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Résumé

La contamination des aliments est un probléme majeur pour le consommateur,
L’exploitation des interactions bactériennes est un nouveau moyen pour lutter contre les

germes indésirables.

Plusieurs souches ont été isolées et identifiées a partir d’un échantillon du lait de
chamelle cru provient de différentes régions : EI Oued (Algérie), Kerman (Iran), Al-wafra et
kabad (Kuwait), pour tester leur activité antimicrobienne vis -a-vis des souches pathogenes et

afin de sélectionner les souches ayant une bonne activité antimicrobienne.

L’identification des souches a ¢été¢ faite par des méthodes phénotypiques et
génotypiques. L’identification génotypique a été assurée par PCR et séquencage de L’ARNr
16S.

Les souches isolées ont été testées pour leur effet antimicrobien par 1’application des
méthodes suivantes : la méthode de diffusion des puits, diffusion sur disques, spots d’agar et

la méthode spot-on-the-lawn.

L’identification des especes des souches lactiques isolées a montré que les isolats sont
répartis aux especes Lactococcus lactis subsp lactis, Lactococcus lactis subsp cremo-
ris,Lactococcus sp, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Streptococcus ther-
mophilus, Streptococcus infantarius, Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus plantarum,
Weissella confuse et Weissella paramesenteroides, Enterococcus faecium, et Leuconostoc

mesenteroides.

Les résultats de I’activité antimicrobienne indiquent que la plupart des souches testées
ayant une activité antibactérienne vis-a-vis des souches pathogénes (souches Gram positif et
négatif). La mesure des diametres d'inhibition révele des diametres qui varient de 1 a 46 mm.

Le lait de chamelle est une source de souches ayant une activité antimicrobienne.

Mots-clés: Lait de chamelle, Bactéries lactiques, Bactéries pathogénes, activité antimicro-

bienne.



Abstract

Food contamination is a major problem for the consumer, exploiting bacterial interac-

tions is a new way to fight against undesirable germs.

Several strains were isolated and identified from a sample of raw camel milk from
different regions: El -Oued (Algeria), Kerman (Iran), Al-wafra and kabad (Kuwait), to test
their antimicrobial activity against pathogenic strains and to select strains with good

antimicrobial activity.

Strain identification was done by phenotypic and genotypic methods. Genotypic

identification was performed by PCR and 16S rRNA sequencing.

The isolated strains were tested for antimicrobial effect by the following methods: well

diffusion, disc diffusion, agar spot method and spot-on-the-lawn method.

Species identification of the isolated lactic strains showed that the isolates are
distributed to the species Lactococcus lactis subsp lactis, Lactococcus.lactis subsp cremoris,
Lactococcus sp, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Streptococcus ther-
mohlus, Streptococcus infantarius, Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus plantarum,
Weissella confuse et Weissella paramesenteroides, Enterococcus faecium, et Leuconostoc

mesenteroides.

Results of antimicrobial activity indicate that most strains tested had antibacterial
activity against pathogenic strains (gram positive and negative strains). Measurement of the
inhibition diameters reveals diameters ranging froml to 46 mm. Camel milk is a source of

strains with antimicrobial activity.

Key words: Camel milk, Lactic acid bacteria, Pathogenic bacteria, antimicrobial activity.
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Introduction

Nos aliments proviennent de notre environnement proche, mais aussi, de plus en plus,
de pays divers. Cependant, il arrive que ces aliments soient contaminés au cours de leur
production, de transformation, de transport, notre environnement est contaminé par des agents

physiques, chimiques et surtout biologiques qui risquent de porter atteinte a notre santé.

Les contaminations alimentaires sont en constante augmentation a travers le monde.
Chaque année, 1 a 2 milliards de personnes sont infectées par des bactéries, et 70% de ces

infections sont d'origine alimentaire (Jabrane, 2015).

La lutte contre les contaminations alimentaires dépend de plus en plus d'agents
antimicrobiens naturels pouvant inhiber les microorganismes responsables de la détérioration
des aliments, les agents pathogeénes de contamination alimentaire et les toxines, ces agents
antimicrobiens naturels peuvent €tre dérivés de sources microbiennes (bactéries), de produits

dérivés d'animaux (protéines laitieres) ou de plantes (huiles essentielles) (Jabrane, 2015).

Les ¢études ont démontré que le lait camelin a la capacité a inhiber la croissance des
microorganismes pathogénes par rapport a celle des autres mammiféres et sa capacité¢ a
inhiber les Gram positif et Gram négatif pathogeénes qui préoccupe la sécurité alimentaire, en
raison de plusieurs protéines protectrices présentes dans le lait et de nombreuses enzymes aux
propriétés antibactériennes et antivirales, telles que la lactoferrine, les lysozymes,

les immunoglobulines (Benkerroum et al., 2004 ; El Agamy et al., 1992).

Le lait de chamelle, également appelé « or blanc du désert », a une longue histoire
d’utilisation en médecine traditionnelle pour la gestion de diverses maladies et affections. En
effet, le lait de chamelle différe des autres laits car il est dépourvu de B-lactoglobuline et
contient une faible teneur en cholestérol et une teneur élevée en minéraux (sodium, potassium,
fer, magnésium...), vitamines (C, A et E), les acides gras polyinsaturés (AGPI) et les

protéines protectrices (Gammoh et al., 2020 ; Latifa et al., 2020).

I1 existe une riche diversité bactérienne dans le lait de chamelle, le microbiote bénéfique
du lait de chamelle représenté par bactéries lactiques qui peuvent contribuer aux qualités

fonctionnelles et souhaitables du lait de chamelle.

Les bactéries lactiques contribuent non seulement aux propriétés sensorielles et

texturales des produits laitiers, mais aident également a produire des substances bioactives,
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Introduction

telles que des bactériocines et des acides organiques, qui suppriment la croissance d'agents

pathogenes potentiels.

Aujourd'hui, ces bactéries peuvent étre sélectionnés, identifiés et cultivés pour tous
types d’utilisations : alimentaire (fermenteurs), médical (probiotiques) ou biotechnologique

(production moléculaire : bactériocines, polysaccharides).

L'objectif de ce travail consiste a isoler des souches lactiques a partir du lait cru de
chamelle, puis a identifier les souches isolées afin de tester leur activité antimicrobienne vis-

a-vis les germes pathogenes.

Notre présent manuscrit est divisé en trois parties :

La premiere est consacrée a une synthese bibliographique articulée autour de deux
chapitres qui vont traiter les caractéristiques du lait de chamelle, et les principales
caractéristiques des bactéries lactiques et leurs métabolites.

La deuxieme partie va regrouper les méthodes mise qui ont été utilisées par des travaux
expérimentaux réalisés par des chercheurs qui ont déja abordé notre sujet sur I’activité antimi-
crobienne des bactéries lactiques isolées a partir du lait de chamelle vis-a-vis des germes im-
pliqués dans les intoxications alimentaires.

Les résultats obtenus sont alors exposés et discutés dans la troisiéme partie, ce
manuscrit se termine par une conclusion générale résumera les principaux acquis de ce travail

et souligne quelques perspectives de cette étude.
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Rappel Bibliographique

Partie I

I. Lait de chamelle

1.1 Généralités sur le lait de chamelle

Les chameaux jouent un rdle clé dans la fourniture du lait de qualité nutritionnelle

supérieure dans différentes parties du monde (Magqsood et al., 2019).

Le lait de chamelle est une excellente source de nutriments bien €équilibrés et présente
¢galement une gamme d'activités biologiques qui influencent la digestion, les réponses
métaboliques aux nutriments absorbés, la croissance et le développement d'organes
spécifiques et la résistance aux maladies. Ces activités biologiques sont principalement dues a
la présence de peptides et de protéines dans le lait (Salwa et Lina, 2010), Il est connu pour
ses proprietés médicinales, qui sont largement exploitées pour la sant¢ humaine

(Konuspayeva et al., 2009 ; Felfoul et al., 2017 ).

Les chameaux sont l'un des rares animaux qui non seulement survivent dans des
conditions climatiques extrémes, mais sont également classés comme des mammiferes
capables de produire des produits bruts pour les besoins humains. Etant un animal domestique
unique, le chameau n'a pas perdu de son importance pour la communauté mondiale de nos
jours. Cela est prouvé par la croissance de I’abondance des chameaux dans le monde.
Actuellement, la production du lait de chamelle est observée dans de nombreux pays du
monde, principalement en Asie et en Afrique en raison de l'augmentation de la demande et

des préférences nationales (Nadtochii et al., 2018).

Selon les estimations de la FAO (2013), la production mondiale du lait camelin n’est
pas moins de 2.93 millions de tonnes, alors que la production mondiale du lait de chamelle
disponible pour la consommation humaine a été évaluée a 1,3 million de tonnes, soit 500 fois
moins que celle du lait de vache. Contrairement a la consommation de viande, celle du lait et
de ses dérivés est beaucoup plus répandue et représente la ressource alimentaire la plus
importante pour les sociétés pastorales nomades. En milieu pastoral, le lait de chamelle est
trés prisé a 1’état frais. Il est aussi transformé en lait fermenté, car ’obtention de beurre ou de

fromage est tres difficile (Boussouar, 2016).

Les chameaux sont les cinquiémes animaux laitiers les plus importants, apres les bovins,

les chévres et les brebis (Nagy et al., 2017).
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En Algérie, D’apres les estimations de la FAO (2013), la production annuelle du lait de
chamelle en Algérie était de 15000 tonnes, ce qui classe I’Algérie au 13°™ rang mondial des

pays producteurs (Boussouar, 2016).

Le dromadaire est présent dans 17 Wilaya (8 Sahariennes et 9 Steppiques). 75 % du
cheptel est dans les Wilaya Sahariennes (dont le plus grand effectif est dans les Wilaya de
Tamanrasset et EI-Oued) et 25% du cheptel est dans les Wilaya Steppiques (Benaissa, 1989).

Pour bien préciser la répartition géographique du cheptel camelin dans notre pays, on

distingue trois grandes aires de distribution :

¥ La premiére aire de distribution, est le Sud-est : El-oued, Biskra, Msila, Tébessa, Batna,
Ouargla, Ghardaia, Laghouat et Djelfa ;

W La deuxiéme aire, est le Sud-ouest représentée par : Bechar, Tindouf, Naidma, El Bayadh,
Tiaret et le nord d’Adrar ;

W L’extréme sud, c’est la troisiéme aire de distribution : Tamanrasset, Illizi, le sud d’Adrar

(figure 01) (Benaissa, 1989).

Figure 01: Aires de distribution du dromadaire en Algérie (Benaissa, 1989).

Page 4



Rappel Bibliographique

Partie I

1.2 Caractéristiques du lait de chamelle

I.2.1 Caractéristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est de couleur blanc mat, en raison de la structure et de la composi-
tion de sa maticre grasse, relativement pauvre en B-caroténe. Il est Iégérement sucré, avec un

gott acide, parfois sucré ou salé.

Cette variabilité dans le gout est liée au type de fourrage ingéré ainsi qu’a la disponibili-
té en eau (Yagil et Etzion, 1980; Farah, 1993), I’ingestion de fourrages comme la luzerne,
lui donne un gofit sucré, alors que I’ingestion de certaines plantes halophytes comme Salosa et

Acacia le rend salé (Al-Haj et al., 2010).

1.2.2 Caractéristiques physico-chimiques

Le pH du lait de chamelle varie de 6,5 a 6,7 avec une valeur moyenne de 6,56 et la
densit¢ de 1,025 a 1,032 avec une moyenne de 1,029. Les deux valeurs sont inférieures a
celles du lait de vache (Farah, 1993).

Les autres caracteres physico-chimiques du lait de chamelle sont représentés dans le ta-
bleau suivant (tableau 01).

Tableau 01: Les caractéres physico-chimiques du lait de chamelle (Izadi et al., 2019).

Carateres physico-chimiques Vel
moyennes
0 ! )
Acidite 0.144 /6 d'acide
o lactique
D Gravité Spécifique 1.029
= Viscosite 1.77 cp
;j Tension Superficielle 58,39 dyn /em
=
= Indice de réfraction 1.3423
.cj Point de congélation -0,518°C
Conductivité Electrique 6.08 mS /cm
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1.2.3 Caractéristiques chimiques et biochimiques

1.2.3.1 Protéines
Les protéines du lait de chamelle peuvent étre classées en deux groupes principaux
(Abbas et al., 2013).

1.2.3.1.1. Les caséines

Le lait de dromadaire contient environ 1,63 a 2,76% de caséine. Les caséines représen-
tent la fraction protéique la plus abondante dans le lait camelin a savoir 52 a 87% des protéines
totales (Al-Haj et al., 2010), le lait de dromadaire est plus ¢levé en B-caséine et plus faible en

k-caséine, et manque également de B-lactoglobuline (Zouari et al., 2018).

1.2.3.1.2. Protéines de lactosérum

Le terme « protéine de lactosérum » ne doit étre utilis€ que dans un sens général pour
décrire les protéines du lait solubles dans un pH vari¢ de 4 a 6 et a une température 20 °C (Fa-
rah, 1993). Les protéines de lactosérum sont le deuxiéme composant principal des protéines
du lait de chamelle et constituent 20 a 25% des protéines totales. La teneur en protéines de
lactosérum du lait de chamelle se située entre 0,63 et 0,80% du lait. Dans les protéines de lac-
tosérum du lait de vache, la B-lactoglobuline est le principal composant (50%) et l'a-
lactalbumine est le deuxieme (25%), tandis que dans le lactosérum du lait de chamelle , la
B-lactoglobuline est déficiente et l'a-lactalbumine est le principal composant (Al-Haj et al.,

2010).

Il a été rapporté que le lait de chamelle par rapport au lait de vache a une stabilité
thermique ¢élevée, de sorte que le pourcentage de la dénaturation des protéines de lactosérum
du lait de chamelle a des températures de 80 et 90°C était respectivement de 32 a 35% et de 47
a 53% (Izadi et al., 2019).

1.2.3.2 Matiere grasse

Le lait de chamelle est en moyenne plus faible en matiére grasse que le lait de vache.
Cependant, les globules gras du lait de chamelle sont de tres petites tailles (1,2 a 4,2 p de
diametre) et restent donc en suspension méme aprés 24 heures de repos, contrairement au lait
de vache dans lequel ces globules constituent une couche grasse en surface au bout de

quelques heures (Karray et al., 2005).
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Par ailleurs, la matiére grasse du lait de chamelle apparait liée aux protéines, tout ceci
explique la difficulté a baratter le lait de chamelle pour en extraire le beurre, Comparée au lait
de vache (Farah, 1993), la matiére grasse du lait de chamelle contient moins des acides gras a
courtes chaines C4-C12, mais que les concentrations de C14: 0, C16: 0 et C18: 0 sont

relativement élevés (Karray et al., 2005 ).

1.2.3.3 Vitamine

De nombreuses vitamines telles que D, E, A, C et les vitamines du groupe B se trouvent
dans le lait de dromadaire. Une riche quantit¢ de vitamine C est présentée dans le lait de
chamelle, Il a été révélé que le lait de chamelle contient 3 a 5 fois plus de vitamine C que le
lait de bovin. La valeur moyenne de la concentration de vitamine C présente dans le lait de
chamelle est de 34,16 mg.L™!, et se singularise par sa richesse relative en vitamines B3. Ces
teneurs ¢levées améliorent la valeur nutritionnelle du produit surtout que les sources en cette

vitamine dans les régions arides demeurent insuffisantes (Abbas et al., 2013 ).

1.2.3.4 Lactose

Le lactose est le principal glucide dans le lait de la plupart des mammiferes et il est
généralement admis que les sources du lactose non mammifeéres sont trés rares. C’est
I’hydrate de carbone le plus important dans le lait (Farah, 1993). Sa teneur dans le lait
camelin varie de 3.4 a 5,6%, avec des taux moyens légérement supérieurs a ceux rencontrés
dans le lait de vache, cette teneur est variée légeérement avec la période de lactation

(Konuspayeva et al., 2009).

1.2.3.5 Minéraux

Les sels minéraux du lait sont principalement des chlorures, des phosphates et des
citrates de Na, Ca et Mg. Bien que les sels constituent moins de 1% du lait, ils influencent
1'état physique et la stabilité des protéines du lait. La teneur en minéraux du lait de chamelle
exprimée en cendres varie de 0.6 a 0.8% (Farah, 1993).

La composition en minéraux du lait de chamelle est plus diversifiée que celle de lait de
vache. En général la composition en macroéléments (Na, K, Ca, Mg...) est relativement
similaire a celle du lait bovin, cela n’est pas le cas des oligo-¢éléments ou les teneurs en Fe,
Cu, Mn, Pb et I, y sont particuliérement élevées dans le lait d’origine cameline (Abbas et al.,

2013).
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1.3 Propriétés thérapeutiques et médicinales du lait de chamelle

Le lait de chamelle est connu pour ses propriétés médicinales, largement exploitées pour
la santé humaine. Le lait de chamelle est une source riche en protéines et en peptides biologi-
quement actifs, les protéines de lactosérum qui auraient présentées un large éventail de bio-
activités, y compris les activités immuno-modulatrices, anti-cancérigénes, antibactériennes et
antifongiques (Ryskaliyeva et al., 2018 ; Izadi et al., 2019), et anti-oxydantes, anti-

infectieuses, anti-hypertensives et antidiabétiques significatives (Akli Ayoub et al., 2018).

Le lait de chamelle est apprécié traditionnellement pour ses propriétés et plus générale-
ment comme reconstituant chez les malades convalescents. Il est utilisé pour le traitement
d’une série des maladies telles que I'hydropisie, la jaunisse, la tuberculose, 1'asthme, 1'anémie,
les tas, les ulceres gastro-intestinaux, le diabete de type 1 et les virus provoquant la diarrhée,
de la gastro-entérite, du psoriasis et des hépatites C et B, I'amélioration de I'efficacité du sys-
téme immunitaire, et il se boit également comme tonique (Konuspayeva & al., 2007 ; Zhao

et al., 2015).

Une teneur ¢levée en acides gras insaturés contribue a sa qualité alimentaire globale.
La faible quantité de B-cas€ine et le manque de B-lactoglobuline sont liées a I'effet hypoaller-
génique du lait de chamelle (Zouari et al., 2018). D'autres composants tels que la
lactoferrine, les immunoglobulines, le lysozyme ou la vitamine C jouent un rdle central dans

la détermination de ces propriétés (Konuspayeva et al., 2009).

Les différentes études entreprises sur les effets thérapeutiques du lait de chamelle sont

représentées dans le tableau ci-dessous (tableau 02).
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Tableau 02: Les effets thérapeutiques du lait de chamelle ( Sboui & al., 2009 ;
Konuspayeva & al., 2004 ; Konuspayeva & al., 2007 ; Konuspayeva & al., 2011 ;
Agrawal & al., 2003).

Aspect étudie Effet observé et interprétations Références

Hvpoglvcémie et régulatrice de la glveémie chez
Diabétes les patients insulino-dépendants (teneurs élevées
d’insuline dans le lait).

(Shoui & al, 2009)
(Agway & al, 2003)

Diminution du stress oxvdatif et prévention des
Complications du | néphro-pathologies (la vitamine C joue un réle (Konuspayeva & al., 2004)

diabéte biologique considérable par ses propriétes anti- | (Konuspaveva & al, 2011)
oxvdants ).

Effet hypoallergique (absence dela f-Lg et

Allergies au lait présence d une caséine oS differente dela (Konuspayeva & al., 2007)
caséine bovine). i ’

Effet anti-infectieux et antivirales { la lctoferrine
Infections agit sur des virus comme 'herpés, le virus de (Konuspayeva & al., 2004)
I'hepatite C et méme sur le VIH).

Effet anti-tumoral (contrdle des processus
Tumeurs tumoraux par stimulation de la défense (Konuspayeva & al., 2004)
immunitaire).

La présence abondante de certaines vitamines
{ la réputation de renforcer les défenses
immunitaires et de simuler 1"activité phyvsique
des organismes en état de surmenage ).

Reconstituant (Konuspayeva & al., 2004)

1.4 Facteurs influencant la production laitiére

Les variations observées dans la composition du lait de chamelle pourraient étre
attribuées a plusieurs facteurs tels que les procédures de mesure analytique, les emplacements
géographiques, les conditions d'alimentation et les échantillons prélevés sur différentes races,
en plus d'autres facteurs, notamment le stade de lactation, 1'dge et le nombre de vélages
(Al-Haj et al., 2010). L'origine géographique et les variations saisonniéres se sont révélées

étre les facteurs les plus efficaces dans la composition du lait de chamelle (Izadi et al., 2019).

La variabilité de rendement du lait est liée a divers facteurs dont :
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1.4.1 Type d’alimentation

L’alimentation du dromadaire reste le facteur le plus déterminant (Ramet, 1993).
L’amélioration des conditions alimentaires (régimes riches en fourrages verts renfermant de la
luzerne, du mélilot ou du chou) prolonge la période de lactation et augmente la quantité de lait
produite jusqu’a atteindre parfois le double. Par ailleurs, la disponibilit¢ ou non de I’eau
n’influence presque pas cette production qui n’est que faiblement diminuée en période de
sécheresse (Karue, 1998). Une privation d’eau de 7 jours reste sans effet sur le niveau de la

production du lait, alors qu’elle diminue chez la vache (Yagil et Etzion, 1980).

1.4.2 Rang et stade de lactation

Comme pour les autres herbivores allaitants, la production laitiére chez la chamelle
tend a augmenter avec le rang de mise bas mais, compte tenu de la longueur des intervalles
entre mises bas. L’optimum de production soit obtenu a la deuxieéme ou a la troisiéme

lactation (FAQO, 2003).

1.4.3 Race

Concernant I’effet de la race, il est rapporté que la production annuelle moyenne 2,6
fois plus ¢élevée chez les races asiatiques que chez celles provenant du continent africain
(Ramet, 1993).

Benaissa, (1989) note que les populations camelines algériennes (Population Sahraoui)
peuvent étre considérées comme bonnes laitiéres (6 a 9 1/j) vu la pauvreté de leur alimenta-

tion.
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I1. Les bactéries lactiques

I1.1 Généralités

En 1873 dix ans apres, Louis Pasteur a étudi¢ la fermentation lactique (entre 1857 et
1863), Lister en 1873 a obtenu la premiére culture pure d’une bactérie lactique (« Bacterium
lactis » maintenant connue sous le nom de Lactococcus lactis). Les cultures de starter pour le
fromage et la production de lait aigre ont été introduites en 1890, tandis que les aliments

fermentés ont été utilisés par I’homme pendant plus de 5000 ans (Stiles et Holzapfel, 1997).

Les bactéries lactiques sont des microorganismes regroupés dans un groupe hétérogene
qui rassemble un certain nombre des genres se caractérisant, essentiellement par la production
d’acide lactique, liée a un métabolisme exclusivement fermentaire. Les hydrates de carbone
fermentescibles sont utilisés comme sources d'énergie et sont dégradés en lactate (homo
fermentaires) ou en lactate et produits supplémentaires tels que l'acétate, 1'éthanol, le dioxyde
de carbone, le formiate ou le succinate (hétéro fermentaires) (Schleifer et al., 1995 ; Schil-

linger et Holzapfel, 2003).

Les bactéries lactiques sont traditionnellement définies comme des bactéries dont le
principal produit final issu du métabolisme des glucides est I'acide lactique en raison de leur
grande variété d'application dans les industries alimentaires, certaines bactéries lactiques
provoquent la détérioration des aliments. Lactobacillus perolen ssp a été¢ décrit en 1999
comme une bactérie d'altération de boisson gazeuse ou de mofiit de biere sur la base de

l'alignement de la séquence d'ADNr 16S (Miyamoto & al., 2005).

Les bactéries lactiques (BL) sont utilisées depuis longtemps dans la fermentation des
aliments pour préserver leur qualité nutritive. Le principal effet antimicrobien exercé par ces
bactéries est la production d'acide lactique et la réduction du pH. En plus, elles produisent
divers composés antimicrobiens, qui peuvent étre classés comme des composés de faible
masse moléculaire moins de 1000 Da (LMM) tels que le peroxyde d'hydrogéne (H20>), le
dioxyde de carbone (CO»), le diacétyle (2,3-butanedione), des composés non caractérisés et
des composés de masse moléculaire élevée plus de 1000 Da (HMM) comme les bactériocines.
Tous ces ¢léments peuvent inhiber la croissance des germes d’altérations et pathogénes dans

les aliments (Ammor & al., 2006 ; Suskovic & al., 2010).
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Les bactéries lactiques (BL) comprennent un groupe diversifi¢ des bactéries Gram
positives, qui ne forment pas de spores, généralement immobiles, dépourvues de cytochrome
oxydase, nitrate réductase et de catalase bien que certaines espéces possédent du pseudo
catalase (Yerlikaya, 2018). Elles sont aussi des bactéries anaérobies facultatives, se
présentent sous forme de cocci et de batonnets, chimioorganotrophes et ne poussent que dans
des milieux complexes, Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides
aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles

(Schleifer & al., 1995).
I1.2 Habitat

Les bactéries lactique se trouvent dans de nombreux environnements riches en
nutriments et se produisent naturellement dans nombreux milieux naturels, et dans divers
produits alimentaires, Les bactéries lactiques sont généralement le principal groupe microbien
se développant sur la viande et les produits carnés emballés sous vide (Mikeld & al., 1992
Edalati & al., 2018) ,ou sont ajoutées en tant que cultures pures a divers produits alimentaires
(Hayouni & al., 2008).

En outre, il est bien connu que ces bactéries, parmi une grande population des
microorganismes habitent dans le tractus gastro-intestinal humain (GIT) et forme une unité
étroitement intégrée avec 1'hote appelé le microbiote intestinal (Hayouni & al., 2008).
Quelque espéce on peut les trouver aussi dans les cavités buccales, vaginales et les muqueuses

des humains et des animaux (Bjorkroth & Koort, 2011).
I1.3 Taxonomie et Classification des bactéries lactiques

La premicre classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla- Jensen.
Elle est basée sur les techniques phénotypiques comme : la caractéristiques morphologiques,
le mode de fermentation des sucres, croissance a différentes températures et a différents pH.
Ensuite, d’autres critéres phénotypiques ont été¢ également utilisés pour la classification
comme la composition de la paroi cellulaire en acides gras et la mobilité électrophorétique des
acides lactiques déshydrogénases (Belyagoubi, 2014).

La taxonomie des bactéries lactiques a beaucoup changé au cours des deux dernieres
décennies. Un éventail beaucoup plus large d’études taxonomiques a graduellement remplacé
I’ancienne classification a I’égard de la caractérisation morphologique, physiologique et bio-

chimique. De nombreuses techniques génotypiques sont aujourd’hui utilisées dans 1’étude d la
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taxonomie polyphasique moderne, ces techniques sont basées sur l‘analyse de ’ADN et
permettent une meilleure identification des souches isolées au niveau du genre et de
I’espéce donc en fonction des méthodes utilisées. En général, elles ont I’avantage sur les
méthodes d’identifications phénotypiques de ne pas étre influencées par les conditions de
culture. Le séquengage direct de ’ARNr 16S est I'une des méthodes les plus puissantes pour

I‘identification en une seule étape d’une souche inconnue (Ghazi et al., 2006).

Les différentes études menées par plusieurs €quipes de recherche, ont permis de mettre
au point plusieurs techniques. Parmi elle, la spectrométrie de masse MALDI-TOF, utilisée
dans I’analyse des biomolécules et ou les protéines font 1’objet des plus grandes attentions

pour ce type d’application (Louardi, 2013).

Les bactéries lactiques appartiennent a 1’ordre Eubacteriales des familles
Streptococcaceae et Lactobacillaceae. Selon I’édition de Bergey’s manuel (2009), les
bactéries lactiques sont classées dans le Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et
I’Ordre des lactobacillales renfermant trente-cinq genres répartis sur six familles. Parmi ces
trente-cing genres, il existe seulement douze genres qui sont utilisés dans la biotechnologie
alimentaire, il s’agit de : Carnobacterium, Enterococcus, lactobacillus, Lactococcus, Leuco-
nostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Weissella, Bifidobacte-

rium (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Yerlikaya, 2018).

Une autre classification intéressante a été réalisée par Stiles et Holzapfel (1997), qui
ont défini quatre grands groupes phylogénétiques des BL, Lactobacillus, Leuconostoc, Pedio-
coccus et Streptococcus représentent historiquement les «genres principaux», tels que recon-
nus depuis les années 40. Apres I’introduction des nouveaux genres Enterococcus et Lacto-

coccus au milieu des années 80 (Al Atya, 2016).

& Le premier groupe est constitué de streptocoques et de lactocoques. Dans le genre
des streptocoques, une espece (Streptococcus thermophilus) est la seule espece du le
genre Streptococcus associé aux fermentations alimentaires (Hayouni et al., 2008).

& Le deuxieme groupe contient Oenococcus, Leuconostoc et Weissella. Ces bactéries sont
largement utilisées dans 1'industrie alimentaire pour la production de vin (Oenococcus
oeni), et la fermentation de certains légumes (Leuconostoc citreum).

& Le troisiéme groupe comprend les genres Enterococcus, Tetragenococcus, Aerococ-

cus,Melissococcus, Carnobacterium, Vagococcus, et Lactosphaera.

Page 13



Rappel Bibliographique
Partie I

& Le quatrieme groupe comprend Lactobacillus et Pediococcus.

Les changements de nomenclature qui ont été fait pour certains genres importants dans les

aliments sont représentés dans la figure ci-dessous (figure 02)

Streptococeus Streptococeus

Lactocoecus, 1385

Vagococous, 1989

Enterococcus, 1984

Leuwconostos Levconostoc

Oenococcus, 1995

Waisella, 1993

Lacfobacilius Lactobacifius

Camobactenum, 1987

Pediococous Pedioooceus

Tefragenococcus, 1990

Y, /

Aerococcus Aerococeus

Figure 02: Genres de bactéries lactiques importantes dans les aliments, montrant des

changements de nomenclature de 1980 a 2000 ( Narvhus et Axelsson, 2003).
I1.4 Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques

I1.4.1 Le genre Enterococcus

Ce genre comprend des cellules ovoides isolées, en paires ou en courtes chaines, homo-
fermentaires. Quelques especes sont mobiles par des petits flagelles et d’autres possédent une
pseudo-catalase. Ce genre se caractérise par sa tolérance a 6.5% de NaCl, au pH : 9.6 et par la
croissance a 10°C et 45°C avec une température optimale de croissance de 35°C a 37°C

(Foulquié-Moreno et al., 2006).

Page 14



Rappel Bibliographique

Partie I

I1.4.2 Le genre Oenococcus

Les cellules sont immobiles, de forme ovoide, avec un arrangement en paires ou en
chaines, non hémolytiques et généralement non protéolytiques. Elles exigent un milieu riche
en acides aminés et en facteurs de croissance, leur pH optimum étant de 6 a 6,8 et la

température optimale de 20°C a 30°C (Maitre, 2012 ; Kot et al., 2014).

I1.4.3 Le genre Lactococcus

Les souches du genre /actococcus ont des morphologies de cocci et forment des paires
de cocci simples ou des formations a chaine courte. De type mésophiles, leur température
optimale variée de 10 a 40°C, celles-ci se développent généralement a 4% de Nacl et a un ph
proche de la neutralité, leur croissance s’arrétant lorsque le ph du milieu atteint 4,5 et a pro-
duire de l'acide a partir de différents sucres (arabinose, lactose, mannitol et raffinose). ce

genre est un habitat typique des plantes, des animaux et de leurs produits (yerlikaya, 2018).

11.4.4 le genre Lactobacillus

Les cellules de ce genre a coloration de gram positive, généralement non mobiles,
peuvent se présenter sous la forme de batonnets longs et fins, ou trés courts, ou incurvés ou
méme ovoides. Les souches sont acidophiles et peuvent croitre a un ph égal a 5 ou moins avec
un optimum de 5.5 a 6.2. La température optimale de croissance est de 30°c a 40°c, mais peu-
vent croitre a un intervalle de température allant de 2°c a 53°c. Certaines souches de lactoba-
cilles dites « les thermophiles » restent viables a 55°c (tailliez, 2004).

La taxonomie des lactobacilles a été basée sur ces propriétés phénotypiques. Ils ont été
divisés en trois sous-genres, «Thermobacteriumy», «Streptobacterium» et «Betabacteriumy,
selon leur température de croissance et leur voie de la fermentation des hexoses (homofer-

mentaire ou hétérofermentaire facultatifs et stricts) (klein et al., 1998).

& groupe 1 « Thermobacterium » comprend les lactobacilles homofermentaires
thermophiles qui se développent a 45°c mais pas a 15°C . les especes les plus fréquentes dans
I’alimentation (lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.

&% groupe 2 « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires
mésophiles et peuvent étre occasionnellement hétéro fermentaires en fonction du substrat.

Les especes les plus fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvantus, Lb. sake et

Lb. plantarum.
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& groupe 3 « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétéro fermentaires .il

comporte les espéces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.

Les méthodes moléculaires modernes ont montré que ces sous-groupes sont incompa-
tibles avec la relation phylogénétique de I'espéce. Le nouveau groupement moléculaire a été
examiné par hammes et vogel (1995) et n'est donc résumé que dans le tableau 03 mentionné
ci-dessous avec le systeme classique des sous-genres. hammes et vogel (1995) ont basé leur
subdivision des lactobacilles sur le type peptidoglycane de la paroi cellulaire et la voie de

fermentation des pentoses et des hexoses (klein et al., 1998).

tableau 03: division du genre lactobacillus en sous-genres et en sous-groupes moléculaires

( Kklein et al., 1998).

Température de Représentants utilisés

« Betabacterium »

Sous-groupes moléculaires

Groupe A

Groupe B

Groupe C

Hétéro-fermentaire

Homofermentaire
Obligatoire, pas de
fermentation des pentoses

Héterofermentaire

Facultative{gaz des pentoses)

Hetérofermentaire obligatoire
(gaz de glucose et pentoses)

Aucune régle générale

Sans objet

Sans objet

Sans objet

Groupe de lactobacilles Voie de fermentation . ..
croissance comme probiotiques
Sous-genre
«Thermobacterium» Homofermentative 15°C négatif L. acidophilus
20°C négatif
45°C positif
« Streptobacterium » Homofermentatif 15°C positif L. casei
45°C neégatif L. sake / curvatus

L. reuteri / L. fermentum

L. acidophilus

L. casei, L. sake /curvatus

L. reuteri / L. fermentum

I1.4.5 Le genre Leuconostoc

Ce genre comprend 10 espéces fastidieuses dans leurs exigences nutritionnelles, les

membres des genres Leuconostoc présentent une morphologie ovoide généralement allongées
qui s’arrangent en paires ou en chaines (Kot et al., 2014), non acidophiles avec un pH
optimum de croissance égal a 6.5. Néanmoins, certains Leuconostocs peuvent croitre méme a

un pH de 4,5. La température optimale est comprise entre 20°C et 30°C mais la croissance
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peut aussi avoir lieu méme a 5°C. Les leuconostocs sont des hétéro fermentaires obligatoires
(Gonzalez et al., 2008). Plusieurs leuconostocs produisent des polysaccharides extracellu-
laires qui peuvent étre utilisés comme agents épaississants ou stabilisants alimentaires

(Narvhus et Axelsson, 2003).

11.4.6 Le genre Pediococcus

Ce genre est représenté par neuf especes ayant un métabolisme homofermentaire. 11
rassemble des cellules immobiles de forme sphérique parfois ovoides, se divisent dans deux
directions perpendiculaires et forment ainsi des tétrades de cellules plutot que des chaines
(Narvhus et Axelsson, 2003). Il existe différentes souches de Pediococcus qui produisent une
protéine connue sous le nom de pédiocine, qui est considérée comme une bactériocine

antimicrobienne efficace (Skariyachan et Govindarajan, 2019).

11.4.7 Le genre Streptococcus

Les cellules de ce genre sont immobiles, anaérobies facultatifs en chaine et en forme de
cocci avec une faible teneur en G + C. La fermentation des carbohydrates produit principale-
ment de I’acide lactique mais il n’y a pas de production de gaz, leur température optimale de
croissance est 37°C. Elles sont incapables de se développer a 15°C et a pH : 9.6. Beaucoup
d’espéces sont commensales ou parasites de ’homme et des animaux et certaines sont

hautement pathogénes (Kadri et al., 2014).

L'exception notable a cela est Streptococcus thermophilus. Cette espéce se caractérise
par sa croissance rapide a haute température et sa fermentation active du lait, connue depuis
1919 (Tarrah et al., 2018 ) , Il est utilisé avec Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, pour
la production de yaourt et se trouve dans de nombreux laits fermentés indigénes, ou il peut se
produire avec une variété d'autres BL et levures. Il est également utilis¢é comme culture de
démarrage pour une variété des fromages italiens, y compris le parmesan. Aucune autre
espece de Streptococcus ne serait considérée comme importante pour la fabrication ou la

détérioration des denrées alimentaires (Narvhus et Axelsson, 2003).

I1.4.8 Le genre VVagococcus

Les cellules sont ovoides isolées, en paires ou en chaines. La plupart des espéces sont
mobiles par des flagelles péritriches. Elles sont capables de croitre a 10°C mais non a 45°C

sans production de gaz ni d’arginine dihydrolase (ADH) (Ammor et al., 2006).
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11.4.9 Le genre Tetragenococcus

Ce genre rassemble des cellules immobiles, sphériques ou ovoides avec un diamétre de
0.5-1.0 pm formant des tétrades apreés leur division dans deux directions perpendicu-
laires comme elles peuvent étre isolées ou en paires. Le métabolisme des tetragenococcus est
homofermentaire. IIs ne produisent pas de CO2 a partir de glucose comme ils sont incapables
de réduire les nitrates ni d’hydrolyser ’arginine. Leur température optimale de croissance se
situe entre 25°C et 35°C et ne peuvent pas croitre a 10°C et a 45°C (Tosukhowong et al.,
2005).

Tetragenococcus contient des souches anciennement considérées comme P. halophilus.
Cette espece se caractérise par son extréme tolérance au sel (> 18%) et est importante dans la

fermentation des aliments riches en sel tels que la sauce de soja (Narvhus et Axelsson, 2003).

11.4.10 Le genre Weissella

Les cellules de ce genre sont ovoides ou de courts batonnets a extrémités rondes qui
s’associent en paires ou en courtes chaines, Elles sont immobiles et hétéro fermentaires. La
température optimale de croissance est de 15°C, mais quelques especes peuvent croitre entre
42°C et 45°C (Kot et al., 2014).

Tous les genres des BL possédent des caractéristiques physiologiques qui se différent
d’un genre a un autre, ces caractéristiques sont représentées dans le tableau 04.

Tableau 04: Caractéristiques différentielles des bactéries lactiques (Narvhus et Axelsson,

2003).
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I1.5 Les propriétés inhibitrices des bactéries lactiques

L'activité métabolique de certains organismes bactériens peut influencer la croissance et
la survie d'autres microbes présents dans une niche spécifique. Certains membres du BL sont
connus pour leur effet antagonisme contre les agents pathogénes humains par de multiples
mécanismes, y compris la compétition pour les nutriments ou les sites de fixation, ainsi que la
production des composés ayant une activité antimicrobienne (Calix-Lara et al., 2014 ; Yi et

al., 2020 ; Galvez et al., 2007).

I1.5.1 La compétition nutritionnelle

Les bactéries lactiques peuvent inhiber la multiplication de certains microorganismes
d’altérations et/ou pathogenes par leur propre présence. En effet, il s’agit du phénomene de

compétition sur les nutriments et/ou compétition sur le milieu vis-a-vis d’autres especes.

Du fait de leurs importantes exigences nutritionnelles, les bactéries lactiques
envahissent complétement le milieu. Elles limitent alors la multiplication des autres colonisa-
teurs (Castellano et al., 2008). De plus, les cellules d'une méme espéce possedent des
systemes de communication. Lorsqu'une certaine densité cellulaire est atteinte (systeme de
Quorum Sensing), des signaux sont envoy¢s d'une cellule a I'autre pour réguler I'expression de

certains genes et orienter le métabolisme.

En plus des phénomenes de compétition nutritionnelle et pour l'espace, l'inhibition d'une
souche par une autre est souvent associée a une molécule produite. Dans le cas des BL

inhibitrices, un large spectre des molécules (Leonard, 2013).

I1.5.2 La production des métabolites antimicrobiens

Les bactéries lactiques peuvent produire des substances antimicrobiennes capables
d'inhiber la croissance de micro-organismes pathogénes et d’altérations (Herreros et al.,

2005).
I1.5.2.1 Les substances antimicrobiennes non peptidiques

I1.5.2.1.1 Les acides organiques

Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques lors du processus de
fermentation. Les principaux acides produits sont: I’acide lactique, I’acide acétique et

propionique. L'acide lactique est le produit de la fermentation caractéristique du BL, peut
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réduire le pH a un niveau ou les bactéries putréfactives, pathogenes et toxinogenes seront
inhibées ou détruites (Schniirer et Magnusson, 2005) .De plus l'acide non dissocié, en
raison de sa solubilit¢ dans les graisses, se diffusera dans la cellule bactérienne, réduisant

ainsi le pH intracellulaire et ralentissant les activités métaboliques (Holzapfel et al., 1995).
I1.5.2.1.2 Le peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d'hydrogeéne est produit par un certain nombre de BL en présence d'oxy-
gene moléculaire avec le lactate, le pyruvate et le NADH par les enzymes flavines (Holzapfel
et al., 1995). Le peroxyde d'hydrogene (H202) posséde un effet antimicrobien qui peut étre
expliqué par la production de radicaux libres tels que le groupement superoxyde (O2) et le
groupement hydroxyle (OH) capables d’endommager I’ADN bactérien (Byczkowski et
Gessner, 1988). En outre, le pouvoir inhibiteur du peroxyde d'hydrogene pourrait étre di a
des réactions d’oxydation des groupes sulthydriles provoquant une modification de la
conformation des protéines et donc la perte de fonction des enzymes. De plus, il peut engen-
drer la peroxydation des lipides membranaires, augmentant ainsi la perméabilité de la

membrane du microorganisme cible (Kong et Davison, 1980).

11.5.2.1.3 Le dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone (CO;) est principalement formé pendant la fermentation des
hexoses suivant la voie hétéro fermentaire. Le pouvoir antimicrobien du dioxyde de carbone
produit par les bactéries lactiques, s’explique par la création d’une atmosphere anaérobie qui
inhibe la croissance de certains microorganismes aérobies tels que la flore d’altération
psychrophile a Gram négatif (Hotchkiss et al., 1999). De plus, ’accumulation du dioxyde de
carbone dans la membrane lipidique de la cellule cible pourrait modifier sa perméabilité

(Farber, 1991).

11.5.2.1.4 Le diacétyle

Le diacétyle (C4HeO2) est un composé aromatique produit par les bactéries lactiques, la
formation de diacétyle a tendance a étre réprimée pendant le métabolisme des hexoses, mais
des quantités importantes peuvent étre produites dans d'autres conditions, par ex. en présence
d'acides organiques comme le citrate qui est converti via le pyruvate en diacétyle. L'activité
inhibitrice du diacétyle contre un grand nombre de micro-organismes, y compris des agents
pathogénes tels que Mycobacterium tuberculosis, a été signalée au début des années 1930

(Lindgren et Dobrogosz, 1990).
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Tableau 05 : Composés antimicrobiens de faible masse molaire secrétés par les bactéries

lactiques (Suskovic et al., 2010).

Composeés antimicrobiens Souche productirce Spectre antimicrobien
. . . : v
Acide lactique Tous les bactéries lactiques Le ures
Bactéries 4 Gram +/-
Acide acétique Bactéries lactiques hétérofermentaires Le ulrels .
Bactéries 4 Gram +/-
Diacetyle Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Levures

Pediococcus Bactéries a Gram +/-

Peroxyde d’hydrogéne Tous les bactéries lactiques Levu{rels .
Bactéries a Gram +/-
Dioxyde de carbone Bactéries lactiques hétérofermentaires La plupgt des gr "“Pes ]
taxonomiques de microorganismes
Reutérine Lactobacillus reuteri Champignons, Protozoaires

Bactéries a Gram +/-

I1.5.2.2 Les substances antimicrobiennes peptidiques

11.5.2.2.1 Les bactériocines

les bactériocines ont ¢été utilisées comme bio-conservateurs alimentaires et semblaient
une alternative prometteuse aux antibiotiques comme l'excellente activité antibactérienne
(Cotter et al., 2013).Fait intéressant, certaines bactériocines sont méme puissantes contre les
agents pathogénes d'origine alimentaire multirésistants (Yi et al., 2016). Par conséquent, les
BL sont des candidats les plus prometteurs utilisés pour contréler les agents pathogenes
d'origine alimentaire (Yi et al., 2020).

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens de synthése ribosomale produites par
des bactéries et trés actifs a des concentrations pico a nano-molaires. Toutes les bactériocines
produites par des bactéries lactiques (BL) suscitent un intérét considérable principalement en
tant que conservateurs alimentaires naturels et non toxiques, mais aussi pour leur application
potentielle en tant que des agents antimicrobiens thérapeutiques pour les applications hu-
maines et vétérinaires et dans le domaine de la production animale. La plupart des bactério-
cines de BL sont synthétisées sous la forme de précurseurs ou pré peptides biologiquement
inactifs contenant une extension N-terminale qui est clivée pendant I'exportation pour générer
leur forme biologiquement active ou mature (Arbulu et al., 2019). La plupart des bactério-
cines de BL sont de petits peptides cationiques, thermostables, amphiphiles et perméabilisant

membranaires (moins 10 kDa) (Zacharof et Lovitt, 2012).
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Dans la communauté bactérienne, de nombreuses bactéries Gram positives, négatives et

archées sont connues pour produire des bactériocines (Juturu et Wu, 2018).

11.5.2.2.1.1 Classification des bactériocines

Au cours des derniéres années, plusieurs classifications des bactériocines ont été
proposées en tenant compte de la premicre classification proposée par Klaenhammer 1993
(Silva et al., 2018). Récemment les bactériocines sont classées en fonction de leurs structures
primaires, de leur poids moléculaire, de leurs modifications post-traductionnelles et de leurs
caractéristiques génétiques (Mokoena, 2017), leur composition et leurs propriétés physico-
chimiques (Garcia et al., 2010). Les bactériocines sont classées principalement en trois

classes principales:

& Classe I “Les antibiotiques ” : petits peptides <5 kDa modifiés post-traductionnellement,

& Classe II “les non antibiotiques ” * bactériocines non modifiées <10 kDa.

& Classe III “Bactériocines ” : peptides plus gros > 30 kDa, thermolabiles.

Chaque classe est subdivisée en sous-classe (Kumariya et al., 2019 ; Zacharof et Lovitt,

2012), ces sous classe sont représentées dans le tableau 06 :

Tableau 06: Classification des bactériocines en sous-classe avec les trois classe principales
(Kumariya et al., 2019).

Classe Fonctionnalités Exemple
I ey e e .
I Lantibiotiques {=5 kDa peptides contenant dela Nisin
2 lanthionine et dela B-méethvl lanthionine) -
Lantibiotiques carbacyvcliques contenant dela . .
l'h \ . - . . - pnn
labwrinthine et dela labionine Labyrinthope eAl
- Sactibiotiques (du soufre aux antibiotiques contenant du Thuricin CD
carbone alpha)
Petits peptides thermostables, svntheétisés sous forme de
. précurseur qui est traité apreés deux résidus de glvcine, Pediocin PA-1, sakacines A
actif contre Listeria. ont une séquence consensus de et P, leucocine A
Y GNGWV-C dans le Nterminal
Swstémes a deux composants: deux peptides differents Lal:tﬂl:{-ll:F]Iles =
b i former un complexe de poration actif plantaricine EF et
requis pour B B plantaricine JK
fe . . . Gasséricine A, entérocine
IIc Bactériocines circulaires AS-48, garvicine ML
nd Bactériocines non mc.'nchf'l'eels= ]_1lIlEEL]IES= sans leader et ne Bactofencine A, LsbB
ressemblant pas d dela pédiocine
jn | Grandes molécules sensibles a la chaleur Helve,tlcm-]._-l, helveticin J
et entérolysine A
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11.5.2.2.1.2 Mécanisme d’action des bactériocines

Les bactériocines ce sont généralement des protéines de faible poids moléculaire qui
pénétrent dans les cellules cibles en se liant aux récepteurs de surface cellulaire. Leurs
mécanismes bactéricides varient et peuvent comprendre la formation de pores, la dégradation
de I'ADN cellulaire, la perturbation par clivage spécifique de 'ARNr 16S et I'inhibition de la
synthése des peptidoglycanes (Todorov et al., 2011).

présentant un effet bactériostatique (entrainant un ralentissement de la croissance),
bactéricide (entrainant la mort cellulaire) et / ou bactériolytique (qui conduit a une dissolution

de la cellule bactérienne) (Tulio Pardini Gontijo et al., 2019).

I1.5.2.2.1.3 Applications biotechnologiques des bactériocines

A. Applications dans l'industrie alimentaire

Les consommateurs ont été¢ toujours préoccupés par les effets néfastes possibles sur la
santé de la présence d'additifs chimiques dans leurs aliments. En conséquence, les consomma-
teurs sont attirés par les aliments naturels sans ajout des conservateurs chimiques. Cette
perception, couplée a la demande croissante d'aliments peu transformés avec une longue
durée de conservation et une grande commodité, a stimulé l'intérét de la recherche pour

trouver des conservateurs naturels mais efficaces (Chen et Hoover, 2003).

En biotechnologie alimentaire, la recherche sur les bactériocines s'est principalement
concentrée sur les bactériocines produites par les bactéries lactiques et leurs applications en
tant que bio préservateurs alimentaires contre les agents pathogénes d'origine alimentaire et
les bactéries d'altération des aliments (Martinez et al., 2019). Afin d’améliorer la sécurité

sanitaire des aliments et prolonger la durée de conservation (Chen et Hoover, 2003).

Les bactériocines peuvent étre ajoutées aux aliments de trois fagons : Inoculation
d’aliments avec des BL qui produisent de la bactériocine dans les produits. La capacité du BL
a croitre et a produire de la bactériocine dans les produits est cruciale pour son utilisation
réussie, Ajout de bactériocines purifiées ou semi-purifiées comme conservateurs alimentaires,
et utilisation d'un produit préalablement fermenté avec une souche productrice de bactério-
cines comme ingrédient dans la transformation des aliments. (O’Connor et al., 2020 ;

Chen et Hoover, 2003 ).
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A ce jour, seule la nisine et la pédiocine PA1 ont été commercialisées comme conserva-
teurs alimentaires (Silva et al., 2018). La Nisine en tant que produit de Lc. lactis a été  ap-
prouvée par la Food and Drug Administration des Etats-Unis pour les applications alimen-
taires, également été reconnue comme additif alimentaire dans 'UE et a recu le numéro E234

(Krivorotova et al., 2016).

Tableau 07: Applications des bactériocines a la bio-conservation des aliments (Balciunas et

al., 2013 ).

Bactériocine Souche productrice Microorganisme cible Aliment
. . . Viande de porc
Nisin Lactococcus lactis Brochothrix thermosphacta P
. . o Lait fermenté
Nisin Lactococceus lactis Listeria monocytogenes
. . . Fromage
AcH Pediocin Lactobacillus plantarum Listeria monocytogenes 8
. : o Lait
Enterocin Enterococccus faecium Listeria monocytogenes
. . Saucisse
Enterocin Enterococccus faecalis Staplylococcus aureus
. . . Fromage Afuega'l Pitu
Nisin Z Lactococcus lactis lactis Staplylococcus aureus 8 g

B. Applications dans le domaine médical

Bactériocine Etant un inhibiteur potentiel de divers agents pathogénes, l'action
spécifique, la non-résistance et la nature non toxique des bactériocines ont accru l'intérét de
nombreux scientifiques a diriger des travaux dans le domaine des médicaments a base de
bactériocine. Le potentiel de nombreuses bactériocines, y compris l'activité contre les agents

pathogénes multirésistants, a été décrit (Ahmad et al., 2017).

En milieu hospitalier, les principaux agents pathogenes responsables de la maladie sont
S. aureus, Entérocoques, Pneumocoques, E. coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus spp. La
nisine et la lacticine 3147 sont responsable de I’inhibition de divers agents pathogenes dans le
foie, la rate et les reins, et sont révélées efficaces contre le SARM et les ERV (Ahmad et al.,
2017). Les souches de Staphylococcus aureus, Entérocoques et Pneumocoques résistants a six

antibiotiques ou plus sont difficiles a traiter.
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B.1. Les bactériocines dans les infections dentaires

Porphyromonas  gingivalis, Prevotella intermedia et Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans sont considérés comme les principaux agents pathogenes parodontaux. De
nombreuses bactériocines, comme la subtilosine A contre Porphyromonas gingivalis et lacti-
cine 3147, BLIS K12 et une bactériocine de 114 kDa provenant de la souche HL32 de Lacto-
bacillus paracasei contre P. gingivalis ont ét€ enregistrés pour inhiber la croissance des prin-

cipaux agents pathogénes buccaux (Shelburne et al., 2006).

B.2. Les bactériocines en médecine vétérinaire

Les animaux laitiers souffrent généralement de mammite, une infection bactérienne
intramammaire causée par S. aureus, S. uberis et S. dysgalactiae. Un désinfectant pour pis a
base de nisine a été approuvé par la FDA en tant que lingettes laitieres. De plus, Mast Out®
(Immucell), un produit de perfusion intramammaire contenant de la nisine, a également été
récemment présenté pour approbation par la FDA. La lacticine 3147, un autre antibiotique
intéressant et hautement inhibiteur produit par Lactococcus lactis DPC3147, a été testée en
tant que thérapie de vache seéche dans des formulations de phoque tétine contre de nombreux

agents pathogénes responsables de mammites (Ahmad et al., 2017).
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Vu I'impossibilité de réaliser un travail expérimental au niveau du laboratoire en raison
de la pandémie causée par Coronavirus Covid 19 et pour contourner ce probléme difficile,
nous présentons dans ce mémoire une synthése des trois travaux scientifiques qui ont déja
abordé le sujet sur I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques isolées a partir du lait de

chamelle vis-a-vis des germes impliqués dans les intoxications alimentaires.

I. Objectif

L'objectif de ce travail consiste a isoler des souches lactiques a partir du lait cru de
chamelle, puis a identifier les souches isolées afin de tester leur activité antimicrobienne vis-

a-vis les germes pathogenes.

I1. Matériel

Des échantillons du lait de chamelle ont été utilisés pour I’isolement.
Les souches de BL qui ont été isolées pour testées leur activité antibactérienne.

Les souches pathogenes utilisées pour la réalisation de I’activité antibactérienne.

III.Méthodes
II1.1 Echantillonnage

Les échantillons du lait ont été obtenus directement du pis, la mamelle a été lavée avec
de l'eau distillée avant la collecte et séchée avec des serviettes simples, les trois premiers flux
du lait ont été jetés. Les échantillons du lait ont été prélevés a partir des chameaux sains au-
pres des ¢éleveurs localisés dans trois pays différents, ils sont acheminés dans une glaciere au
laboratoire ou ils sont aussitdt analysés. Le nombre des échantillons collectés dans chaque
pays sont mentionnés dans le tableau 08 suivant :

Tableau 08: Echantillonnage (Rahmeh & al., 2019; Edalati & al., 2018; Laiche & al .,
2019).

Nombre des
Echantillon Origine des échantillons échantillons Reéféerences
analysés
Koweit de 1a région sud : Al- 20 Rahmeh & al., 2019

= Wafra et la région nord-ouest -

E Kabad.

E Iran de la province de Kerman 14 Edalati & al., 2018
- Algérie de la région El Oued 5 Laiche & al.,2019
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Les caractéristiques des échantillons du lait prélevés par Laiche & al (2019) a partir de la

région EI-Oued « Algérie » (Tableau 09).

Tableau 09: Caractéristiques des races des cinq échantillons collectés (Laiche & al., 2019).

Age L’heure du Production
Région | Echantillons = Couleur Race/Population A quun&‘ﬁ;me
El 3 Targui §:00 3-4
Marron
E2 2 8 :00
, : 6-7
El Oeud | E3 25 ) Sahraui 8 :20
Sablé
E4 4 8 :10 6-8
E> 33 Marron Targui 8 30 3-4
II1.2 Analyse du lait

D’apres 1’étude des articles, les analyses qui ont été fait sur le lait de chamelle comprend

les étapes décrites dans la figure (03).

[ Lait cru de chamelle ]|:> [ Prélévement des ]

échantillons
|
i )
[solement et pulﬂﬁc_aticrn des Caractéres morphologiques.
\ souches isolées ) physiologiques et
l .| biochimiques (Edalati & al.,
i . ] ] 3 7| 2018;Rahmeh & al, 2019 ;
Identification phénotypique des Laiche & al.. 2019)
\ isolats ) \. J
1
( . i 3 Identification par PCR et
Idennﬁcancr{l génotypique des séquencage de I'ARNr 165
\ isolats ) (Edalati & al., 2018 ;
4 Rahmeh & al.. 2019)
<
( Emde de "activité
antimicrobienne
L r

Figure 03: Principales étapes de la démarche générale.
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I11.3 Technique d’isolement et purification des bactéries lactiques

Afin d’isoler des souches lactiques des mémes techniques ont été appliquées, 10 ml
de chaque échantillon du lait de chamelle ont été mélangés avec 90 ml d'eau physiologique
(0.85% NaCL). Apres homogénéisation, une série de dilution décimale de 1/10 a été préparée
jusqu'a 107® en incorporant 1 ml dans 9 ml d'eau physiologique stérile dans des tubes stériles,
1 ml de chaque dilution est ensuite ensemencé en masse et 0.1 ml par étalement sur des mi-
lieux de cultures spécifiques a savoir MRS, M17 et la gélose a l'azide de kanamycine escu-

line.

Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 48h en anaérobiose (Edalati & al.,
2018 ; Rahmeh & al., 2019 ; Laiche & al., 2019).

La purification a été réalisée sur milieu gélos¢é MRS et M17 par ’ensemencement en
strie et sur bouillon MRS, M17, incubées a 30 ou 45°C afin de s’assurer la pureté des souches,

suivi d’une observation microscopique (Laiche & al., 2019).

II1.3.1 Conservation des souches

La conservation a court terme des souches pures est effectuée sur milieu MRS solide in-
cliné. Apres croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le

renouvellement des souches se fait par repiquage toutes les 4 semaines (Laiche & al., 2019).

La conservation a long terme des isolats purifiés a été réalisée dans le bouillon MRS

contenant 50% de glycérol et stockés a une température de -80°C (Rahmeh & al., 2019).

I11.3.2 Tests d’orientation de ’identification des bactéries lactiques

Les tests d’orientation de I’identification qui ont été réalisés sont basés sur la détermi-
nation des caracteres morphologiques, physiologiques et biochimiques et par I’utilisation des

techniques génotypiques.

I11.3.2.1 Caractérisation morphologiques, physiologiques et biochimiques

La caractérisation a ¢été réalisée selon I’aspect macroscopique des souches isolées et
purifiées (forme, taille,...) et microscopique (mode de regroupement, coloration du gram), test
catalase et oxydase, croissance a différentes températures et a différentes concentration de

NaCL, fermentation du sucre, production de CO; (Laiche & al., 2019 ; Edalati & al., 2018).
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I11.3.2.2 Identification génotypiques des souches isolées

L’identification génotypique a été réalisée seulement sur certain nombre des souches
qui ont été sélectionnées apres 1’identification phénotypique. Cette identification a été faite
par I’extraction et la purification de ’ADN, et par I’application de la technique PCR et sé-
quengage de ’ARN 16S.

111.3.2.2.1 Extraction de PADN

Lfextraction de I'ADN a ét¢ faite a partir de chaque culture a l'aide des kits dADN  gé-
nomique bactérien GenElute (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) (SinaClon, Karaj, Iran),
utilisés selon les instructions du fabricant, apres culture de la souche a identifier dans 5 ml de

bouillon MRS pendant 16 heures a 30°C (Rahmeh & al., 2019 ; Edalati & al., 2018).

I11.3.2.2.2 Analyse par PCR et séquencage de ' ARNr 16S

La PCR consiste a multiplier la séquence du géne de ’ADNr 16S a I’aide d’amorces
spécifiques et générant un amplicon de 1500bp. Les amorces utilisées pour 1‘amplification par

PCR et le séquencage sont les suivantes :

- forward : S’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’

- reverse : S’TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’

Le séquencage du produit de PCR a été effectué par Takapozist (Téhéran, Iran; au nom
de Bioneer, Daejeon, Corée). Tous les résultats de séquencage ont été traduits par la
programmation LaserGene (DNASTAR, Madison, WI, USA), y compris les logiciels MegA-
lign, EditSeq et SeqMan (Edalati & al., 2018).

Selon la méthode décrites par Rahmeh & al., (2019) Pour la réaction PCR ils ont
utilisés un kit HotStarTaq Plus (Qiagen, Valencia, CA, USA) avec les étapes suivantes :
pré dénaturation a 94 °C pendant 3 min est entamé, suivi de 28 cycles de :

& Dénaturation 94 °C pendant 30 secondes.
& Hybridation des amorces a 53°C pendant 40 secondes.
% Elongation (polymérisation) a 72°C pendant 1min.
& Une étape d’extension finale est réalisée a 72°C pour Sminutes.
Apres la PCR, tous les produits d’amplicon des différents échantillons ont été mélangés

a des concentrations égales et purifiés en utilisant des billes Ampure PB (Pacific Biosciences,

Menlo Park, CA, USA).
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Les produits de PCR purifiés ont été séquencés en utilisant la chimie PacBioSequel en
suivant les protocoles du fabricant. La banque de chaque échantillon a été préparée a l'aide
d'un kit de préparation de modele SMRTbell (Pacific Biosciences) en suivant le guide de I'uti-
lisateur du fabricant. Aprés l'achévement du séquencgage initial de 'ADN, chaque banque a
subi une analyse secondaire, Circular Consensus Sequencing, en utilisant I'algorithme CCS2

de PacBio.
I11.4 Etude de ’activité antimicrobienne

I11.4.1 Préparation des pré-cultures des souches lactiques et indicatrices

Pour réaliser le test d'antagonisme, il est nécessaire d'avoir des pré-cultures des souches
lactiques et les souches indicatrices (pathogenes).

A partir des géloses MRS et M17 conservé a 4°C, nous avons ensemencé chaque souche
lactique isolée dans un tube a essai contenant 5 ml du bouillon MRS, le tube est incubé a
37°C pendant 18/24 heures.

Alors que la souche indicatrice a été ensemencée dans un tube a coeur-cervelle (Laiche
& al., 2019), et dans bouillon nutritif (Rahmeh et al., 2019; Edalati et al., 2018) et incubée
a 37°C pendant 18 heures .

111.4.2 Détection de I’activité antimicrobienne

Les souches isolées ont été testées pour leur activité antagoniste vis a vis des souches
indicatrices par les méthodes suivantes :
# La méthode de diffusion des puits décrites par Barefoot et Kaenhammer, 1983 et citée
par (Laiche & al., 2019).
& la méthode de diffusion sur disque et la méthode spots d’agar citée par (Edalati & al.,
2018).
& La méthode de spot-on-the-lawn décrite par Hoover et Harlander, 1993 et citée par

(Rahmeh & al., 2019).

Les souches pathogenes de référence qui ont été utilisées dans chaque méthode sont
mentionnées dans le tableau (10) suivant, Cette activité doit étre réalisée a partir des cultures

jeunes de (18 a 24 h) des souches lactiques et des souches indicatrices.
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Tableau 10: souches pathogenes utilisées pour tester 'activité antimicrobienne ( Rahmeh et

al., 2019; Edalati et al., 2018; Laiche et al.,2019).

Souches

Code

Reéférences

Salmonella enterica

ATCC 1376

Escherichia coli

ATCC 25022

Listeria monocytogenes

ATCC 25923

Shigella fTexneri ATCC 12228 (Rahmeh & al., 2019)

Pseudomenas aeriginoesa ATCC Tod4

Staphylococcus epidermidis ATCC 12022

Staphylococcus aureus ATCC 27853

Escherichia coli ATCC 25922

(Edalati & al., 2018)

Staphylococcus aureus PTCC 1431
o ] ATCC 74915
Listeria innocua clip
Bacillus cereus !

Klebseilla prneumoniae ATCC TOOG03

(Laiche & ai.. 2019)

Pseudomonas aeruginesa ATCC 27353

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Salmonella sp !

Aprées la préparation des cultures jeunes, la méthode de diffusion des puits décrite par
Barefoot et Kaenhammer, 1983 a été appliquée par (Laiche & al., 2019) ,Un volume de 20 ml
de milieu Mueller-Hinton a été coulé dans des boites de Pétri stériles, apres solidification du
milieu, les boites sont ensemencées en surface par la suspension de la souche pathogene
(100ul, DO = 0,1 a 0,08). Puis des puits d'un diamétre de 6 mm ont été creusés stérilement a
I’aide d’un emporte-piece (cloche de Durham) sur la gélose, et seront remplis par 60 a 80ul de
surnageant d’une culture fraiche des souches lactiques obtenu apres centrifugation a 4000

tours / min pendant 15 min.
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Les boites ont été¢ mises a 4°C pendant 2 h pour permettre la bonne diffusion de la subs-
tance antibactérienne, puis incubées a 37°C pendant 24 h, et I’activité antimicrobienne se ré-

vele par I’apparition de zones d’inhibition autour des puits.

La zone d’inhibition est mesurée selon la formule suivante :

Selon (Edalati & al., 2018), I’activité antagoniste des souches lactiques isolées et
identifiées a été déterminée par la technique de diffusion sur disque et la méthodes des spots

d’agar contre deux souches pathogenes seulement,.

La méthodes des spots d’agar : a partir de chaque suspension de souche lactique un
volume de 4 pl a été repéré a la surface du milieu MRS gélosé et incubé a 37 °C pendant 24
heures pour développement des spots. Apres croissance des spots de BL , (1% v/v) d’une
culture de 18h des souches indicatrices a ét¢ mélangé avec 15 ml de gélose nutritive molle
(0.70% (m/v) agar) ,et vers¢ prudemment sur les boites contenant les spots des bactéries
lactiques, apres solidification du milieu, les boites sont incubées une autre fois pendant 24h a
37°C . L’inhibition de la souche pathogene (indicatrice) se traduit par la formation des zones

claires autour du spot dont le diametre est mesuré a partir du centre en millimetre.

La technique de diffusion sur disque : un volume de 4 ul d’une culture de 18h des
bactéries lactiques a été repéré a la surface du milieu MRS gélosé et incubé a 37 °C pendant
24 heures, puis des disques de papier whatman stériles ont été déposés a la surface de la
gélose, chaque disque inoculé avec 15 pl d'une culture des souches inhibitrices. Apres
I’incubation a 37°C pendant 24h I’inhibition de la souche indicatrice se traduit par la

formation des zones claires autour des disques.

la mise en évidence de I’activité antibactérienne des souches isolées par (Rahmeh &
al., 2019) a été évaluée contre sept souches pathogeénes par la technique de spot-on-the-lawn

décrite par Hoover et Harlander., (1993).

Un volume del pl d’une culture de 18h des isolats lactiques a été déposé en spots sur la
surface des boites de Pétri préalablement coulées avec la gélose MRS et solidifiées, les boites

ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures dans des conditions anaérobies.
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Aprés I’incubation, les spots sont recouverts avec le milieu de culture approprié (0.8%
(p/v) agar) déja inoculé avec les souches indicatrices (culture de 18h) a 106 UFC/ml. Ensuite
les boites ont été incubées dans les conditions requises par chaque souche indicatrice.

L’activité antibactérienne est déterminée par mesure des diametres de zones d’inhibitions.
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I. Identification phénotypique des isolats

Les isolats ont ét¢ identifiés dans un premier temps sur la base de leur aspect macrosco-

pique et microscopique puis sur la base des tests physiologiques et biochimiques.

I.1. Identification macroscopique et microscopique

Identification macroscopique a été faite par I’observation a I’ceil nu I’aspect des cultures
sur bouillon et sur gélose. Les résultats de I’examen macroscopique pour les isolats qui ont
¢té obtenus sur geélose montrent des colonies circulaires / lenticulaires, bombées, couleur
blanchatre ou laiteuses et crémeuse a pourtour régulier (figure 04).

Par contre, I’observation macroscopique sur bouillon a montré I’apparition d’un

trouble au fond du tube pour tous les isolats

Figure 04: Aspect macroscopique des isolats lactiques.
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En ce qui concerne I’observation microscopique par coloration du gram, tous les

isolats apparaissent gram positif sous forme sphérique et bacille (figure 05).

A: Forme Cocci et B: Forme Bacille

Figure 05: Aspect microscopique des isolats (GX 100).

Concernant les souches isolées par Laiche & al (2019), neuf isolats ont été sélectionnés
et identifiés (tableau 11).

Les résultats des caractéristiques morphologiques de ces neuf isolats sont présentés
dans le tableau ci-dessous (tableau 12).
Tableau 11: Les isolats sélectionnés apres I'étude macroscopique et microscopique (Laiche

et al., 2019).

) Milieu de T°C ) -
Echantillon culture dincubation Les isolats obtenus | Reéference

P 3 30°C 6isolats « 51256 » -
2 2 M17 L
g4 B %2
== 45°C 2 1solats « 57 et S8 » 2o
o o= _2 ™
73 E
Pha MRS 30°C 1isolat« 89 »
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Tableau 12: Caractéristiques morphologiques des BL isolées (Laiche et al., 2019).

Groupes Macro morphologie Micro Morphologie T=C
Pedicocoques Colonies Lisses Coccis en Tétrades 4248
arrondies, grisatres
51, 53, et 55 ou blanchitres
Lactocogues Colonies blanches, Coccis, diplocogues 30
rondes ou et en chainette
52, 54 et 56 lenticulaires
Streptocoques Colonies rondes de Coccis, diplocogues 30
couleur blanche et en chamette
57 et S8 créme
Lactobacilles Petites colonies Petits biatonnets en 30
blanches. rondes chamettes
59

1.2. Identification biochimique et physiologique

Apres 1’observation macroscopique, le test de production de la catalase a été effectue,

Tous les isolats ont démontré une réaction catalasique négative. Les résultats des tests qui ont

¢té effectués pour I’identification biochimique des isolats

pré-identifiés par les caractéris-

tiques morphologiques sont mentionnés dans le tableau 13 (Laiche et al., 2019).

Tableau 13: Critéres biochimiques et physiologiques des isolats (Laiche et al., 2019).
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«+: plus de 90% de réactions positives. -: moins de 10% de réactions positives. V: plus de
10% et moins de 90% de réactions positives. ADH: production d'arginine dihydrolase.
VP: production d'acétone. CTR: dégradation du citrate. RES: résistant a la chaleur a 63,5 °C

pendant 30 min. GAZ: production de gaz “ CO2 ” a partir de glucose ».

Selon Laiche & al (2019) aprés Les résultats des tests effectués I’identification des
isolats au niveau du genre et de I’espece a été faite par la comparaison des divers caracteres
phénotypiques de chaque isolat. Au niveau du genre, les isolats cités précédemment ont été
répartis en 4 genres : Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus et Lactobacilllus.

pour le genre lactococcus trois especes ont été identifiées dans ce genre :

L’isolat nommé S2 a été identifiée probablement Lactococcus lactis subsp. lactis sur
la base des caracteres suivants : ADH +, Actéoine-, Homofermentaire, incapable de se déve-
lopper a 4% de NaCl. Fermente les sucres suivants (mannose, glucose, mélibiose, arabinose

et lactose).

L’isolat S4 appartient a I’espéce Lactococcus lactis subsp. cremoris puisque il présente
des ressemblances dans les caractéristiques avec 1I’espéce précédente : Acetoine + et incapable
de dégrader I'arginine et de tolérer jusqu’a 4% de concentration de NaCl, se développe
rapidement dans le pH varie de 6.5a 7.8 et Fermente différemment certains sucres comme
(glucose, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose, saccharose, mélibiose, lactose, amygdalin,

arabinose).

L’isolat S6 caractérisé par les critéres suivants : ADH", Acetoine’, capable de se cul-

tiver a un pH 8 et de tolérer 4% de NaCl, donc a été attribué comme /lactococcus sp.

Pour les isolats du genre pedicoccus seulement un seul isolat nommé SS a été identifié
au niveau de I’espece, Ce isolat appartient a 1’espece Pediococcus acidilactici selon ces
criteres : ADH+, Actoine +, capable de fermenter les sucres suivants (glucose, mannitol,
inositol, sorbitol, rhamnose, saccharose, mélibiose, amygdalin, arabinose), se développe a un

pH varie de 4.2 4 8 et capable de tolérer jusqu’a 6.5% de concentration de NaCL.

Parmi les deux isolats appartenant au genre Streptoccocus nommés (S7, S8), seulement
I’isolat S8 a été rattaché a 1’espéce Streptococcus thermophilus. L’isolat S8, la souche hétéro-

fermentaire ne dégrade pas 1’arginine et ne produise pas 1’acétoine, se développe rapidement a
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un pH 6.5 et capable de fermenter les sucres suivants (glucose, mannitol, rhamnose, saccha-
rose, mélibiose, arabinose).

Une seule espéce a ¢té identifiée dans le genre lactobacillus, cette espéce nommée
Lactobacillus amylophilus codée (S9) se caractérise par la fermentation de plusieurs sucres
(glucose, mannitol, sorbitol, rhamnose, saccharose, mélibiose, amygdalin, arabinose) et la
résistance @ 4% de concentration de NaCl, ne produise pas l’acétoine et ne dégrade pas

I’arginine.

Au total, 32 isolats ont été choisis au hasard parmi 14 échantillons collectés par Edalati
& al (2018), Apres examen phénotypique, les isolats ont été classés en trois groupes de genres

lactobacilles, leuconostoc et weissella.

I1. Identification génotypique des isolats

Les isolats lactiques isolées par Rahmeh & al., (2019) et Edalati & al.,(2018) ont été
identifiés par séquengage direct de ' ARNr 16S amplifié¢ par PCR.
Concernant les souches isolées par Edalati & al., (2018) , les résultats des génes qui ont

¢té amplifiés sont représentés dans la figure 06

— W S R YR W RSN R WY R — 1500 bp

Figure 06: Amplification par PCR des séquences d'ARNr 168 utilisées dans cette étude par

des amorces universelles.

NC: contrdle négatif ; PC: contrdle positif.
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Des isolats représentatifs de chaque profil ou chaque bande ont été examinés pour leurs

séquences d'ARNr 16S (Edalati & al., 2018).

Aprés séquencgage, ils ont obtenus les résultats suivants avec leur pourcentage

d’homologie (97 a 100% d'homologie), I’ordre d’apparition des bandes est comme suit :

& le profil 1 appartenait a la souche CAU1131 de Leuconostoc mesenteroides (numéro d'ac-
cession MH734173),

& le profil 2 appartenait a la souche JCM11043 de Leuconostoc mesenteroides (numéro
d'accession MH734174),

& le profil 3 appartenait a Lactobacillus plantarum (nmuméro d’acquisition MH734175),

& le profil 4 appartenait a la souche HYM110 de Weissella paramesenteroides (numéro
d’accession MH734176),

& le profil 5 appartenait a la souche LAB12 de Lactobacillus plantarum (numéro d’accession
MH734177),

& le profil 6 appartenait a la souche Weissella paramesenteroides HYMI110 (numéro
d’accession MH734178),

& le profil 7 de la souche CAU2522 de Lactobacillus plantarum (numéro d'accession
MH734179).

& le profil 8 appartenait a la souche JS-7-1 de Weissella confuse (numéro d'accession

MH734180).

Selon Rahmeh & al., ( 2019), I’identification au niveau du genre et de I’espéce a été
faite par la comparaison des séquences trouvées avec les séquences de I’ARNr 16S déposées
dans les bases de données RDP-II et NCBI.

Les résultats des isolats testés sont mentionnés dans le tableau 14.
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Lsolats Espéces Identité | Isolats Espéces Identité
% %
CM1 | Lactobacillus salivarius 00 CM32 | Lactobacillus reuteri 000
CMI | Lactococcus garvieae gg-g CM33 | Leuconostoc pseudomesenteroides lﬂtj 0
(M3 | Enterococcus faecium gg-g CM34 | Weissella sp. t4r2c13 0 g
CM4 | Lactobacillus reuteri gg-g CM35 | Lactococcus lactis gg-g
(M5 | Pediococeus acidilactici gg-}' CM36 | Lactococcus lactis gg-g
CM6 | Lactococcus lactis gg.g CM37 | Weissella confusa gg.g
CM7 | Lactobacillus reuteri gg.g CM38 | Lactococcus lactis gg.g
CM8 | Pediococcus acidilactici gg-;f CM39 | Enterococcus faecium gg-g
(MO | Pediococeus acidilactici gg-}‘ CM40 | Lactococcus lactis gg-g
CMI0 | Lactobacillus fermentum gg.g CM41 | Streptococcus infantarius subsp. infantarius gg.g
CMIL | Weissella sp. tdr2cl3 gg.g CM42 | Lactobacillus plantarum gg.g
CMI2 | Pediococcus acidilactici gg-;f CM43 | Lactococcus lactis gg-g
CMI3 | Pediococcus acidilactici gg-}‘ CM44 | Lactococcus lactis gg-g
CM14 | Leuconostoc pseudomesenteroides lﬂ[i 0 CM45 | Weissella confusa gg.g
CMI15 | Pediococcus pentosaceus 1[][].[] CM46 | Lactococcus sp.a g]‘.g
CMI16 | Pediococcus pentosaceus 1[][]-[] CM47 | Streptococcus subsp. infantarius gg-g
CM17 | Pediococcus pentosaceus gg_h CM43 | Lactococcus lactis gg:g
CMI8 | Pediococcus pentosaceus 0 0 CM49 | Leuconostoc pseudomesenteroides 100.0
CM19 | Lactobacillus sp.a 98.0 CM50 | Lactococcus lactis 08 g
CM20 | Pediococcus sp.a 98.[] CM51 | Leuconostoc psendomesenteroides 1[][i 0
CM21 | Enterococcus durans 99-[] CM53 | Enterococcus faecium gg@
(M2 | Lactobacillus hrevis gg-g CM54 | Enterococcus faecium 99'9
CM23 | Pediococcus pentosaceus lﬂ[j[] CM55 | Enterococcus sp.a 98.3
CM26 | Enterococcus faecium gg§ CM56 | Enterococcus faecium gg.g
CM27 | Weissella confusa gg-g CM57 | Enterococcus faecium gg-g
CM28 | Weissella confusa gg-g CM58 | Enterococcus faecium 99'9
CM29 | Enterococcus gallinarum 99'5 CM59 | Enterococcus faecium 99'9
CM30 | Pediococcus acidilactici gg.}' CM60 | Enterococcus faecium gg.g
CM31 | Lactococcus lactis gg-g CM61 | Enterococcus sp.a g]‘-g

Parmi les 58 isolats qui ont été identifiés seulement 7 genres suivants ont été déterminés

Enterococcus,

Lactococcus,

Streptococcus.

Pediococcus,

Lactobacillus,

II1. Répartition des souches obtenues dans chaque échantillon

Weissella, Leuconostoc et

Les résultats de I’identification et répartition des souches isolées selon ’ordre de dominance

sont illustrés dans le tableau 15.

Page 40




Résultats et discussion

Partie 111

Tableau 15: Identification et répartition des souches isolées (Laiche et al., 2019 ; Edalati et
al., 2018; Rahmeh et al.,2019).

Echantillons Genres identifiés Espéces identifiées Références
- Lactococcus laciis subsp Lactis.
- Lactococcus laciis subsp Cremoris.
ciococeus (33.34%) - Lactococcus sp.
_ - Pediococow acidilactici
Lait de chamelle | Pediococcus(33.34%) | - Pediococcus sp.
collecté dela réginn I:Laiche&ai.,lﬂlg}
El —Cied (Algérie) - Sirepiococcus thermophilus.
Streptococcws (2.21%) | _ Streptococcus sp.
ciobacillus (11.11%) | - Laciobacilles amylo philus
Leuconosioc -Leuconostor mesenteroides
Lait de chamelle T T
collecté de la région ctobacillus -Lactobacillus plartarum (Edalati & al.2015)
kenma (Tran) -Weissella paramesentaroides
Weissella -Weissella confise

Lait de chamelle
Collecte des deux
région Al-wafra et

kabad (Eurwait)

Enferococcus (24,2%)

- Enterococcis fasciwom 20 7 %)
£, 5 )

- Enterococows durains.

- Enterococows gallinarum

ciococcus (22,4%)

- Lactococcus garvieas.
- Laciococcus sp.
-Lactococcus laciis (17,2%) .

FPediococcus (20,7%)

-Fediococcws acidilacticii10,3%)
-Pediococcus pentosaces (9,8%6).
-Fediococcus sp.

Weissella (10,3 25}

-Lactobacillus salivariu
-Laciobacillu reuteri (3,2%4) .
-Laciobacillus fermentum
-Laciobacillus sp.
-Lactebacillus brevis.
-Laciebacillus planiarum

Leuconosioc (6,9%)

-Weissellasp.
-Weissella confisa (6,9%).

ciobacillus (12%)

-Leuconostor pseudomesenieroides
(6,9%).

Sirepiococcus (3,5%)

-Strepiococows infaniarius subsp.
Infaniari.

(Rahmeh & al.,2019)
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Il apparait d’apres les résultats obtenus que les échantillons du lait de chamelle qui ont

¢été analysés sont trés riches par les bactéries lactiques.

L’identification des souches lactiques isolées du lait de chamelle Algérien par (Laiche
& al 2019) a montré la dominance des genres lactococcus (33.34%) et Pediococcus (33.34%),

viennent ensuite les genres streptococcus (2.22%) et lactobacillus (11.11%).

Par contre les résultats obtenus a partir des échantillons du lait de Kuwait sont prédomi-
nés par le genre Enterococcus représentés par trois espeéces soit environ (24,2%), suivis par le
genre lactococcus représentés par trois souches aussi soit 22,4% puis les Pediococcus
(20,7%), les Lactobacillus avec un nombre de 6 souches soit (12%).ensuite les genres

Weissella (10,3 %), Leuconostoc (6,9%) et streptococcus (3,5%).

Selon Rahmeh & al., (2019), le lait de chamelle est généralement dominé par le genre
Enterococcus en raison de la forte teneur en sel par rapport aux autres animaux laitiers. Ce
genre peut survivre a des conditions défavorables, y compris des environnements a haute

température et a haute salinité.

Par ailleurs, (Edalati & al., 2018) ont constaté la prédominance du genre leuconostoc,

puis les genres lactobacillus et weissella.

D’apres les résultats qui ont été trouvés nous constatons qu’il existe une grande diversité

des souches lactique entre les trois échantillons qui ont été étudiés.

La différence de la diversité et la répartition des souches isolées peut étre probable-
ment due a la différence dans la qualité du lait, emplacement géographique (les régions
d’isolement) des échantillons analysés, la différence dans la période d’isolement et les

techniques d’identification, les milieux utilisés et les conditions de cultures.

IV.Activité antimicrobienne des isolats BL

Les résultats de diameétres des zones d’inhibition de D’activité antimicrobienne des
souches lactiques isolées par Rahmeh & al., ( 2019) et testées envers les souches
indicatrices d'origine alimentaire et les agents étiologiques provoquant des maladies animales

sont représentés dans le tableau 16.
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Tableau 16: Activité antimicrobienne des isolats (Rahmeh et al., 2019).

D’apres les résultats du tableau 16 qui représente les diameétres d’inhibition exprimées
en (mm) pour chaque souche lactique vis-a-vis souche indicatrice, nous constatons que
presque toutes les souches lactiques testées présentent une bonne activité contre les germes
indicatrice utilisés a I’exception de Pseudomonas aeruginosa, d’ou I’apparition des zones
d’inhibition d’un diamétre compris entre 6 a 46 mm.

Ils ont trouvé que Lactobacillus reuteri (CM4) présente 1’activité inhibitrice la plus
forte, Elle est dirigée contre staphylococcus aureus avec une moyenne d’activité la plus
marquante de 46 mm, et il a été noté que tous les souches sont actives contre Salmonella
enterica, avec un spectre d’action varie entre 12 et 35 mm, Staphylococcus epidermidis
(l'intervalle d'inhibition varie entre 6 et 35 mm), Staphylococcus aureus ( 8 et 46 mm) et aussi
pour Listeria monocytogenes spectre d’action varie entre 12 et 35 mm, seule les souches

(CM27 , CM41, CM42, CM47 et CM57) sont actives contre Pseudomonas auroginosa, avec
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un diamétre d’inhibition varie entre 16 et 32 mm. Cependant une absence d’inhibition est
remarquée avec quelques souches lactiques (CM20 contre E.coli, CM10 et CM21 contre

Salmonella enterica multirésistante et CM 14, CM21 contre Shigella flexneri ).

Les résultats démontrent que l'activité antimicrobienne des bactéries lactiques contre les
agents pathogenes dépend des especes et des souches. L'activité antimicrobienne des souches
lactiques est principalement due a la production d'un ou plusieurs métabolites actifs au cours
de leur croissance tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogene et les bactériocines.

(Rahmeh & al., 2019).

L’activité antimicrobienne des souches isolées par (Edalati & al., 2018) a été
déterminée seulement par la présence ou I’absence des zones d’inhibition, Le mesure des
diametres des zones d’inhibition n’a pas été effectuée. Les résultats sont illustrés dans le
tableau 17.

Tableau 17: L'activité inhibitrice des isolats testées (Edalati et al., 2018).

Staphylococcus aureus subsp. aurens | Escherichia coli 0157 HT

L PTCC 1431

1) Leuconostoc mesenteroides « souche CAUL131 » + +

Leuconostoc mesenteroides « souch JCM11043 » + -
3) Laciobacillus plantarum + +
4) Weissella paramesenteroides « souche HYM110 » + -
5) Lactobacillus plantarum « souche LABI2 » + -
6) Weissella paramesenteroides « souche HYM110 » + -
Ty Lactobacillus plantarum « souche CAU2522 » + +

8) Weissella confuse « souche I8-7-1» - -

)
Y
)
)
)
)
)
)

“+ : Réaction positif ; - : Réaction négatif .

Les résultats montrent que la plupart des isolats testés ont un effet inhibiteur sur staphy-
lococcus aureus PTCC 1431, alors que seulement quelques-uns (Leuconostoc mesenteroides
strain CAU 1131, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus mesenteroides strain CAU 2522)
ont un effet inhibiteur sur E. coli ATCC 25922.
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Les résultats de I’activité antimicrobienne des souches isolées par Laiche & al., (2019)

sont représentés dans la figure suivante (figure 07) :

Figure 07: Activité antimicrobienne des isolats vis-a-vis

A: Listeria innocua clip, B:Pseudomonas aeruginosa, C:Klebseilla pneumoniae,

D:Echerichia coli, E:Salmonella, ¥:Bacillus cereus, G:Staphylococcus aureus .

D’aprés les résultats obtenus, Laiche & al., (2019) ont observé que toutes les souches
n'ont pas le méme spectre d'action contre les bactéries pathogeénes, La majorité des souches
sont actives sur les bactéries gram-positives mais pas toutes sur les bactéries gram négatives.

Et ont trouvé que tous les isolats possedent une activité antibactérienne important envers

Staphylococcus aureus et Bacillus, dont l'intervalle des diamétres des zones d’inhibition diffé-
rents. Cependant une absence d’inhibition a été remarquée pour quelques souches lactiques
testées vis-a-vis les bactéries gram négative. La plus forte activité antibactérienne a été obser-

vée chez la souche nommée S5 (Pediococcus acidilactici) contre les bactéries pathogenes.
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Les souches nommées S4, S5 et S8 ont un large spectre d'activité contre toutes les
souches indicatrices utilisées, ces souches appartiennent aux genres streptococcus, lactococ-

cus et pediococcus.

D'aprés les trois résultats, Staphylococcus aureus est la plus sensible a I’action des

bactéries lactiques.

Les bactéries Gram+ sont généralement plus sensibles a I’effet bactéricide des bactéries
lactiques, elles agissent généralement au niveau de la membrane plasmique des cellules

cibles.

Les résultats indiquent que la majorité des souches testées présentent une activité  in-
hibitrice, plus ou moins prononcée. Ces résultats indiquent que les souches lactiques sont

capables de synthétiser des substances inhibitrices ayant une activité antibactérienne

Les résultats de la comparaison des méthodes était similaire avec les résultats obtenus
par Cadirci & al., 2005 , qui ont étudié I'antagonisme du BL contre les bactéries a Gram
négatif et a Gram positif avec deux méthodes, le test Spot-on-the-lawn et le test de diffusion

sur disque, et ont conclu que la méthode spot-on-the-lawn était la meilleure pour évaluer
l'effet inhibiteur du BL (Cadirci & al., 2005).

ces méthodes qui sont basés sur la diffusion des substances antimicrobiennes dans les
milieux de culture et montrent l'activité inhibitrice contre les souches indicatrices par la
détection d'un halo d'inhibition autour des souches testées, tous les méthodes ont montré
I'antagonisme entre les bactéries mais les données obtenues a partir de celles-ci étaient
différentes et cette différence était statistiquement significative, Cela pourrait étre dii a une
grande précision et a un volume ¢élevé de surnageant utilisé dans la méthode, a la production

de plusieurs agents antibactériens « des substances inhibitricesy.

La plus grande inhibition (8 mm) a été observée pour la souche Lac. lactis subsp. cre-
moris (S4) contre Staphylococcus aureus, tandis que le plus petit avec un diametre de (2 mm)
est observé pour la souche Lactococcus sp (S6).

On peut dire que la bactérie indicatrice Staphylococcus aureus est plus sensible a la
bactériocine de Lactobacterium. lactis subsp. cremoris.

Alors que la plus petite zone est avec un diamétre de (1 mm) observé pour la souche de

bactériocine Streptococcus thermophilus (S8) contre Listeria innocua clip.
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D'aprés ces résultats, la majorité des souches présentent une activité inhibitrice, plus ou
moins prononcée, sur toutes les bactéries pathogeénes. Ces résultats indiquent que nos
bactéries lactiques sont capables de synthétiser des substances inhibitrices ayant une activité

antibactérienne.
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Conclusion et Perspectives

Le présent travail a été¢ consacré a I’identification phénotypique et génétique par
séquengage de I'ARNr 16S des souches lactiques isolées de lait de chamelle. Par la suite, tes-
ter le pouvoir antagoniste de ces souches lactique envers les microorganismes pathogenes qui
sont impliqués dans les toxi-infections ou les intoxications alimentaires appartiennent aux
especes suivantes : Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeuroginosa, Shigella Flexneri, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,

Salmonella sp, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Listeria innocua clip.

Par le biais des méthodes d’identification, il apparait que la microflore lactique du lait
de chamelle de sud-est algérien est constituée de genres: Lactococcus Et Pediococcus, Lacto-
bacillus et Streptococcus. Ces mémes genres ont €té isolés, plus les genres Suivants Leuco-
nostoc, Weissella, Enterococcus, par 1'étude de Rahmeh & al., 2019, et les trois genres sui-

vants : Leuconostoc, Weissella et Lactobacillus pour Edalati & al., 2018.

Le test de I'antagonisme a montré 'effet inhibiteur de souches lactiques vis a vis des
souches cibles. Ils ont montré que la plupart des souches lactiques étaient productrices
d'agents inhibiteurs contre les germes pathogénes, dont l'intervalle des diameétres des zones

d'inhibition différents.

En conclusion, les résultats obtenus de cette étude recommandent le lait de chamelle
comme source d'isolement des souches BL potentiellement probiotiques qui peuvent avoir des

propriétés antagonistes contre les bactéries pathogenes.

A la lumiére de ces résultats, des travaux complémentaires doivent étre réalisés

ultérieurement pour les confirmer et les améliorer. Il est nécessaire donc de:

& Etudier I'intérét technologique des souches pour transformer le lait de chamelle en une
variété de produits.

& Il serait intéressant de tester la résistance des BL aux antibiotiques et au bactériophage.

& Il serait intéressant de faire une caractérisation et une purification des substances inhibitrices
produites par les souches.

& Purification de la bactériocine par méthodes chromatographiques telles que HPLC, FPLC.

& Caractérisation des genes impliqués dans la production de bactériocine.
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Annexe A

Les milieux utilisés

Eau physiologique

Milieu MRS

Milieu M17

Gélose Kanamycine Esculine Azide
Bouillon MRS

Bouillon Ceeur-Cervelle

Bouillon nutritif

Gélose Mueller Hinton

Gélose nutritive molle
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Annexe B

Coloration de Gram

-Réaliser un frottis bactérien et le fixer;
-colorer au violet de gentiane phénole durant environ 1 min;
-laver a I’eau distillée (ou du robinet);
-faire agir la solution de lugol durant environ 30 secondes;
-laver a I’eau distillée (ou du robinet);
-faire agir 1’éthanol a 0.95 durant 10 secondes ou faire couler I’éthanol sur la lame jusqu’a la
décoloration ;
-laver a I’eau distillée (ou du robinet);
-colorer a la fuchsine phénole de quelques secondes a 1 min selon sa concentration ;
-laver a I’eau distillée (ou du robinet);
-observer apres séchage a I’'immersion (objectif x100) et a pleine lumicre.
Les bactéries a Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues vio-

lettes en apparence, contrairement celles a Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.
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