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Résume

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans I’industrie agroalimentaire en raison de leur
réle essentiel dans les processus de fermentation et de conservation des aliments. Parmi elles, les
genres Lactobacillus, Streptococcus et Bifidobacterium sont particulierement reconnus pour leurs
propriétés antimicrobiennes ainsi que pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine. Dans ce
cadre, notre étude s’est focalisée sur cinq souches locales de bactéries lactiques, toutes Gram
positives et catalase négatives, afin d’évaluer leur potenticl antimicrobien a 1’égard des uro-

pathogenes.

La collection étudiée comprend cing souches de Lactobacillus appartenant aux espéces suivantes :
Lactobacillus acidophilus LB13, Limosilactobacillus fermentum LB25b, Lactobacillus brevis

LB31, Limosilactobacillus fermentum LBO2 et Lactobacillus acidophilus LB32.

Les infections urinaires regroupent un ensemble d’affections causées par la colonisation des voies
urinaires par des bactéries pathogénes, appelées uro-pathogenes. Ces infections peuvent affecter
I’urétre, la vessie (cystite), les uretéres ou les reins (pyélonéphrite). Elles sont majoritairement
dues a des entérobactéries, en particulier Escherichia coli, responsable de plus de 80 % des cas,
mais également a d’autres germes tels que Proteus spp. et Klebsiella. Leur forte prévalence,
notamment chez les femmes, en fait un enjeu important de santé publique. pour évaluer I'effet
antimicrobien des souches lactiques, la méthode de diffusion en puits a été utilisée. Cette approche
a permis d'étudier 1’activité inhibitrice des substances antimicrobiennes produites par les souches
lactiques sur quatre souches pathogenes de référence : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis et Proteus vulgaris. Les résultats ont révélé une inhibition significative de la
croissance de ces pathogénes, avec un spectre d’action variant selon les souches testées, allant de
11 a 21 mm. L’objectif principal de ce travail était de démontrer 1’effet antagoniste des bactéries
lactiques sur les uro-pathogénes, en vue d’identifier les souches présentant le meilleur potentiel

antimicrobien pour de futures applications thérapeutiques ou probiotiques.

Mots-clés : bactéries lactiques, infections urinaires, uro-pathogenes, Lactobacillus, activité
antimicrobienne .



ABSTRACT

Lactic acid bacteria are widely used in the agri-food industry due to their essential role in food
fermentation and preservation processes. Among them, the genera Lactobacillus, Streptococcus,
and Bifidobacterium are particularly known for their antimicrobial properties and beneficial effects

on human health.

In this context, the present study focused on five local strains of lactic acid bacteria, all Gram-
positive and catalase-negative, in order to evaluate their antimicrobial potential against
uropathogens. The collection studied includes five strains belonging to the Lactobacillus genus:
Lactobacillus acidophilus LB13, Limosilactobacillus fermentum LB25b, Lactobacillus brevis
LB31, Limosilactobacillus fermentum LB02, and Lactobacillus acidophilus LB32.

Urinary tract infections (UTIs) encompass a range of conditions caused by the colonization of the
urinary tract by pathogenic bacteria, referred to as uropathogens. These infections can affect the
urethra, bladder (cystitis), ureters, or kidneys (pyelonephritis). They are mostly caused by
Enterobacteriaceae, particularly Escherichia coli, which accounts for over 80% of cases, as well
as other pathogens such as Proteus spp. and Klebsiella. Their high prevalence, especially among

women, makes them a major public health concern.

To assess the antimicrobial activity of the lactic acid strains, the well diffusion method was
employed. This approach allowed the evaluation of the inhibitory effects of antimicrobial
substances produced by the lactic acid bacteria on four reference pathogenic strains: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, and Proteus vulgaris. The results showed
significant inhibition of these pathogens' growth, with inhibition zones ranging from 11 to 21 mm,

depending on the strain tested.

The main objective of this study was to demonstrate the antagonistic effect of lactic acid bacteria
on uropathogens, with the aim of identifying strains with the highest antimicrobial potential for

future therapeutic or probiotic applications.

Keywords: lactic acid bacteria, urinary tract infections, uropathogens, Lactobacillus,

antimicrobial activity.
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Introduction
Les microorganismes jouent un role fondamental dans le maintien de 1’équilibre des écosystémes

biologiques. Parmi eux, les bactéries lactiques (BL) retiennent particuliérement 1’attention en

raison de leurs multiples bénéfices, tant dans le domaine agroalimentaire que médical .

Historiquement utilisées dans la fermentation des produits laitiers, ces bactéries sont aujourd’hui
reconnues pour leurs propriétés probiotiques et leurs effets antimicrobiens (Cotter et al., 2005).
Elles produisent divers composés bioactifs, tels que 1’acide lactique, les bactériocines et le
peroxyde d’hydrogene, qui leur conférent une capacité naturelle a inhiber la croissance de micro-
organismes indésirables. Cette aptitude leur permet non seulement de prolonger la conservation
des denrées alimentaires, mais également de renforcer la protection de 1’organisme humain contre

certaines infections, en favorisant 1’équilibre du microbiote (Ganzle, 2009).

Parmi les infections bactériennes les plus courantes figurent les infections urinaires, représentant
un enjeu majeur de santé publique, notamment chez les femmes (Flores-Mireles et al., 2015).
Celles-ci sont principalement causées par des bactéries uropathogenes telles que Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris et Proteus mirabilis, Esherichia coli qui colonisent les voies
urinaires et induisent divers symptomes cliniques. L’émergence croissante de résistances aux
antibiotiques chez ces pathogenes complique considérablement leur prise en charge thérapeutique
(Flores-Mireles et al., 2015).

Les bactéries lactiques, principalement du genre Lactobacillus, jouent un réle prometteur dans la
prévention et le traitement adjuvant des infections urinaires (IU), en particulier les infections
récidivantes chez les femmes. Leur efficacité repose sur plusieurs mécanismes biologiques
divers :: produisent des substances antimicrobiennes naturelles telles que Acide lactique et
Bactériocines, Rétablissement du microbiote urogénital , Renforcement de la barriére immunitaire,
Compétition pour I’adhésion aux cellules uro-épithéliales et I’application thérapeutique ( BEY, A.,
& DEGAICHIA, A. 2021).

Dans ce contexte, explorer le potentiel antimicrobien des bactéries lactiques vis-a-vis des agents
pathogenes responsables d’infections urinaires s’avere particulierement pertinent. Cette approche
pourrait contribuer au développement d’alternatives naturelles et efficaces a la lutte contre ces

infections (Kumar & Sharma, 2015).



Introduction

C’est dans cette perspective que s’inscrit notre étude, dont 1’objectif général est d’évaluer ’activité
antimicrobienne de certaines souches de bactéries lactiques contre des agents pathogenes

impliqués dans les infections urinaires.

Dans ce cadre, ce travail est subdivisé en deux parties principales :

la premiére partie est consacrée a une revue bibliographique articulée autour d’un premierchapitre
qui donne une vue générale sur les bactéries lactiques, classification et , leurs voies métaboliques,
les intéréts et les applications industrielles et un deuxieme chapitre intitulé les infections urinaires
Jeur définition, causes et principaux agents pathogenes. la troiseme chapitre concerne ’activité

antimicrobienne des BL, les métabolites antimicrobiens peptidiques et non peptidiques.

La deuxiéme partie de ce travail est dédiée a 1’étude expérimentale. le premiére chapitre nous
exposons le matériel et les méthodes mis en ceuvre dans le cadre de la réalisation de 1’objectif de
notre travail et un deuxiéme chapitre comporte. Une conclusion générale récapitulant les
principaux résultats de cette étude , accompagnée d’une analyse des pistes de recherche

envisageables pour approfondir cette thématique.
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Chapitre | Les Bactéries Lactiques

| -1-Historique des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont de tres anciens micro-organismes dont les ancétres ont pu voir le jour
il y a trois milliards d’années (avant les Cyanobactéries). Elles ont été utilisées pour la fermentation
des aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour autant comprendre la base scientifique de leur
utilisation, mais tout en essayant de produire des aliments de meilleure conservation et de meilleure
qualité. (Boudersa et al,2017)

Il faudra attendre Pasteur et ses travaux sur la fermentation en 1857 pour établir un lien entre la
fermentation lactique et les bactéries. La premicre culture bactérienne pure sera d’ailleurs une
culture de Lactococcus lactis obtenue et décrite par Joseph Lister en 1873 cité par Penaud, (2006).
Metchnikoff isole en 1904 le « bacille bulgare » (Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus) présent
dans le yaourt. (Mechai,2009)

Au début du XXeéme siécle, Elie Metchnikoff (figure 1) remarque que la longévité et la bonne
santé des paysans bulgares est liée a leur consommation de produits laitiers fermentés et suggeére
que certains micro-organismes pourraient exercer des effets bénéfiques sur la santé humaine.
(Daoudi et al,2018)

Figure 01 : llya Ilitch Metchnikov immunologiste franco-russe, biologiste, lauréat du Prix Nobel
(1845 — 1916) ( El-idrissi, 2020)

De nos jours les bactéries lactiques représentent le deuxieme plus grand marché de production de

biomasse, aprés les levures. Principalement utilisées dans 1’industrie alimentaire, pour la
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production et la fermentation des aliments et aussi dans 1’industrie chimique pour la production
d’acide lactique et bio polyméres et acquiérent, depuis quelques années, un role croissant en santé

humaine et animale. (Brahimi,2015)
| -2-Geénéralite

Les bactéries lactiques constituent I'un des groupes incontournables de la microbiologie
alimentaire, sont ubiquistes et on les trouve dans certains aliments tels que le lait et ses dérivés, la
viande, les fruits et les légumes. Elles représentent aussi une partie de la microflore intestinale et
génitale humaine et animale (Drider et Prevost, 2009 ; Leonard, 2013) . Elles jouent un role
essentiel dans la fermentation des matiéres premiéres animales et végétales . Leur capacité a
fermenter les glucides et a un moindre mesure de dégrader les protéines et les graisses présentes
dans ces substrats (Mozzi et al.,2010). Sont principalement utilisées en tant que starter dans les
produits alimentaires fermentés ou elles permettent de développer certaines caractéristiques
organoleptiques et d’augmenter la durée de conservation . Cette bioconservation par les bactéries
lactiques est due a leurs capacités a produire plusieurs métabolites antimicrobiens, tels que les
acides organiques (acide lactique, acide acétique....), le peroxyde d'hydrogéne, I'éthanol, le

diacétyle, la reutérine, le dioxyde de carbone et les bactériocines (Djadouni, 2013 ; Hammi, 2016)
I- 3-Définition des bactéries lactiques :

Le terme de « bactéries lactiques » a été défini pour la premiére fois en 1919 par Orla- Jensen. Il
désigne un ensemble de bactéries hétérotrophes a Gram positif, catalase négative, oxydase
négative, nitrate réductase négative, anaérobies facultatifs, généralement immobiles,
acidotolérantes, et montrant plusieurs exigences nutritionnelles vis-a-vis des acides aminés, des
peptides, des vitamines, des sels, des acides gras, des glucides et des fermentes cibles. Ces bactéries
peuvent avoir des formes en batonnets ou en coques (Raynaud, 2006). Elles constituent un groupe
hétérogéne de micro-organismes produisant de l'acide lactique comme produit principal du
métabolisme (Leveau et Bouix, 1993 ; Pilet et al., 2005). Les bactéries lactiques sont les micro-
organismes dominants trouvés au cours de la fermentation de la majorité des aliments ou boissons
fermentés, elles sont plus utiles a I'nomme en lui permettant de fabriquer et de conserver de

nombreux aliments (Fenton, 1987) .
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| -4-Origine des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont des microorganismes ubiquitaires susceptibles d’étre retrouves dans
différentes niches écologiques (Belyagoubi,2014) (Tableaul). Les LAB sont généralement
associees a des matiéres premieres végétales et animales et aux produits alimentaires fermentés
correspondants, y compris les produits laitiers ,viande ,Iégumes et céréales, ou la fermentation peut
avoir lieu.(Bouguerra,2021) Elles se développent avec la levure dans le vin, la biére et le
pain.(Menad, 2018) Elles sont présentes a 1’état libre dans I’environnement ou vivent en
association avec un hote, tel que ’Homme ou 1’animal,(Belyagoubi, 2014) Certaines especes sont
également présentes dans les voies respiratoires, intestinales et génitales des humains et des

animaux(Bouguerra,2021).
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Tableau 01 : Milieux d’isolement des bactéries lactiques (Hassaine, 2013).

Bactéries lactiques

Habitat ou milieu d‘isolement

Lactobacillus

Lb. delbrueckiisubsp. delbrueckii
Lb. delbrueckiisubsp. bulgaricus
Lb. delbrueckiisubsp .lactis

Lb. acidophilus

Lb. helveticus

Lb. caseisubsp. casei

Lb. caseisubsp. pseudoplantarum
Lb. caseisubsp. tolerans

Lb. caseisubsp. rhamnosus

Lb. curvatus

Lb. plantarum

Végétaux

Fromage, yaourt

Lait, fromage

Bouche, tractus intestinal
Fromage

Rumen

Fromage, fourrage

Bouche

Tractus intestinal

Végétaux, produits carnés,lait
Bouche, fromage, végétaux,produits carnés

Lc. lactissubsp.lactis

Lc. lactissubsp. lactisbiovar.diacetylactis
Lc. raffinolactis

Lc. Garviae

Lb. bifermentans Fromage

Lb. brevis Lait, tractus intestinal, fromage
Lb. kefir Kéfir

Lb. Sanfrancisco Pain

Lactococcus

Lait cru, lait fermenté, végétaux
Végétaux, lait

Lait caillé

Lait de mammite

Streptococcus thermophilus

Lait, produits laitiéres, levains artisanaux ,yaourt

Leuconostoc

Ln. Oenos

Fruits, légumes, produits panification, solution
visqueuses de sucre, vin

Pediococcus
Pc. pentosaceus
Pc. acidilactici
Pc. Halophilus

Végétaux, boissons (biéré, cidre, vin) Matiéres
végétales, lait et produits laitiers Produits de
péche, anchois salé
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I -5-Taxonomie et Classification des bactéries Lactiques :

Les groupes des bactéries lactiques renferment un ensemble d‘espéces hétérogenes dont la

fonction commune est la production d‘acide lactique.

Selon la derni¢re édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les bactéries
lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et I’ordre des
Lactobacillales renfermant trente cing genres répartis sur six familles. Parmi ces genres , seulement
treize sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il s’agit de : Aerococcus , Carnobacterium
, Enterococcus , Lactobacillus , Lactococcus , Leuconostoc , Oenococcus , , Tetragenococcus ,
Pediococcus , Streptococcus , Vagococcus Weissella (DRIDER et PRIVOST, 2009) et
Bifidobacterium (LEVEAU et BOUIX, 1993).

| -5-1- Classification classique :

La premiére classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla Jensen . Elle est

basée sur les caractéristiques phénotypiques suivantes :

> La résistance aux bactériophages.
> La morphologie, le type de Gram et la disposition cellulaire.

> Le mode de fermentation du glucose.

> La croissance a différentes températures.

> L’isomere de 1'acide lactique produit.

> Les différents métabolismes glucidiques, protéiques, lipidiques, le caractére fermentaire.

> La fermentation des différents hydrates de carbone (Holzapfel et al., 2001).

En conséquence, les bactéries lactiques ont été divisées en bacilles (Lactobacillus et
Carnobacterium) et cocci (tous les autres genres). Le genre Weissella est le seul genre qui

comprend a la fois des bacilles et des coques (Collins et al., 1993 ; He et al., 2007).
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| -5-2-Classification Moderne :

En se basant sur I'hybridation ADN-ADN et le séquencage du géne de I'ARNr 16S, la
classification des bactéries lactiques a peu étre affinée. Elle a permis de regrouper des especes (le
regroupement des espéces proches de Lactobacillus pour la création du genre Carnobacterium) et
d’en séparer d’autres (la séparation du genre Streptococcus en Streptococcus, Lactococcus et

Enterococcus) encréant de nouveaux genres (Mermouri, 2018)

Oenococcus

Streprococcus

Lactococcus
Leucomostoc
Enterococcus,
Melissococcus, Weissella
Tertragenococcus -
Vagococcus

Carnobacterium

Lactosphaera Lactobacillus
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum
Propionibacteritam

Bifidobacterium

Figure 02 : Arbre phylogénétique des bactéries Gram positives basé sur la comparaison des
séquences de ’ARNr (Holzapfel et al., 2001).
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I-6- Caractéristiques des principaux genres de bactéries lactiques
I-6-1 - Genre Lactobacillus

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques ubiquitaires qui colonisent beaucoup d’habitats. Ce
sont des bactéries Gram+ asporulées, immobiles, en forme bacille isolé ou groupées en paires ou
en chainette. Elles forment des colonies de petites tailles, lisses, brillantes non pigmentées et
souvent opaques. Ce sont des anaérobies facultatifs ayant un pH optimum de croissance de 5,5
avec une temperature optimale de croissance comprise entre 30 et 40°C (HAMMES et al., 2009).
Les lactobacilles ont un metabolisme énergétique saccharolytique ou le lactate est 1’acide
organique majoritaire (DE VUYST L et al , 1994). Les Lactobacillus sont trés exigeantes en

matiére nutritive (Euze'by, 1997).

Les bactéries appartenant au genre Lactobacillus se distinguent des autres bactéries a Gram positif
par le fait qu’elles sont anaérobies ou microaérophiles, immobiles, dépourvus de catalase et
d’oxydase. Tres polymorphes, leur morphologie microscopique varie d’une espece a 1’autre, de
coccobacilles aux bacilles fins et allongés. Leur métabolisme énergétique est fermentaire. Le
principal produit final de la dégradation des sucres est I’acide lactique auquel peut s’ajouter I’acide

acétique, 1’éthanol et le CO2 pour les especes hétéro- fermentaires (FRENEY et al., 2000).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé selon leur type fermentaire en trois groupes selon la
classification deOrla-Jensen en trois groupes remaniés par Kandler et Weiss ; et cette classification

est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002).

I- 6-1-1 Groupe | « Thermobacterium » Il comprend les lactobacilles homofermentaires stricts,
la plupart étant thermophiles qui se développent a 45 °C mais pas a 15 °C. Ce groupe est constitué
majoritairement d’espéces présentes chez ’homme et les animaux et qui participent a 1’équilibre
de la microflore de I’organisme. Les espéces les plus fréquentes dans 1’alimentation (lait, yaourt,

fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.

I-6-1-2 Groupe Il « Streptobacterium » Il regroupe les lactobacilles homofermentaires
mésophiles et peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du substrat. Ils
métabolisent le glucose en acide lactique grace a la voie homofermentaire d’Embden-Meyerhof-
Parnas et dégradent les pentoses par la voie hétérofermentaire des pentoses phosphate. Ils ne

produisent pas de CO2 lors de la fermentation du glucose mais ils en produisent lors de la

9
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fermentation du gluconate (Kandler et Weiss, 1986 ; Stiles et Holzapfel., 1997). Les espéces les

plus fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. Plantarum.

I- 6-1-3 Groupe 1l « Betabacterium » Ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. llcomporte
les espéces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfrancisco.

Figure 03 : Lactobacillus casei au microscope électronique (Corrieu& Luquet, 2008).

1-6-2- Genre Lactococcus

Les études de Schleifer et al.(1985) basées sur des critéres moléculaires, ont montré qu’il était
justifié de séparer les streptocoques lactiques mésophiles du genre Streptococcus et de créer le
genre Lactococcus. (MOFREDJ et al., 2007 ; CASTALA et MONTEL, 2008).

Se sont des coques présentent en chainette, thermosensibles, homofermentaires produisant que de
I‘acide lacique L(+) (DELLAGLIO et al, 1994). Elles se caractérisent par la production de
diacétyle a partir du citrate (citrate+), certaines espéces utilisent 1‘arginine (ARG+). (GUIRAUD,
2003) .

Actuellement, le genre Lactococcus comprend cing especes, Lactococcus lactis est 1‘espece la plus
connue avec ses trois sous especes : Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris et Lc. lactis ssp.
hordniae (POT, 2008).

10
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Figure 04 : Lactococcus lactis, au microscope électronique (Corrieu et Luquet, 2008).
I-6-3- Genres Leuconostocs, Oenococcus et Weissella

Appartient a la famille des leuconostocaceae, Gram positif, ont une forme cocci mais elles peuvent
étre allongés, associé en paire ou en chaines, non sporulées (BERGEY et al.,, 2009). lls
rassemblent les coques lenticulaires en paires en chainettes, mésophiles, qui possédent un caractere
hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique, de CO2 et d’éthanol. Certaines
especes sont capables de fermenter le citrate ce qui leur confére une activité aromatique
importante. D’autres synthétisent des dextranes en présence de saccharose. Ce genre comporte 6
especes présentes majoritairement dans les produits végétaux, mais elles sont également isolées
dans les produits laitiers. Ils participent a la fermentation des produits végétaux. (FEDRIGHI.,
2005)

Le développement des leuconostoc entraine souvent l‘apparition d“une viscosité dans le milieu
grace ala production des exopolysaccharides. Les leuconostoc principalement Ln. mesenteroides
ssp. cremoris et Ln. lactis sont utilisés en association avec les lactocoques dans I‘industrie laiticre
pour produire en plus de 1‘acide lactique et le CO2, des substances aromatiques telles que le
diacétyle et 1° acétoine a partir des citrates du lait (HASSAN et FRANK, 2001 ; GUIRAUD, 2003
; OGIER et al., 2008 ).

11
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Figure 05 : Leuconostoc mesenteroides au microscope électronique. (Wallace et al., 2003)

1-6-4- Genres Pediococcus et Tetragenococcus

Des bactéries lactiques, de forme de coque, catalase négatif, aérobie facultative. Fermentent le
glucose en acide lactique sans production de gaz. Elles croissent dans un pH 5 (BERGEY et al.,
2009).

Les Pediococcus sont des cogues homofermentaires dont la particularité est le groupement en
tétrade. Ils sont mésophiles, et le plus souvent incapables d’utiliser le lactose. Par contre, certaines
espéces se distinguent par leur capacité a se développer a des teneures en sel tres élevées, comme
P.halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus qui tolére jusqu’a 18% de NaCl. Ils sont
souvent présents dans la biere, le vin, les produites végétaux et saumures (anchois salés) et

participent a la fermentation des saucissons. (FEDRIGHI., 2005)

Figure 06 : Pediococcus au microscope électronique. (Wallace et al., 2003)
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1-6-5- Genre Streptococcus

bactéries Se sont des Gram positif, cocci non mobiles, appartenant a la famille des -Elles sont
chimio-organotrophes a métabolisme fermentatif produisant de lactate mais sans gaz, catalase
négative, et la température de leur croissance se situe entre 25-45°C avec une température optimale
de 37°C (BERGEY et al, 2009).

Le genre Streptococcus comprend essentiellement des especes d’origine humaine ou animale dont
certaines sont pathogénes comme S.pyogenes et S.agalactiae ; d’autres sont impliquées dans la
formation de la plaque dentaire (S. mutans) ; ces especes étant rarement rencontrées dans les
aliments. L’espece thermophile Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et
produits laitiers), et son caractere non pathogéne. Du fait de sa propriété technologigue seule cette
espéce est considérée comme appartenant aux bactéries lactiques. (FEDRIGHI., 2005)

La seule espece de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est Streptococcus
thermophilus (STILES et HOLZAPFEL, 1997).

Streptococcus thermophilus étant connue comme une espece type, une bactérie alimentaire
(DELORME et al., 2010). Les Streptococcus thermophilus sont des bactéries lactiques a grande
importance dans les industries laitieres précisément dans la fabrication de yaourt et du fromage en
collaboration avec d‘autres especes des bactéries lactiques : Lactococcus lactis, Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus (HOLS et al., 2005).

Figure 07 : Streptococcus thermophilus, au microscope électronique (Corrieu et Luquet,
2008).
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I1-6-6-Genre Carnobacterium

Leur cellules se forme de courts batonnets, isolés ou en paire, parfois en courtes chaines, mobiles
ou non. Ces bactéries sont catalase, oxydase et nitrate réductase négatives. La température
optimale de croissance des Carnobacterium varie de 23 a 30°C, elles peuvent se multiplier a des
températures proches de 0°C et sont inhibées a partir de 45°C. Ce sont donc des bactéries
psychrotrophes. Leur pH optimum de croissance varie selon les espéces de 6,0 & 7,4(COLLINS
et al., 1987). Elles sont anaérobie aéro-tolérant. La plupart des especes sont inhibées a partir de
7% de NaCl. En présence de sucre, leur métabolisme n‘est que tres faiblement hétérofermentaire,
avec une large production d‘acide lactique L(+). Contrairement aux Lactobacillus, les

Carnobacterium sont peu acidifiants (COLLINS et al., 1987).

Des études menées sur les produits carnés ont conduit a isoler des bactéries lactiques décrites
comme des Lactobacillus atypiques, peu acidifiants. Une étude taxonomique de ces différentes
souches a permis de les regrouper apres hybridation ADN-ADN, dans un nouveau genre,
Carnobacterium. Morphologiquement proche des Lactobacillus, ils s’en différencient par leur
tendance psychrotrophe et leur production majoritaire de I’isomeére L de 1’acide lactique .De méme
leur peptidoglycane est constitué d’acide mesodiaminopimelique alors qu’il est caractérisé par le
peptide Lyse-Asp chez la plupart des Lactobacillus. Les carnobactéries sont phylogénétiquement
plus proche du genre Enterococcus. Ce genre comprend 4 espéces fréquemment associées aux
aliments C.pisciola (ou maltaromicus), C.mobile et C.gallinarum (FEDRIGHI., 2005) Ils sont
isolés de produits carnés le plus souvent conditionnés sous atmosphére modifiée, ou de produits
de la mer, saumon fumé notamment mais également du contenu intestinal ou du tissu rénal de
salmonidés. Certains ont également été isolés de fromages. Les Carnobacterium n’interviennent
pas dans les fermentations alimentaires, ils tolérent difficilement un pH inférieure a 5, en revanche,
ils sont souvent producteurs de substances inhibitrices. Deux espéces non associées aux aliments,
isolées de I’eau d’un lac d’ Antarctique, C.funditum et C.alterfunditum ont été récemment décrites.

(FEDRIGHLI., 2005)
1-6-7- Genre Bifidobacterium

Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries lactiques
grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa présence dans le méme

habitat écologique, tel que le tube gastro intestinal. (PILET et al., 2005).
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Cfest le genre le plus connu et le mieux étudié dans l‘ordre des bifidobacteriales. Les
Bifidobacterium se sont des batonnets, Gram positives, asporulées, immobiles, ont des formes
variées (incurvées, rarement ramifiées) celles de formes batonnets peuvent généralement étre
isolées ou en amas et en paires ou en forme de V (LANSING et al., 2003). Les Bifidobacterium
sont anaérobies (LANSING et al. 2003), saccharolytiques (SCARDOVI, V., 1986), fermentent
les glucides en donnant de 1‘acide acétique et 1‘acide lactique sans production de dioxyde de
carbone (LANSING et al. 2003). Pas de production d'ammoniaque ou de H2S a partir des acides
aminés et elles ne réduisent pas les nitrites nitrates. Le métabolisme des hydrates de carbone par
des bifidobactéries est différente de bactéries homofermentaires et hétérofermentaires. En effet, le
fructose-6-phosphocétolase, une enzyme typique du genre Bifidobacterium, est responsable de la
dégradation du glucose. La détermination de cette enzyme est un test crucial pour I'identification
de ces micro-organismes (SHAH, 2000).

Figure 08 : Bifidobacterium sp (Wallace et al., 2003)
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Genee Forme de la fype de Conliguration de  Espéoe type

0 oellude fermentation lacide lactique

Agrococcus Coques Homofermwentaire Ac. virndans

Carmobactenium  Bacilles Hétérolermentasre 1(+) Ch. divergens

Enterococcus Coxjues Homolermentaire 1.(4) Ec. faecalis

[ actobacillus Haciiles Homo ou betéro-  IN-), Li+)ou L0, delbrueck
fermentane IN

Lactococcus Conues Homolermentare 1(+) Le lactes

Lewvonostoc Conques Hétérofermentasre IX-) Ln. mesentéroides

CEnococcus Conues Hetdrolermentare 1X-) e oo

Pediwococcus Coques Homolermentaire  INL 0w L{+) F¢. dsmnosus

Sireptococcus Cogues Homolernwentaire 14+ ¢ salvarus

elrgpenococcis  Coques Homotermentaire  14+) fc halophilus

Vagococcus Coques ovoldes  Homolermentaire 1(+) Ve Muvaalis

Weussells Petits bacilles  Heétérofermentasre DT ou IX-) We vindescens

Tableau 02 : Principaux genres de bactéries lactiques. (SCHLEIFER et al., 1995) ;
(COLLINS et al., 1987), (COLLINS et al., 1990) ; (DICKS et al., 1995).
1-6-8- Genres Enterococcus et Vagococcus

Le genre Enterococcus rassemble la plupart des espéces du groupe sérologique D et comprend
notamment les especes anciennement désignées sous le terme (Streptocoques fécaux), comme
Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium.Ce sont également des coques homofermentaires
qui se caractérisent par leur développement a 10 et 45C°, leur aptitude croitre en présence de 6,5%
de NaCl, et a pH 9.6, et leur grande résistance aux facteurs de I’environnement, en particulier la
température (30 min a 60C®). Leur habitat est trés varié : intestin de ’homme et des animaux,
produits végétaux, sol, produits laitiers. Au sien des bactéries lactiques, les bactéries du genre
Enterococcus ont une position particuliére : parfois utilisés comme indicateur de contamination
fécale dans les aliments, ils peuvent aussi étre associés a la fermentation de certains fromages
italiens .Certaines espéces de Streptococcus et Lactococcus isolées de poisson et d’eau douce et
qui possedent la particularité d’étre mobiles, ont été répertoriées dans le nouveau genre

Vagococcus mais ne concernent pas les aliments (FEDRIGHI., 2005)
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Figure 09 : Enterococcus faecalis au microscope électronique (Wallace et al,2003).

1-6-9- Genre Aerococcus

Des bactéries a Gram positif, des coques isolées ou en paires ou arrangées en amas, microaérophile
mais généralement anaérobies facultatives, catalase négative, asporulées, pH de croissance 9, la
tolérance en NaCl 18%. (RUOFF, 2007).

1-6-10- Genre Alloiococcus

Des cellules ovoides, Gram positif, non-mobiles, asporulées, vivent en paire ou en tétrade. Se
croissent en ralentis a un NaCl 6,5% mais pas 10%. Et ne préféerent pas la T° 10°C ni 45°C. Sont
aerobies, catalase - /+, oxydase négative, ne produisent de gaz, 1‘acide n‘est pas produit a partir de
la fermentation de glucose (COLLINS et al. ,1987).

I-7- Métabolisme des bactéries lactiques
I-7-1 - La protéolyse :

Protéolyse chez les bactéries lactiques Le systéme protéolytique des bactéries lactiques est
composé de protéases associées a la paroi cellulaire, qui catalysent I'hnydrolyse initiale des
protéines en peptides. Ces peptides sont ensuite dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases
en acides amines et oligopeptides facilement transférables a travers les parois cellulaires.
(Belkhir,2017)

Dans le lait, la dénaturation des caséines laitieres conduit a leur précipitation en petits flocons puis
en caillé conduisant a la coagulation du lait (figure 09). La protéolyse dans les produits alimentaires

est assurée surtout par les enzymes microbiennes des starters initiaux mesophiles (Lactococcus
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lactis et Leuconostoc) ou thermophiles (Lb delbrueckii, Lb helveticus et Streptococcus
thermophilus). Cependant la grande partie de I'activité protéolytique est le résultat des enzymes
tardives libérées dans les fromages par la flore additive homofermentaire stricte (Lb farciminis),
hétérofermentaire facultative (Lb casei, Lb paracasei, Lb plantarum, Lb pentosus, Lb curvatus et
Lb rhamnosus) ou hétérofermentaire stricte (Lb fermentum, Lb buchneri, Lb parabuchneri et Lb
brevis) (Belkhir,2017).

caséine K

g%g‘gﬁobes /‘
ont Ebosphale

e calcium phosphate

Micelle Sous-micelle

Figure 10 : Evolution de la structure de la caséine au cours de la coagulation acide a
(30°C). (Belkhir,2017)

I-7-2- Le métabolisme des sucres :

Les bactéries lactiques sont dépourvues de systeme de respiration fonctionnelle, leur énergie est
obtenue par la phosphorylation au niveau du substrat. Le mode de fermentation du glucose présente
une caractéristique importante pour la différentiation des genres, il permet de les classer en deux
grands groupes. (Belhamra,2017)

Les bactéries lactiques homofermentaires : transforment tout le glucose en excés en acide
lactique. Le transport du glucose ou du lactose vers les cellules différent selon les especes. Elles
utilisent la voie EMP dans la derniére étape de la glycolyse, convertissent le pyruvate en lactate et
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régenerent ainsi du NAD+ a partir du NADH forme auparavant. Dans cette derniere étape les

bactéries font intervenir une lactate-déshydrogénase. (Bekhouche,2006 )

Hétérofermentaires : ce groupe de BL utilise la voie des pentoses phosphate (ou 6-
phosphogluconate) qui consiste a phosphorylation, pour donner le 6-phosphogluconate qui subira
une décarboxylation. Le pentose résultant est clive en glycéraldéhyde phosphate qui suit la voie
de la glycolyse une déshydrogénation du glucose, aprés sa donnant l'acide lactique et I'acétyle
phosphate qui sera réduit en éthanol. En raison de la production de CO2, d'éthanol ou de I'acétate
en plus de I'acide lactique, cette fermentation est appelée hétérolactique (Djellouli,2018) (figure
10).

Les bifidobactéries sont le seul groupe qui utilise la voie « Bifidus » (Djellouli,2018)
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Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
gucose glucose
ATP ATP
- ADP ADP
_ lucose-6-P | P
. A';_. glucose-6 g ucose-6
acetyl-
> fructose-6-P 6-P- glucona |
érythrose-4 P - |9_
fructose-1,6-diP n'bulose 5.p
sedoheplulose-? -P \ T xylulése-S—P

glyceraldehyde-3-P
?/1 «» dihydroxyacetone-P
ribose-5-
5
XY'Ulosei/ 1,3-biP-glycerate acetyl-P

1 ™ ok

"b”'°s°'5‘P acetyl P 3-P-glycerate acetyl-CoA
'”' 2-P-glycerate acetyldehyde
acétate et e
5
phosphoe'nolpgpruvate éthanol
A
ATP
pyruvate
lactate

Figure 11 : Différents types de fermentation. (Axelsson, 2004)

I -7-3-La lipolyse :

Les enzymes produites par les bactéries lactiques ont une importance majeure en industrie
alimentaire. La lipolyse joue un role crucial dans I’affinage du fromage, les acides gras sont
convertis en méthyl-cétones, des lactones et des thioesters qui contribuent, en plus des acides gras,

a la saveur du produit fermenté. (Ouali,2010) Bien que les bactéries lactiques possedent une
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variété d’enzymes lipolytiques capables d’hydrolyser divers esters d’acide gras, des substrats de
tri-, di- et monoacylglycérol, ils sont généralement considérés comme faiblement lipolytiques en

comparaison avec d'autres microorganismes tels que Pseudomonas. (Belhamra,2017)
| -7-3-1-Métabolisme du citrate

Le citrate est un intermédiaire central du cycle des acides tricarboxyliques . Il joue un réle
important dans le métabolisme énergétique des cellules vivantes et également un précurseur pour
la synthése des acides aminés . L’acide citrique est utilisé par nombreuses especes des genres
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostocet Lactobacillus . Le citrate
ne peut étre dégradé qu’en présence d’un substrat fermentescible et d’une source d’azote, il est
transporté a I’intérieur des cellules par une citrate-perméase, ou il est scindé en acétate (en majeure
partie excrétés) et enoxaloacétate par le complexe enzymatique citrate lyase . L’oxaloacétate est
ensuite converti en pyruvate et en CO2 par une oxaloacétate décarboxylase . Des transformations
successives du pyruvate aboutissent a la formation de composés aromatisants et le produit fini est
le 2,3-butylen-glycol (2,3-butanediol) (Bekhouche, 2006;Drider et Prevost, 2009) .

| -8-Application des bacteries lactiques :
I -8-1- Domaine meédical :

Les bactéries lactiques interviennent dans le contréle des infections intestinales comme la
prévention des diarrhées par 'introduction d’une nouvelle flore intestinale qui agit sur les
entérobactéries responsables de ces désordres intestinaux. Elles sont aussi connues pour la

production des agents antimicrobiens évitant ainsi 1’usage des antibiotiques.

Les bactéries lactiques colonisent I’intestin de la plupart des animaux, jouant un effet sur leur
systéme immunitaire, souvent, en tant que probiotique pour améliorer certaines fonctions

biologiques de leur hote. (Mermouri,2018)
| -8-2- Domaine alimentaire :

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bacteries qui possedent le "statut GRAS" ce

qui autorise officiellement leur usage dans les applications alimentaires.

Ces microorganismes permettent la conversion d’une grande variété de matiéres premieres,

conduisant ainsi & de nombreux produits : les saucissons, les laits fermentés, les fromages, les
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olives fermentés et certains vins. Parmi ces applications, 1’industrie laitiére est, sans doute, le plus

grand utilisateur de ferments lactiques commerciaux. (Hassaine,2013)
I- 8-2-1- Aptitude acidifiante :

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries lactiques
utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production de 1’acide lactique a
partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance bactérienne.
(Boullouf,2017)

Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi par :
- Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés.
- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires.

- Limitation des risques de développement des flores pathogéne et d’altération dans les produits

finaux

-Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la synérese.
(Allouache et al,2017)

| -8-2-2- Aptitude protéolytique :

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques d’assurer les
fonctions de fermentation repose sur un systéme protéolytique capable de satisfaire tous les besoins
en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les bactéries lactiques démontrent des potentialités
différentes, liées a leur équipement enzymatique, pour I’utilisation de la fraction azotée. Les
lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcée que les
lactocoques.(Hadef,2012)

I- 8-2-3- Aptitude texturante :

Certaines souches de bactéries lactiques ont la faculté de synthétiser des exopolysaccharides,
glucanes et fructosanes, qui constituent la capsule cellulaire. Ces macromolécules contribuent a
modifier la texture des produits dans lesquels se développent les souches compétentes cette

aptitude texturante est aussi exercée par le pouvoir acidifiant (Chemlal-Kheraz,2013) .
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| -8-2-4- Aptitude aromatisante :

Cette activité est tres liée aux propriétés organoleptiques du produit dans lequel elles se
développent. En effet, certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés
d'ardbmes qui participent aux qualités organoleptiques des fromages. La plupart des composeés
d'ardbmes sont issus du métabolisme du citrate, I'acetoine et le diacetyle sont les plus importants).
Ces propriétés aromatisantes ne sont pas toujours souhaitables, car elles sont redoutables dans la

brasserie et dans le cas de nombreux produits. (Chemlal-Kheraz,2013).
I- 8-2-5- Activité gazogeéne :

Les ferments contenant des BL hétérofermentaires (principalement du genre Leuconostoc) ou
capables de métaboliser le citrate (Leuconostoc ou souches de Lc.lactis subsp. Lactis var.
diacetylactis) produisent des quantités significatives de CO2. Cette production favorise la
formation des ouvertures dans certain type de fromages comme elle peut conduire a des --défauts
dans d’autres types (CORRIEU et LUQUET, 2008).

| -8-2-6- Propriétés enzymatique :

La nutrition azotée dans le lait constitue 1’un des principaux facteurs limitant la croissance des
BL auxotrophes pour un nombre variable d’acides aminés. Certaines espéces possedent un systeme
protéolytique leur permettant d’utiliser les acides amines issues de la dégradation des protéines et
des peptides. Cette activité participe au développement de la texture et de la saveur dans les
produits laitiers. L’activité lipolytique présente, de plus, un intérét pour les applications fromageres

(CORRIEU et LUQUET 2008 ; MOZZI et al, 2010).
I- 8-3-Domaine Cosmétique :

La capacité¢ de retenue d’eau de 1’acide lactique le rend approprié a I’'usage comme produit
hydratant dans les formulations cosmétiques . Le lactate d’éthyle est un ingrédient actif dans
plusieurs préparations anti-acné . L’occurrence naturelle de I’acide lactique dans le corps humain

fait qu’il est trés utile comme substance active dans les produits cosmétiques (Wee et al., 2006) .
| -8-4- Domaine Industrielle :

L’acide lactique est utilis¢ dans divers procédés industriels, comme: agent de détartrage,

dissolvant, nettoyant, mouillant,... etc . En raison de I’augmentation des quantités de déchets
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plastiques dans le monde entier, des efforts considerables de recherches et de développement ont
été consacrés afin de substituer les thermoplastiques conventionnels par des matériaux

biodégradables, a une seule utilisation (Reddy et al., 2008) .
| -9- Effets sur les propriétes sensorielles :

En produisant des produits autres que I'acide lactique, tels que le diacétyle et I'acétaldéhyde, qui

est responsable de la saveur unique (Boudjemaa., 2008).
I-10-Pouvoir antimicrobien : (Antibactérien, Antagoniste) :

Les bactéries lactiques peuvent synthétiser des substances antibactériennes et sont utilisées dans
la fermentation et la bioconservation des aliments. (Labioui et al., 2005) Les bactéries lactiques
constituent un moyen biologique efficace pour la préservation des qualités hygiéniques des
aliments, du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-vis des microorganismes nuisibles (Caridi et al.,
2003). En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes, comme des acides organiques, du peroxyde d’hydrogéne, du dioxyde de
carbone, de la reutérine, du diacétyle et des bactériocines (Dortu et Thonart, 2009). Durant la
fermentation du lait, différents agents antimicrobiens ayant la capacité d’inhiber le développement
de bactéries pathogeénes et/ou d’une flore de dégradation de I’aliment sont produits par les bactéries

lactiques.
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Chapitre 11 Les Infection urinaires

I1-Les infections urinaires :

11-1 -Définition

Les infections urinaires sont parmi les infections bactériennes les plus fréquentes et constituent
une part importante du travail des laboratoires de microbiologie clinique. Les bactéries d’origine
intestinale, en particulier Escherichia coli, restent la cause principale, bien que le profil des agents
pathogenes responsables évolue progressivement (Wilson et Gaido, 2004).

Ces infections surviennent généralement lorsque des bactéries remontent 1’urétre et atteignent les
voies urinaires. Elles peuvent se développer a différents niveaux, depuis I'urétre jusqu’au tissu

rénal (Barola et al., 2024).

Il s’agit d’une infection microbienne courante pouvant toucher des personnes de tout age et de tout
sexe, provoquant une inflammation des voies urinaires (Kaur et Kaur, 2020). Les femmes sont
plus souvent touchées que les hommes, méme si, chez les personnes agées, la fréquence est
similaire entre les deux sexes. La plupart des recherches ont été menées sur les jeunes femmes

sexuellement actives, qui présentent un risque élevé d’infection (Harrington et al., 2000).
I1-1-1-Classification des infections urinaire
Selon la localisation

Les infections urinaires peuvent étre classées en fonction de la zone de I’appareil urinaire touchée.

On distingue principalement deux formes :

o Infection urinaire haute :

Pyelonéphrite

La pyélonéphrite est une infection bactérienne qui touche les reins et les voies urinaires
supérieures (Chivima, 2014). Elle résulte généralement d’une infection ascendante,
partie de la vessie, qui remonte jusqu’aux reins.

Chaqgue année, la pyélonéphrite aigué affecte plus de 250 000 personnes et entraine plus
de 100 000 hospitalisations (Hussein et al., 2021).
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e Infection urinaire basse :

Cystite
La cystite correspond & une infection des voies urinaires inférieures, localisée

principalement au niveau de la vessie (Raymund L. et al., 2023).

Les femmes présentent un risque bien plus élevé de développer une cystite que les
hommes. Avant I’age de 24 ans, environ un tiers des femmes auront connu au moins un épisode.

En revanche, la cystite reste rare chez les hommes de moins de 50 ans (Wilson et J.K. Wilson,

2021).

Urétrite : 1l s’agit d’une inflammation de I’urétre. Dans la majorité des cas, elle est
provoquée par une infection sexuellement transmissible. L urétrite est 1’affection la plus
souvent diagnostiquée et traitée chez les hommes dans les cliniques de santé génito-

urinaire (GUM) au Royaume-Uni (Cook-Jones et Humphries, 2021).

Prostatite : Elle se caractérise généralement par une inflammation douloureuse de la
prostate, qui peut étre d’origine bactérienne ou non. C’est la pathologie urologique la plus
fréquente chez les hommes de moins de 50 ans, et la troisieme chez ceux de plus de 50 ans.

La prostatite touche surtout les hommes jeunes et d’age moyen (Kanani et al., 2020.)
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Figure 12 : Appareil urinaire humain (Hanslik et al., 2013).
11 -2- Certains germes responsables des infections urinaires :
Il -2-1- Généralité sur Escherichia colis :

La bactérie Escherichia coli (E. coli) est généralement inoffensive et fait partie de la flore
intestinale normale de ’homme et des animaux. Cependant, certaines souches peuvent étre
pathogenes. Elles sont responsables de diarrhées, en particulier chez les enfants dans les pays en
développement, et touchent aussi les voyageurs provenant de pays industrialisés (Nauciel et Vildé,
2005).

E. coli se propage dans I’environnement principalement par les excréments. Sa présence dans 1’eau
ou les aliments est un indicateur de contamination fécale. La transmission a ’homme se fait par la

voie féco-orale (Goubau et Pellegrims, 2000).

Elle est la cause la plus fréquente d’infections urinaires. Certaines souches peuvent aussi
provoquer des diarrhées par divers mécanismes, ainsi que d’autres infections, que ce soit en milieu
communautaire ou hospitalier. Si cette bactérie était autrefois sensible a de nombreux
antibiotiques, elle a aujourd’hui développé des résistances, notamment dans les hopitaux (Nauciel

et Vildé, 2005).
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Parmi les facteurs de virulence d’E. coli, on retrouve :

o Des flagelles et des pilis, qui facilitent 1’adhésion a la muqueuse intestinale,

« Une capsule protectrice contre la phagocytose,

o Et des entérotoxines, qui peuvent causer des troubles digestifs (Goubau et Pellegrims,
2000).

Il —2-1-2-Découverte d'Escherichia colis

En 1885, le pédiatre et bactériologiste germano-autrichien Dr Theodor Escherich a isolé
pour la premiere fois Escherichia coli dans le laboratoire d'Otto von Bollinger @ Munich
(Escherich, 1988). Il a étudié le méconium des nouveau-nés ainsi que les selles des
nourrissons allaités pour mieux comprendre le développement de la flore intestinale.

En préparant des échantillons au microscope, il a observé des « batonnets fins et courts »
mesurant entre 1 et 5 um de longueur et 0,3 a 0,4 um de largeur, qu’il a initialement
nommés Bacterium Coli Commune (Erjavek, 2019). Ce n'est qu'en 1919 que le
microbiologiste américain Charles-Edward Winslow a proposé de la renommer

Escherichia coli, en hommage a son découvreur (Ullmann, 2011).

I1- 2-1-3 -Taxonomie

La taxonomie, qui provient des mots grecs taxis (ordre) et Nomos (loi ou science), est la science
qui s'intéresse a la classification des organismes vivants (Rossello-Mora, 2011).

Tableau 03: La classification d’E. coli selon le Bergey’smanual 2012.

Domaine Procaryota
Regne Bacteria
Embranchement Protobacteria
Classe Gammaprobacteriales
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriacea
Genre Escherichia
Espéce Coli
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Il -2-1-4- Habitat

Le tractus digestif des vertébrés a sang chaud représente I'nabitat principal d'E. coli (Smati et al.,
2015), notamment au niveau du c6lon et du cecum, ou sa concentration dépasse généralement
10"6UFC par gramme de contenu intestinal. Coli se loge particuliérement dans le mucus qui
recouvre les cellules épithéliales de la paroi intestinale. Cette niche écologique lui procure des
conditions idéales pour son développement, telles que la température, I'numidité et la disponibilité
des nutriments, avec une concentration d’environ 1076 UFC par gramme de contenu intestinal

(Baliere, 2016).

Il -2-1-5- Caracteéres bactériologiques d’E. coli
e Caractéres morphologiques et structuraux

L’espéce Escherichia colis présente les caractéristiques morphologiques et structurales suivantes

(Basavaraju & Gunashree, 2022) :

e Forme cylindrique (bacille) ou Cocco bacillaire

o Bactérie a Gram négatif

o Ne forme pas de spores (asporulée)

o Peut-étre mobile grace a des cils péritriches, ou non mobile

e Dimensions : environ 0,4 a 0,6 um de largeur pour 1 um de longueur
e Masse : entre 0,5 et 5 pictogrammes

« Présente ou non une capsule

Figure 13 : micrographie d’E. coli par microscope électronique. (Baudin, 2017)
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11-2-1-6- Etiologie

Les infections urinaires sont majoritairement causées par des micro-organismes tels que des

bactéries, des champignons, des virus ou encore des parasites. Cependant, la grande majorité de

ces infections sont dues a des bactéries Gram négatif et Gram positif, qui résident habituellement

dans le colon (Maclellan et Hunstad, 2016).

Germes en cause : Les bacilles Gram négatif sont les agents pathogenes les plus freqguemment

retrouves. Parmi eux, Escherichia coli (E. coli) est la cause la plus courante des infections

urinaires, représentant environ 70 a 80 % des cas, qu’ils soient acquis en milieu hospitalier ou

dans la communauté (Renthlei et al., 2023).

Tableau 04 : Les agents causals des infections urinaires.

Bacilles Cocci Gram
Gram positifs
négatifs

Escherichia Enterococcus
coli : la cause | spp.

la plus Staphylococcus
courante. saprophyticus.
Klebsiella Staphylococcus
pneumoniae  aureus.
Proteus Staphylococcus
mirabilis epidermidis.
Enterobacrtr = Streptococcus
spp. agalactiae.
Pseudomonas

aeruginosa.

Acinetobacter

spp-. Serratia

Spp-

Bacilles Gram  Fungi

positifs

Mycobacterium Candida

tuberculosis

30

albicans

Parasites

Schistosoma

haematobium.

Enterobius
vermacularis.
Trichomonas
vaginalis.

Virus

Adenovirus.
Cytomegalovirus.
Human polyoma
virus.
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Il -2- 2-Généralités sur Klebsiella pneumoniae
Il -2-2-1- Position taxonomique
Dénomination

Le genre Klebsiella a été introduit par Trévisan en 1887, en hommage a Edwin Klebs, un
microbiologiste allemand du XIXe siécle. L'espéce type de ce genre est Klebsiella pneumoniae,
autrefois connue sous le nom de pneumobacille de Friedldnder. Ce dernier avait observé cette
bactérie dans les poumons d'un patient décédé des suites d'une pneumonie. (Freney J, R. F.,
Hansen W, and Bollet TC. 2000)

11-2-2-2-Classification

Regne: Bacteria
Embranchement : Protéobactéria
Classe : Gamma Protobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Klebsiella

Espéce : Klebsiella pneumoniae

Le genre Klebsiella (Klebsielles) comporte cinq especes dont 1’espéce type est K.p (Bergogne-
Berézin E, Dellamonica P. 1995) L’espece K.p est subdivisée en 3 sous espéces : K. pneumoniae
subsp pneumoniae, K. pneumoniae subsp ozaenae et K. pneumoniae subsp Rhinoscleromatis
(Avril, J.L., Dabernat, H., Denis, F., and Monteil, H. 2000).

I1- 2-2-3- Caracteres morphologiques

Les bactéries de I'espece Klebsiella pneumoniae sont des bacilles Gram-négatifs, immobiles et

souvent disposeés en diplobacilles. Elles sont généralement entourées d'une capsule, ne forment
pas de spores et sont des anaérobies facultatifs. ( EI Fertas-Aissani R., Messai Y., Alouche S.,
Bakour R. 2012).
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Il -2-2- 4-Habitat

Klebsiella pneumoniae est une bactérie ubiquitaire, souvent retrouvée dans I'environnement,
notamment dans le sol, les eaux de surface, les eaux usées, les végetaux, ainsi que sur les
muqueuses des mammiferes, particulierement dans la flore intestinale. Chez 1’homme, cette
bactérie colonise la peau, les muqueuses et les voies respiratoires supérieures, et peut étre isolée
des selles de 30 % des individus en bonne santé. En milieu hospitalier, les principales sources
d'infection nosocomiale sont le tube digestif des patients et les mains du personnel médical. Les
sous-especes K. pneumoniae subsp. Ozaenae et K. pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis ont
uniquement été retrouvées dans des contextes pathogeénes, principalement dans I'arbre respiratoire
humain (Baerwolf S, Geffers C, Behnke M. 2002).

Figure 14 : Aspect des colonies de K. pneumoniae sur milieu gélosé (Gueye 0.2007).

11 -2-3-1- Définition et caractéristiques de Proteus vulgaris

Proteus vulgaris est une bactérie du genre Proteus, qui regroupe cing espéces : Proteus hauseri,

Proteus mirabilis, Proteus myxofaciens, Proteus penneri et Proteus vulgaris.

Les bactéries de ce genre sont des bacilles a Gram négatif, mobiles, capables de vivre en milieu
aerobie ou anaérobie, oxydase négatif, réducteurs de nitrates, et fermentent le glucose (lto,
2003).

Une caracteristique notable est leur capacité a effectuer un essaimage (swarming) : entre 85 % et

100 % des souches se déplacent activement sur la surface des milieux tels que la gélose nutritive
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ou la gélose au sang, formant des vagues concentriques. Ce comportement est dd a leur grande

mobilite.
Cependant, cet essaimage est inhibé sur :

o Des milieux sans chlorure de sodium (Na Cl),
o Des milieux sélectifs ne contenant pas de sels biliaires (Catherine, 2014).

Il -2-3-2-Habitat de Proteus vulgaris

Les bactéries du genre Proteus sont couramment présentes dans 1’environnement, notamment dans
I’eau contaminée, le sol et le fumier. Elles font également partic de la flore intestinale normale

chez I’homme et les animaux.

On les retrouve aussi dans diverses infections humaines, en particulier dans les plaies et les

infections urinaires, ou leur production d’uréase constitue un facteur clé de virulence (Singleton,

1999).
Il -2-3-3-Pouvoir pathogene de Proteus vulgaris

Proteus vulgaris est une bactérie opportuniste capable de provoquer diverses infections,
principalement en milieu hospitalier. Elle est classée parmi les uropathogénes majeurs, souvent
impliquée dans les infections urinaires, en particulier chez des patients a risque (diabétiques,

porteurs de sondes urinaires, ou ayant des anomalies des voies urinaires).

Chez les personnes agées ou immunodéprimées, P. vulgaris peut également entrainer des
septicemies. Moins fréquemment que P. mirabilis, elle peut aussi infecter la peau et les tissus mous

(plaies, abces).

Cette espéce est fréqguemment retrouvée dans les infections nosocomiales, avec une prédominance

pour les infections urinaires d’origine hospitaliére (Prescott et al., 2010).

33



Chapitre 11 Les Infection urinaires

Il -2-4-Généralités sur Proteus mirabilis
Il -2-4-1 Historique :

Le genre Proteus a été identifié en 1885 par le pathologiste allemand Gustav Hauser, qui lui donna
son nom en raison de sa capacité a envahir rapidement les milieux solides comme la gélose
(Hauser, 1885). Il distingua quatre espéces principales : Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,

Proteus penneri et Proteus myxofaciens (Brenner et Holmes, 1995).

A P’origine, seules deux espéces étaient reconnues : P. mirabilis et P. vulgaris, différenciées par
leur vitesse de liquéfaction de la gélatine : P. vulgaris étant plus rapide que P. mirabilis (Hauser,
1892).

Ces bactéries a Gram négatif sont souvent responsables d'infections urinaires, en particulier chez
les patients agés porteurs de sondes urinaires a long terme (Warren, 1991). P. mirabilis est
impliqué dans environ 90 % de ces infections. Grace a la diversité de ses réservoirs naturels, cette

espece posseéde plusieurs voies d’infection chez 1’humain (Liu, 2010).
Il -2-4-2 — Classification :

La classification des bactéries de genre Proteus a changé au cours du XXe siécle. Le genre
Proteus est actuellement défini comme appartenant a la famille des Enterobacteriaceae au sein
De I’ordre Enterobacteriales qui regroupe 1’espece Proteus mirabilis (Bergey’s ,1998).

Reégne : Bacteria.
Embranchement : Protéobacteéria.
Classe : Gamma Protobacteria.
Ordre : Entérobacteriale.

Famille : Enterobacteriaceae.
Genre : Proteus.

Espece : Proteus mirabilis (Bergey’s ,1998).
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Il 2-4-3- Caractéeres bactéeriologiques
Caractéres morphologiques

Les bactéries de 1’espéce Proteus mirabilis sont des bacilles a Gram négatif, de petite taille, en
forme de batonnet. Elles sont généralement tres mobiles et polymorphes, mesurant entre 0,4 et 0,8
um de diamétre, pour une longueur allant de 1 a 80 um. Elles possedent de nombreux flagelles et
alternent entre deux formes cellulaires : des cellules végétatives nageuses et des cellules

grouillantes allongées et hyper-flagellées (Belas, 1996).

En présence de surfaces solides, P. mirabilis peut s’allonger et produire un polysaccharide, ce qui
lui permet de se déplacer activement sur des supports comme les équipements médicaux. Elle se
distingue par sa motilité par essaimage, sa capacité a fermenter le maltose, ainsi que son incapacité

a fermenter le lactose (Liu, 2010).

Il -2-4- 4-Habitat

Proteus mirabilis est une bactérie présente dans I’environnement naturel, notamment dans 1’eau
polluée, le sol, le fumier et la viande en décomposition (Janda et al., 2006). Elle est aussi
fréquemment retrouvée dans les voies urinaires humaines, ou elle est responsable d’infections,
souvent associées a la formation de calculs rénaux ou vésicaux (Kelley Struble et al., 2009).
Environ 25 % de la population humaine en sont porteurs au niveau intestinal, ce qui peut entrainer
des infections par auto-infection. La transmission peut également se faire par contact avec d'autres
personnes ou par des réservoirs communs (Holt et al., 1986). Enfin, P. mirabilis se développe de

maniere optimale dans un environnement alcalin, avec un pH supérieur & 7 (Frasca et al., 2008).

Figure 15 : Proteus mirabilis (Ehinger M., 2015).
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11-2-5-1-Généralité sur Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis fait partie de la flore intestinale normale des humains et des animaux, il a

été longtemps reconnu comme agent pathogéne important (De Perio et al., 2006).
11-2-5-2-Classification

La classification taxonomique de Enterococcus faecalis a été établie selon les critéres proposés

par Delarras et collaborateurs (2010). Elle se décline comme suit :

« Domaine : Eubacteria

e Phylum : Firmicutes (Phylum XII)
o Classe : Bacilli

e Ordre : Lactobacillales

« Famille : Enterococcaceae

o Genre : Enterococcus

o Espece : Enterococcus faecalis
11-2-5-3 Habitat

Enterococcus faecalis fait partie intégrante de la flore intestinale chez I’homme et les animaux. Il
peut également coloniser certaines zones cutanées, notamment le périnée et le vagin. En dehors de
son hote, cette bactérie est présente dans 1’environnement, notamment dans les eaux usées, 1’eau
douce et les sols. Elle peut aussi étre a 1’origine de la contamination de divers aliments
[http://www.unige.ch/uni3/Ateliers/ Séminaire Bactériologie/ PolyCours6.Consulter le :
12/3/2016.)

I1-2-5-4-Caractéristiques :

Les principaux caracteres d’identification de I’espéce Enterococcus faecalis sont représentés

dans le tableau 5 :
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Tableau 05: Principaux caracteres de Enterococcus faecalis (Paulsen et al., 2003).

Morphologie Cocci de 0,6 a pm en moyenne, ovalaires, isolé,
diplocoques, chainettes

Coloration de Gram Bactérie a Gram +
Mobilité Immobiles

Type respiratoire anaérobies facultatifs
Oxydase _

Catalase

Température de croissance Entre 10-43°C

11-2-5-5-Pouvoir pathogéne

Enterococcus faecalis est un des causes majeures des infections nosocomiales, il fait partie des
pathogeénes nosocomiaux les plus communs, et il est responsable d’infections urinaires ou intra-
abdominales, d’abces viscéraux, de pneumonies, de septicémies, d’endocardites et de méningites

(Jett et al., 1994 ; Megran, 1992).
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Chapitre 111 Activité antimicrobienne des bactéries lactiques

I11-1-Activité antimicrobienne des bactéries Lactiques

Les microorganismes possédent un groupe extraordinaire de défense microbien pour maintenir
leurs existences ou leurs niches écologiques contre des concurrents ou des infections.La
production des peptides microbiens, ¢’est une premiére barriére de défense, ces peptides ont un
effet direct sur les microorganismes, par exemples déstabiliser la membrane bactérienne, virale ou

fongique ou agir sur d’autres cibles (Djadouni, 2013) .

Plusieurs études ont montré 1’activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis des
bactériespathogénes (Rodrigues et al.,2005 ; Reis et al.,2012 ; Mercha et al.,2020). Les
propriétés antimicrobiennes de ces bactéries peuvent étre associées a de nombreux éléments . Elles
résultent de I'effet combiné de différents facteurs biologiques provenant de leurs activités
métaboliques, synthétisent des molécules a actions bactéricides et ou bactériostatiques tels que
I’acide lactiques des acides organiques le diacétyle, dioxyde de carbone,...(Chentouf, 2015 ;
Bouzaidet al., 2016) .

Tableau 06 : Métabolites antimicrobiens de faible masse moléculaire secrétés par les
bactéries lactiques autres que les bactériocines (Leonard, 2013) .

Composés antimicrobiens Souches productrices Spectre microbien
Acide lactique Touts les bactéries lactiques Levures Bactéries gram+/-
Acide acétique Bactéries lactiques hétéro Levures Bactéries gram+/-

fermentaires

Diacétyle Lactococcus Levures Bactéries gram+/-
Leuconostoc
Lactobacillus
Pedicoccocus

Peroxyde d’hydrogene Touts les bactéries lactiques Levures Bactéries gram+/-
Dioxyde de carbone Les bactéries lactiques La plus part des groupes
hétérofermentaires taxonomiques de micro
organismes
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I11-2- Les métabolites antimicrobiens non peptidiques
I11-2-1- Les acides organiques

Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques lors du processus de fermentation .
Les principaux acides produits sont: 1’acide lactique, I’acide acétique et propionique . Ces derniers
permettent d’inhiber la croissance des levures et d’autres bactéries qui ne peuvent se développer a

pH acide .

L’effet inhibiteur de ces acides organiques est principalement provoquer par les molécules non
dissociées qui diffusent a travers les couches lipidiques des membranes des microorganismes
provoquant ainsi un abaissement du pH dans le cytoplasme qui a pour conséquence la
déstabilisation des cellules (Zhitnitsky et al., 2014) .

I11-2-2- Acides gras

Dans certaines conditions, quelques lactobacilles et lactocoques possédant des activités
lipolytiques peuvent produire des quantités significatives d'acides gras, par exemple dans la
fermentation du lait fermenté (RAO et al., 1984). L'activité antimicrobienne des acides gras a été
identifiée pendant plusieurs années. Les acides gras insaturés présentent une activité contre les
bactéries a Gram+, et l'activité antifongique des acides gras dépend de la composition, de la
concentration, et du pH du milieu (GOULD, 1991).

111-2-3- Le peroxyde d’hydrogene

Le peroxyde d'hydrogene (H202) présente un effet antimicrobien qui peut étre expliqué par la
production de radicaux libres tels que le groupement superoxyde (O2¢) et le groupement hydroxyle
(OHe) capables d’endommager I’ADN bactérien . 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 engendrer la peroxydation des lipides membranaires, augmentant ainsi la perméabilité de

la membrane du microorganisme cible (Nair et al., 2017).
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I11-2-4- Le dioxyde de carbone

Les bactéries lactiques hétérofermentaires synthétisent du dioxyde de carbone (CO2) comme
métabolite secondaire . Son accumulation dans le milieu extérieur crée une anaérobiose qui peut
étre toxique pour les microorganismes aérobies présents dans 1’aliment . Toutefois, le dioxyde de
carbones peut aussi, a faible concentration, stimuler la croissance de certaines bactéries (Singh,
2018).

I11-2-5- Di acétyle (2,3- butanédione)

Le diacétyle est produit suite a la dégradation du citrate, il est synthétisé par différentes especes de
bactéries lactiques appartenant a plusieurs genres comme Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc et Pediococcus. Il Présente des propriétés antimicrobiennes contre les levures, les
bactéries Gram négatif et les bactéries Gram positif non lactiques. La concentration nécessaire a
I'obtention d'une inhibition dépend essentiellement du microorganisme cible (DORTU et
THONART ., 2009).

111-2-6- Reutérine

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est une substance antimicrobienne qui est produite

comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par certaines
especes de Lactobacillus . La fermentation du glycérol se déroule en deux étapes . Le glycérol sera
tout d’abord déshydraté par unglycérol déshydratase pour former de la reutérine qui sera ensuite
réduite en 1,3-propanediol par une oxydoréductase . Cette deuxiéme étape est inhibée en 1’absence
de glucose . La reutérine s’accumule alors dans le microorganisme producteur . A haute
concentration, elle est excrétée dans le milieu . Sa toxicité contre la cellule productrice limite sa
production, certaines espéces comme Lactobacillus reuteriy sont plus résistantes (Langaet al.,
2014) .

I11-2-7- Reutéricycline

Certaines souches de Lactobacillus reuteri secrétent d‘autres substances antimicrobiennes,
reutericycline. On a remarqué que la concentration d‘inhibition minimale de cette molécule est de
0.05-1 mg/L pour les bactéries a gram positives. Tandis qu‘on n‘a pas trouvé aucune sensibilité
des bactéries a gram négative et les champignons a la reutéricycline (OUWEHAND et al., 1996).
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111-2-8- Acétaldéhyde

Chez Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, I'action d'une thréonine aldolase, clive la thréonine en
acétaldehyde et en glycine. L'acétaldéhyde & une concentration de 10 & 100 ppm empéche la
croissance de Staphylococcus aureus, de Salmonella typhimurium et d’E. Coli dans les produits
laitiers (PIARD et DESMAZEAUD, 1991). Les quantités d'acétaldéhyde produites par les
lactocoques oscillent entre 2,60 et 6,50 mg/ml (BOTTAZZI et DELLAGLIO, 1967). La
contribution de l'acétaldéhyde a la biopréservation est mineure puisque le seuil de saveur est
beaucoup inférieur aux niveaux qui sont considérés nécessaires a I'inhibition des microorganismes
(KULSHRESTHA et MARTH, 1974).

111-2-9- 2-pyrrolidone-5-carboxylic Acide

Ou PCA cette molécule est surtout produite par Lactobacillus casei ssp.casei, L.casei ssp.
Pseudoplantarum et Streptococcus bovis. Elle est présente aussi dans les fruits, les Iégumes. Elle
inhibe les Bcillus subtilis, Enterobacter cloacae, Pseudomonas putida et Pseudomonas
fluorescens. Elle est stable a la grande température (121°C/20min) mais elle perd son activité
inhibitrice quand le pH est de 2,5. PCA est reconnu comme un fort agent antimicrobien comme
1‘acide lactique. Et son mécanisme d‘action est le méme que les acides organiques (OUWEHAND

et al.,1996 ).
I11-3- Les métabolites antimicrobiens peptidiques : Les bactériocines
111-3-1-Définition

Le terme « bactériocine » fut utilisé pour la premiére fois en 1964 par André Lwoff, médecin et
biologiste francais (Dillenseger, 2019) . Les bactériocines sont des protéines, ou complexes de
protéines possédant une activité bactéricide dirigée contre des espéces proches de la souche
productrice . Ce sont des peptides antimicrobiens de 20 a 60 acides aminés synthétises selon la
voie ribosomique impliquant des groupes de genes ou clusters comportant une ou plusieurs unites
de transcription, génotypiquement spécifique, par les bactéries de gram positif, négatif et les
archées(Sidhu et Nehra, 2017) . Les bactériocines sont généralement cationiques, amphiphiles,
thermostables, modifiés ou non post- traductionnellement, de masses moléculaires comprises entre

2 et 6 kDa . Elles sont représentent une large classe de substances antagonistes qui varient
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considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de
leurs spectres d’action et de leurs modes d’action (Taale et al., 2016) . Ces métabolites ne sont
pas des antibiotiques mais elles possédent des propriétés antibiotiques car elles peuvent étre
bactéricides ou bactériostatiques . Les bactériocines se différent des antibiotiques par une syntheése
ribosomale contrairement a la synthese enzymatique des antibiotiques, une activité a des
concentrations bien plus faibles que celles et un spectre d’activité généralement plus restreint

(Mekri, 2016 ;Djelloul, 2021).
I11-3-2- Classification des bactériocines

Les bactériocines difféerent entre elles par leur structure primaire, tridimensionnelle, mode
d’export et leur mécanisme d’action . Ces critéres permettent de classer les bactériocines en quatre

classes comme proposé par Klaenhammer (1993). Ces classes sont :
111-3-2-1-Bactériocine de classe | : lantibiotiques

Les lantibiotiques, c'est-a-dire des petits peptides cationiques, hydrophobes et thermostables qui
contiennent des acides aminés inhabituels (thioéther aminoacides lanthionine et / ou méthyl
lanthionine) qui sont formés post-traductionnellement. Protéines de poids moléculaire inférieur a
10 kDa avec modifications posttraductionnelles comprend des protéines susceptibles de subir
certaines modifications par leur biosynthése, en raison de la présence d'une séquence de peptides
signaux cela permettra la reconnaissance, le transport et le maintien du peptide inactif . Cette classe
| peut étre divisée en 3 sous-classes la, Ib et Ic selon la charge des peptides : la cationiques
hydrophobes avec 34 acides aminés, Ib globulaires chargés négativement ou sans charge contenant
jusqu’a 19 acides aminés et Ic leur structure cyclique formés de 2 peptides agissant en synergie
(Mekri, 2016 ; Gonzalez-perezet al., 2018) .
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Mersacidine

figure 16 : Séquence et structure de lantibiotiques de type A (Nisine), B (Mersacidine) et d‘un
lantibiotique « two-peptides » (Lacticine 3147 Al et A2) — Sequence and structure of a type A
lantibiotic (Nisin), a type B lantibiotic (Mersacidin) and a « two-peptides » lantibiotic (Lacticin
3147 Al and A2) (NIGUTOVA et al., 2007)

111-3- 2-2- Bactériocines de classe 11 : les peptides non modifiés

Cette classe regroupe les bactériocines ne possédant pas de cycles lanthionine . Leur taille n’exceéde
pas en général 10 kDa et elles sont thermostables. Ce type de bactériocines ne subit aucune
modification post-traductionnelle . Leur mode d’action consiste dans la majorité des cas a
perméabiliser la membrane interne, ce qui induit une fuite des métabolites intracellulaires et in fine
la mort bactérienne . Ces bactériocines sont de natures variées et appartiennent a différentes sous-
classes (Cherier, 2017) : Les bactériocines de la Classe Il1a posséder un 2eme pont disulfure dans
leur partie Cterminale ce qui stabilise leur structure tertiaire. Ensuite la Classe I1b nécessitant
’aessociation de 2 peptides pour étre actives, de type E « Enhancing » ou 1’association des 2
peptides augmente mutuellement leur activité, ou S « Synergie » ou ils sont complémentaires . La
Classe llc se compose des bactériocines qui ne peuvent pas étre rangées dans les sous-classes Ila

et I1b (plantaricine A, lactococcine A, lactococcine 972...) (Dillenseger, 2019) .
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Tableau 07 : Séquence de quelques bactériocines de classe 11 — Sequence of some class 11
bacteriocins. Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2009 13(1), 143-154 Dortu C. & Thonart P.

Classe 1a: « Pediocin-like bacteriocin »

Mésentéricine Y105  MTNMESVEAYQQLDNQNLKKVVGGKYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGI HRLANGGNGEW

Sakacine P -==---MEKFIELSLKEVTAITGGKYYGNGVHCGKHSCTVDWGTAIGNIGNNAARANNATGHNAGS
CurvacineA  ————- MNNVKELSMTELQTITGGARSYGNGVY CNNKKCWVNRGEATQS I IGGMI SGWASGLAGM
Piscicoline 126 —————- MKTVKELSVKEMQLTTGGKYYGNGVSCNKNGCTVDWSKAIGI IGNNARANLTTGGAAGHNKG
Camobactériocine Bml «««-- MKSVKELNKKEMAWINGGAISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVIGGWASSLAGMGH
Pédiocine PA-1  ~=eee- MKKIEKLTEKEMANIIGGKYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCI INNGAMAWATGGHQGNHKC
Entérocine A ~MKHLKILSIKETWLIYGGT THSGKYYGNGVYCTRNKCTVDWAKATTCIAGMSIGGFLGGAIPGKC
SakacineG~ —--ee- MKNTRSLTIQEIKSITGGKYYGNGVSCNSHGCSVNWGQANTCGVNHLANGGHGGVC
Classe I1b: « Two-peptides bacteriocin »
ABP-118 a  KRGPNCVGNFLGGLFAGAAAGVPLGPAGIVGGANLGMVGGALTCL

B KNGYGGSGNRWVHCGAGIVGGALIGAIGGPWSAVAGGISGGETSCR
Lactocine 705 MDNLNKFKKLSDNKLQATIGG

MESNKLEKFANISNKDLNKITGG

Lactococcine MN IRGTGKGLAAAMVSGAAMGGAIGAFGGPVGAIMGAWGGAVGGAMKY ST

GSIWGAIAGGAVKGAIAASWTGNPVGIGMSALGGAVLGGVTYARPVH
Plantaricine EF FNRGGYNFGKSVRHVVDAIGSVAGIRGILKSIR
VEHAY SARGVRNNYKSAVGPADAVISAVRGFIHG

nm ZzZZ™r

Classe ¢

Plantaricine A MKIQIKGMKOLSNKEMOKIVGGKSSAYSLOMGATAIKQVKKLFKKWGN

Lactococcine A MENQLNENIVSDEELSEANGGKLTEIQSTAAGDLY YNTNTHKYVYQOTONAFGAAANT IVNGWMGG
AAGGEGLHHE

Lactococcine 972 MKTKSLVLALSAVTLESAGGIVAQAEGTWOHGYGVSSAYSNYHHGSKTHSATVVNNNTGRQGKDTQ

RAGVWAKATVGRNLTEKASEYYNEW

111-3-2-3- Bactériocines de classe 111 : Bactériolysines

Protéines de taille supérieure a 30 kDa et sensibles a la chaleur. La structure et le mode d’action
de ces bactériocines different complétement des autres bactériocines produites par les bactéries
lactiques. Cette classe ne contient que quatre bactériocines : I’helveticine J produite par
Lactobacillus helveticus A, I’enterolysine A produite par Enterococcus faecium, la zoocine A
produite par Spreptococcus zooepidemicus et la millericine B produite par Streptococcus milleri
(NILSEN et al., 2003 ; PAPAGIANNI, 2003 ; NIGUTOVA et al., 2007).
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Tableau 08 : Les quartes Bactériocines de classe 111 produites par des bactéries lactiques.
(NILSEN et al., 2003 ; PAPAGIANNI, 2003 ; NIGUTOVA et al., 2007).

Bactériocines ESpése producteur
Helveticin Lactobacillus helviticus A
Enterolysine A Enterococcus faecium

Zoocin A Streptococcus zooepidemicus
Millericin B Streptococcus milleri

111-3-2-4- Bactériocines de Classe 1V : Bactériocine complexe

La Classe IV est constituée des peptides nécessitant une partie lipidique ou carbohydrates pour

avoir leur activité . A ce jour, aucune bactériocine de cette classe n’a été décrite (Makhloufi,

2012) .
I11-3-4- La biosynthése des bactériocines

Les bactériocines sont produites a la fin de la phase exponentielle et au début de la phase
stationnaire de croissance . Elles peuvent étre dégradées par les protéases produites par les
bactéries lactiques productrices ou étre adsorbées a sa surface, ce qui mene a la baisse de la
concentration de bactériocines dans la culture . Différentes protéines sont impliquées dans la
production des bactériocines et sa régulation . Elles sont produites sous forme d’un pré peptide
non-biologiquement actif qui subira des modifications post traductionnelles pour aboutir au
peptide actif . Cette production est souvent régulée par un systeme de Quorum Sensing . Les
facteurs influencant la production de bactériocines sont principalement la souche productrice, la
température, le pH, la composition du milieu et la technologie de fermentation employée (Delesa,
2017 ; Tahlaiti, 2019) .

111-3-5- Le conditionnement des bactériocines :

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

bactériocines est une procédure longue et couteuse qui nécessite la mise en ceuvre de nombreuses
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techniques, a savoir une précipitation des protéines au sulfate d'ammonium, différentes
combinaisons de chromatographies sur colonne telles que des échanges d'ions ou des interactions
hydrophobes et une étape finale de chromatographie liquide a haute performance en phase inverse.
Ces traitements ne sont pas applicables a I'échelle industrielle. La stratégie souvent mise en ceuvre
consiste des lors en l'adsorption de la bactériocine sur la cellule productrice suivie d'une
centrifugation ou d'une ultrafiltration de la culture et de la désorption de la bactériocine par
abaissement du pH a 2 et augmentation de la concentration en chlorure de sodium. Les
bactériocines semi-purifiées peuvent alors étre conditionnées sous forme séche par atomisation ou
Iyophilisation par exemple (Parente et al., 1999). La nisine, la seule bactériocine légalement

approuvee comme additif alimentaire, est commercialisée sous une forme semi-purifiée.
I11-3-6- Mode d’action de bactériocine

Les bactériocine ont des mécanismes d’action distincts et peuvent étre divis€é en ceux qui
favorisent un effet bactéricide, avec ou sans lyse cellulaire, et bactériostatiques, inhibant la
croissance cellulaire . Les bactériocinesaltérent la perméabilité membranaire des bactéries, soit
inhibent la synthése de leurs peptidoglycane, soit encore agissent en détruisant les liaisons
peptidiques entre les peptidoglycanes (Nes et al., 2011) .

Les lantibiotiques (bactériocines de classe 1), interagissent avec les membranes cellulaires par
interaction électrostatique ou par liaison a des récepteurs spécifiques. Ces interactions permettent
de former des pores larges et non-spécifiques a la surface des cellules cibles, causant un efflux
rapide des composés cytoplasmiques (ions, ATP, acides aminés,...). Elles détruisent donc les
bactéries en augmentant leur perméabilité membranaire . Les bactériocines de Classe 11 agissent
de la méme maniére, en provoquant la perméabilisation de la membrane, ce qui conduit a la mort
cellulaire. Pour la Classe 111, le mode d’action est complétement différent . En effet, elles agissent
par hydrolyse des liens peptidiques entre les peptidoglycanes de la membrane des bactéries
sensibles. Selon le nombre de bactéries sensibles, le spectre d’action des bactériocines est plus ou
moins large (étroit pour la zoocine A, large pour I’entérolysine A et la millericine B) (De

freireBastos et al., 2015 ; Bali et al., 2016 ;Tenea et Yépez, 2016 ) .
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Figure 17: Mode d’action des bactériocines (Yang et al., 2014) .

111-3-7- Applications potentielles des bactériocines

Les bactériocines produites par LAB ont attiré trop d'attention en raison de leur utilisation sire et
naturelle en tant qu'inhibiteur contre micro-organismes pathogénes dans la production
alimentaire (Demir et Basbiilbiil, 2017 ).

111-3-7-1 -Domaine alimentaire

Les bactériocines sont incolore, inodore et sans saveur, et par conséquent, ne nuisent pas a
I'acceptabilité de I'alimentation si elles sont utilisées comme supplément . D’un autre c6té, elles
peuvent facilement étre dégradées par les enzymes dans I'hdte ou dans I'environnement, ce qui
réduit la possibilité d’interaction de ces fragments dégradés avec les souches cibles et les chances

de développement de la résistance (Alvarez et al., 2018) .

Leur utilisation dans le domaine alimentaire est devenue trés intéressante grace a leur potentiel
d'assurer une sécurité microbienne et une bonne qualité du produit alimentaire . L'utilisation des

bactériocines comme additifs naturels dans les aliments a suscité |'intérét du consommateur qui
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cherche a minimiser I'utilisation des additifs chimiques artificiels dans les produits alimentaires .
Plusieurs études ont montré I'efficacité de la nisine en tant qu'agent de conservation dans les
aliments comme la truite fumée, les produits a base d'ceufs liquides pasteurisés, les fromages et
d'autres produits laitiers . En effet, la nisine est la plus étudiée des bactériocines et la seule utilisée

commercialement dans les produits alimentaires (Egan et al., 2016) .
111-3-7-2 -Domaine thérapeutique

Il est urgent de trouver des solutions au nombre croissant d'infections causees par des bactéries
résistantes aux antibiotiques, 1’émergence de la résistance des bactéries pathogenes a orienté la
recherche vers de nouvelles molécules antimicrobiennes (Bemenaet al., 2014) . Grace a leur mode
d’action différent des antibiotiques conventionnels, les bactériocines, pourraient étre considérées
comme une alternative prometteuse aux antibiotiques dans le cadre de contrdle de la prolifération
et a I’inhibition des souches bactériennes pathogénes émergentes et le traitement des infections
cutanées, systémiques, urogénitales, des gingivites, la mastite, de I’otite,...etc (Chikindas et al.,

2018) .

Dans le cas du traitement du cancer, certains chercheurs ont démontré que les bactériocines, ont
une activité contre les cellules tumorales . A titre d'exemple, des recherches ont démontré in vitro
que la nisine a montré des capacités de prévention de la croissance des cellules tumorales . Cette
bactériocine et d'autres peptides antimicrobiens in vitro ont mis en évidence qu’ils pourraient avoir
une application potentielle en tant que medicaments anticancéreux (Chikindas et al., 2018 ;
Ibrahim, 2019) .

A cause de leur nature peptidique, les bactériocines sont susceptibles d’étre modifiées
génétiquement afin de développer des peptides de conception, de biosécurité et de stabilité sur
mesure pour obtenir des médicaments plus efficaces dans les traitements (Cotter et al., 2013 ;
Chikindas et al., 2018) .

48



Chapitre 111 Activité antimicrobienne des bactéries lactiques

I11-3-7-3 -Domaine vétérinaire

Les bactériocines pourraient étre utilisées avec les ionophores dans une stratégie visant a prévenir
I’apparition d’une résistance . L’utilisation d’une bactériocine a la place d’un antibiotique, par
intermittence, aiderait a détruire les populations résistantes. Les ionophores antibiotiques ont un
tres large spectre d’action, donc ils peuvent agir sur a peu prés la moitié de la flore naturelle trouvée
dans le rumen des bovins, alors que les bactériocines sont par contre extrémement spécifiques, ce
qui permet, par exemple, de cibler seulement les bactéries qui dégradent des protéines alimentaires
ou seulement celles qui produisent du méthane . Un autre avantage qui s’ajoute, tient au fait que
les bactériocines sont des protéines non toxiques qui se digerent facilement. Comme elles sont
digérées par ’animal, il n’y a aucun risque qu’il reste des résidus dans la viande ou le lait . Par
contre, les ionophores antibiotiques classiques ne sont pas digestibles, sont tres toxiques et doivent

étre manipulés et administrés avec précaution (Menad,2017) .

111-3-7-4-Domaine agricole

La protection des plantes contre les microorganismes phytopathogenes ainsi que la préservation
des semences, sont les objets de 1’exploitation des bactériocines en agriculture . Dans ce cas, les
substances antibactériennes et substances antifongiques seront associées afin de lutter contre les

ravageurs phytopathogenes (Khodja, 2018) .
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I- Matériels et méthodes :
I-1-Objectif d’étude :

L’objectif de ce travail repose sur :

Etude de I’activité antimicrobienne de quelques souches de bactéries lactiques productrices des
substances antimicrobiennes vis-a-vis des bactéries pathogenes de référence responsable des

infections urinaires .

I-2. Lieu et période d’étude :

Cette étude a été realisee dans le laboratoire de microbiologie N° 03 et et laboratoire des
sciences et technigues de production animale (LSTPA) a hasi mamach , faculté des sciences de la
nature et de la vie de I’'université de Abdelhamid Ibn Badis- Mostaganem- une période de deux

mois et 10 jours allant du 01 Mars jusqu’au 10 Mai 2025.
I-3-Matériels
I-3-1-Matériels biologiques :

Pour la réalisation de la partie expérimentale, nous nous sommes servi dumatériel biologique

suivant :
I-3-1-1-Les souches cibles:

Dans le cadre de cette étude, cing souches locales de bactéries lactiques, précédemment isolées et
caractérisées par la doctorante Melle Amamra Djamila au niveau du laboratoire des sciences et
techniques de production animale (LSTPA) -hasi mamach- faculté des sciences de la nature et de
la vie de Mostaganem. ont été employeées. Leur identification a été réalisée par des techniques

classiques de microbiologie. Le (Tableau 09 ) en détaille les especes et les origines :
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Tableau 09 : Souches de bactéries lactiques utilisées.

Souches bactériennes Code Origine

Limosilactobacillus fermentum | LB 25.b Produits laitiers
Lactobacillus acidophillus LB 13 Produits laitiers
Levilactobacillus brevis LB 31 Produits laitiers
Limosilactobacillus fermentum | LB 02 Produits laitiers
Lactobacillus acidophillus LB 32 Produits laitiers

1-3-1-2- Les souches de références:

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des souches lactiques, quatre bactéries indicatrices de
référence (uropathogenes ) ont été utilisées (voir tableau 10) , isolées et identifiées par la
doctorante Melle Amamra Djamila, Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire des
sciences et techniques de production animale (LSTPA) a hasi mamach , faculté des sciences de la
nature et de la vie de Mostaganem.

Tableau 10: Souches de références utilisées.

Souches bactériennes | Code Origine

Des urines des femmes ont des
Escherichia coli 915 infections urinaires.

Des urines des femmes ont des
Klebsiella pneumoniae K.P infections urinaires.

Des urines des femmes ont des
Proteus vulgaris P.V infections urinaires.

Des urines des femmes ont des
Proteus mirabilis P.H infections urinaires.
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I-3-2- Matériels non biologiques

Lors de la réalisation de nos expériences, nous avons utilisé le matériel de laboratoire suivant :

Les milieux de cultures utilisés lors de notre travail étaient soit liquide, soit solide par addition

d’Agar (18g/L). Ils sont stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 10 min. (Annexe 01)

Tableau 11 : Matériels non biologiques

Milieux de culture

Appareillage

Réactifs, colorants et
autres

» Milieu MRS bouillon et
gélose ;

» Milieu nutritif bouillon et
gélose

* Milieu MRS gélose 10 % de
lait écrémé ;

. Milieu PDA 10 % de lait
écréme.

¢ Agitateur électrique (Stuart)
¢ Autoclave (Pbinternational)
¢ Bain marie (memmert);

e Balance (Kern);

e Pied a coulisse (Stainless
hardened);

o Réfrigérateur (Campingaz);
e Spectrophotometre
(Jenway) ;

e VVortex électrique (Fisher
scientific) ;

¢ Microonde (Rotel) ;

e Micropipette (Socorex) ;

e Microscope optique
(Optika);

° pH-
meétre(Hannainstruments);

e Etuve (Memmert) .

eBec benzéne..

 Huile a immersion ;
* Lait écrémé ;

* Lugol ;

« HCL ;

*Eau distillée

* NaOH ;

* Violet de Gentiane ;
* L’eau oxygéné ;

* Eau physiologique ;
» Ethanol 96° ;

* Fuchsine ;

* Glycérol ;

* Disques oxydase.

I-4- Méthodes

I-4-1- Revivification et purification des souches bactériennes

La revivification des souches bactériennes a été réalisée par leur mise en culture dans des milieux

liquides appropriés, suivie d’une incubation a 37 °C pendant 24 a 48 heures (Les lactobacilles (LB)

ont éteé cultivés dans du bouillon MRS, tandis que les souches pathogenes de référence ont été

mises en culture dans du bouillon nutritif ). La croissance bactérienne se manifeste par un trouble
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du milieu, accompagné, dans le cas des LB, de la formation d’une pastille blanche caractéristique

au fond du tube.

La purification des souches a été effectuée par repiquages successifs sur gelose et bouillon (MRS,
milieu nutritif ). L’ensemencement sur gélose a été réalisé selon la méthode des stries, suivi d’une
incubation a 37 °C pendant 24 heures, jusqu’a I’obtention de colonies homogénes, présentant une

morphologie, une taille et une coloration uniformes (Idoui et al., 2009).
I-4-2- Conservation des bactéries lactiques
I-4-2-1- Conservation a court terme

Pour une conservation a court terme, les souches pures sont maintenues sur milieu solide MRS.
Apres leur croissance a la température optimale, elles sont conservées a 4 °C. Afin de préserver
leur viabilité et leurs caractéristiques phénotypiques, un repiquage est effectué toutes les quatre
semaines (Badis et al., 2005 ; Brahimi, 2015).

I-4-2-2- Conservation a long terme

Afin d’assurer leur conservation a long terme, les souches ont été congelées a —20 °C dans des
tubes Eppendorf, en utilisant un bouillon MRS issu d’une culture de 18 heures, complété par
30 % de glycérol (Samelis et al., 1994).

I-4-3- Confirmation de la pureté
I-4-3-1-Examen macroscopique

L’¢étude de la morphologie et de la taille des colonies est réalisée a partir des cultures cultivées sur
gélose MRS et gélose nutritive. Elle permet d’observer la forme, I’aspect, les bords, la texture de

surface , la couleur des colonies et I'aspect du trouble dans le bouillon MRS et bouillon nutritive.
1-4-3-2- Examen microscopique

L’observation microscopique a un grossissement de (Gx100) permet de distinguer les bactéries
selon leur type de coloration de Gram (positive ou negative), leur morphologie cellulaire, la
mobilité ainsi que leur mode d’association. Cette observation est effectuée a partir d’un frottis
bactérien préparé a partir de colonies suspectes issues de cultures pures, puis fixé et coloré par la

méthode de Gram. (Voir I’annexe 02).
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I-4-3-3- Coloration de Gram :

La coloration de Gram, réalisée a partir d’un frottis, permet de distinguer deux types de bactéries :
les Gram négatives (G-) et les Gram positives (G+). Cette différenciation repose sur la composition
de leur paroi cellulaire, en particulier sur I’épaisseur du peptidoglycane et la présence d’une
membrane externe (Larpent, 1990).

Les bactéries lactiques sont des bactéries Gram positives ; elles retiennent le violet de gentiane

lors de la coloration.

I-4-3-4- Recherche de la catalase
Chez les bactéries a métabolisme oxydatif, le systéme respiratoire comprend notamment une
enzyme appelée catalase. Celle-ci intervient dans la dégradation du peroxyde d’hydrogéne

(H20,) selon la réaction suivante :

2H202 > 02 + 2H20

La recherche de cette enzyme a été mise en évidence en déposant une colonie a étudier sur une
lame additionnée d’une goutte d’eau oxygénée (10 volumes), un dégagement de bulle de gaz

indique la présence de catalase (Idoui et al.,2009).
I-4-3-5- Test d’oxysase

Le test d’oxydase a été réalisé en appliquant une colonie bactérienne sur un disque OX contenant
le réactif tétraméthyl-p-phénylénediamine dihydrochlorure. L apparition d’une coloration violette

dans un délai de 2 a 3 minutes indique un résultat positif (Guiraud, Joseph-Pierre, 1998).
I-4-4-Mise en évidence de I’activité antimicrobienne

Les souches de bactéries lactiques ont eté évaluees pour leur activité antibactérienne en
utilisant des cultures jeunes en ( phase exponentielle) de croissance.
Ces souches ont été testées contre quatre bactéries pathogénes de référence : Proteus

mirabilis (P.H), Proteus vulgaris (P.v), Escherichia coli (915), et Klebsiella pneumoniae
(K.p).
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I-4-4-1-Principe de la détection de I’activité antimicrobienne des souches lactique

La détection de I’activité antimicrobienne repose sur le principe de diffusion de substances
antimicrobiennes dans un milieu de culture solide, entrainant 1I’inhibition de la croissance de

micro-organismes indicateurs sensibles.

L’évaluation de cette activité a été réalisée sur certaines souches sélectionnées, représentant des
especes présentant un intérét particulier. Les souches montrant un effet inhibiteur ont ensuite été

soumises a des tests indirects, notamment le test des puits.
I-4-4-2-Préparation des suspensions bactériennes

En vue du test d’antagonisme, des pré-cultures récentes des souches lactiques (productrices) et des
souches pathogénes (indicatrices) ont été préparées. A partir des boites de Pétri contenant
respectivement de la gélose MRS et de la gélose nutritive, chaque souche a été ensemencée dans
des tubes a essai contenant 07mL de bouillon MRS pour les lactiques ou de bouillon nutritif pour

les pathogenes. Ces tubes ont été incubés a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

La standardisation des souches indicatrices a été réalisée par dilution des cultures dans une solution
saline physiologique stérile, jusqu’a obtention d’une densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a

600 nm.
I-4-4-3-Méthode des puits

Le potentiel antimicrobien des souches contre Escherichia coli , Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis et Proteus vulgaris a été déterminé par la technique de diffusion en puits.
Les germes pathogénes ont cultivé dans le bouillon nutritif pendant 18 a 24 h a 37°C, apres
I’incubation chaque souche a été ajustée a une DO de 0.08 a 0.1 a 620 nm et ensemencée sur
gélose GN puis laissées 1h a une température ambiante. Ensuite des puits ont été réaliseés a
I’aide d’une pipette pasteur stérile et chaque puits a eté rempli par 50 pl d’une culture jeune
des souches lactiques, avant I’incubation a 37°C pendant 24h , les boites ont été conservées a
4 °C pendant 1h. le potentiel antimicrobien a été évalué par la mesure les diametres des zones

qui ont été apparues autour des puits . (Nami et al., 2019.)
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Bacterielactique Bactéries pathogéne cultiver dans
incubées 18ha37'C | ’ bouilion GN 24h

[ 3

;// Ensemencer sur milieu GN
e solide

\
] Les pults recoivent 50ul % ) Réalisation des puits
\ de bacterie Iachque

incubation 37°C pendant 24hn

Figure 18 :Méthode de diffusion en puits.
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I-4-4-4-Potentiel protéolytique

L’activité protéolytique des souches isolées a été mise en €vidence a 1’aide d’un milieu MRS et
PDA complété par 10 % de lait écrémé. Les souches ont été¢ déposées en surface du milieu a 1’aide
d’un inoculateur multipoint, puis incubées a 30 °C durant 24 heures. L apparition d’un halo clair
autour des colonies traduit une dégradation des protéines, et la mesure du diamétre de ce halo

permet d’évaluer I’intensité de ’activité protéolytique (Badis et al., 2005).
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Chapitre 11

Résultats et discussion

Il -Résultats et discussion :

I1- 1-Revivification et confirmation de la pureté des souches

I1-1-1- Les bactéries lactiques

11-1-1-1- Examen macroscopique

La revivification des souches lactiques a éte effectuée sur milieu MRS. L'observation macro-

scopique a révélé un trouble homogene accompagné d’un dépot blanc au fond du tube, indiquant

la viabilité des souches lactiques . Sur milieu solide, les colonies observées présentaient des

caractéristiques morphologiques similaires : elles étaient lisses, légerement bombées, a contours

réguliers, translucides a opaques, de petite taille (1 a 2 mm) et de couleur blanche (Tableau 12).

Tableau 12 : Observation macroscopique des bactéries lactique .

Les Examen
souches macroscopique
lactiques Gélose Bouillon
Dimension | Forme Couleur | Contours Surface | Culot Trouble
mm
LB25B |0,5<@<1 circulaire | Blanche, Régulier Lisse
translucide + +
LB02 0,8<@P<1 circulaire | Blanche, Régulier Lisse
opaque + +
LB31 0,5< @ <2 circulaire | Blanche, Régulier Lisse
opaque + +
LB32 0,8<@<1 | circulaire | Blanche, Régulier Lisse
opaque + +
LB13 0,5<@P<1 circulaire | Blanche, Régulier Lisse
opaque + +
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(b) :sur milieu MRS liquide

Figurel9 : Aspect macroscopique des souches laciques. Apres incubation a 30°C pendant 24h

on anaérobiose.
11-1-1-2- Examen microscopique

L’étude microscopique des bactéries lactiques aprés la coloration de gram (tableaul3 ), nous a
révélé que les souches sont toutes a gram positif . Ce test nous a permis de distinguer également
la morphologie et le mode de regroupement des bactéries lactiques : les cing souches (LB 25b,
LB31,LB02 , LB 32, LB13)) sont sous forme de batonnets . Ces souches ont été disposees en

paires, en courtes chainettes ou isolées .
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Tableau 13 : Observation microscopique des souches lactiques (avec grossissement x 100) .

Les souches

Caracteristiques microscopiques

L.b 25/b x100

Forme : Bacille (batonnet droit ou
Iégerement incurveé)

Gram : Positive (Gram +)

Arrangement : se présenter seule, en
paires ou en courtes chaines

Mobilité : Non mobile

Spores : Non sporulée

LB31

Forme : Batonnet court (on dit aussi
bacille).

Gram : C’est une bactérie Gram positive
(coloration violette au Gram).

Arrangement: Se retrouve souvent isole,
en paires ou en chaines courtes.

Autres caractéristiques :
Mobilité :Non mobile

Spores : Non sporulée
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Forme : Bacille (batonnet droit ou
Iégerement incurvé)

Gram : Positive (Gram +)

Arrangement : se présenter seule, en
paires ou en courtes chaines

Mobilité : Non mobile

Spores : Non sporulée

Forme : Bacilles (batonnets allongés)
Gram : Positive (Gram +)

Arrangement :: Isolés, par paires ou en
chaines courtes

Mobilité : Non mobile

Spores : Non sporulée

LB13

Forme : Bacilles (batonnets allongés)
Gram : Positive (Gram +)

Arrangement :: Isolés, par paires ou en
chaines courtes

Mobilité : Non mobile

Spores : Non sporulée
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11-1-1-3- Recherche de catalase

Pour vérifier la pureté des souches lactiques, un test a la catalase a été réalisé. L’absence de
formation de bulles apres addition de peroxyde d’hydrogéne témoigne d’une réaction négative,

confirmant I’absence de I’enzyme catalase dans 1’ensemble des souches.

Figure 20: Test de catalase négative.
11-1-1-4- Test d’oxydase
Aucune changement de couleur n’a été observée suite a 1’ajout de colonie fraiche sur disque

oxydase en 10-30 secondes .donc les souches ne possédent pas 1’enzyme cytochrome ¢ oxydase

représente une réaction négative .

Figure 21 : Test d’oxydase négative.
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11-1-2-1- Les bactéries pathogeénes de référence
11-1-2-1- Examen macroscopique

Les milieux Nutritif ont été utilisés pour la revivification des souches pathogenes de référence
ainsi que pour Vérifier leur pureté. En milieu liquide , 1’observation macroscopique a mis en
évidence un trouble homogéne, indiquant une bonne croissance des souches .En milieu solide les

colonies présentent des morphologies distinctes, dont les caractéristiques sont synthétisées dans le (tableau

14).

Tableau 14 : Observation macroscopique des bactéries pathogénes de référence .

Les souches Examen
macroscopique
Gélose Bouillon
Dimension | Forme Couleur conteurs | Surface Trouble
mm
Escherichia |2<@<4 Rondes Blanches Reégulier | Lisse +
coli a grisatres et humide
2<@<5 | Rondes Creme Régulier | Tres +
Klebsiella a grisatres muqueuse,
pneumonlae Visqueuses
Proteus 2<@<4 Irréguliers | Beige frangé Lisse +
vulgaris ; a Brunatre et humide
étalées translucide
Proteus 2<@<4 Irréguliérs | Beige clair frangé Lisse +
mirabilis , et humide
étalées

Figure22 : croissance les souches pathogénes dans le Bouillon Nutritif
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11-1-2-2- Examen microscopique

Pour vérifier la pureté des souches pathogenes de référence revivifiées, une coloration de Gram a
été effectuée. Celle-ci a permis de différencier les bactéries a Gram positif, apparaissant en
violet, des bactéries a Gram négatif, colorées en rose.

La forme cellulaire (bacilles) ainsi que leur mode de regroupement ont également été observés et
notés, comme présenté dans le tableau 15.

Tableau 15 : Observation microscopique des bactéries pathogénes (avec grossissement x100)

Les souches Caractéristiques microscopique

Forme : Bacille (batonnet droit)
Arrangement : isolée , en paires
Ou en chaines courtes

Gram :Gram négatif

Spores : Non sporulée

Mobilité :Mobile

915 :E .coli x100

E.COLI
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PV: Proteus

Proteus vilgarus

Forme :Bacille (batonnet droit)
Arrangement : isolée , en paires
Ou en chaines courtes

Gram :Gram négatif

Spores : Non sporulée

Mobilité :immobile

Forme: Bacille (batonnet

ou légérement courbé)
Arrangement : isolée ou en chaines
courtes

Gram :Gram négatif

Spores : Non sporulée

Mobilité : Mobile

Forme : Bacille (batonnet droit ou
Iégerement incurvé)

Arrangement : isolée ou parfois en
paires

Gram :Gram négatif
Spores : Non sporulée

Mobilité : Mobile
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11-1-2-3- Test d’oxydasse :

Les résultats de ce test ont révélé que toutes les souches pathogenes sont oxydase négatives. .

(Voir I’annexe 03).
11-2-Activité antimicrobienne des souches lactiques

Les bactéries lactiques se distinguent par leur aptitude a synthétiser divers composés a effet
antimicrobien, tels que les acides organiques, les bactériocines, les acides gras a chaine courte, le

diacétyle ainsi que le peroxyde d’hydrogéne (Armas et al., 2017 ; Reuben et al., 2020).

Cette activité antimicrobienne revét une importance particuliere dans le processus de colonisation
des muqueuses intestinales, ou ces micro-organismes jouent un réle de protection contre les agents
pathogenes. lls exercent cette fonction a travers différents mécanismes : compétition pour les sites
d’adhésion, modulation du systéme immunitaire de 1’hdte, et production de métabolites inhibiteurs

(Al-Dhabi et al., 2020 ; Barzegar et al., 2021).

Pour évaluer leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis de bactéries pathogenes, Nous I’avons utilisé la
méthode des puits . Les méthodes d’antagonisme reposent généralement sur la capacité des
composés antimicrobiens diffusés a travers un milieu gélosé a inhiber la croissance de micro-
organismes indicateurs sensibles, traduite par ’apparition de zones claires d’inhibition autour des

souches testées.
11-2-1-Méthode des puits

L’activité antimicrobienne des bactéries lactiques a été testée sur milieu GN (milieu favorisant la
croissance des souches indicatrices) par la méthode des puits . A travers les résultats obtenus, nous
constatons que les cing souches lactiques ( LB31,LB32, LB02, LB25b, LB13) possedent une
activité antagoniste a 1’égard des souches indicatrices utilisées (E.coli klebseilla
pneumoniae ,Proteus mirabilis, Proteus vulgaris) et I’effet inhibiteur différe d’une souche a une
autre dont nous avons noté des zones d’inhibition importante avec les deux souches klebseilla

pneumoniae et Proteus vulgaris .

Les résultats de I’intération obtenue aprés ’incubation 24h a 37°C ,révélent la présence d’une

zone claire au tour des puits..

66



Chapitre 11 Résultats et discussion

»

L.B 25b K.P LB25 B. ECH

Proteus mirabiis Proteus vulgaris Klebseilla pneumoniae E.Coli

Figure 23: L’activité antagoniste de la souche LB 25b ; Limosilactobacillus fermentum vis-a-vis

les bactéries pathogénes. ( Proteus mirabilis, Proteus vulgaris , klebseilla pneumoniae , E.Coli).

-

LB31. PH Lb 31 E.coll LB31 KP

Proteus vulgaris Proteus mirabilis E .COLI Klebseilla pneumoniae

Figure 24 :L’activité antagoniste de la souche LB 31 ; Levilactobacillus brevis vis-a-vis les

bactéries pathogenes.( Proteus mirabilis , Proteus vulgaris , klebseilla pneumoniae , E.Coli ).
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b U2 ool

Lb02PV Rl Lb 02 kp

E.COLI Proteus vulgaris Proteus mirabilis Klebseilla pneumoniae

Figure 25 : Mise en évidence de I’activité antimicrobienne de la souche LB 02 ;
Limosilactobacillus fermentum contre les bactéries les souche indicatrices Proteus mirabilis ,

Proteus vulgaris , klebseilla pneumoniae , E.Coli ).

LB13. ECH LB13.PV LB13KP LB13 PH

E.COLI Proteus vulgaris Klebseilla pneumoniae Proteus mirabilis

Figure26 : L’activité antagoniste de la souche LB 13 ; Lactobacillus acidophillus vis-a-vis les

bactéries pathogénes.( Proteus mirabilis , Proteus vulgaris , klebseilla pneumoniae , E.Coli ).
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E.COLI

Proteus vulgaris

LB32 KP

Klebseilla pneumoniae

LB32. PH

Proteusmirabilis

Figure 27 : Mise en évidence de I’activité antimicrobienne de la souche LB 32 ; Lactobacillus

acidophillus contre les bactéries les souche indicatrices( Proteus mirabilis , Proteus vulgaris ,

klebseilla pneumoniae , E.Coli ).

Les résultats des tests d’inhibition des souches pathogénes par les souches lactiques sont aussi

exprimés en mm , par mesure de diametre de la zone d’inhibition et sont présentés dans le (tableau)

Tableau 16 : Illustration de I’effet inhibiteur des bactéries lactiques ( LB 25b.LB13. LB02 .LB32

.LB31) vis -avis des souches pathogenes par la méthodes des puits.
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Les souches Dimension des zones d’inhibition mm
pathogénes
LB25Db LB13 LBO02 LB31 LB32
16 mm 18 mm 15mm 16mm 13mm
17mm 17mm 16mm 19mm 11mm
18mm 18mm 15mm 18mm 11mm
18mm 19mm 21mm 18mm 11mm

Ces résultats sont aussi representés et exemplifiés dans le graphique suivant (figure 28) :

B Klebseilla pneumoniae ® proteus vulgaris ® proteus mirabilis = E.COLi

25
.5 21
E 20 19 19
= 18 18 18 18 18 18
= 17 17
= 16 16 16
= 15 =15
= 15
s g -
£ g 11 11 11
S
2 g 10
=
=
= 5
o
=
-]
-
[am]

LB25h LB13 LBO2 LB31 LB32

Les souches lactiques

Figure 28 : Diamétre des zones d’ inhibition exercés par les souches lactiques sur les souches indicatrices a
Gram négatif par la méthode des puits .
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Les résultats obtenus indiquent que les cing souches lactiques présentent une activité
antimicrobienne dont [Dintensit¢é varie d’une souche a [lautre entre 1lmm- 21mm.

indépendamment des conditions de culture.”

La souche LB25b présente une activité antimicrobienne élevée contre E. coli et Proteus
mirabilis, avec des diamétres d’inhibition de 18 mm chacun. Elle montre également une
action modérée contre Proteus vulgaris et Klebsiella pneumoniae, avec des zones

d’inhibition comprises entre 16 et 17 mm.

LB13 présente une forte activité antibactérienne contre E.coli, Klebsiella pneumoniae et
Proteus mirabilis, avec des zones d'inhibition comprises entre 18 et 19 mm, ainsi que

contre Proteus vulgaris, avec une zone d'inhibition de 17 mm."

LBO02 démontre une activité antimicrobienne marquée, avec un diamétre d’inhibition de 21 mm
contre E.coli. Elle montre également une efficacité contre Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis et Proteus vulgaris, avec des zones d’inhibition variant entre 15 et 16 mm.".

LB31 posséde une haute activité contre proteus vulgaris avec diamétre d’inhibition de19mm ,ainsi
que contre E.coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis avec spectre d’action entre 16mm -

18 mm.

LB32 posséde une haute activité contre klebseilla pneumoniae avec un diamétre 13mm et une
activité moyenne contre E.coli, Proteus mirabilis et Proteus vulgaris pour un spectre d’action

d’environ 11mm.

Le diameétre des zones d'inhibition varie entre les souches, une zone d’inhibition maximale était
détecte avec E.coli 21mm par la souche LB02 et le diametre minimal observé contre E.coli,

Proteus mirabilis et Proteus vulgaris & 11 mm par la souche LB32 .

Nos résultats , on remarque que LB 13démontre une effet antagoniste marquée que LB32 malgré
que elles sont les méme éspeses de BAL et cultivés de méme conditions. Alors que , chacun une

capacité d’inibitrice contre les souches pathogenes. et pour LB25b ,LB02 elles méme.

E.coli s’est avérée la plus étre sensible a I’activité de la souche LB02 , par une zone de lyse de

21mm de diametre. Par contre, elle a été résistante a I’effet inhibiteur de la souche LB32.
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Nos résultats sont similaires avec ceux de Belhamra (2019),qui a trouvé que les souches de
Lactobacillus testées ont une activité inhibitrice contre les microorganismes pathogénes de gram

positif et négatif et elles ont donné un bon spectre d’activité contre klebseille pneumoniae et Ecoli

La méthode de Fleming et al. (1975) repose sur les interactions cellule-cellule, ¢’est-a-dire un contact
direct entre les cellules. L’effet inhibiteur observé dans ce test peut étre attribué a plusieurs facteurs,

notamment :

la concurrence pour les nutriments en I'absence de synthése de métabolites inhibiteurs, ou encore a

une faible production de ces métabolites dans les conditions de culture utilisées.

En revanche, Rahmeh et al. (2019) ont étudié I’activité antimicrobienne ont trouvé que 1’espéce Lb

fermentum présente une forte activité antimicrobienne.

Nos résultats sont similaires avec ceux de bouchibene (2022),qui a trouvé que les souches de
Lactobacillus testées ont une activité inhibitrice contre les microorganismes pathogenes de gram

positif et négatif et elles ont donné un bon spectre d’activité contre k. pneumonia , E.coli ,P.mirabilis.

Les travaux de Nigam et al. (2012) ainsi que de Ravindran et al. (2016) ont mis en évidence une
bonne capacité d’inhibition de certaines souches de bactéries lactiques vis-a-vis de micro-organismes
pathogenes. De méme, Yerlikaya et al. (2021) ont confirmé 1’effet antagoniste de souches de

Lactobacillus et de Streptococcus couramment utilisées comme ferments dans ’industrie laitiére.

Selon Labioui et al (2005) L’activité antimicrobienne différe d’une souche de Lactobacillus a
’autre . L’absence d’activité antimicrobienne ne signifie pas forcément que la substance est absente
ou pas assez active, mais cela peut étre di a une mauvaise diff usion de celle -ci dans le milieu, car

n’étant pas polaire ou bien constituée de composés non polaires.

Nos résultats se rapprochent a ceux de (lzerghouf et Habhoub, 2021) qui ont obtenu des zones

d’inhibitions allant de 13a 24 mm.

(Guetarni, 2018) a rapporté que les bactéries lactiques isolées de différents milieux (lait de vache
cru, selles des enfants, lait de brebis et de chévre) ont démontré un effet inhibiteur des souches

pathogenes responsables des maladies diarrhéiques telles que Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae, . Ces recherches sont semblables a notre étude dont on a remarqué apres la mise en
évidence I’activité antagoniste par la méthode des puits . que nos souches lactiques exercent une

activité qu’on peut dire importante sur les bactéries & Gram négatif.

Selon Gaamouche et al (2014) .L’inhibition de ce type de bactéries peut probablement étre due au
pouvoir acidifiant élevé des bactéries lactiques, ainsi la production d’autre types des acides

organiques qui vont diffuser vers le cytoplasme et modifier son pH donc la mort de la cellule cible.

La croissance des bactéries a Gram négatif en présence des bactéries lactiques antagonites peut étre
due principalement a la présence d’une membraine extraine qui constitue une Vvéritable barriere et

empeche les bacteriocines a d’atteindre la membrane interne (Mekri,2016)

Les variations des zones d’inhibition sont dueau fait qu’une souche de lactobacillus peut produire
plusieurs molécules antimicrobiennes (différents spectres d'action) dont la nature dépend de la
composition du milieu de culture(Alouane et Belkadi, 2019).

Nos résultats se rapprochent de ceux cités par plusieurs études menées dans le méme contexte que le
notre et réalisées sur des produits laitiers tels que les laits crus, les fromages et les yaourts comme
(Belhamra, 2017), (Mermouri, 2018), (Deffous et al., 2017) et (1zerghouf et Habhoub, 2021).

11-3-Résultats du potentiel protéolytique

Les résultats obtenus pour le pouvoir protéolytique sont représentés dans le Tableau 13 et la Figure
37 , toutes les souches ont présenté une activité protéolytique sur les milieux testés (PCA et MRS
additionné au lait écrémé ) dont les diameétres des zones de la protéolyse varient de 19mm a 23mm et

21 mm a24 mm respectivement .

Nous avons également remarqué que 1’activité protéolytique des souches testées sur gélose MRS se manifeste
par I’apparition de zones sombres, comparativement a deuxiéme milieu . De plus, les diametres mesurés sur
ce milieu étaient semblable a ceux observés sur la gélose PCA (Tableau 17).Silva et al., (2018) ont
également observé deux types de zones et ont rapporté que les zones protéolytiques présentées sur
milieu MRS étaient différentes de celles trouvées sur le milieu gélose au lait. lls ont expliqué que la
zone claire entourant les colonies est un indicateur que les bactéries protéolytiques hydrolysent la
caséine pour former des composés azotés solubles. Et la plus claires sur la gélose au lait que les
bactéries produisent également de I'acide a partir des hydrates de carbone fermentescibles présents

dans le milieu . Nous avons constaté que la souche Lb02 (Limosilactobacillus fermentum 2) est la
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souche la plus performante affiche un diameétre de 25 mm sur mileu MRS , et presque la totalité

de nos souches testées ont une forte activité protéolytique.

Ce résultat s’accorde avec L’étude menée par Tandi Ruba et al. (2020) a montré que les souches de
Lactobacillus ayant une forte activité protéolytique par rapport les autres especes et que I’activité la
plus élevée a été trouvée dans le lait fermenté par les espéces Lb fermentum et Lb kéfiri. L’activité
protéolytique des bactéries lactiques est trés importante, intervient dansles caractéristiques
organoleptiques des produits laitiers. La dégradation de la caséine est une étape cruciale dans le
développement des caractéristiques du fromage, libere des peptides des acides aminés libres qui
améliorent le développement de la texture et contribuent a 1’apparition des précurseurs des composés
aromatiques. (Campagnollo et al., 2018). D’autre part Bonomo et Salzano, (2013), ont signalé que
les souches hautement protéolytiques ne sont pas toujours adaptées a une utilisation comme starter,
car elles provoquent I'nydrolyse excessive de la caséine qui peut conduire a la production incontrolée
de peptides amers et d'autres substances indésirables, ce qui influence la texture et la qualité produit

final.

Tableau 17 : Les diameétres des zones de la protéolyse mm

Lesbacteéries Les diameétres des zones de la protéolyse mm
lactiques
milieu MRS milieu PCA

LB 25b 24mm 24mm

LB 02 25mm 24mm

LB13 23mm 24mm

LB31 23mm 21mm

LB32 24mm 23mm
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Figure30 : Le potentiel protéolytique des bactéries lactiques sur milieu PCA.

Ces résultats sont aussi représentés et exemplifiés dans le graphique suivant (figure 31) :
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Mileu MRS Mileu PCA
Les bactéries lactiques

H|B13 mLB25b mLB0O2 = LB31 mLB32

Figure31 :Diametres des zones de la protéolyse exercés par les souches lactiques sur les milieu
MRSet PCA.

11-4- conservation a long terme :

Quand nous aurons terminé notre travail, les souches ont été congelées a —20 °C dans des tubes

Eppendorf, en utilisant un bouillon MRS issu d’une culture de 18 heures, complété par 30 % de
glycérol.

Figure 32 : conservation les souches & long terme
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la
santé humaine, notamment par leur capacité a inhiber la croissance de micro-organismes
indésirables ou pathogenes. Elles jouent un réle essentiel dans I'amélioration de la digestion, le
maintien de 1’équilibre de la flore intestinale ainsi que de I’équilibre acido-basique au niveau du
cblon. Grace a leurs propriétés fermentaires et conservatrices, elles sont largement utilisées dans

I’industrie agroalimentaire, ou elles participent a la production de divers composés antimicrobiens.

Les infections urinaires constituent un probléme clinique majeur en raison de leur fréquence
¢levée, de la géne qu’elles provoquent, ainsi que du risque de complications parfois sévéeres. Le
traitement de premiére intention repose généralement sur 1’administration d’antibiotiques.
Toutefois, la montée en fleche de la résistance bactérienne a ces derniers représente un défi
considérable pour la médecine moderne. Dans ce contexte, la recherche de solutions alternatives

ou complémentaires s’impose comme une nécessité.

L’utilisation de substances antimicrobiennes, notamment les bactéries lactiques, représente une
approche prometteuse et complémentaire pour la prévention et le traitement des infections

urinaires, notamment dans un contexte de résistance croissante aux antibiotiques."

L’¢étude de I’activité antimicrobienne des souches lactiques contre diverses souches pathogeénes
montre que la production de métabolites antimicrobiens par ces bactéries peut contribuer a pallier

les problémes de résistance associés a différentes infections pathologiques.

Dans le cadre de la réalisation de ce travail, nous avons travaillé sur cing isolats lactiques obtenus
a partir produits laiteries En parallele,qautre des souches pathogénes de référence et des cultures
urinaires contenant Escherichiabcoli. Proteus mirabilis, Proteus vulgaris et Klebsiella

pneumoniae,
En premier lieu, revivification et purification des souches bactériennes .

Aprés, nous avons utilisé la méthodes des puits des spots sur gélose GN pour la détection de
I’existence d’un effet inhibiteur des souches lactiques (LB 25B, LB 02, LB 13. LB31 .LB32) vis-
a-vis les souches pathogenes . L apparition des halos clair autour des spots a indiqué qu’il y a une

activité antimicrobienne contre ces bactéries de référence. Les résultats montrent que les souches
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de probiotiques étudiées ont un effet inhibiteur significatif sur la croissance des agents pathogenes

responsables des infections urinaires.

Les plus grandes zones d’inhibition ont été observées chez la souche LB02, notamment contre Escherichia
coli. 1l convient également de souligner les activités antimicrobiennes des souches LB02 et LB25b, ainsi
que celles de LB13 et LB32. Bien que ces paires de souches appartiennent chacune a la méme espece de
Lactobacillus, elles ont présenté des zones d’inhibition différentes, ce qui met en évidence une variabilité

d’efficacité entre souches d’une méme espece.

Nous concluons, les méme souches de lactobacillus peuvent différer génétiquement et

fonctionnellement, ce qui explique des résultats antimicrobiens variables.

De plus , toutes les souches ont présenté une activité protéolytique sur les milieux testés (PCA et
MRS) qui contribue aux principales industries alimentaires.

Les perspectives pour continuer cette étude sont trés larges, mais on peut suggérer dans 1’avenir

de:

- Rechercher la nature exacte des facteurs inhibiteurs (bactériocines, polysaccharides,... etc) ;
- Etudier I’activité antimicrobienne des souches des bactéries lactiques a I’égard des souches
multi résistantes ;

- Etudier les propriétés probiotiques des souches isolées in vivo et in vitro ;

-Etude utilisation des bactéries lactiques en agriculteure biologique.
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Annexe01 :

I- Composition des milieux de culture (pour 1 litre d’eau distillée)

Gélose MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Utilise pour la culture des lactobacilles.

PEPIONE. ... 10g
EXtrait de VIANGE.........cooviiiiie e 8¢
EXIrait de IOVUIE.......ccuviieee e 49
GIUCOSE. ...ttt e e e e reenne s 209
Phosphate di POtaSSIQUE. .......c.ceveiveriiriiriieeiee e 29
Acétate de SOdIUM........coviiiiiiee e e 5¢
Citrate d’ammONIUML........ccceeeruierieerrierieeieeseeereeseeeereeseeereesereeseens 2g
Sulfate de magnésium, 7H20.........ccccceveveiiiieieeeese e 0,29
Sulfate de manganeése, 4H20...........cccceiveiiiic i 0,059
TWEEN 80 Iml
AT e 189

Eau diStillEe.......oeiiie s 1000ml

On ajuste le pH a 6,5
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

PEPIONE.....cceee 10g
EXErait de VIANGE........cooiiiiieec e 89
EXErait de IeVUIE.. ..o 49
GIUCOSE....oe e 20g
Phosphate di potasSIQUE...........ccveiiiiiieiieciec e 29
Acétate de SOdIUM........ccviiice e e 5¢

Citrate d’ammONTUML........cccueeeiiieeiireeiieecieeerreeerreeereeeeeeeeeeeeesaeeenns 2g
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Sulfate de magnésium, 7H20...........cccovieiieieciesee e 0,29
Sulfate de manganese, 4H20..........cccceeieiene i 0,05¢
TWEEN 80.....iieiiiiiieiee s iml

EaU diStIIEe.......c.viiie e 1000ml

On ajuste le pH a 4/ 6,5/9

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

Gélose nutritif

Extrait de viande ..........ccccvveiieve i 39
PEPLONE ... 5g
Chlorure de sodium ........cccccvvevviieviece e, 5¢
AQAr (QEIOSE) ..cuveveeceeee e 15¢
Eau distillé. ... ..o 1000ml

On ajuste le pH a7,2

Stérlisation par Autoclavage a 121 °C pendant 20min

Bouillon nutritif

Extrait de viande ... 39
PEPLONE ..ot 59
Chlorure de sodium .........ccccvveiiiicieecececeee e 5¢
Eaudistille..........coooiiiiiii e 1000ml

On ajuste le pH a7,2

Stérlisation par Autoclavage a 121 °C pendant 20min

Milieu PCA

PEPIONE ..ottt 5g
Extraitde levure...........cooeiiiiiiii 2,5g
GIUCOSE. ..ttt lg

N . |
Eau distillé. ... ..o 1000ml

Onajuste lepH a7



Annexes

Stérlisation par autoclavage al21 pendant 20min

Lait écréme

LAt POUAIE......oiiiieciece e 69
BaU diStill@e. ... . ettt 1000mL
Ebulation

Sterilisation par autoclavage a 120° C pendant 10min
I1- Les diluants :
Eau physiologique
Utilise pour la réalisation des dilutions.
Chlorure de SOdIUM ....c..eoviiice e 9g
EaU diStIlIEE.....c.vieee e 1000 ml

Stérilisation a 120°C pendent 20 min.

Annexe 02 :

I-Coloration de Gram :

I-1. Matériels :

* Les lames

* Les colorants

I-2. Mode opératoire :

- Réaliser un frottis ou un étalement.

- Fixer la préparation a la flamme, seécher soigneusement puis laisser refroidir la lame.
- Immerger la lame dans la solution de Cristal violet pendant 1 mn.

- Immerger la lame dans Lugol 30 seconde.

- Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans 1’alcool en faisant couler goutte
a goutte sur la lame inclinée.

- Rincer a I’eau.
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- Colorer avec la solution de Fuchsine pendant 1mn.

- Laver a I’eau.

- Observer a I’objectif X 100, en immersion avec 1’huile.

I-3. Résultat :

Les bactéries Gram+ sont colorées en violet, les bactéries Gram- sont colorées en rose.

Annexe 03 : Photos des Résultats

Figure 01: oxydase négative des germes pathogenes .
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