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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques font parties des bactéries les plus bénéfiques et les plus utilisées
dans I’industrie agro-alimentaire et précisément laitiére (Bakhouche and Baoulahrouf, 2005 ;
Hikmate et al.,2012).

Par leurs pouvoir fermentaires et du fait de leurs particularités métaboliques produisant de
’acide lactique, elles conferent des saveurs typiques aux produits (Labaoui et al.,2005). L activité
enzymatiques variées de ces bactéries contribue au développement aromatique et savoureux des
dérivés laitiers par la production de composeés volatils particuliers tel que 1’ardme des yaourts
(Labaoui et al.,2005).

En industrie alimentaire, elles sont aussi a l'origine des processus de transformation
conditionnant la texture et la qualité organoleptique des produits alimentaires fermentés (Ganzele
et al., 2000 ; Delgado et al., 2001 ; Tailliez, 2001).

Quelques souches lactiques sont capables de produire des exopolysaccharides ayant un réle

texturant important dans le développement de plusieurs produits laitiers (Labaoui et al.,2005).

Cette étude a pour objectif d'étudier quelques aptitudes technologiques de certaines souches
de bactéries lactiques (de deux espéce Lactococcus lactis et Leuconostoc mesenteroides) issues du
J’ben de chévre préparé de facon artisanale. Les aptitudes visées concernent 1’activité acidifiante,
la mise en évidence de quelques-unes des activités métaboliques (activité protéolytique,
lipolytique et aromatique) et la définition de la sensibilité de ces souches envers une gamme

d’antibiotiques afin de valoriser leurs utilisations futures au sein de ferments fromager.

Ce travail a été entierement réalisé au niveau du Laboratoire de Recherches des Sciences et
Techniques et de Production Animale (LSTPA) au niveau de 1I’Exploitation Agricole de Hassi

Mameche, affiliée a I’Université de Mostaganem.

Ce mémoire entre dans le cadre d’une thése de Doctorat réalisé sur les ferments autochtones

isolés du J’ben traditionnel.
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I. 1. Généralités sur les bactéries lactiques

Au debut du XXe siecle et pour la premiére fois, les bactéries lactiques ont été décrites par
Orla-Jensen. Elles constituent un groupe hétérogene, qui n’est pas clairement définit du point de

vue taxonomique (Stackebrandt and Goebel, 1994).

Ces bactéries lactiques variant entre des coques ou des bacilles, Gram positif ayant en
commun comme produit final de 1’acide lactique par la fermentation des sucres. Elles sont
procaryotes hétérotrophes et de métabolismes chimio-organotrophes, généralement immobiles
asporulées et ont des exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminées,
les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al.,
1994).

Leurs contenus en G+C de leur ADN varient de 33 a 54%, ce qui les classe parmi les
bactéries a faible pourcentage de G+C (Muto and Osawa, 1987).

Ces bactéries ne possédant pas de cytochrome, elles tirent leurs énergies de la

phosphorylation des substrats au cours de la fermentation des sucres.

Les bactéries lactiques sont divisées en deux groupes : homolactiques strictes produisant
uniquement de 1’acide lactique en suivant la voie D’Embden-Meyerhof et hétérolactiques pouvant
produire de ’acide acétique, de 1’éthanol et du dioxyde de carbone en plus de ’acide lactique

suivant la voie des pentoses phosphates (Prescott et al., 2003).
La catégorie des bactéries lactiques abrite plusieurs genres :

Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium, Oenococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Weissela, Pediococcus, Streptococcus, Tertagenococcus, Vagococcus
et Bifidobacterium (Klein et al., 1998 ; Guiraud et al., 2003 ; Axelsson, 2004 ; Limsowtin et al.,
2004).

I. 2. Habitat des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont un large spectre de colonisation. Elles sont ubiquistes, en les
trouvent dans différentes niches écologiques : comme le lait et ces dérivés, les végétaux, les
viandes, les poissons, le tractus digestif et les muqueuses humaines et animales (Drouault and
Corthier, 2001).
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Les bactéries lactiques ont une authenticité ethnique a certains milieux, certaines especes

ne sont guere trouveées au part ailleurs que dans leurs habitats naturels (De Roissart, 1986).
I. 3. Taxonomie et classification des bactéries lactiques

La taxonomie des bactéries lactiques est en perpétuelle évolution depuis la description du
Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis) (Pot, 2008). Au cours de ces derniéres années,
on vit une augmentation énorme du nombre de nouvelles espéces d’ou des réorganisations
contribuant a fusionner des espéces en une seule ou les identifier comme une nouvelle espéce
(Schleifer et al., 1985).

L'identification des especes lactiques peut étre réaliser sous plusieurs critéres la
combinaison du G+C de I’ADN, la composition en acides gras ou encore la mobilité
électrophorétique de la lactate déshydrogénase qui sont des précurseurs d’études (Vandamme,
1996 ; Stiles and Holzopfel, 1997 ; Ho et al., 2007).

Suivant la morphologie comme étant le critere descriptif de la classification des genres des
bactéries lactiques, elles peuvent étre divisées arbitrairement en bacilles (Lactobacillus et

Carnobacterium) et coques (tous les autres genres) (Ho et al., 2007).

Le genre Weissella, récemment décrit est le seul genre qui comporte a la fois des bacilles
et des coques (Collins et al., 1993 ; Ho et al., 2007).

Les bactéries lactiques ont été classée pour la premiére fois, en 1919 par Orla-Jensen et
ceux sur la base des caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques,

biochimiques et physiologiques ou encore les marqueurs chimiotaxonomiques (Krieg, 2001).

D'aprés Ludwig et al., 2008, le phylum firmicutes comprend 3 classes qui sont : Bacilli,
Clostridia et Erysipelotrichi, les bactéries lactiques appartenant a la classe Bacilli sont divisées en

trois familles :

- Famille des Lactobacillaceae, comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus et
Pediococcus.
- Famille des Leuconostocaceae, contenant les Leuconostoc, Oeuococcus et Weissela.

- Famille des Streptococcaceae, comprenant les Streptococcus, Lactococcs et Lactovum.
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A la lumiére de 1’innovations moléculaires et par des méthodes tres pointus de nouvelles
classifications taxonomiques de ces bactéries lactiques ont vu le jour tels que les techniques
génétiques (ex : profilages plasmidiques, ...), les techniques de typages (ex : le séquencage des
génes, PCR, ...) et les méthodes pour étudier des populations complexes (ex : DGGE, TGGE, ...)
(Pot, 2005), et plus particuliérement I'hybridation ADN-ADN et le séquencage du gene de I'ARNr
16S qui ont permis d'affiner cette classification (Pot, 2005).

Ces deux dernieres techniques citées ont abouti a plusieurs remaniements dans la

classification de ces bactéries lactiques en :

- Séparant Streptococcus sensu stricto, Lactococcus et Enterococcus du genre Streptococcus
(Schleifer et al., 1995) ;

- Regroupant des espéces sous le méme genre comme le cas du genre Carnobacterium créé
pour regrouper des especes de Lactobacillus proches (Collins et al., 1987) ;

- Regroupant des bactéries isolées du vin sous le genre Oenococcus et precédemment ces
bactéries du vin classées dans le genre Leuconostoc (Dicks et al., 1995) ;

- Et contribuant a la phylogénese les genres Tetragenococcus et Aerococcus dans le genre
Pediococcus (Collins et al., 1990).

I. 4. Métabolisme des bactéries lactiques

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la regle. Hétérotrophes, elles tirent leurs énergies de la fermentation des substrats
carboniques. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent étre
des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccarides (lactose,

saccharose, cellobiose, tréhalose).

La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes : le transport du sucre
a travers la membrane cellulaire, le catabolisme intracellulaire du sucre et la formation et

I’expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon les genres ou les espéces, les bactéries lactiques utilisent principalement 1’une des
deux voies majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaires (Embden

Meyerhof-Parnas, EMP) et hétérofermentaires (voie des pentoses phosphate) (Atlan et al.,2008).
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I.4.1. Le métabolisme des sucres

Les bactéries lactiques synthétisent leur ATP grace a la fermentation lactique des glucides,
on les distingue en groupes biochimiques : homofermentaires, hétérofermentaires ou encore une

voie bifide.
l.4.1.1. Homofermentaires

L’acide lactique est produit par la transformation du glucose en exces présent dans le milieu
de croissance des bactéries lactiques. Ces bactéries produisent deux molécules de lactate (C3) via
une molécule de glucose (C6) consommeé. Le transport du glucose ou du lactose vers les cellules
differe d’une espéce a I’autre. Les bactéries lactiques utilisent la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas
dans la derniére étape de la glycolyse convertissant le pyruvate en lactate et régénérant ainsi du
NAD+ a partir du NADH formé auparavant. Dans cette derniére étape les bactéries font intervenir
une lactate-déhydrogénase (Desmazeaud, 1996).

l.4.1.2. Hétérofermentaires

Les bactéries lactiques utilisent les voies du tagatose-6-phosphate de la glycolyse et des
pentoses phosphates. Seule une molécule d’acide lactique est produite a partir du glucose, une
autre molécule en di-carbone (C2) et une molécule d’oxygéne sont produite (en général soit de
I’éthanol soit de 1’acide acétique). Le résultat de la fermentation hétérofermentaires lactique
aboutit a la formation de quantité équimolaire de lactate, d’éthanol et de gaz carbonique. Une
production de formate et d’acétate peuvent avoir lieu notamment en aérobiose (Desmazeaud,
1996).

La différence entre ces deux groupes est détectable par le dégagement de CO2 (Bourgeois
et al., 1996). La figure 01 présente les deux principales voies de la du métabolisme des sucres

chez les bactéries lactiques.
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Figure 1. Les deux principales voies cataboliques du glucose

chez les bacteéries lactiques (Dellaglio et al., 1994).
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e Chez les Lactocoques, les sucres sont transportés par un systeme actif mettant en jeu une
phosphotransférase (PTS) qui phosphoryle les sucres aux dépend du phospho-énolpyruvate
(PEP). Le PEP dans ce cas intervient surtout dans le méetabolisme des sucres transportés.
Le lactose (dans le cas du lait), apparait dans la cellule sous forme de glucosyl-p-(1-4) -
galactoside- 6-P (ou lactose-P) et prét a étre hydrolysé par une B-D-phosphogalactosidase
(Lee et al., 1973 ; Molskness et al.,1973 ; Thompson, 1979).

e Chez les Leuconostocs, le transport du lactose se fait librement par 1’intermédiaire d’une
perméase, puisque la présence systématique d’une B-galactosidase a été démontrée dans
28 souches (Somkuti and Steinberg, 1979a).

Le glucose et le galactose issus de la dégradation du lactose sont transformés
respectivement en glucose-6-P selon la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas et en galactose-6-P selon
la voie du D-tagatose-6-P.

I. 4.1.3. La voie fermentaire bifide (ou voie de la fructose-6-P phosphocétolase FPC)

Elle est la voie empruntée par les bactéries du genre Bifidobacterium car pour une molécule

d'hexose consommeée en a une production de 1,5 molécule d'acétate et 2,5 molécules d'ATP.

Les hexoses autres que le glucose (mannose, galactose, fructose) rejoignent en général les
voies précédentes apres différentes étapes d'isomérisations et de phosphorylation en glucose-6-P
et fructose-6-P, le lactose entre dans la cellule par le systeme phosphotransférase (PTS) et est
phosphorylé en lactose-6-phosphate et hydrolysé a I'intérieur de la cellule en glucose et galactose-
6-phosphate, il rejoint finalement la glycolyse au niveau des trioses-phosphate. Les pentoses
consommés (ribose, arabinose, xylose) sont convertis en xylulose-5-phosphate par des réactions
de phosphorylation et d'isomérisation ou d'épimérisation (Drider and Prevost, 2009). La figure 02

présente la voie bifide de la dégradation du glucose.
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Figure 02. Voie bifide de la dégradation du glucose (Drider and Prevost, 2009)

I. 4. 2. La protéolyse

En vue de I’incapacités des bactéries lactiques a synthétiser les acides aminés nécessaires a
la synthese protéique ou les protéines constituent la principale source d'azote, un fonctionnement
actif du systeme protéolytique est déclenché dans leurs environnements (Law and Haandrikman,
1997). Ce systeme est complexe de par le nombre et la nature des protéases et peptidases présentes

mais également de par leur localisation cellulaire.

Le systeme proteolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la
paroi cellulaire qui catalysent I'nydrolyse des protéines en peptides contenant de 07 a 16 résidus
aminés. (Law and Haandrikman, 1997). La figure 03 représente une schématisation de protéases

de paroi de déférentes bactéries lactiques.

Les bacteéries lactiques démontrent des potentialités différentes liées a leurs équipements
enzymatiques pour 1’utilisation de la fraction azotée. (Donkor et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ;
Roudj et al., 2009).
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Le systéme protéolytique joue un role clé dans la fermentation du lait et permet 1’obtention
des acides aminés a partir des caseines, les protéines les plus abondantes dans le lait (Moussaoui,
2013). L’activité protéolytique des bactéries lactiques reste faible comparativement a celle des
autres genres bactériens (Giraffa, 2003). Les Lactobacilles présentent généralement une activité
protéolytique plus prononcée que les Lactocoques (Donkor et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ;
Roudj et al., 2009).

Des études comparatives effectuées sur la protéolyse du cheddar fait avec ou sans ferments
lactiques ont démontré I'importance de ces bactéries pour la libération de petits peptides et d'acides
aminés libres durant la maturation fromagere (Lynch et al., 1997 ; Lane and Fox, 1996 ; Farkye et
al., 1995).

Le départ de la protéolyse chez les souches lactiques commence par 1’action des protéase
extracellulaire (CEPS) qui sont des enzymes a serine, elles se lient de maniere covalente a la paroi
et hydrolyse les caséines en oligopeptides qui peuvent ensuite étre transportés a 1’intérieur de la

bactérie (Hassaine, 2013).

Selon Jeanson (2000), 2 types de protéases agissant sur les caséines (protéines impliquées
dans la coagulation du lait) sont synthétisées, protéase de type | responsable de la protéolyse de la

caséine [ et la protéase de type III responsable de la protéolyse des caséines f3, asl et «.

Certaines souches de bactéries lactiques ne possédent pas des protéases de la paroi et sont
dépendantes alors de 1’action de la protéase présente chez les autres souches pour se développer

dans le lait (Savijoki et al., 2006).

Les protéases extracellulaires (CEPS) des bactéries lactiques sont synthétisées comme
pré- protéines d’environ 200 résidus. Elles sont composées de plusieurs domaines fonctionnels

distincts :

(PP) correspondent au peptide signal ;

(PR) catalytique des protéases a sérine ;

(I) d’insert qui régule probablement leur spécificité ;

(A) de fonction inconnue ;

(B) participant probablement a la stabilite ;

(H) domaines hélix qui positionne (A) et (B) a ’extérieur de la cellule ;
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(W) domaine hydrophobe ;

CW : Paroi cellulaire ;

M : Membrane cytoplasmique ;

C : Cytoplasme (Hassaine, 2013).

cw|m |cC
Lc. factis
A w f
.b. paracasei P
Ly, helveticus PrtH @
S. thermophilus PrtS HOJCw X an
Lb. rhamnosus PrR o— ) < IT

Figure 3. Représentation schématique de protéases de paroi de déférentes bactéries lactiques

selon le modeéle proposé par Siezien (1999) et Savijoki et al. (2006).
1.4.3. La lipolyse

Les lipases bactériennes catalysent en partie la production des acides gras a longues chaines
a partir des mono et di glycérides alors que les estérases permettent la libération des acides gras
volatils. Les acides gras dont la concentration augmente pendant I'affinage seraient responsables
en partie de la flaveur typique des fromages a pate pressée cuite, ils sont également des précurseurs
pour la formation de méthyl, cétones, alcools, lactones et esters (Siegumfeldt et al., 2000). La

figure 04 présente les différentes voies conduisant a la formation de ces composés.

Les propriétés lipolytiques des bactéries lactiques sont plus au moins faibles, les
lactocoques sont considérés comme étant plus lipolytiques que les lactobacilles et les

streptocoques précisément Streptococcus thermophilus (Béal et al.,2008).

10
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Triglycérides
Lipase

Acides gras

pB-oxydation B-oxydation Acides gras
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i 4- on 5-
B -cétnalmdes hydroxy acides Hydroxyperoxydes
Méthyleétones Acides gras Aldéhydes

libres

Alcools secondaires = &= lactones Acides Alcools

Figure 4. Principales voies de la lipolyse chez les bactéries lactiques (Siegumfeldt et al., 2000).

l. 4. 4. Le métabolisme du citrate

Dans la fermentation du lait I’acide citrique est considéré comme le principal précurseur de
la formation des composés aromatiques particulierement recherchés et appréciés dans certains

produits laitiers tels que le beurre et les fromages frais. (Baharal,1999).

Le diacétyle, I’acétoine et 1’acide acétique sont les principaux compos€s aromatiques

formés pendant le co-métabolisme du citrate avec d’autres sucres. (Bourel et al., 2001).

L’acide citrique est utilis¢ par de nombreuses espeéces des genres Streptococcus
(Streptococcus thermophilus), Lactococcus (Lc. lactis subsp lactis biovar diacetylactis),
Enterococcus (Ec. faecium), Pediococcus, Leuconostoc (Ln. lactis, Ln. cremoris) et Lactobacillus
(Lb. plantaru, Lb. casei). Cependant il ne peut étre dégradé qu’en présence d’un substrat

fermentescible et d’une source d’azote (Leveau and Bouix, 1993).

Chez les leuconostoc, le catabolisme du citrate est directement associé a une stimulation de
croissance alors que chez Lactococcus lactis, le citrate est dérivé vers la voie de 1’a-acétolactate
synthase avec la encore des conséquences en termes de produits aux ardmes différents. (Benson et
al, 1996).

11



Chapitre. | Synthése bibliographique

Le citrate est transporté a 1’intérieur des cellules par une citrate-perméase ou il est scindé
en acetate (en majeure partie excretés) et en oxaloacétate par le complexe enzymatique citrate-
lyase. L’oxaloacétate est ensuite converti en pyruvate et en CO2 par une oxaloacétate
décarboxylase. Des transformations successives du pyruvate aboutissent a la formation de
composés aromatisants et le produit fini est le 2,3-butylen-glycol (2,3-butanediol) (Cogan, 1981

et 1982). La figure 05 présente le métabolisme de citrate chez les bactéries lactiques.

Citrate
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2 l—"'CDE
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Acétyl-CoA Mz onMn™
3
CoASH
TEP Diacétyle g

HADPE

5 HADES

Acémine » COZ
HMADPH
§

HADEP” r

2.3 Butylena glycol
TFP: thiamine pyrophosphate; 1: cimste Iysse (cifritase); 2 : oxaloacétste décarbomylase; 3: pyTuvate
décarboxylase ; 4 : diacétyle synthetace ; 5 : diacetyle réductase ; 6 - acétoine réductase ; 7 : acétolactate synthétass ;
8 : acétolactate décarboxylasa
Figure 5. Le métabolisme de citrate chez les bactéries lactiques (Cogan, 1981).
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I. 5. Principaux genres de bactéries lactiques

I. 5. 1. Classification et identification de bactéries lactiques

Synthése bibliographique

Les principaux genres des bactéries lactiques, les caractéristiques physiologiques qui

forment la base de leurs classifications, 1’identification et I’arbre phylogénétique des principaux

genres de bacteéries lactiques et les genres associés obtenu par analyse des ARNr 16S sont présente

sur le tableau 01 et la figure 06.

Tableau 01. Les principaux genres des bactéries lactiques et les caractéristiques physiologiques

qui forment la base de la classification et de 1’identification (Matamoros, 2008)

Genre Formedela  Typede Configuration de Espéce type
cellule fermentation ~ ['acads Jactique
Aerococcus— Coques Homofermentaire Ac. viridans

Carnobacterinm  Bacilles
Enterococeus  Coques
Lactobacillus ~ Bacilles

Lactococeus  Coques
Leuconostoc ~ Coques
Oenococcus ~ Coques
Pediococcus — Coques
Streptococeus  Coques
Tetragenacoccus  Coques
Vagococeus  Coques ovoides
Weissella Petits bacilles

Hetérofermentaire L(+
Homofermentaire L(+
Homo ou hétéro-  D(-), L(*) ou
fermentare DIL
Homofermentaire L(+)

Hétérofermentaire D(-
Hetérofermentarre D(-

Homofermentaire D/L ou L(+)
Homofermentawe L(¥)
Homofermentaire L(+)
Homofermentaie L(+)
Hetérofermentare D/L ou D(-)

Ch. divergens
Ec. faecalis

Lb. delbrueckii

Le. lnctis

Ln. mesenteroides
Qe. oeni

Pe. damnosus

Sec. salivarius

Te. halophilus

Ve. fluvialis

We. viridescens

13
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Oenvcoccus
Streptococcus
Laclocaccus
_— Leuconostoc
Enrerococcis,
de:s‘rococcus'. Weissella
Tetragenococcus
Lagococcus
Carnobucterium
L sotosphasra Laciodactitus
Aerpcoccies
Alloiococcus
Dolosigrarisl:
Propionibacterium
Bifidobucterinum

Figure 6. Arbre phylogenétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres
associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles and Holzapfel, 1997)

Les bactéries a bas G+C (en haut) sont phylogénétiquement éloignées des bactéries a haut
G+C (en bas). Les genres pour lesquels la s€quence d’au moins un génome est disponible sont
soulignés en rouge et en vert ceux pour lesquels au moins un génome est en cours de séquencage.

La barre indique une divergence de séquence estimee de 10% (Schleifer and Ludwig, 1995).

Le genre Bifidobacterium qui d'un point de vue physiologique fait partie des bactéries
lactiques appartient a la branche des Actinomycetes qui comprend aussi Propionibacterium et
Brevibacterium (Vandamme et al., 1996). Il y a peu de corrélation entre la classification
traditionnelle et la parenté phylogénétique des bacteéries lactiques, des genres morphologiquement
distincts Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus sont de maniere phylogénétique entremélés
(Schleifer and Ludwig, 1995 ; Gevers, 2002).

14
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I. 5. 2. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques
I.5.2. 1. Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du groupe des
bactéries lactiques. Il s’agit de bacilles longs, parfois courts et fins, souvent groupés en chaines,
immobiles, asporulés, catalase négative, se développent a un optimum de température situe entre
30 et 40°C. Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés complexes en acides aminés,
en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid and Marth, 1990;
Leclerc et al., 1994).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette

classification est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud and Rosec, 2004) :

Groupe | « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires thermophiles qui
se développent a 45°C mais pas a 15°C. Les especes les plus fréquentes dans 1’alimentation (lait,

yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii et Lb. acidophilus.

Groupe 11 « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et
peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du substrat. Les especes les plus

fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

Groupe 111 « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il comporte les

especes Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.
I.5. 2. 2. Le genre Lactococcus

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paires ou en chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de
I’acide lactique L (+) seul Lactococcus lactis ssp lactis biovar diacetylactis produit le diacétyle
(Tamime, 2002). Leur température optimale de croissance est proche de 30°C capable a se
développer a 10°C mais pas a 45°C. Elles sont tres exigeantes sur le plan nutritionnel, quelques
especes produisent des exopolysaccharides et des bactériocines, elles sont capables a se développer
a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser 1’arginine (Tamime, 2002).

Elles sont trés fréquentes dans I’industrie alimentaire comme agents de fermentation

homolactique (avec la production de I’acide lactique de type dextrogyre) (Pilet et al., 2005).

15
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Actuellement, le genre Lactococcus comprend cing espéces Lactococcus lactis est 1’espéce
la plus connue avec ses trois sous-especes : Lc. lactis ssp lactis, Lc. lactis ssp cremoris et Lc. lactis
ssp hordniae (Pot et al., 1996 ; Pot, 2008). Et Selon Guiraud (1998), le genre Lactococcus est aussi
représenté par les espéces suivantes : Lc. lactis ssp cremoris, Lc. Lactis ssp lactis et Lc.
diacetilactis, la sous espéce Streptococcus lactis ssp diacetylactis est remplacée par la sous espece

Lactococcus lactis ssp lactis.

Le lait est un habitat privilégié des lactocoques (Dellaglio et al., 1994 ; Corroler et al.,
1999). Lactococcus lactis est I’espéce la plus étudiée et la plus fréquemment détectée dans les

laits crus (Corroler et al., 1998 ; Dalmasso et al., 2008).
I. 5. 2. 3. Le genre Streptococcus

Ce genre est généralement divisé en trois groupes : pyogeéne (la plus parts des especes
pathogenes et hémolytiques), oral (tel que St. salivarius et St. bovis) et les autres streptocoques
(Scheilfer, 1987). Les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoides qui ont un
diamétre inférieur a 2 um avec une disposition en paires ou en chaines longues. La fermentation
des carbohydrates produit principalement de I’acide lactique mais il n’y a pas de production de
gaz. Le peptidoglycane est du groupe A et leur température optimale de croissance est 37°C. Elles
sont incapables de se développer a 15°C et & pH : 9,6. Beaucoup d’espéces sont commensales ou

parasites de I’homme et des animaux et certaines sont hautement pathogenes.

La seule espece de Streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus qui a été inclue dans le groupe des « autres Streptocoques » mais
ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré d’homologie avec I’ADN

de Streptococcus salivarius (Stiles and Holzapfel, 1997).

Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son
caractére non pathogene. La resistance a la température, la capacité de croitre a 52°C et le nombre
limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les St. thermophilus de la plupart des
autres Streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al., 2005).
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I.5. 2. 4. Le genre Enterococcus

Le genre Enterococcus représentent le groupe des entérocoques, ils sont composés de
Streptocoques fécaux (Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium), ce genre comprend des
bactéries ovoides isolées en paires ou en courtes chaines. Il se caractérise par sa tolérance a 6,5%
de NaCl, au pH 9,6 et par la croissance a 10°C et 45°C avec une température optimale de croissance
de 35°C a 37°C (Zhang and Cai, 2014).

Les entérocoques peuvent étre mobiles, homofermentaires, généralement différenciés par

la fermentation de 1’arabinose et le sorbitol (Tamime, 2002 ; Ho et al., 2007).
I. 5. 2. 5. Les genres Oenococcus et Weissella

Les genres Oenococcus et Weissella ressemblent le plus étroitement au genre Lactobacillus.
Ils sont Gram positif, catalase négative et anaérobie facultatif. Le genre Weissella regroupe deux
types morphologiquement différents : les bacilles (anciennement les Lactobacilles
hétérofermentaires "atypique™) et les coques de forme ovoide (Leuconostocs, Oenococcus et
Streptococcus "typique"™) : Weissella paramesenteroides et Weissella hellenica (Bjorkroth and
Holzapfel, 2003).

Les caractéristiques physiologiques tels que I'absence de l'arginine désaminase et la
production prédominante du D (-) - lactate a partir du glucose sont partagées par toutes les espéces
du genre Oenococcus, et seulement par les espéces de Weissella ayant une forme ovoide (W.

paramesenteroides, W. hellenica et W. thailandensis) (Hammes and Vogel, 1995).
I.5. 2. 6. Le genre Leuconostoc

Les Leuconostoc sont hétérofermentaires strictes, ils produisent de I’acide lactique, le CO2
et I’éthanol. Ce sont des coques groupées en paires ou en chaines, Gram positif et catalase négatif.
(Larpent et al., 1997). Elles se développent généralement a 4% de NaCl et a un pH proche de la
neutralité leur croissance s’arrétant lorsque le pH du milieu atteint 4,5. Ce genre est un habitant

typique des plantes, des animaux et de leurs produits (Zhang and Cai, 2014).

Elles produisent la forme D lactate a partir du glucose et dégradent 1’alginate.
Généralement, non protéolytiques et certaines especes possédent I’activité caséinolytique. Ils ont
la particularité et le pouvoir de prédominer dans un environnement. Les Leuconostoc jouent un

role important dans la qualité organoleptique et texturale des aliments. (Mathot et al., 1994).
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Leurs températures de croissance se situe entre 25°C-30°C, leurs croissances est lente. Le
développement des Leuconostoc entraine souvent 1’apparition d’une viscosité dans le milieu
(Guiraud et al., 2003).

Selon la collection DSMZ (2008), ce genre renferme plusieurs espéces. Le genre
Leuconostoc a auparavant inclus des coccobacilles hétérofermentaires produisant uniqguement de
I’acide lactique et ne produisant pas d’ammoniaque a partir d’arginine ainsi ce genre est différent
des autres coques par la fermentation hétérolactique. 1l est facile de confondre les Leuconostoc et
certains coccobacilles hétérolactiques (Krieg et al., 2001).

Les études phylogénétiques des Leuconostoc montrent une diversité dans ce genre (Chenoll
etal., 2003 ; Eom et al., 2007 ; Hu et al., 2009).

Les Leuconostoc principalement Ln. mesenteroides ssp cremoris et Ln. lactis sont utilisés
en association avec les Lactocoques dans 1’industrie laitiére pour produire en plus de ’acide
lactique et le CO2 des substances aromatiques telles que le diacétyle et 1’acétoine a partir des

citrates du lait (Hassan and Frank, 2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier et al., 2008).

Certaines especes de Ln. carnosum ont été proposées pour la bioconservation des produits
carnés emballés sous vide et entreposés au froid contre les Listéria monocytogenes (Budde et al.,
2003).

Ce genre également important dans les fermentations naturelles des produits d’origines

végétales (Eom et al.,2007).

Récemment, I’espece Leuconostoc oenos isolée du vin a été classée dans un nouveau genre,
Oenococcus oeni et certaines espéces de lactobacilles hétérofermentaires ont été groupées avec

Leuconostoc paramesenteroides dans le nouveau genre Weissella (Stiles and Holzapfel, 1997).
I.5.2. 7. Le genre Pediococcus :

Les genres Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles le plus souvent incapable d’utiliser le lactose et leur
développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines especes se
distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels tres élevées comme Pediococcus
halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus muriaticus qui tolere
jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et al., 2005).
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Les especes de Tetragenococcus ont un réle crucial dans la fabrication des produits
alimentaires a concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les Pediocoques
sont parfois utilises comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud and Rosec, 2004 ;
Tosukhowong et al., 2005).

I. 5. 2. 8. Le genre Bifidobacterium :

Le genre Bifidobacterium est considére comme faisant partie du groupe des bactéries
lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa présence
dans le méme habitat écologique tel que le tube gastro-intestinal. Ces microorganismes sont
phylogénétiqguement sans rapport avec ces derniéres. lls sont davantage liés au phylum
Actinobacteria (anciennement Actinomycétes) des bactéries Gram positif dont I’ADN est a haut
pourcentage de G +C. Les bifidobactéries se caractérisent par leur forme trés irréguliere souvent
en forme V mais pouvant étre coccoides, la présence de 1’enzyme fructose-6-phosphate
phosphocétolase leurs permettent de fermenter les hexoses et produire I'acide acétique et I'acide
lactique. Leur température de croissance varie de 36°C a 43°C (Axelsson, 2004 ; Pilet et al., 2005
; Ho et al., 2007).

1. 5.2. 9. Le genre Vagococcus :

Les especes du nouveau genre Vagococcus sont facilement confondues avec les lactocoques
au niveau morphologique. Ces deux genres sont clairement distincts par leur composition en acides

gras. Certaines especes de Vagococcus sont mobiles (Teixeira et al., 1999).

Les amorces d’oligonucléotides spécifiques a ce genre et ses especes sont disponibles ce

qui rend I’identification des bactéries de ce genre réalisable et fiable (Ammor et al., 2006).
1.6. Intérét des bactéries lactiques

L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée est déterminée
par leurs propriéetés fonctionnelles et technologiques. Celles-ci recouvrent les propriétés suivantes :
activité acidifiante, propriétés enzymatiques (activité proteolytique, peptidique et lipolytique),
production de métabolites d’intérét telle que la peroxyde d’hydrogene, les acides organiques et les
bactériocines (Belyagoubi, 2014).
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D’autres qualités ont depuis été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont associées
aux produits alimentaires comme I’augmentation des valeurs nutritionnels des aliments, la
réduction de la formation de produits toxiques et la propriété probiotique, en plus de la propriété
de bioconservation, plusieurs propriétés ont été attribuées aux bactéries productrices de
bactériocines telles que la diminution des gaz dus a la fermentation ainsi qu’a 1’amélioration du
godt et de la qualité du produit fini (Makhloufi, 2011).

1.6.1. Rdle organoleptique
I. 6.1.1. ROle texturant

La texture recherchée des produits laitier repose sur la nature des bactéries lactiques
présentes dans les laits fermentés et leurs pouvoirs acidifiants a pouvoir formé un caillé plus ou
moins ferme comme pour les yaourt fermes ou onctueux, le cas des yaourts brassés et le kéfir.
Pour obtenir une consistance déterminée 1’utilisation des souches plus ou moins acidifiantes peut

étre couplée a celle des souches productrices de polysaccharides (Satura and Federighi., 1998).

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un role
important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés (Welman and Maddox,
2003 ; Ruas- Madiedo et al., 2002).

Ces composeés polymériques sont généralement considérés comme des agents épaississants
naturels en industrie alimentaire. Des souches de Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus et de
Steptococcus thermophilus produisant des (EPS) sont utilisées en tant que starters fonctionnels
dans la fabrication des yaourts afin d’améliorer la texture, éviter la synéreése et augmenter la

viscosité des produits finis (Durlu-Ozkaya et al., 2007 ; Amatayakul et al., 2006).

L’utilisation des (EPS) produites par les souches Lactococcus lactis ssp cremoris est trés
prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Ruas-Madiedo et al.,
2005).

1.6.1.2. R6le aromatisant

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés aromatiques (tels
que : l'acétolactate, 1'acétaldehyde, le diacétyle, 'acétoine, 1’éthanol, 1’acétate, le formiate et le
2,3-butanediol ... etc.) qui participent aux qualités organoleptiques des fromages. La plupart des

composés d’ardme sont issus du métabolisme du lactose, des matiéres grasses, des acides aminés
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et du citrate ; 1’acétoine et le diacétyle sont les plus importants (Bourgeois and Larpent, 1996 ;
Tamime, 1990 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006). La production du diacétyle est généralement

associée a la fermentation du citrate (Vignola, 2002).

Cette fonctionnalité est particuliecrement importante lors de 1’¢laboration des laits
fermentes, des fromages frais, des crémes et du beurre d’ou I’ardme principal est lie a ’activité

microbienne (Bourgeois and Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006).

Les Lactobacilles (Lb. helveticus, Lb. bulgaricus) synthétisent de I’acétaldéhyde. La teneur
en acétaldéhyde est a la fois fonction de son degré de synthese et du rythme de sa dégradation
(Vignola, 2002). Les Leuconostocs hétérofermentaires sont souvent associés aux Lactocoques
dans la production de composants aromatiques (éthanol, acide acétique, diacétyle et acétoine)
(Mahaut et al., 2000).

l. 6.2. Rble conservateur

Les bactéries lactiques constituent un moyen biologique efficace pour la préservation des
qualités hygiéniques des aliments du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-vis des microorganismes
nuisibles par leurs facultés acidifiantes en produisant de I’acide lactique (cette propriété
métabolique est la plus recherchée des bactéries lactiques utilisées dans I’industrie alimentaire et
elle est manifestée a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance
bactérienne (Mayra- Makinen and Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008)) et antimicrobiennes par la
production des bactériocines qui sont des peptides antimicrobiens synthétisés que par un nombre
réduit de souches (Caridi et al., 2003 ; Dortu and Thonart, 2009). Généralement ces bactéries sont
thermorésistantes (Caridi et al., 2003).

La production de ces peptides biocides peut présenter un intérét dans la lutte contre les
bactéries a Gram positif d’altération ou pathogenes (Edima, 2007). Certaines souches de bactéries
lactiques produisent des bactériocines a spectre d’action plus ou moins large comme : la nisine et
la lactostrepcine produites par Lc. lactis, la diplosine produites par Lc. cremoris, la plantaricine
produites par Lb. plantarum, la mésentérocine et la leucocine produites par Ln. mesenteroides
(Piard and Desmazeaud 1992 ; Piard et al., 1992 ; Vandenbergh, 1993 ; Corbier et al., 2001).

Les trois bactéries les plus fréquemment citées pour leurs roles majeurs différents
respectivement par leurs aptitudes acidifiantes sont Lactococcus lactis subsp, Lactococcus lactis

ssp cremoris et Lactococcus lactis biovar diacetylactis (Casalta et al., 1995 ; Lafarge et al., 2004).
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l. 6.3. Domaine de la santé

L’intérét des bactéries lactiques en matieére de santé humaine a été initialement proposé au
début du siécle, en 1907, par le russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus sp. pouvaient réduire
la putréfaction intestinale en modifiant la flore de ces derniers.

Les bactéries lactiques forment actuellement un groupe d’organismes utilisés pour

I'enrichissement de certains yaourts et laits (Klaenhammer et al., 2007).

Cette utilisation est due aux effets nutritionnels et thérapeutiques de ces bactéries car elles
enrichissent le milieu ou elles se trouvent en vitamines (B et K), acides aminés, composes
organiques (acide lactique et acétique), enzymes (lactase) et bacteriocines responsables de

I'inhibition des bactéries pathogeénes (Soomro et al., 2002).

Leurs réles sur la santé se traduit dans le cadre des probiotiques. Les bienfaits des bactéries
lactiques sont de plus en plus étudiés, certaines sont bien établis d’autres restes encore contre
versés, elles ont comme réles d’amélioré la digestion du lactose, le traitement de certaines
infections, la diminution du cholestérol sérique, la stimulation du systeme immunitaire et la dé-

conjugaison des sels biliaires (Ninane et al., 2009).

Différentes études ont démontré le rble préventif aussi bien que curatif des bactéries
lactiques sur plusieurs types de diarrhées (Mirtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leurs capacités
de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leurs activités protéolytiques (EI-Ghaish et al.,
2011).

Uehara et al. (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus
utilisées sous forme d’ovules pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries pathogenes
et de prevenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et

répétées de la vessie.

Les bactéries les plus fréquemment utilisées comme probiotiques sont des Lactobacillus et
des Bifidobacterium (Khan and Ansari, 2007). Les Lactobacilles ont été incorporés dans des laits
fermentés (Heller, 2001 ; Oliveira et al., 2001), des fromages (Gomes and Malcata, 1998 ; Nayra
et al., 2002) et des glaces (Christiansen et al., 1996).
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l. 7. Valorisation de I’antibiogramme au sein des bactéries lactiques

Puisque les bactéries lactiques sont présentes dans 1’appareil gastro-intestinal en grand
nombre et sont également intentionnellement ajoutées a notre régime,les soucis ont été augmentés
au sujet de la résistance aux antibiotiques dans ces espéces bactériennes réputées bénéfiques pour

la santé humaine.

Par exemple, les bactéries lactiques résistantes a certains antibiotiques pourraient aider a
maintenir 1’équilibre gastro-intestinal dans le cas des diarrhée provoqués par un traitement
antibiotique. Cependant, il y a un risque lié a la capacité de ces bactéries lactiques résistantes de
transmettre leurs facteurs de résistance (géne) horizontalement aux bactéries pathogénes (Teuber
etal., 1999 ; Salyers et al., 2004 ; Maria et al., 2010).

Récemment, ces craintes ont été renforcées par des études qui montre que les génes de
résistances aux antibiotiques trouvés chez les agents pathogénes de I’homme sont identiques a
ceux portés par les bactéries lactiques (Perreten et al., 1997 ; Salyers et al., 2004 ; Wang et al.,
2006 ; Maria et al., 2010).

Les espéces des bactéries lactiques peuvent donc agir comme des « réservoirs » de genes
de résistance transmissibles aux bactéries colonisant le tractus gastro-intestinal humain via la
chaine alimentaire (Mathur and Singh, 2005 ; Ammor et al., 2007).

Les tests de sensibilité bactérienne les plus répandus ont pour but d’étudier I’effet
bactériostatique ou bactéricide des antibiotiques (Chengappa et al., 1990 ; Eberlin et al., 1994 ;
Jorgensen et al., 1999).

Pour chaque souche bactérienne, on peut définir une concentration minimale inhibitrice
(CMI) qui correspond a la concentration minimale d’antibiotique qui inhibe la croissance visible

du germe. Elle est donc associée a un phénomene macroscopique.

Il existe deux grandes familles de tests pour étudier 1’effet bactériostatique ou
bactericides, ceux utilisant une méthode quantitative aboutissant a un résultat chiffré
correspondant a une CMI qui sont les tests par dilution et ceux utilisant une méthode qualitative
permettant de classer les bactéries en sensible (S) ou résistante (R) qui sont les tests par diffusion

en milieu solide.
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Ces méthodes doivent suivre des regles de standardisation rigoureuses pour pouvoir étre

reproductibles, interprétables et comparables au sein du laboratoire, du pays ou entre les Etats.

A la suite des recommandations du Comité d'Experts de Standardisation Biologique de
I'OMS (1979), la Société Francaise de Microbiologie a créé un Comité de I'Antibiogramme (CA-
SFM) chargé de déterminer les valeurs critiques qui délimitent les catégories cliniques et de
proposer un guide pour la détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques. Les
valeurs critiques definies pour les concentrations et les diamétres des zones d'inhibition ainsi que
les recommandations spécifiques a certaines especes ou a certains groupes d'antibiotiques sont

publiées dans un communiqué annuel par le CA-SFM.

Toutefois, il existe d’autres méthodes pour 1’étude de 1’antibiorésistance utilisant des
méthodes génotypiques permettant de détecter les déterminants génétiques de la résistance. La
PCR (Polymerase Chain Reaction) est classiqguement utilisée. Cependant, le développement des
techniques de la biologie moléculaire a permis de développer des puces ADN qui peuvent détecter

un large panel de genes de résistance (Ojha et al., 2008).

La méthode la plus répondue est la méthode par diffusion en milieu solide qui consiste en
I’application de disques imprégnés d’antibiotiques sur une geélose préalablement ensemencée par
des bactéries. L’antibiotique va diffuser dans la gélose avec une concentration décroissante vers
la périphérie. Dans la zone ou la concentration est inhibitrice on n’observera pas de croissance
bactérienne. Avec la mesure du diametre de la zone d’inhibition et grace a des abaques on pourra

classer les bactéries en sensibles (S) ou résistantes (R).

L’analyse de I’efficacité de différents antibiotiques sur une souche bactérienne donne un
antibiogramme (Tunneva and Ericson, 1954 ; Chabbert, 1963 ; Bauer et al., 1966).

I. 8. Applications industrielles des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques présentent des activites métaboliques assez diversifiées et une
capacité d’adaptation a différents environnements. Cette diversité est responsable de leur large

gamme d’applications a 1’échelle industrielle (Streit et al.,2007).

Dans I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion d’une grande
variété de matiéres premieres conduisant ainsi a de nombreux produits : les saucissons, les laits

fermentes, les fromages, le beurre, les olives fermentes et certains vins (Bourgeois and Larpent,
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1996 ; Lopez-Lopez et al., 2004 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006). Parmi ces applications,
I’industrie laitiére est sans doute 1a plus grande utilisatrice de ferments lactiques commerciaux
(Axelsson, 2004 ; Streit et al., 2007).

Les bactéries lactiques sont également utilisées dans 1’industrie chimique (production
d’acide lactique), dans le domaine médical (notamment pour le traitement de dysfonctionnements
intestinaux) et dans 1’industrie des additifs alimentaires (production d’exopolysaccharides). Elles
sont aussi utilisées pour la production de bactériocines et des protéines thérapeutiques (Rodriguez
et al.,2003).

I. 9. Méthodes d’étude des bactéries lactiques

Au cours des derniéres décennies, différentes méthodes d'identification moléculaire des
bactéries lactiques ont été élaborées afin de réduire le temps d'analyse généralement nécessaire
aux tests phénotypiques. En outre, parce qu'elles ne sont pas influencées par des facteurs
physiologiques et environnementaux les méthodes moléculaires offrent des résultats

d'identification plus fiables.

Parmi ces outils figurent des méthodes cultures dépendantes et des méthodes culture
indépendantes. Les méthodes moléculaires permettent une identification au niveau de I'espece et
de la souche. De plus, les souches de bactéries peuvent étre différenciées entre elles et en outre,
les souches porteuses de génes spécifiques peuvent étre détectées quelle que soit I'espece (Renault,
2005).

On distingue, deux sortes de méthodes génomiques et protéomiques,
I. 9.1. Méthodes génotypiques

Les méthodes génomiques sont 1’une des méthodes utilisées dans la caractérisation des

bactéries lactiques au sein de leurs écosystémes par une identification moléculaire.
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Tableau 2. Exemples de méthodes moléculaire utilisées dans la caractérisation des bactéries

lactiques au sein des ecosystemes (Renault, 2005).

Méthodes Utilisation

Détermination des espéces

Isolement de clones (- . :
Etude de spécimens représentatifs

Inventaire des 16S Détermination des espéces
DGGE, TGGE, SSCP Analyse rapide de population
PCR Quantitative Détection et quantification de différentes populations
Puces a ADN Détection et quantification de différentes populations
RFLP, PFGE Détection et quantification de différentes populations

Détection et quantification de différentes populations

FISH Visualisation spatiale des individus

I. 9.2. Méthode Protéomique

Si les techniques conventionnelles d’identification des différents germes se basent sur leurs
aspects phénotypiques, il est possible aujourd’hui d’identifier les microorganismes en analysant

directement leurs macromolécules notamment les protéines (Mimoun, 2015).

Les différentes études menées par plusieurs équipes de recherche ont permis de mettre au
point plusieurs techniques parmi elle figure la spectrométrie de masse MALDI-TOF utile dans
I’analyse des biomolécules et ou les protéines font 1’objet des plus grandes attentions pour ce type
d’application (Louardi, 2013). Le principe de la méthode pour la séparation des protéines consiste
a utiliser une source d’ionisation laser assistée par une matrice pour obtenir une image protéique

unique a temps de vol qui sera comparée avec d’autres profils.
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Il. Matériels & Méthodes
I1. 1. Lieu et objectif du travail

Ce travail a été entierement réalisé au niveau du Laboratoire de Recherches des Sciences
et Techniques de Production Animale (LTSPA) au niveau de I’Exploitation Agricole de Hassi

Mameéche, affiliée a I’Université de Mostaganem.

Cette étude a pour objectif d'étudier quelques aptitudes technologiques de certaines
bactéries lactiques (genre : Lactococcus, Leuconostoc) issues du J’ben de chévre de la région
de Naama, préparé de facon artisanale. Les aptitudes visees sont I’activité acidifiante, les
activités : protéolytique, lipolytique et la production d’acétoine ainsi que la résistance aux
antibiotiques afin de définir la capacité probiotique de ces bactéries. Les résultats obtenus

serviront & valoriser leurs utilisations futures au sein de ferments fromager.
Il. 2. Origine des souches utilisées

Lors de ce travail, 06 souches de bactéries lactiques nous ont été fourni par M",
MEGHOUFEL (doctorante au laboratoire STPA). Parmi ces souches, 03 sont du genre
Lactococcus et 03 du genre Leuconostoc. Elles ont toutes été identifiées par spectrométrie de
masse (MALDI TOF / MS). L’origine, le nom et le code de ces souches sont mentionnés dans
le tableau 03.

Tableau 3. Identification et origine des souches de bacteéries lactiques.

Code de la souche Identification Origine
G'3 Leuconostoc mesenteroides J’ben de chévre -Ain Sefra-
ND2 Leuconostoc mesenteroides J’ben de chévre -El Biodh-
ND6 Lactococcus lactis J’ben de chevre -El Biodh-

Leuconostoc. mesenteroides ssp ]
ND8 ) J’ben de chévre -El Biodh-
mesenteroides

ND9 Lactococcus. Lactis J’ben de chévre -El Biodh-

NF3 Lactococcus. Lactis J’ben de chévre -Nadma-

27




Chapitre 11 Matériels et méthodes

Il. 3. Matériels et produits
11.3.1. Milieux de cultures
Les tests de cette étude ont nécessité plusieurs milieux de cultures. Qui sont :

- Le milieu M17 en bouillon pour revivifier, conserver et préparer les cultures over-night
des six souches testees ;

- Le milieu M17 gélosé afin de purifier les souches lactiques de I’étude ;

- Le bouillon Clark & Lubs pour mettre en évidence la capacité de ces souches a produire
de I’acétoine ;

- Un milieu PCA (Institut Pasteur) additionné en poudre de lait écrémé, cette poudre de
lait est ajoutée a raison de différents pourcentages (1, 2, 4, 5 et 8%) pour étudier le
pouvoir protéolytiques de ces souches ;

- Le milieu aux triglycérides pour définir 1’activité lipolytique des souches ;

- Le lait écrémé reconstituer a 10% a aussi été utilisé pour I’enrichissement et la
conservation aussi pour les tests de production d’acétoine et I’acidification ;

- Pour la réalisation de 1’antibiogramme, nous avons utilisé le milieu MH (Institut

Pasteur).
Il. 3. 2. Matériel biologique utilisé

Pour réaliser I’antibiogramme, nous avons utilisé des antibiotiques (BioMérieux), portés

sur le tableau 4.

28



Chapitre 11

Matériels et méthodes

Tableau 4. Liste des antibiotiques utilisés pour le test d’antibiogramme.

Classes N Abréviation Charge du
Famille d’antibiotiques y s Antibiotiques des .
d’antibiotiques o disque
antibiotiques
Gentamicine GMN1o 10 UI
K i KMN 30 Ul
Aminosides Aminosides a,namyc,tlne 0
Néomycine NEO3o 30 ug
Streptomycine S 10 UI
Ampicilline AMP10 10 pg
moxicilline +
Ac.clavulanique AMCz0 30 (20/10) g
Céphalosporine . .
_ 1 ére génération Céfalotine CEF30 30 ug
B-Lactamine Céphalosporine
ephatosportl Céfoxitine FOX 30 pg
2 éme génération
Céphalosporine . .
3 éme génération Céfotaxime CTXs0 30 ug
e Oxacilline OX1 1 g
Pénicillines =
et Pénicilline G P 6 Ug
Cyclines Tétracyclines Tétracycline TE3o 30 Ul
Glycopeptides Glycopeptides Vancomycine VANs30 30 ug
. Ciprofloxacine CIP 5 ug
Fluoroquinolone :
Quinolones Suo Marbofuxacine MAR 100 ug
uinolones Lo
1ére génération Fluméquine UBN30 30 ug
Clind i CMN 2 Ul
Lincosamides Lincosamides .m amycllne 2
Lincomycine LCNas 15 ug
= -
. Macrolides ryt_hromyf:lne £ 1> Ul
Macrolides Spiramycine SP 100 pg
Streptogramines | Pristinamycine PT 15 ug
Nitrofuranes Nitrofuranes Nitroflurantoide FTN3o0 300 ug
Phénicolés Phénicolés Chloramphénicol Cao 30 ug
. . Colistine COLuo 10 ng
Polypeptides Polypeptides —
ypep ypep Bacitracine BCT130 130 ug
. ., Sulfamides- Triméthoprime +
Sulfamides et associés Triméthoprime | sulfaméthoxazole SXT2s 1,25/23,75 ug
Autres Divers Rifampicine RAs0 30 ug

La charge du disque est elle-méme la CMI (CA-SFM, 2012).
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11.4. Revivification des souches lactiques

Les six souches lactiques ayant subi une longue conservation (paragraphe 11.6) de plus

de 6 mois, ont été revivifiées, en procédant comment suit :

- Ensemencement de 100 pl de chaque souche conservée dans un tube contenant 5ml de
bouillon M17 et 10 ml de lait demi écrémé reconstitué, suivie d’une incubation a 30°C

d’une durée allant de 24 a 48 heures.

- Les résultats de la revivification sont appréciés par ’apparition d’un trouble dans le

milieu.
I1. 5. Purification des souches

Les souches revivifiées ont été purifiées par ensemencement en stries sur gélose M17 et

incubées a 30°C pendant 24 a 48 heures.

Cette opération a été répété jusqu’a I’obtention d’un résultat uniforme du point de vu
morphologique nous renseignant sur les caractéristiques macroscopiques et microscopiques de
ces souches concernant leurs aspect (la taille, la forme et la couleur). L’observation de la pureté

sera complétée par un test de catalase.
I1. 5. 1. Caractéristique macroscopique

On se base sur I’observation a I'ceil nu des colonies obtenues aprés incubation des genres
Lactococcus et Leuconostoc, afin de déterminer la taille, la forme et la couleur des cultures

bactériennes obtenues.
I1. 5. 2. Caractéristique microscopique

L’examen microscopique a été effectué aprés coloration de Gram (annexe Il) & partir
d’une culture jeune de 24h, qui permet de décrire la forme des cellules et leurs modes

d’association, apres réalisation des frottis colorés.

I1. 5. 3. Test de production de la catalase

L’enzyme catalase est une enzyme respiratoire produite par les bactéries aérobies
strictes ou facultatives. Cette enzyme dégrade le peroxyde d’hydrogene (H202) qui est un
produit toxique du métabolisme, en eau (H20) et en oxygéne (02) selon la réaction :
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Catalase
HO, — HO+%0;

Pour mettre en évidence la production de cette enzyme, on préléve a 1’aide d’une anse
de platine une colonie bien isolée a partir d’une culture pure jeune de moins de 24h, qu'on étale
sur une lame bien propre et séche, ou se trouve déja une goutte de peroxyde d’hydrogene a
10%. La présence de catalase se manifeste par une effervescence instantanée qui indique une
formation de bulles d'air, dues a la dégradation de Hz O, alors la bactérie est dite catalase (+)
et s’il n’y a aucune réaction, elle est catalase (-) (Guiraud, 1998 ; Prescott, 2003).

I1. 6. Conservation des souches
Il y a deux sortes de conservations des souches purifiées :

- Acourt terme : la conservation des souches purifiés est réalisée par la préparation d’une
culture pure over-night de chaque souche. Apres incubation a 30°C pendant 24 heures,
ces tubes sont conservés au réfrigérateur a 4°C. Le renouvellement de la conservation

se fera toutes les 4 semaines (Samelis et al., 1994).

- A long terme : 100 pl d’une culture pure over-night de chaque souche purifiée sont
ajouté a du bouillon M17 additionné de 30% du volume total de glycérol et conservés a
-20°C (Samelis et al., 1994).

1. 7. Etude des aptitudes technologiques des souches d’intéréts
Afin de confirmer nos résultats tous les tests ont été effectuer en trois fois.
I1.7.1. Production d’acétoine

La mise en évidence de la production d’acétoine par les souches étudiées a été faite en
se basant sur les réactions de Voges Proskauer (VP) et par I’ensemencement a 1% de culture
pure over-night de chaque souche dans 10 ml de lait écréme stérile reconstitué a 10% a partir
d’une poudre de lait 0% de mati¢re grasse suivi d’une incubation a 30°C pendant 24h et apres
observation d’une coagulation, 200l (soit 4 gouttes) de chaque réactif VP1 (NaOH a 30%) et
VP2 (a naphtol a 6%) sont ajoutées respectivement. Les tubes sont laissés a ’air libre et a

température ambiante pendant 5 a 10 minutes.
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La production de I’acétoine est appréciée par I’apparition d’un anneau rouge a la surface
du lait. Un VP positif signifie que la souche posséde une voie métabolique particuliere pour la

fermentation des hexoses, la voie butyléneglycolique (Zourari et al., 1992 ; Guessas, 2006).

La capacité a produire de 1’acétoine a été aussi testée sur milieu Clark et Lubs en suivant
le méme principe cite, avec de légéres différences, suivant la méthode Facklam and Elliot, 1995,
chaque tube contient 4ml du milieu Clark et Lubs et recoit 2% d’une culture over-night d’une

des 6 souches lactiques et il y a agitation aprés ajout des réactifs VP1 et VP2,
Il.7.2. La protéolyse

Afin de pouvoir définir 1’activité protéolytique de ces souches lactiques, on a utilisé le
milieu PCA additionné a différentes concentrations de poudre de lait écrémeé (1%, 2%, 4%, 5%
et 8%). Par la suite, des disques en papier Wattman stérile ont été déposés a la surface de la
gélose pour recevoir un volume de 5ul d'une culture over-night de chaque souche. Les boites
sont incubées a 30°C pendant 24 et 48 heures (Veuillemard, 1986).

Les résultats positifs sont appréciés par la mesure du diamétre en millimetre des zones

de lyse claires de plus de 0.5mm, apparues autours des colonies.
11.7.3. Lalipolyse

La lipolyse est mise en évidence en suivant le méme principe méthodique que celui suivi

pour la protéolyse évoquée dans le paragraphe (11.7.2.) sur gélose aux triglycérides.

La mesure des résultats se fait come pour la protéolyse a savoir un seuil minimum de

zone de lyse de 0.5mm, de plus I’apparition d’un dépdt autour de cette zone confirme 1’activité

lipolytique.
Il. 7. 4. L’acidification

L’un des caracteres technologiques essentiels des bactéries lactiques est leurs pouvoirs

acidifiants qui dépend de la fermentation du lactose (Guiraud,1998).

Le pouvoir acidifiant de nos souches est évalué par la mesure simultanée, de 1’évolution
du pH des six cultures en fonction du temps et le dosage de 1’acidité titrable en degré Dornic

neutralisé par une solution de soude (NaOH) de N/9, en présence d’un indicateur coloré qui est
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la phénolphtaléine a raison de 200 pl, comme révélateur, jusqu’au virage de la couleur au rose

pale persistant au moins 10 secondes (Guiraud,1998).

- Du lait écrémé stérile reconstitué a 10% a été préparé dans des flacons d’une capacité
de 500mL.

- Chaque flacon a été ensemencé a raison de 1% (soit 5 ml) d’une culture jeune de chaque
souche.

- Pendant I’incubation des flacons a 30°C durant 24 h, les mesures du pH et de ’acidité
Dornic ont été prises toutes les 2 heures a partie du temps zéro (le début de 1’incubation)
(Larpent, 1997).

L’acidité Dornic est déterminée par la formule :
Acidité (°D) =V NaoH X 10

Ou : V NaoH : Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10 mL de

lait.

La mesure du pH est faite directement par le pH-métre, en plongeant 1’électrode dans le

lait et cela avant chaque dosage de 1’acide titrable.

L’activité acidifiante est appréciée par un abaissement du pH et une hausse de I’acidité

Dornic.
I1. 8. Antibiogramme

Ce test a pour but de tester la sensibilité¢ bactérienne de ces souches a plusieurs
antibiotiques, afin de pouvoir déduire I’effet bactériostatique ou bactéricide d’une gamme
d’antibiotique (Chengappa et al., 1990 ; Eberlin et al., 1994 ; Jorgensen et al., 1999).
L’antibiogramme permet aussi de définir Iutilité de ces bactéries lactiques au sein de I’industrie

agro-alimentaire (Tunneva and Ericson, 1954 ; Chabbert, 1963 ; Bauer et al., 1966).

- A partir d’une jeune culture purifiée sur gélose MH et a ’aide d’une anse de platine
quelques colonie bien isolées et parfaitement identiques sont raclees.

- L’anse est ensuite déchargée dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile.

- La suspension bactérienne est par la suite bien homogénéisée, 1a D.O de I’inoculum doit

se situer entre 0.08 &4 0.10, lue & 625 nm.
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- A l’aide d’un écouvillon stérile trempé dans I’inoculum I’ensemencement de chaque
souche est réalisé par stries serrées sur la totalité de la surface gélosée, 1’opération est
répétée 2 fois afin de s’assurer du bon ensemencement.

- Les 28 antibiotiques cités dans le tableau 04 ont été testés. L’écouvillon est rechargé a
chaque ensemencement d’une boite.

- On dernier, les disques d’antibiotiques sont disposés a 1’aide d’un distributeur
d’antibiotique a raison de 6 antibiotiques par boite.

- Les boites sont incubées a 30°C pendant 24h.

Les disques d’antibiotiques sont des disques de papier imprégnés avec une
concentration déterminée d’un agent antimicrobiens a une concentration minimale d’inhibition
CMI. Cette concentration est définie et standardisée par le Comité de I’ Antibiogramme de la

Société Francaise de la Microbiologie (CA-SFM)

Apres incubation, les boites de Petri sont examinées et les zones d’inhibition entourant
les disques sont mesurées et comparées aux valeurs critiques (Annexe I11) des différents agents
antimicrobiens testés, afin de déterminer la catégorisation de classement de ces bacteries
(résistant, intermédiaire, sensible). Le diamétre de la zone d’inhibition est proportionnel a la

sensibilité de la bactérie testée a une CMI.

Aux regards des concentrations et des diameétres critiques les souches sont considérées

comme :

e Sensibles (S) : les souches pour lesquelles la CMI de I’antibiotique testé est inférieur ou
égale a la concentration critique basse (), ce qui équivaut a un diamétre mesuré supérieur
ou égale au diametre critique D ;

e Résistantes (R): les souches vis-a-vis desquelles la CMI de 1’antibiotique testé est
supérieure a la concentration critique haute C, correspondant a un diametre mesuré
inférieur au diametre critique d ;

o De sensibilité intermédiaire (1) : les souches vis-a-vis desquelles la CMI de I’antibiotique
testé et du diameétre mesuré correspondant sont compris entre les deux concentrations
critiques et les deux diamétres critique. Le tableau 05 représente les critéres de
catégorisation des souches (CA-SFM, 2012).
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Tableau 5. Procédure et criteres de catégorisation selon les valeurs critiques (CA-SFM,

2012).
Criteres de catégorisation selon les valeurs critiques
CMI (mg/L) Diametre mesuré (mm)
S CMI<c Diamétre > D
R CMI>C Diametre < d
| c<CMI<C d < Diamétre <D

- Haute concentration (C) : la concentration maximale pouvant étre supportée par les
sujets testés jusqu’au seuil ou elle peut devenir 1étale.

- Basse concentration (c) : la plus petite concentration pouvant provoquer la mort de ces
individus.

- Grand diametre (D) : diamétre d’action relatif a la concentration maximale (C).

- Petit diametre (d) : diamétre d’action relatif a la concentration minimale (c).

Les valeurs critiques prédéfinies par le CA-EFM sont mis au point suite a plusieurs
centaines de tests réalisés sur des milliers d’isolats sauvages et souches de références par

diffusions sur gélose et/ou E-test.

Le Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de la Microbiologie (CA-SFM)
a standardisé la méthode de I’antibiogramme et a déterminé la CMI (Concentration Minimale
d’Inhibition) des antibiotiques et les valeurs critiques pour chaque bactérie. Dans notre cas
d’étude la souche de référence pour les genres Lactococcus et Leuconostoc est I’espece
streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (RASRBA, 2011).

La comparaison des diametres d’inhibition mesuré pour chaque antibiotique au diametre
critique donné par le Comité de I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de la Microbiologie
(CA-SFM), permet de définir les catégories des souches par I’interprétation des tests de
sensibilité par Sensible (S), Résistant (R) et/ou Intermédiaire (1) (CA-SFM, 2012).

Les souches de bactéries lactiques forment un ensemble hétérogene pour lequel la
lecture interprétative de l'antibiogramme, fondée sur la connaissance des phénotypes de
résistance a conduit dans certains cas a transformer un résultat initialement catégorisé S en
résultat 1 ou R, ces transferts de catégories sont sans doute dd a un risque de transmission
horizontale entre les espéces ou d’un échange vertical par voie hiérarchique de descendance de

ces bactéries.
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Ces changements catégoriques ont été réalisée en fonctions des recommandations
réferentielles du CA-SFM (Comite de 1’Antibiogramme de la Société Francaises de la
Microbiologie) (CA-SFM, 2012).
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I11. Résultats & Discussion
I11.1. Revivification et purification des souches lactiques

Suite & la revivification des 06 souches lactiques sur bouillon M17 & 30°C pendant 24h; il
apparait un trouble au fond des tubes. La purification de ces souches est résulté par une observation

macroscopique et confirmé par un test de catalase et une coloration de Gram.
I11.1.a. Examen macroscopique

L’observation a ’ceil nu des cultures sur gélose M17 a été appréciée par des colonies
visibles, de tailles similaires pour chaque genre (environ 1 mm de diametre pour le genre
Lactococcus et 2 mm de diamétre pour le genre Leuconostocs), de forme circulaire et un peu
bombées, avec une couleur blanchatre a créme. La figure 07 illustre 1’aspect macroscopique de

deux souches lactiques ND6 (Lactococcus) et ND8 (Leuconostoc).

ND6 (Lactococcus) ND8 (Leuconostoc)

Figure 07. Aspect macroscopique de deux souches lactiques ND6 et ND8 sur gélose M17.

Les souches lactiques étudier s’averent €tre a catalase négatives vue que ce test est I’un des
examen clé complémentaire a la confirmation de la pureté des souches étudier. Ces résultats sont
en accords avec celle trouvées par Kihal (1996), Carr et al. (2002) et Badis et al. (2005).

I11.1.b. Examen microscopique

L’examen microscopique basée sur la coloration de Gram a montré que toutes les souches
étaient a Gram positifs, de forme cocci, associées en paires, en amas, ou en courtes chaines. Cette
description est conforme a celle donnée par Carr et al. (2002). La figure 08 illustre 1’aspect
microscopique des deux souches lactiques ND6 et ND2.

37



Chapitre 111 Résultats et discussion

ry -
oo D :
: awh - -
5 .. \ ‘ : £ g : ‘- a’ &,
¢ o & b -
s (Y A ' w 4 s & k
. d = A Y -y
. . y s - “o
] * [ i &
ND®6 (Lactococcus) ND2 (Leuconostoc)

Figure 08. Aspect microscopique de deux souches lactiques ND6 et ND2 apres coloration de
Gram.

111.2. Résultats d’étude des aptitudes technologiques des souches lactiques
111.2.1. Production d’acétoine

La production aromatique chez les bactéries lactiques est I’une des caractéristiques
technologiques les plus importantes lors de la fabrication et de 1’élaboration des produits laitiers
fermentés. Les bactéries lactiques ont la capacité de produire de nombreux composés aromatiques
a partir de différents substrats (comme le pyruvate) qui participent aux qualités organoleptiques
des produits fermentés (Raynaud et al., 2003 ; Cholet, 2006).

Pour le test de production d’acétoine, les résultats obtenus ont révélé que seulement 3
souches des 6 souches lactiques étudiées arrivent a produire de 1’acétoine. Elles correspondent aux

souches G’3, NF3 et ND9, appartenant aux deux genres Leuconostoc et Lactococcus.

Les autres souches ND2, ND6 et ND8 n’ont présenté aucun anneau rougeatre signe d’un
résultat négatif a ce test. Ceci peut étre expliqué par une production d’un autre ardme autre que
’acétoine, ou bien une production rapide de ce dernier qui est trés vite réutilisé dans une autre voie

aromatique. Le tableau 06 et la figure 09 résument les résultats obtenus.

Cogan, (1975), a constaté que la production du diacétyle et de 1’acétoine sont sans doute le
caractére le plus fréquent chez les Leuconostoc. Par contre, les études de Badis et al. (2002 et
2005) et Ghazi et al. (2009) ont rapporté que la sous-espece Leuconostoc mesenteroides ssp
mesenteroides n’a pas la faculté de produire cet ardbme ; de ce, nos résultats concernant la souche

ND8 sont en parfaite accord avec les résultats de ces derniers.
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Tableau 06. Résultats du test d’acétoine dans le lait et le milieu Clark et Lubs.

Genres Souches Lait écréeme Milieu
stérile Clark et Lubs
G’3 +++ ++
Leuconostoc ND2 - -
ND8 - -
NF3 +++ ++
Lactococcus ND6 - -
ND9 + +

Négative (-) : Absence de I'anneau rouge
Positif (+) : Présence de I'anneau rouge

+++: Forte.
++ . Moyenne.
+ : Faible.

»

o

Hibs
0y

———__ Résultats positifs

présence d’un
anneau rouge

Figure 09. Résultats du test d’acétoine dans le lait pour les trois souches ND9, G’3
(Lactococcus) et NF3 (Leuconostoc)
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111.2.2. La protéolyse

Les valeurs rapportées sur le tableau 07 et 08 et les figures 11 et 12, représentent les
résultats de la protéolyse des souches lactiques étudiées. La figure 10, présente I’aspect visuel de
I’activité protéolytique des souches lactiques a deux pourcentages différents de poudre de lait

rajouté (1% et 8%) apres 24h d’incubation.

Figure 10. Activité protéolytique des souches lactiques étudiées aprés 24h d’incubation a 1% et
8% de poudre de lait additionné.

L’activité protéolytique chez les bactéries lactiques est essentielle pour leur croissance dans
le lait, elle est ainsi impliquée dans le développement des propriétés organoleptiques des différents
produits laitiers fermentés (Axelesson, 1998). Elle est une propriété importante pour la culture
secondaire, car elle peut influer la saveur d’un produit en lui fournissant la plupart des précurseurs
d’ardbme (Yvon, 2006).

D’apres la mesure des diameétres de lyse, Il en résulte que pour toutes les souches, le
diamétre de lyse augmente en fonction du temps et baisse par rapport au pourcentage de poudre

de lait rajouté.

Aprées 24h d’incubation et a haut pourcentage de poudre de lait rajoutée (8%), nous avons
constaté que les souches ND9 du genre Lactococcus et ND2 du genre Leuconostoc ont
respectivement un diametre de protéolyse de 13.01 et 12.33 mm, ne dépassant pas la valeur
maximale de protéolyse qui est de 15 mm rapporté par Veuillemard (1986) dans ces travaux. Ce
qui les rends les plus performantes a ce stade d’étude.
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Par contre, a bas pourcentage de poudre de lait rajoutée (1%), nous remarquant que les
souches NF3, ND9, G’3, ND2 et ND6 ont une protéolyse au-dela de la norme protéolytique qui
est comprise entre 5 a 15 mm de diametre, selon Veuillemard (1986), elle est considérée comme
une protéolyse excessive pouvant provoquer la production incontr6lée de peptides amers et
d'autres composées indésirables voir méme un produit final trop mou en production fromagere
selon ce qu’il a été décrit par Buffa et al. (2005). A I’exception de la souche ND§ du genre
Leuconostoc ayant une protéolyse de 13.56 mm de diametre.

Au bout de 48h et & haut pourcentage de poudre de lait rajoutée (8%), nous remarquons
que les souches G’3 du genre Leuconostoc et ND9 du genre Lactococcus sont fortement

protéolytiques avec une protéolyse de 16.22 et 16.06 mm de diamétre respectivement.

La souche ND8 du genre Leuconostoc a montré une protéolyse de 11.41 mm, elle
représente la plus petite valeur protéolytique par rapport aux autres souches testées, donc elle est

la moins performante.

Les souches ND6, NF3 et ND2 sont les plus performantes avec une protéolyse de 14.77
mm, 14.54 mm et 14.07 mm respectivement.
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Tableau 07. Moyenne des diamétres de lyse en millimetre chez les souches lactiques aprés 24

heures d’incubation.

Aprés 24 heures d’incubation

% de poudre de lait rajouté
Souches
! 1% 20 4% 506 8%
G’3 16.82 14.26 13.53 12.73 11.85
ND2 16.45 15.03 14.91 14.06 12.33
ND6 15.44 14.24 12.64 11.84 11.39
ND8 13.56 12.10 10.10 09.40 08.49
ND9 16.89 16.30 15.41 13.66 13.01
NF3 17.64 15.52 12.80 12.23 11.85
APRES 24H
20
18
. 16
% 14
~ 12 ——1%
i
- 10 2%
\g 8 4%
<_E 6 5%
a)
4 == 8%
2
0
G'3 ND2 ND6 ND8 ND9 NF3
SOUCHES

Figure 11. Activité protéolytique des souches lactiques étudiées apres 24 heures d’incubation et
a différent pourcentage de poudre de lait rajouté.
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Tableau 08. Moyenne des diamétres de lyse en millimétre chez les souches lactiques apres 48

heures d’incubation.

Aprés 48 heures d’incubation
% de poudre de lait rajouté
Souches
1% 2% 4% 5% 8%
G’3 22.82 22.42 18.89 17.35 16.22
ND2 22.27 20.64 18.35 18.46 14.07
ND6 25.12 23.15 20.18 19.13 14.77
ND8 19.81 18.66 15.87 11.73 11.41
ND9 23.43 22.72 21 18.39 16.06
NF3 21.51 20.68 18.16 18.14 14.54
APRES 48H
30
25
g T
S 20
L\u/ ——1%
ID—: 15 29%
\|_|§J 4%
i: 10 5%
a
== 8%
5
0
G'3 ND2 ND6 ND8 ND9 NF3
SOUCHES

Figure 12. Activité protéolytique des souches lactiques étudiées apres 48 heures d’incubation et
a différent pourcentage de poudre de lait rajouté.
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111.2.3. La lipolyse

D’apres les résultats obtenus, figurant dans le tableau 09 et illustrés par la figure 13, on
constate que I’ensemble des souches lactiques étudiées ne présentent aucune activité lipolytique
puisqu’elles ne présentent aucune zone de lyse caractéristique autour des disques malgré qu’il y

ait une croissance microbienne.

Mayers et al. (1996) avaient déja rapportés la faible activité lipolytique des leuconostoc et
cela nous en confirme qu’elle peut étre soit indétectable au laboratoire, soit elle est perdue, mais
il existe une croissance bactérienne comme il est rapporté par les études de Fernandez et al. (2000),

qui ont montrées que la croissance des bactéries ne nécessite pas une activité estérasique.

Tableau 09. Résultats du test de lipolyse des souches lactiques étudiées apres 48h d’incubation.

Genres Souches Croissance .ACt'V.'te
lipolytique
G’3 + -
Leuconostoc ND2 + -
ND8 + -
NF3 + -
Lactococcus ND6 + -
ND9 + -

(+) : Croissance bactérienne ; (-) : Pas de zones de lyse.

Croissance
bactérienne

Figure 13. Résultats du test de lipolyse de deux souches lactiques ND8 (Leuconostoc) et ND6
(Lactococcus)

44



Chapitre 111 Résultats et discussion

111.2.4. L’acidification

Les bactéries lactiques sont reconnues par leurs pouvoirs acidifiant. Dans le présent travail,
nous avons teste le pouvoir acidifiant des 6 souches lactiques appartenant au genre Lactococcus et
Leuconostoc, en suivant I’évolution du pH et de 1’acidité Dornic en fonction du temps. Les résultats
obtenus sont résumés dans les tableaux 10 et 11 et représentés schématiquement dans les figures
14 et 15.

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que toutes les souches étudiées ont un
pouvoir acidifiant appréciable, elles produisent de 1’acide lactique progressivement en fonction du
temps. Cette acidité¢ produite est accompagnée d’un abaissement du pH du lait et provoque sa

coagulation.

Tableau 10. Evolution du pH en fonction du temps d’incubation par rapport a chaque souche

Evolution du pH en fonction du temps d’incubation

Souches

Oh 2h 4h 6h 8h 10h | 12h | 14h | 16h | 18h | 20h | 24h
Témoin
. 6.75 | 6.73 | 6.71 | 6.68 | 6.65 | 6.62 | 6.58 | 6.55 | 6.52 | 6.24 | 6.02 | 5.98
négatif

G’3 6,65 | 6.46 | 6.31 | 6.22 | 6.02 | 592 | 586 | 5,77 | 5,68 | 559 | 5,49 | 5,08

ND2 6,63 | 6,46 | 6,42 | 6,27 | 5,96 | 5,87 | 577 | 5,67 | 5,59 | 5,52 | 5,47 | 5,36

ND6 6,68 | 6,57 | 6,34 | 6,16 | 5,83 | 573 | 5,64 | 5555 | 5,47 | 5,43 | 5,39 | 5,09

ND8 6,69 | 6,58 | 6,36 | 6,19 | 5,88 | 5,69 | 556 | 547 | 5,44 | 5,24 | 5,16 | 5,05

ND9 6,64 | 6,57 | 6,29 | 6,10 | 5,80 | 5,68 | 559 | 5551 | 5,46 | 5,44 | 5,40 | 5,01

NF3 6,70 | 6,64 | 6,47 | 6,28 | 6.01 | 592|583 | 5,74 | 564 | 563 | 553 | 530

—&—T nég

G'3
ND2
ND6
3 =#—=ND8
2 —8—ND9

e NF3

OH 2H 4H 6H 8H 10H 12H 14H 16H 18H 20H 24H

Figure 14. Evolution du pH par rapport aux souches testées en fonction du temps d’incubation.
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Tableau 11. Evolution de I’acidité Dornic (en D°) des souches lactiques testées en fonction du
temps d’incubation

Evolution de I’acidité Dornic en fonction du temps

Souches
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h 24h
T nég 14,33 | 15,33 | 15,67 | 15,67 | 16,33 17 17,67 | 18,67 | 19,67 | 24,33 32 | 35,67
G'3 16,33 | 17,33 | 19,33 | 22,66 | 33,66 34 35,67 39 41,67 | 41,67 | 4567 | 54
ND2 16,33 18 20,33 | 23,33 30 35,67 | 38,67 | 46,67 | 49,67 55 59,33 | 65
ND6 16,33 | 17,33 | 19,33 | 25,33 34 36,33 40 48 52 56,67 | 59,33 | 69
ND8 1483 | 16,33 | 18,33 | 25,33 35 44,33 47 52 58,67 64 68 | 74,33
ND9 17 17,67 | 21,33 30 37,33 43 48 50,67 52 55,67 | 59,33 | 68
NF3 15,33 | 16,33 | 18,47 | 22,67 | 28,33 | 31,33 37 38,67 | 41,67 | 45,33 49 | 58,67
80
70
60
—&—T nég
50 G'3
ND2
40 ND6
—%—ND8
30
—8—ND9
20 —t+—NF3

10

OH

2H

4H
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Figure 15. Evolution de I’acidité Dornic du lait aprés 24 heures d’incubation.

Des résultats obtenus et en fonction du temps d’incubation de nos échantillons de lait

reconstitué et additionné par nos souches lactiques, nous avons constaté une nette diminution du

pH accompagné d’une évolution progressive de I’acidité Dornic. Un phénomene di a la production

de I’acide lactique suite a la fermentation du lactose par les bactéries lactiques mise en culture.

développée dans le lait par la fermentation du lactose en acide lactique.

Selon Bourgeois and Larpent (1996), 1’acidité titrable est une expression de I’acidité
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A temps Oh, et comparativement au témoin négatif, 1’acidit¢ Dornic a visiblement
augmenter pour toutes les souches. La plus haute valeur a été constatée pour la souche ND9 avec
17°D et la moindre différence proche de la valeur du témoin négatif a été remarquée pour la souche
NDS8.

Aprés 4h d’incubation a 30°C, la baisse du pH évolue pour toutes les souches. ND9 et G’3
ont marqué la plus faible valeur de pH, suivi des souches ND6 et ND8. L’acidité Dornic la plus
élevée a été constatée pour la souche ND9 avec une valeur de 21.33°D suivi de ND2 avec une
valeur de 20.33°D.

Au bout de 8h d’incubation et dans les mémes conditions de culture, on constate que la
cinétique d’acidité est en continuelle évolution avec une baisse progressive du pH. Ici, la souche
ND?9 est toujours la plus acidifiante par rapport aux autres souches avec un pH de 5.80. Cependant,
la souche G’3 marque un petit recul par rapport aux souches ND6 et NDS8. La plus haute acidité
Dornic de 37.33 °D a été constatée pour la souche ND9 du genre Lactococcus, cela marque un
large écart entre les souches du méme genre. La souche NF3 reste toujours en dernier classement
avec une faible acidité de 28.33°D. A ce stade d’étude, les souches du genre Leuconostoc se

montrent moins performantes que les souches du genre Lactococcus.

Apres 24h d’incubation, on a pu classer les souches selon leurs vitesses d’acidification
présentant une différence significative dans le temps. La souche ND9 du genre Lactococcus est
toujours la plus acidifiante avec la plus faible valeur de pH de 5.01 ; malgré qu’elle ne marque pas
la plus haute acidité titrable, soit elle produit un autre acide en alternative avec 1’acide lactique qui
est moins acide ou bien ’acide lactique est produit et vite transformer par cette derniére ; suivi par
les souches ND8 et G’3 marquant respectivement un pH de 5.05 et 5.08. La souche ND8 du genre
Leuconostoc est devenue la plus performante marquant la plus grande valeur d’acidité qui est de
74,33 °D suivi respectivement par les souches ND6 et ND9 du genre Lactococcus avec une acidité
de 69°D et 68°D.

A exception, la souche NF3 appartenant au genre Lactococcus présente une certaine
stabilité d’évolution dans le temps, mais reste toujours la moins performante comparativement aux

autres souches lactiques étudiées.

Dans ce travail, les conditions de fermentations étaient les mémes pour toutes les souches,
par consequent, la différence des propriétés acidifiantes depende de la spécificité de chaque souche

comme il a été rapporté dans les études de Badis et al. (2004) et Xanthopoulos et al. (2001).

47



Chapitre 111 Résultats et discussion

Cette différence est due probablement a une diversité génétique (perte de plasmides au

cours de la croissance bactérienne ou mutations entre les individus du méme genre).

Sanchez et al. (2006), ont révélé que I’activité acidifiante due au genre Lactococcus est
plus élevée que celle due au genre Leuconostoc. Cette activité est accompagnée d’une baisse de
pH. Ce qui n’est pas le cas de nos résultats, car au cours de notre étude nous avons constaté que la
souche la plus acidifiante aprés 24h d’incubation avec une acidité de 74.33°D était du genre

Leuconostoc.

Cheriguene et al. (2006), ont trouvé que les souches de Lactococcus lactis produisaient
des quantités importantes en acide lactique atteignant les 75 °D apres 24h d’incubation. Idoui et
al. (2009), ont eux aussi rapporté une importante activite acidifiante du méme genre Lactococcus.
Lactis, en produisant une quantité d’acide lactique supérieur a 85°D en moyenne apres 24h

d’incubation.
111.3. Antibiogramme

L’antibiogramme a été réalisé dans le but de valorisé nos souches d’étude et définir leurs

sensibilités envers une gamme d’antibiotiques.

La procédure et les critéres de la catégorisation des souches afin d’interprété un
antibiogramme se fait sur la base des diametres critiques, en fonction de la concentration minimale
d’inhibition (CMI) d’un antibiotique et le diametre d’action d’un antibiotique sur 1’activité des
souches a tester exprimer phénotypiquement par une zone de lyse autour de I’antibiotique (CA-
SFM, 2012). La figure 16, illustre ’expression phénotypique de ’antibiogramme pour deux

souches testées.
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Figure 16. Illustration de 1’expression phénotypique de deux souches lactiques testées.

Les résultats de I’antibiogramme réalisé sur nos 06 souches lactiques vis-a-vis les 28
antibiotiques testés de différentes familles, nous ont permis de les catégoriser comme étant sensible

(S), intermédiaire (1) ou résistante (R). Les résultats sont groupés dans les tableaux 12 et 13.
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Le tableau 12. Valeurs des diamétres de lyse tout au pourtour des disques d’antibiotiques (les

diamétres de lyse sont exprimes en millimetre).

Antibiotiques a testés

Souches d’étude

Classes Familles Abv .
o .. des ND> NDs NDs NDg G3 NF3
d’antibiotiques d’antibiotiques ATB
GMNy | 25.60 | 26.84 | 23.48 | 27.43 | 26.03 | 37.02
Aminosides Aminosides KMN3p | 29.46 | 27.86 | 30.22 | 29.79 | 28.67 | 32.47
NEO3p | 23.11 | 22.39 | 23.89 | 25.52 | 22.11 /
S 1257 | 12.73 | 14.21 | 15.02 | 1257 | 1491
AMP1o | 19.97 | 18.43 | 21.63 | 23.93 | 22.80 | 24.72
Aminopénicilline AMXzs | 22.64 | 25.45 | 26.70 | 26.50 | 25.88 | 28.17
AMC3p | 09.92 | 23.86 | 26.30 | 25.89 | 32.00 | 28.16
Céphalosporine CEFs | 10.90 | 14.43 | 1352 | 12.75 | 14.52 | 15.62
1 ere génération
B-Lactamine Céphalosporine FOX | 25.07 | 29.37 | 31.35 | 31.24 | 31.14 | 38.72
2 eme geneération
Cephalosporine |~ | 9530 | 41.83 | 44.20 | 42.76 | 37.04 | 36.41
3 eme génération
Pénicillines OX1 00 00 00 00 00 00
P 00 00 00 00 00 00
Cyclines Tétracyclines TE3o / / / / / 20.78
Glycopeptides Glycopeptides VANz3 00 00 00 00 00 00
Fluoroquinolone CIP 37.68 | 4290 | 35.07 | 40.24 | 49.31 | 31.04
Quinolones — MAR 19.72 | 39.15 | 31.66 | 44.47 | 47.48 | 29.85
Quinolones UBNso | 44.67 | 42.36 | 18.60 | 44.11 | 46.49 | 39.44
1ére génération
Lincosamides Lincosamides CMN; 00 00 00 00 00 00
LCN3s 00 00 00 00 00 00
Macrolides E 08.44 | 11.14 | 08.35 | 09.68 | 10.48 | 15.61
Macrolides SP 07.29 | 10.94 | 09.57 | 08.14 00 15.57
Streptogramines PT 00 00 00 00 00 00
Nitrofuranes Nitrofuranes FTN300 08 07.87 | 11.42 | 12.70 | 11.19 /
Phénicolés Phénicolés Cso 29.13 | 30.13 | 3291 | 30.61 | 31.75 | 34.90
) . COLyp | 22.68 | 14.22 | 08.04 | 17.43 | 15.63 | 19.66
Polypeptides Polypeptides
BCT130 00 00 00 00 00 09.23
Sulfamides Sulfamides-
et - A SXTy | 27.12 | 30.50 | 43.39 | 40.58 | 40.50 | 37.21
- Triméthoprime
associés
Autres Divers RA30 16.90 | 17.05 | 15.77 | 19.76 | 14.97 | 19.99

50




Chapitre I11

Résultats et discussion

Tableau 13. Catégorisation des souches lactiques a testées par rapport aux diametres critiques

Souches d’étude

Antibiotiques a testés )
ND2 | NDs | NDsg | NDg | G3 | NF3
. Abréviation | Charge o .
Familles ATB Classes ATB des ATB des ATB Diamétres critiques
GMN1o 10 UI S S S S S| S
. — KMNzo 30 Ul S S S S S| S
Aminosides Aminosides NEOs; 30 g S S S S S /
S 10 UI R R I S R I
AMP1o 10 pg I I S S S S
Aminopénicilline AMXos 25389 ! S S S S S
AMC3o (20/10) g R S S S S S
Cephalosporine 1 | ~pp 0pg | R ||| ]
B-Lactamine ere generat!on
Cephalosporine 2.1y 0ug | s |s|s|s|s|s
éme génération
Céphalosporine 3 | o g | R | s|s|s|s|s
éme génération
T OX1 1 g R R R R |R]|R
Pénicillines P 6 g R R R R R R
Cyclines Tétracyclines TEso 30 UI / / / / / S
Glycopeptides | Glycopeptides VAN3o 30 g R R R R R| R
Fluoroquinolone cIp S g = S = > S >
Quinolones g MAR 100 pg Non interpréter a faute de référence
Quinolones
1ére génération UBNso 30 Hg SR E Y
Lincosamides | Lincosamides CMN, 2 Ul R/ RIRIRIRIR
LCNis 15 pg R R R R |R]|R
Macrolides E 15 Ul R R R R |R]|R
Macrolides SP 100 pg R R R R R| R
Streptogramines PT 15 ug R R R R R R
Nitrofuranes Nitrofuranes FTNs300 300 pg R R R R R /
Phénicolés Phénicolés Cao 30 pg S S S S S| S
. . COL1o 10 ug S R R S S S
Polypeptides Polypeptides BCT1s0 130 g R R R R R | R
Sulfamides .
ot Sulfamde_s- SXTas 1,25/23,75 S s S S S S
- Triméthoprime Mg
associés
Autres Divers RA30 30 pg I I I S I S
S Catégorie Sensible Catégorie Intermédiaire R | Catégorie Résistante
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Les résultats de cet examen pour chaque souche étudiée par rapport aux

antibiotiques utilisés ont permis de faire les remarques suivantes :

Toutes les souches lactiques, présentent une résistance envers 10 antibiotiques testés de
différentes familles qui sont: I'Oxacilline, la Pénicilline (B-Lactamines), la Vancomycine
(Glycopeptides), la Clindamycine, la Lincomycine (Lincosamides), I’Erythromycine, la
Spiramycine, la Pristinamycine (Macrolides), la Nitroflurantoide (Nitrofuranes) et la Bacitracine

(Polypeptides).

La forte résistance aux Pénicillines (Pénicillines et Oxacilline) a été démontrée dans
plusieurs études (Katla et al, 2001 ; Danielsen and Wind, 2003 ; Coppola et al, 2005 ; Belletti et
al, 2009). Ces résultats de résistance a I'Oxacilline par les souches du genre Lactococcus sont en

accords avec celles trouvées par Yazdanparsat (2002).

D’apres les travaux de Donohue (2004), le genre Lactococcus présente une résistance a la
Vancomycine. La méme résistance était aussi décrite pour le genre Leuconostoc suite aux travaux
réalisés par Orberg and Sandine (1984), Swenson et al. (1990), Benkerroum et al. (1993) et Ogier
et al. (2008). Des résultats qui sont en accord avec celles trouvés dans notre travail de recherche.

Il a été démontré aussi, que la résistance du genre Lactococcus aux macrolides est
majoritairement acquise. Plusieurs auteurs ont signalé que cette acquisition est soit due a un
transfert horizontal du transposon Tn917 (Tomich et a.l, 1980 ; Hans et al., 1993) ou grace a un
plasmide conjugatif pK214 (Perreten et al., 1997 ; Raha et al., 2002 ; Delgado and Mayo, 2004).
Ce dernier (plasmide) peut porter d’autres genes de résistance comme celui de la résistance a la
Streptomycine (Devirgiliis et al., 2008). L’étude de Yazdanparsat (2002) a démontré aussi que le

genre Lactococcus était résistant a I'érythromycine ce qui corrobore avec nos résultats.

Les données rapportaient par Halami et al. (2000), George et al. (2001) et Pantip et al.
(2007) démontrant que le genre Lactococcus été sensible aux Nitrofuranes ce qui nous met en

discordance car nos souches du genre Lactococcus se sont révelées résistantes a cet antibiotique.

La souche ND2 du genre Leuconostoc est la plus résistante de toutes les souches étudiées
car elle résiste a 14 antibiotiques testés: la Streptomycine (Aminosides), 1’Amoxicilline +
Ac.Clavulanique, Céfalotine, Céfotaxime (B- Lactamines) et les 10 autres antibiotiques déja cites.
Cette souche présente une importante résistance a la famille des - Lactamines, elle est suivie de
ND8 du méme genre présentant une résistance a la Fluméquine (Quinolones 1% génération) et la

Colistine (Polypeptides) en plus des 10 antibiotiques sur-cités. La résistance de la souche ND8 a
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I’un des Quinolones fait objet de similitude avec les résultats d’études de plusieurs auteurs dont
Danielesen and Wind (2003), Delgado et al. (2005), Florez et al. (2005) et Karapetkov et al. (2011)
qui ont démontré qu’en générale les bactéries lactiques ont une résistance intrinseéque a la plupart
des inhibiteurs de la syntheése d’acide nucléique y compris les Quinolones. La souche G’3 de ce
genre est la moins résistante de toutes les souches du genre Leuconostoc car en plus des 10

antibiotiques sur-cités elle résiste a la Streptomycine (Aminosides).

La souche ND6 du genre Lactococcus est résistante a la Streptomycine (Aminosides) et la
Colistine (Polypeptides) sans oublier les 10 antibiotiques cités en premier lieu. La résistance de la
souche ND6 a la Streptomycine concorde avec les travaux de plusieurs auteurs déterminant une
résistance similaire chez I’espéce Lactococcus lactis essentiellement (Herrero et al., 1996 ;
Temmerman et al., 2003 ; Florez et al., 2005). Cette résistance intrinséque a la Streptomycine chez
la souche ND6 est attribuée probablement a I’absence de transport d’électrons du cytochrome-
médiation, permettant 1’absorption de 1’antibiotique (Charteris et al, 2001). Par contre et selon
Noreen et al. (2011) et Kushiro et al. (2009), I’espéce Lactococcus lactis est I’une des espéces les
plus sensibles a la Bacitracine ce qui ne s’accorde pas avec nos résultats. Les souches ND9 et NF3
du genre Lactococcus présentent des variations entre sensibilité intermédiaires et sensibilités et

elles ne résistent a aucun antibiotique.

Ces résistances sont largement décrites parmi les bactéries lactiques et sont généralement

considérés comme naturelle (intrinséque) et pouvant étre acquise (Mathur and Singh, 2005).

Plusieurs études ont montré la résistance naturelle d’'un nombre important de bactéries

lactiques aux antibiotiques (Botes et al., 2008).

Quelques-unes de nos souches d’étude ont marqué une sensibilité intermédiaire a 05
antibiotiques : la Streptomycine (Aminoside), I’Ampicilline, I’Amoxicilline (Aminopénicilline),
la Céfalotine (Céphalosporines 1™ génération) et la Rifampicine (Rifamycines). Cette sensibilité
intermédiaire envers ces antibiotiques varie d’une souche a 1’autre, elle est probablement attribuéee
a un transfert horizontal ou a une mutation chromosomique comme il a été rapporté dans les
travaux de Yamashita et al. (2000).

Au cours de cette étude, nous avons remarqué que toutes les souches testées étaient
sensibles a 7 antibiotiques qui sont : la Gentamicine, la Kanamycine, la Néomycine (Aminosides),
la Céfoxitine (Céphalosporines 1°¢ génération), la Ciprofloxacine (Fluoroquinolones), la

Chloramphénicol (Phénicoles) et laTriméthoprime + Sulfaméthoxazole ( Sulfamides-
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Triméthoprimes). L’étude élaborée par Ogier et al. (2008) a démontré que le genre Leuconostoc
était considérer comme étant résistant & la Gentamicine et au Chloramphénicol ce qui ne
correspond pas avec les résultats de notre étude, car nos souches du genre Leuconostoc se sont
révélées sensibles a ces deux antibiotiques. Selon les travaux de Brisse et al. (1998), Klein et al.
(1999) et Mathur et al. (2005) les souches du genre Lactococcus étaient résistante aux
Fluoroquinolone ce qui est en désaccord avec nos résultats d’étude, car nos souches se sont

révélées sensibles a cet antibiotique.

Les souches du genre Lactococcus se sont montrées largement plus sensibles aux
antibiotiques testés que les souches du genre Leuconostoc. La souche ND9 du genre Lactococcus
a montré une sensibilité pour 15 antibiotiques, en plus des sept que nous venons de cités, elle est
sensible a la Streptomycine (Aminosides), 1I’Ampicilline, 1’Amoxicilline, I’Amoxicilline + Ac.
Clavulanique (Aminopénicillines), la Céfotaxime (Céphalosporines 3™ génération), la
Fluméquine (Quinolones 1%¢ génération), la Colistine (Polypeptides) et la Rifampicine
(Rifamycines). Cette souche présente une importante sensibilité a la famille des Aminosides.
D’aprés les travaux de Donohue (2004) I’espéce Lactococcus Lactis étaient résistante a
I’ Ampicilline nos résultats ont révélé que nos souches testées du genre Lactococcus étaient
sensibles a cet antibiotique ce qui nous induit en désaccord. Ensuite on retrouve la souche NF3 du
méme genre montrant la méme sensibilité aux antibiotiques que celle révélée par ND9 a
I’exception de I’antibiotique Streptomycine auquel elle présente une sensibilité intermédiaire. Pour
que vienne aprés la souche ND6 du genre Leuconostoc présentant une sensibilité a 13 antibiotiques
les 7 déja cités et a I’Amoxicilline, I’Amoxicilline + Ac. Clavulanique (Aminopénicillines), la

Céfotaxime (Céphalosporines 3°™ génération) et la Fluméquine (Quinolones 1 génération).

L’importante sensibilité de ces souches envers ces antibiotiques peut nous conduire a
combiner entre elles pour mettre au point un ferment ou méme les utilisés comme probiotiques
dans la production laitiére. D’aprés Ammor and Mayo (2007), il est important de s’assurer que les
souches lactiques impliquées dans une production probiotique ne portant aucun gene de resistance
aux antibiotiques. La résistance des probiotiques aux antibiotiques pouvant étre transmissible a
des souches pathogénes peut poser un réel probleme. Ce qui a induit la suggestion de 1’Autorité
Européenne de la Sécurité Alimentaire (AESA) a que les probiotiques ne doivent pas avoir une

résistance acquise aux antibiotiques rapporté par Zago et al. (2011) dans leurs travaux.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont utilisées empiriqguement depuis des siécles dans la
fabrication de nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers, tels que les fromages
et les yaourts. Un intérét industriel tout particulier a été porté a ces bactéries, elles sont utilisées
aussi pour améliorer les caractéres organoleptiques des produits du fait le gout, la saveur, la

texture et I'ardme (du lait fermenté, du yaourt, du fromage et des produits carnés...etc.).

Au cours de cette étude, six souches de bactéries lactiques ont été ciblées (trois
Lactococus lactis et trois Leuconostoc mesenteroides) pour étudier quelques-unes de leurs
caractéristiques technologiques (pouvoir acidifiant, production d’acétoine, pouvoir
protéolytique, pouvoir lipolytique) et tester leurs sensibilités envers les antibiotiques afin de

valoriser leurs utilisations futures au sein de I’industrie laitiére.

Le test d’acétoine réalisé au cours de la présente ¢tude a révélé que seulement trois de
nos souches lactiques étudiées étaient capables de produire de 1’acétoine 1'un des plus
importants des composés aromatiques, deux du genre Lactococcus (NF3 et ND9) et une du
genre Leuconostoc (NDB6).

Les résultats acquis apres 1’étude de 1’activité protéolytique ont permis de constater que
toutes les souches ont une activité protéolytique appréciable, avec les souches (ND6 et NF3)
du genre Lactococcus et ND2 du genre Leuconostoc qui se sont montrées plus performantes
que les autres avec respectivement un diameétre de protéolyse de 14.77 mm, 14.54 mm et 14.07

mm. Alors qu’aucune des Six souches lactiques testée ne présente une activité lipolytique.

Les souches lactiques étudiées ont montré un pouvoir acidifiant appréciable au bout de
24h d’incubation a 30°C dont une trés acidifiante la souche ND8 du genre Leuconostoc avec
une valeur de 74.33 °D, cette acidité produite stimule la coagulation du lait et joue méme un

role important dans la conservation de nombreux aliments.

Pour ce qui est du test de la sensibilité aux antibiotiques, les souches du genre
Lactococcus se sont montrées largement plus sensibles aux antibiotiques testes que les souches
du genre Leuconostoc. Les souches ND9, NF3 et ND6 du genre Lactococcus ont présenté

respectivement une importante sensibilité envers 15, 14 et 13 antibiotiques testés ce qui les
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rends les plus performantes et les plus aptes a étre utilisées au sein de 1’industrie laitiére en tant

que ferment et voire méme comme ameéliorant lactique.

Enfin, au vu de ces résultats générés lors de ce travail, nous pouvons rappeler que ces
souches lactiques testées ont révélé des caractéristiques technologiques intéressantes faisant
d’elles de trés bonnes candidates pour d’éventuelles applications technologiques et pourraient
devenir des ferments autochtone ou voire méme les utiliser comme probiotiques dans

différentes productions laitieres.
Ceux qui nous permet d’ouvrir les perspectives suivantes :

» 1l serait intéressant d’étudier plus de propriétés technologiques telle que 1’activité

autolytique, le pouvoir texturant et probiotique.

» Valorisation des souches lactiques étudiés a 1’échelle industrielle.
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Milieux de culture

(Formule en g/l d’eau distillée)
Tous les milieux sont stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 15 min

Milieu M17 en bouillon (pH = 7.1 £ 0.2) (Terzaghi and Sandine, 1975)

Peptone papinique de soja ...........cceevevinnnnnnn. 59
Peptone de viande ..., 2.59
Peptone de caséine ..............cooeviiiiiiinin.. 2.5¢
Extraitdelevure .............ocooiiiiiiiii, 2.5¢
Extraitde viande ...............cooiiiiiiiiiien, 5.59
Acide ascorbique ........cciiiiiiiiiiii 0.5¢
Sodium B-glycérophosphate ........................ 19¢
Sulfate de magnésium ...............cooeiininne. 0.25¢
Eau distillée QSP ..o, 1000ml
Agar (pour milieu solide) ....................oeis 159

Milieu Clark & Lubs (pH = 7.5+ 0.2) (Clark and Lubs, 1917)

Hydrogenophosphate de potassium KoHPOs ......59
Eau distillée QSP ... 1000ml

Milieu PCA (pH = 7.0 £ 0.2) (Buchbinder et al., 1951)

TIYPLONe ..o, 59
GIUCOSE ..., 19
Extraitdelevure ................ooooiiiiiinl. 2,59
Al e 159
Eau distillée QSP ... 1000ml
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Milieu aux triglycérides (pH = 6.5)

PEPIONe ... 59
Extraitdelevure ..............cooiiiiiiiiii, 39
Triglycérides .........coooviiiiiiiii 10mi
AGAr e 15g
Eau distillée QSP ............ccoeiiiiiinn. 1000ml

Milieu Mueller-Hinton (MH) (pH =7,4 £0,2) (W.H.O, 1981 et 1992)

Milieu MH déshydraté .......................oo. 35¢g
- Peptones ... 39
Hydrolysat de caséine ..................... 17,59
CorEEOSé T OAZAT 15¢
CaZt L, 20 - 25 mg/L
L MO 10 - 12,5 mg/L
Eau distillée QSP ... 1000ml
Lait écremé reconstitué a 10%
Poudre de laita 0% (M.G) .........ccvveeennnnn.n. 100g
Eau distillée QSP ...l 1000ml
Eau physiologique & 0.9%
NaACl .o 99
Eau distillée QSP ... 1000ml

Annexes
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Coloration de Gram (Guiraud, 2003).

La coloration de Gram a été realisée selon la technique suivante :

Sur une lame, fixer une infime quantité d’une colonie sur une goutte d’eau distillée
par la chaleur ;

Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;
Ajouter du Lugol pendant 30 secondes ;

Décolorer avec de 1’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;

Faire une contre coloration en utilisant la Fuschine et laisser agir 30 secondes ;
Laver al’eau ;

Aprés séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a lI'objectif
(x100).

Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose.
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Annexe 111
Tableau 14. Abaques de référence contenant les valeurs critiques pour chaque antibiotique (CA-
SFM, 2012)
o Charge du C_qncentrations _Qiamétres
Antibiotiques disque critiques (mg/L) critiqgues (mm)
S R S R
PENICILLINES
Oxacilline 1pg <0.25 > 2 >29 <18
Pénicilline G 6 1g <0.25 > 2 >29 <18
Ampicilline 10 ug <2 > 8 >21 <16
Amoxicilline 25 g <2 >8 >23 <16
Amoxicilline/ac.clavulanique 20/10 pg <2/2 > 8/2 >23 <16
CEPHALOSPORINES
Céfalotine 30 pg <8 > 32 > 18 <12
Céfoxitine 30 pg <8 > 32 >22 <15
Céfotaxime 30 g <1 > 2 >26 <23
AMINOSIDES
Streptomycine 10 Ul <8 > 16 > 15 <13
Gentamicine 15 ug <2 >4 > 18 <16
Néomycine 30 pg <2 >4 >21 <19
Kanamycine 30 UI <8 > 16 >17 <15
PHENICOLES
Chloramphénicol 30pug | <8 > 16 >23 <19
TETRACYCLINES
Tétracycline 30U | <4 >8 >19 <17
MACROLIDES
Erythromycine 15 Ul <1 >4 >22 <17
Spiramycine 100 pg < >4 >24 <19
LINCOSAMIDES
Lincomycine 15 pg <2 >8 >2 <17
Clindamycine 2 Ul <2 > 2 >1 <15
STREPTOGRAMINES
Pristinamycine 15pug | <1 > 2 >22 <19
GLYCOPEPTIDES
Vancomycine 0pug | <4 > 8 > 17 -
POLYPEPTIDES
Bacitracine 130 pg <2 >2 >1 <15
Colistine 50 pg <2 >2 >1 <15
SULFAMIDES-TRIMETHOPRIME
. : . 1.25/23.75
Triméthoprime/sulfamethoxazole ug <2/38 > 8/152 >16 <10
NITROFURANES
Nitrofurane 300pg | <64 > 64 > 15 <15
QUINOLONES
Fluméquine 0pg | <4 >8 >25 <21
FLUOROQUINOLONES
Ciprofloxacine 5ug | <05 >1 >25 <22
DIVERS
Rifampicine 5ug | <2 - >19 -
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Les valeurs critiques sont prédéfinies par le CA-EFM comme suit :

1) Les concentrations critiques sont des concentrations sériques obtenues et définies sur des
individus testés sains en bonne santé, ces individus pouvant étre des souries d’expériences
de laboratoire et/ou des humains en leurs injectant par voie parentérale des concentrations
d’antibiotiques a testés, il en découle les valeurs suivantes :

- Haute concentration (C) : la concentration maximale pouvant étre supportée par ces
individus jusqu’au seuil ou elles peuvent devenir létale ;

- Basse concentration (c) : la plus petite concentration pouvant provoquer la mort de
ces individus.

2) Les diameétres critiques sont mis au point suite a plusieurs centaine de tests realisés sur des
milliers d’isolats sauvages ayant une résistance naturelle (intrinséques) aux antibiotiques
et des souches de références présentant des résistances intrinseques aux antibiotiques
définie génétiquement, ils sont déterminés par diffusion sur gélose et/ou par E-test (malgré
que ce test soit un peu couteux et tres peu utilisé). Ces diamétres critiques sont relatifs aux
concentrations critiques.

- Grand diamétre (D) : diamétre d’action relatif a la concentration maximale (C) ;

- Petit diamétre (d) : diamétre d’action relatif a la concentration minimale (c).

Aprés avoir défini ces valeurs critiques, elles sont disposées dans des abaques afin de

faciliter leurs utilisations comme valeurs de références pour la lecture d’un antibiogramme donner.

Et sur la base de ces valeurs critiques en peu classé et catégorisé n’importe quelle souche

faisant objet d’étude comme étants résistantes (R), intermédiaire (I) ou sensible (S).
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Résume

Afin d’apprécier et de donner une identité¢ technologique aux bactéries lactiques, 06
souches lactiques 03 du genre Lactococcus et 03 du genre Leuconostoc, issue du J’ben de
chévre de la région de Naama, préparé de facon artisanale ont fait 1’objet d'étude de quelques

aptitudes technologiques.

L examen des aptitudes technologiques visées a révelé que 03 souches seulement sur les
06 souches ¢tudiées étaient capables de produire de 1’acétoine, les 06 souches avaient une
importante activité protéolytiques avec 03 souches tres performantes présentant une protéolyse
dans les normes, absence totale de I’activité lipolytique pour toutes les souches étudiées alors
que leurs activités acidifiantes étaient appréciable marquant une corrélation entre 1’acidification
du milieu par la baisse du pH et la production de 1’acide lactique par la hausse de ’acidité
Dornic et le test de sensibilité aux antibiotiques a permis de les catégorisées en souches
résistantes (R) aux antibiotiques, d’une sensibilité intermédiaire aux antibiotiques (I) et
sensibles (S) aux antibiotiques. Toutes les souches ont montré une importante resistance a 10
antibiotiques, une importante sensibilité envers 7 antibiotiques et une variance de sensibilité

intermédiaire a 5 antibiotiques.

Cette catégorisation nous a permis de définir la probabilité d’utilisation future de ces

bactéries comme probiotiques ou ferment au sein de la production fromagere.

Mots clés : J’ben de chévre, souches lactiques, aptitudes technologiques, genre Lactococcus,
genre Leuconostoc, antibiotiques.
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Abstract

In order to appreciate and give a technological identity to the lactic acid bacteria, 06
lactic strains 03 of the genus Lactococcus and 03 of the genus Leuconostoc, outcome from the
goat cheese of the region of Nadma, prepared in an artisanal manner were the subject of study

of some technological skills.

The examination of the technological aptitude abilities revealed that only 03 strains of
the 06 strains studied were able to produce acetoin, the 06 strains had a high proteolytic activity
with 03 high-performance strains presenting a proteolysis in the standards, a total absence of
lipolytic activity for all the strains studied while their acidifying activities were appreciable
marking a correlation between the acidification of the medium by the drop in pH and the
production of lactic acid by the increase of the acidity Dornic and the test of Antibiotic
susceptibility made it possible to categorize them into antibiotic resistant (R) strains, antibiotic
intermediate sensitivity (1) and antibiotic sensitivity (S). All strains showed high resistance to
10 antibiotics, a high sensitivity to 7 antibiotics and a variance of intermediate sensitivity to 5

antibiotics.

This categorization allowed us to define the probability of future use of these bacteria

as probiotics or ferment within the cheese production.

Key words: Goat’s goat, lactic acid strains, technological aptitude, genus Lactococcus, genus

Leuconostoc, antibiotics.
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