Agar 18 g &
Milieu MH | Hydrolysat acide de | 17.59 pH=7.4 )
(Mueller- caseine N
Hinton) Extrait de viande 02 g h

Amidon 1.5¢ S

Agar —Agar 159 =
Milieu  Mac | Peptone 17 g pH=7.1 2
Cockney Proteose peptone 03¢ N

Lactose 10 g @

Sels biliaires 1.5¢

Chlorure de sodium 059

Rouge neutre 30mg

Violet de gentiane 1 mg

agar 13.5¢
Eau Na Cl 09¢g pH=7.4
physiologique | Eau distillée 1000ml
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Annexe Il :

> Matériel et appareillage

Verreries et autres Appareils
e Boites pétri e FEtuvea3d7C°
e Pipette graduée e Bec bunsen
e Bécher e Autoclave
e Portoir e Bain-marie

Tubes a essai

Agitateur magnétique

e Flacons stériles e ph metre

e Spatule e balance

e Erlenmeyer e balance de précise
e Pro pipette o reéfrigérateur

e Anse de platine e spectrophotometre
e Entonnoir e vortex

e Micropipette e microscope

e Pissette

e Pince

e Leslames

Verre de montre

Les écouvillons
Papier en aluminium
Tubes eppendorf
Les embouts bleus

Papier whatman

Disques d’antibiotiques
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[ Bain Marie ] [ Balance de précise ]

[ pH métre ] [ Vortex ]




Annexes

[ Spectrophotomeétre ]




	I. Bactéries lactiques
	1.1. Généralités
	1.2. Origine et habitats
	1.3. Culture des bactéries lactiques
	Les bactéries lactiques ont besoin d’un milieu riche en différents nutriments pour la croissance (des acides aminés, des acides gras, des sucres, des sels…) et pauvre en oxygène (Hammes et Hertel., 2006). Donc elles sont cultivées sur le milieu Man, R...
	1.4. Taxonomie et classification
	1.4.1. Taxonomie des bactéries lactiques
	1.4.2. Méthodes de classification
	1.4.2.1. Méthode moléculaire ou génotypique
	1.4.2.2. Méthode phénotypique

	1.4.3. Classification

	1.5. Caractéristiques des principaux genres
	1.5.1. Genre Enterococcus
	1.5.2. Genre Streptococcus
	1.5.3. Genre Bifidobacterium
	1.5.4. Genre Oenococcus
	1.5.5. Genre Lactococcus
	1.5.6. Genre Pediococcus
	1.5.7. Genre Leuconostoc
	1.5.8. Genre Vagococcus
	1.5.9. Genre Tetragenococcus
	1.5.10. Genre Weissella
	1.5.11. Genre Carnobacterium
	1.5.12. Genre Lactobacillus

	1.6. Voies métaboliques
	1.6.1. Voie homo-fermentaire
	1.6.2. Voie hétéro-fermentaire

	1.7. Intérêt des bactéries lactiques
	1.7.1. Dans l’industrie alimentaire
	1.7.2. Dans le domaine thérapeutique

	1.8. Exigences nutritionnelles
	1.8.1. Exigences en acides aminés
	1.8.2. Exigences en sels minéraux :
	1.8.3. Exigences en glucides
	1.8.5. Exigences en vitamines
	1.8.6. Exigences en cations

	1.9. L’effet antagonisme des bactéries lactiques
	1.10. Facteurs inhibiteurs
	1.10.1. Peroxyde d’hydrogène
	1.10.2. Acides organiques
	1.10.3. Dioxyde de carbone
	1.10.4. Reutérine
	1.10.5. Di acétyle
	1.10.6. Phages lactiques
	1.10.7. Bactériocines
	1.10.7.1. Caractéristiques des bactériocines
	1.10.7.2. Synthèse des bactériocines
	1.10.7.3. Classification de bactériocines
	1.10.7.4 Le mécanisme d’action de bactériocine



	2. Les bactéries pathogènes (responsables des infections Urinaires)
	2.1. Généralités :
	2.2. Les infections urinaires :
	2.2.1. Epidémiologie et Physiopathologie :
	2.2.2. Les types d’infections urinaires bactériennes
	a. Les infections urinaires basses
	Prostatite :

	b. Les infections urinaires hautes :


	2.3. Caractéristiques des uropathogènes
	2.3.1.  Escherichia coli:
	2.3.2. Proteus mirabilis
	2.3.4. Klebsiella pneumoniae
	2.3.5. Pseudomonas aeruginosa:
	2.3.6. Enterococcus Faecalis


	II. Matériel et méthodes
	1. Lieu et objectif
	2. Matériel
	2.1.  Matériel biologique
	2.2 Matériel non biologique

	3. Méthodes
	3.1. Revivification des souches
	3.2. Vérification de la pureté des souches lactiques
	3.2.1. Test de catalase
	3.2.2. Examen macroscopique
	3.2.3. Examen microscopique

	3.3. Conservation des souches
	3.4. L’effet antimicrobien des souches lactiques
	3.4.1. Préparation des pré-cultures des souches lactiques et pathogènes
	3.4.2. Détection de l’effet antimicrobien

	3.6. Test de sensibilité aux antibiotiques


	III. Résultats et discussion
	1. Vérification de la pureté des souches
	1.1. Test catalase
	1.2. Critères macroscopiques
	1.3. Critères microscopique :

	2. Résultats de l’effet antimicrobien
	2.2. Résultats de méthode des disques
	2.3. Résultats d’antibiogramme
	Health benefits of fermented foods., 2021, Pratiques en Nutrition



