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RESUME :

Le but de ce travail a été l'isolement et I'ideictition de deux nouvelles souches lactiques a
partir de selles de nourrissons, saints, allaiketusivement au sein et ne recevant aucune
antibiothérapie. La caractérisation de ces deuxclsssl par des tests biochimiques et un
séquencage de I’ADNr 16S a révelé leur appartenanagenrd_actobacilluset aux especes
plantarum (LbM2a) et rhamnosus(LBRE-LSAS). Le pouvoir antagoniste de ces deux
souches vis-a-vis d'une large gamme de bactériesnGuositives et Gram négatives a été
mesuré par trois méethodes différentes : I'Agar Spatdiffusion en puits et le contact
cellulaire. Ces mesures ont confirmé une forteoadinhibitrice des souches isolées vis-a-vis
de 18 souches appartenartaphylococcus aureus, Listeria innocua, Microcactuteus,
Shigella sonnei, Shigella dysenteria, E. coli, Emteccus faecalis, Bacillus cereust
Carnobacterium maltaromaticunies surnageants bactériens a acidité neutraliSBANp

ont également exercé une forte activité inhibitnega-vis des souches pathogénes testées.
Cette activité s’est révélée stable a des pH aldmt2 a 6, sensible aux enzymes
protéolytiques, relativement thermostables (20 raill00°C ou 120 jours a -80°C) et
insensible au rayonnement ultra-violet ou a urtdnaént a la mycomycine C. Un dépistage
des genes codant pour des bactériocines plantrimEsé sur la PCR a été réalisé pour la
souche LbM2a en utilisant des amorces spécifiqeeegjui a permis de détecter la présence
des plantaricines EF et K. Le fractionnement degéomes des surnageants SBAN des deux
souches LbM2a et LBRE-LSAS par HPLC inverse a petiisiolement d’un seul pic actif par
surnageant. Ces pics ont été concentrés par litaafin et testés positivement pour leur
activité antagoniste vis-a-vis d’'une souche indicat Micrococcus luteus\TCC 10420. Ces
molécules ont un poids moléculaire compris entret BOKDa pour les deux souches LbM2
et LBRE-LSAS.

Mots clés :Isolement- Selles de nourrissohsctobacillus plantarumLactobacillus

rhamnosu#ntagonisme.
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ABSTRACT:

The aim of this work was the isolation and idengfion of two new strains of lactic acid
from infant stool, healthy, exclusively breastfeshdareceiving no antibiotics. The
characterization of these two strains by biochehtiests and 16S rDNA gene sequences
revealed their belonging to the genusactobacillus speciesplantarum (LbM2a) and
rhamnosug§LBRE-LSAS). The antagonistic activity of theseotgtrains against a wide range
of Gram-positive and Gram-negative bacteria wassorea using three different methods:
Agar spot, the well diffusion and cell contact. $&8emeasurements confirmed a strong
inhibitory action of the isolated strains again8tsirains belonging t8taphylococcus aureus
Listeria innocua Micrococcus luteus Shigella sonnei Shigella dysenteria E. coli,
Enterococcus faecaliBacillus cereusand Carnobacterium maltaromaticunThe bacterial
supernatants with neutralized acidity (SBAN) algeréed a strong inhibitory activity against
the tested pathogenic strains. This activity prostadblity at pH ranging from 2 to 6, sensitive
to proteolytic enzymes, relatively heat-stable (@@ at 100 ° C or 120 days at -80 ° C) and
insensitive to ultraviolet radiation or treatmenithwmycomycine C. Screening of genes
encoding plantaricin bacteriocins based on the R@R performed for the LbM2a strain
using specific primers which allowed to detect fhvesence of plantaricines EF and K.
Proteins Fractionation of SBAN supernatants oftthe strains LbM2a and LBRE-LSAS by
reverse HPLC allowed the isolation of a singlevacpeak by supernatant. These peaks were
concentrated by ultrafiltration and assayed paalyivfor their antagonist activity against an
indicator strainMicrococcus luteu®ATCC 10420. These molecules have a molecular weigh
between 3 and 10 kDa for both strains LBRE-LSAS laoid 2.

Keywords

Isolation,Lactobacillus plantarumlLactobacillus rhamnosysntagonism, pathogens.
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Liste des abréviations

ADN: Acide Désoxyribonucléique

ATP : Adénosine triphosphate

BET : Bromure d’éthidium

Da : Dalton

dd HO : Eau purifiée

dNTPS : Nucléotides triphosphates contenant lexdédmse
DO : Densité optique

EDTA : Acide éthylene diamine tétraacétique
g : Gramme

h : Heure

H20: : Peroxyde d’hydrogéne

H>SQu: Acide sulfurique

HCI: Chlorure d’hydrogene

HDL: High Density Lipoprotein

HPLC : High performance liquid chromatography (Ghatographie en phase liquide a haute

performance)

kDa : Kilo Dalton
kg : Kilogramme
| : Litre

log : Logarithme

MDa: Méga Dalton
mg : Milligramme
mg: Milligramme

min:; Minute

Liste des abréviations
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mL: Millilitre

mm : Millimétre

mM : Millimolaire

NCBI : National Center for Biotechnology Informatio
nm: Nanometre

OH : lon hydroxyde

P/V : Poids / volume

pb: Paire de base

PBS: Phosphate Buffered Saline
PCR: Polymerase Chain Reaction
pH : Potentiel d’hydrogene.

QSP :Quantité suffisante pour
RNA : Acide ribonucléique
RNase: Ribonuclease

rpm : Tour par minute

rpm: Rotation Par Minute.

sec : Seconde

TAE: Tris, Acétate, EDTA

TFA : Acide trifluoro-acétique

Tris : Trishydroxyméthylaminométhane
UFC : Unité Formant Colonie

UV: Ultra-Violet

V/V: Volume / volume

A : Longueur d'onde

uL : Microlitre

Liste des abréviations
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Introduction

Les conservateurs chimiques utilisés pour contrOler prolifération des germes
pathogenes dans les aliments peuvent entrainereffets carcinogenes, tératogenes et
allergogénes ainsi qu’'une forte toxicité residuelez les consommateurs. La recherche et
'emploi de bioconservateurs dans les industrie-ajmentaires est une alternative qui

suscite de plus en plus d'intérét chez les chershetues acteurs du secteur.

Généralement, ces bioconservateurs sont représgraesdes microorganismes
bénéfiques ou par les métabolites qu’ils produis€es bioconservateurs bloquent le
développement de flore d’altération des alimentatda durée de conservation se trouve

prolongée.

La bioconservation préserve naturellement les alimd@out en préservant leurs
propriétés organoleptiques et nutritionnelles, sotivperdues sous l'effet des agents
chimiques ou de la chaleugélvez etal., 2007 ; Settanni et Corsetti, 2008)est grace aux
propriétés antimicrobiennes des métabolites gsiitghétisent tels que I'éthanol, le peroxyde
d’hydrogéne, le diacétyl@itrih et Foster, 2001)les composés antifongiquéSorsetti efal.,
1998) les acides phényllactiquésavermicocca etl., 2000) les antibiotiques comme la
reutéricycline (Holtzel etal., 2000) et les bactériocines, que les bactéries lacticpog
reconnues comme de bons agents de conservatiopraégits alimentairegAbee etal.,
1995 ; Klaenhammer, 1988les bactériocines sont des peptides antimicrgbggmthétisés
par voie ribosomique, Elles sont actives vis-ae/mutres bactéries notamment contre des
pathogenes majeurs tels qukisteria monocytogenes Staphylococcus aureusou
Streptococcus pneumoniadussi, les bactériocines produites par les bmstélactiques
forment un groupe hétérogene de peptides antimemsekyui se distinguent par leur structure

et leur mode d’action.

Il y a tres peu de bactériocines qui ont été asses a étre utilisées comme additif dans
la préservation des aliments, car seule la nisossdgxle ce statut a ce jour. Ce constat est lié
au fait que l'acquisition de ce statut d’additif amibien autorisé comme bioconservateur
alimentaire nécessite un travail de longue haleoraportant des conditions de performance
et de stabilité génétique de la souche sécrétasesi que de linnocuité absolue d’'un

métabolite microbien protéique telles que les bamtines.

Introduction



A. Chaalel (2015). Substances antagonistes pra@gigroduites pat. plantarumetL. rhamnosus » 2
thése de doctorat Univ.Mostaganem.

Par ailleurs, dans le secteur de la santé publibpijbiorésistance affichée par des
germes pathogenes connus représente un autreugdi ghonde des microorganismes pose a
'hnomme. Ainsi, relever ce défi reviendrait a reother systématiguement et de fagon
permanente de nouvelles molécules capables de \&nibout de ce phénomeéne
d’antibiorésistance. Parmi ces nouvelles molécuigsirent les bactériocines dont la
production passe d’abord par des opérations dersiaigg de nouveaux génomes microbiens a

haut potentiel producteur de telles molécules.

Grace a leur mode d’action différent des antibiggig conventionnels, les bactériocines
pourraient étre considérées comme une alternativeecatréle de la prolifération et a

I'inhibition des souches bactériennes pathogénesriees résistantes aux traitements usuels.

Les perspectives d'avenir concernant l'applicatiesa bactériocines ne se limitent pas
aux aliments. Les industries cosmeétiques et phautagies pourraient éventuellement offrir

des produits contenant des bactériociiigsks etal., 2011)

Parmi les bactéries lactiques connues, la majalé® especes appartient au genre
Lactobacillus Elle inclut des espéces homofermentaireb.:acidophilusLb. crispatusLb.
delbrueckij Lb. gallinarum,Lb. gasseriLb. helveticusLb. kefiranofaciens et des espéces
hétérofermentaires facultatives ou obligatoiréb.. brevis Lb. curvatusLb. fermentumLb.
kefiri, Lb. paracaseilb. parakefirj Lb. plantarumet Lb. rhamnosusLes autres bactéries
lactiques, représentées dans une moindre divel&@tpeces autres que les lactobacilles,
appartiennent aux genres homofermentaitesctococcus (L. lactis), Pediococcus et
StreptococcugSt. thermophilus ainsi qu'aux genres hétérofermentaitesiconostoc(Ln.

mesenteroidestLn. lactig et WeissellaW. viridescens(Drider et prevost, 2009)

C’est pour ces propriétés d’intérét qui caractatises bactéries lactiques que nous nous
sommes intéressés a isoler et sélectionner dediesmuotées d’'un fort pouvoir antibactérien
vis-a-vis de quelgques pathogénes tels dsi@phylococcuaureus, Listeria innocua, Shigella

sonnei, Shigella dysenteria, E. cetiBacillus cereus.

Cette these est structurée en trois chapitres ldomtemier est consacré a des rappels
bibliographiques sur les propriétés antagonistashadetéries lactiques et de leurs sécrétions.
Le second chapitre décrit la méthodologie uiig@ns ce travail ; alors que le troisieme et
dernier chapitre présente les résultats obtenlssetonfronte a ce qui a été rapporté dans

d’autres expériences similaires.
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Chapitre I: Pouvoir antagoniste des Bactéries laajues
I.1. Les substances antimicrobiennes non protéiques
I.1.1. Les acides organiques

Les produits principaux du métabolisme des badélaetiques sont les acides
organiques. Les acides organiques sont produitgaoila voie homofermentaire, soit par la

voie hétérofermentaire.

Le métabolisme du pyruvate conduit a la formatiaiquement d’acide lactique chez
les homofermentaires et a un mélange d’acideglastiacétique et formique, d’éthanol et de

dioxyde de carbone chez les hétérofermentéiries 2003)

Grace a cette production d’acides organiques, aetthes lactiques diminuent le pH
du milieu dans lequel elles se multiplient en igmbune partie de la flore qui s’y développe.
Leur compétitivité est améliorée étant donné leande tolérance aux pH bas extra et intra

cellulaires.

Outre la diminution du pH du milieu, I'effet antagste des acides organiques résulte
de l'action de leur forme non dissociée. En effatforme non dissociée de l'acide peut
traverser passivement la membrane et acidifieyt@ptasme par libération de protons, ide
qui affecte le métabolisme cellulaire en inhibaettaines fonctiongKlaenhammer, 1993 ;
Janssen dl., 2007)

Les acides organiques sont un des groupes d'agidsiques de préservation des
aliments ; ils sont reconnus comme des additifsaitaires. Les acides couramment utilisés
sont les acides : benzoique, sorbique, acétiquearique, propionique et lactique. lls sont
utilisés pour prévenir ou retarder la croissance lmctéries dégradant la nourritdirsiao et
al., 1999)

Le principal probleme consécutif a leur utilisatiest la haute concentration nécessaire
pour inhiber les bactéries pathogenes ou indéssalgt qui est parfois inacceptable pour le

consommateufKobilinsky etal., 2007)

Les bactéries pathogénes peuvent développer certadgcanismes de résistance
appelés « acid tolerance response » vis-a-vised@dsition a des pH bas. Ceux-ci leur sont
eégalement utiles pour survivre au transit intestiha monocytogenespar exemple peut

survivre a une exposition de 60 min a un pH d€&ter etal., 2003)
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[.1.2. Le peroxyde d’hydrogéne

Les bactéries lactiques ne possedent pas de @tgfague contenant un noyau heme
pour dégrader le peroxyde d’hydrogene en oxygéma eau. Le peroxyde d’hydrogene peut
s’accumuler et étre inhibiteur de différents miorganismes par I'oxydation des lipides

membranaires et la destruction des structuresridésipes cellulaire§Zalan etal., 2005)

Certaines bactéries lactiques peuvent néanmoinpra@gger contre le peroxyde
d’hydrogene qu’elles produisent par la synthésecatalase hexamérique ou tétramérique
contenant du manganése et qui sont parfois décdiesne étant des pseudocataldStsus
etal., 2006)

La concentration de peroxyde d’hydrogene produdte gesLactobacilli varie entre
0.001 et 8 mM, en fonction de I'espéce, de la sewgthdes conditions de cultur@&alan et
al., 2005 ; Strus «dl., 2006)

Son action se manifestera aussi bien sur les gandésirables que sur ceux qui sont
indispensables au bon déroulement de la fermentdti@st donc rarement utilisé pour son
activité inhibitrice. D’autre part, son action ox@yde peut avoir un effet néfaste sur la santé
humaine(Zalan etal., 2005)

[.1.3. Le dioxyde de carbone

Celui-ci est formé pendant la fermentation hét@tajae et crée un environnement
anaérobie qui inhibe les microorganismes aéroliescumulation de dioxyde de carbone
dans la bicouche lipidique peut causer un dysfonoement de la perméabilimmor et
al., 2006)

[.1.4. Le diacétyl

Il est synthétisé par différents genres de bactdaetiques commeactococcussp.,
Leuconostocsp., Lactobacillus sp. et Pediococcussp. Le diacétyl (@HeO2) est un des
composants aromatiques essentiels du beurre. élsgobpriétés antimicrobiennes qui sont
dirigées contre les levures, les bactéries Granaifégt les bactéries Gram-positif non

lactiques, ces derniéres y sont néanmoins moins sengiblediney etal., 1998)
[.1.5. La reutérine

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est suigstance antimicrobienne qui est

produite comme métabolite intermédiaire pendafgdaentation anaérobique du glycérol par
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certaines especes tactobacillusainsi que par d’autres genres bactériens non lagitels

queBacillus Klebsiellg Citrobacter, Enterobacteret Clostridium(El-Ziney etal., 1998)

La fermentation du glycérol se déroule en deuxesape glycérol sera tout d’abord
déshydraté par une « glycérol deshydratase » pworef de la reutérine qui sera ensuite
réduite en 1,3- propanediol par une oxydoréductaSette deuxieme étape est inhibée en

I'absence de glucose.

La reutérine s’accumule alors dans le microorgaeisproducteur. A haute
concentration, elle est excrétée dans le milieutoSigité contre la cellule productrice limite
sa production, certaines especes commaetobacillus reuteriy sont plus résistantes

(Vollenweider et Lacroix, 2004)

La reutérine a un large spectre d’activité. Elleiree action contre les procaryotes
(Gram-positif ou Gram-négatif), les eucaryotes viess, les champignons et les protozoaires.
Elle interfere avec la réplication de 'ADN. Elledas applications aussi bien dans le domaine

médical que dans le domaine alimentg@ifellenweider et Lacroix, 2004)
I.2. Les substances antimicrobiennes protéiques dactériocines

Les bactéries lactiques sont connues par leur tépdimhiber dans les aliments le
développement de bactéries pathogenes et deataténn. Cette capacité d’antagonisme est
attribuée a la production de métabolites antimignobtels que les bactériocinéshemchem
et al. (2004) ont purifié et caractérisé une bactériocine aniisteria produite par
Enterococcus faeciuf-420 isolé a partir de lait cru de chévre.

[.2.1. Définition des bactériocines

Le premier pas dans la reconnaissance des vesusad&riocines date a 1925, quand
André Gratia démontre que la substance inhibitmgenmée aujourd’hui Colicine, produite
par E. coli avait un effet antagoniste contre une autre soude&. coli (De lima et Filho,
2005) En 1953,Jacob etal. proposerent le terme général « bactériocinelles Eurent
définies comme des antibiotiques protéiques, caiaés par une activité bactéricide intra-
espece et une internalisation via des réceptedmsfgpes sur la surface des cellules cibles
(Jack efal., 1996 ; Cheikh Youssef at., 2008)

En 1976, Tagg et al. définirent les bactériocines comme des composegigues

ayant les caractéristiques suivantes: un specteti@h inhibitrice faible, la présence
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essentielle de la fraction protéinique biologiquatrective, un mode d’action bactéricide, la

fixation sur les récepteurs spécifiques des call{ilagg etal., 1976 ; Jack eil., 1995)

En 1988 Klaenhammerproposa une définition des bactériocines qui réstelus
largement acceptée. Il définit les bactériocinesoe des protéines, ou complexes de
protéines, synthétisées par les ribosomes avesénrétion extracellulaire et un faible poids
moléculaires (30 a 60 acides aminés) avec uneitgchgctéricide contre les espéces proches

de la souche productrice.

Montville et kaiser (1993avaient suggéré que la définition des bactériocitzisse

baser sur sa nature protéique et I'absence dé@dgpalur la cellule productrice

[.2.2. Structure chimique des bactériocines
Plusieurs bactériocines produites par différen@stéries lactiques ont été étudiées,

mais les travaux portant sur leur nature chimioure plus rares.

Les bactériocines different les unes des autrekepasensibilité aux variations de pH
et de température. Plusieurs bactériocines praipie les bactéries lactiques sont stables a
pH acide et a pH neutre ; elles sont inactivéebl &ypérieur a 8. La résistance a la chaleur,
qui est une caractéristique majeure de plusieucsehacines des bactéries lactiques, peut
varier considérablement dans une marge de 60°COOACLpour plus de 30 min a une
température de 121°C pendant 15 a 20 (@Dim Vuyst et Leroy, 2007)

|.2.3. Classification des bactériocines

Les bactériocines sont réparties en quatre classelen la classification de
Klaenhammer (1993)

[.2.3.1.Classe | : Les lantibiotiques

Ce sont des peptides de taille inférieure a 5 KDatamant des acides aminés
inhabituels soufrés formés post-traductionnellenm@est a dire la lanthionine, IBgméthyl

lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanin

Ces peptides sont stables a la chaleur. lls pe@sntdivisés en deux types : la classe
la qui contient des peptides cationiques hydrophdwngés contenant jusqu’a 34 acides
aminés et la classe Ib qui contient les peptidebuhires chargés négativement ou sans
charge nette et contenant jusqu’a 19 acides anlinég\uliffe et al., 2001) Les séquences et

structures de quelques lantibiotiques sont repedéela figure 1.
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[.2.3.2.Classe |l

Ce sont des peptides de taille inférieure a 10kixdles a la chaleur, ne contenant pas
d’acides aminés modifiés et chargés positivemant aH neutre. Cette classe est divisée en
trois sous classé§&Suyonnetetal., 2000 ; Drider eéal., 2006)

Les bactériocines de la sous classediiennent entre 27 et 48 acides aminés qui ont
tous une partie N-terminale hydrophobe contenantélquence consensus YGNGV ainsi
gu’un pont disulfure et une partie C-terminale nsogonservée, de nature hydrophobe ou
amphiphile qui détermine la spécificité d’actigrimland etal., 2000 ; Richard eél., 2006)
Leur point isoélectrique varie entre 8 et 10. Ellest toutes une activité contre.
monocytogenes

Certaines bactériocines de cette sous-classe nastie également un deuxieme pont
disulfure dans leur domaine C-terminal qui semltte Bnportant dans la stabilisation de la

structure tertiaire.
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Figure 1 : Structure représentative de variétés de Lantihies(Patton etal., 2005)
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Ces bactériocines semblent, avoir undlenee activité antimicrobienne avec une
meilleure résistance a I'exposition a des hautepéeatures et un spectre d’action plus large
(Eijsink etal., 1998 ; Fimland eal., 2000 ; Drider etl., 2006 ; Richard eal., 2006)

Cependant, d’autres études ont suggéré que la rsggjuen acides aminés de ce
domaine C-terminal était le facteur prédomin@minland etal., 2000 ; Johnsen etl., 2005)

La sous classe llb contient les bactériocines site@s deux peptides pour avoir une
activité. Deux types de bactériocines de classepBhvent étre distingués : le type E
(Enhancing) ou la fonction d'un des deux peptidasdéaugmenter I'activité de I'autre, et le
type S (Synergy) ou les deux peptides sont compiéaites et doivent étre présents pour

avoir une activité.

La sous classe llc contient les bactériocines nevant pas étre classées dans les

autres sous classes.
1.2.3.3. Classe llI

Elle contient des protéines thermosensibles die tailpérieure a 30kDa. La structure
et le mode d’action de ces bactériocines differmmpléetement des autres bactériocines
produites par les bactéries lactiques. Cette clagseontient que quatre bactériocines :
I'helveticine J produite parLactobacillus helveticusA, l'enterolysine A produite par
Enterococcus faeciumla zoocine A produite pafStreptococcus zooepidemiciet la

millericine B produite patreptococcus mille(iPapagianni, 2003 ; De Jongatt, 2006)
[.2.3.4. Classe IV

Elle contient les peptides requérant une partibatgrdratée ou lipidique pour que
I'action inhibitrice soit exercée. Aucune bacténmc de cette classe n'a été décrite
(Klaenhammer, 1993)

[.2.4. Mécanisme de production des bactériocines et sa tdgtion

Difféerentes protéines sont impliquées dans la pebdo et la régulation des
bactériocines. Ces derniéres sont produites sousefd’'un pré-peptide non-biologiquement
actif, qui va subir des modifications post-tradochelles, pour donner un peptide actif. Cette
production est souvent régulée par un systeme dwu@uSensing, qui est un mécanisme
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permettant a certains genes dont I'expression resprection de la densité de la population
bactériennéDe Vuyst et Leroy, 2007)

[.2.5. Mécanismes d'action des bactériocines

Le siege d’activité des bactériocines est la menmdellulaire, raison pour laquelle
les bactériocines n’ont pas d’activité contre lastéries Gram-négatif. Cependant, les modes

d’action des bactériocines sur la membrane soigs/ar
[.2.5.1. Les lantibiotiques

Les lantibiotiques interagissent avec la membraekulaire par des interactions
électrostatiques, ou par liaison a des réceptepesifgques tels que le lipide 1l ou un

précurseur de peptidoglycanes dont la structuteosge a la figure 2.

Suite a cette liaison, les lantibiotiques peuvemtmir des pores larges et non
spécifigues dans la membrane cytoplasmique, cevgucauser l'efflux rapide de petits

composes cytoplasmiques tels que les ions, legseaiahings, 'ATP...

Cette augmentation de la perméabilité membranareonduire a la dissipation des
deux composantes de la force proton motrice, dadite le potentiel transmembranaire et le
gradient de pH, ayant comme conséquence la cessafide des activités cellulaires et la

mort de la cellule.

L’interaction avec le lipide Il va permettre 'augmtation de la stabilité des pores
formés et de réduire la concentration du lantiiggi nécessaire pour former un p@Patton
etal., 2005)

La liaison des lantibiotiques avec le lipide Il pégalement inhiber la synthese de la
paroi cellulaire. D’autre part, certains lantibgpies peuvent bloquer la sporulatigiic
Auliffe et al., 2001 ; Bauer ddicks, 2005 ; Patton etl., 2005).

Les lantibiotiques de type A dissipent la forcetpmemotrice par formation de pores
ce qui interfere avec la synthése des peptidogbsiaalors que la plupart des lantibiotiques
de type B agissent par inhibition de la synthése mEptidoglycanes. Néanmoins, certains
lantibiotiqgues forment également des pores damsdmbrane des cellules cibléBauer et
Dicks, 2005 ; Patton etl., 2005) La nisine, qui est un lantibiotique de type A sytibé par

Lactoccocus lactignteragit avec le lipide Il au niveau du MurNAsntlis que la mersacidine,
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Figure 2: Détournement des lipides Il pour la formation geses. (a) La structure des
lipides Il est composée d'un acide N-acetylglucasani-1,4-N-acetylmuramic
disaccharide (GIcNAc—MurNAc), lequel est attaché pa pyrophosphate a une
ancre membranaire de 11 unités isoprene (un damgpyrophosphate). (b)
I'amino-terminus d’adhésion de la nisine aux ligdeg alors que le carboxy-
terminus s'insére a la membrane bactérienne. (dYikm est illustrée en rouge, la
chaine prenyl des lipides Il est marqué en blaes,atomes phosphate du groupe
pyrophosphate sont montré en orange, et l'acideamigue en bleu. Le N-
acetylglucosamine (GIcNAc) est montré en magenta ehaine pentapeptide est
présentée en jauriPatton etl., 2005)
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un lantibiotique de type B, interagit avec le GlaiNdu lipide Il (Wiedemann eal., 2006)
Certains lantibiotiques ont besoin de deux peptgigisagissent ensemble pour avoir une
activite.

Ces lantibiotigues sont aussi prodaisnme des pré-peptides qui seront ensuite
modifies comme les lantibiotiques simples afin diavtous les deux des acides aminés
modifiés. La lacticine 3147, un « two-peptide lamdtic » dont la séquence se trouve a la
figure 2, agit également par formation de poressdanmembrane des cellules cibl@sc
Auliffe et al., 2001) Elle a un spectre d’action large.

Un des deux peptides, la lacticine Al, se carasdyar une activité qui est plus élevéee
en présence du deuxiéme peptide, la lacticine A2 été récemment proposé que la lacticine
Al agit en se liant au lipide Il ; ce qui inhibedgntheése des peptidoglycanes et permet a la
lacticine A2 de former un pore dans la membrandadeellule cible(Morgan etal., 2005;
Wiedemann edl., 2006)

|.2.5.2. Les bactériocines de classe Il

Le mécanisme d’action supposé des bactériocinesadee lla est I'interaction de la
bactériocine avec la membrane ou un récepteuralfmose perméase, pour ensuite former un
pore dans la membrane de la cellule ce qui indugdrméabilisation de la membrane et par

conséquent la mort de la cellflééchard eal., 2001; Gravesen at., 2002)

Le mécanisme de formation des pores n’'est pas corérae si I'hypothése la plus
courante est 'assemblage de différentes moléaddsa bactériocinéEnnahar eal., 2000 ;
Fimland etal., 2000 ; Diep edl., 2007)

La formation de ces pores au niveau de la memipkasenique par les bactériocines
de classe lla induit la perte d’'ions potassiunsiague d’acides aminés et d’autres molécules
de faible poids moléculaire ; ce qui dissipe leexdeomposantes de la force proton motrice
(Bauer eDicks, 2005)

Les bactériocines de classe Ilb ont, en généraspeaatre d’action inhibant une large
gamme de bactéries Gram-positif. Elles rendentdenbrane perméable a différentes petites
molécules, des cations monovalents ou des aniomsgu dissipe une ou les deux
composantes de la force proton motrice. Les iomassportés sont spécifiques de la
bactériocindOppegard eal., 2007)
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Le rapport optimal d’'activité de la plupart de desctériocines est 1:(Oppegard et
al., 2007) Pour la lactocine 705, il est de 4Qastellano eal., 2007).

Néanmoins, les mécanismes d’interaction des dectéliacines entre elles et avec la
membrane cellulaire ne sont que trés peu connaseté montré qu’il n’y avait pas de liaison
au méme récepteur que pour les bactériocines dsecléa (la mannose transféra@ejep et
al., 2007)

Castellano eal. (2007)ont montré que les deux peptides composant ladimet’05
ont des activités bien spécifiques. La lactocina/Dieragit avec la surface de la membrane
cellulaire et la déshydrate ; alors que la lac®d03 interagit avec cette partie déshydratée

pour former des pores.
1.2.5.3. Les bactériocines de classe Il

Le mode d’action de ce type de bactériocines diffirmplétement des bactériocines
des autres classes. En effet, I'enterolysine Azdacine A et la millericine B agissent par
I'hydrolyse des liens peptidiques des peptidoglgsades cellules sensibles. La zoocine A a
un spectre d’action étroit alors que I'enterolysiet la millericine B ont un spectre d’action
large. L’helveticine J a un mode d’action bactéegiNilsen etal., 2003)

|.2.6. Mécanisme de résistance des cellules cibéasx bactériocines

Etant donné gu’une des utilisations principales lagstériocines est leur application
dans l'industrie alimentaire pour prévenir des aarihations par des bactéries pathogénes
telles quel. monocytogenese développement de souches résistantes peutréfrmbléme.

[.2.6.1. Résistance aux lantibiotiques

Le mécanisme de résistance des lantibiotiquesue gilidié est celui de la résistance a
la nisine. La fréquence d’apparition des résistanegie en fonction de la souche cible et des
conditions environnementales (pH, concentrationcklorure de sodium et température).
L’apparition d’'une résistance est souvent assogiéme diminution du taux de croissance

maximale de la celluléGravesen eal., 2002)

Il a été montré que les mutants résistants n’avgias de modification au niveau du
lipide Il (Kramer etal., 2006)
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La résistance a la nisine a été attribuée a uriérelifce de la composition en acide
gras dans la membrane ainsi qu’a des modificatonsiveau de la paroi cellulai(&ramer
etal., 2006 ; Naghmouchi &il., 2007)

Kramer etal. (2006)ont montré que des souchesL@etococcus lactisrésistantes a la
nisine exprimaient differemment 93 genes par rappda souche sauvage non résistante, 62
étant plus exprimés et 31 étant sous exprimés.eCdtide a permis de montrer que le
mécanisme principal de résistance semblait étrenpBeher la bactériocine d’atteindre le
lipide Il par différents modes et qui sont les sumits :

= Changer la paroi cellulaire en I'épaississantalaant plus dense ou en changeant sa
charge.

= Elever le pH local a I'extérieur de la membraneopldsmique.

= Changer l'expression de l'opéron fab qui est impéigdans I'élongation et la
saturation des phospholipides, ce qui augmenteildité de la membrane et empéche
la nisine de former des pores.

= Changer les transporteu#sT P Binding Cassetteprésents. lls peuvent étre impliqués
dans l'excrétion de la nisine hors de la membraywptasmique, I'empéchant

d’atteindre le lipide 1.

D’autre part, il a été montré que l'agigion de la lacticine 3147 sur la membrane des

cellules cibles était diminuée chez les mutantstasts(Guinane etl., 2007)

L’apparition d’'une résistance vis-a-disin lantibiotique peut induire une résistance
contre un autre. Par exemple, I'apparition d’'urgstance contre la lacticine 3147 induit une

résistance a la nisii&uinane eal., 2007)
1.2.6.2. Résistance aux bactériocines de classa Il

Les résistances aux bactériocines ag&sel lla sont souvent tres élevé@savesen et
al., 2002) Les mutations spontanées apparaissent apres ixpos la bactériocinel.
monocytogenesdéveloppe des résistances aux bactériocines deedisa la fréequence de
10-3 a 10-gGravesen eal., 2002)

Cette fréquence d’apparition des tasies varie en fonction de la souche, de la
bactériocine et de facteurs environnementaux iedsle pH, la concentration en chlorure de

sodium et la températu(&ravesen eal., 2002)

Différents mécanismes sont a I'origine de cettéstasce :
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= L'augmentation du pourcentage d’acides gras inéatutans la membrane et du
nombre de chaines courtes. Ces modifications augmiela fluidité de la membrane
en diminuant les potentialités d’insertion de latbeocine et la formation des pores
(Vadyvaloo etal.. 2002)

= L'absence de la mannose phosphoenolpyruvate-depengbosphotransférase
(PSTS), la molécule transmembranaire qui est ualenose permeéase, réceptrice de

la bactériocingVadyvaloo efal., 2004)

Il a été montré que, chéz monocytogeneginactivation du géne rpoN et de I'opéron

mpt codant pour la mannose perméase induit lata@ésis dd_.. monocytogenes

La mannose perméase est une protéine transmemigrapaiassure le transport du
sucre (mannose, glucose et 2-deoxyglucose chemnocytogeng®t sa phosphorylation de
part et d’autre de la membrane cellulaire chemonocytogenesette molécule contient trois

Sous-unités.

Le génerpoN code pour la sous-unit€é54 de la RNA polymérase bactérienne qui
dirige l'activation de la transcription de l'opéranpt Dans les mutants résistants, une
diminution de I'expression du géne codant pour émnose permeéase et une augmentation de
I'expression du gene codant pour la phosphotraasééspécifique dgd-glucosides ont été
remarquéegGravesen eal., 2002 ; Vadyvaloo etl., 2002)

Par ailleurs, il a été montré que des mutantstedgss avaient un taux de croissance
maximal réduitGravesen eal., 2002) Cette réduction peut étre la cause de la dinonutie
la capacité a transporter des nutriments, comngiutmse, de part et d’autre de la membrane

cellulaire(Naghmouchi eal., 2007).
[.2.6.3. Les cross-résistances ou résistances croisées

Les mécanismes de résistances aux lantibiotiquasxebactériocines de la classe lla
ne sont pas les mémes. Cependant, la résistandardibiotiques peut parfois entrainer une

résistance aux bactériocines de classe lla ouseusznt.

Par exemple, Naghmouchi etal. (2007) ont montré que la résistance de
L. monocytogenesicquise a la nisine A ou Z augmente la résistariagpadiocire PA-1 et a

la divergicire M35, deux bactériocines de classe lla.
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D’autre part, les mutants résistant a la divergd#85 montrent une résistance accrue
a la nisine Z, mais réduite a la nisine A. Les mtgaésistants a la pediocine PA-1, quant a

eux, ont une résistance plus €élevée a la nisirntd&divergicine, mais diminuée a la nisine A.
1.2.7. Les facteurs influengant la production de betériocines

Les bactériocines sont généralement produitesfia e la phase exponentielle et au
début de la phase stationnaire de croissance. p#lasent ensuite étre dégradées par les
protéases produites par la bactérie lactique ptadacou étre adsorbées a sa surface ce qui
meéne a la baisse de la concentration de bactéemdans la culturéYang etal., 1992)

Les facteurs influencant la production de bacténes sont principalement la souche

productrice, la température, le pH et la compasitia milieu.

Les températures et pH optimaux de production smivent inférieurs a ceux
optimaux pour la croissance. C’est, par exempleakede la production de la sakacine P par
Lb. sakeCCUG42687Moretro etal., 2000)

La composition du milieu, tout parti@rkment les sources et concentrations de
carbone et azote, affectent fortement la produatierbactériocines. Les bactéries lactiques
productrices requiérent de nombreux nutriments pewr croissance et des milieux riches,

contenant de I'extrait de viande, de levure ettd@solysats de protéines, sont nécessaires.

Il a déja été montré que 'augmentation des comagans en extrait de levure, extrait
de viande ou peptone peut permettre une augmamtetola production de bactériocines
(Mataragas edl., 2004 ; Todorov edl., 2005)

1.2.8. Mécanismes d’autoprotection de la cellule griobienne vis-a-vis de sa propre
sécrétion de bactériocines
Les bactériocines sont codées par des opérongqguient leur synthése, en plus de
cette fonction et ces mémes opérons codent pourautoprotection de la cellule sécrétrice

vis-a-vis de ses propres bactériocines.

[.2.8.1. Autoprotection vis-a-vis de la nisine
Le support génétique de la nisine a été ttadié et la production de cette
bactériocine serait liée a la présence d’un plasrd& 17,5 MDaTsai et Sandine (198¢ités

par Frey, 1993)ont observé une corrélation positive entre I'afijwar de souches Nip(ne
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produisant pas de nisine) et Suoe fermentant pas le sucrose) d’'une part et it Bun
plasmide de 17,5 MDa d’autre part.

Ce plasmide de 17,5 MDa @&treptococcus lactiportant les genes Nigt Suc a été
transféré par conjugaisonL@auconostoc dextranicurat a permis d’obtenir une souche super-
productrice de nisine.

Les déterminants géniques de la nisine se troulasdlisés sur un grand bloc
génomique comprenant en plus du géne de produckoma nisine (Nip), le gene de
I'autoprotection vis-a-vis de la nisine (Nide géne de fermentation du saccharose*{Sde
résistance aux bactériophages et de I'ornithinéhsyge(Klaenhammer edl., 1994)

La présence d’'une séquence d’insertion (1S904)neontidu gene précurseur de la
nisine suggere un systeme de cassette fonctiordemhaniere similaire a un transposon
conjugatif. Ceci devrait donner lieu a des trangogents parmi d’autres bactéries lactiques
mais le transfert n'a pas été observé sauf p@uwconostoc dextranicuifTsai et Sandine,
1987,cités parrey, 1993.

1.2.8.2. Autoprotection vis-a-vis de la lactacine F

Une sonde oligonucléotidique de 63 nésidiérivée de la séquence N-terminale de
cette bactériocine, a été mise a profit pour idientet cloner un fragment chromosomique de
2,2 Kb delactobacillus acidophillusNCK 88 qui porte les déterminants géniques de la
production et de I'autoprotection vis a vis dddatacine {Muriana et Klaenhammer, 1991)

1.2.8.3.Autoprotection vis-a-vis de la sacacine A

La sacacine est produite pactobacillus sakeil’étude du profil plasmidique de
la souche productrice de cette bactériocine et deldleux mutants bactériociagnontré une
corrélation positive entre la production de cetéetériocine (et I'autoprotection vis a vis
d’elle-méme), et la présence d’'un plasmide de 1&N&Ezhellinger et Lucke, 198@jtés par
Frey, 1993)

1.2.8.4. Autoprotection vis-a-vis de la mesentéreciy 105

Elle est produite par une souchelLdaconostoc mesenteroiddsa déduction de
deux sondes oligonucléotidiques des extrémitésagedtéine a permis de cloner le géne de
structure de cette bactériocine. Ce géne ainsi cglai codant pour la protéine de
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I'autoprotection vis-a-vis de la bactériocine s@airtés par un plasmide d’environ 16 Kb
(Nieto-Lazano eal., 1992 cités pakKlaenhammer edl., 1999.

[.2.9. Utilisations des bactériocines

[.2.9.1.Lutte et prévention contre les infections

La production de bactériocines suscite un djiatérét en pharmacologie car ces
substances protéiques sont des petites moléctadse poids moléculaire, et par conséquent,
peuvent pénétrer facilement a l'intérieur des emges. Ceci constitue un moyen direct
d’'inhiber les germes pathogenes qui pénetrent daass cellules et en particulier les

entéropathogénd&laenhammer edl., 1994)

1.2.9.2. Biopréservation des aliments

Il est essentiel de donner de limportanceaadé&termination de I'organisation
génétique, de la régulation, et des relations &traeactivité des bactériocines sécrétées par
les bactéries lactiques et les bifidobactéries.

Ce type d'information devrait permettre une apheoqénétique directe, pour
I'élaboration de systémes antimicrobiens plus affes et plus compétitifs, et pour la
préparation de ferments antagonistes et de corigmrvalimentaire. Comme exemple de
bactériocine utilisée comme conservateur, il yaanikine qui est produite paactococcus

lactis, et dont I'effet antagoniste s’étend a la majodiéé bactéries a Gram positif.

L’emploi de ferments hétérolactiques résistani @isine et associés a un apport de
nisine, ou a des souches productrices de nisingraib étre a I'avenir d’'un grand intérét
technologique permettant d'améliorer le pouvoir pétitif des ferments utilisés dans les

productions traditionnelles.

En tant que marqueurs génétiques, les détermin@npsoduction de bactériocines et
d’autoprotection du microorganisme qui les syn#eetonstituent d’excellents candidats pour
I'élaboration de vecteurs de clonage et d’expresd® qualité alimentair@Klaenhammer et
al., 1994)
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La bioconservation des aliments fait 'objet deptfisans de nombreuses études. Elle
consiste en une augmentation de la durée de wieesamélioration de la sécurité sanitaire
des produits alimentaires, en utilisant des migaonismes et/ou leurs métabolifg&oss et
al., 2002 ; Stiles, 1997)

L’'HACCP (Hazard Analysis of Critical Control Poijtsst une méthode de gestion qui
identifie, évalue et maitrise les dangers signiifisaau regard de la sécurité des aliments.
Malgré la mise en ceuvre de technologies moderneke etoncepts de sécurité sanitaires,
'HACCP n’est toujours pas arrivée a contrOler léngence de nouveaux pathogenes
colonisant les denrées. Dans ce contexte, lesriegctactiques et/ou leurs métabolites utilisés
depuis des millénaires d’'une facon empirique parndenbreuses populations, peuvent

contribuer a la conservation des alimdiitess etl., 2005)

Ainsi, c’est grace aux propriétés antimicrobiendes métabolites qu’ils synthétisent,
tels que I'éthanol, le peroxyde d’hydrogéne, lecéigle (Atrih et Foster, 2001 )es composés
antifongiquegCorsetti etal., 1998) les acides phényl-lactiquelsaiermicocca eal., 2000)
les antibiotiques comme la reutéricycliftédltzel etal., 2000)et les bactériocines, que les
bactéries lactiques sont reconnues comme de bomstsagle conservation des produits
alimentairegAbee efal., 1995, Klaenhammer, 1988)

Afin de diminuer l'utilisation des additifs chimiga dans I'alimentation et d’obtenir
des aliments préts a la consommation et respet¢antegles de la sécurité sanitaire,
I'industrie agroalimentaire en Europe s’intéresstitilisation des bactériocines comme bio-

conservateurfRobertson eal., 2004)

L’absence de toxicité pour les cellules eucaryetda perte d’activité en présence des
protéases présentes dans le tube digestif présedgemnpropriétés qui pourraient placer les
bactériocines parmi les substances sans dangefl’doonme. Elles doivent cependant, pour
le moment, étre considérées comme un moyen de rvatise complémentaire a ceux déja
existants(Deegan etal., 2006) Pour améliorer leur conservation, les alimentst smit
supplémentés en bactéries productrices, la bactéeioétant produitein situ, soit en

bactériocine ex situ.
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1.2.9.3. Utilisation a des fins médicales

L’émergence de la résistance aux antibiotiques eationnels ces derniéres années a
orienté la recherche vers I'étude de nouveaux agamtimicrobiens. Le mode d’action des
bactériocines qui different de ceux des antibia&conventionnels et l'innocuité des
bactériocines permettraient leur utilisation comumdeernative aux antibiotiques dans la
prévention et/ ou le traitement des infections daiefes bactéries devenues résistantes aux

traitements conventionneg(Bicks etal., 2011)

Contrairement aux applications alimentaires dedépiacines, aucune bactériocine
n'est a ce jour commercialisée comme médicamempeiant, quelques-unes d’entre elles
sont en cours dessais cliniqgues pour le traitem@#mtfections cutanées, respiratoires,
systémiques et/ ou urogénitales ainsi qu’en targggunts contraceptifd?armi elles, il y a la
rBPI21 en phase clinique Il pour le traitemenfalenéningite{Hancock, 2000Q)

- Traitements d’infections cutanées

L’émergence de souches @&taphylococcus aureusiulti-résistantes incluant une
résistance a la méthicilline (SARM) pose, depuisgtemps, un réel probleme dans les
traitements d’'infections nosocomiales cutan@eslor etal., 1992)

La vancomycine est un antibiotique a usage strietgrnospitalier considéré comme
le seul traitement pour les infections aux SARM.mersacidine est un lantibiotique produit
par Bacillus sp HIL Y-85,54728 et qui est actif contre de nomises bactéries pathogenes
tellesListeria, Staphylococcusu Streptococcuslont les SARMSass etl., 2008) Injectée
par voie intra-nasale chez des souris infectéeslgmaiSARM et traitées a I’hydrocortisone, la
mersacidine est active a des concentrations deefl16 mg/l contre les SARM, la CMI étant

égale a 1 mghlKruszewska eal., 2004)

Comme la vancomycine, la mersacidine agit en intiida synthése de la paroi
bactérienne chez les bactéries a Gram positif rakés vise une cible différente, ce qui
permettrait d’associer les deux agents antimicrabidans un méme traitement et de
contourner ainsi la résistance bactérie(@ieatterjee eal., 1992) De plus, la mersacidine est
active contrePropionibacterium acnesune espece bactérienne rencontrée dans certains
problemes cutanés responsables d’acne, ce quigioluirconférer une utilisation potentielle

dans le traitement de ce type d’infect{dhiu et Neu, 1991)
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La lacticine 3147, un autre lantibiotique, inhilze prolifération deStaphylococcus
aureuset des SARM a différents pH ce qui permettraingisager son utilisation contre ces

infections(Galvin etal., 1999)

D’autres bactériocines du groupe des lantibiotiqwesnme I'épidermine et la
gallidermine produites respectivement p@taphylococcus epidermist Staphylococcus
gallinarum sont actives contreStaphylococcus aureust Staphylococcus epiderma des
CMI de 4 et 8 mg/(Kellner etal., 1988)

- Traitements de la gingivite

La gingivite est une inflammation des gencives @ggoa la plaque dentaire. La
plague dentaire est générée par un biofilm prineipant formé de bactéries du genre
Staphylococcusu StreptococcugFarge, 1998)Des testsn vivo réalisés chez les chiens ont
montré I'efficacité des lantibiotiques, comme laine, dans la prévention de la formation de
plagues dentaires et d’apparition de gingivitdswell etal., 1993) Depuis lors, la nisine a

été introduite dans des bains de bouche.

BLIS K12TM (Bacteriocin Like Inhibitory Substancds12TM), est un produit
commercial contenant des souches 8#&eptococcussalivarius qui produisent deux
bactériocines, la salivaricine A2 et B actives aigis des bactéries responsables de la

mauvaise halein€ragg, 2004)
- Traitements de la mastite

La mastite est une infection bactérienne des grmdammaires causée par des
bactéries pathogenes telles q@taphylococcus aureusStreptococcus agalactiaeet
Streptococcus uberigt survenant pendant la période d’allaitemente Efovoque une
importante perte économique dans l'industrie leati@radley, 2002, Riffon eal., 2001)
Administrée par voie intra-mammaire chez les vaclesisine A inhibe la prolifération des
souches d&taphylococcust Streptococcusesponsables de cette infecti@roadbent eal.,
1989, Cotter eal., 2005)

- Traitements de I'otite

L’otite est I'infection la plus répandue chez legamts 4gés de moins de 2 §8ggal
etal., 2005) Elle est causée par des bactéries a Gram positimeHaemophilus influenzae
(productrices de3-lactamases)Moraxella catarrhalis Staphylococcus pneumoniaeulti-

résistantsStaphylococcus aureuStaphylococcus pyrogenes des bactéries a Gram négatif

Revue bibliographique



A. Chaalel (2015). Substances antagonistes pra@sigroduites pat. plantarumetL. rhamnosus » 21
thése de doctorat Univ. Mostaganem.

commeP. aeruginosdSegal etl., 2005) La forme la plus grave de la maladie peut engrain

une surdité chroniqu@oland et Stroman, 20Q02)

La nisine présente un effet bactéricide rapideawiss deStaphylococcus pneumoniae
a l'origine d'otite chez la souris a des concerdret inférieures a 1 mg/l. Elle pourrait
remplacer l'utilisation de la vancomycine pour taitement de ce type d’infection afin
d’éviter I'apparition de résistan¢&oldstein etl., 1998, Mota-Meira «tl., 2000)

La bactériocine ST4SA, une bactériocine de cldkseproduite parEnterococcus
mundtii est active contre les bactéries a Gram positjgaresables d’infections dans I'oreille
moyenngKnoetze efl., 2008) La ST4SA est plus active que d’autres agentsnécribbiens
tels que les aminoglycosides, céphalosporines,otpnes, fluoroquinolonedincosamides,
macrolides, nitroimidazole, pénicilline et vanconmgvis-a-vis des pathogénes responsables
d’infections de l'oreille moyenne. Ceci suggere daeST4SA pourrait faire I'objet d’'un

nouveau traitement de I'otif&noetze etl., 2008)
- Traitements d’infections systémiques

Les bactériocines de classe Il sont généralemetiveac contre des bactéries
pathogenes a l'origine d'infections systémiques lpateria monocytogenedielicobacter
pylori, Staphylococcus aureusu Pseudomonas aeruginos@zuprynski etal., 2002,
Harbarth etal., 1998) L’activité anti-Listeria des bactériocines dessa Il suggére une

utilisation potentielle de ces bactériocines paéwvpnir la listériose.

La listériose est une infection causée pateria monocytogeneparticulierement
grave lorsqu’elle survient chez la femme enceimés, enfants, les personnes agées ou
immuno-déprimées. Malgré les nombreux tests ré&alisévitro avec les bactériocines de
classe Il contre les bactéries du gehrsteria, tres peu ont fait I'objet de tests in vivo.
Lorsqu’elles sont injectées chez des souris inésct@ar Listeria monocytogenesla
piscicoline 126 et I'abp-118, deux bactériocinespetivement des classes lla et lic, inhibent
la prolifération du pathogen€orr etal., 2007 ; Ingham etl., 2003) La divercine V41, une
autre bactériocine de classe lla, a récemment m&sme activité antimicrobienne dirigée

vis-a-visListeria monocytogendsGDein vivo chez la souri§Rihakova egl., 2010)

Helicobacter pyloriest une bactérie exclusivement retrouvée dantoiiesc humain
impliquée dans I'apparition d’ulcéres, de gastriksoniques et/ ou de cancers gastriques lors
d’infections graves. D'autres especesialicobacter ont, cependant, été identifiées chez

d'autres mammiferes, ainsi que chez certains oiseau
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La nisine produite par les laboratoires AMBI (Pwsb, New York) a passé avec
succes les tests cliniques de phase | et peubdeétre considérée comme un futur traitement
contre des infections dues a ce pathogéne. Paums)l deux laboratoires pharmaceutiques,
Astra et Merck ont déja commercialisé la nisinerpiaiter des infections gastriques et des

ulcéres causés phielicobacter pylori(Dicks etal., 2011)

La flore vaginale est composée d'un grand nombespEces bactériennes parmi
lesquellesLactobacillus acidophilusLactobacillus rhamnosysStaphylococcus epidermis
Micrococcus luteus. Lactobacillusp. constitue le genre bactérien le plus importiamts la
flore vaginale chez la femme saine et assure uoiegiion contre les infections vaginales et

urinaires par acidification du milieu et en produisdes bactériocingslomoto, 2005)

Différents Lactobacillus sp ont depuis longtemps été utilisés pour dévelomjer
traitements préventifs et curatifs contre des ides vaginalegBarbés et Boris, 1999,
Maggi etal., 2000) Administrés par voie vaginale et orale chez largun, Lactobacillus
rhamnosusGR-1 etLactobacillus fermentunmhibent la prolifération . coli a I'origine
d’infections urinaires et de champignons resporsable vaginoséReid et Bruce, 2001)

D’autres études similaires ont été entreprises maisine n'a encore abouti a un traitement.

La subtilosine A est un lantibiotique produit @arsubtilis(Babasaki eal., 1985)actif
vis-a-vis des pathogenes parmi lesqueisteria monocytogenes, Gardnerella vaginalis
Streptococcus agalactiagt Micrococcus luteugSutyak etal., 2008a) Son activité restreinte
aG. vaginalispermet un maintien de la flore commensale intéiteyak etal., 2008a)

Des tests de cytotoxicité de la subtilosine A s&in vitro en utilisant un modele de
tissu cervical humain (Mat, Ashland, MA) ont monti@’elle détruisait seulement 5% des
cellules apres 24 h d’expositigButyak etal., 2008a) L'innocuité de la subtilosine A a la
flore commensale vaginale ainsi qu’aux tissus hasé place parmi les meilleurs candidats
a un futur traitement aux infections vaginales. pus d’inhiber la prolifération des
pathogenes a l'origine d’infections vaginales, lbtgosine A se caractérise par un effet
spermicide. Testée vitro sur des spermatozoides humains, la subtilosinehdbe leur
motilité & une IC50 de 64 &y/mL (Sutyak etal., 2008b)
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[.2.10. Conditionnements des bactériocines

Malgré les résultats prometteurs des bactérioqest aux applications potentielles
dans le domaine médical, leur nature peptidiquesieth@ une instabilité une fois dans les
milieux biologiques. Plusieurs formes ont été ps#@s afin de contourner ce probleme parmi
lesquelles la forme de distribution des bactériesientourée d’un film polymérique sous

forme de nanopatrticules.

Le film polymérique d’acide lactique (PolyLactic ile, PLA) est l'un des seuls
polymeres utilisables pour I'administration de lgaicicines chez 'Homme qui soit accepté
par 'agence américaine des produits alimentaitesn@&icamenteuxXNair et Laurencin,
2007)

L’encapsidation de la nisine dans du PLA pour faraes nanoparticulgSalmaso et
al., 2004)permet la libération de la bactériocine activdaction de la concentration en sels
et le pH du milieu, permettant ainsi de cibler ite sl’action, pendant plus de 1000 heures.
D’autres formes d’administrations plus récentes ro@rles nanofibregHeunis et Dicks,
2010) présentent des résultats prometteurs et pourré@eat également utilisées comme

futures formes de conditionnements.
[.2.11. Limites d'utilisation des bactériocines

L’application des bactériocines constitue certe® unéthode « naturelle » de
conservation des aliments, mais sa mise en ceugst pas facile. En effet, les nombreuses
propriétés des bactériocines favorisant leur atili; dans le domaine agroalimentaire et/ ou

médical n’empéchent pas I'existence de contrairgiasives a leur utilisation.

Le codt élevé de préparations de bactériocinessgunétes a I'emploi entraine de loin
la limite la plus importante. D’ou I'utilisation g6 commune des souches productrices plutot
gue des bactériocines isolées. La composition démiént représente le premier facteur
pouvant réduire ou totalement dissiper I'activitBibitrice de la bactériocine en raison de son
adsorption sur des composants du produit, la ltroitade sa solubilité et de sa diffusion, sa
dégradation par des protéases, l'interaction aescadlditifs alimentaires ou des ingrédients

et/ ou un pH inapproprié.

Les traitements appliqués aux produits constituemtdeuxieme facteur pouvant

limiter I'activité antimicrobienne de la bactérinei dans un produit alimentaire. En effet, des
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traitements thermiques trop élevés peuvent dégrhadebactériocines bien que la majorité
d’entre elles soient résistantes a la chalBartu et Thonart, 2009 ; Galvezadt, 2007).

Le dernier facteur limitant l'activité des bactéiies est la présence de bactéries
résistantes et de microorganismes qui dégradenbdetriocines par l'effet de protéases
gu’elles produisent a I'état physiologique. De pldans les produits solides, les bactéries
forment des biofilms dont la résistance aux baotémnes peut étre plus élevgxhdobitz etl.,
2003)

D’autre part, il sera également important de cadfreidl'impact de la bactériocine sur
la flore résidente. La sensibilité de la flore &&tériocine entraine un déséquilibre qui peut
conduire a la croissance et la prolifération deraogganismes pathogéenes résistants aux
bactériocinegDortu et Thonart, 2009)
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CHAPITRE ll. MATERIELS ET METHODES

I.1. Nature des souches retenues dans cette expérience.

[1.1.1. Les souches lactiques expérimentales

Les échantillons utilisés dans ce travail provierrie selles de des nourrissons sains
agés de 2 mois, allaités exclusivement au seim eecevant aucune antibiothérapie (tableau

1).

Tableau 1:Les différentes souches lactiques expérimentabésas.

Souches N° d’échantillonnage des selles
LBRE-LSAS Echantillon N°1
LbM2a Echantillon N°1
EMX1 Echantillon N°2
EMX2 Echantillon N°2

[1.1.2. Les souches pathogénes et lactiques indidaes

Les souches indicatrices utilisées, qu’elles sgiathogénes ou lactiques, sont toutes

de référence et proviennent de nos différents &bwoes partenaires étrangers tableau 2).
[1.2. Protocole d'isolement et d’identification dessouches lactiques expérimentales.

I1.2.1. Prélevements des échantillons de selles

Avant d’effectuer 'isolement, nous avons réalise woloration de Gram pour chaque
échantillon prélevé pour la détection de bactériesGram positif. L'isolement des
Lactobacillus. sp se fait par pesée (aseptique) de 1 gramme dess&lipartir duquel on
effectue une série de dilutions décimales dari&da peptonée. Des volumes de [1l0Sont
prélevés des dilutions¥) 10° et 10° et ensemencés par étalement sur le milieu le MRS

gélosé et les boites sont incubées pendant 5 §o8rSC en anaérobiose

Matériels et méthodes



A. Chaalel (2015). Substances antagonistes pragipgroduites pat. plantarumetL. rhamnosus thése de 26
doctorat Univ. Mostaganem.

Tableau 2 :Différentes souches pathogenes et lactiques inttieatutilisées.

Microorganismes indicateurs Référence desouches Milleux-incubation.
Température
Pediococcus pentosaceus CECT 4695 MRS, 37°C
Lactobacillus plantarum CECT 748 MRS, 37°C
Lactobacillus acidophilus CECT 4529 MRS, 37°C
Lactobacillus sakei LTH673 Notre Collection MRS, 37°C
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 MRS, 37°C
Lactobacillus sakei K23 INRA MRS, 37°C
Bacillus cereus ATCC 9884 BHI, 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 33862 BHI, 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 25923 BHI, 37°C
E. coli ATCC 25122 BHI, 37°C
E. coli DH10B INRA BHI, 37°C
Shigella dysenteria CECT 457 BHI, 37°C
Shigella sonnei CECT 584 BHI, 37°C
Carnobacterium maltoaromaticum DSM 20730 INRA BHI, 37°C
Carnobacterium maltoaromaticum DSM 20722 INRA BHI, 37°C
Enterococcus faecalis (X2) Notre collection BHI, 37°C
Micrococcus luteus CECT 241 BHI, 37°C
Micrococcus luteus ATCC 10420 BHI, 37°C
Listeria innocua BUGA498 Institut Pasteur BHI, 37°C
Listeria innocua BUG499 Institut Pasteur BHI, 37°C
Listeria innocua CECT 910 BHI, 37°C
Carnobacterium maltoaromaticum CECT 5808 BHI, 37°C

a2 ATCC, American Type Culture collection; CECT: Catén Espafiola de Cultivos Tipos;
DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen ; lnsttasteur, Paris.
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I1.2.2. Milieux de culture MRS et conditions de croissance

Le milieu MRS a pH 6.5De Man etal., 1960) a été utilisé pour la culture des

bactéries lactiquesous forme de bouillon ou sous forme solide (g&losé

[1.2.3. Caractérisation phénotypique des souches

[1.2.3.1. Examens macroscopiqgue et microscopique sleultures

lIs consistent a observer les aspects macrageepiet microscopiques des colonies
apparues sur le milieu d’'isolement. C’est a pais colonies blanchéatres caractéristiques aux
Lactobacillusque 'on réalise une coloration de Grébarpent & Larpent-Gourgaud, 1997)
pour s'assurer de la présence de cellules a Grasitif pet également pour noter leur

morphologie et leur mode d’agencement.

Ces examens nous permettent de repiquer etguiegfulement les colonies Gram positif
et catalase négative sur le milieu MRS.

[1.2.3.2. Coloration de Gram

Sur les frottis fixés et préparés préecédemments @aons ajouté quelques gouttes de
gentiane qu’on laisse agir 1 min. Le colorant dishigéé et la préparation est recouverte de

lugol (solution aqueuse d’iode et d’iodure de psita®) pendant 30 secondes.

Cette préparation est répétée une deuxieme foist a@tre décolorée a I'alcool 90°
pour, ensuite, étre lavée a I'eau distillée. Enfjoelques gouttes de fuchsine de Ziehl sont
versées sur la lame qu’on laisse agir 1 min. Leelast de nouveau lavée a I'eau distillée et

séchée. L'observation microscopique est faiterantersion.

11.2.3.3. Recherche de la catalase

Le test consiste a déposer sur une lame une gtietia oxygeneée diluée 10 fois, et a
dissocier directement un peu de la culture prélesidr milieu solidgKandler and Weiss,

1986 ; Sharpe, 197%¢cture : si la souche examinée posséde une satala dégagement de
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bulles gazeuses est observeé et le contraire indighgence de I'enzyme, seuls les isolats a

catalase négative sont sélectionné.

[1.2.3.4. Détermination du profil fermentaire

La galerie Api 50 CH (BioMérieux, France) est gi#é pour déterminer le profil de
fermentation de souches de bactéries lactiuMies.eod etal., 2008) Cette galerie combinée
est constituée de 50 microtubes qui contiennefdrdifits substrats carbonés et un indicateur
de pH, le bromocrésol pourpre. Les microtubes ptése deux parties, un tube et une cupule.
Les tubes sont remplis avec le milieu API 50 CHLdWen de BioMérieux (France) inoculé
par la souche a tester. La cupule est remplie Ellé paraffine stérile.

Apres avoir veérifié la pureté des souches sélea@en sur gélose MRS, les colonies
sont mises en suspension dans le milieu APl 50 @mMéec une opacité de McFarland 2
(BioMérieux) (densité des cellules équivalente B06JUFC.mL?Y), puis inoculées dans les
cupules de la galerie APl 50 CH. Durant I'incubatiéd 37°C pendant 48h, en aérobiose, le
catabolisme des glucides conduit a la producti@acides organiques qui provoquent le virage
de l'indicateur de pH. Les résultats de fermentaties 49 sucres de la galerie sont traités
avec le systeme d'identification (BioMérieux SA) rsu APIWEB
(https://apiweb.biomerieux.com), en utilisant desnmkes phénotypiques pour prédire
I'identité de I'espéce de la souche tegtéagkey etal., 2009)

Cette méthode est pratique et ses résultats soamuwbrapidement. Cependant, pour
I'identification de nouveaux isolats naturels, lésultats obtenus par cette méthode peuvent
étre trompeurs, car il y a une forte probabiliéédeétection d’'une nouvelle espece non incluse
dans la base de ces systéemes, mais possédant filrdptdisation de substrat similaire a

celui utilisé par une souche au sein de la baskdeéegBusse etl., 1996)
I1.2.4. Caractérisation génétique des souches
[1.2.4.1. Extraction de '’'ADN génomique des souches

L’ADN total des bactéries lactiques est purifié¢’@de du kit d’extraction d’ADN
génomique Wizard Genomic DNA purification kit (Prega). Cette méthode rapide permet
'obtention d’acide nucléique de bonne qualité clieenent utilisable pour différentes
applications de biologie moléculaire. Les difféemétapes de cette extraction sont indiquées

sur le protocole ci-dessous (fig. 3).
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Centrifugation des cellules (1 mL de culture d’wnit) 5 min a 20000 g

l

Rincage du culot avec de I'eau PCR

l

Reprise du culot dans 480 pL de d’EDTA 50 mM pH 8

l

Addition de 30 pL d’'une solution de lysosyme a 2§/miL

llncubation 1ha37°C en agitant
Addition de 30 pL d’'une solution de protéinase B0amg/mL

llncubation 30 mn a 37 °C en agitant
Centrifugation 3 min & 20000 g

l

Reprise du culot dans 600 puL de solutMurcleiLysispar retropipettage

llncubation 10 mn a-80 °C
Incubation 10 min a 40 °C (bain a sec)

llncubation 5mna-80°C
Incubation 5 min a 40 °C (bain a sec)

l

Refroidir & température ambiante

l

Addition de 200 pL de solutioArotein Precipitatiori

lVortexerZO sec et incuber 10 min dans la glace
Centrifugation 5 min & 20000 g
Transférer le surnageant dans un tube de 1,5 milesténtenant 600 pL d’isopropanol (100% ou
90%)
lMéIanger délicatement par inversion (ne pas verex
Centrifugation 5 min & 20000 g

léliminer le surnageant
Lavage du culot par 600 pL d’éthanol 70 %

l

Centrifugation 5 min & 20000 g

l

Sécher le culot sous la hotte (10-15 min) ne paisde trace de liquide

l

Réhydratation du culot par 50 puL dgbou de solutiofRehydratatiot

llncubation 60 mn a -50 °C
Stoker I'ADN a 4°C pour 1 mois, Au-dela de 1 mdisker a -20°C
Figure 3: Extraction de 'ADN génomique Avec le Kit Wizard®enomic DNA Purification

(Promega).
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[1.2.4.2. Identification des souches par séquencad 6S ADN ribosomal

Pour amplifier de 'ADN via la techniqgue PCR il estcessaire que lintégrité de
I’ADN soit comme suit :1.7< l'intégrité de 'ADN < 2, cette intégrité refléte la pureté de

I’ADN, elle est définie par le rapport 260/280 nm.

11.2.4.2.1. Amplification d’ADN par réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La réaction de polymérisation en chaine ou " PGRdlymerase Chain Reaction) est
une méthode permettant d’amplifiervitro et de maniere exponentielle un fragment d’ADN
spécifique. Elle repose sur I'hybridation de dewurtes séquences oligonucléotidiques,
appelées " amorces ", sur chacun des deux brirdN’'du fragment cible, suivie d’'une étape

d’élongation des amorces par une ADN polymérasggmgét ainsi une nouvelle matrice.

La PCR se déroule donc généralement en 3 étapétees30 a 40 fois : dénaturation
de 'ADN double brin, hybridation des amorces avear séquence complémentaire et
élongation par ’'ADN polymérase (tableau 3).

La liste des amorces utilisées au cours de I'éasigrésentée dans le tableau 4. Dans la
suite du document, les couples d’amorces utilists ghaque PCR sont indiqués dans le

texte.

[1.2.4.2.1.1. Ingrédients utilisés pour la PCR ded souche LBRE-LSAS
- Buffer 10X (KCI-MgCh) : 5 puL
- dNTPSa2mM: 1uL
- Primer plb 16s :(FW)a20mM : 1 pL
- Primermlb 16s :(RW)a20mM: 1 puL
- MgCla25mM:2puL
- Tag Polymérasea?latinum® Taq DNA Polymerase, Invitrogern) a 5 pg/uL : 0.25
ML.
- ADN a analyser.
- H20 (QSP) : a calculer selon le volume final 25 oyh0
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Tableau 3: Programme du thermocycleur pour la réaction PCR deuche LBRE-LSAS.

Etape Temps & température Nombre de cycles
Dénaturation préliminaire 5 min. a 95°C 1
Dénaturation 30 sec. a 94°C

Hybridation 30 sec. a 48°C 25
Extension 45 sec. a 72°C

Extension finale 4 min. a 72°C,

Refroidissement 5 min. a 16°C 1

Tableau 4 : Liste des amorces utilisées.

Technique Amorces Séquence Sens Source

PCR 16SPO 5-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'| Forward Ventura efal. (2001)
16SP6 5-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3' Reverse Ventura efal. (2001)
plb 16s 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' Forward Kullen etal., 2000
mib 16s 5-GGCTGCTGGCACGTAGTTAG -3 Reverse Kullen etal., 2000

F1 5-CTGGCTCAGGAYGAACG-3' Forward (%g-Proligo)
Séquencage F2 5'-GAGGCAGCAGTRGGGAAT-3' Forward (Sigmashkgo)
F3 5-ACACCARTGGCGAAGGC-3' Forward @¢8ia-Proligo)
F4 5'-GCACAAGCGGYGGAGCAT-3' Forward (Sigma-Proligo)
R1 5-CTGCTGGCACGTAGTTAG-3' Reverse | (Sigma-Proligo)
R2 5-AATCCTGTTYGCTMCCCA-3' Reverse (Sigma-Proligo)
R3 5'-CCAACATCTCACGACACG-3' Reverse id®a-Proligo)
R4 5-TGTGTAGCCCWGGTCRTAAG-3| Reverse | (Sigma-Proligo)

11.2.4.2.1.2. Ingrédients utilisés pour la PCR ded souche LbM2a

- Buffer 10X (KCI-MgCh) : 5 uL

- dNTPSa2mM: 1uL

- Primerl6 SPO5:(FW)a20 mM: 1 uL

- Primer 16S P6: (RW)a20mM: 1 puL

- MgCl:a25mM:2uL

- Tag Polymérase (Ladder plus, Fermentas) a 5 pugd.25 pL.
- ADN a analyser.

- H20 (QSP) : a calculer selon le volume final 25 oyh0
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Apres préparation des échantillons dieseppendorfs de 0.2 mL, ils sont introduits
dans le thermocycleur (BIO RAD My cycler, thermgcler) pour amplifier les séquences
correspondantes aux primers utiligd®c une température comprise entre 50 et 60°Gn sel
nos primers 16S, dans le programme 16S préalabteswrestant (tableau 5).

Les produits PCR ainsi obtenus sont analysés patréphorése sur un gel d’'agarose a
0.8%. On dépose dans chaque puit 2 pL du révélateading Dye orange + 10 pL de 'ADN
de chaque souche, et enfin 5uL de marqueur de puiticulaire d’ADN : O’'GeneRuler 100
pb DNA Ladder, Fermentas (au milieu).

[1.2.4.2.2. Electrophorése des acides nucléiques

L’électrophorése classique sur gel d’agarose pedaetéparer les acides nucléiques
selon leur taille et leur charge grace a un cougdattrique. Les ADN chargés négativement
migrent alors vers I'anode. L’'agarose (1.2% p/t)dissoute a chaud dans du tampon TAE
1X (TAE 50X : Tris 2M, Acétate 1M, EDTA 0,05M pH.8)Yn agent intercalant de 'ADN, le

bromure d’éthidium (BET) fluorescent sous lumiéend, l@st ensuite ajouté a Qug/ mL.

Apres polymérisation, le gel est déposé dans ure ae/ migration contenant du
tampon TAE 1X puis les échantillons d’ADN additiésnde 10% (v/v) de bleu de charge
(glycérol 50%, TE 50%, bleu de bromophénol 0,25%tsdéposés dans les puits. La
migration se déroule généralement a 90 V pendantmitb Les ADN sont révélés par

exposition a la lumiére UV.

[1.2.4.2.2.1. Purification des produits PCR sur célile microcon-Y 100
Cette procédure est indispensable dans le but mdi@r les d'NTPS
(Desoxyribonucleotides triphosphates) la Taq Pohase et les débris d’ADN (fragments

incomplets).

Procédure :
- Transférer dans la cellule le volume de produitfRRfDi reste (25, 30 ou 40
pL).
- Addition de 400 pL d’eau PCR : da®.
- Centrifuge a 2400 rpm pendant 15 min.
- Refaire le lavage une 2eme fois.

- Refaire le lavage une 3eme fois.
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Récupération de I’ADN en inversant la cellule ddesnouveaux eppendorfs
et en déposant une quantité d’eau PCR a 60 °G;grawrifugation a 2400 rpm

pendant 15 min.

Apres cette purification, on a procédé a une qfieation de 'ADN obtenu par

électrophorése sur un gel d’agarose a 0.8%, en @@mpavec (5uL) de marqueur de poids

moléculaire d’ADN : O’GeneRuler 100 pb DNA LaddEermentas.

11.2.4.2.2.2. Réaction de séquencage

Préalablement au séquencage, le produit de laoaaRCR est purifié sur membrane

Microcon Y-100 (Millipore) puis quantifié sur gelagjarose en référence a un marqueur de

poids moléculaire, le mélange réactionnel est B@&w@ans le tableau 6.

11.2.4.2.2.3. Programme d’amplification

Les conditions PCR utilisées sont détaillées aletab?.

Tableau 5 :Programme du thermocycleur pour la réaction PCR deuche LbM2a.

Etape Temps & température Nombre de cycles
Dénaturation préliminaire 5 min. a 95°C 1
Dénaturation 30 sec. a 95°C

Hybridation 30 sec. a 50°C 25
Extension 2 min.a 72°C

Extension finale 10 min. & 72°C,

Refroidissement 5 min. a 16°C 1

Tableau 6 :Mélange réactionnel pour le séquencage d’ADN.

Vol - (solution mere) Quantite

Ready mix reaction* 1uL

Big Dye sequencing buffer* 2 uL

Amorce 3,2 uL - (ApM) 3,2 pmol
ADN X 5-15ng
ddH0 Y g.s.p 10 pL
Volume final 10 pL

*ABI Prism® Big Dye® terminator v3.1 cycle sequenaig kit (Applied Biosystems)
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Tableau 7 :Programme du thermocycleur pour la réaction deesggpge.

Etape Temps &température  Nombre de cycles
Dénaturation préliminaire 1 min. a 96°C 1
Dénaturation 10 sec. a 96°C

Hybridation 5 sec. a 50°C 25
Elongation 4 min.a 60°C

Refroidissement 5 min. a 16°C 1

Les produits de la réaction de séquencages soffiepysar précipitation éthanolique
cette procédure est nécessaire pour assurer ltialriede séquences pures en éliminant les
différents débris (fig. 4).

Les 10 pL de réaction de séquencage sont trangfanssun tube de 1.5mL

Addition de 2 uL d’acétate de sodium (3 M pH 4,65@ uL d’éthanol absolu
l Mélange par4 inversions du tube

Incubation a température ambiante, a I'abri deifaiére, pendant 20 min

!
Centrifugation 35 min & 20000 g
Le culot (non visible) est lavé par 250 pL d'éthlar@o
l Mélange par inversions du tube
Centrifugation 20 min a 20000 g

Sécher le culot a température ambiante dans la hdttix laminaire, a I'abri de la lumiere

Protéger les tubes de la lumiére et stocker a -20°C

Figure 4 : Protocole de purification des produits de séquesicag

11.2.4.2.2.4. Criblage de géenes de bactériocinespRCR

Nous avons recherché 3 types de bactériocings.: plantarum Lb sakei et

Enterococcusles amorces utilisées sont détaillées au taldeau
Le calcul pour la PCR a été fait sur la base dpsrbers, c’est a dire 5 réactions avec

un volume final de 25 pL.
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- Buffer 10X (KCI-MgCh) : 5 puL

- dNTPSa2mM: 1uL

- Primer (FW)a20mM: 1 pL
- Primer (RW)a20mM:1puL

- MgCl,a25mM:2puL

- Tag Polymérase (Fermentas) a 5 ug/uL : 0.25 pL.

- ADN a analyser.

- H20 (QSP) : a calculer selon le volume final 25 oyh0

Tableau 8 : Séquences des amorces utilisées pour les réaatiansplification et de
séquencage de fragments de genes des bactériocines.
Cible AmorcesPCR Taille Temp./°C Reference
attendue (bp) | Hybridation
pINEF | F:5' GGC ATA GTT AAA ATT CCC CCC 3’ 428 53 Rojo-Bezares, all.,
R: 5 CAG GTT GCC GCA AAA AAA G 3 2007
pinJ | F: 5 TAA CGA CGG ATT GCT CTG 3’ 475 51 Rojo-Bezares, all.,
R: 5’ AAT CAA GGA ATT ATC ACA TTAGTC 3' 2007
pInK | F: 5" CTG TAA GCA TTG CTA ACC AAT C 3’ 469 53 Rojo-Bezares, .,
R: 5 ACT GCT GAC GCT GAA AAG 3' 2007
sakP | F: 5GAAWTRMMANCAATTAYMGGTGG 3' 120 51 Kouakou el.,
R: 5'GGC CCA GTT TGCAGC TGC AT 3’ 2010
entP | F: 5TGAGAAAAAAATTATTTAGTTTAGCTCTTATTGG3' 488 60 Gutierrez etal.,
R: 5 TTAATGTCCCATACCTGCCAAACCAG 3' 2005

F = forward primer, R = reverse prime.

11.2.4.2.2.5. Programme d’amplification

Les conditions PCR utilisées sont détaillées alesab9.

Tableau 9 :Programme du thermocycleur pour la réaction PCR.

Etape

Temps & température Nombre de cycles

Dénaturation préliminaire

5 min. a 95°C

Dénaturation

30 sec. a 95°C

Hybridation

30 sec. a 50°C

Elongation

1 min.30a72°C

25

Refroidissement

5 min. & 16°C
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Les produits PCR ainsi obtenus sont analysés patréphorése sur un gel d’'agarose a
0.8%. On dépose dans chaque puit 2 pL du révélateading Dye orange + 10 pL de 'ADN
de chaque souche, et sans oublier 5 pL de margdeupoids moléculaire d’ADN :
O’GeneRuler 100 Pb DNA Ladder, Fermentas.

Apres préparation des échantillons dans les papipendorfs, ils sont introduits dans
le thermocycleurs (BIO RAD My cycler, thermal cygl@our reproduire des produits PCR
correspondants aux 5 primers avec une tempéragusd @ (moyenne) et ce programme a été

préalablement programmé sur le thermocycleur.

Les produits PCR ainsi obtenus sont analysés patréphorése sur un gel d’'agarose a
0.8%. On dépose dans chaque puit 2 pL du révélateading Dye orange + 10 pL de 'ADN
de chaque souche, et sans oublier 5 pL de margdeupoids moléculaire d’ADN :
O’GeneRuler 100 Pb DNA Ladder, Fermentas.

11.2.4.2.2.6. Séquencage des produits PCR
Méme protocoles cités precédemment, les prodistsigdu séquencage sont ensuite
purifiés par précipitation éthanolique sont ensuérvoyés au laboratoire Progenus

(Gembloux, Belgique) pour lecture.

[1.2.4. Evaluation du pouvoir antagoniste des deuxsouches LBRE-LSAS et LBRE-
LSAS

[1.3.1. Méthodes des zones d’inhibition Agar welDiffusion Test, Stab On Agar Test et
Spot On Agar Test

Ces méthodes sont décrites pour la détection digktinhibitrice exercée par les
bactériocines, elles sont basées sur le princigecgs substances peuvent diffuser dans un

milieu solide ou semi solide, qu’on incluse pré@aient avec une souche cible.
11.1.1. Méthodes des piglres SOAT (Stab On Agar &)

A partir de boites de Pétri contenant une cultets¢ de la bactérie étudiée, avec la

pointe d’'un cure dent stérile on touche une colopigs on effectue des piqlres dans une
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boite de Pétri stérile contenant du MRS gélosé&éol.l'incubation se fait en anaérobiose a
37°C pendant 16 a 18 h.

A partir d'une culture jeune de lindicateur ou ghathogene en milieu liquide
approprié, on ensemence une gélose mole a 0.8% d&€me milieu maintenue a 45°C, en
ajustant le nombre final & AQFC/mL, ce mélange est versé doucement sur lesiieslo
obtenues dans la premiére étape par pigUre. Aplakfication, les boites sont incubées en
anaérobiose a 37°C pendant 2&mtas etal., 1995)

La lecture se fait par mesure des diametres desszdinhibition obtenus aprés

incubation.
[1.1.2. Méthode des puits ADT (Agar well DiffusionTest)

Les surnageants préalablement préparés, sont ersgudtes a pH 7, puis chauffés a

70°C pendant 25 min pour éliminer tout effet évehties enzymes protéolytiques.

A partir d’'une culture jeune de lindicateur ou gathogéne sur milieu liquide
approprié, on ensemence une gélose mole a 0.8% d&€me milieu, maintenue a 45°C, en

ajustant le nombre final de cellules & WFC/mL.

Ce mélange est versé dans une boite de Pétrite sapres solidification on prépare
des puits de 6mm de diametre, dans chaque pudépose 5Ql de surnageant. Les boites
sont déposées a 4°C pendant 2 h pour avoir ungeldiffusion des substances antagonistes,

puis incubées en anaérobiose a 37°C pendan{@itas etl., 1995)
[1.1.3. Méthode SPAT (Spot On Agar Test)

Sur des boites de Pétri stériles, on coule du miMdRS gélosé a 1.5%, apres
solidification, on dépose @ de suspension de culture jeune de chaque badtéestiguée
pour I'antagonisme. Aprés séchage des suspensépusées, on verse une deuxieme couche
contenant une culture jeune de lindicateur ou dth@gene préalablement ensemencé sur
milieu approprié semi gélosé a 0.8%, maintend8°&€. Apres solidification, les boites sont
incubées en anaérobiose a 37°C pendant(Z4nas etl., 1995)
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[I.2.  Sensibilité des surnageant bactériens a adtd neutralisée (SBAN) a la

température, le pH et différentes enzymes
[1.2.1. Stabilité de 'activité au cours du stockge des SBAN

Les surnageants actifs des deux souches LBRE-LSADM2a ont été stockés a
-80, -20,+4 et+37°C. A différents intervalles de temps entre 024 jours, des échantillons
ont été prélevés a partir des échantillons stopkés déterminer I'activité antimicrobienne en
utilisant la méthode des puits (AWDT) vis-a-vie dMicrococcus luteusATCC 10420

comme microorganisme indicatglren Brink etal. 1994)

[1.2.2. Effet de la mitomycine C sur l'activité desSBAN

La mitomycine C a été ajoutée a uneceotration finale de 1 pg / mL aux
surnageants actifs puis on incube a 37 °C. Desnéttbas ont été prélevés a 20, 60, 90, 100,
120 et 140 min. et analysé par la méthode de dbffiugn puits (AWDT) vis-a-vis de
Micrococcus luteu®TCC 10420.

11.2.3. Effet de la lumiere UV sur l'activité antimicrobienne des SBAN

Un aliquote de 10 mL des surnageants bactériemgdaéaneutralisée (SBAN) issues
des deux souches LBRE-LSAS et LbM2a ont été pldeés une boite de Pétri stérile et
exposeé aux rayons UV a partir d'une ampoule gedmid5 - W (General Electric) a une
distance de 30 cm (temps d'exposition variait c& min). Aprés chaque intervalle de
temps, l'activité de ces surnageants a été analyaeda méthode de diffusion en puits
(AWDT) Vvis-a-vis de Micrococcus luteus ATCC 10420.
[1.2.4. Résistancedes SBAN a la chaleur

Les surnageants bactériens a acidité neutraliseété exposés a divers traitements
thermiques: 40, 60, 80, 100 et 121°C. Le volume alepiotes de chaque fraction ont été
ensuite retirés apres 10, 30, 60 et 90 min etdasgp@ar AWDT vis-a-vis délicrococcus
luteusATCC10420.
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11.2.5. Sensibilité des SBAN au pH

400 pL des surnageants bactériens a acidité nisgga(SBAN) issues des deux
souches LBRE-LSAS et LbM2a ont été ajustées a i8] 2, 6, 8, 10 et 12 avec du HCI 5 N
et du NaOH 5 N, puis incubées pendant 4 h a tempérambiante puis testées par la
méthode AWDT vis-a-vis d#licrococcus luteu®ATCC 10420.

[1.3. Mise en évidence du pouvoir antimicrobien de souched.actobacillus rhamnosus

LBRE-LSAS et Lactobacillus plantarumLbM?2a par coculture avec les pathogenes

Cette méthode consiste a cultiver les souchesetestd méme temps les souches
pathogenes, et I'incubation se fait a des integgadle temps O h, 2, 4, 6, 8, 10 et 24 h, a 37°C
(Cocconier etl., 1998)

Les souches testées sont cultivées sur MRS ligquyditiné pendant 16 h pour avoir
des cellules jeunes en anaérobiose, et les patesgent cultivés sur bouillon BHI pendant 3
h en aérobiose. Le nombre des cellules des soéthei€es est ajusté de maniére a obtenir le
nombre de cellules égal & 1.810FC/mL a la fois pour les deux souches pathogéhesse
souches testées (avec un rapport de 1 /1), lesadwres sont mises en contact a raison de

200 pL puis incubées en anaérobiose a 37°C.

A chacun des temps précités, on préléve les esltaorrespondantes, et on effectue
des dilutions décimales de 3 et 4, on étale 10@¢ khacune d’elle sur une boite de milieu

spécifique. L'incubation se fait en aérobiose &Bpendant 24 a 48 h.
[1.4. Chromatographie en phase inverse RP-HPLC

La Chromatographie Liquide Haute Pression en Plhassrse (RP-HPLC) est une
chromatographie solide- liquide dans laquelle lageghstationnaire est apolaire. La phase

stationnaire est composée de silice greffée pacligmnes de 18 atomes de carbones (C18).

Cette phase apolaire nécessite un solvant polarel'acétonitrilie (ACN). Les
composés polaires sont donc élués prioritairemenphase mobile polaire correspond a un
mélange d'acétonitrile avec de I'eau selon un gnadinéaire. En modifiant la polarité de la

phase mobile, on agit sur les facteurs de réterdies composés. Les gradients d'élution
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diminuent la polarité de I'éluant au cours de lpasdtion (mélange eau /acétonitrile dont la

concentration en acétonitrile va croissant).

Une colonne analytique de dimensions 250 x 4,6 (NCLEOSIL 300-5 C18
HPLC) avec une porosité de 120 A, pour une phadmshaire de granulométrie deus. La
phase mobile est composée de 2 solvants : un $dvpolaire (Eau-0,1% TFA) et un solvant
B apolaire (ACN-0,07% TFA). Le dégazage est efféa@u moment de la filtration sous vide
ou par ultra-sons; il assure une bonne reprodlitditgt évite I'apparition d’'une oscillation
sur la ligne de base. Malgré la haute qualité dégsts, la filtration sur filtre spécial (0,4

um) est recommandée pour empécher I'obstructiontéetie des orifices par les particules.

Avant injection dans la colonne RP-HPLC C18, lekaétillons sont centrifugés
(10 000xg, 10 min a 4°C). L’élution des molécules assurée a un deébit constant de 0,8
mL.min*par un gradient linéaire de 20 & 80% d’ACN. Lessités optiques (DO) a 220 et
280 nm sont mesurées, correspondant aux longuéandesd des liaisons peptidiques et des
acides aminées aromatiques (figure 5).

Les fractions éluées sont collectées toutes leutesn suivie de I'élimination de
I'acétonitrile a I'aide de speed-vac Savant SEEPD2010-220 puis solubilisées dans de I'eau
Milli-Q pour étre stockée a -20°C (figure 6).

[1.5. Ultrafiltration

Nous avons effectué une ultrafiltration & travees filtres Amicon® Ultra-15
Centrifugal Filter Devices, MILLIPORE, qui sont dembranes de cellulose régénérée avec
des poids moléculaires d’exclusion de 10 et 3 Kigaire 7).

Procédure :

1. Ajouter dans le tube jusqu'a 15 mL de I'échamtil[b2 mL en cas d'utilisation d’un rotor a

angle fixe.

2. Placer le dispositif (tube) dans le rotor de latgRigeuse; contrebalancer avec un tube
similaire.

3. Lors de I'utilisation d'un rotor a godet oscillatdurner I'appareil & 4000 x g maximum

pendant environ 15 a 60 minutes. Lors de l'utiigat'un rotor a angle fixe, centrifuger a

5000 x g pendant environ 15 a 60 minutes.

4. Pour récupérer le soluté concentre, insérer ypettpi dans le fond du dispositif de filtre et

retirer environ 200 pL du soluté.
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Figure 6: Speed vaccum concentra®iPD2010-220, savant.
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MILLPORE
T
i

o

Figure 7 : Filtre Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter DeviceBlILLIPORE.

[1.6. Analyse statistique des résultats

Les résultats de chaque échantillon conduit ereBnplaires et répété 3 fois ont subi

une analyse de la variance (test ANOVA) par utilisadu logiciel statistique statbox version

6.4 copyright Grimmer logiciels 1997-2002, Paris.
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Chapitre 11l : Résultats et discussion

Le tractus gastro-intestinal humain (TGI) contiemm microbiote complexe et
dynamique. Le TGI de chaque individu possede umahiote unique qui varie selon 'age, la
santé et le style de vi{@iihonen etal., 2010) L'équilibre de la flore intestinale constitue une
barriere contre les agents pathogenes et les swghstalimentaires nocivesl; joue un
important role de protection en assurant la proomoties effets bénéfiques chez I'héte
(Jankovic etal ; 2010)

Les résultats de lidentification phénotypique desiches révélent que les isolats
LbM2a et LBRE-LSAS a partir des féces de nourrisseains appartiennent aux especes
Lactobacillus plantarum et Lactobacillus rhamnosespectivementilic et al. (2013)ont
isolé vingt souches deactobacillus plantaruma partir d’échantillons humairge matiéres

fécales; chez lesquelles ils ont recherché destéaistiques probiotiques.

Une identification claire des espéces, en particulians le genréactobacillus en
fonction des modeéles de fermentation, peut parétie difficile, en raison d'un nombre
croissant d'especes de bactéries lactiques quentasur un petit nombre de caractéres
biochimiques(Marroki etal., 2011) Si I'identité phénotypique et biochimique d’'ureushe
donnée constitue une vérité relative ; I'identiéhétique, quant a elle, est une vérité absolue.
C’est pour cette raison que la détermination ddildeyrmentaire doit étre combinée avec des

techniques génotypiques.
l1l.1. Identité phénotypique des souches isolées

Nous avons effectué la coloration de Gram, aprébmination des souches qui
présentent un test positif vis-a-vis de la catalése souches en forme batonnet et catalase

négative ont été sélectionnées et purifiées pareinode des stries (fig. 8 et 9).
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Figure 8 : Purification des souches isolées par la méthodstdes.

A B

Figure 9 : Observation au microscope optique apres la cotorate Gram A : LbM2a,B :
LBRE-LSAS (grossissement 10).
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Les résultats montrent des pourcentages de sit@itie I'ordre 98,9% a la souche
plantarumet 99.9% la souchle. rhamnosusespectivement pour les deux souchiel2a et
LBRE-LSAS (tableau 10).

[11.2. Identité génétique des souches

Apres I'extraction de I’ADN a partir slsouches isolées et son amplification par PCR
en utilisant des amorces adéquates, un séquengagéotidique de I'ADNr 16S a été
effectué. La séquence de I'ADNr 16S déterminéed a@mparée directement avec celles de
la base de données GenBank. Un haut niveau deitsimildes séquences nucléotidiques
d'ADN ribosomal 16S (99%) des deux souches bacllesi2a et LBRE-LSAS a été
observée avec les séquences L@etobacillus plantarumet Lactobacillus rhamnosus
respectivement (tableau 10), répertoriées dangada e données GenBank. La séquence de
'ADNr 16S des souches LbM2a a été officiellemeépasée a la GenBank sous le numéro
d'adhésion KF682392. En revanche, celui de latsowWBRE-LSAS n’a pas encore été
déposé a la GenBank. Sur la base de la séquerggndude I'ARNr 16S des isolats et de leurs
plus proches voisins phylogénétiques, un arbreqgéyiétique a éteé réalisé (fig. 10 et 11).

[11.2.1. Numéros d’accession des séquences nuclélidues

Les séquences nucléotidiques des seusbiges ainsi que celles des plantaricines EF
et K ont été référenciés par des numéros d'acecesgiécifiques a GenBank et qui sont

mentionnées sur le tableaull.

[11.2.2. Identification de génes codant pour la praluction de bactériocines
Dans une tentative de vérifier Lsi plantarum LbM2a porte les genes pour la
production de certaines bactériocines connues fiexdpar la méme espéce, une analyse
PCR utilisant cing couples d'amorces spécifiquesgimes individuels de bactériocine a été
réalisée.

Les résultats de la PCR ont montré gu’environ 43eproduit de 460bp a été obtenu
par les amorces spécifiques pour la PlantariEireet K respectivement, et aucun fragment
d'ADN n’a été amplifié avec trois autres couplesyrces (fig.12).

L'analyse des séquences de la souche LbM2a aprplfieation a révélé 99%
d'’homologie avec les genes de structure de lagilaime EF et K présents dans la GenBank

et confirme donc l'implication de la plantaricinang I'action antagoniste de cette souche.
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Tableau 10:Profil Fermentaire des deux souches LbM2a et LBRBES.

Lactobacillus
Sucre LbM2a LBRE-LSAS plantarum CECT 748
Arabitol
Galactose
Fructose
Mannose
Cellobiose
Maltose
Lactose
Ribose
D-Xylose
Sucrose
Melibiose
Mannitol
Glucose

Glycerol -
Sorbitol
Dulcitol -
Rhamnose -
Esculin +
L-Arabinose +
Melibiose +
T

T

T

+

|+ [+ ]+
|+ |||+

|||+ ]|+

+ |1

|+ [+ +]
+|+|
++ [+ +]

+
+ |1
+

+| 4]

Salicin

Melezitose
Gentiobiose
D-Turanose - - R
Gluconate +
2-keto-Gluconate - - _
L-Sorbose - - _
D-arabitol - - _
L-arabitol - - _
D-raffinose + - T

[+ [+ +]

+ |4+

=+
=+

Toutes les souches fermentent

N-acetyl-glucosamioe, amygdalin, arbutin, D-fruetoD-glucose, lactose, maltose, D-
mannose, melibiose, raffinose, ribose, sacchanod¢rahalose.

Aucune souche ne fermente:

Adonitol, D-arabinose, dulcitol, erythritol, D-fuse, L-fucose, glycogen, inositol, inulin, 5-
keto-gluconate, D-lyxose,a-methyl-D-glucoside, a-methyl-D-mannoside, -methyl-D-
xyloside, L-sorbose, starch, D-tagatose, xylitad &rxylose
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Lactobacillus paraplantarum (T}; DSM 10667T
FLactobacillus plantarum (T); type strain: DKO 22 Lb. plantarum group
Lactobacillus pentosus (T}; JCM 1558
|165_LbM2a
Lactobacillus plantarum (T} ; NRRL B-14768
Lactobacillus brevis (T}
@tobacillus kefiri (T); type strain: LMG 9480
Lactobacillus kunkeei (T); YH-15

‘Lactobacillus casei (T); ATCC 393
lbactobacillus paracasei (T); JCM 8130

c i ; JCM
ta tobacillus rhamosus (T} ; 1136 165 LBRE-LSAS
Lactobacillus vaginalis (T); ATCC49540
Lactobacillus johnsenii (T}; ATCC 33200 (T}
Lactcbacillus jensenii (T} ; ATCC25258
Lactobacillus delbrueckii (T}; ATCC 12315

i —l_(jl,.actobacillus helveticus (T} ; type strain:DSM 20075
Lactobacillus intestinalis (T}; DSM ©625T

Bi fidobacterium magnum (T}
'_[:Biiidobacterium animalis (T} ; JCM 1190
Bifidobacterium adolescentis (T}; ATCC 15702
Bifidobacterium bifidum (T); KCOTC 2202
Bifidobacterium longum (T); ATCC 15697
Eifidobacterium breve (T} ; ATCC 15700

Enterococcus faecalis (T); JCHM 5202
165 EMX1
N
Enterococcus caccae (T); 2215-02
Enterocaccus cecorum (T} ; ATCC42198
[E."x}teracocms saccharolyticus (T); ATCC43076

Enterococcus camelliae (T); FP15-1
Enterccoccus italicus (T); type strain LMG 21727
Enteroceccus sul fureus (T); ATCC43302
——Entercenccus hermarniensis (T} ; LMG 12317

Enterccoccus thailandicus (T} ; FP48-2

Enterccoccus mandtii (T); ATCC43184

Enterococcus hirae (T} ; DEM 20160

Enterocceccus durans (T); DEM20633

Enterococcus ratti (T); ATCC 700914

Enterococous faecium (T); LMG 11423

Scale: t
8.1

Figure 10: Arbre phylogénétique basé sur la séquence du getdRINr 16S des isolats LbM2a et
LBRE-LSAS et de leurs plus proches voisins phyhagigues.

bp e

1500 - o— s D G S
1000 - —

Figure 11: Amplification ADNr 16S réalisée avec I'ADN génomé&a partir de (1nterococcus
EMX1, (2) EnterococcuEMX2, (3) LbM2a et (4) LBRE-LSAS, en utilisant |gmires
d'amorces SPO / SP6 et plb 16s / mLb 16s, un GéeeRQ0 pbd'ADN ladder plus
(Fermentas) a été utilisé comme acide nucléiqueicndire marqueur de taille

(colonne M).
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Tableau 11 : Numéros d'accession des isolats et des plantasicin

GenBank accessior Référence a partir Pourcentage de
Séquence de la base d'NCBI urcentag
numbers Similarité (%)
16S LBRE-LSAS / Lactobacillus 99%
- rhamnosus
16S_LbM2a KE682392 Lactobacillus 99%
plantarum
Enterococcus o
16S_EMX1 KF682393 faecalis 99%
LbM2a_pInK KF802197 Plantaricin K 99%
LbM2a_pInE KF802198 Plantaricin E 99%

Figure 12: Amplification PCR de I'ADN génomique de la soudt@M?2a en utilisant des
paires de primers spécifiques de la sakacine ghélL1), plantaricine EF (Ligne
2), plantaricine K (Ligne 3), plantaricine J (Ligdé et I'entérocine P comme
témoin négatif (Ligne 5). UnGeneRulerl00-bp DNA ladder (Fermentas) a été
utilisé comme acide nucléique marqueur de poid€outdire (Ligne M).
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Ces résultats suggerent que les bactériocines ipeedoar la souche LbM2a étaient

identiques a plantaricine EF et K.

[11.3. Spectre d'inhibition des deux souches LbM2a et LBRESAS
Les deux souches sélectionnées LbM2aB&RE-LSAS exercgaient une activité
inhibitrice importante vis-a-vis d'une ou de plusi® souches testes a Gram positives et
négatives (tableaux 12 a 15 ; fig. 13 et 14).
Les activités antagonistes exercées par les bacitdes-like sécrétées par les deux
souches LbM2a et LBRE-LSAS vis-a-vis des germelkqugines testés sont trés comparables
elles ne sont pas limitées par un spectre antibect&xtrémement étroit comme il a été

rapporté pour des bactériocines de certaines liestactiques.

Dans une étude similair&sankar etal. (2012) ont rapporté que la bactériocine
produite par une souche Hactobacillus plantarumisolée a partir d’échantillons de lait cru
de vache, avait un large spectre d'activité antiisenne vis-a-vis de plusieurs agents
pathogéenes d'origine alimentaire.

L'activité antimicrobienne des bactériocines exescgar les deux souches LbM2a et
LBRE-LSAS dans cette étude n’était pas due auxydm d'hydrogéne ou a l'acidité, étant
donné que l'activité n'a pas été perdue aprésitertrent par la catalase ou par I'ajustement
du pH a 6,2.

Les bactéries lactiques synthétisent des agenterimdes qui varient dans leur
spectre d'activité. Beaucoup de ces agents sontbae®riocines de structure protéiques
(Zacharof et Lovitt., 2012)

La souche LbM2a a inhibé 18 des 22 souches indieatra savoiCarnobacterium
maltaromaticumStaphylococcus aureusisteria, Micrococcus luteusEnterococcus faecalis
Shigella sonneik. coli, Bacillus cereuset Lactobacillus sakeCependant, aucune activité n'a
été détectée vis-a-vis dediococcus pentosacelsctobacillus acidophilugt Lactobacillus
rhamnosus

Mills et al. (2011)ont démontré queactobacillus plantarunkMG P-26358, isolé a
partir d'un fromage artisanal francais doux, prediiune puissante bactériocine de la classe
lla avec 100% d'homologie avec la plantaricine é28xercant une activité bactéricide vis-a-

vis delisteria innocuaetListeria monocytogenes
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Figure 13: Zones d’inhibition obtenues par la techni@RAT de la souche LbM2a (A) et de
la souche LBRE-LSAS (B) vis-a-vis diéicrococcus luteusnTCC 10420.

Figure 14: Zones d’inhibition obtenues par la technigQ)®DT de la souche LbM2a (A) et
de la souche LBRE-LSAS (B) vis-a-vis Micrococcus luteus\TCC 10420.
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Gong etal. (2010) ont observé que la plantaricine MG produite pactobacillus

plantarum KLDS1.0391, isolé a partir de " Jiaoke ", unenmeétraditionnelle fermentée
naturellement en Mongolie intérieure en Chine, anifeaté un large spectre d’activité
inhibitrice contre les bactéries Gram-positives @&tam-négatives, y comprisisteria
monocytogenes Staphylococcus aureusMicrococcus luteus Clostridium perfringens
Bacillus cereusBacillus subtilis Escherichia coli Pseudomonas fluorescer#seudomonas
putida et Salmonella typhimuriummais ont montré une faible activité contre lappit des

Lactobacillus spp.

Dans une autre étudéy etal. (2013)ont démontré que la plantaricine 163, une
nouvelle bactériocine produite par plantarum 163 isolé a partir de légumes fermentés
traditionnellement en chine, exercait une activitébitrice a large spectre, non seulement
vis-a-vis des bactéries lactigues mais aussi vis-d@Fautres bactéries a Gram-positives et a
Gram-négatives comm®. aureusL. monocytogened. pumilus B. cereus M. luteus L.
thermophilus L. rhamnosus E. coli, P. aeruginosa et P. fluorescens

Tous ces résultats sont tout a fait comparablesahservations.

bY

[ll.4. Sensibilité des surnageant bactériens a adi@® neutralisée (SBAN) a la

température, au pH et a différentes enzymes

Les effets de la chaleur, du temps dekstge, du pH et des enzymes protéolytiques
sur l'activité des SBAN des deux souches LbM2a BRE-LSAS ont été déterminés en

utilisantMicrococcus luteu®TCC 10420 comme organisme indicateur.

Les bactériocines produites par les deux southeglantarumLbM2a et L. rhamnosus
LBRE-LSAS ont montré une activité constante apfesuffage a 100 °C pendant 30 min, la
prolongation de ce traitement au-dela de 30 miriraguit par une diminution de leur
activite.

Une activité constante a été notéesafa traitement a 121 °C pendant 10 min, suivie
par le déclin subséquent. Aprés 90 min, il n'y taacune activité détectable pour les deux
souches (fig. 15 et 16).
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Tableau 12: Niveaux d'inhibition exprimés en intensité de skitité (se référer a la légende ci-
dessous pour une expression en nubdenus avec la souche LbM2a vis-a-vis de
Micrococcus luteu®TCC 10420 en utilisant la technique SPAT.

Organismes Indicateurs aSouches Milieu-T° d'incubation b Sensibilité
Listeria innocua BUG499 BHI, 37°C -+
Listeria innocua CECT 910 BHI, 37°C .
Shigella sonnei CECT 584 BHI, 37°C -+

Staphylococcus aureus | ATCC 25923 BHI, 37°C -+

Staphylococcus aureus ATCC 33862 BHI, 37°C ++++

Micrococcus luteus CECT 241 BHI, 37°C Fa——

Shigella dysenteria CECT 457 BHI, 37°C .

Listeria innocua BUG498 BHI, 37°C -+

C. maltaromaticum DSM20722 BHI, 37°C .

Micrococcus luteus ATCC 10420 BHI, 37°C .

C. maltaromaticum DSM20730 BHI, 37°C PR

C. maltaromaticum CECT5808 BHI, 37°C PR

Bacillus cereus ATCC 9884 BHI, 37°C PR

E. coli ATCC 25122 BHI, 37°C A+

E. coli DH10B BHI, 37°C -+

Enterococcus faecalis (X2) BHI, 37°C PR

Lactobacillus sake LTH 673 MRS, 37°C PR

Lactobacillus sakei K23 MRS, 37°C -+
Lactobacillus rhamnosus | ATCC 7469 MRS, 37°C -
Lactobacillus acidophilus | ATCC 4529 MRS, 37°C -
Lactobacillus plantarum | CECT 748 MRS, 37°C -
Pediococcus pentosaceus CECT 4695 MRS, 37°C -

Légende :

2 ATCC, American Type Culture collection; CECT: Catén Espafiola de Cultivos Tipos.
DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen.

b Zones d’inhibition (mm):++++217mm; +++, 14-17 mm; ++, 11-14 mm; +, 7-10 mm;o, n
inhibition.
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Tableau 13: Niveaux d'inhibition exprimés en intensité de skitité (se référer a la légende ci-
dessous pour une expression en rabitenus avec la souche LBRE-LSAS vis-a-vis de
Micrococcus luteu®TCC 10420 en utilisant la technique SPAT.

Organismes Indicateurs aSouches Milieu-T° d’incubation b Sensibilité
Listeria innocua BUG499 BHI, 37°C -+
Listeria innocua CECT 910 BHI, 37°C PR
Shigella sonnei CECT 584 BHI, 37°C FH+

Staphylococcus aureus | ATCC 25923 BHI, 37°C 4+
Staphylococcus aureus | ATCC 33862 BHI, 37°C -+
Micrococcus luteus CECT 241 BHI, 37°C PR
Shigella dysenteria CECT 457 BHI, 37°C -+
Listeria innocua BUG498 BHI, 37°C -+
C. maltaromaticum DSM20722 BHI, 37°C .
Micrococcus luteus ATCC 10420 BHI, 37°C —
C. maltaromaticum DSM20730 BHI, 37°C —
C. maltaromaticum CECT5808 BHI, 37°C .
Bacillus cereus ATCC 9884 BHI, 37°C -+
E. coli ATCC 25122 BHI, 37°C e
E. coli DH108B BHI, 37°C e
Enterococcus faecalis (X2) BHI, 37°C —
Lactobacillus sakei K23 MRS, 37°C +H+
Lactobacillus sakei LTH 673 MRS, 37°C ++
Lactobacillus rhamnosus | ATCC 7469 MRS, 37°C -
Lactobacillus acidophilus | ATCC 4529 MRS, 37°C -
Lactobacillus plantarum | CECT 748 MRS, 37°C -
Pediococcus pentosaceug CECT 4695 MRS, 37°C -

Légende :

2 ATCC, American Type Culture collection; CECT: Catén Espafiola de Cultivos Tipos.

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen.

b Zones d’inhibition (mm):++++217mm; +++, 14-17 mm; ++, 11-14 mm; +, 7-10 mm;G, n

inhibition.
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Tableau 14: Niveaux d'inhibition exprimés en intensité de shkitig? (se référer a la Iégende ci-
dessous pour une expression en mm) obtenu aveoulzhes LbM2a vis-a-vis de
Micrococcus luteu®TCC 10420 en utilisant la technique AWDT.

Organismes Indicateurs aSouches Milieu-T° d’incubation b Sensibilité
C. maltaromaticum DSM 20722 BHI, 37°C ++++
ATCC 25923 | BHI, 37°C ++++
Staphylococcus aureus
S BUG 498 BHI, 37°C ++++
Listeria innocua
C. maltaromaticum DSM 20730 BHI, 37°C ++++
. CECT 241 BHI, 37°C ++++
Micrococcus luteus
. . CECT 584 BHI, 37°C ++++
Shigella sonnei
. o BUG 499 BHI, 37°C ++++
Listeria innocua
ATCC 33862 | BHI, 37°C ++++
Staphylococcus aureus
. ATCC 10420 | BHI, 37°C +++
Micrococcus luteus
Shigella dysenteria CECT 457 BHI, 37°C i
. o CECT 910 BHI, 37°C +++
Listeria innocua
. ATCC 25122 | BHI, 37°C +++
E. coli
. CECT 5808 BHI, 37°C +++
C. maltaromaticum
Enterococcus faecalis (X2) BHI, 37°C i
. ATCC 9884 BHI, 37°C +++
Bacillus cereus
Lactobacillus sakei LTH 673 MRS, 37°C T
Lactobacillus sakei K23 MRS, 37°C i
E coli DH10B BHI, 37°C ++
. ATCC 7469 MRS, 37°C -
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus acidophilus ATCC 4529 | MRS, 37°C i
. CECT 748 MRS, 37°C -
Lactobacillus plantarum
. CECT 4695 MRS, 37°C -
Pediococcus pentosaceus
. LbM2a MRS, 37°C -
Lactobacillus plantarum
°MRS / / j

Légende :

2 ATCC, American Type Culture collection; CECT: Catén Espafiola de Cultivos Tipos.
DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen.

b Zones d’inhibition (mm):++++217mm; +++, 14-17 mm; ++, 11-14 mm; +, 7-10 mm;G, n
inhibition.
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Tableau 15: Niveaux d'inhibition exprimés en intensité de shkitig? (se référer a la Iégende ci-
dessous pour une expression en mm) obtenu avecathes LBRE-LSAS vis-a-vis de
Micrococcus luteu®TCC 10420 en utilisant la technique AWDT.

Organismes Indicateurs aSouches Milieu-T° d’incubation b Sensibilité
. DSM 20722 BHI, 37°C ++++
C. maltaromaticum
ATCC 25923 | BHI, 37°C ++++
Staphylococcus aureus
: o BUG 498 BHI, 37°C T+
Listeria innocua
. DSM 20730 BHI, 37°C ++++
C. maltaromaticum
. CECT 5808 BHI, 37°C ++++
C. maltaromaticum
CECT 241 BHI, 37°C ++++
Micrococcus luteus
. . CECT 584 BHI, 37°C ++++
Shigella sonnei
. L BUG 499 BHI, 37°C +++
Listeria innocua
ATCC 33862 | BHI, 37°C +++
Staphylococcus aureus
. . CECT 457 BHI, 37°C +4++
Shigella dysenteria
. . CECT 910 BHI, 37°C +++
Listeria innocua
. ATCC 25122 | BHI, 37°C +++
E. coli
. DH10B BHI, 37°C +++
E. coli
. ATCC 10420 | BHI, 37°C +++
Micrococcus luteus
Enterococcus faecalis (X2) BHI, 37°C A
. ATCC 9884 BHI, 37°C +++
Bacillus cereus
Lactobacillus sake LTH 673 MRS, 37°C A
Lactobacillus sakei K23 MRS, 37°C ++
. ATCC 7469 MRS, 37°C -
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus acidophilus ATCC 4529 MRS, 37°C i
. CECT 748 MRS, 37°C -
Lactobacillus plantarum
. CECT 4695 MRS, 37°C -
Pediococcus pentosaceus

Légende :
2 ATCC, American Type Culture collection; CECT: Catén Espafiola de Cultivos Tipos.

DSM: Deutsche Sammlung von MikroorganismAones d’inhibition (mm):++++217mm;
+++, 14-17 mm; ++, 11-14 mm; +, 7-10 mm; -, no bition.© MRS : De man Rogosa and
Sharpe, pH: 6.2.
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Figure 15: Effet du traitement thermique (40, 60, 80, 10Q22°C pendant 10 a 90 min) sur
I'activité du SBAN de la soucHebM2a en utilisant Micrococcus luteus
ATCC 10420 comme souche indicatrice.
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Figure 16: Effet du traitement thermique thermique (40, 60, BOO et 120°C pendant 10 &
90 min) sur lactivitt du SBAN de la soucheBRE-LSAS en utilisant
Micrococcus luteu®TCC 10420 comme souche indicatrice.
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Il'y a presque 30 an&ndersson (19863vait rapporté une perte d'activité de facteurs
protéigues de surnageants bactériens aprés traitehermique a 121 °C pour 15 min. En
revanche,Nettles et Barefoot (1993ont observé que des substances antibactériennes
produites patlactobacillusspp. étaient thermostables. C’est aussi le cagachctoire des
résultats rapportés p@gunbanwo etal. (2003) qui montrent une thermostabilité (121°C

pendant 60 min) des substances antagonistes s patéla souche brevisOG1.

La stabilité thermique de. brevisOG1 a 121 °C pendant 60 min a été confirmée par
Ogunbanwo etal. (2003) Actuellement, la plupart des spécialistes satabrd sur cette
question de thermorésistance des bactériocinese@ra et particulierement de celles des
classes | et [(Dortu et Thonart, 2009)

La stabilité thermique des substances antibactgeproduites pdractobacillusspp.
a été bien établjBarbosa etl., 2014) Cette propriété est importante surtout si ell@st s
utilisés comme conservateur alimentaire, car ligetreent des aliments par la chaleur est une

opération unitaire largement répandue dans lessinida agro-alimentaires.

L'effet du temps, de la température de stockagd'attivité des bactériocines ont
également été explorés. Nous n’avons observé acltamgement dans l'activité biologique
des bactériocines a la température de stockag8@éC pendant 120 jours pour les deux
souches LbM2a et LBRE-LSAS ce qui confirme qudec&tmpérature est idéale pour la

conservation de ces surnageants actifs.

Il a été noté que la stabilité a -20°C pendant Zsndes substances actives produites
par les souches isolées était maintenue; alordlg@tit partielle a 4°C pendant 120 jours, et

inexistante a 37°C pendant 2 mois (fig. 17 et 18).
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Figure 17: Effet de la durée (20 a 120 jours) et de la tentpéa(-80, -20, 4 et 37°C) de
stockage sur l'activité du SBAN de la souche LbMpautilisant Micrococcus
luteusATCC 10420 comme souche indicatrice.
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Figure 18: Effet de la durée (20 a 120 jours) et de la teatpée (-80, -20, 4 et 37°C) de
stockage sur l'activité du SBAN de la souche LBREAB en utilisant
Micrococcus luteu®TCC 10420 comme souche indicatrice.
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Les résultats obtenus pour les deux souches soitdiges ; ce qui laisse penser que

les substances actives contenues dans les dewagsanis sont de méme nature.

Ces résultats sont en accord avec ceugienbanwo eal. (2003)qui ont démontré
que la stabilité des bactériocines produites lyzantobacillus plantarunt1 etLactobacillus
brevis OG1 reste inchangée apres 60 jours a - 20 °Ciefparapres 120 jours a 4°C; et
s’avere complétement perdue (activité nulle) apfea 120 jours a 37 °C.

L'effet du pH sur l'activité des surnageants baetér a acidité neutralisée (SBAN) a
éte évalué pour les deux souches isolées. Ceperaaat observé que l'activité antagoniste
exercée patactobacillus plantarunLbM2a etLactobacillus rhamnosukBRE-LSAS est
stable entre pH 2 a 6, avec un maximum d'activité 9oH de 6 correspondant a des zones
d’inhibitions de I'ordre de 17.85 et 18 mm, respeaanent (fig. 19 et 20).

Ogunbanwo etal. (2003) ont obtenus des résultats similaires alkeglantarumF1 qui
présentait une activité stable a un pH compriseeBtet 6, tandis que celle produite par

brevisOG1 a été stable a une gamme de pH de 2 a 8.

bY

Deux bactériocines, nommées bulgarieanlactobulgarican, isolées a partir de
surnageant de culture dle bulgaricus ont exprimé un maximum d’activité stable a dek p
acides compris entre 2.2 et 4 vis-a-vis d'une gandeeermes pathogenéReddy etal.,
1984; Abdel-Bar etal., 1987) L'activité¢ de la bactériocine MBSal, isolée atpade
surnageant de culture deactobacillus sakeMBSal, était stable a la chaleur et a des pH
allant de 2 a §Barbosa etl., 2014)

Par ailleurs,Todorov etal. (1999) ont rapporté qué. plantarumST31 sécrétait une
bactériocine qui présentait un maximum d'activitthngH de 5.0 & 5.5. La Bovicit#C5, une
autre bactériocine produite p&treptococcus bovidC5, était au moins 10 fois plus active a
pH 5,5 qu'a pH 7, ce qui indique que sa capaciférimer des pores dans la membrane
cellulaire est plus forte a des conditions de pidea@ioulihanet al, 2003)

Toutes ces caractéristiques de thermorésistancedeetstabilité de ['activité
antibactérienne des souches ou de leurs sécrétiposurs de la conservation dans une large
gamme de températures et de pH représentent udtipidur le secteur de l'industrie agro-
alimentaire. Ces observations sont en accord agelignes directrices énoncées pagg et
al. (1976)
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Figure 19: Activité du surnageant SBAN de la soudHeM2a a différents pH en utilisant
Micrococcus luteusnTCC 10420 comme souche indicatrice.
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Figure 20: Activité du surnageant SBAN de la soudiBRE-LSAS a différents pH en
utilisantMicrococcus luteu®ATCC 10420 comme souche indicatrice.
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Les surnageants bactériens a acidité neutralisBANY issus des deux souches
Lactobacillus plantarunibM2a etLactobacillus rhamnosusBRE-LSAS ont été examinés

pour leur sensibilité vis-a-vis de diverses enzymes

L'activité antimicrobienne disparait completementdvient instable apres traitement
avec toutes les enzymes protéolytiques (fig. 222t tandis que le traitement avea-I’
amylase, la mitomycine et la lumiere UV n'a pag@# I'activité antibactérienne exercée par
les deux souches isolées (fig. 23 a 26).

Ces observations sont tout a fait cohérentes agesmotées padgunbanwo eal.
(2003) dans lesquelles ils démontrent que le princigd des bactériocines produites par
Lactobacillus plantaruni1 etLactobacillus breviOG1 était de nature protéique étant donné
que les bactériocines ont été inactivées par legnees protéolytiques, mais pas par d'autres
enzymes ou agents non protéolytiques telles guaniylase ou par la mitomycine C et la

lumiére UV qui n'affectent pas leur activité.

Les surnageants (SBAN) des deux souches LbM2a BELBSAS ont été soumis a
une ultrafiltration en utilisant diverses membraness fractions éluées et retenues ont été

recueillies et analysées pour leur activité antage.

L'utilisation d’'une membrane de poids moléculaitexdlusion de 3000 KDa lors de
I'ultrafiltration des fractions actives HPLC invers permis la rétention des bactériocines et

donc la concentration de ces fractions.
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Figure 21: Effet des enzymes sur l'activité du surnageant ISEé&xprimée en
mm de zones d’inhibition) de la souche LbMZ2a enlisaint
Micrococcus luteu®TCC 10420 comme une souche indicatrice

SBAN *: surnageant non traité par les enzymes.
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Figure 22: Effet des enzymes sur l'activité du surnageant I$Bé&xprimée en
mm de zones d’inhibition) de la souche LBRE-LSAS wgiisant
Micrococcus luteus\TCC 10420 comme une souche indicatrice
SBAN *: surnageant non traité par les enzymes.
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Figure 23: Effet du traitement par les UV sur l'activité dBAN (exprimée en mm de zones
d’inhibition) de la souche LbM2a en utilisaNticrococcus luteusATCC 10420
comme souche indicatrice.
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Figure 24: Effet du traitement par les UV sur l'activité dBAN (exprimée en mm de zones
d’inhibition) de la souche LBRE-LSAS en utilisadicrococcus luteusATCC
10420 comme souche indicatrice.
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Figure 25: Effet du traitement par la mitomycine sur l'adévilu SBAN (exprimée en mm de
zones d’inhibition) de la souche LbM2a en utilisdfitrococcus luteusATCC
10420 comme souche indicatrice.
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Figure 26: Effet du traitement par la mitomycine sur l'adévilu SBAN (exprimée en mm de
zones d’'inhibition) de la souche LBRE-LSAS enisdiht Micrococcus luteus
ATCC 10420 comme souche indicatrice.
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Ces résultats nous permettent de diéisgpoids moléculaires des deux principes actifs
des deux souches entre 3 et 10 KDa; cette interdal poids moléculaire correspond a la
gamme de poids moléculaire dans laquelle les piama PInE, PInF, PInJ et PInK sont
incluseg(Diep etal., 2009)

Cependant, une perte partielle de l'activité dbdetériocine a été observée au cours
de l'ultrafiltration (fig. 27) et qui pourrait étthue a son adsorption au niveau de la membrane
du dispositif ultrafiltrant. La méme observatiogta rapportée paiojgani etal. (2009)

[11.5. Cinétiqgue d’inhibition des pathogenes en coglture avec les souches LbM2a,

LBRE-LSAS et Bb12

Selon les résultats obtenus, 'allure de l'actidtéagoniste des deux souches LbM2a
et LBRE-LSAS vis-a-vis des bactéries pathogénes et de queltpaéries lactiques, differe
selon la souche considérée.

[11.5.1. Cinétique d’inhibition de Shigella sonnelCECT 584

Aprés 2 h de contact des souches testéesShigella sonnenous avons enregistré
des pertes de viabilité variant de 0.12 a 1.12(figg 28A), ou la souche LbM2a exhibé un
taux d'inhibition de I'ordre de 14.69 % (tableau).16

La prolongation du contact de 4 h (fig. 28B), cahduwin léger changement, avec un
maximum de perte de viabilité @&higella sonnede I'ordre de 1.21 log sous l'action de la
souche LBRE-LSAS, correspondant a un taux d’inkabitle 24.70%.

Apres 6 h de contact, I'action inhibitrice atteimt maximum de perte de viabilité de
I'ordre de 2.54 log correspondant a I'action dedache LBRE-LSAS (fig. 29A). Aprés 8 h
de contact, nous constatons la prédominance d&vli@ antagoniste des deux souches
LBRE-LSAS et LbM2a, avec des taux d’inhibition derdre de 41.09% et 37.84%
(fig. 29B). Apres 10 h de contact, la souche LBEFAS maintient toujours la dominance

de son action inhibitrice qui atteint un taux de42% (fig. 30A).

Des pertes de viabilité importantes enregistr@essa24 h de coculture, et qui sont de
I'ordre de: 6.65, 6.28 et 6.83 log respectivementirples souches Bb1l2, LBRE-LSAS et
LbM2a, ce qui dévoile I'action inhibitrice dominande la souche LbM2a s8higella sonnei
(tableau 16 ; fig. 30 B et 31)
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Figure 27: Activité (exprimée en mm de zone d'inhibition) desctions HPLC inverse ultra-
filtrées du SBAN de la souche LbM2a en utilisdfitrococcus luteusATCC

10420 comme souche indicatrice.
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Tableau 16 : Pertes de la viabilité (log UFC/mL) et taux d’ibtion (en % des cellules
inhibées) deshigella sonneiCECT 584 en coculture a 37°C avec les souches

antagonistes dans un rapport cellulaire égal a 1.

Souches |Inhibition

antagonistes Temps de coculture

exprimée
en T2h Tah Téh Tah T10h | T24h
Perte de
viabilite | o34 1.73 2458 | 2907 3814  6.838
en log

LbM2a UFC/mL

% des
cellules 12.22 22.46 31.98 37.84 49.67 88.94
inhibées

Perte de

viabilité
en log

Bb12 UFC/mL

0.12 0.476 1.269 2.326 3.063 6.28

% des
cellules 1.56 6.24 16.51 30.29 39.92 81.66
inhibées

Perte de
viabilité
en log

LBRE- UFC/mL
LSAS

1.121 1.899 2.539 3.158 4.566 6.65b

% des
cellules 14.69 24.70 31.98 41.09 59.42 86.6
inhibées

(o))
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Des résultats similaires relatifs a la sensibdiéShigella sonneont été rapportés par
plusieurs auteurs. Ainsizomes etal. (2006) ont rapporté que 91% dgifidobacterium
bifidum et 81% deBifidobacterium longundu total isolé a partir de féces humaines, exércen

une activité antagoniste vis-a-vis 8kigella sonneet Shigella enterica

Par ailleurs,Moorthy etal. (2007, 2009)ont constaté que la consommation d’une
combinaison de deux souches lactiqueactobacillus rhamnosuset Lactobacillus
acidophilus offrait une bonne protection vis-a-vis des itifats aShigella

Hutt et al. (2006) ont étudié le pouvoir antagoniste de la southetobacillus
rhamnosusGG avec deux souches bifideBifidobacterium animalispp lactis Bb12 et
Bifidobacterium longunmd6, vis-a-vis deShigella sonnei ATCC 25931, ces auteurs ont
observé une action inhibitrice importante exercéa @art des deux souches bifides, cet
antagonisme était plus fort en affichant des peateesiabilité comprises entre 5.9 et 6.5 log.
Par contre la souche. rhamnosusa conduit & des pertes de viabilité Seigella sonnei

comprise entre 3.4 et 5.8 log.

Les résultats de la présente étude, qui montraatlg souche deactobacillus
plantarumLbM2a présente une forte activité antagonistat somilaires a ceux rapportés

par ces auteurs.
[11.5.2. Cinétique d’inhibition de Shigella dysenteriaeCECT 457

Le contact cellulaire de 2 h des souches antagmniestées avethigella dysenteriae
CECT457, était faible avec pertes de viabilité egistrées comprises entre 0.87 et 12.22 log.
Les taux d’inhibition variaient entre 0.76 a 12%2avec un maximum enregistré avec la
souche LBRE-LSAS (fig. 32A et tableau 17).

Apres 4 h de contact cellulaire (fig. 32B), nousra enregistré un faible changement
avec les pertes de viabilité suivantes : 0.5784@ et 1.206 log, respectivement pour les
souches Bb12, LbM2a et LBRE-LSAS (tableau 17).
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Figure 28: Viabilité des cellules d&higella sonne{log UFC/mL) soumises a I'antagonisme des difféaen
souches testées pendant A et 4 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport cellulainecke
testée / souche pathogéne = 1/1. Témoin = cyfture deShigella sonneén absence de souches
testées. Les valeurs représentent la moyenne deBrdnations £ SEM (n=3).
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Figure 29: Viabilité des cellules d&higella sonne{log UFC/mL) soumises a I'antagonisme des difféaen
souches testées pendant Al et 8 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport cellulainecke
testée / souche pathogéne = 1/1. Témoin = cyfture deShigella sonneén absence de souches
testées. Les valeurs représentent la moyenne defridnations SEM (n=3).
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Figure 30: Viabilité des cellules d&higella sonne{log UFC/mL) soumises a I'antagonisme des difféesn
souches testées pendant 1@ et 24 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport cellulaiteche
testée / souche pathogéne = 1/1. Témoin = cyfture deShigella sonneén absence de souches
testées. Les valeurs représentent la moyenne d&efdnationg SEM (n=3).
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Figure 31: Cinétique d'inhibition des cellules d8higella sonnei(log UFC /mL) soumise a
I'antagonisme des différentes souches testéssuche pathogéne=1/1. Témoin =
culture pure dé&higella sonneen absence de souches testées. Les valeurs reprise
la moyenne de 3 déterminationSEM (n=3).
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L’activité antagonistes augmente apres 6 h de cordellulaire, en affichant un
maximum de perte de viabilité (1.558 log) avec amxtde 20.28 % par la souchBRE-
LSAS, suivi respectivement par les souches LoMZEbé?2 (fig. 33A).

Apres 8 h de contact (fig. 33B), nousres noté une faible évolution avec une action
maximale exercée par la souche LbM2a, reflétéeupaiaux d’'inhibition atteignant plus de
26.52%, correspondant a une perte de viabilit¢atdre de 2.04 log, suivie par la souche
LBRE-LSAS avec un taux de 26.17%, correspondameaperte de viabilité de I'ordre de
2.013 log; par contre la souche Bb12 été mois a¢fi®.85%).

Apres 10 h de contact, le maximum d’inhibition esgistré vis-a-vis deshigella
dysenteriaeest atteint par la souche LBRE-LSAS (49.68%}jwtcorrespond a une perte de
viabilité de I'ordre de 3.820g (fig. 34A).

Apres 24 h de contact le maximum d’inhibition & @&nregistré entre le germe

pathogene et les souches testées (fig. 34 B et 35).

D’aprés la figure 33B, nous constatons que lalseubM2a est la plus active sur
Shigella dysenteriaavec un taux d’'inhibition de I'ordre de 87.38%ivsvespectivement par
les souches LBRE-LSAS et Bb12, correspondant dalesd’inhibition de I'ordre de 79.71

et 77.63%, respectivement (tableau 17).
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Tableau 17 : Pertes de la viabilité (log UFC/mL) et taux d’ibtion (en % des cellules
inhibées) deshigella sonneiCECT 584 en coculture a 37°C avec les souches
antagonistes dans un rapport cellulaire égal a 1.

Souches

antagonistes Inhibition Temps de coculture en heures

exprimée en

T2h T4h T6h T8h T10h T24h

Perte de
viabilité en | 0.734 1.146 1.333 2.04 3.205% 6.719

log UFC/mL
LbM2a

% des
cellules 9.62 14.95 17.42 26.52 41.67 87.38
inhibées

Perte de
viabilité en | 0.059 0.578 0.840 1.45 2.348 5.968

log UFC/mL
Bb12

% des
cellules 0. 76 7.54 10.92 18.85 30.55 77.683
inhibées

Perte de
viabilité en | 0.939 1.206 1.558 2.013 3.821 6.13
LBRE- log UFC/mL

LSAS % des

cellules 12.22 15.73 20.28 26.17 49.68 79.71
inhibées
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Dans une étude effectuée pdoorthy etal. (2007, 2009)ils ont constaté que la
consommation d’'une combinaison de deux souchegl&stLactobacillus rhamnosugt
Lactobacillus acidophilusconférait une bonne protection vis-a-vis desdtibns &higella

De mémeGomes efal. (1998) ont constaté que la consommation Lagetobacillus
acidophiluset Bifidobacterium bifidumconduit a 'augmentation de la résistance de €hoét
contre la colonisation parShigella dysenterigeSalmonella enteritidiset Clostridium
perfringens

Les observations faites prema etl. (2013)concernant la forte activité antagoniste
de la souchéactobacillus plantarunsont en accord avec I'ampleur de I'antagonisméade

souche LbM2a vis-a-vis dghigella dysenteriaoté dans la présente étude.

Fooks et Gibson (2002pnt démontré la présence d'une forte action itk
exercée par la souche Bb12 vis-a-visSéémonella enteridj€. coli et Campylobacter jejuni
Ces auteurs ont noté gle plantarum0407 etB. lactis Bb12 ont tendance a inhiber la

croissance des agents pathogénes en parti€&ulogli.

Le spectre d'activité antagoniste dle rhamnosusest généralement tres large,
comprenantEscherichia coli Staphylococcus aureu&’ersinia enterocolitica Salmonella
typhimuriumet Listeria monocytogeng&opal etal., 2001 ; Leeet al, 201). Cette propriété
antimicrobienne est probablement due a la présgmgeotéines bactériocine-like, stables aux
variations de température et avec un large sped&tion(Forestier etal., 2001 ; Sarikat
al., 2010)

La souchel. rhamnosusGG a des propriétés immunomodulatrices avec uragéinp
bénéfique pour le consommatgi@aarela eal., 2000) L. rhamnosusGG a également la
capacité d'inhiber l'adhérence des bactéries patiesgy aux cellules intestinales par

compétition pour leurs récepteollado etal., 2007)

bY

Dans cette étude, un potentiel antagoniste élevéulnageant bactérien a acidité
neutralisée (SBAN) de la souchactobacillus plantarumLbM2a vis-a-vis deShigella
dysenteriaeCECT 457 a été enregistré. Ces résultats vont tamséme sens que ceux

obtenus par contact cellulaire entre les deux ssich
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Figure 32: Viabilité des cellules deShigella dysenteriaglog UFC/mL) soumises a l'antagonisme des
différentes souches testées pendant @het 4 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogéne = If&émoin = culture pure dghigella dysenteriae
en absence de souches testées. Les valeurs reépriecdanmoyenne de 3 déterminatichSEM
(n=3).
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Figure 33: Viabilité des cellules deShigella dysenteriaglog UFC/mL) soumises a l'antagonisme des
différentes souches testées pendant @het 8 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogéne = IT&émoin = culture pure dghigella dysenteriae
en absence de souches testées. Les valeurs repriidanmoyenne de 3 déterminatiohSEM
(n=3).
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Figure 34: Viabilité des cellules deShigella dysenteriae(log UFC/mL) soumises a I'antagonisme des
différentes souches testées pendant 18)het 24 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogéne = If&émoin = culture pure dghigella dysenteriae
en absence de souches testées. Les valeurs repriidanmoyenne de 3 déterminatiohSEM
(n=3).
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Figure 35 : Cinétique d'inhibition des cellules dghigella dysenteriaglog UFC /mL) soumise a
I'antagonisme des différentes souches testéesche pathogéne=1/1. Témoin = culture
pure deShigella dysenteriaen absence de souches testées. Les valeurs rapréda
moyenne de 3 déterminatichSEM (n=3).
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[11.5.3. Cinétique d’inhibition de Listeria innocua CECT 457 en coculture avec les
souches LbM2a, LBRE-LSAS et Bb12

Le contact cellulaire entreisteria innocua et les souches testées a montré apres 2 h
de contact des pertes de viabilité variant de 0dl8.367 log (fig. 36A), ou la souche LbM2a

était la plus active avec un taux d’inhibition dedre de 4.77 %.

Lorsque ce contact est prolongé a 4 h (fig. 368Ynaximum de perte de viabilité
notée poullisteria innocua est de I'ordre de 0.90 log sous I'action de la $@utBRE-

LSAS, ce qui correspond a un taux d’inhibition de76%.

L’activité antagoniste continue a progresser a@el de contact, atteignant un
maximum de perte de viabilité de l'ordre de 1.48 torrespondant a un taux de 18.55%
d’inhibition exercée par la souche LBRE-LSAS (f8FA ; tableau 18).

Apres 8 h de contact, nous constatons toujourséidgminance de 'action inhibitrice
de la souche LbM2a, dont le taux d’inhibition esti’drdre de 31.67% (fig. 37B). Aprés 10 h
de contact, la souche LbM2a maintient toujoursdanithance de son action inhibitrice qui
atteint un taux de 56.29% (fig. 38A ; tableau 18).

Aprés 24 h de coculture, on observe un maximurotidia antagoniste vis-a-vis de
Listeria innocua et qui est reflété par des pertes de viabilitd'alelre de: 7.037, 6.757 et
6.149 log, correspondant a des taux d’'inhibitiorPdle&s0, 87.86 et 79.96 % pour les souches
LbM2a, LBRE-LSAS et Bb12, respectivement (fig. 38839 ; tableau 18). Ces résultats
prouvent I'efficacité de la souche LbM2a coritisteria innocuaCECT 584

Ammor etal. (2006)ont utiliséListeria innocuaau lieu deListeria monocytogenges
du fait que les deux especes possedent les méropsépés physiologiques sauf qlie

innocuane possede pas le caractére pathogene.

En plus, certains auteurs ont observé une sensibglus élevée de.isteria

monocytogenegar rapport disteria innocugMataragas eal, 2003)

Dans une étude menée pdoroni etal. (2006) sur I'inactivation de lI'adhésion et
I'invasion deListeria monocytogenepar une bactériocine produite par une souchdebifi
d’origine humaineB. thermacidophiliunRBL70, était la plus effective pour le blocage de

I'invasion deListeria
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Tableau 18 : Pertes de la viabilité (log UFC/mL) et taux d’ibtion (en % des cellules
inhibées) de Listeria innocua CECT584 en coculture a 37°C avec
Lactobacillus plantarum(LbM?2a), Bifidobacterium aimalissubsp lactis
(Bb12) etLactobacillus rhamosu$LBRE-LSAS) dans un rapport cellulaire

égalal.

Souches

antagonistes Inhibition Temps de coculture en heures

CXPIMEE e o™ T Tan | Teh | Teh | Tioh | T24h

Perte de
viabilité en 0.367 0.835 1.358 2.436 4.329 7.03[7

log UFC/mL
LbM2a

% des
cellules 4.77 10.85 17.65 31.67 56.29 91.50
inhibées

Perte de
viabilité en | 0.157 0.425 0.916 2.018 3.306 6.149

log UFC/mL
Bb12

% des
cellules 2.041 5.52 11.91 26.24 42 .99 79.96
inhibées

Perte de
viabilité¢ en | 0.311 0.905 1.427 2.274 3.45% 6.757

| BRE- log UFC/mL
LSAS % des

cellules 4.044 11.76 18.55 29.54 44 .92 87.86
inhibées

Résultats et discussion



A. Chaalel (2015). Substances antagonistes pragigroduites pat. plantarumetL. rhamnosus shése de 82
doctorat Univ. Mostaganem.

8
7
6
E 5
£ 4
&3
2
1
0
Témoin LbM2a Bb12 LbRE-LSAS
Souches testées
(B)
8
7
6
€S
g4
>
g3
2
1
0
Témoin LbM2a Bb12 LbRE-LSAS
Souches testées

Figure 36: Viabilité des cellules deisteria innocua(log UFC/mL) soumises a I'antagonisme des difféasn
souches testées pendant A et 4 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport cellulaingche
testée / souche pathogene = 1/1. Témoin = eulpurre delisteria innocuaen absence de
souches testées. Les valeurs représentent la mogen® déterminationsSEM (n=3).
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Figure 37: Viabilité des cellules delisteria innocua(log UFC/mL) soumises a I'antagonisme des difféasn
souches testées pendant (A et 8 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport cellulaingche
testée / souche pathogéne = 1/1. Témoin = eulpure de Listeria innocuaen absence de
souches testées. Les valeurs représentent la megen® déterminationsSEM (n=3).
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Figure 38: Viabilité des cellules delisteria innocua(log UFC/mL) soumises a I'antagonisme des difféasn
souches testées pendant 1@ et 24 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport cellulaiteckhe
testée / souche pathogéne = 1/1.  Témoin = eulbure de Listeria innocuaen absence de
souches testées. Les valeurs représentent la mogen® déterminationsSEM (n=3).
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Dans une expérience réalisée pavin etal. (2008) ils ont constaté qu’apres 3 h de
contact des souches bifides CAl1 et F9 akiteria monocytogeneda viabilité de ce
pathogéne a diminuée de 3 log.

Lewus etal. (1991)ont testél’activité antagoniste déactobacillus acidophilus88
vis-a-vis de trois souches deésteria: L. monocytogeneScott A L. monocytogeneg7 etL.
monocytogened01m, les résultats ont été surprenants au vuadeedistance des deux
premiéres souches qui n'ont pas donné demszalinhibition, alors que la troisieme
souche, L. monocytogene$01lm, a exprimé des zones qui varient entet 110 mm,
malgré la similarité dans la structure protéique bactériocines produites plaactobacillus

acidophilus.

La cinétique d’inhibition des cellules désteria innocuapar les différentes souches

testées est illustrée par la figure 38.

Dans une étude similair&l Demerdash et Mostafa (2008iht rapporté queisteria
monocytogeneDSM 12464 a été fortement inhibée par I'activitétimicrobienne des
surnageants issues de deux soucheB.dafidum: B 11 et B12 ainsi qu’une souche de
rhamnosus HM2.

Dans une publication d@'Riordan et Fitzgerald (19984 travers l'investigation de
I'activité antagoniste de 22 souches bifides comané les espece®. longum, B. bifidum, B.
infantis, B. brevejl a été rapporté I'existence d’une forte inhibitizis-a-vis deListeria
innocua BL-86-26, Staphylococcussp. UCC 1494 et deStaphylococcus aureuslCC
PRMMI. En revanche, ces auteurs ont remarqué lfatesele I'activité inhibitrice dans les

surnageants de ces souches
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Figure 39 : Cinétique d'inhibition des cellules deisteria innocua(log UFC /mL) soumise a
I'antagonisme des différentes souches tegtéesche pathogene=1/1. Témoin = culture
pure delListeria innocuaen absence de souches bénéfiques. Les valeursarfagt la
moyenne de 3 déterminatichSEM (n=3).
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Dans une étude réalisée pdfaria Jose etal. (2015) il a été montré qukes isolats
issus du rumeni. reuteri L. rhamnosuset L. plantarum avaient un effet inhibiteur
remarquable vis-a-vis deisteria monocytogenesnterobacter aerogenest Salmonella

menston

Shuhaimi etal. (1999) ont démontré qué. infantis G4 manifestait une activité
antagoniste vis-a-vis de germes pathogéenes covtilbn® cholerae Salmonella enteritidisE.
coli, Bacillus cereusPseudomonas aeruginoséListeria monocytogenes

[11.5.4. Cinétique d’inhibition de Micrococcus luteusCECT 241

Apres 2 h de contact cellulaire entre les souchst®éset Micrococcus luteuECT
241, nous avons noté une importante activité ifitei avec la dominance de I'action de la
souche LBRE-LSAS (fig. 40A).

Apres 4 h de contact (fig. 40B), la perte de ldowige était comprise entre 1.57 et 2.17

log avec la dominance de la méme souche.

Aprés 6 h de contact, une action majeure est estrégipar la souche LBRE-LSAS
sur Micrococcus luteysou la perte de la viabilité était de I'ordre d&23log (fig. 41A),
correspondant a un taux de 47.07 (tableau 19).sApré de contact, la souche LBRE-LSAS

maintient sa dominance antagoniste avec un tavomoan de I'ordre de 52.66% (fig. 41B).

Apres 10 h de contact, I'action inhibitrice conna s’accentuer légerement avec

une perte de viabilité variant de 3.97 a 4.54 fag 42A).

La valeur maximale d’inhibition a été atteinte &2 h de contact, ou la perte de la
viabilité maximale était de I'ordre de 7.145 loghieau 19) correspondant a un pourcentage
d’inhibition de I'ordre de 92.91% exercée pardaiche LBRE-LSAS (tableau 19 ; fig. 42B
et 43).
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Tableau 19 : Pertes de la viabilité (log UFC/mL) et taux d’ibtion (en % des cellules
inhibées) deMicrococcus luteusCECT 241 en coculture a 37°C avec
Lactobacillus plantarum(LbM2a), Bifidobacterium aimalissubsp lactis
(Bb12) etLactobacillus rhamosu$LBRE-LSAS) dans un rapport cellulaire

égalal.

Souches

antagonistes Inhibition Temps de coculture en heures

exprimée en

T2h T4h T6h T8h T10h T24h

Perte de
viabilité en 1.35 1.94 2.78 3.18 4.36 7.02

log UFC/mL
LbM2a

% des
cellules 17.55 25.22 36.15 41.35 56.69 91.39
inhibées

Perte de
viabilité en 1.18 1.57 2.22 3.42 3.97 6.58

log UFC/mL
Bb12

% des
cellules 15.34 20.41 28.86 44.47 51.62 85.55
inhibées

Perte de
viabilité en 1.47 2.17 3.62 4.05 4,54 7.14
| BRE- log UFC/mL

LSAS % des

cellules 19.11 28.21 47.07 52.66 59.03 92.91
inhibées
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Figure 40: Viabilité des cellules deMicrococcus luteus(log UFC/mL) soumises a lantagonisme des
différentes souches testées pendant @het 4 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogene = ITEmoin = culture pure ddicrococcus luteus
en absence de souches testées. Les valeurs réprédanmoyenne de 3 déterminations + SEM
(n=3).
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Figure 41: Viabilité des cellules deMicrococcus luteus(log UFC/mL) soumises a lantagonisme des
différentes souches testées pendant @het 8 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogene = ITEmoin = culture pure ddicrococcus luteus
en absence de souches testées. Les valeurs réprédanmoyenne de 3 déterminations + SEM
(n=3).
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Figure 42: Viabilité des cellules deMicrococcus luteus(log UFC/mL) soumises a lantagonisme des
différentes souches testées pendant 18)het 24 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogéne = ITEmoin = culture pure ddicrococcus luteus
en absence de souches testées. Les valeurs réprédanmoyenne de 3 déterminations + SEM
(n=3).
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Figure 43: Cinétique d’inhibition des cellules ddicrococcus luteuglog UFC /mL) soumise a
I'antagonisme des différentes souches tegtéesache pathogéne=1/1. Témoin = culture
pure deMicrococcus luteusn absence de souches bénéfiques. Les valeursapfaét la
moyenne de 3 déterminatiochSEM (n=3).
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Dans la plupart des recherches relatives a I'aétiantagoniste, notamment celles des
bactéries lactiques, on a souvent recoursMicrococcus luteuzomme microorganisme

indicateur en raison de sa forte sensibjférawan etal., 2006; Riazi eal., 2007, 2009)

L’étude deLi et al. (2005)est un autre cas d’exemple d'utilisation Me&rococcus
luteus (dans leur cas, il s’agit de 'ATCC 10420) comnmuche indicatrice de l'activité

antagoniste d’une bactériocine, la lactocine 188dpite palactobacillus rhamnosus

Dans la présente étudeChaalel etal., 2015) deux souches de cette espéce
(Micrococcus luteusATCC 10420 etMicrococcus luteu<CECT 241) ont servi comme

souches indicatrices de I'activité antagonisteadsoluché_actobacillus plantarunibM?2a.

[11.5.5. Cinétique d’inhibition de Staphylococcus aureuATCC 25923 en coculture avec
les souches LbM2a, LBRE-LSAS et Bb12

Aprés 2 h de contact entre les souches testdegpathogené&taphylococcus aureus
CECT457, l'inhibition était Iégere, notant des psrtle viabilité variables de 0.11 a 0.22 log,
et les taux d'inhibition variaient entre 1.45 eé82 % avec un maximum enregistré avec la
souche LbM2a (fig. 44A ; tableau 20).

Apres 4 h de contact cellulaire (fig. 44B), le talimhibition a faiblement augmenté
pour afficher un maximum de 7.34 % avec la LBRE-ISSAa perte de viabilité s’altere
faiblement, pour donner les valeurs suivantes0,0317 et 0.57 log, respectivement pour les
souches Bb12, LbM2a et LBRE-LSAS (tableau 20).

L’inhibition augmente légérement apres 6 h de adrgaur atteindre un maximum de
perte de viabilité de I'ordre de 1.55 log avec amxtde 20.13 % par la soucheM?2a suivie,
respectivement, par les souches LBRE-LSAS et Bfid245A).

Apres 8 h de contact (fig. 45B), I'activité inhiliite des souches testé@glue avec
une action maximale exercée par la souche LBRE-LSAS, refl@reun taux d’inhibition
atteignant 39.05 %, correspondant a une perteatglité de I'ordre de 2.23 log, suivie par la
souchelLbM2a qui affiche une action inhibitrice de I'ordde 33.23 %, correspondant a une
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perte de viabilité de l'ordre de 2.56 log; alorseda souche Bbl1l2 a montré une action

inhibitrice moins importante, et qui est de I'ordie 24.08 %.

Apres 10 h de contact, le maximum d'inhibition egistré vis-a-vis de
Staphylococcus aureusst atteint par la souche LbM2a (58.71%), et qurespond a une
perte de viabilité de I'ordre de 4.51 log (fig.46A)

Au bout de 24 h de contact le maximum d’inhibiti@anété enregistré entre le germe
pathogene et les souches testées (fig.46B). D’'dprdéigure 46B, nous constatons que la
soucheLbM2a est celle qui est la plus active sBhigella dysenteriaeavec un taux
d’inhibition de l'ordre de 93.15 %, suivie respeetinent par les souches LBRE-LSAS et
Bb12 dont les taux d’inhibition respectifs sont'dedre de 82.41 et 67.23% (tableau 20, fig.
A47).

Dans une étude similaireizl Demerdash et Mostafa (200&nt rapporté que
Staphylococcus aureUsTCC 6538 a été fortement inhibée par I'activitdimicrobienne des
surnageants issus de deux cultures de deux sodel&sbifidum: B 11 et B12 ainsi que

d’une troisieme culture d’une soucheldehamnosus HM?2.

Mobarez etal. (2008)ont étudié I'activité antagoniste des bactéricgiissues de 6
souches de Lactobacillus acidophilusisolées du yaourt traditionnel vis-a-vis de
Staphylococcus aureufls ont constatéune puissante activité antagoniste exercée par les

surnageants de ces souches.

Dans une étude similaire réalisée Papisirovic etal. (2006),Lactococcus lactisubsp.
lactis BGSM1-19 est trés active vis-a-vis @&aphylococcus aureu8TCC25923 ; alors

gu’aucune action antagoniste n’est observé swualheStaphylococcus auredR427.

Dans la présente étude, l'activité antagoniste lalesouche isoléelactobacillus
plantarum LbM2a, vis-a-vis de Staphylococcus aureuBTCC 25923 etStaphylococcus
aureusATCC 33862 a été puissante.
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Figure 44: Viabilité des cellules deStaphylococcus aureuog UFC/mL) soumises a I'antagonisme des
différentes souches testées pendant @het 4 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogene = 1/Témoin = culture pure d8taphylococcus
aureusen absence de souches testées. Les valeurs répridsdarmoyenne de 3 déterminatians
SEM (n=3).
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Tableau 20 : Pertes de la viabilité (log UFC/mL) et taux d’ibtion (en % des cellules
inhibées) deStaphylococcus aureuATCC 25923 en coculture a 37°C avec
Lactobacillus plantarum(LbM2a), Bifidobacterium aimalissubsp lactis
(Bb12) etLactobacillus rhamosu$LBRE-LSAS) dans un rapport cellulaire

égalal.

Souches

antagonistes Inhibition Temps de coculture en heures

exprimée en

T2h T4h T6h T8h T10h T24h

Perte de
viabilité en | 0.217 0.475 1.548 2.556 4.51% 7.164

log UFC/mL
LbM2a

% des
cellules 2.82 6.17 20.13 33.23 58.71 93.1
inhibées

Ol

Perte de
viabilité en | 0.126 0.299 1.245 1.852 3.401 5.17

log UFC/mL
Bb12

% des
cellules 1.63 3.88 16.18 24.08| 44.22 67.23
inhibées

Perte de
viabilité en | 0.112 0.569 1.466 2.234 4.205% 6.338
| BRE- log UFC/mL

LSAS % des

cellules 1.45 7.399 19.06 39.05 54.68 82.41
inhibées
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Figure 45: Viabilité des cellules deStaphylococcus aureuog UFC/mL) soumises a I'antagonisme des
différentes souches testées pendant @het 8 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogene = 1/Témoin = culture pure d8taphylococcus
aureusen absence de souches testées. Les valeurs réprididarmoyenne de 3 déterminatians
SEM (n=3).
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Figure 46: Viabilité des cellules deStaphylococcus aureuog UFC/mL) soumises a I'antagonisme des
différentes souches testées pendant 18)het 24 h(B) de coculture a 37 °C avec un rapport
cellulaire souche testée / souche pathogene T &fhoin = culture pure dgtaphylococcus aureus
en absence de souches testées. Les valeurs répriidanmoyenne de 3 déterminatiohSEM
(n=3).
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Figure 47 : Cinétique d'inhibition des cellules d&aphylococcus aureugdog UFC /mL) soumise a
I'antagonisme des différentes souches tegtéeache pathogéne=1/1. Témoin = culture
pure deStaphylococcus aurewen absence de souches bénéfiques. Les valeurseptmgit
la moyenne de 3 déterminatiachSEM (n=3).
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[11.6. Fractions protéiques des surnageants bactéens a acidité neutralisée analysés par
HPLC inverse

L'HPLC inverse a aboutit a la révélation de deuroamatogrammes correspondant au
fractionnement des substances des échantillonsrdageants bactériens a acidité neutralisée
(SBAN) issus des cultures des souches LBRE-LSABbeRa

Cette analyse HPLC a révélé l'existence d'un seuybqur chaque SBAN, doté d'une
activité antibactérienne et qui est situé entret Id" et la 5°™° minute du début de la

chromatographie (figures 48 et 49).

Plusieurs auteurs ont réalisé une purification HRLC inverse des bactériocines a
partir de surnageants actifs de bactéries lactjg@ésst le cas des travaux He etal. (2013)
qui ont identifi¢ une nouvelle souche de lactolacproduisant une bactériocine, la

plantaricine 163, qui a été purifié par en wiisI’HPLC en phase inverse.

Une  bactériocine, issue déactobacillus plantarum 163, a été identifiee
biochimiquement et caractérisé par séquencageA@Nt' 16S. Cette souche produit une
bactériocine, la plantaricine 163, qui a étéffupar en utilisant la chromatographie liquide
a haute performance en phase inverse (RP-HPLC).

Song etal. (2014)ont isolé une soucheé,actobacillus plantarumzJ5, a partir de
moutarde fermentée, avec une large gamme d'acinhibitrice contre les bactéries Gram-
positives et Gram-négatives. lls ont pu isolerdentifier le peptide antibactérien qui est la
plantaricine ZJ5 (PZJ5), et qui présente une exréésistance et stabilité au pH et a la

chaleur.

Zergui etal. (2015)ont également isolé une souchd.detobacillus plantarunbuU10
a partir de lait de chamelle. Cette souche séara&e bactériocine qui a un large spectre
d’activité antimicrobienne et qui a été purifiée peLC inverse.
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Figure 48: Chromatogramme représentant les différentes fratissues du surnageant bactérien a
acidité neutralisée (SBAN) de la soudtectobacillus rhamnosusBRE-LSAS cultivée
sur milieu MRS aprés passage sur une colonne anaytle dimensions 250 x 4,6 mm
(NUCLEOSIL 300-5 C18 HPLC) avec une porosité de 1R0 pour une phase
stationnaire de granulométrie deu. La phase mobile est composée de 2 solvants : un
solvant A polaire (Eau-0,1% TFA) et un solvant Blape (ACN-0,1% TFA).
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Figure 49: Chromatogramme représentant les différentes fratissues du surnageant bactérien a
acidité neutralisée (SBAN) de la souchactobacillus plantarumLbM2a cultivée sur
milieu MRS aprés passage sur une colonne analytigudimensions 250 x 4,6 mm
(NUCLEOSIL 300-5 C18 HPLC) avec une porosité de 180 pour une phase
stationnaire de granulométrie deu®. La phase mobile est composée de 2 solvants : un
solvant A polaire (Eau-0,1% TFA) et un solvant Blape (ACN-0,1% TFA).
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Conclusion

Au cours de ce travail nous avons pu isoler apdes selles de nourrissons sains des
souches lactiques ayant certaines propriétés frqgbes comme le pouvoir antagoniste vis-a-

vis d’'une gamme de bactéries pathogénes Gramyessigt Gram négatives.

La premiére étape d’identification a consisté Zactriser les souches isolées, dont
'appartenance a été préalablement recherchéeasbade de criteres morphologiques et
biochimiques. C’est ainsi que le profil fermentaie différents sucres a été déterminé. Aprés
guoi, on a procedé a l'identification moléculairsant a déterminer l'identité génétique de
ces souches en réalisant une PCR (amplificationhaiine par polymérase). Les séquences
obtenues sont ensuite comparées avec des séquipmees dans des banques de données
telles, par exemple, EMBL, NCBI, BiBi et Genbank.

Cet isolement a abouti a la sélection de deux ssichppartenant au genre
Lactobacillus: il s’agit de L. rhamnosud BRE-LSAS etL. plantarumLbM2a. Ces deux
souches ont affiché une remarquable activité aniatgpavec des pourcentages de l'ordre de

99% de similarité apres comparaison des sequeisBidavec la base Genbank.

Notre investigation a I'’échelle moléculaire eniséiht des amorces spécifiques nous a
permis de détecter et de caractériser génétiqudesgénes codant pour la plantaricine EF et
K dans le génome de la soudheplantarumLbM?2a.

L’évaluation du pouvoir antibactérien des deux s@st.. rhamnosud BRE-LSAS et
L. plantarumLbM2a a permis de montrer que 'action antagoni&eces souches vis-a-vis
certains pathogendgStaphylococcus, Listeria, Bacillus, Shigella ethgsachia) est exercée,
non seulement, en présence des cellules de nossdeickes isolées, mais aussi en présence

de leur surnageant (SBAN) de culture.

Les surnageants bactériens a acidité neutralisBANYissues des deux souches
rhamnosugLBRE-LSAS) etL. plantarumLbM2a ont conservé leur activité antimicrobienne
dans une gamme de pH comprise entre 2 et 6. Néaanugtte activité a été fortement, pour

ne pas dire complétement, inhibée par les enzymoedqbytiques.

Les deux surnageants (SBAN) se sont révélés thésistants aprés une exposition a

des températures de I'ordre de 100 °C pendant B®mide -80°C pendant 4 mois.

Conclusion
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L’ensemble de ces résultats montrent tout l'intéuéd présentent ces souches isolées
si elles venaient a exprimer d'autres propriétésbiptiques aussi importantes que

'antagonisme bactérien.

La stratégie la plus simple d’utilisation des baot@nes dans les produits alimentaires
est I'inoculation des aliments avec la culture wieade la souche productrice de bactériocine
dans des conditions permettant la production iru site bactériocines. Elle est
economiquement la moins contraignante et moinsecset par rapport a I'application directe

des bactériocines purifiées.

Au vu des résultats de cette expérience quantsaldiinent par HPLC inverse des
fractions protéiques actives des SBAN de ces dactwlacilles, ainsi que leur ultrafiltration ;
il serait intéressant de déterminer leur séquentea@des aminés et d’en dégager les

particularités liées a leur fonctionnalité.

Par ailleurs, étant donné que l'origine des soudbages est le tube digestif, leurs
performancesin vivo devraient étre étudiées dans le but d’exploreutdes propriétés
bénéfiques pour la santé de I'héte pouvant les romper du privilégié statut de

« microorganismes probiotiques ».

Conclusion
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