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Liste des abréviations

ADH : Arginine Deshydroloase.

ADN: Acide Désoxyribonucléique.

ARN: Acide Ribonucléique.

ATB : Antibiotique.

ATCC : American Type of culture collection
ATP: Adénosine Triphosphate.

ATP : Adinosine triphosphate.

BAL : Bactérie lactique.

BCP : Bromocrésol pourpre.

BN : Bouillon nutritive.

BPO : Bactéries pathogénes opportunistes
BPS : Bactéries pathogenes spécifiques
C° : Degré celcus.

cm: Centimétre

COz2 : Dioxyde de carbone.

D : Diamétre.

E.coli : Escherichia coli.

g : Gramme.

g.L'1 : gramme par millilitre(Masse volumique).



GN : gélose nutritive.
GRAS: généralement considérées comme sdres.
G+C: Guanine + Cytosine

H : Heure.

HCI: Chlorure d’hydrogéne
H202 : Peroxyde d’hydrogéne.
kDa : Kilo Dalton.
Lb:Lactobacillus.

ml : Millilitre.

Mm : millimetre.

mM: Milli-molaire

min : Minute.

MSE : Gélose de MAYEUX, SANDINE et ELLIKER
MRS : de Man, Rogosa et scharpe.

NaCl: Chlorure de sodium.

NaOH: Hydroxyde de sodium

O2:0xygene..

pH : Potentiel hydrogéne.

VP: Voges-Proskaeur
ul: Microlitre

K: Micron

Hg: Microgramme

pum: Micrometre
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Résumé :

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

Notre étude a portée en premier lieu :

A la confirmation de I’identité de nos souches lactiques a savoir : Lactobacillus
plantarum KP178099, Enterococcus faecium CP013994, Enterococcus faecium KT124593,
Enterococcus faecium KF303433, Enterococcus faecium JQ806726 a travers des tests
physiologiques , biochimiques , et une observation macro et microscopique.

En deuxiéme lieu, ; nous avons procédé a la recherche de la bactériocine et des
substances antibactérienne a été réalisée suivant la méthode de doble couche et méthode
des puits que nous a permet de quantifier les inhibitions et de déceler les agents inhibiteurs
élaborés par les souches lactiques; notre étude a également portée sur les inhibitions entre
souche lactique et pathogene Les resultats ont montré que nos souches lactiques ont un
pouvoir inhibiteur contre les bactéries pathogenes a savoir Staphylococcus aureus ATCC
25922 , E.coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853,

En dernier lieu de notre étude, on a testé l'effet de quelques parametres sur l'action des
bactériocines,. On a constaté que l'activité antimicrobienne des bactériocines se manifeste a
des pH entre 2.4 et 9 ; l'activité des bactériocines reste constante aprés la réalisation d'un
chauffage a 100°C pendant 30mins.et ces bactériocines Perdez ses activites apres un
traitement a la pepsine, a la trypsine

Mots clés : bactériocine, souches lactiques, souches pathogénes, agents inhibiteurs


http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/KP178099
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Summary :

Lactic bacteria are naturally part of our environment. It has long been recognized
that lactic acid bacteria have the property of producing antimicrobial substances. Indeed,
lactic acid bacteria have the particularity to synthesize inhibiting substances, among others
bacteriocins. Those ones are also used as pharmaceutical and parapharmaceutical products.

Our study reachcs in the first place:

A confirmation of the identity of our lactic strains namely Lactobacillus plantarum
KP178099, Enterococcus faecium CP013994, Enterococcus faecium KT124593,
Enterococcus faecium KF303433, Enterococcus faecium JQ806726, through physiological,
biochemical tests, and macroscopic and microscopic observation .

Secondly, we conducted the search for bacteriocin and antibacterial substances was
carried out using the double layer method and well method , that allows us to quantify the
inhibitions and identify inhibitors developed by lactic strains, our study also focused on the
inhibitions between lactic and pathogenic strain. The results showed that our lactic strains
have inhibitory ettects against pathogenic bacteria namely Staphylococcus aureus ATCC
25922 , E.coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853.

Finally, in our study, we tested the effect of some parameters on the action of
bacteriocins ; The antimicrobial activity of bacteriocins has been found to occur at pH
between 2.4 and 9; the bacteriocin activity remains constant after heating at 100 ° C. for 30
minutes. and these bacteriocins lose their activities after treatment with pepsin, trypsin

Keyword : bacteriocins, lactic strains pathogenic strains , inhibitors .
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Introduction

Introduction :

Les bactéries lactiques sont de trés anciens microorganismes dont les ancétres auraient pu voir le
jour il y a trois milliards d'années elles seraient donc apparues avant les cyanobactéries
photosynthétique (Tailliez, 2001) ,

Les bactéries lactiques sont des microorganismes largement utilisées dans I'industrie alimentaire
dans une variété de fermentations tels que le développement de produits a base de viande, de légumes,
et des produits laitiers, y compris de nombreux laits fermentés, fromage, yaourt ou le beurre. (Dortu et
Thonart, 2009).

Ces microorganismes produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogene et les bactériocines
(Dortu et Thonart, 2009), ces peptides antimicrobiens ont la capacité d'inhiber la croissance
des germes pathogénes (Delves-Broughton, 1990).

L'action inhibitrice de bactéries lactiques (LAB) est principalement due a I'accurmulation
des principaux métabolites primaires comme les acides lactiques et acétiques, I'éthanol et de
dioxyde de carbone. En outre, les LAB sont capables de produire également des composés
antimicrobiens tels que I'acide benzoique, le péroxyde d’hydrogéne diacétyle, I'acétoine et les
bactériocines. Les niveaux de et les proportions de ces composés dépendent de la souche, des
paramétres physiques du milieu (Tannock et al., 2004)

Les bactéries lactiques représentent une classe importante qui produit les bactériocines
qui deviennent un sujet d'actualité pour plusieurs recherches. Ces bactériocines sont
actuellement explorées pour leur utilité chez T ‘homme et I'animal, dans le domaine de la
santé, de la nourriture, la bio préservation et les utilisations agricoles (Parada et al, 2007,
Todorov et al, 2011)

Les bactériocines sont produites puis excrétées a l'extérieur des cellules productrices Ils
présentent une activité bactéricide ou bactériostatique. Leur spectre d'activité peut étre plus ou
moins large (Jack et al, 1995; Chen et al.2003) De nombreuses possibilités d'utilisation ont
été envisagées, pour répondre aux besoins de l'industrie alimentaire, cosmétique et de la
médecine.

Les bactériocines dirigées contre les germes pathogenes pourraient étre utilisees comme
agent de conservation sous forme d'additif, permettant ainsi de diminuer le nombre
d'intoxications alimentaires et d'augmenter la durée de conservation et de commercialisation.

C'est dans cette optique que s'inscrit notre étude qui porte dans un premier temps a :

L'effet antimicrobien des bactéries lactiques, De mettre en évidence la production de
bactériocine chez quelques bactéries lactiques et De déterminer la nature des bactériocines
chez quelques bactéries lactiques et leur effet sur quelques bactéries pathogenes.
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Chapitre I : les bactéries lactiques

I- LES Bactéries lactique :

1.1. Définition:

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de microorganismes produisant de
I'acide lactique comme produit principal du métabolisme (Stiles et al, 1997) Les LAB sont
des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-oraganotrophes. Elles sont des coques ou
des batonnets, Gram positives, généralement immobiles, asporulés, anaérobies mais
aerotolérantes (microaérophiles). Elles sont dépourvues de nombreuses activités enzymatiques
comme la catalase, la nitrate réductase et le cytochrome oxydase, aussi elles ne produisent pas
d’indole ni acide sulfhydrique et certaines espéces hydrolysent la caséine. En raison de leur
faible capacité biosynthétique, ces bactéries ont des exigences nutritionnelles complexes pour
les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentes
cibles. (Achemchem ,2014).

1.2. Habitat :

Les bactéries lactiques sont tres fréquentes dans la nature. Elles se trouvent généralement
associées a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait, du
fromage, de la viande, des végéetaux. Elles se développent avec la levure dans le vin, la biére
et le pain. Quelques espéces colonisent le tube digestif de I’homme et des animaux (Hassan
et Frank, 2001).

1.3. Taxonomie des bactéries lactiques :
1.3.1. Taxonomie classiques des bactéries lactiques :

La base générale de la classification des bactéries lactiques est liée au travail (d'Orla-
Jensen .1919). Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classées sur la base des
propriétés phénotypiques : la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance
a différentes températures, 1‘isomére de l'acide lactique produit et la fermentation des
différents hydrates de carbone, (De Roissart et Luquet., 1994; Holzapfel et al, 2001).

1.3.2. Taxonomie moderne des bactéries lactiques :

Elle s’appuie principalement sur les techniques d’électrophoréses des protéines et des
études des acides nucléiques et les caractéristiques moléculaires comme le pourcentage de
G+C de I'ADN, I'hybridation ADN-ADN, la structure et la séquence des ARNr, sont devenus
des outils taxonomiques importants. (ALEXANDRE et al, .2008) . Les séquences ARNr
sont utilisées avec précision pour déterminer les relations phylogénétiques entre bactéries. Ont
conduit a la réorganisation de certains genres de bactéries lactiques (par exemple, la
reclassification de streptocoques lactiques a lactococcus spp.) (ElImer H et Marth, 2001)
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Figure 01 : Schéma de différenciation des principaux genres de bactéries lactiques.

(D’apres Carr et al, 2002)

1.4. Métabolisme des bactéries lactiques :

La principale caractéristique du métabolisme des bactéries lactiques est la degradation de
différents hydrates de carbone et composés apparentés principalement a l'acide lactique. Ceci
est couplé avec la production d'énergie (adénosine-tri-phosphate=ATP). Généralement, le
produit final prédominant est I'acide lactique, mais des changements dans les conditions de
croissance peuvent entrainer des profils de produits finaux significativement differents. .(
Radomir 2009)

1.5. 1.Métabolisme glucidiques :

En se basant sur la voie empruntée et le produit final de la fermentation, les bactéries
lactiques sont divisées en deux groupes :

» Homofermentaires : toutes les bactéries lactiques (a 1’exception des genres :

Leuconstoc,0enococcus, Weissella et certains membres du genre Lactobacillus )
entravent la voie de la glycolyse pour dégrader les hexoses (ex : glucose). Apres son
transfert vers la cellule, le glucose subit une phosphorylation pour se transformer en
fructose qui est a son tour phosphorylé en fructose 1-6 di-phosphate puis clivé en
dihydroxyacétone phosphate et glycéraldéhyde phosphate (GAP), ces deux derniers
sont convertis en pyruvate. Le pyruvate est dans une derniére étape réduit en acide
lactique qui est le produit unique: c’est la fermentation homolactique. Dans les
conditions défavorables telles la limitation du glucose, ces bactéries produisent
également I’acide formique, I’acide acétique, I’éthanol et/ou le CO2 par la voie de
fermentation des acides mixtes (Mozzi et al, 2010)

» Hétérofermentaires : ce groupe de bactéries lactiques utilise la voie des pentoses
phosphate (ou 6-phosphogluconate) qui consiste a une déshydrogénation du glucose,
aprés sa phosphorylation, pour donner le 6-phosphogluconate qui subira une
décarboxylation. Le pentose résultant est clivé en glycéraldéhyde phosphate (GAP)
qui suit la voie de la glycolyse donnant I’acide lactique et 1’acétyle phosphate qui sera
réduit en éthanol. En raison de la production de CO2, d’éthanol ou de I’acétate en plus
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de I’acide lactique, cette fermentation est appelée hétérolactique (Salminen et al,

2004).
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Figure 02 : Schéma tres simplifié des voies de fermentation des sucres par les bactéries
lactiques.( LONVAUD et al,2010)

1.6. Les différents genres des bactéries lactiques :

Le groupe de bactéries lactiques est hétérogene, il est représenté par plusieurs genres a
différente importance dans les industries agro-alimentaires, leur cellules sont soit des coques
comme streptococcus , lactococcus, Enterococcus , Leuconostoc et pediococcus , soit des
bacilles comme lactobacillus ( Kandler et weisis ; 1986)

Le genre Lactobacillus :

Les bactéries du genre Lactobacillus ont des aspects variés allant du bacille long et fin au
coccobacille en passant par la forme batonnet court ou légerement flexueux. lls sont Gram
positif, non sporulés, fréquemment associés en chainettes et habituellement immobiles. Les
lactobacilles se montrent généralement plus résistants au stress acide que les lactocoques
(Siegumfeldt et al, 2000), ils produisent de l'acide lactique, ils préférent les conditions acides
relatives (pH 5,5 a 6,5),. (CORRIEU et LUQUET, 2008), . Phylogénétiqguement, ils
appartiennent a la branche Clostridium des bactéries Gram positives.,(Schleifer et
stackebrandt,1983)

Le genre Lactobacillus est divisé en trois groupes basé sur les capacités de fermentation de
I'espéce (Kandler et Weiss, 1986).

Groupe |: obligatoirement especes homofermentatives, dégradent les hexoses presque
complétement a l'acide lactique et ne fermentent pas les pentoses ou gluconate. (Kandler et
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Weiss, 1986). Ce groupe est constitué d’environ 25 espeéces, la plupart thermophiles
(croissance a 45°C) dont Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus et Lb. helveticus. La plupart des
espéces sont présentes dans le lait et les produits laitiers. (Laurent et al, 1998)

Groupe Il : Les espéces du groupe Il sont facultative hétérofermentaire et produire de l'acide
acétique, de I'éthanol et l'acide formique sous la limite de glucose, en plus a l'acide lactique.
Les pentoses sont généralement fermentes. (Kandler et Weiss, 1986). 1l est constitué d’une
vingtaine d’espéces dont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum, majoritairement
mésophiles (Laurent et al, 1998).

Groupe 111 : contient les lactobacilles obligatoirement hétérofermentaires qui fermentent les
hexoses a l'acide lactique, a l'acide acétique, éthanol et dioxyde de carbone. Les pentoses sont
fermentés l'acide lactique et I'acide acétique. (Kandler et Weiss, 1986). Ce groupe rassemble
des especes relativement hétérogenes, surtout mésophiles, comme Lb. brevis, Lb. kefir et Lb.
sanfransisco, Outre leur présence dans les produits laitiers et carnes, certaines espéces se
développent dans le tube digestif de I’homme, et participent a ’équilibre de la flore intestinale
(Laurent et al, 1998).

Le genre Streptococcus :

Les membres du genre streptococcus sont gram positif, catalase négative, cytochrome
négatif, (Ekstedt et stollerman, .1960), le genre Streptococcus était réservé aux cellules
organotrophiques coccoides ou coccobacillaires non sporulées, disposées en paires ou en
chaines. Les streptocoques fermentent les hydrates de carbone avec de l'acide lactique comme
produit final majeur et sont généralement aérotolérants. (CORRIEU et LUQUET, 2008),
,Comprend essentiellement des espéces d’origine humaine ou animale dont certaines sont
pathogenes comme S. pyogenes et S. agalactiae d’autres sont impliquées dans la formation de
la plague dentaire (S. mutans). L’espéce thermophile Streptococcus thermophilus se
différencie par son habitat (lait et produits laitiers), et son caractere non pathogéne. Du fait de
ses propriétés technologiques, c’est la seule espéce considérée comme un streptocoque
lactique (Laurent et al, 1998).

Le genre Lactococcus :

Les lactocoques sont des cocci a Gram positif de 0,5 a 1,5 um de taille; former des
chaines courtes; ce sont des hexoses de ferments mésophiles produisant de maniére
homofermentaire de l'acide lactique L (+); et ont des exigences de croissance complexes,
(Sampo et al , 2012) sont thermosensibles et ne peuvent pas croitre en présence de 6.5% de
NaCl ou a pH 9.6. Leur température optimale de croissance s’étend de 25 a 35°C,
respectivement pour les souches de Lc. cremoris et Lc. lactis. Les Lactococcus sont capables
de croitre a 10°C mais pas a une température supérieure a 40°C (Dellaglio et al, 1994). Le
genre Lactococcus comprend actuellement cing espéces validées. Le plus connu est
Lactococcus lactis avec trois sous-especes Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris et Lacto coccus lactis subsp. hordniae. Ces sous-especes se trouvent
principalement dans les produits laitiers (lait cru, lait fermenté, fromage) et les amygdales de
mammiféres (Pot et al. 1996).
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Le genre Leuconostoc :

leuconostocs sont Gram positif, non motile, et les bactéries asporogénes, dont les cellules
sont ellipsoidales a sphérique, souvent de forme allongée et se produisent habituellement dans
les paires ou les chaines (Garvie, 1986). Lorsqu'elles sont cultivées sur un milieu solide, les
cellules sont allongées et peuvent étre prises pour des batonnets. De vraies capsules cellulaires
ne se forment pas, mais de nombreux leuconostocs produisent du dextran extracellulaire qui
forme un revétement dense aux électrons a la surface des cellules. lls sont anaérobies
facultatifs et catalase (Johanssson et al, 2011) négatifs, elles sont caractérisées par un
métabolisme hétérofermentaire en convertissant le glucose en D-lactate et éthanol ou en acide
acétique par la voie de transcétolase, (Gonzalez et al, 2007).

Ce genre comprend les especes suivantes : Ln. mesenteroides avec ces sous espéce
mesenteroides cremoris et dextranicum et Ln. lactis et Ln. Pseudomesenteroides et Ln.
paramesenteroides (Collins et al, 1993 ; Laease, 2005).

Pediooccus :

Les pédiocoques se trouvent couramment sur les matieres végétales et dans divers
aliments, mais aussi en tant qu'agents d'altération dans les boissons alcoolisées, comme la
biére et le vin. Les membres du genre Pediococcus sont typiquement de forme sphérique et
forment le plus souvent des tétrades caractéristiques. Ils sont ou anaérobies facultatifs,
chimiorganotrophiques; homofermentaires ou micro-organismes hétérofermentaires qui
nécessitent des milieux de culture riches pour la croissance. (CORRIEU et LUQUET, 2008),

Enterococcus :

Ce genre regroupe des couques Gram-positifs ayant un faible contenu en G+C (<
50%),exempts de I’enzyme catalase,et disposés en paire ou en chaines courtes, ils sont
anaérobies facultatif, chimioorganotrophes, exempts de quelque cytochrome ,pendant la
croissance les entérocoques produisent I’acide lactique comme métabolite final
(homofermentaires) et des tres petites quantités d’acide acétique,d’acide formique et d’éthanol
mais sans production de gaz .(klein,2003)

I.7.Propriétés fonctionnelles des bactéries lactiques :

I.7.1.Formation d'aréme : Les bactéries lactiques produisent, en plus de l'acide lactique,
divers métabolites secondaires tels que I'éthanol, l'acétate, le CO2, le formiate, acétoine.
Susceptibles d'avoir un impact aromatique. (CORRIEU et LUQUET, 2008),

1.7.2.Diacétyle:

Le diacétyle est un composant de I'ardme, il est produit par presque tous les genres de LAB
par fermentation du citrate. En effet, Harvey et Collins (1962) ont expliqués I'exigence d'un
environnement acide pour sa biosynthése. il inhibe la croissance des bactéries a Gram
négatives on réagissant avec l'utilisation d'arginine. Les bactéries a Gram négatif étaient plus
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sensibles au diacétyle de bactéries Gram- positives, anciennement, ils ont été inhibées par le
diacétyle a 200 pg /ml (Jay, 1982).

Récemment, il est démontrer que le diacétyle a 344 pug/ ml inhibe les souches de Listeria,
Salmonella, Yersinia, E. coli et Aeromonas (Ammor et al, 2006).

1.7.3.Acétaldéhyde :

L'acétaldéhyde, un composé aromatique important dans les produits laitiers, peut étre produit
par LAB a travers plusieurs voies. Un précurseur métabolique important pour la synthese
d'acétaldéhyde par LAB est le glucose a travers le pyruvate et les acétyl-CoA intermédiaires
de la glycolyse ,de nombreuse études indiquent que son impact aromatique s'exprime dans le
yaourt (CORRIEU et LUQUET, 2008),

1.7.4.Propriétés gazogeénes :

Plusieurs especes de bacteéries lactiques sont capables de produire du CO2 dans les fromages
et les laits fermentés. En fonction du produit concerné, il s'agit soit d'une propriété recherchée,
soit d'un défaut. (CORRIEU et LUQUET, 2008)

1.7.5.Propriétés texturantes :

Les propriétés texturantes des bactéries lactique bactéries sont principalement utilisées pour
améliorer les qualités organoleptiques des produits laitiers frais fermentés. Ainsi la production
d'exopolysaccharides par les bactéries lactiques, lors de leur développement dans le lait, evite
d'augmenter le taux protéique du produit ou d'avoir recours a l'ajout d'additifs, tels que des
texturants et des épaississants, lors de la production de yaourt (Sodini et al, 2004). Le role
principal des exopolysaccharides est d'ameéliorer les propriétés mécaniques des gels lactiques
en augmentant leur texture et leur viscosite. (CORRIEU et LUQUET, 2008)

1.7.6.Activité acidifiante :

Il s’agit, pour un ferment donné, de permettre une vitesse d’acidification élevée et/ou
d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Ce niveau d’acidité finale dépand des
spécificités du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches. (CORRIEU et
LUQUET, 2008)

1.7.7.Métabolisme des sucres:

Le choix d'un ferment est conditionné a son aptitude a produire, soit de l'acide lactique
presque exclusivement (métabolisme homofermentaire), soit de l'acide lactique et d'autres
produits finaux tels que 1’éthanol et le CO, (métabolisme hétérofermentaire) (CORRIEU et
LUQUET, 2008)

1.7.8.Propriétés protéolytiques et peptidasiques :

Les bactéries démontrent des potentialités différentes, liées a leur équipement enzymatique,
pour I'utilisation de la fraction azotée. (CORRIEU et LUQUET, 2008)
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1.7.9.Propriétés lipolytiques : généralement faibles chez les bactéries lactiques, elles peuvent
cependant présenter un intérét pour certaines applications fromagéres (CORRIEU et
LUQUET, 2008)

1.7.10.Activité antimicrobienne :

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogéne, le dioxyde de
carbone, la reutérine, le diacétyl et les bactériocines. Les composés antimicrobiens produits
par les LAB peuvent empécher la croissance des bactéries pathogénes; contaminants
possibles des produits fermentés (Zamfir et al., 2006).

1.7.11. Probiotiques :

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivant qui lorsqu’ils sont ingérés
en quantité appropriés ont un effet bénéfiqgue sur la santé de I'hdte (FAO., 2001) ils
contiennent uniquement les microorganismes non pathogenes. De nombreux microorganismes
sont considérés comme probiotiques, parmi eux des bactéries lactiques telles que
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Lb. acidophilus,
Lb. bulgaricus, Lb. casei, et Streptococcus thermophilus (Sc. thermophilus). Lb. bulgaricus et
Sc. Thermophilus sont les premiéres souches bactériennes qui ont été utilisees pour la
fabrication de yaourt. . (Makhloufi., 2012).

I.8.Importance technologique et industrielle des bactéries lactiques :
1.8.1.Utilisation des bactéries lactique dans ’industrie alimentaire :

L’utilisation des bactéries lactiques dans I’industrie alimentaire pour transformer des
matiéres premicre tres diverses , soit d’origine animale (lait , viandes , poissons ) , soit
d’origine végétale (fruits, 1égumes , céréales) , Ces transformations aboutissent a une grande
diversité de produits, parmi lesquels on peut citer les fromages , les laits fermentés(yaourts,
laits fermentés probiotiques), les produits carnés et végétaux fermentés (notamment :
saucisson, choucroute, olives, soja), les pains au levain et certains vins (fermentation
malolactique). (CORRIEU et LUQUET, 2008),
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Tableau 01: principaux produits issus de la fermentation des bactéries lactiques (Penaud,
2006)

Genre Substrat Exemples de produits

Bifidobacterium  lait laits fermentés

Lactobacillus lait yvaourts, laits fermentés, kefirs, fromages
viande saucissons secs, jambons secs
vegetaux choucroute, olives, "yaourts" au lait de soja
cereales pain au levain, biéres

Lactococcus lait fromages, kéfirs

Leuconostoc Veégetaux choucroute, olives, vin
lait fromages, kéfirs

Pediococcus végétaux choucroute
viande saucisses semi-séchées

Oenococcus vegetaux vin

Streptococcus lait yaourts, laits fermentés, fromages

1.8.1.1.R06le dans la conservation :

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans les pprocédes de fermentation permettant
la conservation de produits alimentaires (CORRIEU et LUQUET, 2008),

*production d’acide lactique : les bactéries lactiques ont un réle important dans 1’inhibition
des flores non lactiques.

*production de bactériocine : ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un tres grand
nombre de souches de bactéries lactique, iles sont généralement thermorésistantes.

1.8.2.Intérét des bactéries lactiques en santé humaine :

Le role des bactéries lactiques sur la santé était dans le cadre des probiotiques. Les bienfaits
des bactéries lactiques sont de plus en plus étudiés, certains sont bien établis d’autres restes
encore contre versés :

*[ls participent a I’activation de I'immunité et a la réduction d’allergies chez les sujets a
risque.

*La résistance a ’acide gastrique et a la bile, permet aux probiotiques de survivre dans le tube
digestif ou réside une partie de 'immunité

*Les probiotiques participent au développement du systeme immunitaire chez le nourrisson et
I’améliorent chez la personne agée en augmentant le nombre de phagocytes et de lymphocytes
Natural Killer, premieres défense contre un agent exogéne.

*[1s agissent également sur 'immunité en colonisant le tractus intestinal, réalisant ainsi « un
effet barricre » empéche d’une part la colonisation de 1’épithélium par des pathogenes et
renforce d’autre part 'immunité au niveau des muqueuses intestinales en augmentant la
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production d’IgA et de mucus, défenses locales au niveau des muqueuses. (Makhloufi.,
2012).

1.8.2.1. Applications des probiotiques :

Gréce a leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques utilisées par les industries
agroalimentaires et pharmaceutiques, les probiotiques sont parfois utilisés comme
compléments dans des produits comme les yaourts ou bien dans des préparations
pharmaceutiques sous forme de gélules. De nombreuses souches bactériennes ont montré
leurs bénéfices sur la santé humaine et sont déja commercialisées par Danone telles que
Bifidobacterium lactis

e Traitement des diarrhées : Les souches probiotiques Lb. acidophilus et Lb. casei, qu'on
retrouve entre autre dans le lait fermenté, ont fait I'objet d'études montrant leur efficacité
contre la diarrhée associée a la prise d'antibiotiques en milieu hospitalier (Penner , 2005)

e Traitements gastriques: Des travaux prometteurs sur ’amélioration des traitements
gastriques sont en cours sur la conjonction des probiotiques aux antibiotiques en vue de
limiter les infections a Helicobacter pylori (H. pylori), une bactérie impliquée dans la
survenue et les récidives des gastrites et ulcéres gastro-duodénaux. Les études sur ce
traitement se poursuivent car son efficacité reste a démontrer (Reid , 2003).
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Il - Les bactériocines
I1.1.Historique :

En 1925, Gratia a découvert les bactériocines lorsqu'il a été impliqué dans le processus de
recherche des moyens de tuer les bactéries ,qui a observé que la croissance de certaines
souches de E.coli est inhibée par la présence d’un composé antibactérien dénommé colicine
V, qui ont également abouti au développement d'antibiotiques et a la découverte de
bactériophages (Gratia 1925 ; Gratia 2000), seconde fut découverte chez une bactérie
lactique lactococcus lactis en 1927, La premiere caractérisation détaillée de l'activité
bactériocinogéne des lactobacilles a été rapportée en 1961 (De kirek et Coetzee 1961).

11.2. Généralité :

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens sécrétés par les bactéries et leur
synthése s'effectue par voie ribosomique. Les bactériocines présentent une activité inhibitrice
contre des bactéries taxonomiquement proches de la souche productrice (Tagg JR,et al,1976),
et contre certains pathogenes tels que B. cereus, Clostridium botulinum et L. monocytogenes.

Leur activité peut étre bactéricide (entrainant la mort cellulaire) ou bactériostatique
(entrainant un ralentissement de la croissance). Les bactéries productrices sont protégées de
I'action de leurs propres bactériocines par une ou plusieurs protéines dimmunité. Les
bactéries lactiques, appartenant aux genres Lactobacilus, Lacto- coecus, Pediococcus,
Carnobacterium, Leuconostoc. Enterococcus et replococcus, produisent de nombreuses
bactériocines et présentent un intérét pour l'application industrielle grace a leur innocuité
reconnue pour I'homme et par leur utilisation depuis tout temps dans
I'alimentation.(Klaenhammer T ; 1993), les bactériocines sont présentes dans de nombreux
d’aliments ( fromages, lait, saucissons...) ;( RENOUF ; 2013)

11.3.Classification des bactériocines des bacteéries lactiques :

Les bactériocines des LAB constituent un groupe hétérogéne d’antagonistes bactériens dont
la taille moléculaire peut aller de quelques milliers de daltons jusqu’a des molécules beaucoup
plus complexes, mais dont la nature est exclusivement protéique. en se basant sur leurs
caractéristiques structurelles et activité biologique klaenhammer(1993) a établit quatre
classes de bactériocines, dont seulement trois sont maintenues actuellement (nes et al, 1996)
la découverte et la caractérisation de nouvelles bactériocines ont imposé des modifications
notables sur la classification proposée par klaenhammer (Nes et al, 1996 ; Franz et al, 1999 ;
Van Belkum et Stiles,2000 ;Cleveland et al, 2001 ; Diep et Nes, 2002 ;Ross et al, 2002),
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De facon qu’a I’heure actuelle on reconnait trois classes de bactériocines avec plusieurs sous-
classes :

Tableau 02 : classification des bactériocines de bactéries lactiques (d’aprés NES
et al. 1996)

classes Sous catégories

Type B : molécules globulaires

Classe Il : bactériocines non-modifiées, | Classe la: anti-Listeria
thermostables Classe 11b : bactériocines a deux composants
Classe llc : autres bactériocines

Classe Il : bactériocines de grande
taille, sensibles a la chaleur

Classe | : Lantibiotiques.

Composée petits peptides hydrophobes (< 5 kDa) caractérisés par la présence d'acides aminés
inhabituels : lanthionine (Lan), B-methyl-lanthionine (Metlan), di-deshydroalanine et di-
deshydrobutyrine. (Sahl et Bierbaum, 1998). Ces molécules, produites exclusivement par
des bactéries a Gram positif, sont hautement thermostables et agissent au niveau de la
membrane cellulaire (McAuliffe et al, 2001). Récemment, Diep et Nes (2002) ont proposé
deux sous-classes:

Sous-classe A:

Peptides linéaires et cationiques, capables de former des pores dans la membrane cellulaire;
ces peptides présentent des similitudes d’arrangement de leurs ponts « lanthionine », ces
bactériocines sont principalement synthétisées par les genres lactococcus , lactobacillus,
streptococcus, les membres les plus étudiés de cette classe sont la nisine produite par Ic.lactis,
I’épidermine produite par lc.lactis, ’épidermine produite par staphylococcus epidermis et la
subtiline produite par bacillus subtilis (McAuliffe et al, 2001).
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Sous-classe B:

Peptides globulaires et plus rigide que celle des peptides de type A, sans charge nette ou ayant
une charge nette négative et contenant jusqu’a 19 acides aminés, (Ryan et al, 1999), font de
bons exemples de cette sous-classe (Figure x)

Classe Il :

La classe Il est constituée de petites bactériocines (<10kDa) thermostables, cette catégorie
comprend une série de peptides cationiques et thermorésistants exempts de résidus modifiés
(Hechard et Sahl, 2002), cette catégorie est la plus largement représentée avec plus de 50
bactériocines caractérisées, ce qui a conduit a la création de trois sous classes :

Sous-classe lla :

les bactériocines de sous-classe Ila sont des peptides ayant une structure similaire a celle de la
pédiocine,elles ont toutes une activités contre Li.monocytogenes.( francois marie luquet
gerges corrieu)

Sous-classe 11b :

bactériocines hétérodimériques , dont ’activité dépend de I’existence de deux peptides ; a et
, c’est le cas de la lactococcine G de L.lactis (NISSEN-Mayer et al, 1992), la lactacine F de
Lact.johnsonii (Allison et al, 1994) et des plantricines Ef et JK de Lact.plantarum
(Anderssen et al, 1998).

Sous-classe llc :

regroupe des peptides caractérisés par une activit¢ dépendante de la présence d’un
groupement thiol dans la molécule (Klaenhammer, 1993) ou bien par une sécrétion qui
s’effectue a travers le systéme général sec (Nes et al, 1996), les bactériocines de classe Il
n'appartenant pas aux sous-classes Ila et Ilb , seront considérées ici comme étant de sous-
classe llc. (CORRIEU et LUQUET, 2008).

Classe 11 — protéines :

les bactériocines de classe III sont caractérisées par leur grande taille .il s’agit de protéines
dont la masse est supérieure a 30 kDa.sensibles a la chaleur.(Joerger et Klaenhammer,1986)

Classe IV — Bactériocines complexes :

Les bactériocines de classe IV étaient définies comme des protéines associees a une
composante non protéique, lipidique et/ou oligosacharidique, possede une activité
antibactérienne sensible a des enzymes lipolytiques et glycolytiques (Jimenez-Diaz et al.
1993), cette classe présentée par Klaenhammer (1993).
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Tableau 03 : les principales bactériocines des bactéries lactiques (Piard et al, 1992)

Dénomination

Espéce productrice

Espéces sensibles

Nisine

Lc.LactisSubsp.lactis

Lactococcus, Bacteries Gram positif (dont :
Clostrédium, bacillus, Listeria)

Lacticine 481

Lc.LactisSubLactis

Lactococcus,Lactobacillus,Leuconostoc,
Clostredium

Diplococcine

Lc.LactiSsubsp.cremoris

Lactocoques

Lactostrepcine (S)

Lc.LactiSub.Lactis

Lactocoques,Streptocoques,hémolytiques,
Lb.helveticus,Leuconostoc,
Clostredium,Listeria

lactocidine Lb.Fermenium Lactobacillus

Lactocine 27 Lb.Helveticus Lb.Helveticus,Lb.Acidophilus

Helveticine J Lb.Helveticus Lb. Helveticus,Lb.Bulgaricus,Lb.Lactis

Lacticine B Lb.Acidophilus N2 Lb.Leichmanii,LbBulgaricus,Lb.Lactis,
Lb.Helveticus

Lacticine F Lb.Acidophilus SS Lb.Fermentum,Enter.faecalis

Plantaricine A

Lb.plantarum

Lb.Plantarum,
Pediococcus,Pentosaceus,Leuconostoc
,Paramesenteroides

Pediocine A

Pediococcus pentosaceus

Clostridium.Botulinum.
Cl.Sporogéne,Staphylococcus.aureus :
Lb.Brevis,
Lc.Lactis,Leuconostoc,Pediococcus

Nisine

Mersacidine

Figure 03 : Structures moléculaires des lantibiotiques représentatifs des différents types
(D’apres McAuliffe et al, 2001)
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11.4.Mode d’action des bactériocines :

L'activité inhibitrice des bactériocines se manifeste par une interaction avec les lipides
anioniques constituant les membranes bactériennes (Héchard et Sahi, 2002). Elle aboutit &

-la formation de pores dans la membrane cytoplasmique des cellules cibles

-la chute du potentiel de membrane menant a la perte de leur force proton motrice
-une rupture du métabolisme énergétique

- lI'arrét de la synthése de macromolécules qui conduisent a la mort des cellules cibles.

L'action des bactériocines sur les cellules cibles peut également entrainer des effets
bactériostatiques et sporostatiques (Gonzalez et al.1994, Daba et al, 1991, Tagg et al.1976)
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Figure 04 : les modeles de formation des pores (A) : pores en forme de coin, (B) : pore en
forme de tonneau en bois debout. (Moll et al, 1999)

I1.5.La production des bactériocines :

Les bactériocines sont produites a la fin de la phase exponentielle et au début de la phase
stationnaire de croissance. Elles peuvent ensuite étre dégradées par les protéases produites par
la bactérie lactique productrice (Savijoki et al, 2006), ou étre adsorbées a sa surface, ce qui
meéne a la baisse de la concentration de bactériocines dans la culture Les facteurs influencant
la production de bactériocines sont:

-La souche productrice
-la température

-le ph
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-la composition du milieu
-la technologie de la fermentation employée

L'optimisation de la croissance ne résulte pas forcément en l'optimisation de production des
bactériocines (Parente et al, 1999). Il a méme été suggéré que des conditions de croissance
défavorables permettent de stimuler leur production (Verluyten et al, 2004). Les températures
et PH optimaux de production sont souvent inférieurs a ceux optimaux pour la croissance.

La composition du milieu, particuliérement les sources et concentrations de carbone et d'azote
affectent fortement la production de bactériocines. Les bactéries lactiques productrices d
bactériocines nécessitent de nombreux nutriments pour leur croissance.(Aasen et al.,2000; Nel
et al.,2001 ;Mataragas et al,2004 ;Todorov et al.,2004; Verluyten et al, 2004). D'autres
études ont montré que la source de carbone et sa concentration est aussi un facteur important
dans l'optimisation de la croissance des bactériocines. (Leal-Sanchez al. 2002; Leroy et al.
2006; Chen et al. 2007; Anastasiadou et al. 2008)

I11.6.Facteurs limitant Pefficacité des bactériocines dans les aliments :

Selon Daeschel (1993) les facteurs pouvant limiter la production sont: la faible
production dans aliments, la perte de la capacité de production, I’infection de la souche
productrice par des bactériophages, et éventuellement I’antagonisme exercé par d’autres
micro-organismes. Alors que les facteurs limitant 1’efficacité des bactériocines sont :
I’apparition de bactéries pathogénes ou d’altération résistantes aux bactériocines,
I’inactivation par des protéases ou des processus d’oxydation, I’adsorption aux composants
alimentaires, I’inactivation par les additifs, la faible solubilité et la distribution irréguliere, et
instabilité face aux changements de ph (Schillinger et al, 1996)

I1.7.L’intérét des bactériocines:

Les bactériocines sont maintenant largement utilisées en science alimentaire pour
prolonger la durée de conservation des aliments (Ghrairi et al, 2012 ), qui inhibent l'infection
pathogene des maladies animales (van Heel et al, 2011) et l'industrie pharmaceutique et
médicale pour le traitement des cancers malins (Lancaster et al, 2007 ).

11.8.Application des bactériocine :
11.8.1. Technologie alimentaire :

Les bactériocines sont des additifs alimentaires naturels en raison de la présence de
bactéries productrices de bactériocines dans de nombreux types d'aliments depuis I'Antiquité,
tels que les fromages, les yaourts et la viande fermentée portugaise (Yang et al, 2012,
Todorov et al, 2014 ). Les bactériocines peuvent étre ajoutées sous forme de préparations de
bactériocines ou par inoculation directe de la souche productrice de bactériocine. La
préparation de bactériocine peut étre une bactériocine purifiée ou semi-purifiée ajoutée
comme conservateur alimentaire, telle que la nisine (Cotter et al, 2005 ).

Récemment, des bactériocines ont également été incorporées dans des films d'emballage pour
contréler les bactéries pathogéenes d'origine alimentaire assurant une libération graduelle des
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bactériocines dans la nourriture et évitant I'inactivation de la bactériocine par interaction avec
les composants alimentaires (Guerra et al, 2005) .

11.8.2. Exemples d’application de bactériocines en protection de produits carnés :

Tableau 04 : Exemples d’application de bactériocines en protection de produits carnés.

Bactériocine Application Conclusion Référence
Incorporation de | Inhibition de | Cutter et Siragusa
Nisine A nisine dans un film | bactéries indésirables | 1998
alimentaire dans des produits
carnés reconstitués
Addition Contrdle de | Aymerich et al, 2000
Entérocine d’entérocine a du | L.monocytogenes

jambon, du paté de la
saucisse de la viande
de porc ou de poulet .

dans diverses

conditions

Contréle de | Plus efficace que les | Jack et al, 1996
Piscicoline 126 L.monocytogenes bactériocines

dans la pate de | commerciales.

jambon par la

piscioline 126.

Controle  de la | Retard de la | Leisner et al, 1996
Leucocine A dégradation de | contamination de

produits carnés par
Leconostoc gelidum
UALI87 producteur

viande de bceuf par
Lactobacillus  sakei
pendant 8 semaines

de leucocine

Utilisation d’un | Inhibition et contrdle | Jacobsen et al.2003
Leeucocine A et C Leuconostoc carnosum | de la croissance de

producteur de | L.monocytogenes &

leucocines pour inhiber
L.monocytogenes dans
du cervelas

5% et 10°C pendant 4
semaines

11.8.3.effet de bactériocines sur la santé :

Ces dernieres années, plusieurs in vitro et in vivo ont montré que LAB bactériocines
présentent un effet protecteur dans le tractus gastro - intestinal (GIT) en excluant les agents
pathogenes ou la promotion de la colonisation intestinale (Corr et al, 2007, Dobson et
al. 2012 ; Kommineni et al, 2015).

Les infections gastro-intestinales sont une préoccupation majeure pour la santé humaine,
mais les antibiotiques ont un effet néfaste sur le microbiote intestinal. Par conséquent, l'effet
anti-infectieux des bactériocines productrices de LAB est une alternative prometteuse aux
antibiotiques, en particulier pour les cas particuliers ou d'autres méthodes ne sont pas
autorisées (par exemple, les femmes enceintes) (Hammami et al, 2013 ).
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I11. Les bactéries pathogeénes:
I11.1.Défénition :

Les bactéries pathogénes sont des bactéries qui ont la capacité de provoquer une maladie
chez leur héte (Homme, animal...), (Delarras., 2014), Les bactéries pathogénes contaminent
de nombreux produits alimentaires et peuvent constitue un grave danger pour leurs qualité et
leur conservation .plusieurs especes présentent un danger au point de vue sanitaires. (Joseph,
2003) Les bactéries pathogeénes sont a l'origine de toxi-infection alimentaire (intoxication) et
les maladies infectieuses d'origine alimentaire. (Isaac, 2009)

I11.2Classification des bactéries pathogénes :
111.2.1.Bactéries pathogenes spécifiques (BPS)

Bactéries pathogénes spécifiques (BPS) Ce sont des bactéries provoquant des maladies
cliniguement définies et physiopathologiquement spécifiques

On peut les diviser en deux groupes :
> 1°" Groupe : Les bactéries pathogénes spécifiques facultatives

Ces BPS facultatives peuvent se développer dans la nature. Sur la peau et les muqueuses de
I'homme ou des animaux

Tableau 05 : quelques principales bactéries pathogenes spécifiques facultatives. (Delarras.,
2014),

Bactéries pathogenes | Maladies spécifiques | Transmission et

spécifiques facultatives humaines contamination pour
I’homme

Listeria monocytogenes Listériose humaine d’origine | Produits de  charcuterie,

alimentaire et animale fromages crus a pates molle,

poissons fumés.....

Salmonella Typhi Fievre thyroide Eaux, aliments contamineés

Clostridium botulinum Botulisme animal et humain | Conserves ou semi conserves
mal préparées ou stérilisées
(fruits et légumes, jambon de
porc, poissons)
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> 2°™M Groupe : Les Bactéries pathogénes spécifiques obligatoires

Ces BPS obligatoires incapable de se multiplier en dehors d’un foyer infectieux

Tableau 06 : quelques principales bactéries pathogenes spécifique obligatoires (Delarras.,
2014),

bactéries pathogénes | Maladies spécifiques Transmission et
spécifiques obligatoire contamination pour
I’homme
Brucella melitensis Brucellose humaine ou fiévre | Consommation des aliments
de malte (homme: hbte | contamines
accidentel)
Mycobacterium tuberculosis | Tuberculose humaine Contamination surtout
(bacille de koch) aérienne par contact avec un
malade
Mycobacterium leprae | Lépre Transmission  directe ou
(bacille de Hansen) indirecte par les malades
(crachats, secrétions nasales)

111.2.2.Bactéries pathogenes opportunistes (BPO) :

Ce sont des bactéries commensales, parfois saprophytes, dont la présence dans un organisme
ne provoque pas habituellement une maladie, elle devient pathogénes dans des conditions
favorisantes telles que I’immunodépression.(Pebret ,2003)

Tableau 07 : Flores commensales normales humaines. (Delarras., 2014),

Flores Bactéries principales
Cutanée Staphylococcus, Corynebacterium
Rhino-buccale Staphylococcus, Sterptococcus,

Haemophilus, Neisseria, Enterobacteriaceae
et autres bactéries anaérobies non sporulées.

Intestinale Enterobacteriaceae, Staphylococcus,
Streptococcus , Clostridium, Bacteriodes et
autres bactéries anaérobies Gram-

Génitale (vaginale) Streptococcus  agalactiae, Lactobacillus
acidophilus (bacille de Doderlein)
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Tableau 08 : Flores exogéne (Delarras., 2014),

Flore exogéne d’origine diverse Bactéries principales

Eaux des vases a fleurs, éviers... Pseudomonas, Serratia
JAcinetobacter,Flavobacterium,
Achromobacter, Aeromonas

Eaux douces et marines Vibrio, Plesimonas
Animaux, ensilage de végétaux pour nourrir | Listeria
les animaux

111.3.Pouvoir pathogene des bactéries :

Le pouvoir pathogéne des bactéries s'exprime de deux processus différents : la contagiosité
et la toxigenese. .(jacxsens,2011)

I11.3.1.La contagiosité

La contagiosité est la capacité d'un microorganisme a se développer a l'intérieur d'un tissu
et a y déclencher des maladies.(jacxsens,2015) . Cette contagiosité se traduit par la capacité
des microorganismes a:

-se fixer a la surface du tissu et a y pénétrer;
-résister a la phagocytose;

-produire des enzymes agressifs

-se multiplier a l'intérieur du tissu.
111.3.2.La toxigenése.

De nombreux micro-organismes et en particulier des bactéries peuvent fabriquer des
toxines, véritables poisons qui sont souvent toxiques, voir mortels pour 'homme. On peut en
distinguer deux types :

111.3.2.1. Toxines protéiques ou Exotoxines :

Elles sont des protéines élaborées dans le cytoplasme des bactéries, puis elles sont général
libérées dans le milieu extracellulaire, elles sont principalement produites par des bactéries a
Gram+, mais aussi par quelques bactéries a Gram-(Delarras., 2014),, les exotoxines produites
par les bactéries responsables de la diphtérie, du tétanos et botulisme.(jacxsens,2011)
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Tableau 09 : bactérie a exotoxines protéiques (Delarras., 2014)

Bactéries Formes bactériennes Gram | Maladie
Vibrio cholerae Bacillus incurves en - choléra
vibrions
Staphylococcus aureus Cocci sphériques + Intoxication alimentaire

Corynebacterium diphteriae | Bacilles a extrémités enflées
«en massue» Oou «en + Diphtérie
haltére »

Yersinia pestis coccobacille - peste

111.3.2.2.Toxines Glucido-lipo-polypeptidiques ou Endotoxines :

Elles sont constituées de complexes de polysides. De lipide et de protéines qui sont
dénommés antigenes glucido-lipido-polypeptidiques ; ils seront libérés dans le milieu
extracellulaire apres lyse des bactéries en fin da croissance, (Delarras., 2014)

Les endotoxines provenant de la paroi cellulaire de bactéries gram-négatives elles provoquent

généralement de la fievre et des troubles circulatoires.(jacxsens,2015)

Ces toxines correspondent aux antigenes somatiques de bacilles a Gram : certaines
entérobactéries (Escherichia coli, Salmonella Typhi, Shigella autre que S. dysenteriae):

- Pseudomonas aeruginosa...
111.4.Principale bactérie pathogenes plus fréquente :
I11.4.1Salmonella :

Les salmonelles sont des bactéries a Gram négatif de la famille des entérobactériacées
anaérobie facultatives, capable de se multiplier a des températures comprises entre 5et 45°C et
des valeurs de pH de 4,5 a 9. Les salmonelles considérées comme des agents pathogénes
parmi les plus répandus, a la fois chez ’homme et chez les animaux. Elles sont a l'origine de
salmonellose qui l'une des toxi-infections alimentaires les plus courantes et les plus répandues
(Jomaa, 2007,Sperber et Schleupner,1987) les especes isolées les plus communes sont
salmonella typhirmurium et salmonella enteritidis (Levine et al, 1991)

Figure 05 : observation microscopique électronique de salmonella typhi et salmonella
infantis (Gx10000) (Prescott et al, 2003)
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111.4.2.Listeria monocytogenes :

Listeria monocytogenes appartiennent a la famille des listériaceae. Est un bacille (0.4a 0.5
pm de diametre et 0.5 & 2um de longueur) a gram positif non asporulé et non capsuleé.
Aérobie-anaérobie facultative. Elle est catalase positive et oxydase négative (Vazquez et al,
2001).. Listeria monocytogenes est la principale espéce pathogénes du genre listeria, cette
bactérie est a I'origine d’infection séveres chez la plupart des espéces animales, incluant
I’homme et les mammiféres, les oiseaux et les animaux a sang froid ,plus de la moitié des
infections a L.monocytogénes sont observées chez la femme enceinte. L’infection du systéme
nerveux central est fréquente chez le nouveau-né. (Denis., 2002), Listeria monocytogenes est
fréquente dans les produits laitiers souvent fortement contaminés : lait cru (45 % de
contamination), fromages tant au lait cru .On retrouve également Listeria monocytogenes dans
les produits carnés (contamination de 41 % des viandes hachées surgelées 32 % des produits
de charcuterie crue, 60 % des poissons fumés) ainsi que dans les produits de la mer et les
légumes, salades ou champignons. Cette bactérie est un psychrophile se développant a
température inferieure a 4°C. (Flandrois., 1997)

Figure 06 : observation microscopique électronique de Listeria monocytogenes (Denis, 2002)
111.4.3.Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus est une bactérie sphérique a Gram positif, aérobie ou anaérobie
facultative. Toutes les souches sont coagulase positive et fermentent le glucose, et quelques-
unes.son habitat naturel est la peau et les muqueuse de ’homme et des animaux.( Hans .,
1988), elle produit diverses toxines dont des entérotoxines de différents types antigéniques (A
a F). Provoquant une intoxication alimentaire ou toxi-infection alimentaire, il peut étre
responsables d’infection cutanées (impétigo,furoncles...) ,de la sphére ORL (sinusites,
otites...), d'infections diverses et d'infections septicémiques redoutables. D’infections
nosocomiales. (Delarras., 2010)
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Figure 07 : Aspect morphologique de la souche de Staphylococcus aureus observée au
microscope électronique (Leyral et Vierling, 2007)

111.4.4.Escherichia coli :

Escherichia coli sont des bacilles ou coccobacilles Gram-, anaerobie facultatives,
oxydase- catalase+ asporulés. lls réduisent les nitrates en nitrites, ils fermentent le glucose
(Joseph; 2003), Escherichia coli ou « colibacille » est I'ndte normal de I'intestin de I'nomme
et des animaux a sang chaud c'est un coliforme fécal, germe indicateur de contamination
fecale dans les eaux et les aliments

Les souches d'Escherichia coli responsables d'infections chez I'nomme sont différentes de
celles qui constituent l'espéce dominante de la flore intestinale aérobie des adultes et des
enfants . (Delarras., 2010)

Différents groupes ou classes d'Escherichia coli, sont impliqués dans des syndromes
diarrhéiques chez I'nomme et les jeunes enfants dans les pays en voie développement (PVD)
ou les pays développés selon les cas:

- Escherichia coli entérohémorragiques (ETEC ou ECET), agent de la diarrhée du voyageur et
de diarrhées infantiles, I’infection faisant suite a la consommation d'eau ou d'un aliment
contaminé

- Escherichia coli entéropathogéne (EPEC ou ECEP), agents de gastro-entérites infantiles....
- Escherichia coli entérohémorragique (EHEC). Agents de colites hémorragiques. ..

- Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines, dénommees Shiga-toxin-producing E.coli
(STEC)
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Figure 08 : Escherichia coli observée au microscope électronique (Gx10000) (Goubau et
pellegrims, 2000).

111.4.5.Pseudomonas aeruginosa :

Est un bacille a Gram négatif, aérobie strict a flagelle polaire, est un genre présent dans
I’environnement on le trouve dans les milieux humides. A I’hopital, ce germe est répandu
dans le milieu type d’environnement (robinet, éviers, douches, surface des thermométres
buccaux, humidificateurs...), par ailleurs, cette bactérie peut vivre en commensale de
I’homme au niveau du tube digestif. Elles contaminent les produits alimentaires qu'elles
peuvent dégrader de facon important. lls se multiplient bien sur milieu ordinaires étant
mésophiles ou psychrophiles, Pseudomonas aeruginosa est un germe typique des infections
nosocomiales ¢’est donc une bactérie pathogéne « opportuniste ». (Flandrois., 1997)

Pseudomonas aeruginosa est exceptionnellement l'agent de gastro-entérites (vomissement,
diarrhées, crampes abdominales). A partir d'aliments contaminés par des lésions cutanées ou
plus rarement des feces et elle est parfois rencontrée dans I'eau conditionnée. Elle possede au
moins six toxines (Joseph; 2003)

Figure 09 : Observation de cellules p.aeruginosa entiéres vu avec le microscope électronique
a balayage (Pommerville,2017)
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I. Matériel et Méthode

% Objectif :
Cing souches de bactéries lactiques et quatre souches pathogénes ont été utilisées.
Dont la réalisation des objectifs suivants :
v’ Caractérisation et pré-identification des bactéries lactiques
v De mettre en évidence la production des bactériocines chez les bactéries lactiques
et leurs effets sur les bactéries pathogenes
v Déterminer la Caractérisation de la nature de I’agent inhibiteur

% Site d’étude :
Ce travail a été réalisé au laboratoire de recherche de Microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de l'université de Mostaganem.

1.1.Milieux de culture :

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

I.2.matériel biologique :

% Bactérie lactique : tableau x : les bactéries lactiques et leurs références
Lactobacillus plantarum KP178099 origine lait de chamelle (4.18)
Enterococcus faecium CP013994, origine lait de chamelle (4.19)
Enterococcus faecium KT124593 origine lait de vache (35)
Enterococcus faecium KF303433 origine lait de vache (14.2)
Enterococcus lactis JQ806726 origine lait de chévre (10)

% Bactéries pathogenes :
Staphylococcus aureus ATCC 25922 provienne d’Hopital d’Oran.
E.Coli ATCC 25922 provienne d’Hopital d’Oran.
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 provienne d’Hopital d’Oran.

Candida albicans ATCC 10231 Institut pasteur.

I1.Méthodes :

I1.1.Revivification et purification des cultures des bactéries lactiques :

Les souches lactiques étaient conservées dans le glycérol a -20°C, aprés décongélation
elles sont Revivifiées dans le milieu MRS liquide puis incubées pendant 24 & 48h a 37°C.
La purification des souches revivifiées est réalisée par repiquages successifs, alternant le
milieu sélectif MRS liquide et solide par la méthode des stries et ’incubation est faite a 37°C
pendant 24 a 48h (Guiraud, 1998).
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La pureté des souches est révélée par des colonies homogénes ayant le méme aspect extérieur
(couleur, taille et forme) (Guiraud, 2004) ces colonies pures sont retenues pour la suite de
I’étude.

11.2.conservation a courte durée des souches
11.2.1.conservation a courte durée des souches :

Les souches pures lactiques ont été pris et ensemencées sur le milieu MRS solide
incliné. Aprés croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le
renouvellement des souches se fait par repiquage tous les 15 jours (Badis et al, 2005).

11.2.2.conservation a longue durée :

A partir des jeunes cultures (18-48 h) sur milieu liquide, les cellules sont récupérées par
centrifugation & 4000 t/min pendant 10 min. Une fois le surnageant élimine, on ajoute le
milieu de culture de conservation sur le culot. Le milieu de conservation contient du lait
écrémé, 0,2 % d’extrait de levure et 30 % de glycérol. Les cultures sont conservées en
suspension dense et en tubes Eppendorfs a -20°C. Indiquent que des suspensions tres
concentrees resistent mieux a la congelation. En cas de besoin, les cultures sont repiquées
dans le lait écrémé a 0,5 % d’extrait de levure, avant utilisation ( Saidi et al , 2002 ) .

11.3.Confirmation de I’identité des souches lactiques :

L’identification a été établie en se basant sur des caractéres morphologiques et divers
caractéres biochimiques, Parmi eux: production d’enzymes, température de croissance,
production de gaz carbonique, fermentation de divers sucres.

11.3.1Tests morphologiques :
A-L’aspect macroscopique :

Cette étude est basée sur I’observation visuelle de la culture des isolats, apres la
croissance des souches on a observé 1°‘aspect des colonies (la taille, la forme, la couleur) sur
milieu MRS solide ainsi la détection des troubles dans le bouillon MRS (Badis et al, 2005).

B-L’aspect microscopique :

L'observation microscopique au grossissement (G x100) permet de classer les bactéries
selon leur Gram, leur morphologie cellulaire, leur mode d'association (Joffin et Leyral,
1996).

> Coloration de Gram :

Nécessaire a l'observation microscopique car elle nous oriente suite aux formes
observées vers les démarches a suivre pour les autres tests. Cette étape sert a colorer les
bactéries Gram en rose et les Gram en violet.
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11.3.2.Tests physiologiques et biochimiques :
» Test catalase :

La catalase est une enzyme capable de dégrader le peroxyde d'hydrogéne H>O> en eau
et oxygene; c'est une enzyme sécrétée par les bactéries anaérobies strictes ou facultatives, elle
catalyse la réaction suivante:

H(O» — » H O+

La recherche de la catalase se fait par la mise en contact d'une colonie bien isolée avec une
goutte d'eau oxygéné; un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles
traduit la décomposition de I'eau oxygéné sous l'action de la catalase (Guiraud, 1998).

» Croissance en milieu hyper salé : (Annexe)

On teste I’aptitude des bactéries lactiques a croitre dans un milieu salé a différentes
concentration de chlorure de sodium, ce test peut donner des renseignements précieux
pour I’identification des isolats.

Pour cela, des souches pures et jeunes sont ensemencees dans le bouillon MRS contenant
4% (4g de NaCl par 100 ml de milieu) et 6.5% de NaCl, I’incubation se fait a 37 °C durant 24-48h
.(GUIRAUD. 2003)

» Croissance a différentes températures :

Des cultures sont ensemencées sur bouillon MRS et incubées pendant 5 jours et sont
incubées a des températures différentes 4°C, 30°C ,37°C et 45°C (Guessas et Kihal,
2004) La croissance est exprimee par le trouble du milieu et I'apparition du dépét au fond
du tube.

» Testde Thermorésistante :
On a ensemencé les isolats dans de MRS liquide puis ils subissent un chauffage a
60°C au bain marie pendant 30 min puis on a incuber a 37 °C pendant 24h a 48h (Badis et
al, 2004)

» Type fermentaire
Le but de ce test est de déterminer les bactéries hétérofermentaires ou
homofermentaires. La méthode se fonde sur l‘ensemencement des cultures jeunes des
souches lactiques pures (incubées a 30°C/18h) dans un tube contenant bouillon MRS
pourvu d‘une cloche de Durham et incube a 30°C/24h. Si la bactérie est hetérofermentaire
le CO2 dégagé s‘accumule dans la cloche (Badis et al, 2005).

> La croissance sur le lait «bleu de Sherman» (Annexe)

Le milieu utilisé est le lait écrémé contenu dans des tubes a essais de 9mL ; 1mL
d’une solution de bleu de méthyléne a 0,3% et 0,1% sont ajoutés dans chaque tube. Le
milieu est ensemencé avec les souches a tester et incubé a 37°C durant 48 heures (Carr et
al, 2002 ; Mathara et al, 2004).
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> Etude du métabolisme azoté (recherche de I’arginine déhydrolase (ADH)) (Annexe)

Le milieu utilisé pour ce test contient un indicateur de pH qui est le pourpre
bromocrésol. Les bactéries qui posseédent I’ADH (Arginine déshydrogénase) vont acidifier le
milieu en fermentant le lactose (le BCP va virer au jaune), puis en déshydratant ’arginine,
elles vont ré-alcaliniser le milieu et de ce fait la couleur du BCP redeviendra violette. Les
bactéries qui ne possedent pas cette enzyme vont seulement acidifier le milieu (Thomas,
1973).

» Etude du profil fermentaire
Certainement les bactéries lactiques dégradent différentes sources de carbone. Ce
test a été réalisé sur le bouillon MRS BCP dépourvu de 1‘extrait de viande et sans glucose
(Annexe), Les sucres que nous avons utilisés sont : Glucose, Cellubiose, Mannitol,
Leuvilose, Rhamnose, Rafinose, Xylose, Galactose, Adonitol, Arabinose et Sorbitol

La suspension bactérienne est obtenue a partir d'une préculture sur milieu MRS qui est incubé
a 37°C pendant 18 heures. 2 mL de la culture jeune était centrifugé a 5000 trs/min pendant 5
min. Le culot contenant les cellules bactériennes est ensuite lavé deux fois avec de I’eau
physiologique, Ensuite, 2mL de MRS/M17 + BCP (milieu MRS sans sucre avec un indicateur
de pH : le pourpre de bromocrésol a 0,004% (p/v)) sont ajoutés au culot ce qui représente
I'inoculum.ensuite les 12 sucres sont répartis séparément dans des tubes contenant Milieu
MRS BCP+ culot, Les conditions d’anaérobiose sont assurées par ajout d’une couche d’huile
de paraffine a la surface et I’incubation se fait dans des conditions optimales 37°C, pendant 48
heures (Guessas et Kihal, 2004), le virage de la couleur du milieu du violet au jaune explique
un résultat positif.

» Production de dextrane :
La production du dextrane a partir du saccharose est mise en évidence sur milieu
solide MSE (Annexe) (Mayeux et al, 1962), les souches productrice de dextrane sont
caractérisees par la formation des colonies larges, visqueuses et gluantes.

» Utilisation du citrate :

L'utilisation du citrate a été étudiée sur milieu kempler et Mc kay (Annexe). Ce
milieu contient une solution de ferrocyanure de potassium et une solution de citrate
ferrique. La présence du citrate dans le milieu inhibe la réaction entre I'ion ferrique et le
potassium ferrocyanide. Les colonies qui ont fermentées le citrate ont lancées la réaction
entre ces ions, il en résulte la formation de colonies bleues ou ayant un centre bleu (aprés
18 h 72 h d'incubation) (kempler et Mc kay, 1980).

Les colonies incapables a fermentées le citrate restent blanches.
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» Production d’Acétoine :
La recherche de l'acétoine est testée par la réaction de Voges Proskauer (VP)
(Harrigan et McCance, 1976; Zourari et al, 1991 Facklam et Elliot, 1995) apres une
culture de 24h a 30°C sur milieu Clark et Lubs (Annexe).

Ajouter 5 gouttes du réactif VPI (solution de soude NaOH a 16 % dans 1’eau distillée) et le
méme volume du réactif VP2 (alpha - naphtol a 6 % dans l'alcool a 95 °C), agiter
soigneusement les tubes et attendre un temps maximum de 10 min. La présence d'acétoine se
traduit par une coloration rose en surface mais pouvant diffuser dans tout le milieu.

I1.4.Etude de I’activité antimicrobienne des souches lactiques :
11.4.1. Préparation de la pré-culture bactérienne :

Chaque souche lactique ont été ensemencées dans les milieux MRS liquides a pH 6,8 puis les
incubées a 37°C pendant 24H (Labioui et al, 2005).

11.4.2.Préparation de I’extrait de bactériocine :

Apreés incubation de la culture bactérienne, la récupération du surnageant qui contient I'extrait
brut de bacteriocine se fait par centrifugation a 4000g pendant 20min, puis il se conserve a
4°C (la neutralisation de l'extrait permet d¢liminer I'effet des acides organiques). Ensuite,
I’extrait est filtré sur filtre millipore stérile de diamétre 0,22um (Tagg et al, 1976)

11.4.3. Préparation de pre-culture de la bactérie test (pathogeéne) :

Avant I'utilisation de la souche pathogéne, celle-ci est cultivée a 37 +1°C sur 10mL de
bouillon nutritif (Annexe), pendant 18 a 24 heures. La culture d’une nuit obtenue servirait
d’inoculum.

11.4.4.essai de ’activité de bactériocine dans le milieu liquide :
11.4.4.1.Méthodes des puits :

Cette méthode est réalisée sur les bactéries lactiques inhibitrices possédant les plus
grande zones d'inhibition montrant la présence de substances inhibitrices, ces substances
peuvent diffuser dans un milieu de culture solide Les bactéries lactiques sont repiquées dans
du milieu MRS liquide et incubées pendant une période de 18h a 37°C. Apreés incubation une
centrifugation réfrigérée (4°C) est réalisée a 4000 tr/min pendant 15 min.

Des puits de 5 mm de diametre sont creusés stérilement a l'aide d'un emporte-piéce
(cloche de Durham) sur milieu Moller Hinton Agar (Annexe) inoculé par la souche
indicatrice (pathogene) et seront remplies avec 100 uL du surnageant de culture ou d'extrait
cellulaire. Les boites de Pétri sont mises a une température de +4°C/4h pour permettre la
bonne diffusion de la substance antibactérienne (Doumandji et al, 2010). Les boites sont
incubées a 37°C et la présence de zones d'inhibition formées autour des puits est examinée
aprés 24h d'incubation (Hwanhlem et al, 2011).
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Figure 10 : Méthode de de détection de I’antagonisme bactérien en milieu liquide, méthode
de diffusion en puits de Tagg et Mc Given (1971)

11.4.5.essai de Pactivité de bactériocine dans le milieu solide :
11.4.5.1.méthode de doble couche

La détection en milieu solide de 1’antagonisme bactérien est réalisée selon la méthode
décrite par Tagg et al (1976), A partir des boites d'isolement, plusieurs colonies par
échantillon et par milieu de culture (MRS) sont transférées, a l'aide de cure-dents stériles,
dans des boites de Pétri en réplique contenant le méme milieu tamponné (tampon phosphate
0,1 M, pH 7,0). L'ensemble des boites de Pétri est incubé a 30°C pendant 16 a 24 h. Pour
chaque milieu de culture, I'une des boites répliques est maintenue a 4°C, tandis que les autres
boites sont recouvertes par la sur-couche contenant le micro-organisme indicateur. Apres
solidification et une pré- incubation de 2 h a 4°C, les boites sont incubées a la température
optimale de croissance de la souche indicatrice pendant 16 a 24 h. Les boites sont ensuite
examinées pour la formation des zones d'inhibition de la souche indicatrice autour des
colonies (Figure 10).
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Colonies avec zones d'inhibition
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les bactéries lactiques
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Figure 11 : Méthode de détection de ’antagonisme bactérien en milieu solide, méthode de
double couche (Guessas,2007)

11.5.Caractérisation de la nature de I’agent inhibiteur
11.5.1. Effet des enzymes proteolytiques :

Les bactéries lactiques sécretent les bactériocines dans le milieu extracellulaire d’ou
I’intérét de rechercher de ces substances dans les surnageants de culture. Les bactériocines qui
sont des substances protéiques, sont dégradées par des enzymes protéolytiques
(Klaenhammer, 1993).

L'effet des enzymes protéolytiques a été déterminé selon la méthode décrite par
Hirsch (1979), 10 uL de lI'enzyme [trypsine, pepsine, lysozyme (1 mg/ml, préparé dans 50
mM Tris-HCL, pH 8.0)], tous les enzymes ont été dissoute dans la solution tampon, elles ont
ajoutées au surnageant brut actif, Charger les puits avec 70uL des solutions suivantes :,
surnageant sans enzyme et surnageant avec enzyme des boites déja ensemencées par la souche
pathogene. Laisser diffuser lheure a la paillasse, puis incuber 24 heures a 37°C.

11.5.2.Effet de la température

Pour I’effet de la chaleur sur I’activité des extraits, un surnageant de chaque culture
des souches bactériocinogenes a été chauffé a 100°C pendant 15 minutes, 20 minutes, 30
minutes. Apres refroidissement, 1’activité antibactérienne a été vérifiée vis-a-vis de la souche
pathogene par la méthode de diffusion en puits (Tagg et Mc Given, 1971).

11.5.3. Effets du ph :

La sensibilit¢ du pH sur D’activité des bactériocines a été évaluée en ajustant les
surnageants des cultures lactiques a un intervalle de pH acides ou basique se situant de 2.4 ,
4.6 , 7, 9, en utilisant du NaOH 1N ou HCI 1N puis tester leur activité antibactérienne
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(Albano et al, 2007). La lecture des résultats se fait par comparaison, de I’effet inhibiteur des
surnageants traités et non traités.
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Résultats et discussion :
I. Revivification et purification

Apreés la revivification et purification de nos souches lactiques obtenues par plusieurs
repiquages successifs sur milieu MRS (alternant milieu solide et milieu liquide), on a obtenu
des souches pures, les colonies sont d'un aspect (couleur, taille et forme) typique et
homogeénes.

I1. Confirmation de I’identité des souches lactiques :

Lors de cette étude la confirmation de I'identité des souches est faite par les procédures
phénotypiques conventionnelles basées sur les tests morphologiques, physiologiques et
biochimiques (Carr et al, 2002).

I1. Etude morphologique :
» Critéres macroscopique :

La caractérisation macroscopique, permet de décrire I'aspect des colonies obtenues sur
milieu solide MRS (Ana Belen florez et al, 2006) et de déterminer les critéres relatifs aux
colonies des bactéries lactiques (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosité), Pour les
isolats testés, on a observe sur milieu solide des petites colonies d'environ 1mm de diameétre,
de forme lenticulaire de couleur blanchéatres ou laiteuse , avec une surface lisse et un contour
circulaire régulier (figurell), La croissance en milieu MRS liquide est caractérisée par
I'apparition du trouble (figure 12).

Figure 12 : aspect lenticulaire de couleurs blanches des colonies des bactéries lactiques sur
milieu MRS solide aprés incubation a 30°C pendant 24h
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Tableau 10 : les caractéres macroscopiques des 5 souches des bactéries lactiques

Code de Souche Couleur taille Aspect
Ent.JQ806726 Blanchatre Petite lenticulaire
Ent. K|132>03433 Laiteuse Petite lenticulaire
Ent.l<11%.1224593 Blanchatre petite lenticulaire
Ent. C?I;’E())13994 Blanchatre Petite lenticulaire
Lac.él.{1278099 Blanchatre Petite lenticulaire

Figure 13 : Aspect des souches lactiques pures en milieu MRS liquide
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> Critéres microscopiques :

L’observation microscopique a montré que toutes les souches sont gram positif, il y
a des souches se présentent sous forme de coques disposés en diplocoques et de forme
batonnets aux extrémités arrondies regroupées en paire (figure 13)

Figure 14 : resultats de Coloration de Gram des souches lactiques.

A : Enterococcus faecium, Gram + B : Lactobacillus plantarum, Gram+

Tableau 11 : critéres morphologiques le Gram des 05 souches des bactéries lactiques

Code de Souche Gram Forme Mode d’association
Ent.JQ806726 + cocci Diplocoques et en
10 courte chaines
Ent.KF303433 + cocci Diplocoques
14.2
Ent.KT124593 + cocci Diplocoques et en
35 courte chaine
Ent. CP013994 + cocci Diplocoques
4.19
Lac.KP178099 + batonnets aux | En chaines et en
4.18 extrémités arrondies | diplobacilles
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11.1.Tests physiologiques et biochimiques :
» Test de la catalase

Toutes les souches lactiques ne possedent pas I’activité catalasique (absence de
dégagement gazeux (O2), donc elles sont dites catalase négatives.

» Croissance en milieu hyper salé :

Les cing souches sont capables de croitre sur le bouillon MRS avec des concentrations
de 4% et 6.5% de NaCl, se traduit par I’apparition d’un trouble (figure 14)

(@) (b)

Figure 15 : les bactéries lactiques poussent dans le bouillon MRS avec des concentrations 4%
(@), et 6.5% (b) de NaCl

» Croissance a différentes températures :

Toutes les bactéries poussent dans les températures : 4°C (apres 06 jours), 30°C et
37°C (apres 24h), 45 °C (aprés 48h) Ce qui confirme qu’on a des souches Thermophiles
(tableau 12)

» Testde Thermoreésistante :
Toutes Les souches lactiques, poussent dans bouillon MRS apres une traitement
thermique pendant 30 min & 60°C . Ce qui confirme que ces souches sont
thermophiles.(tableau 12)
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Tableaux 12: représente les résultats des tests de catalase, Croissance a différentes
températures, Thermorésistante, Croissance en milieu hyper salé.

Souches Cluture | Cluture | Cluture Thermoreésistante
a 30°C a37°C a45°C 60°C
Ent.JQ806726 + + + Thermophile +
10
Ent.KF303433 + + + Thermophile +
14.2
Ent.KT124593 + + + Thermophile +
35
Ent. CP013994 + + + Thermophile +
4.19
Lac.KP178099 + + + Thermophile +
4.18

» Type fermentaire

Ce test nous a permis de différencier entre les souches homofermentaires et les
souches. Hétérofermentaires en utilisant un milieu MRS stérile qui contient une cloche de
Durham, ( Badis et al, 2005),Aucune production du gaz (CO2) (Figure 15) a partir du
glucose n'a été observée chez les cing isolats, ainsi elles sont considérées comme
homofermentaires (Tableau 13)
D apres I‘explication de (Atlan et al, 2008) que les bactéries lactiques selon leurs genres
ou especes utilisent I‘une des deux voies du metabolisme des sucres (Figure 15), soit la
voies homofermentaire (Embden- Meyerhof-Parnas, EMP) ou hétérofermentaire (voie des
pentoses-phosphate).

Figure 16 : le test du type fermentaire des differentes souches lactiques
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Tableau 13 : représente les résultats du test du type fermentaire sur MRS liquide

Souches Homofermentaires Hétérofermentaires
Ent.JQ806726 + -
10
Ent.KF303433 + -
14.2
Ent.KT124593 + -
35
Ent. CP013994 + -
419
Lac.KP178099 + -
418

» La croissance sur le lait «bleu de Sherman»

Toutes les souches possedent résultat négative pour la croissance dans 0.3 % pour lait de
Sherman, méme aussi dans 0.1 % ne représentent aucune croissance dans de lait de Sherman
(Figurel6), donc elles sont sensibles de croitre en présence de BM. (Guiraud 1998)

Figure 17 : le test croissance sur le lait «bleu de Sherman»

» Testde I’ADH :

L’activité da I’arginine déshydrogénase effectuée sur les cing souches lactiques, sur
milieu M16 BCP a révélé que toutes les souches ont la capacité d’hydrolyser I’arginine, car
elles possedent ADH (ADH déhydrolase), donc on dit elles ADH positive. (Figure 17). La
couleur jaune indique la dégradation de lactose et NH3 résponsable de la réalcanisation du
milieu et I“apparition de la couleur violet et absent (Zarour K. 2010).
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Figure 18 : Résultats du test de I’arginine (ADH) arginine déshydrogénase

Tableau 14 : représente les résultats du test de I’arginine (ADH) des isolats retenus.

Souches ADH
Ent.JQ806726 | +
10
Ent.KF303433 | +
14.2
Ent.KT124593 +
35
Ent. CP013994 +
419
Lac.KP178099 +
4.18

» Etude du profil fermentaire

La détermination des genres et des especes bactériennes, réside essentiellement dans
leur capacité a fermenter les sucres en acide lactique et autres acides organiques. L'analyse
des profils fermentaires (tableau 15) révele une diversité métabolique des carbohydrates chez
les isolats retenus. (Figure 18)
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Tableau 15 : profils fermentaire des sucres par les souches étudie.

Souches
Lac.KP178099 | Ent. CP013994 | Ent.KT124593 | Ent.KF303433 | Ent.JQ806726
4.18 4.19 35 14.2 10
Sucres
Galactose + + + + +
Raffinose + + + + +
Rhamnose - + + + +
Glucose + + + + +
Arabinose + + + + +
Sorbitol - - - + -
Leuvilose + + + + +
Mannitol + + + + +
Cellubiose |+ + + + +
Adonitol - - - - -
Xylose - - - - -

Dapreés les résultats de tableau 15 et la figure 18. , nous distinguons le virage de milieu
du violet au jaune et cela indique que la souche lactique a pu utiliser cette source de carbones
lors de sa croissance (Bauer et al, 2009).

L'identification des souches est basée sur les profils des souches de référence selon les
travaux de : Leveau et al, 1991 Larpent, J-P, 1996 ;Bjokroth J. et Holzapfel W. 2006 ;
Devoyod J.J. et Poullain F,.1988 ; Teuber M. Geis A.,2006 ; Hammes W.P. et Hertel
C.,2006.

Les souches qui fermentent le mannitol, et le raffinose, sont identifiées comme Lb.
plantarum (Schillinger et Licke, 1987), Enterococcus faecium est différencié des autres
especes d'entérocoques, par ses plus grandes capacités cataboliques de sucre, donc Les
souches d’entérocoques qui fermentent arabinose ou mannitol, , sont identifiées comme
Enterococcus faecium ( B C Weimer,.2007).

Figure 19 : résultats de test de profil fermentaire des souches étudié

Violet : absence de dégradation-| jaune: dégradation des sucres +
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» Production de dextrane :

L'activité des dextrane-sucrases des souches lactiques a pour résultat la formation de
dextranes et d'oligosaccharides (Robyt et Walseth, 1978).

Tous Les souches lactiques ensemencées sur le milieu MSE ne sont pas productrices
de dextrane cela indique qu‘elles ne possédent pas lI‘enzyme responsable a la synthése des
exopolysaccharide.

Absence des colonies larges, visqueuses et
"gluantes

Figure 20 : résultat de test de production du dextrane

Tableau 16 : représente résultat de test de production du dextrane

Souches Dextrane
Lac.KP178099 -

418

Ent. CP013994 -

419

Ent.KT124593 -

35

Ent.KF303433 -
14.2
Ent.JQ806726 -
10

» Utilisation du citrate :

Toutes Les souches lactiques ont révélé un résultat positif pour la production de
citrate
, Selon Kihel et al, (1996); la présence de citrate dans le milieu inhibe la réaction entre
I‘ion de fer et ferricyanure de potassium. Les colonies qui ferment le citrate lancent la
réaction entre ces ions (il en résulte des colonies bleues avec un centre bleu foncé).
La premiere enzyme induite dans le métabolisme du citrate est le citrate perméase
(Harvey et Collins, 1962).
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Figure 21 : test de citrate sur le milieu KMK ( kempler et Mc kay)
Citrate +

Tableau 17 : représente résultats de test de production de citrate

Souches Citrate
Lac.KP178099 +
4,18
Ent. CP013994 +
419
Ent.KT124593 +
35
Ent.KF303433 +
14.2
Ent.JQ806726 +
10

> Production d’Acétoine :

La production d’acétoine se traduit par I’apparition d’un complexe rose (Bourel, et al,
2001), Toutes Les souches lactiques ont révélé un résultat négatif. (tableau 18), donc y’a de
production d’acétoine .

Tableau 18 : représente le résultat de test de production d’acétoine

Souches Acétoine
Lac.KP178099 -

418

Ent. CP013994 -

419

Ent.KT124593 -

35

Ent.KF303433 -
142
Ent.JQ806726 ;
10
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Candida albicans Ecoli

Figure 23 : aspects microscopiques des souches pathogénes utilisées
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I11. Etude de I’activité antimicrobienne des souches lactiques :
I11.1.Essai de I’activité de bactériocine dans le milieu liquide « Méthodes des puits » :

Le principe était de chercher I‘effet inhibiteur des souches productrices dans leur surnageant
de culture. Nous avons remarqué que cette activité inhibitrice est présente dans le surnageant
(figure 23).

Les bacteriocines produites par les bactéries lactiques ont une activité inhibitrice dirigée
seulment contre staphylococcus aureus, mais dans certains cas, cette activité est nulle.
(Tableau 19) L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est supérieure a 1 mm (Schillinger et
Lucke, 1989)

Tableaux 19 : représente Le diameétre des zones d’inhibition des souches pathogénes
« méthode des puits »
Souches pathogénes Staphylococcus | Ecoli Candida Pseudomonas
aureus ATCC 25922 albicans aeroginosa
ATCC 25923 ATCC 10231 ATCC 27853
ype de surnageant
Lac.KP178099 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
4.18
Ent. CP013994 12 mm 0 mm 0 mm 0 mm
4.19
Ent.KT124593 11 mm 0 mm 0 mm 0 mm
35
Ent.KF303433 12 mm 0 mm 0 mm 0 mm
14.2
Ent.JQ806726 10 mm 0mm 0mm 0mm
10
" Zone
d’inhibition

Figure 24: résultats de I’activité de bactériocine dans le milieu liquide « Méthodes des
puits » contre souche pathogéne staphylococcus aureus
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staphylococcus aureus
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Figure 25 : histogramme représente résultats de I’activité de bactériocine dans le
milieu liquide « Méthodes des puits » contre souche pathogéne staphylococcus aureus

I11.2.Essai de I’activité de bactériocine dans le milieu solide « méthode de doble
couche » :

La méthode par diffusion sur milieu solide (Fleming et al, 1975) est utilisée pour la
détection des inhibitions; elle se traduit par la formation d'un halo autour des les souches
lactiques ensemencées, les résultats obtenus ont révélé la présence de zone d’inhibition, elles
sont claires avec des bordures bien distinctes, avec des plages d’inhibition variables (entre 12
et 20mm) (tableau 20) donc ont une activité inhibitrice vis-a-vis des souches pathogenes sauf
candida albicans elles ne ont pas un effet inhibitrice sur elle, ces résultats confirme que ces
souches lactiques ont la capacité de produire substance antibactérienne (acide organique,
peroxyde d’hydrogéne) inhibiteurs de micro-organismes indésirables. Les zones d’inhibition
sont grandes (figure 25) comparativement aux zones d’inhibitions observées dans la méthode
des puits.

Tableau 20: représente Le diamétre des zones d’inhibition des souches pathogenes
« méthode de double couche »

Souches pathogénes ~| Staphylococ | Ecoli Candida Pseudomonas
cus aureus | ATCC 25922 albicans aeroginosa
Zope de ATCC ATCC 10231 ATCC 27853
surnageant 25923

Lac.KP178099 13 mm 17 mm 0mm 18 mm

4.18

Ent. CP013994 12 mm 15 mm 0 mm 15 mm

4.19

Ent.KT124593 12 mm 20 mm 0mm 20 mm

35

Ent.KF303433 15 mm 18 mm 0 mm 18 mm

14.2

Ent.JQ806726 19 mm 17 mm 0mm 16 mm

10
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(@) (b) (©)
Figure 26 : résultats de la méthode de double couche

a : staphylococcus aureus, b : Ecoli, ¢ : Pseudomonas aeroginosa

I11.3.Caracteérisation de la nature de I’agent inhibiteur
111.3.1.Résultat d’effet des enzymes protéolytiques :

La confirmation de la nature peptidique d’une substance produite par une souche lactique
est réalisée en utilisant la pepsine et la trypsine (Chen et Hoover, 2003 ; Makhloufi et al,
2011).

Pour les cing souches lactiques, on a remarqué que l'activité antibactérienne des
surnageants vis-a-vis des souches pathogénes a disparu apres l'action des enzymes
protéolytiques en comparaison avec le surnageant non traité.. trypsine altere complétement
I’activité antagoniste des substances inhibitrices contenues dans les surnageants, pepsine
affecte I’activité inhibitrice de toutes les cultures lactiques testées . lysozyme altére I’activité
antagoniste des substances inhibitrices contenues dans les surnageants des 3 souches lactiques
(figure 26).

Selon (Callewaert et de Vuyst, 2000 et Aslim et al, 2005) le halo d'inhibition disparait en
présence de l'action d'une enzyme protéolytique, I'agent inhibiteur est de nature proteique,
Mais s'il persiste apres I'action des enzymes utilisées, il y a une forte probabilité pour que
I'agent ne soit pas de nature protéique c'est-a-dire une bactériocine. Donc La perte de l'activité
antimicrobienne aprés traitement avec des enzymes indique la sensibilité des composés actifs
sécrétés par les souches mises en culture.
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Tableau 21 : représente révélé I’action d’enzyme protéolytique « lysozyme» sur I’activité
antimicrobienne des extraits bruts sur la croissance des souches pathogenes

Souches Staphylococcus | Ecoli Candida Pseudomonas

pathogénes aureus ATCC 25922 albicans aeroginosa
ATCC 25923 ATCC 10231 ATCC 27853

Type de
rnageant

Lac.KP178099 | 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

4.18

Ent. CP013994 | 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

4.19

Ent.KT124593 | 11 mm 0 mm 0 mm 0 mm

35

Ent.KF303433 | 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

14.2

Ent.JQ806726 | 10 mm 0mm 0mm 0 mm

10

Zone d’inhibition

Figure 27: I’action d’enzyme protéolytique « lysozyme» sur I’activité antimicrobienne des
extraits bruts sur la croissance de staphylococcus aureus
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staphylococcus aureus
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Figure 28 : histogramme représente I’action d’enzyme protéolytique « lysozyme» sur I’activité
antimicrobienne des extraits bruts sur la croissance de souches pathogéne staphylococcus
aureus

111.3.2.Effet de la température :

Apres avoir exposé les extraits des bactéries lactiques & un traitement thermique de
100 °C pendant 15 min, 20 min, 30 min remarquant une stabilité de I’activité du composé
inhibiteur, souche enterococcus faecium CP013994, enterococcus faecium  KT124593,
enterococcus faecium KF303433, enterococcus faecium Ent.JQ806726 ont une zone
d’inhibition importante vis-a-vis de souches staphylococcus aureus.(figure 28) Ce qui conduit
que les molécules inhibitrices sont thermostables. Ces spécifications font penser qu’on a
affaire & des bactériocines thermoreésistantes qui sont de la classe | ou 1l (Dortu et Thonart,
2009 ; Parente et al, 1996)
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(©)

(b)
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Figure 29 : résultats d’effet de la température sur les extraits des bactéries lactiques vis-a-vis de
souches staphylococcus aureus

(@) :15 min, (b) : 20 min, (c) : 30 min

Tableau 22 : résultats d’Effet de la température sur les extraits des bactéries lactiques vis-a-vis
de souches staphylococcus aureus.

Souches
pathogenes

Temps de
traitement

Type de
surnageant

15 mina 100°C

20 min & 100 °C

30 mina 100 °C

Staphylococcus

aureus
ATCC 25923

Lac.KP178099
4.18

0mm

0mm

0mm

Ent. CP013994
4.19

10 mm

11 mm

10 mm

Ent.KT124593
35

11 mm

10 mm

11 mm

Ent.KF303433
14.2

12 mm

11 mm

11 mm

Ent.JQ806726
10

12 mm

10 mm

9 mm

Résultats d’effet de la température sur les extraits des bactéries lactiques vis-a-vis des souches
pathogenes Ecoli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 10231, Pseudomonas aeroginosa
Pas des zones d’inhibitions

ATCC 27853 :
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11.3.3.Effets du ph :

Nous avons constaté une meilleure croissance et production des bactériocines a ph 7, ce
qui est en accord avec Blom et al. (1999) qui ont remarqué I’apparition des grandes zones
d’inhibition a ph 7 en comparaison avec ph 2.4 et 4.6 et 9. (Figure 29) (figure 30)

Ph 2.4 ph 4.6

ph9 ph 7

Figure 30: Résultats d’effets du ph sur les extraits des bactéries lactiques vis-a-vis de souches
staphylococcus aureus
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staphylococcus aureus
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Figure 31 : histogramme représente Résultats d’effets du ph sur les extraits des bactéries
lactiques vis-a-vis de souches staphylococcus aureus
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Conclusion

Conclusion

L'objectif de ce travail était de connaitre I’effet des bactériocines produites par les
bactéries lactiques contre les bactéries pathogénes

On a procéde a une confirmation des souches lactiques par différents examens et tests
physiologiques, les résultats obtenus indiquent que toutes les souches testées sont des Gram
positifs, homofermentaire, catalase (-), acétoine (-), citrate (+),dextrane (-), ADH (+)

La mise en évidence de l'activité antagoniste des souches lactiques était I'objectif de
cette étude. D’aprés la méthode des puits, Quatre souches lactiques présentent un effet
bactéricide seulement contre staphylococcus aureus, trés apparent traduit par I’apparition des
halos clairs autours des puits., Nous avons essayé de montrer que les 05 bactéries lactiques
qui sont utilisées , elles Produisent une activité antimicrobienne contre les bactéries
pathogénes, selon « Méthodes de double couche » on a obtenu des bonnes résultats para
rapport les resultats de méthodes des puits, donc nos souches lactiques présentent un effet
antibactérienne trés apparent traduit par ’apparition des halos clairs autours des bactéries
lactiques ensemencee dans le milieu MRS.

D'apres les résultats de détermination de la nature de I'agent antibactérien on a constaté
que lagent inhibiteur est de nature protéique, et aussi d’aprés les résultats de traité le
surnageants a température 100 °C pendant 30 min on a obtenu des zones d’inhibition donc ces
qui conduit que les molécules inhibitrices sont thermostables.ph optimale pour la production
des bactériocines et ph 7.

Ce qui est a promouvoir dans les études ultérieures :

C’est de mener une étude similaire et complémentaire pour la confirmation de ces résultats
comme il serait intéressant de voir I'effet antagonisme vis-a-vis d'autres germes pathogenes
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Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Peptone ......c.oiinii 10g
Extrait de viande ..........oooiiiiiiii e 10g
Extrait de Ievure. ... ..o e S5¢g
GlUCOSE vttt 20g
TWEEN 0. .ot neeneenne. L T
Phosphate dipotassiqUe ........o.vvuiintiiiiit et 2g
Acétate de SOAIUML. ......ouiiiiit e e S5¢g
Citrate de SOAIUM ...t e 2g
Sulfate de magnesium ...........ooviiiiiiiiii e e 0.2g
Sulfate de Manganese ...........oovvvviiiiiiiii e 0.05¢
Eaudistillée. ... ... 1000 ml
pH = 6.5.

Autoclavage 120°C, 20 min

Milieu MRS-BCP Sans Extrait De Viande et Glucose

Extrait de levure. .......ooviiii i e e 59
Extrait de viande ..........coooiiiii 109
R 0] (0] T 109
Acetate de SOAIUM. ... ... 59
Citrate de SOAIUM ..., 290
KH2P O .. 29
MOS0 .o 0,259
VNSO o 0,059
Pourpre de bromocresol. ...t 0,025 mg
Bau distillée ... 1000 ml
pH =6,8

Autoclavage 120°C, 20 min

Milieu M16 BCP (Thomas, 1973)

EXIrait e LEVUTE ..ottt e et e araa e 2549
Extrait de Viande....... ..o e, 590

B (04 0 1= P 20
BIOPOIYIONE. ..., 59
Peptone papainique de SOJa .......vviririieii e e e 5¢g
ACIde aSCOTDIQUE ... .o 059
ACEtate 08 SOTIUM ...ttt e 1,849
Lo AT GININE .ot 49
Pourpre de bromocrésol ...... ..o 0,059
Bau distillée. . ... 1000 ml
PH e 6,5

Autoclavage 120°C, 20 min
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Milieu chapman

T 010} T 109
EXtrait de VIANGE ...t e 19
Chlorure de SOdIUM ... e 759
MaNNItol ... 109
Rouge de phenol ... .. ..o 0.025¢
- 15¢
PH s 7.4

Autoclave 120° C, 20min

Bouillon nutritif :

EXtrait de viande...........oooiiiii i 5g/L

PP oM. .ottt 10g/L
Chlorure de sodium............oouiiii i e 5,00/L
Bau distillee ..ot 1000 mi
pH =72

Milieu Mueller-Hinton (Mueller et Hinton, 1941)

Infusion de viande de baeuf ....... ..o 3000 cm3
Peptone e CaSBINE ......ouiiriitie e, 175¢g
AMIAON D8 MAIS ....eie e 159
N =T = - N 179
pH=7.4

Autoclavage 120°C, 20 min

Milieu King A :

Peptone dite €« A% ..o e 20 ()

(€] )= o] TSSOSO 109
Sulfate de potassium anhydre ... 10¢g
Chlorure de magnésium anhydre. ............oooiuiiiiiiiii e 1,49
N - L PSSP PRP PR 159
Eau distillée (qsp)1000 mL

Ph=7.4

Milieu BCP :

PP ONE o e 59
Extrait de viande. ..........ooiiiiiiii e e 39
2 T 0] 10g
N | 15¢
Pourpre de bromoCrésol.........ouieii i 0.025¢g

Eau disstillée(gsp) 1000m L
pH=7


http://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
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Gélose de Sabouraud

PePtONe. .. e 10g

GIUCOSE ettt ettt ettt et e e e 20g

N2 ) 15¢
Eau disstillée(gsp) 1000m L

pH=7

Milieu MSE

0% 0] 0] TS TN 10,0g
GElAtING .ottt 2,5¢.
Extrait autolytique de levure..............oooiiii e 5,0g
SaACCRATOSE . .o 100,0g.
GIUCOSE ... 5,0g
SOAIUM CIETATE vttt e e e e e e, 1,0g.
AZIdE de SOAIUI ...ttt e e, 0,075¢.
N 2 g . 15,0g.

Eau disstillée(gsp) 1000m L

pH=6.9

Bouillon Clark et Lubs

0] 010351 P 5¢g
o LR o0 1 5g
hydrogénophoSphate .............c.iiiiiiii e 5¢g
eau distillé 2000mL
ph=7.5
Eau physiologique
Chlorure de SOIUM ... ..o 8,50
PEP T ONE ... 0549
EAU DISTILLEE 1000 ml
pH =7

AUTOCLAVAGE : 120° C PENDANT 20 MINUTE

Lait de Sherman au bleu de méthyléne :

Lait de Sherman a 0,1% :

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

T 1ml de bleu de methyléne a 1 % stérilisé 20min a 120°C
Lait de Sherman a 0,3% :

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

T 1ml de bleu de methyléne a 3% stérilisé 20min a 120°C
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Bleu de méthyléne :

T 010 3TN 109
LACTOSE tuvinrinerenteneeantenronsssnssnsossssssssssnsossssnsonssssssnsonsssnssnsons 10¢g
EOSINE vvueernerrnneruneerneereneesneesseesneessesssneessnessnsssseessnsnnesssnssnns 0,49
Bleu de MELNYIENE «.uineiniiiiiiiiieietieieiieereeneeeeacnsesancncesancnnes 0,0625¢
Hydrogénophosphate de potasSium ..ceeeeeeeeeeeeneeeeecneereecaseseecnsesannans 29

pH =6,8


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bleu_de_m%C3%A9thyl%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potassium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
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