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Résumé

Les bactéries lactiques font naturellement partie de notre environnement et notre
alimentation. On reconnait depuis longtemps, aux bactéries lactiques la propriété de
produire des substances antimicrobiennes. En effet, les bactéries lactiques ont la
particularité de synthétiser des substances inhibitrices, entre autre les bactériocines.

L’objectif de notre travail consiste a optimiser la production des bactériocines de 4
souches lactiques, et ce en étudiant différents paramétres pouvant étre a I’origine de
I’augmentation de la production des bactériocines.

L’études des caractéristiques Mmacroscopique, microscopique, biochimiques ; et
physiologiques (type fermentaire, d’hydrolyse de I’arginine (ADH), fermentation des
sucre, croissance sur lait bleu de Sherman, thermoreésistance, effet de NaCl : 4% et 6.5%,
pH=9.6 et croissance a différentes température) a permis d’orienter 1’identification vers :
Enterococcus sp.

Par la suite, nous avons effectué une optimisation sur le milieu MRS basé sur la
modification de diverse sources composant le milieu de culture : source d’azote, de
carbone et de potassium en étudiant en paralléle le temps d’incubation qui consiste en
I’¢laboration de la cinétique de croissance, ainsi que I’effet de la température et du pH.

La mise en évidence du pouvoir antimicrobien des bactéries lactiques aprés chaque
optimisation a été réalisé par la méthode des puits AWDA vis a vis de certains bactéries
pathogénes a savoir Escherichia coli, Proteus mirabilis et Staphylococcus aureus.

Les résultats obtenus montrent que certaines sources composant le milieu de culture
agissent seulement sur la croissance de la souche bactérienne alors que d’autres agissent
sur la production de bactériocine.

Le milieu MRSm optimisé a donnée de bien meilleurs résultat comparativement au
témoin qui est le MRS. Nous constatons d’importantes zones d’inhibitions entre 26 a 30
mm pour S.aureus, alors que les diametres sont de 22 a 26 mm pour E.coli et des diametres

compris entre 27 a 32 mm pour P.mirabilis.

Mots clés : Bacteries lactiques — bactériocine — Optimisation du milieu de culture -
bactérie pathogene - pouvoir antimicrobien.



Abstract

Lactic bacteria are naturally part of our environment. It has long been recognized
that lactic acid bacteria have the property of producing antimicrobial substances. Indeed,
lactic acid bacteria have the particularity to synthesize inhibiting substances, among others
bacteriocins.

The aim of our work is to optimize the production of bacteriocins of 4 lactic
strains by studying different parameters that may be responsible for the increase in
bacteriocin production.

The study of macroscopic, microscopic, biochemical and physiological
characteristics (fermentation type, arginine hydrolysis (ADH), sugar fermentation, growth
on Sherman blue milk, heat resistance, NaCl effect: 4% and 6.5%, pH = 9.6 and growth at
different temperatures) were used to orient identification to: Enterococcus sp

Subsequently, we performed an optimization on the MRS medium based on the
modification of various sources composing the culture medium: source of nitrogen, carbon
and potassium by studying in parallel the incubation time, Development of growth kinetics,
as well as the effect of temperature and pH.

The antimicrobial activity of the lactic bacteria was demonstrated after each
optimization by the AWDA method using pathogenic bacteria, namely Escherichia coli,
Proteus mirabilis and Staphylococcus aureus.

The results obtained show that some sources composing the culture medium act
only on the growth of the bacterial strain while others act on the production of bacteriocin.

The optimized MRSm medium gave much better result compared to the control
which is the MRS. We find large zones of inhibition between 26 to 30 mm for S. aureus,
while diameters are 22 to 26 mm for E.coli and diameters between 27 to 32 mm for

P.mirabilis.

Key words: Lactic bacteria - bacteriocin - Optimization of the culture medium -

pathogenic bacterium - antimicrobial power.
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INTRODUCTION



INTRDUCTION

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans la fermentation de différents
aliments. Leur capacité a produire des acides organiques accompagnés de I’abaissement du
pH est le majeur facteur par lequel ces dernieres inhibent la croissance des autres
microorganismes concurrents. D’autres métabolites tels que le peroxyde d’hydrogéne,
I’alcool et le diacetyl synthétisés par les bactéries lactiques. De plus ces derniéres peuvent
synthétiser des composés inhibiteurs de nature protéique appelés bactériocines. L’intérét
des bactériocines des bactéries lactiques réside d’une part dans leur effet antimicrobien a
spectre large ou étroit et d’autre part dans leur slreté pour la santé humaine, vue leur
sensibilité aux protéases digestives, et leur non toxicité pour les cellules eucaryotes
(Galvez et al., 2011).

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens synthétisés par voie
ribosomique, naturellement par des bactéries a Gram positif c’est a dire les bactéries
lactiques. Elles sont actives contre d'autres bactéries, surtout les pathogenes majeurs tels
que Staphylococcus aureus ou Streptococcus pneumoniae.... Aussi, les bactériocines
produites par les bactéries lactiques forment un groupe hétérogene de peptides
antimicrobiens qui se distinguent par leur structure et leur mode d’action. De nombreuses
recherches ont porté sur I’étude des bactériocines produites par les bactéries lactiques pour
mieux comprendre leurs relations structure-fonction et favoriser ainsi leurs applications.
Les bactériocines des bactéries lactiques sont déja largement utilisées par I’industrie
agroalimentaire pour leurs propriétés de bioconservation tel que la Nisine qui est déja
commercialiser, ceci dit la quantité produite de bactériocines reste tout de méme faible
(Galvez et al., 2011).

Dans ce contexte, ce travail consiste a optimiser le milieu de culture des souches
lactiques afin d’augmenter la production de bactériocine, puis mettre en évidence I’activité
antagoniste de ces souches lactiques vis a vis des bactéries pathogenes, I’étude est

présentée comme suite :



%+ La premiére partie consiste a revivifier et repiquer les bactéries lactiques et les

bactéries pathogenes dans leurs milieux appropriés.

« Dans la deuxiéme partie, une orientation de I’identification des bactéries
lactiques est établie, en ce en réalisant des tests physiologiques et biochimiques

sur ces souches.

+« Dans la troisieme partie, une optimisation des milieux de cultures appropriés aux
souches lactiques est effectuée sur la base de modification de diverses sources

composant le milieu de culture ainsi que d’autres parametres.

s Et enfin, la recherche de I’activité antagoniste des souches lactiques vis a vis

des bactéries pathogenes est réalisée.



CHAPITRE ]
LES BACTERIES LACTIQUES




Chapitre | Les bacteéries lactiques

| - Les bactéries lactiques
I.1. Historique

Les bactéries sont de tres anciens micro-organismes dont les ancétres (Drider et Prevost,
2009). lls ont été utilisés pour la fermentation des aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour
autant comprendre la base scientifique de leur utilisation, mais tout en essayant de produire des
aliments de meilleure conservation et de meilleure qualité (Sallofe, 1994).

Ce n'est qu'a la fin du 19eme siecle, époque des grandes découvertes de la microbiologie, que
certaines chercheures ont isolé un Streptocoque (Poulain, 1994), comme Von Freudeinreich en
1897. La production des cultures de bactéries et I'emploi de ferment se développent au début du
20eme siécle (Drider et Prevost, 2009).

1.2. Deéfinition

Les bactéries lactiques constituant l'un des groupes incontournables de la microbiologie
alimentaire (Drider et Prevost, 2009). Defini pour la lere fois par Orla-Jensen (1919), il réunit
plusieurs genres caractérisés par leurs capacités a fermenter les glucides en produisant de I’acide
lactique (Novel, 1993).

Micro-organismes ubiquitaires, les bactéries lactiques se trouvent dans différents
environnements (Dellaglio et al., 1994; Matamoros, 2008), ce sont des cellules procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes (De Roissart, 1986). Elles jouent un réle important dans de
nombreux procédés laitiers (Raynaud, 2006) produisant de l'acide lactigue comme produit

principal et vaginale (humain ou animale).

1.3. Habitat

Les bactéries lactiques sont tres abondantes dans la nature. Elles se trouvent généralement
associees a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de
la viande, de végétaux ou des aliments ensemencés par les végétaux. Elles se développent avec la
levure dans le vin, la biere et le pain. Quelques espéeces colonisent le tube digestif de I'nomme et
des animaux (Leveu et Bouix, 1993; Hassan et Frank, 2001; Hadaf, 2012). Ce qui a conduit a la

reconnaissance de leur statut GRAS (Generally Recognized As Safe).
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I.4. Caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des bactéries possédant une réponse positif a la coloration de
Gram, immobiles, non sporulées, au point de vie enzymatique catalase, oxydase et nitrate réductase
négative, anaérobies ou aérotolérantes (Laurent et al., 1998), se présentant sous formes
déférentes, cocci ou batonnets (Bourgeois et Larpent, 1996).

Elles ont des besoins complexes en facteur de croissance : vitamine B, acide aminés,
peptides, bases puriques et pyrimidiques. Elles se caractérisent par un métabolisme exclusivement
fermentaire les conduisant a produire a partir du glucose des quantités importantes d’acide
lactique, accompagné dans certains cas d’autres métabolites (éthanol, CO2, autres acides

organiques). Elles ont une faible capacité de biosynthese (Luquet, 1986).

1.5. Classification

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur la
morphologie, le mode de fermentation de glucose, la croissance a différentes températures, la
capacité de croissance a de hautes concentrations de sel (6.5%, 18%), la tolérance aux pH acides,
alcalins et a I’éthanol, la configuration de l'acide lactique produit a partir de glucose, I’hydrolyse
de learginine, la formation deacétoffie, etc. Les marqueurs chimio-taxonomiques comme la
composition en acides gras et les constituants de la paroi cellulaire peuvent aussi étre utiles dans la
classification (Konig et Fréhlich, 2009).

L’identification des espéces de bacteries lactiques peut étre réalisée par I’analyse de leur
profil fermentaire des carbohydrates a I’aide du systéme API50CH (Curk et al., 1993).

L analyse comparative des séquences d’ARN ribosomal 16S a entrainé des changements
importants dans la taxonomie des bactéries lactiques (Salminen et al., 2004). Selon la derniére
édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les bactéries lactiques sont classées
dans le Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et I’ordre des Lactobacillales renfermant
trente-cing genres répartis sur six familles (Figure 1).

Parmi ces genres, seulement douze sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il s’agit
de:

Aerococcus : les cellules de ce genre sont de forme ovoide (1-2¥m de diametre), £-hémolytiques,
non-gazogenes, arginine(-), pouvant croitre a une concentration de 6.5% de NaCl, la division se
déroule sur deux plans formant ainsi des tétrades.

Cependant, des cellules isolées ou en paires peuvent étre observees au milieu de la phase

exponentielle.
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Carnobacterium : ce genre est constitué de batonnets courts parfois incurvés isolés ou en paires,
psychrotolérants, pouvant se développer a pH : 9 et incapables de croitre a 8% de NaCl ; quelques
especes sont catalase (+) en présence d’heme.

Enterococcus : ce genre comprend des cellules ovoides isolées, en paires ou en courtes chaines,
homofermentaires. Quelques espéces sont mobiles par des petits flagelles et d’autres possedent une
pseudo-catalase. Ce genre se caractérise par sa tolérance a 6.5% de NaCl, a un pH 9.6 et un
intervalle de température compris entre 10°C et 45°C avec un optimale de croissance de 35°C a
37°C.

Lactobacillus : les cellules de ce genre sont soit des bacilles longs parfois incurvés ou des
coccobacilles courts isolés, comme elles peuvent former des chaines. Elles sont généralement
immobiles a I’exception de quelques espéces qui possedent des flagelles peéritriches. Les souches
sont acidophiles et peuvent croitre a un pH égal a 5 ou moins avec un optimum de 5.5 & 6.2. La
température optimale de croissance est de 30°C a 40°C, mais peuvent croitre a un intervalle de
température allant de 2°C a 53°C. Les thermophiles sont incapables de se développer a moins de
15°C.

Le genre Lactobacillus peut étre divisé en trois groupes : homofermentaires stricts,
hétérofermentaires facultatifs et hétérofermentaires stricts.

Lactococcus : les cellules de ce genre sont sphériques ou ovoides isolées, en paires, ou enchaines.
De type mésophiles, leur température optimale varie de 10 a 40°C mais sont incapables de se
développer a 45°C. Celles-ci se développent genéralement 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.

Leuconostoc : ce genre comprend 10 espéces fastidieuses dans leurs exigences nutritionnelles, les
cellules sont ellipsoidales a sphériques généralement allongées qui s’arrangent en paires ou en
chaines, non acidophiles avec un pH optimum de croissance eégal a 6.5. Neanmoins, certains
leuconostocs peuvent croitre méme a un pH de 4,5.

La température optimale est comprise entre 20°C et 30°C mais la croissance peut aussi avoir lieu
méme a 5°C. Les leuconostocs sont des hétérofermentaires obligatoires. Sur un milieu concentré
en saccharose, certaines souches produisent des dextranes extracellulaires.

Oenococcus : les cellules sont immobiles, asporulantes de forme ellipsoidale a sphérique, avec un
arrangement en paires ou en chaines, non hémolytiques et généralement non protéolytiques.

Elles exigent un milieu riche en acides aminés et en facteurs de croissance, leur pH optimum étant
de 6 a 6,8 et la température optimale de 20°C a 30°C.

Pediococcus : ce genre est représenté par neuf especes ayant un métabolisme homofermentaire.
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Il rassemble des cellules immobiles de forme sphérique parfois ovoides, isolées ou en paires qui se
divisent dans deux directions perpendiculaires formant ainsi les tétrades mais jamais les chaines.
Certaines espéces produisent une catalase ou une pseudocatalase. Les cellules sont acidophiles
mais non halophiles et croissent a pH : 5 mais pas a pH : 9, la température optimale de croissance
varie de 25°C a 35°C.

Streptococcus : les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoides qui ont un diamétre
inférieur a 2um 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 a un pH 9.6. Beaucoup d’especes sont commensales ou
parasites de I’hnomme et des animaux et certaines sont hautement pathogénes.

Vagococcus : les cellules sont ovoides isolées, en paires ou en chaines. La plupart des especes sont
mobiles par des flagelles péritriches. Elles sont capables de croitre @ 10°C mais non a 45°C sans
production de gaz ni d’arginine dihydrolase (ADH).

Tetragenococcus : ce genre rassemble des cellules immobiles, sphériques ou ovoides avec un
diamétre de 0.5-1.0 um formant des tétrades apres leur division dans deux directions
perpendiculaires; comme elles peuvent étre isolées ou en paires.

Le métabolisme des tétragenococci est homofermentaire. Ils ne produisent pas de CO2 a partir de
glucose comme ils sont incapables de réduire les nitrates ni d’hydrolyser I’arginine. Leur
température optimale de croissance se situe entre 25°C et 35°C et ne peuvent pas croitre a 10°C et
a45°C.

Weissella : les cellules de ce genre sont ovoides ou de courts batonnets a extrémités rondes qui
s’associent en paires ou en courtes chaines. Elles sont immobiles et hétérofermentaires.
Latemperature optimale de croissance est de 15°C, mais quelques espéces peuvent croitre entre
42°C et 45°C.

Parmi tous ces genres cités, seulement cing (Aerococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostocet Pediococcus) répondent aux caractéristiques générales d’une bactérie lactique
typique (Salminen et al., 2004).
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Figure 01 : Arbre phylogenétique de I’ordre de Lactobacillales (Ludwig et al., 2008).

1.6. Exigences nutritionnelles

Les bactéries lactiques ont un besoin particulier pour leur nutrition car elles sont incapables
de synthétiser un certain nombre d’éléments qui sont variables d'une espéce a une autre, vu leur
faible biosynthese, elles sont donc auxotrophes. Elles sont par conséquent considérées comme le

groupe de bactéries le plus exigent de point de vue nutritionnel (Drider et Prevost, 2009).

1.6.1. Exigences en acides amines :
Les bactéries lactiques sont en principes incapables d’effectuer la synthése des acides
aminés, et doivent par conséquent faire appel a des sources exogenes pour assurer leur

métabolisme (Luquet, 1986).
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Les exigences en acides aminés des Streptococcus sont différentes de celles des
Lactobacillus, ils ont besoin d’acide glutamique d’histidine, de cystéine, de méthionine et aussi
de valine, de leucine et de tryptophane ou de tyrosine.

Les lactobacilles ont besoin d’aspartate, d’histidine, de lysine, de leucine, de methionine et de

valine (Lenoin et al., 1992).

1.6.2. Exigences en bases azoteées :
Les bases puriques et pyrimidiques ne sont pas vraiment essentielles au métabolisme des

bactéries lactiques (Desmazeaud, 1983).

1.6.3. Exigences en sels minéraux :

Les besoins en eléments minéraux des bactéries lactiques ne sont encore partiellement
connus. Les principaux éléments tel que le magnésium et le manganése sont généralement requis
(Imbert et Blandeau, 1998; Letrot et Juillard, 2001; Corrieu et al., 2008) jouent un role
important dans la nutrition des Lactobacillus (Ledesma et al., 1977; Mazali, 1992), alors que
les besoins en calcium et en potassium sont moins systématiques. Les besoins en fer dépendant
des micro-organismes (Pandey et al., 1994; Impert et Blandeau, 1998).

Le zinc présente un effet positif pour la croissance de certains lactobacilles, mais il est
toxique a fort concentration. A I’opposé, le sodium, le cadmium, et le cuivre démontrent un effet
inhibiteur (Corrieu et al., 2008).

1.6.4. Exigences en cations :

Le réle principal des cations dans la nutrition des bactéries lactiques et dans les différentes
réactions métaboliques (Boyaval et al., 1988). La forme ionique entraine une activation de la
fermentation lactique par une meilleure utilisation des sucres, par exemple Amouzou et al.,

(1985) ont montrés le rdle du Mg2+ sur Streptococcus thermophilus.

1.6.5. Exigences en vitamines :

Les bactéries lactiques sont incapables de synthétises les vitamines qui jouent un réle
irremplacable des coenzymes dans le métabolisme cellulaire. Streptococcus thermophiles & une
exigence absolue en acide pantothénique (B5), en riboflavine (B2), a moindre degré enthiamine
(B1), en nicotinamide ou en acide nicotinique (B3) et en biotine (B8).

La pyridoxineou ses dérives (B6) stimulent fortement sa croissance (Desmazeaud, 1983).
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1.6.6. Exigences en glucides :

Les bactéries lactiques ont la capacité de fermenter des glucides. (Wood et Holzapfel,
1995 Bazo, 2011), par exemple S. thermophilus est fermente et transformé rapidement du lactose
en lactate, et utilise différentes sources tel que : lactose, saccharose, glucose, galactose, fructose.
S. thermophilus a été adapté a s’alimenter et croitre en présence de lactose comme source de
carbone (Vaillancourt et al., 2002 ; Vanden Bogaard et al., 2004 ; Ben-Yahia, 2012).

1.7. Intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un réle important que ce soit dans I’industrie alimentaire ou

dans le domaine thérapeutique.

1.7.1. Dans I’industrie alimentaire :

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus thermophilus
sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateem et al.,
2008). Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre autres sont aussi
des produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al., 2005). L utilisation de ces
derniéres a pour but I’amélioration des caractéristiques organoleptiques des produits fermentés et
I’augmentation de leur durée de conservation sans I’utilisation de conservateurs chimiques, et ce
gréce aux substances antimicrobiennes qu’elles secrétent (Dortu et Thonart, 2009).

Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains criteres : absence
de pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les caractéristiques organoleptiques,
capacité de dominance, facilité de culture, de conservation, et maintenance des propriétés
désirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001).

1.7.2 Dans le domaine thérapeutique :

Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a I’hdte en conférant
une balance de la microflore intestinale, en jouant également un réle important dans la
maturation du systeme immunitaire (Yateem et al., 20018). Différentes études ont demontré le
role préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan
et al., 2010). D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux aliments gréce a
leur activité protéolytique (EI-Ghaish et al., 2011).
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Uehara et al., (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries
pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations

fréquentes et repétées de la vessie.

1.8. Les agents inhibiteurs produits par les bactéries lactiques :

La production des agents antimicrobiens par les bactéries lactiques, est connue depuis
longtemps. Les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne et d’autres molécules
antimicrobiennes sont les principaux agents inhibiteurs produits par ces microorganismes. Ces
agents inhibiteurs different par leur cible mais aussi par leur nature et leur structure (Drider,
2010).

1.8.1. Les acides organiques :

Ils sont produits par catabolisme des sources de carbone. L’acide lactique est le seul acide
issu de la glycolyse par la voie homofermentaire, alors que la voie hétérofermentaire génére en
plus de I’acide lactique, de I’acide acétique. Ces acides traversent la membrane cytoplasmique et
diminue le pH du milieu intracellulaire, ce qui provoque I’inhibition des fonctions cellulaires
(Kashet, 1987). Plusieurs microorganismes d’altération des aliments sont connus pour leur
sensibilité aux changements de pH intracellulaire. De plus, les bactéries lactiques semblent etre
compétitives en conditions acides, causant I’inhibition d’autres bactéries (Klaenhammer et al.,
1994). Cependant si I’acidité du milieu dépasse les seuils acceptés par la souche, des cas d’auto-
inhibitions peuvent étre observées, en effet au cours de la fermentation d’une bacterie lactique ,
I’administration en continue de glucose , provoque la production en continue des acides
organiques, par conséquent, une diminution progressive du pH du milieu et si celui-ci n’est pas

controlé, la bactérie peut s’auto-inhiber (Grattepanche, 2005).

1.8.2. Le peroxyde d’hdrogéne :

Les bactéries lactiques ne possedent généralement pas de catalase. L’accumulation de
peroxyde d’hydrogene par I’action des oxydases (Daeschel, 1989), est une cause de I’activité
antimicrobienne, en particulier des lactobacilles. Le H2O> peut etre auto-inhibiteur dans le cas,
ou I’activité peroxydasique n’est pas importante (Price et Lee, 1970).
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1.8.3. La production d’antibiotique :

La reutérine est parmi les antibiotiques produites par les bactéries lactiques, la plus
caractérisee et purifiée, produite par certaines souches de Lactobacillus reuteri, lorsque le
glycérol est utilise comme source de carbone (Stackengrand et Tenber, 1988; Talarico et al.,
1990). Cet ATB bloque la synthése de I’ADN (Talarico et Dobrogosz, 1989), ce qui explique
son large spectre d’action.

1.8.4. La production de bactériocine :

Klaenhammer (1988), suggére que 99 % des bactéries peuvent produire au moins une
bactériocine. Pour des raisons de sécurité alimentaire, plusieurs bactéries n’ont pas été sujet
d’étude, pour la production de bactériocines. Les peptides antimicrobiens (bactériocines) des
bactéries lactiques sont les plus abordées dans la recherche. Ces substances protéiques, sont des
toxines a spectre d’action plus ou moins large (Riley et Wertz, 2002). Ces molécules constituent
la deuxiéme cause de I’effet inhibiteur des bactéries lactiques, aprés celle causee par les acides

organiques.
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Il - Les bactériocines

11.1. Définition et caractéristique

La découverte de la premiere bactériocine remonte a 1925. Cette derniére, isolée
d'Escherichia coli, possédait une activité bactéricide envers une autre souche d’E.coli. Elle fut
nommée colicine V (Gratia 1925). A cette époque, le concept de compétition entre diverses
bactéries était instauré et bien accepté. Par contre, celui ou des bactéries inhibent la croissance
de souches de la méme famille differe des conceptions établies. La découverte d'une

bactériocine chez les lactocoques remonte a 1933.

Une bactériocine est une substance de nature protéique possédant une activité
antimicrobienne et qui peut étre produite aussi bien par des bactéries a Gram positif que par des

bactéries a Gram négatif (Aymerich et al., 2000 ; Ammor et al., 2006).

Elle est considéré comme étant un produit extracellulaire primaire, synthétisé par les
bactéries par voie ribosomale et peut avoir une activité bactéricide a spectre étroit incluant les
bactéries de la méme espéce ou du méme groupe a I’exception de la bactérie productrice qui
posséde un mécanisme de protection spécifique (Aymerich et al., 2000 ; Ammor et al., 2006).

La nature protéique de cette substance a été identifiée par Hirch en 1951 qui I’appela
nisine ; « n » : désigne les straptocoques de groupe N selon la classification de Lancefield
(1993), « is » : est I’abréviation de inhibitory substances et « ine » désigne une bactériocine (De
Vuyst et Vandamme, 1993).

Le spectre d’action des bacteriocines se définit comme étant la diversité des bactéries
sensibles a I’action bactériostatique ou bactéricide du peptide. On a d’abord attribué aux
bactériocines un spectre d’activité limité aux bactéries taxinomiquement proches de la bactérie
productrice (Tagg et al., 1976). Certaines bactériocines possédent un large spectre d’activité qui

inclut des bactéries eloignées au point de vue phylogénétique.

> Caractéeres biochimiques : vue leur nature protéinique, ces substances présentent une
sensibilité aux enzymes protéolytiques quelle que soit leur origine : pancréatique (a-
chymotrypsine, trypsine) ou gastrique (pepsine) (Piard et Desmazeaud, 1992).

> Caracteres physiques : en général les bactériocines de faible poids moléculaire sont
trés thermostables, a I’opposé de celles qui sont a poids moléculaire élevé (sensibles aux
traitements thermiques) (Alves et al., 2006 ; Albano et al., 2007).
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> Caracteres chimiques : Ces molécules sont stables dans les milieux acides et neutres,
par contre elles perdent leur activité en milieu basique, c’est le cas de la nisine qui est inactivee
a 80% a pH 10 (Belliard et al., 1996). De méme, la lactastrepsine qui est stable a pH 4,6 - 5 et
devient réversiblement inactivée a pH égal ou superieur a 6 (Piard et Desmazeaud, 1992;
Kostinek et al.,, 2007), cependant Leeet Paik, (2001) rapportent que I’activité de la
bactériocine, issue d’un streptocoque lactiqgue mésophile, n’est pas affectée par une variation du
pH allant de 2 a 11.

> Caractéres antigéniques : certaine bactériocines peuvent présenter des propriétés
antigéniques qui sont en rapport avec leur poids moléculaire élevé et le niveau de complexité

structurale.

> Caracteres génétiques : la synthese des bactériocines par les lactocoques est régie par
des facteurs dits « facteurs bactériocinogénes » qui sont portés soit par des chromosomes, soit
par des éléments extrachromosomiques tels que les plasmides (Barrefoot et Klaenhammer,
1984 ; Larpent, 2000).

En paralléle a la production de bactériocine, les bactéries synthétisent une protéine dite
« d’immunité » qui leur permet de contréler I’action du composé antagoniste I’exemple est celui

des genes NISI et nis FEG qui sont impliqués dans I’immunité cellulaire a la nisine.

En général, les facteurs béctériocinogénes et les protéines d’immunité sont portés par le
méme géne et la transmission des facteurs bactériocinogénes se fait soit normalement par voie

héréditaire ou par transduction ou alors apres une manipulation génétique.

En effet, grace au génie genétique, des souches capables de produire des taux élevés de
bactériocines ou de ferments résistants aux inhibiteurs ont été produites (Ray et al., 1992 ;
Leloir et al., 2001).

11.2. Classification des bactériocines
Bradley (1967) a classé les bactériocines selon leur poids en deux groupes :

- Bactériocines de faible poids moléculaire: non sédimentables, résistantes a la trypsine et
thermostables.
- Bactériocines de haut poids moléculaire: sédimentables, résistantes a la trypsine,

thermolabile, visibles au microscope électronique et ressembles aux queues de phages.
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Les bactériocines ont été divisées en quatre classes (Klaenhammer, 1993), cependant
aucune bactériocine de L.lactis n‘appartient aux classes Il et V.

> Classe | « les lantibiotiques » : qui sont de petits peptides hydrophobes (< 5KDA)
comprenant les acides amines inhabituelles suivant : la lanthionine - la P méthyllanthionine et
des résidus déshydraté (la dehydroalanine et déhydrobutyrine) liés par des ponts soufrés intra
chaine, sont synthétisées par plusieurs genres microbiens Gram positif (staphylocoques,
bacillus, lactococcus ....) (Cleveland et al., 2001), dans le cas des bactéries lactique I’exemple
type est la nisine produite par lactococcus lactis qui a une action bactéricide contre de

nombreuses bactéeries a gram positif mais n’agit pas sur les bactéries a gram negatif.

> Classe Il « bactériocines ne possédant pas d’acides aminés modifiés ». comporte
des bactériocines constituées de peptides de faible poids moléculaire, généralement inférieur a
15 KDa et thermostable (entre 30 min a 100°C et 15 min a 121°C), a spectre étroit ou leur
activité est dirigée contre les bactéries phylogéenétiquement différentes, parmi les bactériocines
les plus étudiées dans cette classe la diplococcine qui est produite par plusieurs souches de
lactococcus lactis sp crémoris, la lactococcine A, la lactocine 27, la lactacine B et F, ( Davay et
Richardson, 1981).

> Classe 111 : est représentée par des bactériocines de haut poids moléculaire (plus de

30KDa), sensibles a la chaleur.

> Classe IV : comporte les bactériocines composées d’une partie non protéique
nécessaire a I’activité inhibitrice (sucre ou lipide), cette classe a été ajoutée suite a I’observation
de la perte de I’activité de certaines bactériocines apres leur incubation en présence d’enzymes
dégradant les sucres et les lipides (Jiménez -Diaz et al., 1993) mais son existence reste
controversée ( Nés et al., 1996).

11.3. Mode d’action des bactériocines

Selon Tagg et al., (1976) le mode d’action des bactériocines comporte deux étapes :

1¢r¢ étape : elle consiste en I’adsorption de la bactériocine sur les récepteurs spécifiques ou non

spéecifiques de la membrane des cellules cibles.

2¢me étape : Phase irréversible impliquant la modification pathologique de la cellule cible.
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Chung et al., (2000) ont confirmé que I’action des bactériocines se manifeste par la
formation des pores dans la membrane plasmique des cellules cibles et la perte des constituants
cellulaires (ATP, K+) qui ont un réle dans le maintien de I’équilibre des réserves énergétiques et
du pH intracellulaire. Cette perte de I’intégrité induit la baisse de la synthése macromoléculaire
(ADN, ARN, protéines).

Alors que Schved et al., (1994) assurent que les bactériocines peuvent avoir trois types
d’effets :

- Effet bactériostatique : c'est-a-dire ralentissement ou arrét de la croissance.
- Effet bactéricide : perte de la viabilité et lyse cellulaire telles que la nisine.

- Effet bactéricide sans lyse cellulaire.

Class Il Class | Bacteriolysins
[Sakacin (Misin) Lyscetapning

00 7 Ty
00 00 S
i E’“‘&“&“f}b i“ﬁ“‘a’“ 3000 0 T
LI 0 A I

Peptidoghean subur'd1B) __-"5“
s

Figure 02: Mode d’action des bactériocines des bactéries lactique (Cotter et al., 2005).
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11.4. Condition de production

Dans leur lutte pour survivre et se nourrir, les bactéries lactiques produisent de
nombreuses substances antimicrobiennes entre-autres les bactériocines, qui servent d’armes
permettant aux bactéries lactigues de dominer les microorganismes compétitifs. Ces
bactériocines peuvent étre dégradées sous I’action des protéases de la souche productrice ou étre
adsorbées a sa surface (Moll et al., 1999 ; Dortu et Thonart, 2009).

Les conditions optimales pour la croissance peuvent I’étre également pour la
production de bactériocines. Yang et Ray (1994) et Castro et al., (2011) ont démontré que les
conditions conduisant a une forte densité cellulaire favorisent la production de bactériocine par

Lactobacillus sakei.

Cependant, il a été noté par Verluyten et al., (2004) que des conditions defavorables a

la croissance permettent de stimuler la production des bactériocines par Lactobacillus curvatus.

La présence des microorganismes compétitifs dans le milieu stimule la production des
bactériocines. Tabasco et al., (2009) ont démontré que Lactobacillus acidophilus La-5
augmente la production de lactacine B quand cette souche sent la présence de cellules cibles
vivantes ; I’utilisation de ces mémes cellules cibles aprés chauffage n’avait aucun impact sur
cette production. De méme une co-culture de Lactobacillus plantarum NC8 avec Enterococcus

faeciuma augmenté sa production de bactériocine (Ruiz-Barba et al., 2010).
11.5. Optimisation de la production de bactériocine

La production des bactériocines par les bactéries lactiques a été étudiée par de
nombreux chercheurs. 1l est connu, que la production de bactériocines par les bactéries
lactiques, peut etre influencée par le pH, la composition du milieu de culture, la température
d’incubation, la taille de I’inoculum, la densité cellulaire et d’autres facteurs environnementaux
(Eijsink et al., 2002 ; Strompfova et Laukova, 2007). Ces facteurs peuvent influencer
fortement la synthese de la bactériocine. Pour plusieurs bactéries bactériocinogénes, différentes
optimisation ont été decrites. Les optimisations mentionnées dans la littérature, peuvent étre

réalisées selon trois axes :

e Les conditions de stress peuvent stimuler la procution de bactériocine.

e L’optimisation de chaque ingrédient du milieu de croissance des bactéries lactiques.
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e L’ajout d’un milieu riche dans le milieu de croissance de la bactérie bactériocinogéne (

notamment, I’ajout du lait).
11.6. Facteur influencant la production

11.6.1. Température et pH :

La température et le pH sont des facteurs importants qu’on doit prendre en
considération quand a la production de bactériocines. Celle-ci est généralement optimale a des
températures et des pH inférieurs a ceux optimaux pour la croissance (Héquet et al., 2007 ;
Dortu et Thonart, 2009 ; Sharma et al., 2010).

L’effet de ces deux facteurs a fait I’objet de plusieurs études. Ainsi, la production de
bactériocine par Leuconostoc lactis était optimale a 30°C et a pH variant de 6.5 — 7 ; néanmoins,
elle est diminuée d’une fagon remarquable a 37°C et a pH 5.5 et 8.0 (Dhakur et Roy, 2009). La
production de pédiocine LB-B1 par Lactobacillus plantarum LB-B1 était optimale a 37°C et a
pH : 6 (Xie et al., 2011).

Enterococcus faecium PC4.1 atteint son maximum de production a 30°C et a pH : 6
(Hadji- Sfaxi et al., 2011). La production de I’acidocine 8912 par Lactobacillus acidophilus
était maximisée a 30°C (Ahmed et al., 2010).

11.6.2. Composition du milieu de culture :

La composition du milieu de culture en particulier la source et la teneur de carbone et
d’azote influence considérablement la production de bactériocines. Vu leurs exigences
nutritionnelles, les bactéries lactiques requierent plusieurs composants tels que : les facteurs de
croissance, les peptones, I’extrait de levure, les hydrolysats de protéines et I’extrait de viande.
Ces composants ont un impact positif sur le rendement en bactériocines (Dortu et Thonart,
2009).

De nombreux milieux de culture complexes ont éte utilisés pour I’isolement des
bactéries lactiques bactériocinogenes tels le MRS (Elmoualdi et al., 2008 ; Khalil et al., 2009 ;
Moraes et al., 2010 ; Xie et al., 2011; Abrams et al., 2011 et Castro et al., 2011), le BHI
(Ammor et al., 2006 ; Ghrairi et al., 2008), et le M17 (Hadji-Sfaxi et al., 2011).

Toutefois, I’Elliker constitue le milieu le plus approprié pour améliorer le rendement des
bactériocines (Thakur et al., 2009).
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Il a été signalé que la production des bactériocines peut étre maximisée en fortifiant le
milieu de culture par I’ajout d’extrait de levure (Benkerroum et al., 2000 ; Labiouiet al., 2005
; ElImoualdi et al., 2008 ; Sarika et al., 2010).

Todorv et Dicks (2005) ont démontré que le taux de bactériocines ST461BZ et
ST462BZ produites par Lactobacillus rhamnosusa significativement augmenté en ajoutant au
milieu le KoHPO4 et le KH2PO4 respectivement.

11.6.3. Temps d’incubation :

La synthese des bactériocines prend lieu au cours de la phase exponentielle et au début
de la phase stationnaire. Au dela de cette période une diminution du taux de bactéeriocines a été
observée suite a la digestion de ces dernieres par les enzymes protéolytiques libérées par la
cellule productrice. De ce fait, plusieurs études ont été réalisées pour optimiser la période
d’incubation; Gong et al., (2010) ont démontré que la production de la plantaricine MG par
Lactobacillus plantarum atteint sa valeur maximale aprés 28H d’incubation. La production
maximale de bacALP7 par P. pentosaceus est observée apres 16H d’incubation et diminue de

pres de la moitié aprés 21H (Pinto et al., 2009).

I1.7. L intérét des bactériocines

Considérées en tant que « GRAS » (Generally Recognized As Safe) et vu leur
abondance et leur pouvoir antimicrobien généralement bactéricide, les bactériocines des
bactéries lactiques trouvent leur utilisation dans différents domaines ou elles empéchent le

développement de bactéries pathogenes et nuisibles (Albano et al., 2007).

11.7.1. Dans le secteur alimentaire :

L’utilisation des bactériocines dans les produits alimentaires a connu une forte
progression. Du fait que ces substances sont naturelles, sdres (non toxiques pour les cellules
eucaryotes et facilement digestibles dans le tractus intestinal), tolérantes aux traitements
thermiques et aux variations du pH et agissant a des faibles concentrations, leur application
conduit a une prolongation de la durée de conservation des produits alimentaires (Gautam et
Sharma, 2009).

Ces molécules bioactives sont incorporées dans les aliments soit directement sous forme
purifiée ou semi-purifiée (nisine) ou sous forme de concentré (pédiocine) soit indirectement en

appliquant la souche productrice dans le produit alimentaire (production insitu), comme elles
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peuvent étre immobilisées par encapsulation ou adsorption. A I’heure actuelle, seule la nisine
est acceptée comme additif (Ghalfi et al., 2006 ; Dortu et Thonart, 2009).

Benkerroum et al., (2000) ont démontré la capacité des bactériocines produites par
Lactococcus lactis de diminuer le nombre de Listeria monocytogenes ajoutee
expérimentalement au Joen Marocain. Aprés contamination du Jben avec 107 et 10* UFC.ml%, il
a éte constaté que la bactériocine entraine une réduction du nombre de contaminants de 2.7 log
apres 30H dans le premier cas et I’a complétement éliminé apres 24H dans le deuxieme.

La nisine produite par Lactococcus lactis est utilisée dans la production des fromages
pour prévenir la fermentation de I’acide lactique en acide butyrique par le genre Clostridium, ce
qui affecte la saveur et la texture des produits. La nisine est aussi capable d’inhiber les genres :
Bacillus, Staphylococcus, Listeria et Clostridium en particulier Clostridium tyrobutyricum
responsable de la production de gaz dans les fromages semi solides (Walstra et al., 2006). Cette
bactériocine est utilisée également dans la fabrication des : fromages pasteurisés, produits
liquides a base d’oeuf, sauces, laits frais, biéres et conserves (Glazer et Nikaido, 2007).

Etant un milieu riche, la viande est sujette a des contaminations par les
microorganismes pathogenes et altérants tels que Listeria monocytogenes, Brochothrix
thermosphacta et Clostridium estertheticum (Jones et al., 2008). Héquet et al., (2007) ont
démontré que la sakacine G produite par Lactobacillus sakeia diminué le nombre de Listeria
innocuade 3 log a moins de 1 log dans les jambons cuits conserves a 4°C.

Ben Hammou et al., (2010) ont réussi a appliquer la nisine en combinaison avec le
NaCl pour contréler le développement de Listeria monocytogenes dans les saucisses du mouton.

Albano et al., (2009) ont utilisé Pediococcus acidilactici productrice de la bactériocine
PA 1 pour inhiber un cocktail de souches de Listeria innocua dans les saucisses a base de
viande fermentée, ceci ayant permis une réduction remarquable de ces souches.

Pinto et al., (2009) ont mis en évidence la capacité des bactériocines bacALP7 et
bacALP57 produites par Enterococcus faecium et Pediococcus pentosaceus de réduire le taux
de Listeria monocytogenes et Listeria innocua dans les fruits de mer.

11.7.2. Dans le secteur sanitaire :

L’usage des bactériocines n’est pas restreint au domaine alimentaire. Celles-ci servent
aussi comme agents de thérapie naturelle alternatifs aux antibiotiques (Smaoui, 2010). Suite a
I’émergence du phénomene d’antibiorésistance manifesté par plusieurs bactéries pathogénes
(parmi lesquelles certaines sont résistantes a plusieurs antibiotiques a la fois) qui menace la

19



Chapitre 11 Les bactériocines

santé publique, les études sont actuellement orientées vers la recherche de nouvelles substances
antibiotiques naturelles pouvant résoudre ce probléme (Mkrtchyan et al., 2010).

Les bactériocines de la classe lla présentent un groupe important de peptides
antimicrobiens qui peuvent étre utilisés en médecine avec les antibiotiques dans le traitement
des maladies infectieuses ou comme des agents antiviraux. Ces molécules ont une activité
inhibitrice contre les bactéries a Gram positif nuisibles et pathogénes comme Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes (Drider et al.,
2006).

Xie et al., (2011) ont rapporté que le Koumiss (produit chinois a base de lait fermente)
est efficace dans le traitement de la tuberculose et des maladies cardiovasculaires et contribue a
I’amélioration de I’immunité, et que ces propriétés sont attribuées aux bactériocines produites
par les bactéries lactiques indigenes. Dembeélé et al., (1998) ont démontré que les bactériocines
produites par le genre Lactobacillus contribuent a la protection du vagin contre différentes
bactéries pathogenes telles : Escherichia coli, Serratia marcescens, Shigella boydii, Listeria
monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua et Staphylococcus aureus.

Tong et al., (2010) ont démontré que la nisine participe dans la prévention et le
traitement des caries dentaires en inhibant les microorganismes en cause. La nisine est aussi
utilisée dans le traitement des ulcéres gastriques vu sa stabilité aux pH acides et son activité
contre Helicobacterpylori. Les bactériocines LA-1, YIT9029 et DCE471 produites par Lb.
johnsonii, Lb. casei et Lb. amylovorus respectivement manifestent également une activite
inhibitrice contre Helicobacter pylori (Smaoui, 2010). Des études récentes ont découvert le role
des bactériocines produites par Lactobacillus salivarius dans la réduction de colonisation du

caecal des volailles par Campylobacter (Nazef et al., 2008).

11.8. Limites d’utilisation des bactériocines

L application des bactériocines constitue certes une méthode « naturelle » de
conservation des aliments, mais sa mise en ceuvre n’est pas aisée. En effet, les nombreuses
propriétés des bactériocines favorisant leur utilisation dans le domaine agroalimentaire et /ou
médical n’empéchent pas I’existence de contraintes relatives a leur utilisation. Le co(t élevé de
préparations de bactériocines pures prétes a I’emploi entraine de loin la limite la plus important.
D’ou I’utilisation plus commune des souches productrices plut6t que des bactériocines isolées.

La composition de I’aliment représente le premier facteur pouvant réduire ou

totalement dissiper I’activité inhibitrice de la bactériocine en raison de son adsorption sur des
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composants du produit, la limitation de sa solubilité et de sa diffusion, sa dégradation par de
protéase, I’interaction avec des additifs alimentaire ou des ingrédients et/ou un pH inapproprié.

Les traitements appliqués aux produits constituent un deuxieme facteur pouvant limiter
I’effet antimicrobien de la bactériocine dans un produit alimentaire. En effet des traitements
thermiques trop élevés peuvent dégrader la bactériocines bien que la majorité d’entre elles
soient résistantes a la chaleur (Dortu et Thonart, 2009, Galver et al., 2007).

Le dernier facteur limitant I’activité des bactériocines est la présence de bactérie
résistantes et de microorganismes qui dégradent les bactériocines par I’effet de protéases
qu’elles produisent a I’état physiologique. De plus, dans les produits solides, les bactéries
forment des biofilms dont la résistance aux bactériocines peut étre éleveée (Schobitz et al.,
2003). D’ autre part, il sera également important de considérer I’impact de la bactériocine sur la
flore résidente. La sensibilité de la flore a la bactériocine entraine un déséquilibre qui peut
conduire a la croissance et la prolifération de microorganismes pathogenes résistantes aux
bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).
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I. Matériel et Méthodes :

+* Lieu de travail :

Notre stage a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de microbiologie, de
I’université Abd EI Hamid Ibn Badis Mostaganem.

I.1. Matériel biologique :

e Bactéries lactiques :
Un nombre de 04 souches de bactéries lactiques bactériocinogénes ont été utilisées
au cours de ce travail, isolés a partir du Lait de vache au laboratoire de recherche

Microbiologie et Biologie vegétale (LMBV), Mostaganem.

e Bactéries pathogénes :
03 souches pathogénes ont été utilisées dans cette étude : Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25921 et Proteus mirabilis ATCC 35659 provenant
de I’institut Pasteur d’Alger.

1.2 Milieux de culture :

Le milieu de culture utilise pour toutes les souches lors de la réalisation de cette
étude est le milieu MRS liquide et solide additionné d’agar agar (Man, Rogosa et Sharpe,
1960).

Pour ce qui est de I’effet antibactérien, nécessitant I’utilisation des souches

pathogénes ultérieurement, le milieu utilisé est la gélose nutritive semi-solide.

La composition des milieux de cultures sont présentées en annexe.
I1. Méthodes :

1.1 Repiquage, revivification et vérification de la pureté des souches et leur

appartenanace au groupe lactique :
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Les souches conservées dans du glycérol a -20°C sont décongelées et repiquées
plusieurs fois dans leurs milieu sélectif d’enrichissement MRS liquide puis incubées
pendant 24 a 48h a 37°C.

La méthode utilisées pour examiner la pureté des souches consiste a :

Apres repiquage, ensemencer 1ml en surface sur gélose MRS avec la méthode

d’épuisement de charge (méthodee des quadrants) et incuber 24 h a 30°C.
La pureté des souches est confirmée par des examens macroscopiques et microscopiques.

11.2 Conservation des souches :

e Conservation a courte durée

Elle consiste par ensemencement des souches isolées sur gélose MRS inclinée en tubes
a essais, les cultures pures sont conservées a +4°C a I’obscurité et un repiquage est

nécessaire toutes les quatre semaines (Badis et al., 2003).

Culture de
bactéries

Prélévement de l'inoculum

EFE MR DO Ty

pcendan, in doetiur

e PO ne 25 Baimes

Ersamangamsnt

Incubation a 30°/24h
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Conservation a 4°C/4semaines.

Figure 03: Schéma de conservation & courte durée des
bactéries lactiques purifiées (Badis et al., 2003).

e Conservation a longue durée

Elle se fait par ensemencement des souches dans des eppendorfs, les cultures lactiques
jeunes a raison de 70% additionné de 30% de glycérol et on les place dans le congélateur a
-20°C (Badis et al., 2003).

.,,,f_

Culture de 18h bouillon MRS

l

Culture lactique a raison de 70% +30% de glycérol dans des tubes

de Eppendorfs.

Conservation a -20°C.

Figure 04: Schéma de conservation longue durée des bactéries lactiques
purifiées (Badis et al., 2005)
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11.3 Orientation de [I’identification et confirmation des bactéries

lactiques :

L’identification a été établie selon le schéma de Carr et al., 2002, en se basant sur
des caractéres morphologiques et divers caracteres biochimiques : production d’enzymes,
température de croissance, production de gaz carbonique, fermentation des sucres (Figure
5).

11.3.1 Tests morphologiques :
A. L’aspect macroscopique :

Cette etude est basée sur I’observation visuelle de la culture des isolats sur milieu
MRS solide et liquide ; pour caractériser la taille, la forme et la couleur des colonies sur

milieu solide et le trouble dans le milieu liquide (Badis et al., 2005).
B- L’aspect microscopique :
% Coloration de Gram :

Une colonie a été prélevée a partir d’une culture sur boite et étalée sur une lame de
verre. La lame a ensuite été séchée a I’air libre, passée a la flamme afin de fixer
I’échantillon. Aprés fixation, la lame a été posée sur un porte-objet et colorée avec le
violet cristallisé pendant 1 min avant d’étre rincée rapidement a I’eau courante, traité
pendant une minute par une solution de Lugol, et de nouveau rincé rapidement. On
soumet alors la lame coloré a une étape de décoloration en le traitant avec I’éthanol
95%. Il s’agit de I’étape critique : la lame est maintenue inclinée et en fait couler le
solvant sur le frottis pendant 2 a 3 secondes seulement jusqu’a ce que le colorant cesse
de s’échapper librement du frottis. Celui-ci est alors immédiatement rincé a I’eau
courante. A ce stade les cellules Gram- seront incolores, les cellules Gram+ seront
violettes. On soumet ensuite le frottis & une contre coloration de 30 secondes a la
Fushine pour colorer les cellules Gram- présentes. Aprés un bref rincage, le frottis est
séché et examiner a I’objectif a immersion (grossissement X 1000) (Singleton, 1999).
Avec cette coloration double, les bactéries « Gram-positif » apparaissent en violet foncé
tandis que les bactéries « Gram-négatif » sont colorées en rose ou en rouge (Delarras,
2007).
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11.3.2 Tests physiologiques et biochimiques :

s Test catalase :
Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries produisent du peroxyde
d’hydrogéne (H202) celui-ci est trés toxique et certaines bactéries sont capable de le
dégrader grace aux enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme

est capable de décomposer I’eau oxygenée selon la réaction :

Catalase

2H, 0y —— 3 2H,0+ 09

Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase -) des
entérobactéries (catalase +). Une colonie est mise en suspension avec une ou deux gouttes
de solution de peroxyde d’hydrogene (10 volumes) sur une lame. La réaction positive se

traduit par un dégagement immédiat de bulles de gaz (O2) (Marchal et al., 1991).

s Type fermentaire :
Dans des tubes a essai contenant des cloches de Durham, on verse un milieu MRS
liquide pour mettre en évidence la production de gaz. Ensuite on ensemence les souches.
Les souches homofermentaires vont produire 90% d’acide lactique et seulement
10% de CO2 par contre les souches hétérofermentaires vont produire I’acide lactique et le

CO2 a proportions égales (Carr et al., 2002).

% La Thermorésistance :

Des tubes contenant 10 ml de MRS liquide sont inoculés par les souches isolées,
ensuite les tubes sont déposés dans un bain marie a 60°C pendant 30 min, apres
refroidissement, elles sont incubées a 37 C pendant 24 a 48 heure. Un résultat positif se
traduit par un trouble (Badis et al., 2005).

s Effet de NaCl, du pH et de la température :
Trois milieux de MRS liquides ont été utilisés contenant différentes concentrations
de NaCl : 4% de NaCl (4 g de NaCl par 100 ml de milieu) et 6,5%, avec un pH de 6.5 et un
témoin sans NaCl. Les tubes sont ensemenceés par les souches lactiques et incubés a 37°C

pendant 24 a 48 heures.
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o Une autre série d’essais a été réalisée sur le milieu MRS liquide avec un pH de 9.
Les tubes sont ensemencés par les souches lactiques et incubés a 37°C pendant 24 a 48
heures.

o L’autre série a été réalisée sur le milieu MRS liquide avec incubation a 15°C et a
45°C pendant 24 a 48 heures.

Les résultats positifs se traduisent par un trouble (Badis et al., 2005).

¢+ Croissance sur lait bleu de Sherman :

Une série de tubes a essais contenant du lait ecrémé a 0,1% et 0,3% de bleu de
méthylene est ensemencée par des cultures pures et incubée 24 a 48 h a 30°C. Seules
certaines especes appartenant aux genres Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus sont
capables de se développer sur ce milieu. On note que les observations sont relatives a la

réduction de bleu de méthyléne et la coagulation du lait (Guiraud, 1998).

% Hydrolyse de I’arginine (ADH) :

Elle est mise en évidence sur un milieu de Moeller (Moeller, 1955 ; Harrigan et
McCance, 1976), pour chaque souche isolée ensemencé ; un tube de bouillon Moeller
arginine et un tube témoin (Moeller sans arginine) recouvrir le milieu avec 4 a 5 mm
d’huile de paraffine (V/V) stérilisé. Aprés 2 a 6 jours d’incubation & 30°C la culture dans
le tube témoin se manifeste par un virage au jaune du a I’acidification du milieu
(métabolisme du glucose) (Larpent-Gourgaud et al., Carr et al., 2002). La dégradation
de I’arginine aboutissant a la formation d’ammoniaque est révélée par alcalinisation du

milieu qui devient violet.

+ Fermentation des sucres :

La fermentation de 12 sucres a été testée : Mannitol, Saccharose, Levulose,
Galactose, Xylose, Maltose, Fructose, Lactose, Glucose, Amidon, Glycérol, Adonitol,
Mannose pour I’ensemble des souches, afin de les identifier. Le milieu de base utilisé est le
bouillon MRS (sans le glucose et I’extrait de viande) additionnée de pourpre de
bromocrésol comme indicateur de pH (MRS-BCP) (Mannu et al., 2000).

27



Matériels et Méthodes

Lactic acid bactena: gramsposifive, catalase-negatrve
|

(ias from glucos +
Coecl Rods . Arginie }
L zctobacillus
¢ Terads - (homofermentive strains) D Lactate DL
Pediococcs |, . Coccior  Rods |
45°C Thetto- Strcptl:l- coccoidial rods Lactobacillus
i , (heterofermentative sirains)
+ 0 ™ Ea*.tcrmm bacterium  Leuconostoc < Bk
"7 NaCl

Lactococeus  Streplococcus  Enterococeus

Figure 05 : Schéma général de différentiation des genres appartenant aux bactéries
lactiques (Carr et al., 2002).

I11. Cinétique de croissance :
La cinétique des souches lactiques, nous permet de tracer la courbe de croissance,
et par conséquent nous renseigner sur le moment de sécrétion des bactériocines

(Kouakou et Thonart, 2011).

Un volume (v/v) A partir d’une préculture lactique réalisée sur milieu MRS a

37°C pendant 18h, a été préleve puis cultivé dans 30 ml du milieu précédemment cité.

Le suivi de la croissance et production de bactériocines par la culture lactique
productrice est réalisé par la mesure de la DO, et ce par prélevements réguliers chaque

deux heures (Karmen et Bogovie, 2003).
IV. Optimisation du milieu de culture

Le but de notre travail est d’apporter des modifications au milieu MRS afin

d’obtenir un milieu optimal pour la production de bactériocines.
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L’optimisation a été réalisée essentiellement sur le milieu MRS, en modifiant les
différentes sources le composant a savoir la source d’azote, de carbone et de potassium
dans un premier temps puis voir I’effet d’autres parameétres tel que la température sur la
croissance de ces souches. La cinétique des souches lactiques a été étudiée en parallele
pour déterminer la phase dans laquelle les bactériocines sont secrétées, I’évaluation de
I’effet antimicrobien est réalisée pour chaque optimisation.

V.1 Source d’azote :
Afin de verifier la source d’azote approprié, le milieu MRS a été supplémenté de :
e 2.5g.Lt d’extrait de levure
e 2.5¢.Lt d’extrait de viande
e 2.5g.Lt de tryptone

V.2 Source de carbone :
Le milieu MRS modifié retenu de la précédente étape a été sujet d’étude de la source
de carbone, dans ce cas le MRSm a été remplacé par une panoplie de sucres au lieu du

glucose :

e 20g.L* de lactose
e 20g.L* de fructose

e 20g.L* de saccharose

V.3 Source de potassium :

Aprés avoir sélectionné les sources d’azote et carbone appropriées, une
modification de la source de Potassium du milieu MRSm a été apportée comme suite :

e 29.L-!de KH,PO4

e 1g.L'de K;HPO4 + 1g.L ! de KH2PO4

IV.4 Effet de la température d’incubation et pH:

La production de bactériocine est également influencée par la température
d’incubation ainsi que le pH (Krier et al., 1998). Le milieu optimisé ayant été constitué est

utilisé pour I’étude de ce paramétre.
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10 ml du milieu MRS optimisé, sont ensemencés avec une préculture préalablement
préparé, puis incubé a 30°C et 37°C a pH 7 (Todorov et al., 2007).

V. Mise en évidence de I’activité antagoniste :

La recherche de substances inhibitrices secrétées par les bactéries lactiques est
réalisée par I’activité antagoniste de ces souches lactiques afin de mettre en évidence cette

activité antibactérienne par la méthode des puits.

V.1 Préparation des précultures des bactéries pathogenes (tests) :

Les bactéries pathogenes sont cultivées dans 10 ml de bouillon BN a 37°C pendant
24h.
Un repiquage sur boites de pétri dans les milieux spécifiques de chaque bactérie est
réalise :
e E.coli sur milieu Mac Conkey ;
e Staphylococcus aureus sur milieu Chapman ;

e Proteus mirabilis sur milieu GN.

Le tout est incubé a 37°C pendant 24h.
Aprés obtention de colonies pures, les bactéries pathogénes sont cultivees dans 10
ml de bouillon BN & 37°C pendant 18h a 24h.

V.2 Préparation des précultures des bactéries lactiques :

Des colonies pures de bactéries lactiques sont ensemencées dans des tubes a essai
contenant du MRS liquide ainsi que le MRS modifié a chaque optimisation, le tout incubés
a 37°C pendant 16-22h.

V.3 La mise en évidence des inhibitions :

Il existe plusieurs méthodes pour la detection de I’activité antimicrobienne des

bactéries lactiques, parmi elles :
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e Méthode de Tagg et Mc Given (1971) - Méthode des puits AWDA -

Les souches lactiques sont cultivées en milieu MRS liquides, tandis que les souches

pathogenes sont cultivées dans le bouillon nutritif, puis incubées pendant 18h a 37°C.

Des puits de 6 mm de diamétre sont creusés stérilement a I’aide d’un emporte —
piéce sur la surface de la gélose nutritive inoculé préalablement par écouvillonnage avec
les pathogenes et remplis avec 100 pl de culture lactique. Les boites prétes sont incubées a
une températures de +4 C° pendant 4h afin de permettre une bonne diffusion de la

substance (Doumandji et al., 2010).

Ensuite, Les boites sont portées a incubation a 37 C° pendant 24h, un résultat
positif se traduit par la présence de zones d’inhibition formées autour des puits
(Hwanhlem et al., 2011).

e Méthode d’antagonisme différé

Apres la préparation de la préculture lactique, cette derniére est centrifugé a 6000
rpm / 20 min afin d’obtenir le surnageant Des puits sont creusés a la surface de la gélose
nutritive, puis remplis de 100 pl de surnageant, Les boites prétes sont par la suite incubées
a une température de +4 C° pendant 4h afin de permettre une bonne diffusion de la
substance.

Les pathogenes sont inoculés en milieu gélose nutritive semi solide, la couche est
versée sur la surface des puits remplis apres diffusion a 4°C. Apres solidification, les boites
sont porté a incubation a 37°C / 18 h. Un résultat positif se traduit par la formation de

zones d’inhibition autour des puits (Sabia et al., 2014).
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|. Résultats et discussion

I.1. Confirmation de la pureté des souches et leur appartenance au groupe lactique :

Lors de cette étude la confirmation de I’identité des souches est faite par les
procédures phénotypiques conventionnelles basées sur les tests morphologiques,

physiologiques et biochimiques (Carr et al., 2002).
1.1.1. Etude morphologique :
» Test macroscopique

L’observation macroscopique du développement des bactéries lactiques dans le
milieu MRS liquide est présentée sous forme de trouble homogene dense. (Figure 6)

Quant au milieu MRS solide, les souches ont donnés des colonies lenticulaires
parfois circulaires, de petites tailles @ moyennes d’environ 1mm de diametre, blanchatres

ou laiteuses, avec un pourtour régulier et lisse. (Figure 7)
% .
A

IFALGERIE

g B

I «—— | Trouble

Figure 06: Aspect des souches lactiques pures en milieu MRS liquide
T : Témoin A : Culture microbienne
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C D

Figure 07 : Aspect macroscopique des souches lactiques en milieu MRS solide.

A:LCM103,B: MVM22,C: MGM 85,D: LCM 17.

» Test microscopique
L’observation microscopique a montré que toutes les souches sont Gram positif, se
présentent sous forme de coques disposés en diplocoques et en chainettes et leurs aspects

microscopiques sont notés dans le tableau. (Figure 8)
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Figure 08 : Observations microscopiques des bactéries lactiques apres une coloration de
Gram avec un grossissement (G : x100)
A:LCM103,B: MVM22,C: MGM85,D: LCM 17.
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Tableau | : Résultats de I’étude morphologique

LCM 103 MVM 22 MGM 85 LCM 17
Coloration de | Gram positif Gram positif Gram positif Gram positif
Gram
Aspect Cocci En chainette Diplocoques Diplocoques,
microscopique coques en
tétrade

1.1.2. Tests physiologiques et biochimiques

Les résultats des tests physiologiques et biochimiques sont résumés dans le tableau I1.

» Test de la catalase

Les bactéries lactiques ne possédent pas I’activité catalasique (absence de dégagement
gazeux (O2)) elles sont dites catalase négatives.

Les bactéries LCM 103, MVM 22, MGM 85 et LCM 17 répondent bien aux
caractéristiques des bactéries lactiques comme le montre la figure 9.

Réaction négatif ]

Témoin

Figure 09 : Résultat de test de la catalase
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» Le type fermentaire

Ce test permet d'apprécier le type de métabolisme par lequel le substrat carboné est
transformé, il consiste a mettre en évidence la formation de CO> qui est piegé dans une
cloche de Durham en milieu MRS glucose. Ce test permet de différencier les souches
homolactiques des hétérolactiques aprés une incubation a 37°C pendant 24 heures.

Pour ce qui est de nos souches, aucune production de gaz (CO2) a partir du glucose

n’a été observee, ainsi, elles sont considérées comme homofermentaires. (Figure 10)

Figure 10: Résultats obtenus pour le type fermentaire sur milieu MRS liquide glucosé
contenant la cloche de durham
T : tube témoin, A: LCM 103,B : MVM 22, C : MGM 85, D : LCM 17.

» Tests de Température, pH, NaCl, Thermorésistance

Les testes effectuées ont montré que :

Les quatre souches sont capables de croitre sur le bouillon MRS avec des
concentrations de 4 et 6,5% de NaCl, se traduisant par I’apparition d’un trouble. (Figure
11 (a) et figure 11 (b)).

Une croissance des quatre souches a été notée sur le milieu MRS a pH= 9. (Figure
11 (c)).
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Les souches LCM 103, MVM 22, MGM 85 et LCM 17 sont thermoreésistantes, ou
une croissance sur bouillon MRS est observée aprés un traitement thermique pendant 30
minutes a 60°C. (Figure 11 (d)).

Aprés 7 jours d’incubation a 15°C, une croissance des quatre souches a été observé,
ainsi qu’a 45°C, une croissance est obtenue chez toutes les bactéries. (Figure 11 (e) et
figure 11 (f)).
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Figure 11 : Résultats obtenus pour les tests de température, pH, NaCl, thermorésistance.
» Croissance sur lait bleu de Sherman
Toutes les souches ont exprimé un résultat négatif et n’ont par conséquent pas pu

réduire le bleu de méthyléne dans le milieu, et ce aux concentrations de 1% et 3%. Donc
aucune croissance n’a été observeée. (Figure 12)

Figure 12 : Résultats du test de lait de Sherman.

» Test ADH

Parmi les souches étudiées, LCM 103, MVM 22 et MGM 85 sont ADH négative ce
qui signifie qu’ils n’ont pas la capacité d’hydrolyser I’arginine, car elles ne possedent pas
I’ADH (arginine déhydrolase), tandis que la souche LCM 17, elle est ADH positive donc

elle est capable d’utiliser I’arginine. (Figure 13)
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Figure 13 : Résultats du test ADH.

T : tube témoin, A : LCM 103, B : MVM 22, C: MGM 85, D : LCM 17.

Le tableau Il montre les résultats qui ont permis I’identification du genre.

Catalase | NaCl Température | pH Bleu de Thermorési | ADH
Sherman stance

4 16,5 | 15°C | 45°C 9 1% | 3%

% |%
LCM - + + + + + - - + -
103
MVM - + | + + + + - - + -
22
MGM - + | + + + + - - + -
85
LCM - + + + + + - - + +
17

+ : croissance ; - : pas de croissance.
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> Fermentation des sucres

Tableau I11 : profil fermentaire des sucres obtenu avec les souches étudie.
Souches
LCM 103 MVM 22 MGM 85 LCM 17
Sucres
Mannitol + + + +
Saccharose + + + +
Lévulose + + + +
Galactose + + + +
Xylose + + + +
Maltose + + + +
Fructose + + + +
Lactose + + + +
Glucose + + + +
Amidon - - - -
Glycérol - - - -
Adonitol - - - -
Mannose + + + +

+ : croissance positive, - : Absence de croissance

Ces resultats montrent que toutes les souches fermentent presque tous les sucres
utilisés. (Figure 14.A et figure 14.B)
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Mn Xv Sc Ad Mo Glv Fr

B

Figure 14 : Résultat de la fermentation du sucre par les souches LCM 103, MVM 22,
MGM 85 et LCM 17.

T : Témoin, Le : lévulose, Mn : Mannitol, Xy : Xylose, Sc : Saccharose, Ad : Adonitol,
Mo : Monose, Gl : Glycérol, Fr : Fructose, Ma : Maltose, Am : Amidon, La : Lactose,
Ga : Galactose, G : Glucose

L’identification des souches est basée sur les profils des souches de référence selon
les travaux de : Leveau et al., 1991 ;Larpent, J-P, 1996 ;Bjokroth J. et Holzapfel W.,
2006 ; Devoyod J.J. et Poullain F ., 1988 ; Teuber M. Geis A.,2006 ; Hammes W.P. et
Hertel C.,2006.
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A partir des résultats ci-dessus, et selon le schéma général de différentiation des
genres appartenant aux bactéries lactiques (Carr el al., 2002), on peu conclure que nos

souches bactériennes sont : Enterococcus sp

1.2. Cinétique de croissance et la production de la bactériocine :

Les bactériocines sont généralement produites a la fin de la phase exponentielles et
au début de la phase stationnaire de croissance (Kouakou et Thonart, 2011). Vu qu’elles
peuvent par la suite étre dégradées par les protéases produites par la bactérie lactique
productrice ou étre adsorbées a sa surface, ce qui méne a la baisse de la concentration de
bactériocines dans la culture (Savijoki et al., 2006). C’est pourquoi elle nécessite la

connaissance de la cinétique de croissance.

Dans cette étude, nous avons bien évidement utilisé le milieu MRS comme témoin

afin de nous situé par rapport aux modifications ultérieures. (Figure 15)
Généralement, on remarque 3 a 4 phases selon les milieux :

» Phase de latence : de 0 a 2 heures d’incubation, est observe pour toutes les souches
lactiques.

» Phase exponentielle : elle est atteinte aprés 2h d’incubation pour toute les souches
et est achevée a 16h pour la souche MVM 22, & 18h pour LCM 103 et MGM 85 et
a 20h pour LCM 17.

» Phase stationnaire : cette phase débute a 16h pour la souche MVM 22, a 18h pour
LCM 103 et MGM 85 et a 20h pour LCM 17.
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Figure 15: Les courbes de croissance des souches lactiques cultivées dans le milieu MRS.
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1.3. Optimisation du milieu de culture :

Les facteurs influencant la production de bactériocines sont principalement la
souche productrice, le temps d’incubation, la température, le pH et la composition du

milieu.
1.3.1 Effet de la composition du MRS sur la croissance bactérienne et la production de
bactériocine :

e [Effet de la source d’azote

Dans ce test, les cultures des bactéries bactériocinogenes ont été realisées dans du
MRS dont la source d’azote a eté modifiée a savoir I’extrait de levure, I’extrait de viande et
le tryptone, a raison de 2.5%. Le milieu MRS est utilisé comme témoin. Dans chaque cas la

croissance de la souche et son effet inhibiteur ont été évalués.

Un aspect des résultats obtenu est montré dans la figure 16.

Figure 16: L’effet de différentes sources d’azote sur la production de la bactériocine
LCM 103 testée contre E.coli.

M: MRS EV: extrait de viande EL.: extrait de levure TRY:: tryptone

La cinétique de croissance et production de bactériocines, nous renseigne sur le temps
d’incubation qui est I’'un des facteur d’optimisation, a préalablement été établie pour les
souches LCM 103, MVM 22, MGM 85 et LCM 17, apres modification de la source
d’azote, ce qui a permis de connaitre les différentes phases, plus précisément le début de

la phase stationnaire qui indique la période de production des bactériocines. (Fig 17)
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Figure 17: L’effet de source de carbone sur la croissance des bactéries lactique.
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De I’ensemble des résultats obtenus on peut déduire les remarques suivantes :

Certaines sources d’azote agissent seulement sur la croissance de la souche

bactérienne alors que d’autres seulement sur la production de bactériocine.

Le milieu MRS permet une bonne croissance des souches LCM 103, MVM 22,
MGM 85 et LCM 17, mais cette biomasse ne concorde pas avec une production maximale
de bactériocine par rapport au milieu additionnée d’extrait de levure qui a donné une bonne
croissance et une inhibition importante des souches pathogénes, cela a été faite dans le cas
de tous les souches lactiques, ce qui a été confirmé par les travaux de Biswas et al., (1991),
qui ont constaté que la production de bactériocine par Pediococcus acidilactici H, dans le
milieu MRS, est moins importante par rapport aux autres milieux alors que la croissance

est conséquente.

La DO des souches en milieu additionnée de 2.5% d’extrait de levure, est assez
élevée, ainsi que la production de bactériocine qui est importante. Des résultats similaires
ont été observés par plusieurs chercheurs qui ont indiqué que I’extrait de levure permet une
bonne croissance et une production maximale de bactériocine. Ce qui a également été
observé par Mollendorff et al., (2009) dans le cas des souches de Lactobacillus JW3BZ,
JW6BZ et JW15BZ.

e Effet de la source de carbone

Le glucose est un constituant du milieu MRS, ce sucre simple semble étre le plus
utilise par les bactéries lactiques pour leur croissance. Pour analyser I’effet de la source
de carbone, nous avons remplacé le 2% de glucose par 2% de chacun de ces sucres : le
lactose, saccharose et le fructose, le témoin étant le milieu MRS modifié de I’étape
précédente avec glucose.

L’effet de la source de carbone sur la croissance des souches LCM 103, MVM 22,
MGM 85 et LCM 17 et la production de bactériocine est montré dans les fig 18 et figure

19 ci-dessous :
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Figure 18: L’effet de la source de carbone sur la croissance des souches lactique.
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Figure 19: L’effet des différentes sources de carbone sur la production de la bactériocine,

A : LCM 103 testée contre Staphylococcus aureus, B : MVM 22 testée contre Proteus
mirabilis.

G : Glucose, S : Saccharose, L : Lactose, F : Fructose

Comme pour la source d’azote, une bonne croissance ne refléte pas forcément une

bonne production de bactériocine.
Et les remarques suivantes peuvent étre faites :

o La croissance des souches LCM 103, MGM 85 et LCM 17 dans le milieu
contenant le glucose restent la meilleure par rapport aux milieux contenants le lactose,
fructose et saccharose, comme seule source de carbone. Ainsi que pour la souche MVM
22 la croissance dans le milieu contenant le lactose est assez importante par rapport aux
autres sources de carbone. La production de bactériocine est la plus importante en milieu
contenant 2% de glucose comme seule source de carbone pour nos quatre souches
lactiques, ceci est reflété par le diametre du halo d’inhibition qui est compris entre 11 et
28mm. Ces résultats sont constatés par plusieurs chercheurs toujours en présence de 20g/I

de glucose.

En effet, Mataragas et al., (2004) ont observé une production maximale de
bactériocines produites par Leuconostoc mesenteroides L124 et Lactobacillus curvatus
L442. Ce méme resultat a été observé par Pal et al., (2010) dans le cas de Weissella

paramesenteroides DFR-8.
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En conclusion, nous pouvons dire que le glucose a 2% constitue la meilleure

source de carbone.

o Effet de la source de potassium

L’effet de la source de potassium sur la production de bactériocine a été étudie par
plusieurs auteurs (De Vuyst et Vandamme, 1993; Todorov et Dicks, 2005 ;
Mollendorff et al., 2009 ; Lim, 2010).

Le MRS contient 2g/l de K2HPOg4, pour I’étude de I’effet de la source de
potassium sur la croissance et la production de bactériocine, nous nous sommes basés sur
les travaux de Mollendroff et al., (2009).

Pour cela les 0.2% de K>HPOs du milieu MRS modifie obtenu des étapes
précédentes ont été substitués par :

e 2% de KH2PO4
e 1% K2HPO4 + 1% KH2PO4

Tous ces milieux en plus du témoin, qui contient 0.2% de K>HPO4 ont été

ensemencé par nos souches lactiques.

Le résultat de I’effet de la source de potassium sur la croissance des souches LCM
103, MVM 22, MGM 85 et LCM 17 est montré dans la fig 20.
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Figure 20 : L’effet de la source de potassium sur la croissance de nos souches lactique.
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La figure 21 montre le résultat obtenu :

Figure 21: L’effet de différentes sources de potassium sur la production de la bactériocine,

A : MGM 85 testée contre E.coli, B : LCM 17 testée contre. Staphylococcus aureus.

M : MRS, KH2 : KH2PO4, K : Ko2HPO4 + KH2PO4

Nous pouvons faire les remarques suivantes:

e La croissance des souches LCM 103, MGM 85 et LCM 17 est plus importante en
milieu contenant

2% de K2HPO4 par rapport aux autres milieux utilisés. Par contre pour la souche MVM

22 qui a donné une croissance importante en milieu contenant 1% K;HPO4 + 1%

KH2PO4 par rapport aux autres milieux.

Concernant la production de bactériocine

e Les milieu contenant 2% de KoHPO4 comme source de potassium permettent une
production maximale de la bactériocine, ceci est reflété par le diamétre de I’halo
d’inhibition. Kim-Hi (2005) a observé que la production de la micrococcine GO5 par
Micrococcus sp GOS5 est huit fois plus importante dans un milieu contenant 2 a 2.5 % de
K2HPO4 que dans un milieu contenant 0.2% de KoHPO4.
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A ce stade un milieu MRSm est constitué. Il s’agit du milieu MRS additionnée de
2.5% d’extrait de levure (comme source d’azote) et les sources de carbone et de
potassium ne sont pas modifier pour les souches LCM 103, MGM 85 et LCM 17 par
contre a la souche MVM 22 le lactose est utilis¢é comme source de carbone et 1%

K2HPO4 + 1% KH2PO4 comme source de potassium.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéresses a la température

d’incubation des souches bacteriocinogéenes.

1.3.2 Effet de température d’incubation et pH:

La température d’incubation est un parametre qui doit étre maitrisé pour la
croissance et la production de la bactériocine. Dans notre étude, nous avons testé les
températures 30 et 37°C. Les cultures ont été reéalisees, pendant 24h, dans le milieu MRSm
par ensemencement par les souches LCM 103, MVM 22, MGM 85 et LCM 17. Les

résultats sont montrés dans la figure 22.a et 22.b

> 30°C
2 .
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Figure 22: Effet de la temperature d’incubation sur la croissance des souches lactiques.

e La croissance des souches LCM 103, MVM 22, MGM 85 et LCM 17 est plus

importante a 37°C par rapport a 30°C.

Nos résultats sont similaires a ceux d’Aggag et Khelili (2013) qui ont trouvé que la
température optimale de croissance et production de bactériocines est de 37°C.

Selon Lim (2010) Lactobacillus plantarum KC21 ne montre aucune activité a
température 25°C contre Staphylococcus aureus ATCC6538, mais qui est tres active a
30°C.

Pour ce qui est du pH, nous avons constaté une meilleure croissance et production a
pH 7, ce qui est en accord avec Blom et al., (1999) qui ont remarqué une meilleure

production dans un milieu de pH 7.

1.4 Mise en évidence de I’activité antagoniste
Les souches lactiques ont été testées pour leur capacité a inhiber les bactéries
pathogenes Gram négatif tel qu’Escherichia coli, Proteus mirabilis et le Gram positif

Staphylococcus aureus.
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Aspect macroscopique des souches pathogene :

Figure 23: Aspect macroscopique des bactéries pathogenes apres 24h d’incubation.
A : Staphylococcus aureus ATCC 25923 sur milieu Chapman
B : Escherichia coli ATCC 25922 sur milieu Mac Conkey

C : Proteus mirabilis ATCC 35659 sur milieu GN.

Les souches lactiques ont une activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries
pathogénes Gram + et Gram - qui se traduit par I’apparition de zones d’inhibitions de
différents diameétres. Les résultats sont présentés dans fig 24 (A), 24 (B) et 24 (C).
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Figure 24: Diameétre des zones d'inhibition formée par les souches lactiques confrontées

avec les bacteries pathogenes.

M : MRS, E.L : extrait de levure, E.V : extrait de viande, TRY : tryptone, G : glucose,
L : lactose, F : fructose, S : saccharose, K2+KH2 : KoaHPO4+ KH2PO4

L’effet inhibiteur pour chaque bactérie lactique a été significativement différent
d’une souche a I’autre. En effet, pour S.aureus les diamétres de zone d’inhibition sont entre
9 a 24 mm alors que E.coli, les diamétres sont de 8 a 21 mm et on a des diameétres élevés

compris entrel4 a 29 mm pour P.mirabilis.

Un effet fortement inhibiteur de la croissance des bactéries Gram positif
(Staphylococcus aureus) par les souches LCM 103 et MGM 85 et un effet modéré par les
souches MVM 22 et LCM 17.

Pour les Gram négatif E.coli, un effet fortement d’inhibiteur est observé ; vis-a-vis
les souches LCM 103 et MGM 85, et un effet modéré vis-a-vis MVM 22 et LCM 17,
tandis que pour P.mirabilis un effet fortement inhibiteur est observé par toutes les souches

lactiques.

L’activité antagoniste des bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries pathogénes a

été confirmée par plusieurs travaux.
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Les études de Makras et al., (2006) ont montré une activité inhibitrice de
Staphylococcus aureus et Escherichia coli par des bactéries lactiques Nigatu et al., (2015).
Dans ce travail, nous déduisons que les bacteries a Gram positif sont sensibles aux
bactériocines ainsi que les bactéries a Gram négatif. Cela a permis de mettre en évidence

le pouvoir antagoniste de nos souches lactiques.

Résultats finale du milieu MRSm :

Le milieu MRSm optimisé a donnée de bien meilleurs résultat comparativement au
témoin qui est le MRS. Nous constatons d’importantes zones d’inhibitions entre 26 a 30
mm pour S.aureus, alors que les diamétres sont de 22 a 26 mm pour E.coli et des diametres

compris entre 27 a 32 mm pour P.mirabilis.

Un effet fortement inhibiteur de la croissance de la bactérie a Gram positif
Staphylococcus aureus par les souches LCM 103, MGM 85, MVM 22 et LCM 17 a été

observé comparativement au milieu témoin MRS.

Aussi pour les bactéries @ Gram négatif Escherichia coli et Proteus mirabilis nous
avons constaté un effet fortement inhibiteur par toutes les souches lactiques.

A ce stade on peut dire que tout les souches LCM 103, MVM 22, MGM 85 et LCM
17 cultivé dans le milieu MRSm, ont une activité inhibitrice élevée vis-a-vis des souches

pathogenes par rapport au milieu MRS (Figure 25), ce milieu est donc a retenir.
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Figure 25 : Zones d’inhibitions des souches lactiques vis-a-vis de :
A : Escherichia coli ATCC 25922
B : Staphylococcus aureus ATCC 25923
C : Proteus mirabilis ATCC 356509.
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Conclusion Et Perspectives

Conclusion génerale

L'utilisation massive et répandue des antibiotiques en médecine humaine, a
engendré un probleme trés épineux qui est la résistance des bactéries pathogenes aux
traitements par les antibiotiques. Fin février 2017, I’organisation mondiale de santé (OMS)
a publié une liste de douze familles de bactéries contre lesquelles elle juge urgent de
développer de nouveaux antibiotiques, en raison des risques que font peser leur résistance

aux traitements actuels.

En outre la recherche de nouvelles molécules antibiotiques, I'une des solutions pour
surmonter le probleme de la résistance des bactéries pathogénes aux biomolécules, pourrait
étre l'utilisation des bactériocines produits par les bactéries lactiques.

Actuellement, on dispose d‘un ensemble de souches des bactéries lactiques productrices de
bactériocines possédant des caractéristiques différentes notamment au niveau de leur

spectre d‘action.

Le but de notre étude était d’apporter des modifications au milieu MRS en se basant
surtout sur les différentes sources du milieu de culture afin d’obtenir un milieu optimal
pour augmenter la production de bactériocines, et testé ainsi I’effet de ces bactériocines
produites par nos souche lactiques, par interactions de ces souches productrices et les

germes pathogénes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis).

L'étude expérimentale, divisée en trois parties, a consisté d'abord a vérifier la pureté
de nos germes pathogénes, et a confirmer I’identité de nos souches lactiques par des tests
biochimiques et physiologiques.

Par la suite, nous avons effectué une optimisation sur le milieu MRS, la précédant par
I’établissement de la cinétique des souches lactiques qui a donc été étudié en paralléle afin

de déterminer la phase dans laquelle les bactériocines sont secretees.
Puis, nous avons mis en évidence le pouvoir antimicrobien des bactéries lactiques
par la technique de méthode des puits AWDA et la méthode d’antagonisme différé vis-a-

vis des Escherichie coli, Staphylococcus aureus et Proteus mirabilis.
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Il a été constaté que :

Certaines sources dans le milieu de culture agissent seulement sur la croissance de
la souche bactérienne alors que d’autres seulement sur la production de
bactériocine.

e Le glucose constitue la meilleure source de carbone pour les souches lactiques.

e |’extrait de levure additionnée au milieu de culture comme source d’azote

permettent une bonne croissance et une bonne production de bactériocine.

e e milieu contenant 2% de KoHPO4 comme source de potassium permettent une

production maximale de la bactériocine.

e La température d’incubation des bactéries lactiques influe sur la production des
bactériocines.

o | 'effet antibactérien peut varier selon la souche de bactéries lactiques et selon les
conditions de cultures.

e Les bactériocines ont un effet inhibiteur sur les bactéries pathogénes a Gram négatif

ainsi que les pathogéne a Gram positif.

En perspectives, d'autres études seront intéressantes d’étres poursuivis pour en
savoir plus sur l'action des bactériocines sur les champignons, ainsi sur d’autres bactéries a

Gram négatif.

L’optimisation de la production de bactériocine en essayant d’autres sources de
carbone. L’étude d’autres facteurs influencent la production de bactériocine et d’étudier le
mode d’action de ces bactériocines, les extraire purifier et étudier leur profil génétique afin

de les intégrer dans le domaine pharmaceutiques
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ANNEXES

Bouillon nutritif :

Extrait de Viande..........coooieie i e 5¢/L
=T 01 0] T 10g/L
Chlorure de SOdiUM ... e 5,0g/L
Bau distillée ... 1000 ml
pH=7,2

Chapman: (Guiraud, 1998)

PEPIONE. .. e e 10g
Extrait de viande de boeuf.........cooiii 1 g
Chlorure de sodium .......o.vieiiiii e e e 1DQ)
Mannitol....... ..o 210 0
Rouge de phénol
AT AL e e 159
Eaudistillée...........coooeiii 2. 1000 M

pH =74

Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960) :

PePLONe ... e e e 2. 100
Extrait de viande .......coooo i 10g
EXtrait de leVUIE. .. ...t e e e e e e e e e e 5¢
] 11000 L 24 0
TWEEN 80... i e e sneeneenne L T
Phosphate dipotassSiqQUe .........couuieiieiieieie e 20
Acétate de SOIUM ... ... e e e e e e e e e, 5¢
Citrate de sodium
Sulfate de Magn@SIUM .......o.iii it e e e e e 0.2g
Sulfate de manganese ..........ocvveeiiiiiieiie e eiieiee e eenenen..0.050
Eaudistillée...... oo e 1000 M
pH =6.5.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mannitol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_de_ph%C3%A9nol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
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ANNEXES

Autoclaver a 120°C/20mn

e Gélose MRS : Bouillon MRS additionné de gélose a raison de 1.5 %

Gélose Nutritive :

Peptone. ... . 0,0 0

EXtrait de VIande.......c.oovie it 109

Extraitde levure........o.oveiiiiii i 2,0 0

Chlorure de sodium..........coveiiiiiiiiiiicci e 0 0

AGAr Q0AN ...t e e 12,0 0

Leaudistillée.......coooveii i a2, 1000 M
pH=7.

Eau physiologie :

Autoclaver a 120°C/20mn

Lait de Sherman au bleu de méthyléne :

Lait de Sherman & 0,1% :

e 9ml de lait écrémé stérilisé en tubes (115°C — 10min)

e 1ml de bleu de methylene a 1 % stérilisé 20min a 120°C
Lait de Sherman & 0,3% :

e 9ml de lait écrémé stérilisé en tubes (115°C — 10min)

e 1ml de bleu de methylene a 3% stérilisé 20min a 120°C
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Bleu de méthylene :

PEPIONE ..o e 10 0
I (61 (0 PP 10g
Lo Y11= PSRRI | . ¥ o
Bleu de méthylene .............cooiiii i e een10..0,0625g
Hydrogénophosphate de potassium .............ccvevviieviiiiiiiiie e 2@

Gélose Nutritive semi solide:

PEPIONE. .. e 5049
Extrait de VIande.........cooiii i 109¢
Extraitde levure.........coovv i . 2,00

Chlorure de sodium.........ccoiviiiiiiiii i 5,0

F oL (o - | PPN o X 0 N o
Leaudistillée.......c.covviiiiiiii e e e 22,1000 M

pH=7.

Mac Conkey:

o 0] (0] TP 20,0 g
I (01 (01 P 10,0¢g

Sel DIlIAIrES N L. 315¢
Cristal VIOIEt ... oo 0,001 ¢
ROUGE NEULIE ... e e e e 20,05 0
Chlorure de sodium ........c.oeiiiiiii e 2.D,0 0


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
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67150 UV / Vis .spectrophotometer
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