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Résumé

Cette étude consiste a démontrer I'effet antagoniste des bactéries lactiques isolées du lait de
vache, vis-a-vis de quelques espéces de bactéries pathogenes responsables de différentes
maladies chez I'hnomme.L'étude phénotypique a permis de confirmer la viabilité de neuf
souches lactiques d'une collection de bactéries lactiques isolées du lait de vache :
(LMBAFS01 ; LMBAFS02 ; LMBAFS03 ; LMBAFS04 ; LMBAFS05 ; LMBAFS06 ;
LMBAFS07 ; LMBAFS08 ; LMBAFS09), dont on dénombre (08) souches apparentées aux
Genre Lactobacillus par leur forme cellulaire en batonnet et (01) souche apparentée aux
lactocoques par leur forme cellulaire en cocci.

Par ailleurs, les tests d'activité antibactérienne contre staphylococcus aureus ATCC 6538;
staphylococcus aureusATCC 25923 ;PseudomeunasaeroginosaATCC 27853; Eschérichia
coli ATCC 10536; shiguelladysenteriaCECT 457; en utilisant la méthode de diffusion en
puits, ont conduit a I'apparition d'halot claire autour des souches lactiques testées, avec des
diametres de zone d'inhibition variables, en effet, les souches LMBFAS[01 ;02 ;03 ;04 ;05]
ont été les plus performantes  contre  staphylococcus aureus  ATCC
6538 ,PseudomeunasaeroginosaATCC 27853et shiguelladysenteriaCECT 457.

L'interaction d'antagonisme avec les surnageant aprés neutralisation par une solution de
NaOH 1N et filtration par filtre millipore (0.45um); a révéler une activité antibactérienne
seulement contre Staphylococcus aureusATCC 6538chez les souches LMBAFS[01; 02;
03;04; 05]. Ce qui permet de dire qu'il y a d'autres substances antibactériennes produites par
nos bactéries et qu'une caractérisation plus poussé permettra de déterminer leur nature (H202

:Diacétyl; ou Bactériocines).

Mots clé : Lait de vache, Les bactéries lactiques, Le pouvoir antagoniste, Agents inhibiteurs,
Les souches pathogeénes.
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Summary:

This study consists in demonstrating the antagonistic effect of lactic acid bacteria isolated
from cow's milk, against some pathogenic bacteria responsible of different diseases in
humans.The phenotypic study confirmed the viability of nine lactic strains from a collection
of lactic acid bacteria isolated from cow's milk:(LMBAFSO01; LMBAFS02; LMBAFSO03;
LMBAFS04; LMBAFS05; LMBAFS06; LMBAFS07; LMBAFS08; LMBAFS09) ;(08)
strains related to the Lactobacillus genus by their rod-shaped cell and (01) lactococci-related
strains by their cocci cellular form.

Otherwise, tests for antibacterial activity against:staphylococcus aureus ATCC 6538;
staphylococcus aureus ATCC 25923 ;PseudomeunasaeroginosaATCC 27853; Eschérichia
coli ATCC 10536; shiguelladysenteriaCECT 457, using the well-diffusion method, led to the
appearance of clear halot around the tested lactic strains with variable inhibition zone
diameters,in fact the strains LMBAFS[01 ;02 ;03 ;04 ;05]were the best performers against
staphylococcus aureus  ATCC 6538 ,PseudomeunasaeroginosaATCC 27853et
shiguelladysenteriaCECT 457.

The interaction of antagonism with the supernatant after neutralization with a solution of 1N
NaOH and filtration by millipore filter (0.45 um), revealed antibacterial activity only
againstStaphylococcus aureusATCC 6538 for the strains LMBAFS[01; 02; 03;04; 05],
thisMakes possible to say that there are other antibacterial substances produced by our
bacteria and a more detailed characterization willallow to determine their nature (H202,

Diacetyl or bacteriocins).

Key words: Cow's milk, Lactic acid bacteria, Antagonist, Inhibitory agents, Pathogenic

strains
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Introduction

Le lait de vache est un aliment tres consommé par I'homme ; d'une part pour ¢a grande
richesse en vitamine et sa composition nutritionnelle équilibrée en protéines, glucides et
lipides, et d'une autre part pour ¢a microflore composee essentiellement de bacteries lactiques

lorsqu'il est trait dans de bonnes conditions de stérilité (Hermier et al. 1997).

Les bactéries lactiques sont des Gram positives, anaérobies facultatives et fermentent le
lactose en acide lactiques avec production ou non de CO2 et dalcool, elles sont dites
ubiquistes car elles sont trés répandues dans la nature : on les trouve dans le sol ; dans I’eau ;
sur les végetaux ; et méme qu'elles constituent la grande majorité du microbiote digestif de

I'nomme et de I'animale (Mayo et al., 2010).

Les bactéries lactiques jouent un rdle tres important dans I’industrie alimentaire et dans le
domaine thérapeutique, ou certaines souches lactiques s'averent bénéfiques pour la santé et
sont appelees probiotiques et plusieurs effets inhibiteur vis-a-vis de nombreuses bactéries
pathogeénes, leurs sont attribués grace a la production de diverses substances antibactériennes
: I’acide lactique étant le principale produit de la fermentation lactique; ainsi que d'autres
acides organiques, les bactéries lactiques sont catalase negative donc I'accumulation du
peroxyde d’hydrogene permet d'inhiber aussi certains pathogenes, ainsi que la production de
Bactériocine, diacetyl et d'acétaldéhyde (Leveau et al., 1991 ; Klaenhammer et al ., 1994 ;
De Vuyst et Leroy., 2007).

C'est dans ce contexte que s'inscrit notre étude qui vise & mettre en évidence l'activité
antibactérienne chez des souches de bactéries lactiques isolées a partir de lait de vache dans
le but de sélectionner les souches les plus performantes en production de substances

antibactériennes.

Notre travail consiste a :

Introduction Page 1
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> En premier lieu, présélection phénotypique des souches lactiques utilisées, par une
étude des caractéres culturaux (Température de croissance ; aspect des colonies ;

coloration de Gramme ; forme cellulaire) et teste de catalase.

> Ensuite ; déterminer la durée de vie des bactéries lactiques ainsi que des bactéries

pathogenes, par I'étude de la cinétique de croissance

> En fin, sélection des bactéries lactiques productrices de substances antibactériennes
par I'étude de I'antagonisme bactérien de ces dernieres contre les bactéries pathogenes

par la méthode de diffusion en puits.
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l. Généralités sur le lait de vache :

Selon le Codex STAN 206-1999 de la norme Génerale pour l'utilisation de Termes de
laiteries : Le lait est la sécrétion mammaire normale d’animaux de traite obtenue a partir
d’une ou de plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en soustraire, destiné a la

consommation comme lait liquide ou & un traitement ultérieur.

Le lait est produit naturellement chez les mammiféres femelles, il est sécrété lors de la
traite des glandes mammaires et c'est un produit indispensable a I’équilibre de

I’alimentation de I'homme et des animaux, (Roudaut et al., 2005).

Le lait de vache se présente sous forme d'un liquide opaque, de couleur blanche mat
legerement bleutée ou jaunatre selon la concentration en B-caroténes et en matiere grasse,

son odeur est peu marqueée et un goQt douceatre (Cniel., 2006).

Il contient de nombreux nutriments qui fortifient I'organisme : protéines, glucides, lipides,

sels minéraux, vitamines et oligo-éléments, (tableau-01) (Jensen., 1995).

Tableau -01 : Composition nutritionnelle moyenne en % du lait de vache (Jensen., 1995).

Composants Lait de Vache (%)
Protéines 3.4
Caseines 2.8

Lipides 3.7
Lactose 4.6
Minéraux 0.7

Le lait de vache posséde des propriétés physicochimiques comme sa majeure composition
en eau, son pH plus ou moins neutre, sa densité (Tableau-02), qui lui conferent une

variabilité et une hétérogénéité dans sa nature biologique (Larpent., 1997).
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Tableau-02 : Les principales constantes physico-chimiques du lait de vache.(FAO, (1990).

Constantes Vaches
Energie (Kcal/litre) 705
Point de congélation (°C) 1,028 - 1,033
Densité du lait entier & 20°C -0,520 - 0,550
pH a 20°C 6,60 — 6,80
Acidité titrable (°D) 15-17
Tension superficielle du lait entier a 15°C 50
Conductivité electrique a 25°C (siemens) 45 %104
Indice de réfraction 1,45 -1,46
Viscosite du lait entier a 20°C (centipoises) 2,0-2.2

1.1. Microflore du lait :

Dans de bonnes conditions d’hygiene normale, le lait cru renferme de nombreux germes
constituant la flore originale. Cette microflore est représentée essentiellement par des
lactobacilles et des streptocoques lactiqgues commensaux provenant du pis et des canaux
galactophores (Hermier et al., 1997).
Le lait cru peut étre contaminé par différents microorganismes avant, pendant et apres la
traite, ils peuvent étre classes dans les flores suivantes :
i.  Flore originale
Cette flore est représentée par le lait non contaminé et contient essentiellement des germes
saprophytes du pis et des canaux galactophores : Microcoques, Streptocoques lactiques et
lactobacilles (Guiraud., 1998).
ii. Flore de contamination :

Selon le mode de contamination cette flore est classée en :

> La flore issue de contamination fécale qui est dangereuse pour le consommateur c’est le
cas de : Bacilluscereus, clostridium ;E.coli et des représentants des genres Brucella et

Salmonella(Bourgeois et al.,1996).
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» Florespsychrotrophes : 1l s’agit essentiellement de : Acinetobacteres, Clostridium,
Pseudomonas et Flavobacterium qui se développent a une température de 3 a 7°C (Leveau
et Bouix., 1991).Listeria monocytogenes est capable de se multiplier a une température

comprise entre 0°C et +10°C est qualifiée de ce fait de psychrotrophe (Rosset., 2001).

Tableau-03 : Flore microbienne du lait (Leyral et Vierling., 2001).

Flore originale Flore de contamination

Bactéries des Bactéries contaminant le lait | Bactéries Bactéries
canaux pendant et apres la traite d’origine présentes sur
galactophores fécale I’animal malade
Lactobacilles Pseudomonas,Flavobacterium | Clostridium Staphylococcus Aureus
streptocoques Enterobacteries, Microcoques | Coliformes Brucella
lactiques Corynébactéries, Bacillus fécaux, Yersinia | Listeria

Streptocoques faecalis Salmonella

Clostridium Campylobacter

Les Bacteéries lactiques :

Les bactéries lactiqgues sont des cellules procaryotes organotrophes de forme
hétérogéne cocci et de bacilli (Badis et al., 2005). Ce sont des bactéries a Gram positif .Elles
sont asporulantes, anaérobie facultatives, a métabolisme fermentaire strict et capables de
croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant de 4.0 a 6.5. Ces
bactéries sont généralement immobiles et se caractérisent par la production d’acide lactique
comme produit majeur du métabolisme fermentaire. (Salminen et al., 2004;Konig et
Frohlich., 2009 ; Pringsulaka et al., 2011).

Elles sont catalase négative, cytochrome oxyadase négative, elles sont protéolytiques,
ne liquéfient pas la gélatine, et ne forment pas d’indole ni d’hydrogene sulfureux, ces
bactéries sont également incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et al., 1994;Salminen
et al.,2004).

Elles sont considérées comme un groupe bacterien le plus exigeant du point de vue

nutritionnel, car elles requiérent non seulement des substrats complexes carbonés, azotés,
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phosphatés et soufrés ainsi que des facteurs de croissance comme les vitamines et les
oligoéléments. (Gevers., 2002).

11.1. Habitat :

Les bactéries lactiques sont dit ubiquistes: Car on les retrouve dans différentes niches
écologiques riches en nutriments comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande,
le poisson, les muqueuses humaines et animales et dans le tractus digestif, (Mayou et al.,
2010 ; Klein et al., 1993), les eaux et les eaux usees, les jus, ainsi que les cavités buccales et

vaginales de I’lhomme. (Konig et Fréhlich., 2009).

I11.2.Classification :

La classification des est basé sur les bactéries lactiques les propriétés phénotypiques et
physiologique : la morphologie, et la fermentation des différents hydrates de carbone, la
croissance a différentes températures, I’isomére de I’acide lactique produit (DeRoissart et
Luquet., 1994; Holzapfelet al., 2001).Les genres qui étudiés sont: Aerococcus
,/Alloicoccus,Carnobacterium ,Lactobacillus,Lactococcus,  Streptococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Pediococcus, Tetragenococcus , Vagnococcus et Bifidobacterium.(Ercolini et
al., 2001 ;Holzapfel et al., 2001 ;Stiles et Holzapfel.,1997).

11.2.1.Le genrelLactobacillus:

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 Iégérement flexueux. lls sont Gram
positif, non sporulés, fréeguemment associés en chainettes et habituellement immobiles. Les
lactobacilles se montrent geénéralement plus résistants au stress acide que les

lactocoques(Siegumfeldt et al., 2000).

Les lactobacilles se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire, d’aprés la
classification de Kandler et Weiss (1986) :

> Les lactobacilles du groupe I (LBI) : ils comprennent les espéces homofermentaires
obligatoires, c’est-a-dire produisant exclusivement de I’acide lactique a partir du glucose. Ce
groupe est constitué d’environ 25 espéces, la plupart thermophiles (croissance a 45°C) dont
Lb. delbrueckii,Lb. acidophiluset Lb. helveticus. La plupart des especes sont présentes dans

le lait et les produits laitiers.
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> Les lactobacilles du groupe Il (LBII) : ce sont les espéces hétérofermentaires facultatives,
c’est-a-dire capables d’utiliser la voie hétérofermentaire dans certaines conditions comme
une concentration en glucose limitante. Il est constitué d’une vingtaine d’especes dont Lb.
casei, Lb. curvatus, Lb. sakeet Lb. plantarum, majoritairement mésophiles (Laurent et al.,
1998).

» Les lactobacilles du groupe 111 (LBIII) : ils sont constitués des especes hétérofermentaires
obligatoires, c’est-a-dire utilisant la voie des pentoses phosphates pour la fermentation des
hexoses et des pentoses. C’est un groupe qui rassemble des especes relativement
hétérogénes, surtout mésophiles, comme Lb. brevis, Lb. kefiret Lb. sanfransisco, Outre leur
présence dans les produits laitiers et carnés, certaines espéces se développent dans le tube

digestif de I’homme, et participent a I’équilibre de la flore intestinale (Laurent et al., 1998).

11.2.2.L e genrelactococcus :

Ce genre est défini par Schleifer et al., (1985) pour classé ce genre en fonction. Ils ont
sur la base des criteres physiologique et du sequencage d'ARNr 16S (Schleifer et al.,1985;
Collins et al., 1989). Le genre Lactococcus comprend 5 espéces. (Kusuda et al.,1991;
Teixeira et al., 1996),Lactococcusgarvieae ,Lactococcuspiscium, Lactococcusraffinolactis,
Lactococcusplantarum et Lactococcuslactis Les especes de Lactococcus sont des coques, a
Gram positif au métabolisme homofermentaire produisant exclusivement de l'acide lactique.
Elles ont un optimum de croissance voisin de30°C et ne poussent pas a pH 9,6 ou en présence

de 6,5 % de NaCl., elles ne sont pas hémolytiques.

11.2.3. Le genreStréptococcus :

Ce genre bactérien englobe I’espéce thermophile Streptococcus thermophilus qui se
différencie des autres streptocoques par son habitat (lait et produits laitiers), et son caractére
non pathogene ; ainsi que ses propriétés technologiques, et c’est la seule espéce considérée
comme un streptocoque lactique. Elle immobile, sphérique ou ovoide avec un diameétre
inférieur & 2um et une disposition en paire ou en chaine longue. La fermentation des
carbohydrates produit principalement de I’acide lactique, et la température optimale de
croissance est 37°C. Elles sont incapables de se développer a 15°C et a pH : 9.6. (Laurent et
al., 1998).
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11.2.4. Le genre Leuconostoc :

La famille des leuconostocaceae,se présentent sous forme de coque ovoide, pouvant étre
allongés ou elliptique, disposé en paire ou en chaine. Elles ont un métabolisme
hétérofermentaire , sont incapables de dégrader I’arginine et sont anaérobies facultatifs
(Gonzalez et al.,2007).

Ce genre comprend les espéces suivantes : Ln. mesenteroides avec ces sous espece
mesenteroidescremoris et dextranicum et Ln. lactis et Ln. Pseudomesenteroides et Ln.

Paramesenteroides (Collins et al., 1981 ; Laease., 2005).

C'est un genre bactérien exigeant et auxotrophes pour les acides aminés, les peptides, les
vitamines, les sels minéraux et les glucides (Dellaglioet al., 1994).

11.2.5.Le genre Pediococcus:

Ce sont des coques formées de cellules groupées en paires ou on tétrades. 1ls sont mesophiles
homofermentaires. Ce genre contient Sept espéces connues :P.acidilactici,P.damnosus,
P.dextrinicum,P. inopinatus, P.parvvutus, P. pentosaceus et P.urinaeequi(Pilet et al., 2005).

Ce sont des agents de degradation en brasserie (P.damnosus).Les P.acidilactici et
P.pentosaceus ont démontré leur utilit¢ dans I’élaboration de plusieurs produits carnés
fermentés naturels. 1ls sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries. Les
pidiocoques sont egalement des bactéries lactiques autochtones qui permettent la maturation
des fromages (Gonzalez et al.,2007 ;Gurira et al.,2005).

11.2.6.Le genre Bifidobacterium :

Les cellules de Bifidobacteriumse caractérisent par leur forme trés irréguliére, souvent en
V et Y. Elles se différencient des autres bactéries lactiques par la présence d’une enzyme, la
fructose-6- phosphate phosphocétolase. Celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en
produisant de I’acide acétique et de I’acide lactique, ainsi qu’en moindre proportion de
I’éthanol et d’autres acides organiques. Cette fermentation « lactique » a conduit a les
rapprocher du groupe des bactéries lactiques. Leur température optimale de croissance est
comprise entre 37°C et 41°C. Elles se développent a pH supérieur & 5. (Laurent., 1998).
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Tableau -04 : Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristiques
(Laurent et al., 1998).

Genre Morphologie Type de Température Nombre
fermentation optimale d’especes
Lactobacilles Bacilles Homo Thermophiles G1:23
ou Ou G2:16
hétérofermentaires | mésophiles G3:22
Lactococcus Coques homofermentaires | Mésophiles 5
Streptococcus Coques homofermentaires | Mésophiles ou 19

thermophiles

Leuconostoc Coques hétérofermentaires | Mésophiles 11
Bifidobcterium Forme Acide acétique et | Mésophiles 25
irréguliere lactique

11.3. Les voies fermentaires des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques utilisent principalement I’une des deux voies majeures du
métabolisme des sucres (Figure 01). Il s’agit des voies homofermentaires (Embden-
Meyerhoff- Parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate). Ainsi, les
bactéries lactiques sont divisées en deux groupes principaux d’espéces homo ou
hétérofermentaires selon la nature et la concentration des produits terminaux issus de la

fermentation du glucose. (Makhloufi., 2012).
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11.3.1. Voiehomofermentaire :

Comprend les especes de Streptococcus sp, Entérocoquessp, Lactococussp, Pédiococussp et

lactobacillus sp. lls convertissent le glucose en acide lactique (Djidel., 2007).

Cette voie conduit dans des conditions optimales de croissance a la production de deux
molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule de glucose consommeée.
Lafructose-1,6-bisphosphatealdolase (FBA), est une enzyme clé indispensable au

fonctionnement de la voie EMP. (Thompson et Gentry-Weeks., 1994).

11.3.2. Voie hétérofermentaire :

Représenté par les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de
I’acide lactique, de I’acétate, de I’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaires. Les
principaux groupes de bactéries pour ce type de métabolisme sont les leuconostocs et certains
lactobacilles. Ces microorganismes utilisent la voie des pentoses phosphate (Thompson et
Gentry-Weeks., 1994).
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Figure -01 : Représentation schématique des principales voies de fermentation des Hexoses
chez les bacteries lactiques (Makhloufi., 2012).
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11.4. Intérét des bactéries lactiques :

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

dans le domaine thérapeutique.

11.4.1. Dans I’industrie alimentaire :

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus
thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés
(Yateemet al., 2008).

Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre autres sont aussi des
produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badiset al., 2005).

L’utilisation de ces dernieres a pour but I’amélioration des caractéristiques organoleptiques
des produits fermentés et I’augmentation de leur durée de conservation sans I’utilisation de
conservateurs chimiques grace aux substances antimicrobiennes qu’elles secretent (Dortu et
Thonart., 2009).

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

11.4.2. Dans le domaine thérapeutique :

Les bactéries lactiques apportent des bénéfices a la santé de I’héte en stabilisant la microflore
intestinale, et en jouant également un rdle important dans la maturation du systeme
immunitaire (Yateem et al., 2008).

Différentes études ont démontré le réle préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur
plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leur capacité de
diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité protéolytique (EI-Ghaishet al.,
2011).

Ueharaet al., (2006) ont demontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisees sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries
pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations

fréquentes et répétées de la vessie.
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I11. Antagonisme Bacteérien :

L’antagonisme bactérien est un processus qui s’établit entre des especes microbiennes
productrices de substances antibactériennes : le développement d’une espéce se trouve
affectée par la présence de I’autre (Singleton., 1984).

Plusieurs effets antibactériens ont été attribuer aux bactéries lactiques grace a leur propriété de
produire des substances antibactériennes qui sont : I’acide lactique et autre acides organiques,
peroxyde d’hydrogéne, Bactériocine, diacétyl et acétaldéhyde (Leveau et al., 1991 ;
Klaenhammer et al ., 1994 ; De Vuyst et Leroy., 2007).

I11.1. Les substances antibactériennes des Bactéries lactiques :

I111.1.1. Les acides organiques :

Le métabolisme fermentaire permet une production important en acides organiques que ce
soit par metabolisme homofermentaire ou hétérofermentaire, on obtient respectivement
uniquement d’acide lactique ou d’acide acétique et formique, éthanol et de dioxyde de
carbone. (Liu., 2003).

En geénéral, la production d’acides organiques permet une acidification du milieu qui peut
limiter la croissance de certaines bactéries entre autres les bactéeries indésirables et pathogene
par un effet bactériostatique ou bactéricide (Brul et Coote., 1999).

Leur utilisation est parfois inacceptable pour le consommateur du fait de leur haute valeur de
concentration néecessaires pour inhiber les especes pathogénes (Kobilinskyet al., 2007).
L’effet de des acides organiques varie considérablement d’un microorganisme a un autre, par
exemple L’acide lactique a pH 5 a un effet inhibiteur contre les bactéries sporulées mais il est
inefficace contre les levures et les champignons (Woolford., 1975).

111.1.2. Le peroxyde d’hydrogéne :

Du fait que les bacteries lactiques sont catalase negatives, certaines souches peuvent
accumuler du peroxyde d’hydrogéne (H202) essentiellement par le métabolisme des glucides.
Le peroxyde d’hydrogéne est, depuis longtemps, reconnu comme un agent majeur de
I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques. 1l peut s’accumuler et étre inhibiteur de
differents micro-organisme par I’oxydation des lipides membranaires et la destruction des

structures des protéines cellulaires (Zalanet al., 2005).
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L’intervention du peroxyde d’hydrogéne dans les phénomenes d’inhibition par les
bactéries lactiques a été évoquée par plusieurs auteurs.Wheateret al., (1951), mettent en
évidence I’activité antagoniste contre Staphylococcus aureus par lactobacillus lactis. lls
montrent que I’agent inhibiteur est en fait le peroxyde d’hydrogéne produit par le lactobacille
(Mathotet al.,1996).

111.1.3. Le dioxyde de carbone CO2 :

Les bactéries lactiques hétéro-fermentaire produisent duCO2 en fin du métabolisme
fermentaire du glucose. Ce qui favorise un environnement anaérobie qui inhibe les
microorganismes aérobies. L’accumulation de dioxyde de carbone dans la bicouche lipidique
peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité, ainsi le CO2 peut effectivement inhiber
la croissance de nombreux germes d’altération et essentiellement les germes psychrotrophes a
Gram négatif (Ammor et al., 2006).

111.1.4. Le Diacétyl :

Le diacétyl produit par nombre de bactéries lactiques est un inhibiteur actif contre de
nombreux microorganismes, bactéries ou moisissures. Le diacétyl (C4H602) est un des
composants aromatiques essentiels du beurre. Son action inhibitrice est accrue en milieu
acide, et les bactéries Gram négatives sont plus sensibles a I’action du diacétyle que les
bactéries Gram positives (Mathotet al., 1996).

Le diacétyle est une substance antimicrobienne efficace contre différentes bactéries
Gram négatives et Gram positives, il agit en affectant I'utilisation de I'arginine (Jay., 1986) ;
bien que les bacteries lactiques soient généralement résistantes (Gill et Halley., 2003). Les
quantités de diacétyle produites par Lc. Lactissubsp. Lactisbiovar. Diacetylactisvarient de
0,07 a 3,72 ppm (Burrow etal., 1970).

111.1.5. Acétaldéhyde :

Les quantités d'acétaldenyde produites par les lactocoques oscillent entre 2,60 et 6,50 mg/ml
(Bottazzi et Dellaglio., 1967). Chez Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, l'action d'une
thréonine aldolase, clive la thréonine en acétaldéhyde et en glycine. L'acétaldéhyde a une
concentration de 10 a 100 ppm empéche la croissance de Staphylococcus aureus, de

Salmonella typhimurium et d’E. coli dans les produits laitiers (Piard et Desmazeaud.,1991).
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La contribution de I'acétaldéhyde a la biopréservation est mineure puisque le seuil de
saveur est beaucoup inférieur aux niveaux qui sont considérés nécessaires a l'inhibition des

microorganismes (Kulshrestha et Marth., 1974).

111.1.6. La Reutérine :

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est une substance antimicrobienne qui est
produite comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par
certaines especes de Lactobacillus ainsi que par d’autres genres bactériens non lactiques tels
que Bacillus, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter et Clostridium (El-Zineyet al., 1998).

La reutérine a un large spectre d’activité. Elle a une action contre les procaryotes
Gram-positif ou Gram-négatif, les eucaryotes, les virus, les champignons et les protozoaires.
Elle interfere avec la réplication de I’ADN. Elle a des applications aussi bien dans le domaine

médical que dans le domaine alimentaire (Vollenweider., 2004).

111.1.7. Les Bactériocines :

Le terme « bactériocine » est employé pour la premiere fois par Jacob et al., (1953)
pour les peptides a spécificité importante, produits par certaines souches et actifs contre les
souches de la méme espece. La premiere bactériocine, nomme la colicine était produite par
Escherichia coli S (Gratia., 1925).

Depuis, I’étude des bactériocines s’est élargie, Rogers et Whitter (1928), furent les
premiers a étudier les inhibiteurs des bactéries lactiques, et plus spécialement des lactocoques
Klaenhammer (1988) définit les bactériocines comme des protéines, ou complexes de

protéines, avec une activité bactéricide contre des especes proches de la souche productrice.

Les bactériocines représentent une large classe de substances antagonistes qui varient
considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques,

de leur spectre d’action et de leur mode d’action (Klaenhammer., 1988).

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

siege de leur activité (Klaenhammer., 1988).
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Les bactériocines sont utilisées comme additif naturels dans les aliments, en plus d'améliorer
I'innocuité microbiologique de I'aliment elles permettent d'augmenter la durée de conservation
du produit (Rogers, 1928 ; Rogers et Whittier, 1928).

La nisine qui a fait I'objet d'un brevet (Blackburn et Projan, 1994) est la seule bactériocine
utilisée dans la prévention et le traitement des ulceres gastriques causés par
Helicobacterpylori (Gudcret al., 2000).

Les bactériocines peuvent avoir trois types d’effets :

» Effet bactériostatique : se manifeste par un ralentissement ou arrét de la croissance telle que la
lactocine 27(Piard et al., 1992).

> Effet bactéricide : se traduit par une perte de la viabilité avec une lyse cellulaire telle que la
nisine et la curvacine IFPL 105 (Casla et al., 1996).

> Effet bactéricide sans lyse cellulaire telle que la pédiocine Sl (Schved et al. ,1994).

IV. Les bactéries pathogenes :

Les bactéries pathogenes sont des microorganismes microbiens a I’origine de diverses
pathologies et intoxication alimentaires, et le pouvoir pathogene conditionne le type de
maladie et va dépendre de I'espéce bactérienne responsable de I'infection (Carip et al., 2015).

Ces bactéries pathogenes peuvent faire partie ou non de la flore commensale de I'homme
et il existe deux grands types de bactéries pathogeénes, le premier type regroupe les bactéries
nocives uniquement pour les personnes dont les barriéres naturelles sont affaiblies. Par
exemple, certaines souches de Escherichia coli causent des maladies intestinales chez les
enfants et les personnes agées (Caripet al., 2015).

Le deuxiéme type correspond aux bactéries contagieuses des personnes saines, et on peut
citer Yersiniapestis, bactérie responsable de la peste et Vibriocholerae qui est I’agent du
choléra (Moraeset al., 2010).

Pour inhiber la prolifération de ces bactéeries pathogénes des traitements antibiotiques sont
utilises, ce qui a conduit a I’émergence du phénomene d’anti bio-résistance menacant la santé
de I'hnomme. Les recherches scientifiques sont actuellement orientées vers I'exploitation de
nouvelles alternatives aux antibiotiques entre autres des substances antibactériennes naturelles

comme les bactériocines des bactéries lactiques (Dortu et Thonart., 2009).
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IV.1. Staphylococcus aureus :

Les Staphylocoques sont des bactéries ayant des formes Cocci disposées en amas (Fig.-02),
sont Gram positif, immobiles, non sporulés, parfois encapsulés, catalase-positive et oxydase-
négative.L’espéce S. aureus (staphylocoque dore) se différencie des autres staphylocoques

appelés staphylocoques a coagulas négative par la présence d’une coagulas (Schmitt., 2006).

Ce sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de I’hnomme et de I’animal.
Chez I’homme, les staphylocoques en particulier les especes S. aureus et S. epidermidis font
partie de la flore résidente cutanée de nombreux individus qui sont des « porteurs
asymptomatiques » (Bourgeois et al., 1996).

Dix-sept de ces espéces sont retrouvées chez I’Homme. D’autres sont présentes chez les
animaux ou dans les aliments (Aouati., 2009).

Ils sont la cause de différentes pathologies chez I'homme par leurs capacités d'adhésion aux
cellules humaines ce qui accélére le processus de colonisation et d’infection ; par exemple :S.
aureus, S. epidermidis et S. saprophyticus sont responsables d'infection urinaire ;nosocomiale,
etc.....(Avril et al., 2000).

Figure -02 : Staphylococcus aureus (Schmitt., 2006)
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1\V.2. Escherichia coli :

Escherichiacoli(Fig.-03)est un bacille ou coccobacille Gram négative de la famille
des Enterobacteriaceae., oxydase négative, catalase positive, sporulés. Ces bactéries réduisent
les nitrates en nitrites, elles fermentent le glucose et sont anaérobie facultatives ;se multiplient
facilement sur milieu ordinaire a pH neutre a une température de 37°C,ce sont des hdtes
naturels de I’intestin de I’homme et des animaux et sont responsables d’intoxication
alimentaire a cause d’un développement rapide et se sont des contaminants alimentaires trés

fréquent (contamination fécale directe ou indirect). (Joseph ; 2003).
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Figure -03 : Escherichia coli (Bouvier., 2011).
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1VV.3. Pseudomonas :

Les bactéries du genre pseudomonas sont des bacilles & Gram négative aérobies, non capsulés,
non sporulés, mobiles (plusieurs flagelles polaires), mésophiles, producteurs de pigment
fluorescents ou pas. (Caripet al., 2015).

Les pseudomonas vivent en saprophytes dans le sol, I’eau et les milieux humides, comme les
eaux douces, les eaux thermales ; dans les robinetteries ou les réservoirs d’eau de pluie. Chez
I’homme, p.aeruginosa se trouve dans la flore de la muqueuse nasale et comme flore de
contamination sur la peau. Il peut également se trouver dans la flore intestinale, (Carip et al.,
2015).

Le germe est tres souvent retrouvé aussi dans les hdpitaux et, du fait de sa résistance aux
antibiotique, est souvent incriminé dans les infections nosocomiales. Il est capable de
synthétiser une entérotoxine et des enzymes pathogenes comme la phospholipase ou la

collagénase (Carip et al., 2015).

Dans I’industrie agroalimentaire, les pseudomonas peuvent parfois entrainer des altérations
des aliments par protéolyse ou par lipolyse. La protéolyse peut dégager des amines volatiles et
/ou de I’ammoniac qui conférent une odeur désagréable au produit (viandes, charcuterie,
poissons).la lipolyse modifie les propriétés technologiques et gustatives des graisses (gout de
rance, oxydation des acides gras insaturés) (Carip et al., 2015).

Figure -04 : Pseudomonas aeruginos a vue au microscope électronique

http://www.keyword-suggestions.com/c3dpbW1pbmcgcGOuzZA/
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1V.4. Shigella :

Les shigelles sont des bacilles a Gram négatif trés proche d’E. coli, non capsulés, non

sporulés, immobiles, catalase négatif et oxydase négative, capables de fermenter le glucose

par fermentation lactique et ne nécessite qu’un milieu simple (gélose sang) avec une

température de 37°C et se sont des entérobacteries responsables de syndromes dysentériques

(Carip et al., 2015).
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Figure -05 : Shigella dysenteri a vue au

microscope https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Shigella
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Chapitre Il : Matériels et méthodes

1. Lieu de I’étude

L’intégralité de ce travail a été réalisé au laboratoire de recherche des Microorganismes
Bénéfiques, des Aliments Fonctionnels et de Santé (LMBAFS) ; de ['université de

Mostaganem, durant la période février-Avril de I’année 2017
2. Les souches bactériennes :
2.1. Les souches lactiques :

Les différentes souches de bactéries lactiques utilisées sont reportées dans le tableau-05

suivant :

Tableau -05 : L’origine des différentes souches lactiques utilisées.

Souche Origine
LMBAFS 01 Lait de vache
LMBAFS 02 Lait de vache
LMBAFS 03 Lait de vache
LMBAFS 04 Lait de vache
LMBAFS 05 Lait de vache
LMBAFS 06 Lait de vache
LMBAFS 07 Lait de vache
LMBAFS 08 Lait de vache
LMBAFS 09 Lait de vache
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2.2. Les souches pathogenes

Les différentes souches pathogénes utilisées dans cette expérimentale sont reportés dans le

tableau suivant :

Tableau -06 : La nature et I’origine de différentes souches pathogénes utilisées :

Souches Référence Milieu de culture
Escherichia coli ATCC10536 Bouillon LB a 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Bouillon LBa 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Bouillon LBa 37°C
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Bouillon LBa 37°C
Shigelladysenteria CECT 457 Bouillon LBa 37°C

3. Matériels

Le matériel utilise pour les différentes manipulations est représenté :
3.1.Appareillage

% Autoclave (Réf : 13245, AVX 90 E, GETINGF, France).

% Agitateur magnétique chauffant (Réf : F20520162, AREX VELP, France).
+» Vortex (Réf : R800003684, Stuart, Concu par le Royaume-Uni/fabriqué en RPC).
++ Bain marie(Réf : D 3165, KOTTERMANN, Allemagne).

+ Balance(Réf : D-72336, KERN-KB 6000-1, Allemagne).

% Spectrophotomeétre (Réf : JENWAY-7305, Royaume-Uni).

+» Etuve (Réf : HRDP-150AB, Chine).

+» Reéfrigérateur

¢+ Centrifugeuse

% Incubateur & 37°C

+«+ Microscope optique

+ pH-métre
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3.2.Petit matériel

++ Boite de Pétri

+¢ Pipette Pasteur

% Tube a Essai

¢ Tube Eppendorf

+¢+ Tube de centrifugation

+» Erlen Meyer

¢ Flacons en verre (250ml)

+* Bechers de 500ml

+«¢ Micropipette (200 ul et 1000 pul)

+«» Anse de platine

3.3.Milieux de culture :

Tous les milieux de culture sont stérilises par autoclavage a 121°C pendant 20 minutes.
Les différents milieux de culture utilisés sont :

% Milieux MRS (milieu de Man, Rogosa et Sharpe) pour la réactivation des bactéries
lactiques.

«+ Bouillon BHI (Brainheart infusion) et milieu LB : pour réactivation des bactéries
pathogeénes.

% Milieu GN.

Remarque : la composition des milieux est illustrée en Annexe.
4. Méthodes :
4.1. Réactivation des souches

Les souches bactériennes ont été réactivées avant leur utilisation dans les tests d’inhibition a
partir d’un stock de culture sur des milieux gélosés, réalisées sur milieu MRS liquide pour les
bactéries lactiques, et milieu LB pour les bactéries pathogenes a raison de 5 ml de milieu de

culture dans chaque tube ; ensuite, elles sont incubées a 37°C pendant 24 heures.
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4.2. Vérification et purification des souches pathogenes et lactiques :

Les Cing souches pathogenes conservés dans du BHIB additionné de 15% de glycérol ont été
réactivés en bouillon LB et incubés a 37°C pendant 24 H puis ensemencés sur gelose
nutritive, et incubés a 37°C pendant 24 H ; la technique a été répété trois fois pour s’assurer
de leurs puretés. Ainsi que les 09 souches lactiques conservés dans du MRS a 15% de
glycerol ont été reactives en bouillon MRS et incubés a 37°C pendant 24 H puis ensemencés
sur géelose MRS, et incubés a 37°C pendant 24 H ; des tests de catalase et de coloration de

Gram nous ont permis de s’assurer de la pureté des souches.
4.2.1. Examen macroscopique :

La croissance des souches sur milieux MRS solide permet d’observer I‘aspect des colonies (la
taille, la forme, la couleur), et la détection des troubles dans le bouillon MRS (Badiset al.,

2005)permet de confirmer la croissance des bactéries.
4.2.2. Examen microscopique :

Des observations microscopiques ont éte effectuées pour déterminer la forme des cellules des
bactéries lactiques utilisées aprés coloration de Gram :

» Technique de coloration de Gram (Baldent., 1997) :

e Réaliser un frottis et fixer.

e Plonger la lame dans le violet de gentiane (ou cristal violet) phéniqué pendant 1 minute.
e Laver lalame a I*eau distillée.

e Plonger la lame dans une solution de lugol pendant 1 minute

e Laver al‘eau distillée

e Décolorer dix secondes a I‘alcool.

e Rincer immédiatement a |‘eau distillée

e Plonger la lame dans la safranine (ou la fuchsine) phéniquée pendant 1 minute

e Laver lalame a I*eau distillée.

e Secher la lame en la tamponnant avec du papier Joseph.
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e Observer a Iobjectif x100 a I‘immersion dans |‘huile.

e 4.23. Test catalase :

Certaines bactéries, durant leur respiration produisent du peroxyde d‘hydrogene (H202), ce
dernier et tres toxiques cependant certaines bactéries ont la capacité de le dégrader grace a la
catalase selon la réaction suivante : 2H202 = 20 + O2

Sur une lame, on dépose une colonie provient d“une culture pures avec une ou deux gouttes de
solution de peroxyde d'hydrogéne. La réaction positive se traduit par un dégagement
immediat de bulles de gaz (02) (Marchal et al., 1991).

5. Cinétique de croissance bactérienne :
5.1. Les souches pathogenes :

La premiére pré-culture est réalisée dans 25 ml de bouillon LB contenue dans un tube
ensemencé par 1600 L ce mélange a été agité par un vortex. Puis étuvées a 37°C pendant 8
heures.et le suivi de la croissance se fait par la mesure de la densité optique a 600nmpour
toute les souches a des intervalles de temps : Oh ; 1h; 2h; 3h; 4h ; 5h; 6h; 7h ; 8h.

5.2.Les souches lactiques :

La premiére pré-culture est réalisee dans 25 ml de bouillon MRS contenue dans un tube
ensemencé par 1600 L ce mélange a été agité par un vortex. Puis étuvées a 37°C pendant 24
heures.et le suivi de la croissance se fait par la mesure de la densité optique a 600 nm pour
toute les souches a des intervalles de temps : Oh ; 1h; 2h; 3h ; 4h ; 5h; 6h; 7h; 8h, jusqu’a 24h.
(Dilmibouras., 2002 ;Metlef et Delmibouras .,2009).

6. Etude de I’activité antibactérienne des souches bactériennes isolées :
6.1. Pré-culture des souches pathogenes :

Les cing souches pathogeénes ont été ensemencées sur milieu LB. Un volume de 5 ml de
milieu de culture dans chaque tube est inoculé par 100ul de la bactérie pathogéne. Les
C

u
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6.2. Pré-culture des souches lactiques :

Les 09 souches lactiques ont été ensemencées sur milieu MRS. Un volume de 10 ml de milieu
de culture dans chaque tube est inoculé par 100pl de la bactérie lactique. Les
culturessontincubées a 37°C pendant 18 heures. (Dilmibouras., 2002 ;Metlef et
Delmibouras .,2009)

6.3.Test d'antagonisme bactérien :

6.3.1. Méthode de diffusion en puits ADT (Agar wellDiffution Test) :(méthode de
Barefoot et al., 1983) :(cette méthode est utilisée pour tous les tests réalisés)

Selon la technique de Barefoot etal.,en (1983), cette méthode consiste a mettre le surnageant
de la souche lactique en contact avec la souche indicatrice pathogene. Les souches lactiques
produisent des substances pouvant diffuser dans le milieu de culture semi solide.Les souches
i

n

d

5.3.2. Détermination de la nature des substances antimicrobiennes :

gette étude permet la mise en évidence du test d’antagonisme bactérien avec le surnageant
tles souches lactiques: Les bactéries lactiques sont récupérées aprés incubation et une
centrifugation est réalisée a 3000 tr /min pendant 10min. Le surnageant récupéré est testé par

la méthode ADT (neutraliseé et non neutralisé) :

c L
A. Surnageant non neutralisé:

u D

Les bactéries lactiques sont réecupérées apres incubation et une centrifugation est réalisée a
3000 tr /min pendant 10min.

(72}

Filtration du surnageant par les filtres.

U =

Le surnageant récupéré est testé par la méthode ADT.

o

—
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= Les boites ont éte incubées a 37°C pendant 24 heures, les résultats apparaissent sous forme

de zone d’inhibition autour des puits.

B. Surnageant neutralisé a pH 7 par une solution de NaOH. (Figure-07).

= Les bactéries lactiques sont récupérées apres incubation et une centrifugation est réalisée a
3000 tr /min pendant 10min.

= Neutraliser le surnageant a pH 7.

= Filtration du surnageant neutralisé par les filtres.

= Le surnageant neutralisé récupéré est testé par la méthode ADT.

= Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures, les résultats apparaissent sous forme

de zone d’inhibition autour des puits.

La présence de zone inhibition formées autour des puits est examinée apres 24h a 48h
d'incubation (Hwanhlemet al.,2011).

La lecture de I’activité antimicrobienne se fait par la mesure du diameétre d’inhibition autour

du puits (Zi), exprimée en mm (Allouacheet al., 2010).

Une inhibition est considéree positive si le diameétre est supérieur a 2 mm Thompson et al.,
(1996) cité parDoumandjiet al., (2010).

Zi en (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenue (mm) — diametre de puits (6 mm)
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1000 ul d’inoculum +15 ml milieu semi-solide
Culture jeunes des souches pathogénes testées (Séché pendant 30 min)

(Milieu LB)
Réalisation des puits
1000 ul d’inoculum +15 ml
Culture jeunes des souches pathogénes testées l (Séché pendant
(Milieu LB) l
Culture jeunes des souches lactiques Remplis les puits par 50ul des cultures iey=es
(Milieu MRS)

l \
Réalisation de
i ma 37°C pendaE

Culture jeunes des souches lactiques Remplis les puits par 5

(Milieu MRS)
Apreés lecture du résultat

Figure- 06 : Le schéma du protocole du test d’antagonisme par la méthode de diffusion en pmts ADT

(agar well diffusion test) pour culture jeunes.
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—-

1000 ul d’inoculum +15 ml milieu semi-solide

Culture jeunes des souches pathogénes testées (Séché pendant 30 min)
(Milieu LB) !
Culture jeunes des souches lactiques Réalisation des puits
(Milieu MRS)
/ Su rnageant
Culot

Remplis les puits par 50ul du surnageant
Centrifugation 10 ml de culture a 3000 tours

Pendant 10 min et récupération du surnageant

Puis incuber a 37°Cpendant 24h

Apreés lecture du résultat

Figure- 07 : Le schéma du protocole du test d’antagonisme par la méthode de diffusion en puits ADT
(agar well diffusion test) pour surnageant.
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1. Aspect macroscopiques des isolats :

La croissance bactérienne sur les différents milieux solides, nous a permis d’identifier les
différents aspects culturaux des colonies des bactéries lactiques, par observation
macroscopique.Apres une incubation de 24 h, 48 h a 72 h sur milieux solides (MRS), nous
avons obtenus différentes formes de colonies, de contours réguliers ou irréguliers, de couleurs

pales transparentes et d’autres opaques (Figure-08)

Figure-08 : Observation macroscopique des colonies des bactéries lactiques sur milieu
MRS(Solide).
2. Aspect microscopiques des isolats:

L’observation microscopique aprés coloration de Gram, a révélé que les bactéries lactiques
utilisées sont des Gram positif et la forme des cellules bactériennes varie entre les formes
bacillaires (lactobacilles) et les formes coccidés (lactocoques/Entérocoques).
Les bactéries lactiques sont: Gram positif, catalase négative; peuvent se présenter comme
des batonnets ou cocco bacilles et sont reconnues comme lactobacilles, aussi ils peuvent
étres sous forme coccidé et sont reconnues comme entérocoques,streptocoques,pédiocoques

et lactocoques selon leurs différents modes d’associations (Kandler et weise.,1986).
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Les différentes formes cellulaires des souches de bactéries lactiques utilisées sont reportées

dans le tableau-07 suivant:

Tableau -07 : Observation microscopiques des différentes souches lactiques utilisées.

Souche Milieu de | Température | Catalase | Gram Origine Observation
Culture D’isolement
LMBAFS01 | MRS 37°C négative | positive Lait de | Bacille isolée a diplo
vache
LMBAFS02 | MRS 37°C négative | positive Lait de
vache
LMBAFS03 | MRS 37°C négative | positive Lait de
vache
LMBAFS04 | MRS 37°C négative | positive | Lait de Bacille
vache
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LMBAFS05| MRS 37°C négative | Positive | Laitde | Bacille trés court
vache r i
=\(>< e |
LMBAFS06 | MRS 37°C négative | Positive | Laitde | Bacille
vache
LMBAFS07 | MRS 37°C négative | Positive | Lait de | Bacille
T G .
vache £ R
B
LMBAFS08 | MRS 37°C négative | Positive | Lait de | Bacille
vache 3wy yﬂ
LMBAFS09 | MRS 37°C négative | Positive | Lait de | Bacille en chaine
vache
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3. La cinétique de croissance des souches

3.1. Les souches lactiques

D’apreés I’analyse des cinétiques de croissance, on distingue que les
09soucheslactiquessélectionnéesprésentent presque le méme profil de croissance une phase
d'adaptation au milieu pendant les quatre premiéres heures en phase de latence ensuite une phase
exponentielle, et elles atteignent ensuite leurs phases stationnaires avec des densités optiques

variables selon I’espece bactérienne, les résultats obtenues sont illustrés ci dessous:

A. Lacinétique de croissance de la souche SO1:
La croissance et la cinétique de la souche lactique SO1 a été étudiée sur le milieu
MRS a 37°C pendant 24 heures, la souche atteint la phase stationnaire au bout de

16 d’incubation avec une densité optique (DO) de 0.170 (figure-09)

S01

0,204

o
=
%]
(=2}

0,068 =00

D.O(600 nm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Temps (heurs)

Figure -09 : La courbe de croissance de la souche S01.

B. La cinétique de croissance de la souche S02 :

La croissance et la cinétique de la souche lactique S02 a été etudiée sur le milieu MRS a 37°C
pendant 24 heures, la souche S02 atteint la phase stationnaire au bout de 16 d’incubation avec
une densité optique (DO) de 0.128 (figure-10).
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Figure -10 : La courbe de croissance de la souche S02.

C. Lacinétique de croissance de la souche S03:

La croissance et la cinétique de la souche lactique S03 a été étudiée sur le milieu MRS a 37°C
pendant 24 heures, la souche S03 atteint la phase stationnaire au bout de 16 d’incubation avec
une densité optique (DO) de 0.125 (figure-11).
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Figure -11 : La courbe de croissance de la souche S03.

Chapitre 03: Résultats et Discussion Page 34



LADJAL C. et ELMEDDAH Z. (2017). Etude de I'activité antibactérienne de souches de
bactéries lactique isolées du lait de vache.

D. La cinétique de croissance de la souche S04:
La croissance et la cinétique de la souche lactique S04 a été étudiée sur le milieu MRS a 37°C
pendant 24 heures, la souche S04 atteint la phase stationnaire au bout de 16 d’incubation avec

une densité optique (DO) de 0.159 (figure-12).

S04
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Figure -12 : La courbe de croissance de la souche S04.

E. Lacinétique de croissance de la souche S05:

La croissance et la cinétique de la souche lactique S05 a été étudiée sur le milieu MRS a
37°C pendant 24 heures, la souche SO05 atteint la phase stationnaire au bout de 16

d’incubation avec une densité optique (DO) de 0.132 (figure-13).
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Figure -13 : La courbe de croissance de la souche S05.

F. Lacinétique de croissance de la souche S06:

La croissance et la cinétique de la souche lactique S06 a été étudiée sur le milieu MRS a 37°C

pendant 24 heures, la souche S06 atteint la phase stationnaire au bout de 16 d’incubation avec

une densité optique (DO) de 0.168 (figure-14).
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Figure -15 : La courbe de croissance de la souche S07.

H. La cinétique de croissance de la souche S08 :
La croissance et la cinétique de la souche lactique S08 a été etudiée sur le milieu MRS a 37°C
pendant 24 heures, et on releve que la souche S08 atteint la phase stationnaire au bout de 16

d’incubation avec une densité optique (DO) de 0.126 (figure-16).
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Figure -16 : La courbe de croissance de la souche S08.
I. La cinétique de croissance de la souche S09 :

La croissance et la cinétique de la souche lactique S09 a été étudiée sur le milieu MRS
a 37°C pendant 24 heures, et la souche S09 atteint la phase stationnaire au bout de 16

d’incubation avec une densité optique (DO) de 0.132 (figure-17).
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Figure -17 : La courbe de croissance de la souche S09.

3.2.Les souches pathogénes :

L’étude des cinétiques de croissance des souches indicatrices (pathogenes), révéle que les
cing souches pathogenes sélectionnées présentent le méme profil cinétique au debut de la
phase exponentielle, et elles atteignent leur phase stationnaire au bout de 8 heures
d’incubation avec des densités optiques variables selon I’espéce comme le montrent la figure

suivante:

Cinétique des bactéries pathogénes
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Figure - 18 : La courbe de croissance des cing souches pathogenes.
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4. Antagonisme bactérien :

Dans le but de sélectionner les bactéries lactiques a fort pouvoir antibactérien un test
d'antagonisme bactérien a été mis en évidence contre les 05souches pathogénes afin de
déterminer I'aptitude des 09 souches lactiques a inhiber la croissance de ces derniéres.

4.1. Méthode de puits ADT (Agar Well Diffusion Test) (Cultures jeunes)

Dans un premier temps de notre étude, les 9 souches lactiques ont été testées pour leurs
activités antagonistes vis-a-vis de quelques bactéries pathogenes. Les résultats obtenus sont
démontreés par les photos suivantes :

Figure-2(: Antagonisme des
Figure-19 : Antagonisme des souches lactiques contre la
souches lactiques contre la souche pathogéne Ps.aertiginosdad
souche pathogene S.aureus MLLC BT
ATCC 6538

Figure-21:4Antagonisme des
souches lactiques contre la souche
pathogene Sh.dvsenteria CECT 457
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La variation des diamétres des zones d’inhibition des souches lactiques vis-a-vis des bactéries
pathogeénes est représenté par le tableau suivant :
Tableau- 08 : Résultats de diametre de la zone inhibition (mm) des souches lactiques contre

les souches pathogeénes. (Cultures jeunes).

Souche S.aureus Ps. Sh.dysenteria | E.coli S.aureus
indicatrice ATCC aeruginosa | CECT457 ATCC ATCC
6538 10536 25923
ATCC
Souches 27853
Lactiques
S01 03 mm 00 mm 06 mm 00 mm 00 mm
S02 06 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S03 02 mm 00 mm 04 mm 00 mm 00 mm
S04 06 mm 06 mm 03 mm 00 mm 00 mm
S05 14 mm 08 mm 08 mm 00 mm 00 mm
S 06 00 mm 04 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S 07 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S 08 00 mm 00 mm 03 mm 00 mm 00 mm
S09 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm

Les souches lactiques LMBAFS04 et LMBAFS05 ont exercé une activité antagoniste contre
trois souches indicatrices : S.aureuse ATCC 6538, Ps.aeruginosa ATCC 27853 et
Sh.dysenteria CECT 457, avec des diameétres d’inhibition de (6-14 mm), (6-8 mm) et (3-8

mm) Respectivement.

La souche lactique LMBAFSO01 présente une inhibition contre deux souches pathogenes
S.aureuse ATCC 6538 et Sh.dysenteria CECT 457avec les diametres d’inhibition (3 mm) et

(6 mm).
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La souche lactigue LMBAFS02 a une activité antagoniste contre une seul souche pathogene
S.aureuse ATCC 6538 avec un diamétre d’inhibition (14 mm).

La souche lactigue LMBAFS03 présente une inhibition contre deux souches pathogénes
S.aureuse ATCC 6538 et Sh.dysenteria CECT 457avec les diametres d’inhibition (2 mm) et
(4 mm).
Les diametres d’inhibition des souches LMBAFS06 (4 mm) et LMBAFS07 (2 mm) révelent
une activité antibactérienne contre Ps. aeruginosa.
Les souches LMBAFS03 et LMBAFS08 ont donné une inhibition contre la souche pathogene
Sh.dysenteria CECT 457 avec des diameétres d’inhibition de (4 mm) et (3 mm).

Les 09 souches utilisées ne présentent pas tous le méme mode d'action vis-a-vis des

différentes souches indicatrices :

Ces resultats primitif révélent que nos souches lactiques sont capables de produire des
substances inhibitrices responsables de cette activité antibactériennes, car il été démontré que
I'activité antagonistes chez les bactéries lactiques est due a la synthése de substances

antibactériennes (Kleanhammer.,1988).

Aussi les bactéries lactiques sont connues par la production de plusieurs composes
antimicrobien comme: les acides organiques (lactiques), le diacétyl, peroxyde d'’hydrogéne
ainsi que les bactériocines (Aslam et Qazi., 2010).

Plusieurs études ont démontré des activités antagonistes chez les bactéries lactiques comme
les travaux de Allouche et al., (2010) qui ont révelé une activité antibactérienne de souches
de lactobacilles thermophilles contre  Staphylococcus aureus, Eschérichia coli et

pseudomenas aeroginosa ; due a la production d'une Bactériocines.

4.2 Localisation et Détermination de la nature de la substance antibactérienne:

» Test d'antagonismes bactérien avec le Surnageant non neutralisé:

Dans un second temps de notre étude,les surnageant des 09souches lactique sont été testée
spour leurs activités antagonistes vis-a-vis de quelques bactéries pathogenes afin de localiser

la substance antibactérienne dans la fraction extracellulaire (surnageant).

Les résultats obtenus sont démontrés par les photos suivantes:
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P — s N

Figure-22: Antagonisme des Figure-23: Antagonisme des
souches lactiques contre la souches lactiques contr la
souhe pathogéne S.aureus souche pathogeéne Sh.dysenteria
ATCC 6538 CECT 457

Figure-24: Antagonisme des
souches lactiques contre la
souche pathogeéne Ps.aeruginosa
ATCC 27853

La variation des diametres des zones d’inhibition des souches lactiques vis-a-vis des bactéries

pathogenes est représenté par le tableau suivant :
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Tableau-09 : Résultats de diameétre de la zone inhibition (mm) des souches lactiques contre

les souches pathogénes. (Surnageant non neutralisé).

Souche S.aureus Ps. Sh.dysenteria | E.coli S.aureus
indicatrice ATCC aeruginosa | CECT457 f(;%g ATCC
6538 latcc 25923

Souches 27853

Lactiques

S01 07 mm 00 mm 06 mm 00 mm 00 mm
S02 06 mm 00 mm 08 mm 00 mm 00 mm
S 03 03 mm 03 mm 03 mm 00 mm 00 mm
S04 06 mm 04 mm 02 mm 00 mm 00 mm
S05 14 mm 06 mm 06 mm 00 mm 00 mm
S 06 00 mm 02 mm 03 mm 00 mm 00 mm
S 07 00 mm 02 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S 08 00 mm 00 mm 02 mm 00 mm 00 mm
S09 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm

Les souches lactigues LMBAFS03, LMBAFS04 et LMBAFS05 ont exercé une activité
antagoniste contre trois souches indicatrices : S.aureuse ATCC 6538, Ps.aeruginosa ATCC
27853 et Sh.dysenteria CECT 457, avec des diameétres d’inhibition de (3-6-14 mm), (3-4-6
mm) et (3-2-6 mm) Respectivement.

Les souches lactiques LMBAFSO01 et LMBAFS02 ont exercé une activité antagoniste contre

deux souches indicatrices :

diamétres d’inhibition de (7-6 mm), (6-8mm) Respectivement.
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La souche lactique LMBAFS06 présente une inhibition contre deux souches pathogénes Ps.
aeruginosa ATCC 27853 et Sh.dysenteria CECT 457avec les diameétres d’inhibition (2 mm)
et (3 mm).

La souche lactigue LMBAFS07 a une activité antagoniste contre une seul souche pathogene

Ps. aeruginosa ATCC 27853 avec un diamétre d’inhibition (02 mm).

La souche lactigue LMBAFS08 a une activité antagoniste contre une seul souche pathogene
Sh.dysenteria CECT 457avec un diamétre d’inhibition (02 mm).

D'apres les résultats obtenus par le test d'antagonisme bactérien avec le surnageant natif nous
constatons que la substance inhibitrice se trouve bien dans la fraction extracellulaire
(surnageant) et plusieurs recherches confirment que les fraction extracellulaires contiennent
les substances antibactériennes (Dilmi Bouras ., 2002 ;Labioui et al.,2005; Metlef et Dilmi
Bouras .,2009 ) .

Il est nécessaire de noter que I'absence d'antagonisme bactérien avec le surnageant n'exclue

pas I'existence de substances antibactérienne. (Ammors et al., 2006).
4.3. Méthode de puits ADT (Agar Well Diffusion Test) (Surnageant neutralise) :

Pour la derniére étape de notre étude ,les surnageant neutralisés des 09souches lactique sont
éte testée spour leurs activités antagonistes vis-a-vis de quelques bactéries pathogénes afin
de déterminer la nature des substances inhibitrices.

La neutralisation des surnageant nous permets d'éliminer l'effet des acides organiques au
profit des autres substances (Dilmi Bouras ., 2002 ;Metlef et Dilmi Bouras., 2009 ); les

résultats obtenus sont démontrés par les photos suivantes:
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Figure-26: Antagonisme des

Figure-25: Antagonisme des souches latiques contre la
souches lactiques contre la souche pathogene Sh.dyvsenteria
souche pathogéne S.aureus CECT 457

ATCC 6538

Figure-27: Antagonisme des
souches lactiques contre la souche
pathogene Ps.aeruginosa ATCC
27853

La variation des diamétres des zones d’inhibition des souches lactiques vis-a-vis des bactéries
pathogenes est représenté par le tableau suivant :

Tableau-10 : Résultats de diameétre de la zone inhibition (mm) des souches lactiques contre

les souches pathogenes. (Surnageant neutralisé et filtrée).
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Souche S.aureus Ps. aeruginosa | Sh.dysenteria | E.coli | S.aureus
indicatrice ATCC ATCC CECT457 ATCC ATCC

6538 27853 10536 | 55993

Souches
Lactiques

S01 06 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S02 06 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S 03 02 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S04 04 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S 05 12 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S 06 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S 07 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S 08 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm
S09 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm 00 mm

Les résultats obtenus, apres élimination de l'effet des acides organiques par
neutralisation et filtration des surnageant des différentes souches lactiques, montrent
que l'activité antagoniste contre; E.coli; Shigelle; et S. aureus est totalement absente
chez toute les souches lactiques et on constate une perte de I'activité antagoniste pour
les souches S03.504.S05. S06 et SO7 contre Pseudomeunas aeroginosace qui suggere

que I'agent responsable de I'interaction avec le surnageant natifest les acidesorganiques.

Les souches lactiques LMBAFS01, LMBAFS02, LMBAFS03, LMBAFS04 et
LMBAFSO05 ont une activité antagoniste contre une seul souche pathogéne S. aureus
ATCC 6538 avec des diameétres d’inhibition variables (06 mm),(6 mm),(02mm),(04
mm) et (12 mm), ce qui nous permet de dire qu'il existe bien d'autres substances
inhibitrices chez les souches :S01;S02;S03;S04; et S05 qui peuvent étre: Le H202; le
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diacétyl et les bactériocines.

Bourgeois et larpent., (1996) ; ont démontré des phénomenes d'inhibition de difféerents
contaminants par le peroxyde d’hydrogene chez certaines bactéries lactiques lorsqu'il est

libéré a des concentrations suffisantes.

D'autres etudes reveélent la production de bactériocines chez des souches de
lactococcus(Campos et al.,2006); par exemple la nisine produite par Ic.lactis ssp lactis

qui inhibe presque la plupart des germes a gram positif et la diplococcine produite par
Ic.lactis ssp. cremoris (Bourgeois et larpent., 1996).

Le diacétyle est une substanceantimicrobienne efficace contre differentes bactéries Gram
négatives et Gram positives, il agiten affectant I'utilisation de I'arginine (Jay., 1986) ; bien
que les bactéries lactiques soient généralement résistantes (Gill et Halley., 2003). Les
quantités de diacétyle produites par Lc. lactissubsp. lactisbiovar. Diacetylactisvarient de 0,07
a 3,72 ppm (Burrow etal., 1970).
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Conclusion etperspectives

Au totale 09 souches de bactéries lactiques Gram positive et catalase négative, ont été
sélectionnées, dont on dénombre 08 souches apparentées aux lactobacilles et 01 souche

apparentée aux lactcoques.

L'étude de la cinétique de croissance nous a permis de decrire les différents profils de
croissance des neuf souches lactiques ainsi que les cings ouches pathogénes pour déterminer
les différentes phases de la courbe de croissance des deux groupes bactériens et connaitre le
temps d'incubation des cultures jeunes pour chaque type bactérien : 16heure pour les

bactéries lactiques et 08 heure pour les bactéries pathogenes.

Les souches (LMBFASO1 ; LMBFASOQ2 ; LMBFAS04 ; LMBFASO5 et LMBFASOQ7), ont été
les souches lactiques les plus performantes dans les tests d'antagonisme bactérien et ont
présenté un spectre d'action différents d'une souche pathogéne a une autre :Staphylococcus
aureus ATCC 6538 etait la plus sensible par rapport aux autres bactéries pathogeénes. Les

zones d'inhibition observées s'étendaient de (02 mm a 14 mm).

La neutralisation des surnageant nous a permis d'éliminer I'effet inhibiteur des acides
organiques (acide lactiques ...) ; et les résultats obtenus confirment la production d'autre

substances antibactériennes responsables de cette interaction contre les bactéries pathogeénes.

Ces résultats permettent une sélection de souches antibactériennes qui dans l'avenir nous

pourrons mieux les caractériser par :

v Détermination de la nature des substances antibactériennes,
v’ Caractérisation de leur potentiel probiotique pour développer leur effet santé.

v'Identification de ces souches lactiques par les méthodes moléculaires.
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Annexe-01

Composition des milieux de cultures

Milieu MRS (de Man-Rogosa et Sharp) Extrait de viande......................... 5¢
Composition (gramme /litre) GlUCOSE ..o 10g
PEPLONE v 10g Peptone ..., 10g
Extrait de viande.......cooiviii 8¢ NaCl e, 29
Extrait de [eVUre .........cccocovvvriecnnnnn 4g Eau distillée  .......cccccevnnee, 1000ml
GIUCOSE oo 20g pH 7.2/ Stérilisation par autoclavage a

120°C pendant 20 min.
Tween 80 ...cooovvvviieeicieecee e, 1ml

Gélose Nutritive
Hydrogénophosphate de potassium....2g

Extrait de levure .......ccccoovvviinnen, 59
Acétate de sodium .......cceeeeiiiiiiennn, 5¢

Extrait de
Citrate d’ammonium .................. 29 viande.......coooiii e, 5g
Sulfate de magnésium, 7 H20....... 0.2g GIUCOSE oo 10g
Sulfate de manganese, 4 H20 ..... 0.05g PEPIONE oo, 10g
AGAlr e 20g NACL oo 29
Eau distillée ..., 1000ml AGAr e, 15¢
Ph 6.2+0.2 / Stérilisation par autoclavage a Eau distillée oo, 1000ml

120°C pendant 20 min.
pH 7.2 /Stérilisation par autoclavage a

Bouillon LB 120°C pendant 20 min.

Extrait de levure ........cccooceviiiienns 59

Annexe



Résumé

Cette étude consiste a déemontrer I'effet antagoniste des bactéries lactiques isolées du lait de vache, vis-a-vis de
quelques espéces de bactéries pathogenes responsables de différentes maladies chez I'homme. L'étude phénotypique a
permis de confirmer la viabilité de neuf souches lactiques d'une collection de bactéries lactiques isolées du lait de
vache : (LMBAFS01; LMBAFS02; LMBAFS03; LMBAFS04; LMBAFS05; LMBAFS06; LMBAFS07; LMBAFS08;
LMBAFS09), dont on dénombre (08) souches apparentées aux Genre Lactobacillus par leur forme cellulaire en
batonnet et (01) souche apparentée aux lactocoques par leur forme cellulaire en cocci. Par ailleurs, les tests d'activité
antibactérienne contre staphylococcus aureus ATCC 6538; staphylococcus aureus ATCC 25923 ;Pseudomeunas
aeroginosa ATCC 27853; Eschérichia coli ATCC 10536; shiguella dysenteria CECT 457; en utilisant la méthode de
diffusion en puits, ont conduit a I'apparition d'halot claire autour des souches lactiques testées, avec des diamétres de
zone d'inhibition variables, en effet, les souches LMBFAS [01 ;02 ;03 ;04 ;05] ont été les plus performantes contre
staphylococcus aureus ATCC 6538 , Pseudomeunas aeroginosa ATCC 27853 et shiguella dysenteria CECT 457.
L'interaction d'antagonisme avec les surnageant aprés neutralisation par une solution de NaOH 1N et filtration par
filtre millipore (0.45um); a révélé une activité antibactérienne seulement contre Staphylococcus aureus ATCC 6538
chez les souches LMBAFS [01; 02; 03;04; 05]. Ce qui permet de dire qu'il y a d'autres substances antibactériennes
produites par nos bactéries et qu'une caractérisation plus poussé permettra de déterminer leur nature (H202; Diacétyl;
ou Bactériocines).

Mots clé : Lait de vache, Les bactéries lactiques, Le pouvoir antagoniste, Agents inhibiteurs, Les souches pathogénes.

Summary:

This study consists in demonstrating the antagonistic effect of lactic acid bacteria isolated from cow's milk, against
some pathogenic bacteria responsible of different diseases in humans. The phenotypic study confirmed the viability of
nine lactic strains from a collection of lactic acid bacteria isolated from cow's milk: (LMBAFS01; LMBAFS02;
LMBAFS03; LMBAFS04; LMBAFS05; LMBAFS06; LMBAFS07; LMBAFS08; LMBAFS09) ; (08) strains related
to the Lactobacillus genus by their rod-shaped cell and (01) lactococci-related strains by their cocci cellular form.
Otherwise, tests for antibacterial activity against: staphylococcus aureus ATCC 6538; staphylococcus aureus ATCC
25923 ;Pseudomeunas aeroginosa ATCC 27853; Eschérichia coli ATCC 10536; shiguella dysenteria CECT 457,
using the well-diffusion method, led to the appearance of clear halot around the tested lactic strains with variable
inhibition zone diameters, in fact the strains LMBAFS[01 ;02 ;03 ;04 ;05] were the best performers against
staphylococcus aureus ATCC 6538 , Pseudomeunas aeroginosa ATCC 27853 et shiguella dysenteria CECT 457.

The interaction of antagonism with the supernatant after neutralization with a solution of 1N NaOH and filtration by
millipore filter (0.45 um), revealed antibacterial activity only against Staphylococcus aureus ATCC 6538 for the
strains LMBAFS [01; 02; 03;04; 05], this Makes possible to say that there are other antibacterial substances produced
by our bacteria and a more detailed characterization will allow to determine their nature (H202, Diacetyl or
Bacteriocins).

Key words: Cow's milk, Lactic acid bacteria, Antagonist, Inhibitory agents, Pathogenic strai
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