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Résumé

Les bactéries lactiques font naturellement partie de notre environnement et de notre
alimentation. On reconnait depuis longtemps leurs propriétés biotechnologiques leur role dans
la bio-préservation des aliments. La recherche de souche bactéries lactiques productrices des
substances antimicrobiennes a été entreprise a partir de souches lactiques, identifié par
MALDITOF/MS, appartenant a la collection du laboratoire LSTPA. Elles sont été testées
pour leur effet antibactérien a 1’encontre de bactéries pathogeénes responsables d’infections
humaines. L’effet inhibiteur est mis en évidence par la méthode directe de Fleming et al 1975
et la méthode indirecte de diffusion des puits, qui ont permis de détecter et d’observer les taux
d’inhibition. L’agent responsable de I’inhibition a été recherché par la méthode de puits. Une
production de bactériocines a été mise en évidence pour certaines souches lactiques

appartenant aux genres Lactobacillus et Pediococcus.

Mots clés : bactéries lactiques, Lactobacillus, Pediococcus, bactéries pathogenes,

bactériocines, activité antagoniste.



Abstract

Lactic acid bacteria are a natural part of our environment and our diet. Their biotechnological
properties have long been recognized as their role in the bio-preservation of magnets. The
search for lactic acid bacteria strain producing antimicrobial substances was undertaken from
lactic acid strains, identified by MALDI TOF / MS, belonging to the collection of the LSTPA
laboratory. They have been tested for their antibacterial effect against pathogenic bacteria
responsible for human infections. The inhibitory effect was demonstrated by the direct method
of Fleming et al 1975 and the indirect well diffusion method, which made it possible to detect
and observe the inhibition levels. The agent responsible for the inhibition was tested for by
the well method. A production of bacteriocins has been demonstrated for certain lactic acid
strains belonging to the genera Lactobacillus and Pediococcus.

Key words: lactic acid bacteria, Lactobacillus, Pediococcus, pathogenic bacteria,

bacteriocins, antagonist activit
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Introduction

Introduction

Ces derniéres années une grande importance a été donnee a la recherche et le développement
d’agents antimicrobiens, et une grande attention a été portée au potentiel inhibiteur des
bactéries lactiques contre les divers agents pathogenes et contaminants dans le domaine de

I’agroalimentaire.

Les bactéries lactiques avec leur statut "GRAS™ (Generally Recognized As Safe) jouent un
réle important dans la fermentation et la conservation des aliments, que ce soit en tant que
microflore naturelle ou comme cultures ajoutées sous des conditions controlées, et sont
couramment employées dans la préparation de nombreux aliments fermentés (yaourts, laits
fermentes, fromages...). En plus de leur role technologique, la contribution la plus importante
de l'ajout de ces souches au produit est I'amélioration de sa qualité (saveur, texture) et son

innocuité en inhibant les flores d'altération et pathogéne (Mechai, 2009).

L'activité antagoniste des bactéries lactiques contre les bactéries pathogenes comme
Salmonella, Staphylococcus aureus et Echerichia coli, a été confirmée par plusieurs études
menées dans ce sens Cette activité antimicrobienne des bactéries lactiques dépendent de
plusieurs criteres : le pH, le milieu de croissance et la capacité de produire des substances
inhibitrices comme les bactériocines, les acides organiques et le peroxyde d'hydrogéne
(Huttunen et al, 1995).

L’intérét des agents antimicrobiens issus des bactéries lactiques réside d’une part dans leur
effet antagoniste et son spectre d’action et d’autre part dans leur streté pour la santé humaine,
car ils sont sensibles aux protéases digestives, et ils sont non toxiques pour les cellules
eucaryotes. lls ont également la capacité de cibler sélectivement les bactéries pathogénes ou
altérantes, sans pour autant inhiber les bactéries indispensables. Tous ces critéres suggérent
qu’ils peuvent étre idéals dans la lutte contre les infections microbiennes alimentaires

(Mehidi, 2015).

L’objectif de ce travail consiste a évaluer le potentiel antimicrobien de bactéries lactiques vis-
a-vis de certains germes pathogénes par la comparaison de résultats de tests de ’activité

antagonistes souches lactiques de différentes origines
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Chapitre 01: Les bactéries lactiques

1-Les bactéries lactiques
1-1-Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont décrites pour la premiere fois par Orla-Jensen au début du
XXe siécle. Elles constituent un groupe hétérogene (Stackebrandt et Goebel, 1994).Elles
qui ont en commun la production d’acide lactique comme. Ces bactéries sont ubiquistes, elles
sont présentes dans de différentes niches écologiques (Drouault et Corthier, 2001). Elles
jouent un réle important dans notre santé car elles constituent une partie importante de notre
flore intestinale et tapissent les muqueuses nasales et buccales, contribuant ainsi a nous

protéger contre 1’invasion des germes pathogeénes.

Elles sont utilisées depuis des siecles et de maniere empirique, en tant que ferments pour
transformer les aliments. Leur usage est fréquent pour fabriquer des produits laitiers (fromage,
yaourt...). Elles présentent un grand intérét biotechnologique grace a leur fermentation
lactique, leur acidification du milieu, la production de différents arémes, ainsi que la
production d'enzymes permettant d'améliorer la digestibilité des aliments et enfin leur
capacité a inhiber des micro-organismes qu’ils soient pathogénes ou d’altération (Holzapfel
et al. 1996).

Les bactéries lactiques sont retrouvées sous forme de cocci (exemple : Streptococcus et
Lactococcus), des batonnets (Lactobacillus) et des coccobacilles (Roissart, 1994). Elles sont
en générale aérotolérantes, cependant, certaines espéeces qui colonisent par exemple le tube
digestif des animaux sont anaérobies strictes, méme en présence d’Oy, elles sont incapables de
réaliser la phosphorylation oxydatives. Elles sont positives a la coloration de Gram,
généralement immobiles et a sporulées (Delaglio et al. 1994). Elles ne possedent ni catalase,
ni nitrate réductase, ni cytochromes oxydase. De plus, elles ne liquéfient pas la gélatine et ne

produisent pas d’indole ni d’hydrogéne sulfureux (Delaglio et al. 1994).

Les bactéries lactiques sont des procaryotes hétérotrophes et chimio-organotrophes, elles
sont considérées comme un des groupes bactériens les plus exigeants du point de vue
nutritionnel parce qu’elles requierent non seulement des substances complexes carbonés,
azotes, phosphatés et soufrés mais aussi des facteurs de croissances comme les vitamines et

les oligoéléments qui jouent un role de coenzymes (Luquet, 1986). L’énergic des bactéries
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lactiques est tirée de la phosphorylation du substrat au cours de la fermentation des sucres.
Cette transformation géneére d’une a deux molécules d’ATP en fonction de la voie

métabolique homo ou hétérofermentaire suivie (Raimbiault, 2005).

En effet, les bactéries homolactiques strictes produisent uniquement de ’acide lactique
en suivant la voie D’Embden-MeyerhofParnas, alors quelles bactéries hétéro-lactiques
peuvent produire de 1’acide acétique, de I’éthanol et du dioxyde de carbone en plus de 1’acide

lactique suivant la voie des pentoses phosphates (Prescott et al ; 2003).

1-2-Différentes voies de fermentations lactiques

La voie d’EMbden Meyerhof Parnas (EMP) ou dite voie de la glycolyse, est observée
chez les genres Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus et certaines especes
de Lactobacillus, cette fermentation donne 2 molécules d’acide lactate et 2 molécules d’ATP
par molécule de glucose catabolisé (Rattanachaikunsopon et Phumkhachorn, 2010).
Divers hexoses comme le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le lactose ou le

saccharose peuvent étre oxydés par cette voie.

La fermentation hétérolactique, quant a elle, appelée voie des pentoses phosphates
permet d’avoir une seule molécule d’ATP mais aussi de 1’acide lactique, du CO,, de I’acétate,
de I’éthanol et en plus faible proportion et selon le substrat initial catabolisé, de ’acide
acétique et du glycérol. Les genres de bactéries lactiques qui empruntent cette voie sont :
Weissella, Leuconostoc et certaines espéces de Lactobacillus (Rattanachaikunsoporn et
Phumkhachorn, 2010). Cette voie peut étre facultative pour certaines espéces qui sont
homofermentaires pour la fermentation des hexoses, mais dans certaines conditions suivent la

fermentation hétérolactique (Axelsson, 2004).

Il existe d’autres voies métaboliques que certaines bactéries lactiques suivent pour leur
fermentation, comme la voie bifide ou FPC (Fructose 6-phospho-cétolase) empruntée par les
bactéries du genre Bifidobacteriumet quipermet d’avoir 1,5 molécule d'acétate et 2,5
molécules d'ATP a partir d’une molécule d’hexose consommée (Drider et Prevost, 2009), ou
la voie des citrates, a l'origine de composés carbonés volatils conférant un aréme particulier

aux aliments fermentés.


http://www.wikiwand.com/fr/Bifidobacterium
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Figure 0 1 : Principales voies métaboliques des bactéries lactiques (Desmazeaud et Roissart,

1994).
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1-3-Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles se trouvent
généralement associées a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du
lait et des produits laitiers, de la viande et des végétaux. Elles se développent avec la levure
dans le vin, la bicre et le pain. Quelques espéces colonisent le tube digestif de I’homme et des

animaux (Leveau et Bouix, 1993); (Hassan et Frank, 2001).

1-4- Taxonomie et classification des bactéries lactiques

La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des critéres phylogénétiques
par 'utilisation des méthodes moléculaires. Cependant, la caractérisation phénotypique et
biochimique classique demeurent inévitables dans 1’identification préliminaire des
microorganismes. Certaines caractéristiques phénotypiques sont utilisées pour identifier les

espéces a l'intérieur des genres comme la capacité a :

o Fermenter les hydrates de carbone.

o Tolérer différentes concentrations de bile.

o Produire des polysaccharides extracellulaires.
o Exiger des facteurs de croissance.

o Produire de I’acétone et synthétiser certaines enzymes.

La composition en G+C de I’ADN, la composition en acides gras, la mobilité
électrophorétique du lactate déshydrogénase sont également d'autres critéres qui peuvent étre
étudiés pour l'identification des espéces lactiques (Vandamme, 1996) ; (Stiles et Holzopfel,
1997) ; (Ho et al. 2007). Selon le Bergey’smanual of systematic bacteriology , les bactéries
lactiques sont classées dans le Phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et L’ordre des
Lactobacillales renferment trente-cing genres répartis sur six familles. (Lactobacilliaceae,
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae, Streptococcaceae)
(Ludwig et al. 2009).

1-5-Les genres de la bactérie lactique

Les principaux genres des bactéries lactiques, les caractéristiques physiologiques qui

forment la base de leurs classifications sont présentés sur le (tableau 01).
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Tableau 01

Les principaux genres des bactéries lactiques et les caractéristiques

physiologiques qui forment la base de la classification et de I’identification (Matamoros,

2008)
Configuration
Genre Forme de la Type de_ de P’acide Espeéce type
cellule fermentation :
lactique
Coques
Bacilles
Aerococcus Coques Homofermentaire Ac. Viridans
Carnobacterium Bacilles Hétérofermentaire L(+) Ch. Divergens
Enterococcus Homofermentaire L(+) Ec foecalis
Lactobacillus Coques Homo ou hétéro- , .
_ D(-), L(+) ou Lb delbrueckii
Coques fermentaire
Lactococcus Coques Homofermentaire L c lactis
Leuconostoc Coques Hétérofermentaire DL L1 mesenteroides
Oenococcus C i - L(+) '
oques Hétérofermentaire Oe.0ini
Pediococcus Coques Homofermentaire DC) Pe.damnosLs
Streptococcus Coques Homofermentaire DC) sc.salivarius
Tetragenococcus | Ovoides . D/LouL(+) '
g Homofermentaire e halophilus
\/agococeus Petits - L(+) Naop
g Homofermentaire Ve fluvialis
Weissella bacilles " - L(+) '
Hétérofermentaire We viridescens
D /L ou D(-) '

1-5-1- Lactobacillus

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de

nombreuses espéces qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de

nombreuses industries agroalimentaires ou qui sont rencontréees comme contaminants. Il s’agit

de bacilles (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, a sporulés, a catalase

négative, se développant a un optimum de température situé entre 30 et 40°C Les

lactobacilles sont des exigences nutritionnelles tres complexes en acides amines, en
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vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth,
1990).

Figure 0 2: Observation au microscope électronique a transmission de Lactobacillus sp
(GX10000) (Boumediene, 2013)

1-5-2-Lactococcus

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits
«lactique», car ils sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possédent
aucun caractére pathogéne. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils
sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al. 2005). Les lactocoques
se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur variable. Ce sont des
bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que d’acide lactique L(+),
seul Lactococcus lactissubsp. lactisbiovar.diacetylactis produit le diacétyle. Leur température
optimale de croissance est proche de 30°C, et sont capables de se développer a 10°C mais pas
a 45°C. Quelques especes produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont
capables de se développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser ’arginine (Tamime,
2002).

Le genre Lactocccus comporte plusieurs especes et sous especes. Les trois especes suivantes
sont utilisées dans I’industrie laitiére : Lactococcus lactis subsp. Lactis, Lactococcus lactis

subsp. Cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactisbiovar. Diacetylactis (Teuber et al. 1995).
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Figure 0 3: Observation au microscope électronique a balayage de Lactococcus lactis
(GX10000) (Teuber et Geis, 1989).
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1-5-3-Streptococcus

Ce genre comprend essentiellement des espéces d’origine humaine ou animale dont
certaines sont pathogénes comme. Streptococcus pyogenes et Streptococcus agalactiae
d’autres sont impliquées dans la formation de la plaque dentaire (Streptococcus. mutans).

La seule espéce utilisée en biotechnologie alimentaire est Streptococcus thermophilus (Hols
et al. 2005), elle est isolée du lait, et des levains artisanaux (Bekhouche, 2006). Sa
température optimale de croissance est d'environ 42°C. Cependant, elle est incapable de
croitre a des valeurs de pH supérieures a 9,6, a une concentration égale ou supérieure a 4%
(p/v) de NaCl et en présence de 0,1% (p/v) de bleu de méthyléne. Cette espece produit de
I'acide lactique uniquement a partir de quelques sucres (fructose, glucose, mannose, lactose et
saccharose) (Klaenhammer et al, 2002) et de I’acétaldéhyde a partir de certains acides
aminés comme la thréonine issue de la protéolyse (Roissart et Luquet, 1994).

Les cellules sont généralement, de formes sphériques ou ovoides disposées par paires ou en
chaines. La formation de chaine est plus clairement observée dans des cultures liquides, et il

est difficile de distinguer ce genre des Enterococcus, Leuconostoc et Lactococcus sur une

base morphologique (Wijtzes et al. 199).

TS

Figure 4:0bservation au microscope électronique a balayage de Streptococcus thermophilus
(GX7000) (Vendramin et al. 2017)

1-5-4-Enterococcus

Les entérocoques sont des bactéries de forme cocci ovoides a Gram positif se présentant
isolées, en paires, en chaines courtes ou disposées en groupes, en particulier si la morphologie
des cellules est étudiée a partir des cultures cultivées sur un support solide. Les cellules sont
souvent allongées dans la direction de la chaine. Les entérocoques peuvent jouer un role
bénéfique dans la maturation et le développement de 1’ardme de certains produits alimentaires

traditionnellement fermentés tels que les fromages et la charcuterie. Elles sont également
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utilisees comme probiotiques humains, pour traiter les maladies diarrhéiques causées par des

pathogénes d’origine alimentaire (Svec et Franz, 2014).

Figure 5:Observation au microscope électronique Enterococcus faecium (GX4000)
(Kokkinos et al. 1989)

1-5-5-Pediococcus

Les pédiocoques sont des bactéries a Gram positif, oxydase et catalase négatives. Elles
sont immobiles, se révelent entant que cellules sphériques d’une taille uniforme et se
disposent comme tétrades par divisions perpendiculaires en deux directions (Gunther et
Blanc, 1961). Les espéces pédiocoques acidilactici, pédiocoques pentosaceus, pédiocoques
parvulus et pédiocoques inopinatussont employéescomme ferments « starters » importants
dans la production de plusieurs produits a travers le monde (Svec et Franz, 2014).
pédiocoques pentasaceuspeut jouer un role dans la fermentation et la maturation du fromage
(Callon et al. 2004). Un certain nombre de bactériocines (pediocines) a été décrit pour

pédiocoques acidilactici, pédiocoques pentosaceus (Todorov et Dichs, 2005).
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Figure 6:Observation au microscope électronique a balayage de Pediococcus acidilactici
(GX10000) (Cho et al. 1996).

1-5-6-Bifidobacterium

Les Bifidobacterium sont des bactéries anaérobies mais quelques especes tolérent
I’Oxygene avec la présence ou non du CO;. Les bifidobactéries sont dépourvues de catalase,
et leur ADN est composé a 61% en G + C (Mattarelli et Biavati, 2014). Ce sont des bactéries
commensales de I’homme, elles sont retrouvées également chez les animaux (Biavati et al ;
2000). Les conditions optimales de croissance des bifidobactéries d’origines humaine se
situent a des températures comprises entre 37°C et 41°C, et des valeurs de pH entre 6,5 et 7
(Hadadji, 2007). A I’heure actuelle les bifidobactéries sont les fameuses bactéries utilisées

comme probiotiques, dans divers produits comme les laits fermentés.

Figure 0 7: Observation au microscope électronique a balayage de Bifidobacteriu manimalis
(GX10000) (Vinderola et al.2012).

1-5-7-Leuconostoc

Ce genre a été défini en 1878 par van Tieghem; le mot Leuconostoc vient de
I’association de leukos qui veut dire clair avec Nostoc qui est une cyanobactérie, signifiant
donc incolore (Ogier et al. 2007). 1l appartient a la famille V des lactobacillales aux cotés des
genres Weissella et Oenococcus. Les premicres souches ont été isolées lors d’accidents

apparus dans des raffineries de sucre. Les leuconostocs se présentent sous forme de cellules
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sphériques immobiles, souvent lenticulaires apres culture sur gélose, regroupées par deux ou
en chaines. Ces bactéries sont hétérofermentaires strictes, elles produisent de 1’acide lactique,
du CO; et de I’éthanol. Elles sont Gram positif et catalase négative. (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 (Zhang et Cai, 2014).Elles produisent la forme D lactate a partir du
glucose et dégradent 1’alginate, et sont généralement peu protéolytiques, certaines espéces
possedent I’activité caséinolytique. Elles ont la particularité et le pouvoir de prédominer dans
un environnement. Les Leuconostoc jouent un réle important dans la qualité organoleptique et
texturale des aliments. (Mathot et al. 1994). Leurs températures de croissance se situe entre
25°C-30°C, leurs croissances est lente. Le développement des Leuconostoc entraine souvent

I’apparition d’une viscosité dans le milieu (Guiraud et al. 2003).

Figure 08 :Observationau microscope électronique de Leuconostoc mesenteroides
(Wallace et al. 2003).

1-6-Les aptitudes technologiques des bactéries lactiques

Le secteur de I’industrie agroalimentaire utilise un certain nombre d'auxiliaires
technologiques, parmi lesquels les bactéries lactiques, pour élaborer des aliments fermentes.
Elles sont principalement utilisées en tant que ferments dans les produits alimentaires
fermentés ou elles permettent de développer certaines caractéristiques organoleptiques et

d'augmenter la durée de conservation (Hugenholtz et al. 1990; Abee, 1995).
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Tableau 02 : Principaux produits obtenus grace aux aptitudes des bacteries lactiques
(Penaud, 2006)

Genre de bactéries ]
_ Substrat Produits
lactiques
Lactococcus Lait Fromages — kefirs
Lait Yaourt — Laits fermentés — kéfirs — fromages
) Viandes Saucissons — Jambons
Lactobacillus o _ _ )
Végeétaux Choucroutes — olives — yaourts au lait de soja
Céréales Pain au levain — bieres
Lait Fromages — kéfirs
Leuconostoc o _ .
Végetaux Choucroutes — olives — vins
Streptococcus Lait Yaourts — laits fermentés — fromages
Bifidobacterium Lait Laits fermentés
) Végétaux Choucroute
Pediococcus ) ) o
Viandes Saucisses semi sechées
(Enococcus Végétaux Vins

1-6-1-Aptitudes acidifiantes

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans I’industrie alimentaire. Elle se manifeste par un fort
abaissement du pH extracellulaire di a la production de 1’acide lactique a partir de la
fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance bactérienne (Mayra et Bigret,
2004 ; Monnet et al. 2008). Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse
d’acidification élevée et/ou d’atteindre un niveau d’acidité¢ finale prédéfinie. Le niveau
d’acidité dépend des spécifications du produit, lesquelles vont conditionner le choix des
souches ((Béal et al. 2008; Monnet et al., 2008).Les bactéries du genre Leuconostoc
produisent a partir de glucides de I’acide lactique de type (D), de CO,, de 1’éthanol et parfois
méme de I’acétate mais seule, I’espéce Leuconostoc lactis qui est capable d’acidifier
rapidement le lait ; au contraire de I’espéce Leuconostoc mesenteroides qui n’acidifie le lait

que lentement (Savadogo et Traore, 2011).
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Dans la pratique industrielle, les principales voies permettant d'agir sur les profils
d'acidification sont le choix des ferments, les doses d'ensemencement et les profils de
température (Dacosta, 2000). L’activité acidifiante des ferments dépend de la nature et de
I'équilibre entre les différentes souches présentes, en particulier, la présence de certaines
especes ou mélanges d'espéces différentes qui vont permettre d'obtenir l'activité voulue.
Cependant, il est important de souligner qu'il existe une forte variabilité de I'activité
acidifiante des bactéries lactiques, y compris au sein d'une méme espece (Corrieu et Luquet,
2008).

Les conséquences, d’ordre physicochimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi (

Béal et al. (2008) :

e L’accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés.

e [’abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires.

e La limitation des risques de développement des flores pathogéne et d’altération dans
les produits finaux.

e La déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la

synérese.
1-6-2-Aptitudes proteolytiques

La croissance des bactéries lactiques jusqu’a des densités cellulaires élevées leur permet
d’assurer la fonction de fermentation, qui repose sur un systéme protéolytique. Les bactéries
lactiques démontrent des potentialités différentes, liées a leur équipement enzymatique, pour
’utilisation de la fraction azotée. Les lactobacilles présentent généralement une activité
protéolytique plus prononcée que les lactocoques (Donkoret al. 2007 ; Monnet et al. 2008 ;
Roudj et al. 2009).Le systéeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases
associées a la paroi cellulaire qui catalysent I'hydrolyse des protéines en peptides contenant de
07 a 16 résidus aminés (Law and Haandrikman, 1997) et joue un role clé dans la
fermentation du lait et permet 1’obtention des acides aminés & partir des caséines qui sont 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).

Dans les produits laitiers, la protéolyse :
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e Permet la croissance des bactéries par la fourniture d’azote aminé dont elles ont
besoin. Aprés utilisation des acides aminés et des peptides libres présents en petite
quantité dans le lait, les bactéries lactiques hydrolysent les protéines en peptides
assimilables (de petite taille) et en acides aminés pour croitre dans le lait.

e Contribue au développement de la texture : en hydrolysant la matrice protéique, en
diminuant I’activité de I’eau par sa fixation sur les groupements carboxyles et aminés
libérés par I’hydrolyse des ponts peptidiques, et en augmentant indirectement le pH
par libération d’ammoniac a partir des acides aminés (Upadhyay et al, 2004).

e Contribue au développement de la flaveur des produits fermentés (en libérant des
peptides et des acides aminés directement aromatisant, en hydrolysant des peptides
amers libérés a partir des caséines, en libérant des acides aminés précurseurs de
composés d’arome (Upadhyay et al. 2004) tels que des alcools, des aldéhydes, des

esters, et des composés soufrés.

1-6-3- Aptitudes lipolytiques

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et les
lactobacilles. Elles peuvent, de ce fait, présenter un intérét pour certaines applications
fromagéres (Béal et al. 2008). D’une manic¢re générale on distingue les estérases qui
hydrolysent de facon preférentielle les esters formes avec les acides gras a chaine courte (C,-
Csg) et les lipases qui sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras a
chaine longue ces enzymes sont impliquées dans I'nydrolyse de mono, di, et triglycérides
(Beéal et al. 2008 ; Serhan et al. 2009).

1-6-4- Aptitudes aromatisants

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composes aromatiques
(tels que : ’a-acétolactate, I'acétaldéhyde, le diacétyle, lI'acétoine et 2,3-butanediol, 1’éthanol,
’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés
et des matiéres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de

I’élaboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont 1’ar6me principal
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est lié a cette activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al. 2005 ; Cholet,
2006).

Certaines espéces de bactéries lactiques utilisées dans 1’industrie laitiére (Lc. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactiset Ln. mesenteroides subsp. Cremoris), sont dites
aromatiques puisqu’elles sont capables, a partir du pyruvate, de synthétiser divers composés
responsables des arémes des produits laitiers : diacétyle, acétoine, 2,3-butanediol et a-
acétolactate (Raynaud et al. 2003 ; Leroy et DeVuyst, 2004).

1-5-5- Aptitudes texturantes

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un
réle important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. L’utilisation des
EPS produits par les souches Lactococcus Lactissub streptococcus. cremorisest trés
prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Leroy et De
Vuyst, 2004 ; Ho et al. 2007).

1-6-6-Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques produisent une variété de composes antimicrobiens qui sont
utilisés dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al. 2005). Les
acides organiques, comme 1’acide lactique, I’acide acétique ou I’acide propionique, élaborés
lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et des
bactéries. Le peroxyde d’hydrogéne produit par les bactéries lactiques s’accumule dans
I’environnement et peut inhiber certains microorganismes. Les bactéries lactiques
hétérofermentaires synthétisent du dioxyde de carbone comme métabolite secondaire, son
accumulation dans le milieu extérieur crée une anaérobiose qui s’avere toxique pour certains
microorganismes aérobies présents dans 1’aliment. Le diacétyle peut inhiber la croissance des
bactéries a Gram négatif, des levures et moisissures (Alakomi et al. 2000 ; Ammor et al.
2006).

Les bactériocines produites par les bacteries lactiques sont des substances
antimicrobiennes de poids moléculaire variable. Elles ont une activité inhibitrice dirigee
contre les bactéries proches de la souche productrice et leur spectre d’action est généralement
étroit. Les plus connues sont : la nisine, la diplococcine, 1’acidophiline et la bulgaricane

(Ogunbanwo et al.2003) ; (Dortu et Thonart, 2009). La plupart des bactériocines produites
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par les bactéries lactiques partagent le méme mode d’action, basé sur la formation de pores

dans la membrane de la bactérie cible (Vuyst et Leroy, 2007) ; (Kumari et al. 2009).

1-7- Effets probiotiques des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont utilisees depuis des années comme probiotiques dans
I’alimentation humaine et animale et cela revient a certains effets bénéfiques sur la santé
comme I’amélioration de la flore intestinale ou leur activité antimicrobienne (Ishibashi et
Yamazaki, 2001), elles sont capables de stimuler le systéme immunitaire, d’améliorer la
digestibilité du lactose et diminuer les allergies alimentaires. Les bactéries lactiques sont aussi
connues pour la prévention et le traitement des diarrhées et des maladies inflammatoire de
I’intestin ou encore la réduction du cholestérol, sans oublier les propriétés anti-tumorales et la

prévention contre le cancer du c6lon (l1zquirdo, 2009).
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1. Mécanismes antimicrobiens des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont capables d’inhiber la croissance d’un certain nombre de
microorganismes. Elles ont développées des mécanismes d’inhibitions a action bactéricide ou
bactériostatique basés sur la secrétions de métabolites antimicrobiens élaborés lors de la
fermentation des glucides. Ces composes peuvent inhiber des levures, des moisissures et des
bactéries. Ces agents inhibiteurs ont une action spécifique (les bactériocines) ou non-
spécifiques (acides organiques) qui permet d’améliorer la conservation des produits
alimentaires (Beliard, 1990). lls agissent sur certaines bactéries par inhibition de leur

croissance ou par destruction totale de leurs cellules (Drider, 2006).

1.1. Agents antimicrobiens non protéiques

Les bactéries peuvent synthétiser des substances antagonistes non protéique a action non
specifique pouvant étre des acides organiques, du peroxyde d’hydrogéne, 1’ion su peroxyde

d’hydrogéne ou du dioxyde de carbone (Klaenhammer et al. 1994).

1.1.1. Les acides organiques

Les acides organiques tels que ’acide lactique, I’acide acétique ou 1’acide propénoique,
produits par les bactéries lactiques, sont les principaux accepteurs d’€lectrons et représentent
les produits terminaux du métabolisme fermentaire. Sous leur forme non dissociée, ces acides
sont toxiques pour les bactéries pathogenes. Ils diffusent passivement a travers la membrane
cytoplasmique, et s’ionisent, lorsque la concentration en acide devient forte dans le milieu
intracellulaire, il y a diminution du pH interne. Les fonctions cellulaires sont alors inhibées et
le potentiel membranaire annulé et certains mécanismes de transport actif sont blogqués
(Klaenhammer et al. 1994). Cette accumulation d’acides organiques inhibe directement les
microorganismes pathogénes qui présentent un seuil de résistance bas aux changements de pH

intracellulaire.

L’intensité de Dl’activité antimicrobienne d’un acide organique dépend de sa nature
(acide fort/ acide faible). L’acide acétique par exemple est plus inhibiteur que I’acide lactique,

il inhibe les levures, les moisissures et les bactéries (Blom et al. 1991).
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1.1.2. Le dioxyde de carbone CO,

Le dioxyde de carbone exerce une action inhibitrice non spécifique sur plusieurs
microorganismes par la création d’une anaérobiose toxique pour les bactéries aérobies. Il
inhibe ainsi la décarboxylation enzymatique. L'accumulation du CO2 dans la bicouche
lipidique de la membrane peut provoquer un dysfonctionnement de la perméabilité (Bellil,
2013). La présence du CO, additionnée aux autres substances inhibitrices contribue a

amplifier ’action inhibitrice globale (Drider, 2006).

1.1.3. Le peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogene est, depuis longtemps, reconnu comme un agent majeur de
I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques en particulier celle des lactobacilles. (Price
et Lee, 1970, cité par Klaenhammer et al. 1994). Les Bactéries lactiques sont dépourvues
de catalases, en conséquence, I’H,0; produit s’accumule dans I’environnement et peut inhiber
certains microorganismes présents (Condon ; 1987).’action inhibitrice du peroxyde
d’hydrogéne est principalement due a son fort effet oxydant sur les lipides membranaires et
les protéines cellulaires (Caplice et al, 1999) et le niveau d’accumulation d’H,0, varie selon
la souche bactérienne et peut étre auto-inhibiteur et révéler une activité plus intense des
réactions génératrices de peroxyde d’hydrogéne par rapport aux réactions peroxydasiques

provoquant son élimination (Condon, 1987).

1.1.4. Le diacétyle

Le diacétyle est un produit du métabolisme du citrate qui est responsable de I’arome
beurre, c’est aussi un inhibiteur non spécifique. Les bactéries a gram négatif, les levures et les
moisissures sont plus sensibles au diacétyle que les bactéries gram positif. Ce métabolite
présente une action antagoniste en milieu acide, il inhibe la croissance bactérienne en
interférant avec les mécanismes d’utilisation de 1’arginine (Motlagh et al.1991). Ce composé
est toutefois présent dans les aliments en quantité insuffisante et n’exerce donc pas une

activité antimicrobienne importante (Caplice et al.1999).

1.1.5. L’acétaldéhyde

Ce composé qui est aussi un inhibiteur non spécifique produit par les bactéries lactiques a
partir du glucose (Devoyod et Poullain, 1988). Il est produit par Lactobacillus de

Ibrueckiisub sp. bulgaricus, par I'action d'une aldolase a thréonine, qui clive la thréonine en
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acetaldéhyde et en glycine. L'acétaldéhyde présent a une concentration de 10 a 100 ppm est
capable d’inhiber la croissance de Staphylococcusaureus, de Salmonellatyphimuriumet d’E- C-

dans les produits laitiers (Piard et Desmazeaud, 1991).

1.1.6. Reutérine

La reutérine(3-hydroxypropionaldéhyde) est un agent antimicrobien puissant a faible
poids moléculaire, neutre et soluble dans 1’eau (Axelsson et al., 1989), résistant aux enzymes
protéolytiques et lipolytiques et stable dans une large gamme de pH (Montiel et al. 2014).
Lareutérine est un métabolite intermédiaire produit lors de la fermentation anaérobique du
glyceérol par quelques espéces du genre Lactobacillus, comme Lactobacillusreuterimais aussi
chez des bactéries non lactiques telles que Bacillus, Clostridium et Klebsiella (Vollenweider,
2004), Ce composé posseéde un large spectre d’activité antimicrobienne, il inhibe la croissance
des bactéries a Gram positif et négatif, ainsi que les virus, les levures, les moisissures et les

protozoaires (Cleusix et al. 2007).

1.1.7. La reutéricycline

Certaines souches de Lactobacillusreuteri  secrétent d‘autres  substances
antimicrobiennes que la réuterine, telle que la reutéricycline. La concentration d‘inhibition
minimale de cette molécule est de 0.05-1 mg/L pour les bactéries a gram positives
(Ouwehandet al. 1999).

1.1.8. L’acide pyroglutamique

Cette molécule (2-pyrrolidone-5-carboxylicacid) est surtout produite par Lactobacillus
caseisubsp. Caseiet Streptococcus bovis. Elle est présente aussi dans les fruits et les Iégumes.
Elle inhibeBacillussubtilis, Enterobactercloacae, Pseudomonas putida et Pseudomonas
fluorescens. Elle est stable a 121°C pendant 20minutes mais elle perd son activité inhibitrice
quand le pH est de 2,5. Cet agent antimicrobien a le méme mécanisme d‘action que celui des

acides organiques ( Ouwehandet al.1999).

1.2. Agents antimicrobiens protéiques : Les bactériocines

La détection de la premiere bactériocine remonte a 1925 par André Gratia qui a observé
que la croissance de certaines souches d’Escherichia coli a été inhibée en présence d’un
composé¢ antibactérien qu’il a nommeé colicinv. En 1933, une bactériocine a été découverte par

Whitehead chez le genre Lactococcus. Il a en effet observé dans un lot de lait spécifique que
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la présence de deux souches de lactocoques inhibait la croissance d’un ferment de culture

fromagere (Tagg et al. 1976).

En 1953 Jacob et al. Proposéerent le terme général de bactériocine pour nommer les
protéines et peptides antimicrobiens synthétisés selon la voie ribosomique et qui sont différent
de la plupart des antibiotiques par leur composition (protéique) et possédant généralement une

spécificité d’action étroite contre les mémes (Morisset, 2003).

1.2.1. Définition de bactériocines

Selon Klaenhammer (1988) les bactériocines sont des protéines, ou complexes protéiques,
avec une activité bactéricide contre des espéces proches de la souche productrice. Les
bactériocines représentent une large classe de substances antagonistes qui varient
considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques,

de leur spectre d’action et de leur mode d’action.

Toutes les bactériocines produites par des bactéries lactiques décrites jusqu’a présent ont une
activité dirigée contre les bactéries Gram (+). Aucune bactériocine produite par des bactéries
lactiques avec une activité contre des bactéries Gram (-) n’a été décrite, car la membrane
externe de ces derniéres ne permet pas aux bactériocines d’atteindre la membrane interne,

siege de leur activité (Morency et al. 2001).

1.2.2. Classification des bactériocines
» Classe I. Les I’antibiotiques

Ce sont des peptides de taille inférieure a 5 kDa, stables a haute température et qui
contiennent des acides amines inhabituels soufrés formes post-traductionnellement. Exemple :
la lanthionine, la B-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine. lls peuvent
étre divisés en deux types : la classe | qui comprend des peptides cationiques hydrophobes
allongés contenant jusqu’a 34 acides aminés et la classe Ib qui comprend les peptides
globulaires chargés négativement ou sans charge nette et contenant jusqu’a 19 acides aminés
(McAuliffe et al. 2001, Twomey et al. 2002).

» Classe Il
Ce sont des peptides de taille inférieure a 10 kDa, stables a haute température, ne
contenant pas d’acides aminés modifiés. Leur point isoélectrique varie entre 8 et 10. Cette

classe est divisée en trois sous-classes :
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Les bactériocines de la sous-classe Il a contiennent entre 27 et 48 acides aminés et
ont toutes une partie N-terminale hydrophobe contenant la séquence consensus
YGNGV (Tyr-Gly-Asn-Gly-Val) ainsi qu’un pont disulfure et une partie C-
terminale moins conservée, hydrophobe ou amphiphile qui détermine la speécificité
d’action (Fimland et al. 2000 ; Richard et al. 2006).Elles ont toutes une activité
contre Listeriamonocytogenes. Certaines bactériocines de cette sous-classe
contiennent également un deuxiéme pont disulfure dans leur domaine C-terminale
qui semble étre important dans la stabilisation de la structure tertiaire. Il semble par
ailleurs qu’il leur conférerait une meilleure activité antimicrobienne, une meilleure
résistance a I’exposition a des hautes températures et un spectre d’action plus large
(Eijsink et al. 1998) ; (Fimland et al. 2000) ;( Drider et al. 2006) ;( Richard et al.
2006).

La sous-classe 1l b comprend les bactériocines ayant besoin de deux peptides pour
avoir une activité. Deux types de bactériocines de classe Il b peuvent étre distingués :
le type E (Enhancing) ou la fonction d’un des deux peptides est d’augmenter
I’activit¢ de l’autre et le type S (Synergy) ou les deux peptides sont
complémentaires.

La sous-classe Il ¢ contient les bactériocines qui ne prouvent pas étre classées dans

les autres sous-classes.

» Classe Il

Des protéines de taille supérieure a 30 kDa et sensibles & la chaleur. La structure et le

mode d’action de ces bactériocines différent completement des autres bactériocines

produites par les bactéries lactiques. Cette classe ne contient que quatre bactériocines :

I’helveticine J produite par Lactobacillushelveticus A, 1’enterolysine a produite par

Enterococcusfaecium, la zoocine A produite par Spreptococcuszooepidemicus et la

millericine B produite par Streptococcusmiller i (Nilsen et al. 2003 ; Papagianni, 2003 ;
Nigutova et al. 2007).

Classe IV

Ce sont des bactériocines requérant une partie carbohydratée ou lipidique (donc non
lipidique) pour avoir une activité inhibitrice (Jimenez-Diaz et al, 1993).

22



Chapitre 02 : Mécanismes antimicrobiennes des bactéries lactiques

Tableau 3 : Classification des bactériocines (Papagianni, 2003)

Les classes Caractéristiques
Peptides ribosomiquement  synthétisés, post
tradictionnellement modifies contiennes des
Classe | acides aminées inhabituels :lanthionines et B-

Les ’antibiotiques

méthyle lanthionine .

Masse moléculaire. 2-5 KDa

Sous classe A : molécules allongées. Flexibles.
Sous classe B : molécules globulaires sans charge

nette ou chargées négative.

Classe 11

non I’antibiotique

Peptide stable a la chaleur , formés exclusivement
avec des acides aminés non modifies .
Syntithétiseés sous forme dun pré péptide inactive
clive a la partie N-terminale pour donnés la forme
active.

Masse moléculaire : 10KDa.

Sous classe lia :pediocine like peptide ,peptide
simple contient la séquence YGNGVN terminal
nommé aussi )Listeria active peptide ) .

Sous classe 11b : bactériocines a deux peptides.

Sous classe llc : autre bactériocines.

Classe 111 bactériocines

Proes thermolabiles

Masse moléculaire 30KDa.

Classe IV

Complexe bactériocines et parties lipidiques ou
glucidiques.

1.2.3. Le conditionnement des bactériocines

Il est trés difficile de conditionner les bactériocines sous une forme purifiée. La

purification des bactériocines est une procedure longue et colteuse qui nécessite la mise en
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cuvre de nombreuses techniques a savoir une précipitation des protéines au sulfate
d’ammonium, différentes combinaisons de chromatographies sur colonne telles que des
¢changes d’ions ou des interactions hydrophobes et une étape finale de chromatographie
liquide a haute performance en phase inverse. Ces traitements ne sont pas applicables a
I’échelle industrielle. La stratégie souvent mise en ceuvre consiste des lors en I’adsorption de
la bactériocine sur la cellule productrice suivie d’une centrifugation ou d’une ultrafiltration de
la culture et de la désorption de la bactériocine par abaissement du pH a 2 et ’augmentation
de la concentration en chlorure de sodium. Les bactériocines semi-purifiées peuvent alors étre
conditionnees sous forme séche par atomisation ou lyophilisation (Parente et al, 1997). La
nisine est la seule bactériocine légalement approuvée comme additif alimentaire, et est

commercialisée sous une forme semi-purifiée (Dortu et Thonart, 2009).

1.2.4. Mode d’action des bactériocines :

Toutes les bactériocines ciblent le méme site d’action qui est la membrane
cytoplasmique, mais leur mode d’action est différent (Mehidi, 2015).Les lantibiotiques (ex :
la nisine) ont un effet bactéricide, leur action est de créer des pores dans la paroi cellulaire, et
cela grace a une partie de sa structure cationique et amphiphile allongée qui va se lier au
lipide II (précurseur des peptidoglycanes) et 1’utiliser comme appui pour former les pores.
Cela va entrainer une perturbation du potentiel membranaire et donc 1’afflux des petites
molécules. Quant a la mersacidine, elle en interféere avec les réactions enzymatiques
impliquée dans la synthése de la paroi ce qui provoque la mort de la bactérie b(Carine et
Philippe, 2009). L’insertion des bactériocines de la classe Il dans la membrane est conférée
par la structure a-hélice amphiphile, cette insertion induit la perméabilisassions de la
membrane et par conséquent la mort cellulaire suite a 1’écoulement des molécules a faible
poids moléculaire (Ababsa, 2012). Le mode d’action des bactériolysines est basé quant a lui,

sur I’hydrolyse des liaisons peptidiques des peptidoglycanes (Nilsen et al. 2003).
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I1l. Techniques d’étude de D’activité microbienne chez les bacteries

lactiques

L’étude de I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques est basée sur des techniques
diverses aussi bien classiques que modernes, elle commence par une étape de criblage
« screening » pour identifier les bactéries a potentiel inhibiteur, puis par I’identification de

I’agent inhibiteur exprimé par ces bactéries testée.

Plusieurs techniques in vitro, telles que la diffusion sur disque, la diffusion de puits et la
dilution en bouillon (broth dilution) ou sur gélose, sont élémentaires, bien connues et
couramment utilisées. Il existe d’autres techniques plus modernes, telles que les méthodes
cytofluorométriques ou a flux bioluminescents, qui sont moins utilisées car elles nécessitent
un équipement specifique et une évaluation supplémentaire pour leur reproductibilité et leur
standardisation. Elles sont ignorées au profit des techniques classiques et cela méme si elles
fournissent des résultats rapides sur la nature de l'effet inhibiteur (bactéricide ou
bactériostatique ; effets en fonction du temps ou de la concentration) de I'agent antimicrobien
et une meilleure compréhension de I’impact de I’inhibition sur la viabilité et les dommages

cellulaires infligés au microorganisme testé (Balouiri et al. 2016).

I11.1. Méthodes élémentaires de criblage et d’évaluation du potentiel inhibiteur des
bactéries :
I11.1.1. méthode de culture en touche (Spot agar test)

Cette une méthode directe de criblage rapide pour 1’évaluation de 1’antagonisme des bactéries
a intérét, sans révéler la nature de I’inhibition ni son effet. Développée par Fleming et al
(1975) elle consiste a déposer I’inoculum des bactéries en touche sur la gélose, aprés une
période d’incubation adéquate, la culture du pathogéne a inhiber est ajoutée au-dessus de la
gélose en bouillon semi solide. L’inhibition est appréciée par [’apparition de zones
d’inhibition de la croissance du pathogene. Bien que cette méthode ne soit pas quantitative, la

mesure du diameétre des zones claires peut renseigner sur certains aspects de I’inhibition.

111.1.2. Méthode de diffusion sur disques (agar-disk diffusion method)

Développée en 1940 par Heatley, elle est la méthode officielle utilisée dans les laboratoires de
microbiologie clinique pour les tests de sensibilité antimicrobienne de routine pour les
bactéries et les levures. Elle permet de tester I’inhibition de certaines bactéries exigeantes

telles que les streptocoques, Haemophilusinfluenzae, Haemophilusparainfluenzae,
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Neisseriagonorrhoeae et Neisseriameningitidis, en utilisant des milieux de culture
spécifiques, diverses conditions d'incubation et criteres d'interprétationpour les zones
d'inhibition.

Dans cette procédure bien connue, un inoculumstandardisé du microorganisme testé est
déposé sur des disques de papier filtre (environ 6 mm de diameétre), qui se trouvent sur la
surface de la gélose. Cela permet a I'agent antimicrobien de diffuser dans la gélose et inhiber
la croissance du microorganisme pathogene, puis les diametres des zones de croissance
d'inhibition sont mesurés. Cependant, cette méthode ne permet pas de distinguer 1’effet
bactéricide de ’effet bactériostatique de la bactérie. De plus, la méthode de diffusion sur
disque d'agar n'est pas appropriée pour déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI), car il est impossible de quantifier laquantité d'agent antimicrobien diffusée dans le
milieu gélosé. Néanmoins, le test de diffusion sur disque offre de nhombreux avantages par
rapport aux autresméthodes: simplicité, faible codt, la possibilité de tester un grand nombre de
micro-organismes et d'agents antimicrobiens, et la facilité d'interprétation des résultats
fournis, ainsi qu’une bonne corrélation entre les résultats in vitro et les données in vivo

destests d’inhibition pour un microorganisme test¢ (Balouiri et al. 2016).
!

Figure 10 : Observation de résultats d’un test paf la méthode des disques pour I’inhibition de
Candidaalbicans (Balouiri et al. 2016).

111.3.3. Méthode des stries croisées (Cross streakmethod)

La méthode des stries croisees est utilisée pour cribler rapidement les micro-organismes ayant
un effet inhibiteur de maniére directe. La souche microbienne d'intérét est ensemencée en une
seule strie au centre de la gélose. Aprés une période d'incubation, les bactéries a inhiber sont
en simples strie perpendiculaire a la strie centrale. Aprés une nouvelle incubation, les
interactions antimicrobiennes sont analysées en observant la taille de la zone d'inhibition
(Balouiri et al, 2016).
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A. Front B. Back view
Figure 10 : Observation de résultats d’un test d’inhibition par technique de stries croisées
d’une souche d’actinomycetes (strie centrale) inhibant différentes souches de bactéries
pathogénes et leur test négatif (contrdle négatif) (Srivastav, 2018).

111.3.4. Méthode des cylindres / douilles (Agar plugdiffusion method)

Cette procédure de diffusion sur gélose est similaire a la méthode de diffusion sur disque. Elle
consiste a faire une culture de la souche d'intérét sur son milieu de culture approprié par des
stries serrées sur la surface du milieu solide. Au cours de leur croissance, les cellules
microbiennes sécretent des molécules qui diffusent dans le milieu gélosé. Aprés incubation, la
gélose est découpé aseptiqguement en forme de cylindres (ou douilles), ces cylindres sont
déposé sa la surface d’un autre milieu solide (une autre boite Pétri) préalablement inoculé par
le microorganisme testé (celui que 1’on veut inhiber). Les substances diffusent du cylindre
vers le milieu gélosé. L’activité antimicrobienne est détectée par l'apparition de la zone

d'inhibition autour du dép6t de gélose (Elleuch et al. 2010)

Figure 11 : Observation de résultat d’un test d’inhibition de Candidaalbicans par la méthode
des cylindres (Balouiri et al. 2016)

111.1.5. la méthode des puits (Agar welldifusion method)
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Cette méthode consiste a déposer un volume du surnagent (pure ou dilué) obtenu a
partir d’une culture bactérienne en milieu liquide (de la bactérie a intérét) dans des puits (de 6
a 8mm de diameétre) creusés aseptiquement dans la gélose. Le pathogene a inhiber aura été
inoculé au préalable sur la totalité de la surface du milieu solide. Au lieu de déposer un
inoculum bactérien a la surface de la gélose. Apres I’incubation des boites inoculées dans des
conditions appropriées, l'agent antimicrobien diffuse dans le milieu gélosé et inhibe la

croissance de la souche microbienne a la surface du milieu (Balouiri et al. 2016).

Figure 12: Observation des résultats du test d’inhibition de souches de (A)Staphylococcus
aureus (B) Streptococcus viridans et (C) Pseudomonas aeruginosa par un actinomyceéte
(Srivastav, 2018)

I11.2. Mise en évidence de la nature de ’agent inhibiteur

Apres I’étape de criblage des souches a potentiel inhibiteur, il est essentiel d’identifier I’agent
antimicrobien impliqué, cette étape ce fait par élimination de chaque possibilité en utilisant la

méthode des puits :

I11.2.1 - Inhibition due au peroxyde d’hydrogéne

Pour écarter I’effet du peroxyde d’hydrogéne dans I’inhibition des souches indicatrices
pathogenes, les surnageant des cultures des bactéries inhibitrices sont traités par 1mg/ml de
catalase puis incubées a 37°C pendant 1h. Le surnageant est stérilisé par filtration avant d’étre

testé (Cogan et al. 1981 et Julliard et al. 1987).

111.2.2 - Inhibition due a la production d’acides organiques
L'étude de l'effet des acides organiques est écarté par 1’utilisation d’un milieu tamponné (le ph

est ajusté a 7 par I'emploie d'un tampon phosphate de 0.1 M).

Pour les agents de nature protéiques il convient de procéder aux vérifications suivantes :
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111.2.3 - L’action de protéase

Cet effet est écarté en traitant le surnageant (en volume de 500 pl) par la pepsine, cette

enzyme va inactiver les protéases présentes lors du test

. Cet effet est écarté en traitant le surnageant (en volume de 500 pl) par la pepsine, cette

enzyme va inactiver les protéases présentes lors du test

I11.2.4 La stabilitée thermique: l'effet de température sur l'activité antibactérienne des
surnageant est étudier aprés chauffage du surnageant & 100°C pendant 30min au bain marie

avant de proceder au test.
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Objectif :

L'objectif principal de la recherche présentée dans ce mémoire, est d’évaluer I’activité

antibactérienne de souches de bactéries lactiques envers certaines bactéries pathogenes.

L’intégralit¢ de ce travail a été réalisée ou laboratoire des sciences et techniques de

production animal (LSTPA) de université Abdlhamid Ibn badis de Mostaganem.

1-Les souches utilisées

Les bactéries lactiques testees font partie de la collection des souches du laboratoire LSTPA,
identifiées par MALDI TOF/MS, et conservées au sein du laboratoire.

1.2- Conservation des souches a long terme

Les souches pures de bactéries lactiques sont ensemencées a partir de cultures jeunes (apres
16 d’incubation a 30°C) dans un milieu liquide : MRS/M17 a pH 6.8 additionné de 30% de
glycérol puis conservées a 20°C pour une longue durée (6 mois) (Champagne et al, 2000).
Quant aux souches de bactéries pathogeénes, elles sont conservées sur une gélose nutritive
inclinées a pH7, a -20°C.

1.2-Conservation de courte durée

Durand les manipulations, les souches lactiques testées sont conservées a 4°C a partir de
cultures pures et jeunes dans un bouillon MRS ou M17 a pH 6.8, aprés une incubation a 30°C

pendant 18heures (Champagne et al, 2000).

La conservation a courte durée des bactéries pathogenes se fait aussi a 4°C, a partir de
cultures pures jeunes sur bouillon Trypticase soja (pH7), apres une incubation de 24 heures a
37°C.

Cette conservation a court terme peut durer 4 semaines, au-dela desquelles un renouvellement

est nécessaire.

1.3- Revivification et purification des souches bactériennes

Les souches de bactéries lactiques conserveées a -20 ont été revivifiées par ensemencement de
100ul de la culture conservée dans 10ml de bouillon Man Rogosa& Sharpe (MRS) (De
Manet al.1960) a pH= 6.8 et, ainsi que dans un bouillon M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) a
pH= 7 et incubés a 30 °C pendant 24h.Pour les souches de bactéries pathogenes, la
revivification a été faite par I’ensemencement de 100ul de chaque culture dans du bouillon

trypticase soja a pH= 7 suivi par une incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures.
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Par la suite, une purification de chaque souche a ¢été effectuée afin de s’assurer de la pureté
des cultures. Un ensemencement sur des milieux gélosés a été effectué et cela par méthode
d’épuisement (des stries), des repiquages successifs sont effectués jusqu’a obtention de
colonies de méme forme, taille et couleur.

La purification des souches lactiques a été effectuée sur une gélose PCA additionnée de 0,1 %
de poudre de lait écrémé suivie d’une incubation a 30 °C pendant 24h. La purification des
souches pathogeéne a ¢été faite sur milieux spécifiques a chaque espeéce testée, suivie d’une
incubation a 37°C pendant 48h.

1.4- Tests de confirmation de I’identification des souches

Apres purification des différentes cultures, on a procédé a des tests de confirmation de
I’identification des souches et cela d’abord par une observation macroscopique et
microscopique, essentielles pour I’identification des bactéries pathogénes sur leurs milieux
sélectifs, puis par le test de la catalase, la coloration de Gram et le test d’oxydase.

a-Examen macroscopique

C’est I’observation a I’ceil nue des colonies Pour déterminer leurs caractéres morphologiques :
la taille, la couleur, les contours, la texture, la forme et son relief.

b- Examen microscopique

Cette observation s’effectue a 1’état frais : en observant au microscope optique (grossissement
40) une goutte d’eau distillée, dans laquelle un frotti d’une colonie a été déposé entre une
lame et une lamelle, mais aussi a la suite de la coloration de Gram. Elle permet d’observer
d’abord la mobilité des bactéries, la forme la taille et le mode d’association des cellules.

c- La coloration de Gram

Elle permet de différencier sur la base de la composition de la paroi cellulaire entre les
bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif (Benbou, 2012). La coloration est effectuée
pour chaque colonie isolée et I’observation des cellules est réalisée a Grossissement x100 en

utilisant I’huile a immersion.

d- La recherche de la catalase

Ce test consiste a mettre en contact une colonie de la bactérie a tester en présence d’une
goutte d'eau oxygénée. Un dégagement gazeux abondant (dd a un dégagement de dioxygeéne)
sous forme de mousse traduit la décomposition de 1’eau oxygénée sous 1’action de I’enzyme a
tester (Belyagoubi, 2014; Kassas, 2017).Cette activité a été réalisée selon le protocole

expérimental décrit par Prescott et al. (2003).
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e-Le test de I’oxydase :

Les oxydases, sont des enzymes qui interviennent a la fin des étapes de déshydrogénation des
chaines de cytochromes. Il en existe plusieurs types. Elles sont mises en évidence par leur
propriété a catalyser la réaction d’oxydation d’un substrat organique par I’oxygéne de I’air.
Un disque « OX » (contenant du tetramethyl-p-phenylenediamine) est placé sur une lame et
imbibé d’une goutte d’eau distillée puis une colonie est déposée a la surface. Une coloration

rose se manifeste en quelques minutes en cas de réaction positive.
2- Etude des interactions bactériennes

La recherche d’un éventuel effet antagoniste par les souches lactiques envers les bactéries
pathogénes est réalisée selon deux méthodes :

2.1- Méthode directe de culture en touche (Spot agar test)

L’activité antimicrobienne de nos souches a été évaluée sur milieu solide selon la méthode de
culture en touche (Fleming et al. 1975). A partir des pré-cultures de souches lactiques
sélectionnées obtenues apres 18 heures d’incubation a 37°C, 5Sul sont ensemencées sous
forme de spots sur gélose MRS. La boite Pétri est laissée a sécher, a moitié ouverte, devant un
bec bensun pendant 30minute. L’incubation se fait a 30°C durant 24 heures.

Aprés incubation, la surface de la gélose est recouverte par 10ml de gélose nutritive semi
solide (0.75% d’agar) inoculée par 1ml d’une pré-culture de 18h de chaque souche pathogéne
testée. L’incubation se fait pendant 24h a 37°C.

L’observation se fait en vue de détecter les zones d’inhibition autour des spots et leur
diameétre est mesuré.

2-2 la méthode indirecte des puits

Selon Barefoot et Klaenhammer (1983), la méthode consiste a mettre le surnageant de la
souche lactique en contact avec la souche indicatrice pathogéne. Les bactéries lactiques sont
repiquées dans le milieu MRS liquide et incubées pendant une période de 18h a30°C. Apres
incubation une centrifugation réfrigérée (4°C) est réalisée a 4000 tr /min pendant 15min.

Les souches indicatrices (pathogenes) sont inoculées en masse dans une gélose Mueller-
Hinton. Des puits de Smm de diametre sont creusés stérilement a I’aide de pipette de Pasteur
sur la gelose inoculé par la souche inductrice (pathogene).

Les puits sont ensuite rempli par 100ul du surnageant de la culture lactique. Les boites de
pétri sont mises a une température de + 4 °C /4h pour permettre la bonne diffusion de la

substance antimicrobienne (DOUMADJI et al. 2010), puis incubées a 37 °C. La présence de
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zone inhibition formeées autour des puits est examinée aprés 24h a48h d'incubation
(HWANHLEM et al. 2011).

Mesure de diamétre des zones d'inhibition :

L'effet antibactérien des souches lactiques mis en évidence par l'apparition d'une zone
d'inhibition (zone claire) autour du puits. La lecture de I’activité inhibitrice se fait par la
mesure du diamétre d’inhibition autour du puits (Zi), exprimée en mm (ALLOUACHE et al.
2010). Une inhibition est considérée positive si le diamétre est supérieur & 2 mm
THOMPSON et al, (1996) cité par DOUMANDJI et al (2010). La mesure du diametre
d’inhibition (Zi) est effectuée selon la formule suivante:

Zi en (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenue (mm) — diametre de puits

3- Mise en évidence de la nature de I’agent inhibiteur

L’agent inhibiteur est recherché par élimination des possibilités. Les tests sont réalisés un par
un et les résultats sont comparés a ceux obtenu par la méthode des puits non modifiée.

3-1- Inhibition due au peroxyde d’hydrogene

Pour écarter I’effet du peroxyde d’hydrogeéne dans 1’inhibition des souches indicatrices
pathogenes, les surnageant des cultures des bactéries lactiques sont traités par 1mg/ml de
catalase puis incubées a 37°C pendant 1h. Le surnageant est stérilisé par filtration et testé par
la méthode des puits sur les souches pathogénes ; le résultat est comparé avec celui obtenu sur
un milieu sans catalase (Cogan et al. 1981 et Julliard et al. 1987).

3-2 Inhibition due a la production d’acides organiques

L'étude de I'effet des acides organiques sur la croissance des souches pathogenes est réalisée
en milieu solide (MRS ou Mueller Hinton) tamponné (le pH est ajusté a 7 par I'emploie d'un
tampon phosphate de 0.1 M).la méthode des puits est ensuite réalisée sur ce milieu selon la
technique de Barefoot et Klaenhammer(1983) et la lecture est réalisée par comparaison avec
le milieu témoin non tamponné on notant la présence ou lI'absence des zones d'inhibition.

3-3- Recherche de substances inhibitrices de nature protéique

3-3-1- Action de protéase

Un volume de 500pul de surnageant de chaque souche lactique est traité par ajout de 250ul de
pepsine. Le surnageant traité est utilisé pour realiser le test de Barefoot et Klaenhammer
(1983). Apres 24h d'incubation a 37°C, I’observation de la présence ou 1'absence des zones
d'inhibition est noté.

3-3-2- Stabilité thermique
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L’effet de température sur l'activité antibactérienne des surnageant est testé aprés chauffage
du surnageant & 100°C pendant 30min au bain marie. L'activité résiduelle est testée par la

technique des puits
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Discussion

Discussion

La hausse continuelle des taux de morbidité et de mortalité des patients due aux infections
microbienne est due essentiellement au phénomeéne de résistance aux antibiotiques et autres
agents antimicrobien largement utilisés en milieu clinique. Cette situation pousse les
scientifiques a développer des méthodes d’investigations rapides afin de trouver de nouveaux
inhibiteurs de germes efficaces et disponibles. Les méthodes élémentaires sont toujours
indispensables a cette recherche. Cependant, lors du test de produits naturels, certaines
modifications des protocoles standardisés sont souvent demandées, comme la dilution de
I’inoculum, le milieu de culture et utilisé. Parfois on est on est amené a utiliser des solvants
qui peuvent affecter la croissance du microorganisme testé. On peut dire que faire des
adaptations méthodologiques mineures aux protocoles standardisés peut étre une solution
pour garantir une approche expérimentale précise et d’avoir des résultats comparables et

exploitables (Belouiri et al. 2016).

L’activité antibactérienne des bactéries lactiques a été rapporté depuis des décennies, et plus
récemment dans les travaux de Homrani et al (2018) qui a démontré I’activité inhibitrices de
souches de lactobacilles isolées a partir de quatre miels algériens(provenant des régions de
Médéa, Mostaganem, M’sila et Souk-ahras) contre les espéces a Gram négatif (E. coli et P.
aeruginosa).L'activité antimicrobienne in vitro de 11 souches du genre Lactobacillus testées
sur des souches a Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853) par la méthode de Fleming et al (1975) a été testée.les résultats de la mesure
des zones d’inhibition confirme cette activité inhibitrice par différents diametres allant de
125+ 0,71 - 17,5 £ 0,71 mm (E. coli) et 11 + 1,41 - 15 £ 0,82 mm (P. aeruginosa). Cette
méthode d’évaluation du potentiel antimicrobien des bactéries lactique a été retrouvée aussi
dans les travaux de Tahlaiti (2019), dans lesquels on observe une activité inhibitrice de
souches lactiques isolées du blé fermenté (le Hammoum) vis-a-vis de Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853,Staphylococcus aureusATCC25923 et E.coli ATCC 25922.
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Figure 13 : Activité inhibitrice de 4 souches lactiques vis-a-vis de Pseudomonas
aerugina(Tahlaiti, 2019).
Ces souches appartiennent aux genres Lactobacilluset Pediococcus, et présentent des

diametres de zones claires allant de 5 a 24 mm.

Figure 14 : Zones d’inhibition des souches lactiques vis-a-vis de la souche Pseudomonas
aeruginosa (Tabhlaiti, 2019).
La méthode de Barefoot et Klaenhammer1983, utilisée pour tester le potentiel inhibiteur des
surnageants des 6 lactobacilles parmi les 11 isolés du miel algérien cités précédemment, a
démontré une activité inhibitrice contre E.coli et P. aeruginosa. Les diamétres moyens des
zones d'inhibition varient de 6 £ 1,73 a 11 £ 1,41 mm pour E. colietde 5,5+ 0,71a 11 + 1,41
mm pour P. aeruginosa.L'activité antibactérienne la plus élevée a été obtenue pour 2 souches,
une isolée d’un miel de Médéa (11 = 1,41 mm) et de I’autre d’un miel de M’sila (11 + 1,15
mm) contre E. coli. Cette derniére souche montre une plus grande inhibition contre P.

aeruginosa avec une zone d'inhibition de 11 £ 1,4 mm (Homrani et al. 2018)
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L’origine de 1’activité inhibitrice de 4 bactéries isolées du blé fermenté a été recherchée, il
s’agit des souches exprimant un fort potentiel inhibiteur pour les bactéries pathogenes (E.coli,
P. aeruginosa et S. aureus) avec des diamétres de zones d’inhibition allant de 10 a 23mm. Ce
sont des souches identifites au MALDI TOF/MS appartenant aux especes
suivantes :Pediococcus acidilactici, Lactobacillus plantarumet Lactobacillus brevis. Il est
possible d’avoir plusieurs origines combiné a une activité d’inhibition.

L’utilisation d’un milieu tamponné a permis de constater des levées d’inhibitions pour 1
souche Lactobacillus plantarumvis-a-vis d’E.coli et d’une autre Pediococcus acidilacticivis-
a-vis de Pseudomonas aeruginosa (Tahlaiti, 2019). Cela confirme I’effet de 1’acidification du
milieu. L’abaissement du pH peut étre di a la production de 1’acide lactique seul ou bien a
I’effet d’autres acides organiques produits par les souches. Les inhibitions dues a la
production de peroxyde d’hydrogene, a été mise en évidence par traitement a la catalase sont

présentes chez les 4 souches lactiques testées.

Le traitement des surnageant avec des enzymes protéolytiques (trypsine et a-chymotrypsine) a
permis d’observer 1’absence d’inhibition contre les souches pathogenes pour les 4 souches
testées, cela nous permet de conclure que les inhibitions produites vis-a-vis des bactéries
pathogénes sont dues a la production de substance protéiques, probablement des bactériocine
(Tahlaiti, 2019)
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Conclusion

Conclusion
Actuellement, les infections microbiennes sont devenues une menace clinique, cela est

principalement dd au développement de la résistance aux agents antimicrobiens existants. Par
conséquent, il est essentiel que de nouvelles molécules ayant un effet inhibiteur microbien a

large spectre continuent d'étre recherchées.

La recherche de nouveaux agents antimicrobiens d’origine naturelle est largement
développée, et plus précisément les études sur potentiel inhibiteurs des bactéries lactiques.
Ces microorganismes que 1’on retrouve dans le lait, les produits laitiers et les végétaux, sont
trés utilisés en industrie agroalimentaire pour leurs propriétés technologiques mais aussi leur
potentiel de conservation des aliments par des métabolites antimicrobiens. Ce potentiel
inhibiteur est un atout a exploiter, car il permet 1’inhibition de germes aussi bien a Gram-

positif que Gram-négatif souvent responsables d’infections humaines.

Les agents antimicrobiens produits par les bactéries lactiques peuvent constituer une solution

alternative aux antibiotiques.

Il est important d’exploiter les bactéries lactiques locales de diverses origines etrentabiliser
leurs atouts. Des souches lactiques du genre Lactobacillus isolées de miels algériens de 4
différentes régions expriment une bonne activité antibactérienne contre des bactéries a Gram

négatif.

D’autres souches lactiques, cette fois isolées du blé fermenté algérien ont aussi exprimé leur
fort potentiel inhibiteur contre Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 97853. 1l s’agit de deux souches appartenant aux
espéces Lactobacillus plantarum, d’une souche a Lactobacillus breviset une souche a
Pediococcus acidilactici.L’investigation de 1’agent inhibiteur de ces souches permet de
suspecter 1’effet combiné de plusieurs métabolites dont la production d’acides organiques, la

production de bactériocines.

Ces résultats sont prometteurs, car ces souches pourrait étre utilisées comme probiotiques. Il
serait intéressant de les tester contre un plus grand nombre de bactéries pathogenes
responsables d’infection humaines mais aussi d’autres pathologies animales comme les
mammites. Et dans ’avenir purifier les bactériocines produites et étudier leurs propriétés et

les employer dans des traitements médicaux.
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Annexes

Milieu Tryptica-Soja Liquide:

Peptone De Caséine 17g
Peptone De Farine De Soja 3G
Glucose 25G
Chlorure De Sodium 5G
Phosphate Dipotassique 25G
Eau 1000 MI

Milieu Tryptica-Soja Semi Solide

Tryptica-Soja Liquide 1000ml
Agar-Agar 8.29
Milieu PCA- Lait: (PH =7 ,2)
Tryptone 59

Extrait de levure 2.5¢
Glucose 1g

Agar- agar 159

Poudre de lait écrémé (0%) 19

Eau distillée gsp 1000ml

Stérilisation par outoclavage a 115°C pondant 20min (Gemelas et al ,2013)

Milieu MRS : PH=6,5
Peptone 10g
Extrait de viande 10g
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Extrait de levure 5g

Glucose 20g

Tween 80 iml

Phosphate dipotassique 29

Acétate de sodium 5¢

Citrate d’ammonium 29

Sulfate de magnésium, 7 H20 0,29
Sulfate de magnésium, 4 H20 0,59

Pour obtenir un milieu solide on ajoute I’ Agar-agar
Agar- agar 159
Eau distillee 1000ml

Stérilisation par autoclavage a 120°C pondant 15min (De Man, Ragosa et Sharp, 1960)

Milieu M 17 :
Tryptone 59
Peptone papainique 2,5¢

Poptone pepsique de viande 5¢

Acide ascorbique 0,59
Lactose 59
Glycérophosphate de sodium 19¢
Mg SO4 0,259
Extrait de viande 5¢
Extrait de levure 2,59

Pour obtenir un milieu solide on ajoute 1’ Agar-agar
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Agar- agar 15¢
Eau distillee 1000ml

Stérilisation par autoclavage a 120°C pondant 15min (Terzaghi et Sandine ,1975) .
Coloration de Gram :
1-déposer une goutte d’eau de physiologique stérile sur une lame bien propre.
2-prélever un échantillon de colonie et mélangé avec la goutte d’eau.
Strier et sécher par passage rapide sur la flamme d’un bec benzéne.

3-Coloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laissez agir de 30 secondes a 1

minute, puis rincez a I'eau.

4-Mordancage au lugol (solution d'iode iodo-iodurée) : étalez le lugol et laissez agir le méme

temps que le violet de gentiane ; rincez a I'eau déminéralisée.

5-Décoloration (rapide) a I'alcool (+acétone)est I'étape la plus importante de la coloration :
versez goutte a goutte I'alcool ou un mélange alcool-acétone sur la lame inclinée obliquement,
et surveillez la décoloration qui doit étre rapide. Le filet doit étre clair a la fin de la

décoloration. Rincez abondamment avec de I'eau deminéralisée pour stopper la décoloration.

6-Recoloration a la safranine ou a la fuchsine. Mettez de I'eau distillée sur la lame et quelques
gouttes de fuchsine. Laissez agir de 30 secondes a 1 minute. Lavez doucement a I'eau

déminéralisée. Séchez la lame sur une platine chauffante a 50°C.

7-Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (grossissement x1000)
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