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Résumé

Les bactéries lactiques sont connues depuis des décennies comme productrices des
substances inhibitrices, telles que les bactériocines. L’objectif de notre travail est d’explorer
I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries pathogenes.

Dans le présent travail, une collection de six souches de lactobacilles appartenant aux
especes Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reutri, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus paracasei spp paracasei et une souche d’entérocoque appartenant a
I’espece Enterococcus faecium ont été testé et évalué pour leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis de
huit germes pathogénes et d’altération a Gram positif et négatif : Listeria monocytogenes ATCC
7644, Micrococcus luteus ATCC 4698, Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Raoultella terrigena, Serratia odorifera, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
ATCC 25922 et une souche fongique Aspergillus fumigatus LB22.

Les essais de 1’activité antimicrobienne par la méthode des puits et des spots ont mis en
évidence I’effet antagoniste qui s’est manifesté par 1’apparition des zones claires d’inhibition
autour de ces derniers.

Les résultats obtenus par la méthode de spot ont montré que les toutes souches
pathogenes a Gram positif étaient sensibles aux substances produites par les bactéries lactiques.
La souche Micrococcus luteus ATCC 4698 a montré des zones d’inhibitions plus prononcées que
les autres, la plus importante a été évaluée a 18 mm.

Les bactéries lactiques ont €galement inhibé la croissance des souches indicatrices a
Gram négatif. Serattia odorifera a été la plus affectée par les activités antimicrobiennes exercées
par ces dernieres, avec des zones de lyse comprises entre 9 et 20 mm. Cependant elle a manifesté
une résistance a I’égard de la souche S7, qui s’avere étre le méme cas pour Raoultella terrigena.

En outre, les résultats de 1’activité antifongique ont indiqué que les souches lactiques S1,
S3, S4 et S6 sont capables de produire des substances inhibitrices dirigées contre Aspergillus
fumigatus LB22, par contre les souches S2, S5 et S7 se sont montrées inactives.

Quant aux résultats obtenus par la méthode de diffusion en puits, ils ont montré une
inhibition seulement vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923, les autres souches n’ont
pas été sensible a cet effet inhibiteur.

Les résultats obtenus ont montré que les propriétés antimicrobiennes des souches
lactiques sélectionnées peuvent étre résultent de 1'effet combiné de plusieurs agents biologiques
provenant de leurs activités métaboliques notamment les acides organiques, et d’autres
substances de nature protéique dites « bactériocines » et aussi de ’'H202.

Mots clés : Bactéries lactiques, bactéries pathogenes, substances antimicrobiennes, activité
inhibitrice, bactériocines.



Abstract

Lactic acid bacteria have been known as producers of inhibitory substances, such as
bacteriocins. The objective of this work is to explore the antimicrobial activity of lactic acid
bacteria against pathogenic bacteria.

In the present work, a collection of six strains of lactobacilli belonging to the species
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reutri, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus paracasei spp paracasei and one strain of Enterococcus belonging to the species
Enterococcus faecium were tested and evaluated for their inhibitory power against eight
pathogenic germs of Gram positive and negative alterations: Listeria monocytogenes ATCC
7644, Micrococcus luteus ATCC 4698, Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Raoultella terrigena, Serratia odorifera, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
ATCC 25922 and a fungal strain Aspergillus fumigatus LB22.

Tests of antimicrobial activity by the method of wells and spots revealed the antagonistic
effect which was manifested by the appearance of clear zones of inhibition around the latter.

The results obtained by the spot method showed that all Gram-positive pathogenic strains
were sensitive to substances produced by lactic acid bacteria. The Micrococcus luteus ATCC
4698 strain showed more pronounced zones of inhibition than the others, the largest was
evaluated at 18 mm.

Lactic acid bacteria also inhibited the growth of Gram-negative indicator strains. Serattia
odorifera was the most affected by the antimicrobial activities exerted by the latter, with lysis
zones between 9 and 20 mm. However, it showed resistance to the S7 strain, which turns out to
be the same case for Raoultella terrigena.

In addition, the results of the antifungal activity indicated that the lactic strains S1, S3, S4
and S6 are able to produce inhibitory substances directed against Aspergillus fumigatus 1LB22, on
the other hand the strains S2, S5 and S7 were shown to be inactive.

As for the results obtained by the well diffusion method, they showed inhibition only
against Staphylococcus aureus ATCC 25923, the other strains were not sensitive to this
inhibitory effect.

The results obtained showed that the antimicrobial properties of the selected lactic strains
may result from the combined effect of several biological agents resulting from their metabolic
activities, in particular organic acids, and other substances of a protein nature called
"bacteriocins" and also from H202.

Keywords: Lactic acid bacteria, pathogenic bacteria, antimicrobial substances, inhibitory
activity, bacteriocins.
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I. Introduction
Les bactéries lactiques sont largement impliquées dans la fabrication des produits laitiers
fermentés du fait de leurs activités métaboliques particuliéres. La production d’acide lactique est
essentielle a la production des produits laitiers fermentés et leur confére une saveur typique

(Mouley, 2018).

Les effets bénéfiques caractéristiques des bactéries lactiques suscitent un intérét majeur,
certains sont maintenant bien établis tels que I’amélioration de la digestion du lactose ainsi que le
traitement des désordres diarrhéiques (Zergoug, 2017), entre autres le secteur thérapeutique,
considérés comme étant des agents biothérapeutiques vis-a-vis divers pathologies (Hammi,
2016). L’activité acidifiante, la production d’acides organiques et d’autres composés
antimicrobiens, telles les bactériocines jouent un réle majeur dans la bio-conservation des
produits laitiers fermentés et contribuent a I’inhibition des germes ou des contaminants (Mekri,

2016).

La bio-conservation ou bien la technologie dite «douce» de conservation des aliments est
une conservation naturelle qui préserve les propriétés organoleptiques et nutritionnelles de
I’aliment, par I’utilisation de microorganismes vivants (Ouidir ez al., 2019 ; Chaalel, 2016).Ceci
résulte en une réduction logique du recours aux conservateurs « chimiques » dont certains ont
montré effets indésirables sur la santé¢ de I’homme, ainsi qu’aux traitements thermiques souvent
préjudiciables aux propriétés organoleptiques et nutritionnelles des aliments (Hadef et al.,

2023).

Ces propriétés de conservation sont le résultat des activités inhibitrices des bactéries
lactiques qui incluent la compétition pour les nutriments, les changements physico-chimiques du
milieu, tels que I’acidification et la production de métabolites antimicrobiens. En effet, les
bactéries lactiques ont la propriété de produire de nombreuses substances antimicrobiennes telles
que les acides organiques (acide lactique), du peroxyde d’hydrogéne, du CO2, de I’acétyle, de
I’acétaldéhyde et des bactériocines (Ouidir et al., 2019).

Dans le secteur de la santé publique, ’antibiorésistance affichée par des germes
pathogeénes connus représente un autre défi que le monde des microorganismes pose a [’homme.
Ainsi, relever ce défi reviendrait a rechercher systématiquement et de facon permanente de

nouvelles molécules capables de venir a bout de ce phénomene d’antibiorésistance (Chaalel,
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2016). Grace a leur mode d’action différent des antibiotiques conventionnels, les bactériocines
produites par les bactéries lactiques, pourraient étre considérées comme une alternative au
contrdle de la prolifération et a I’inhibition des souches bactériennes pathogeénes devenues

résistantes aux traitements usuels.

En Algérie, un intérét particulier a ét€¢ donné aux bactéries lactiques locales dont assez de
travaux sur ces bactéries des laits crus, ont été publié¢s (Hadef et al., 2023 ; Mechai et al., 2020).
De méme, des résultats de recherches sur les bactéries lactiques autochtones de fromage
traditionnel de vache, de brebis et de chévre, ont été¢ couronnés par des publications (Metrouh et
al., 2022 ; Ouidir et al., 2019) permet éventuellement de découvrir des producteurs plus
performants (nombre de bactériocines et quantités produites), de découvrir de nouvelles
structures peptidiques et de contribuer ainsi a une meilleure connaissance des caractéristiques de
ces métabolites. Par ailleurs, le fait de disposer d’une plus large gamme de bactériocines et de
bactéries productrices de différentes sources permet de répondre aux besoins, sans cesse
croissant des professionnels de I’agro-alimentaire, de moyens alternatifs de conservation des

aliments (Hammi, 2016).

Dans ce contexte, notre présente étude répond a la nécessité d’avoir une banque de

données sur un des patrimoines nationaux, les bactéries lactiques autochtones.

A travers cette étude, nous allons mettre en évidence 1’activité antagoniste contre des souches

pathogenes et d’altération d’une collection de bactéries lactiques bactérocinogenes.
Dans ce cadre, ce travail est subdivisé en deux parties principales :

La premiére concerne une synthése bibliographique qui englobera une généralité sur les
bactéries lactiques, leur classification et taxonomie, leurs domaines d’utilisation ainsi que leur

pouvoir antimicrobien.

La deuxiéme partie de ce travail est consacré au travail expérimental qui comprendra :
matériel et méthodes mis en ceuvre pour la réalisation de cette étude, ainsi que les résultats

obtenus. Enfin, nous terminerons par une discussion générale de ces derniers.



Partie bibliographique

II.  Généralité
La fermentation lactique et les bactéries lactiques sont étudi¢es depuis plus d’un siecle.

La littérature sur le sujet regroupe des milliers d’articles et livres scientifiques (Harle, 2020).

En 1857, Pasteur a découvert que l'acidification du lait a été causée par les micro-
organismes (Saranraj et al., 2013), puis en 1919, Orla Jensen a défini le terme « bactéries
lactiques » (Khodja, 2018) qui ont été¢ découvertes pour la premicre fois par Scheele a partir du

lait caill¢ (Saranraj et al., 2013).

Les BL (bactéries lactiques) font partie des groupes importants de bactéries qui procurent
des bienfaits pour la sant¢ des humains, des animaux et des plantes. Leur utilisation dans la
fermentation des aliments est I'une des anciennes techniques connues de conservation des
aliments. Des propriétés telles que les adaptations nutritionnelles, environnementales et
adhésives ont permis aux bactéries lactiques de s'adapter et de se présenter dans différents
environnements allant des matrices alimentaires telles que les produits laitiers, les viandes, les
légumes, le pain au levain et le vin aux surfaces muqueuses humaines telles que cavité buccale,
vagin et tractus gastro-intestinal (Saeed et al., 2013). En plus de leur intérét dans les filieres
agroalimentaires, une partie des bactéries lactiques peuvent étre ingérées vivantes et peuvent

offrir un certain nombre de caractéristiques probiotiques (Toualbia, 2019).

Les BL constituent un groupe diversifié caractérisé par la formation d’acide lactique en
tant que métabolite primaire du métabolisme des sucres. Ce sont des bactéries a Gram positif qui
sont généralement immobiles, asporulées, anaérobies facultatives et dépourvues de catalase, de
nitrate-réductase et de cytochrome-oxydase (Metrouh, 2022). Elles sont généralement
mésophiles avec une température optimale de croissance entre 20°C et 30°C, ou thermophiles
entre 40°C et 45°. La majorité des souches se développent a pH 4.0-4.5, certaines sont en activité
apH 9.6 et d’autres a pH 3.2 (Zergoug, 2017). Elles posseédent de faibles activités protéolytiques
et lipolytiques et ont une exigence marquée en acide aminés, dérivés de base puriques et

pyrimidiques et vitamines B (Khodja, 2018).

Les BL provoquent une acidification rapide des matieres premieres par la production
d'acides organiques, principalement |’acide lactique. Elles sont homofermentaires ou
hétérofermentaires. Dans le premier cas, seul 1’acide lactique est produit. Dans le deuxiéme cas,

en plus de ’acide lactique sont produits aussi de 1’acide acétique, de 1’éthanol et le dioxyde de
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carbone. De plus, les bactéries lactiques produisent divers composés aromatiques, des
bactériocines, des exopolysaccharides (EPS), des vitamines, plusieurs enzymes utiles et d’autres
acides organiques (formique, succinique, propionique et butyrique). Elles jouent donc un rédle
crucial dans le développement des propriétés organoleptiques et hygiéniques des produits

finaux (Merzoug, 2017).

Les BL ont été largement utilisées en fermentations alimentaires et alcooliques comme
pour la fermentation du fromage, levain, babeurre, Iégumes en saumure et yaourt. (Saranraj et
al., 2013). Elles sont considérées comme non pathogenes et se voient attribuer le qualificatif
anglo-saxon d’organismes GRAS (Generally Regarded As Safe) dans lequel aucun rapport de
maladie ou de toxicité n'est enregistré ou aucun composé nocif n’est produit par ces dernicres
(Elbanna et al., 2019). Cependant, quelques especes du genre Streptococcus et Enterococcus
ainsi que d’autres bactéries lactiques sont considérées comme pathogenes opportunistes (Mekri,

2016).

Ces bactéries ont suscité beaucoup d'attention en tant que nouvelle approche pour
contrdler les agents pathogeénes dans les denrées alimentaires. Elles produisent divers composés
antimicrobiens tels que les acides organiques, le diacétyle, le peroxyde d’hydrogene, les
bactériocines et plusieurs enzymes lors des fermentations lactiques qui contribuent non
seulement aux propriétés organoleptiques, mais inhibent également la microflore indésirable et

prolongent la durée de conservation des produits (Saranraj et al., 2013).

Le principal effet antimicrobien exercé par les bactéries lactiques est la production

d'acide lactique et la diminution du pH (Toualbia, 2019).

III. Définition

Les bactéries lactiques connues sous 1’abréviation universelle LAB de I’anglais « Lactic
acid bacteria » forment un groupe hétérogene de bactéries a Gram positif, réunies par leurs
caractéristiques morphologiques, métaboliques et physiologiques. (Merzoug, 2017), produisant
de I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Ce sont des cocci (streptocoques,
pediococcus, leuconostoc) ou batonnets (lactobacillus et bifidobacterium), hétérotrophes, non
sporulants, catalase négatif, oxydase négatif, nitrate réductase négatif, anaérobies facultatifs,
généralement immobiles, acidotolérants (Agriopoulou et al., 2020) et possedent dans leur ADN

une faible proportion de bases guanine — cytosine (GC% < 50) (Fessard, 2017). Certaines
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especes peuvent €tre hétérofermentaires, ce qui signifie qu'elles produisent également de 1'acide

acétique, de 1'éthanol, du CO2 et de l'acide formique (Canon et al., 2020).

Les BL requiérent la présence d’acides aminés, d’acides gras, de vitamines et de
minéraux pour leur croissance. Elles fermentent différents types de substrats : lait, fruits,
légumes, céréales, poisson, viandes... (Fessard, 2017). Celles dans 1’alimentation sont réputées
non pathogenes et sont appelées organismes GRAS (Generally Regarded As Safe) en anglo-
saxon (Metrouh, 2022). Elles sont principalement utilisées en tant que starter dans les produits
alimentaires fermentés ou elles jouent un role important dans les modifications des
caractéristiques organoleptiques. Elles contribuent activement aux changements de saveur et de
texture des aliments fermentés, en particulier des produits laitiers et produisent également
différents composés aromatiques tels que le diacétyle et 1'acétaldéhyde (Canon et al., 2020). Le
role le plus important des bactéries lactiques est leur role protecteur contre les infections et la
colonisation de microorganismes pathogenes du tube digestif ce qui a conduit a la création du
terme probiotique. Ils agissent non seulement sur les aliments mais ils sont également connus
pour produire et excréter des composés a activité antimicrobienne, tels que les bactériocines.

(Saranraj et al, 2013).

IV. Habitat

Les bactéries lactiques ont été trouvées dans des sédiments datant de 2.75 milliards
d’années bien avant I’apparition d’oxygene dans ’atmosphere, ce qui pourrait expliquer leur
caractere anaérobie (Hami, 2016). Elles constituent un groupe bactérien répandu dans la nature.
On les retrouve dans différentes niches écologiques et sont généralement associées a des habitats
riches en nutriments telles que les niches d'origine laitiere (fermentée), viande et végétale. Elles
sont présentes a 1’état libre dans 1’environnement ou vivent en association avec un hote, tel que
I’homme ou I’animal, dans un écosysteme bactérien comme le tractus gastro-intestinal et
urogénital. L'écologie des bactéries lactiques est passée au fil du temps de leur sol et de leurs
habitats végétaux a l'intestin des mammiferes (Ayivi et al., 2020). Ce qui s'explique, entre autres,

par des températures idéales de développement variées selon les souches. (Lamari, 2014).
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V. Taxonomie et classification des bactéries lactiques
La systématique est en évolution permanente. Il n’y a jamais eu de reégles unanimement
reconnues sur la fagon dont deux bactéries différentes devraient étre phénotypiquement classées.
La littérature scientifique suit généralement les recommandations des comités de taxonomie qui
opérent sous les auspices de I’Union internationale de sociétés microbiologiques (Belarbi,

2011).

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli et

al’ordre des Lactobacillales (Lamari, 2014).

Décrites la premicre fois par Orla-Jensen au début du XXeéme siecle (1919), les BL
constituent un groupe hétérogeéne, qui n’est pas clairement défini du point de vue taxonomique
(Von Wright et al.,, 2011), la monographie de Orla-Jensen (1919) a constitué¢ la base de la
classification des bactéries lactiques, les criteres utilis€s sont : morphologie cellulaire, type

fermentaire, les températures de croissance et 1’utilisation des sucres (Penaud, 2006).

Les méthodes phénotypiques ne sont pas suffisantes pour permettre leur identification et
leur classification (Lamari, 2014). Alors, de nouveaux outils de classification et d'identification
des BL remplacent et/ou completent actuellement les méthodologies traditionnelles basées sur le

phénotype (Axelsson e al., 2004).

En 1977, Woese et Fox introduisent la phylogénie moléculaire basée sur la séquence
d’ARN ribosomique. D’autres méthodes génotypiques (basées sur les acides nucléiques) sont
aussi utilisées en classification, comme le pourcentage en GC ou hybridation ADN/ADN
(Penaud, 2006). Ces techniques de biologie moléculaire ont révolutionné la taxonomie des
bactéries et ont permis de mettre en évidence une forte diversité génomique au sein des bactéries
lactiques. Alors la classification des bactéries lactiques a été profondément modifiée (Lamari,

2014 ; Penaud, 2006).

Selon la derniére édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les BL
renferment trente-cinq genres répartis sur six familles. (Lactobacilliaceae, Aerococcaceae,

Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae, Streptococcaceae) (Hammi, 2016).
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Récemment, la classification des BL a suggéré nouveaux genres, qui incluent : Carnobacterium,
Dolosigranulm, Aerococcus, Alliococcus, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella (Atya, 2016).

Le groupe des bactéries lactiques ne peut pas étre considéré comme un groupe
phylogénétique. Elles appartiennent toutes au groupe des bactéries a Gram positif, la plupart
d’entre elles appartiennent au groupe des bactéries a Gram positif & bas G+C (phylum des
Firmicutes), bien que les especes de Bifidobacterium appartiennent au groupe des bactéries a
Gram positif a haut G+C (phylum des Actinomycetes) (Hammi, 2016 ; Mechai, 2009). Si les
bifidobactéries sont phylogénétiquement €loignées des BL sensu stricto (BL a bas G+C), elles
sont tout de méme traditionnellement incluses dans les BL car elles partagent certaines
caractéristiques avec elles (elles produisent de ’acide lactique et sont utilisées dans les laits

fermentés) (Mechai, 2009).

Les BL comprennent un large éventail de genres comprenant un nombre considérable

d’especes (Klein et al, 1998).

La relation phylogénétique entre les différents genres des bactéries lactiques est
représentée dans la (figure 01) et est basée sur la comparaison des séquences d’ARNr 16S.
Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, Aerococcus, Tetragenococcus et Lactosphaera
sont étroitement apparentés les uns aux autres. Lactococcus et Streptococcus apparaissent
comme relativement apparentés, alors que Lactobacillus est phylogénétiquement distinct

(Mechai, 2009).
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Figure01 : Arbre consensus, basé sur I’analyse comparative de I’ ADN ribosomique (ADNr)
montrant les différents groupes phylogénétiques des bactéries lactiques a faible (GC%) et les

genres Gram positive non reliés Propionibacterium et Bifidobacterium (Saidi, 2020).

VI. Les principaux genres des bactéries lactiques

1. Lactobacillus
Lactobacillus est le genre le plus répandu de BL (Metrouh, 2022). Ce sont des bacilles a
Gram positif, constitués de bacilles longs et fins (parfois incurvés) ou de coccobacilles
(figure02) (Boumediene, 2013), non sporulants, catalase négative, se développant dans des
conditions microaérophiles a strictement anaérobies (Benreguieg, 2015). Ils sont généralement
immobiles a I’exception de quelques especes qui possedent des flagelles péritriches (Moumene,

2015).

Les especes de Lactobacillus vivent largement dans les matieres fermentescibles (Konig
et al., 2017). Elles peuvent étre trouvées dans les environnements laitiers riches en nutriments,
les habitats microbiens d’hotes comme les muqueuses humaines et les niches biologiques

naturelles comme les plantes et le sol (Metrouh, 2022).



Partie bibliographique

Elles se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire, d’aprées la classification

de Kandler et Weiss (1986) : homofermentaires strictes, hétérofermentaires facultatives et

hétérofermentaires strictes (Benreguieg, 2015).

Figure02 : Phase contraste (A—E) et ¢électron (F) micrographes montre les différentes
morphologies cellulaire de lactobacillus : A, Lactobacillus gasseri ; B, Lactobacillus agilis ; C,
Lactobacillus curvartus; D, Lactobacillus minor; E, Lactobacillus fermentum et F, involution de

lactobacillus dans une section mince de grain du kéfir (Boumediene, 2013).

2. Lactococcus
Ce sont des microorganismes mésophiles, a Gram positif, sans activité catalase, non

mobiles et se présentant sous forme de coques disposées en paires ou en chainettes (figure 03).
Leur métabolisme est homofermentaire (Benreguieg, 2015). Ce genre est un habitant typique

des plantes, des animaux et de leurs produits (Moumene, 2015).



Partie bibliographique

Phrasc-contrast micrograph of Lactococcus lactis
subsp. lactis. This strain is forming pairs of ovoid cells

8

' ..1 ‘m‘ "

Phase-contrast micrograph of Lactococcus lactis
subsp. lactis. This strain is forming chains. Bar = 10 pm.

Figure 03 : Lactococcus lactis subsp lactis sous forme de cellules ovoides par paire (photo du

haut), et en chainette (photo du bas) selon la souche (Bendimerad, 2013).

3. Leuconostoc
Le genre Leuconostoc a ét¢ défini en 1878 par van Tieghem ; le mot leuconostoc vient de
I’association de leukos qui veut dire clair avec Nostoc qui est une cyanobactérie, signifiant donc
Nostoc incolore (Bendimerad, 2013). Ce sont des coques a Gram positif, mésophiles
hétérofermentaires, aérobies anaérobies facultatifs produisant de I’acide D (-) lactique, de

I’éthanol et du CO2 (Benreguieg, 2015).

Les leuconostocs se présentent sous forme de cellules sphériques immobiles, souvent
lenticulaires apres culture sur ge€lose, regroupées par deux ou en chaines (figure 04)

(Bendimerad, 2013).

10
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Ces bactéries sont présentes dans de nombreux habitats naturels. Elles représentent
notamment la microflore lactique dominante des végétaux frais, fréquemment retrouvés dans le

lait, les levains, les laits fermentés et les fromages (Benreguieg, 2015).

Figure04 : Leuconostoc lactis observé au M.E.T. (x 10000) (Makhloufi, 2011).

4. Pediococcus
Ce genre est représenté par neuf espéces ayant un métabolisme homofermentaire. Il
rassemble des cellules immobiles de forme sphérique parfois ovoides, isolées ou en paires qui se
divisent dans deux directions perpendiculaires formant ainsi les tétrades mais jamais les chaines
(figure 05) (Moumene, 2015). 11 s’agit de bactéries microaérophiles (Mechai, 2009) qui sont

présentes sur le matériel végétal, les fruits et les aliments fermentés (Konig et al., 2017).

Figure05 : Aspect microscopique caractéristique des Pédiocoques, y compris la formation de

tétrades avec I'aimable autorisation de WineBugs LLC (Wade, 2019).

11
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Tableau 01 : Principaux genres des bactéries lactiques (Konig et al., 2017).

Fermentations des
Genre Morphologie CG% .
glucides
Homo ou
Batonnets, )
) ) hétérofermentaire,
Lactobacillus coccobacilles, isolé ou 32-53 _
) hétérofermentaire
en chaine '
facultative
Sphérique ou
Leuconostoc, o ) o )
lenticulaire, en paire 38-41 Hétérofermentaire
Oenococcus A
ou en chaines
) ) Homo ou
Sphériques, paires ou '
Pediococcus 24-42 hétérofermentaire
tétrades '
facultative
Lactococcus Cocci en chaine 33-37 Homofermentaire
Sphérique, lenticulaire _
Weissella ' ' Hétérofermentaire
irrégulieres
Streptococcus Cocci en chaine 40 Homofermentaire

VII. Les voies de fermentations des bactéries lactiques
Toutes les BL ont un métabolisme fermentaire qui dépend fortement des glucides. Selon
leurs voies de métabolisation des glucides, elles sont classées en deux catégories ; homo-

fermentaire (ou homolactique) et hétéro-fermentaire (ou hétéro-lactique) (Fessard, 2017).

Le principal produit final de la voie homo-fermentaire est le lactate. La voie homo-
fermentaire imprime le processus de glycolyse, également connu sous le nom de voie
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Elle est couramment associée aux bactéries

Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus et Lactobacillus.

Au cours de ce processus, le glucose est converti en deux molécules de pyruvate,

tandis que 'ADP est phosphorylé en deux molécules d'ATP. La lactate déshydrogénase convertit

12
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ensuite le pyruvate en lactate, permettant aux cofacteurs d'étre réoxydés. Ce mécanisme doit

convertir au moins 90% du glucose consommé en lactate pour étre classé comme homolactique.

Ce processus peut €galement €tre utilis€¢ pour fermenter des sucres autres que le glucose,
y compris sous forme de monosaccharides et de disaccharides (Metrouh, 2022 ; Fessard, 2017).
Ce qui rend les BL attrayants pour l'industrie, c'est leur capacité a utiliser une grande quantité de
sucre pendant le processus de la fermentation pour la production de biomasse, ce qui entraine

une perte de matiere primaire minimale (Metrouh, 2022).

La voie d'hétéro-fermentation se produit lorsqu'une molécule de glucose est fermentée
en une molécule d'acide lactique, une molécule d'é¢thanol/acétate, une molécule de
CO2 et une molécule d'ATP. Pour convertir le glucose, la voie hétéro-fermentaire
imprime la voie des pentoses phosphates. Les Leuconostoc et certains lactobacilles
sont les principales catégories de BL qui démontrent cette forme de métabolisme

(Metrouh, 2022 ; Fessard, 2017).

VIII. L’intérét des bactéries lactiques

1. Utilisation des BL comme culture starter

Les bactéries lactiques sont souvent utilisées comme culture starter dans la production et
la conservation de produits alimentaires comme les produits laitiers, les légumes fermentés, la
viande et l'ensilage car elles améliorent considérablement la saveur et produisent des composés

antimicrobiens (Canak etal., 2018).

Le terme "culture starter" est défini comme une préparation microbienne d'un grand
nombre de cellules soit d'un seul type, soit d'un mélange de deux ou plusieurs micro-organismes
qui sont ajoutés a une maticere premiere afin de produire un aliment fermenté, qui accéleére donc

son processus de fermentation (Garcia-Diez et al., 2021 ; Ayivi et al., 2020).

La culture starter doit étre reconnue comme stre, capable d'étre produite a grande échelle

et rester viable et stable pendant le stockage (Garcia-Diez et al., 2021).

2. Aptitudes technologiques
Différents aspects technologiques qui peuvent étre pertinents pour le produit final doivent de

plus étre pris en compte lors de la sélection de BL pour les fermentations alimentaires. Les

13



Partie bibliographique

activités acidifiantes, protéolytiques, lipolytiques, 1’aptitude aromatique et texturante sont
quelques-unes des caractéristiques qui contribuent a la conservation, a la saveur et a la qualité

nutritionnelle du produit (Metrouh, 2022).

2.1. Capacité 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

(Hadef, 2012).

2.2. Capacité protéolytique
La protéolyse est sans aucun doute le processus biochimique le plus important chez les
bactéries lactiques (Benmouna, 2019). Elles possédent des protéinases, des peptidases
nécessaires a la dégradation des protéines du lait en peptides et acides aminés. Ceux- ci peuvent
alors étre transformés en alcools et en acides. Cette activité protéolytique intervient de ce fait sur
le rendement fromager, la texture et la saveur typique du fromage et par conséquent sur les

caractéristiques du produit final (Mami, 2013).

2.3. Capacité lypolitique
Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et les
lactobacilles. FElles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications
fromagéres. D’une maniere générale, on distingue les estérases qui hydrolysent de fagon
préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C2-C8) et les lipases qui
sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras a chaine longue (>CS8), ces

enzymes sont impliquées dans I'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Hadef, 2012).

2.4. Capacité aromatisante
Les BL contribuent a 1'ardme et a la saveur des produits laitiers fermentés en métabolisant
les molécules d'arome ou les précurseurs d'arome. Des alcools, des aldéhydes, des acides, des
esters et des composés soufrés sont produits a la suite de la protéolyse de la caséine, du
métabolisme des peptides et des acides aminés et du catabolisme des acides aminés. Les

principaux acides aminés pour les composés gustatifs comprennent les acides aminés a chaine
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ramifiée (valine, leucine et isoleucine), les acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane et

phénylalanine) et les acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) (Metrouh, 2022).

2.5. Capacité texturante
La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un
role important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb. Delbrueckii
ssp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés dans la
fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synéreése et augmenter la
viscosité des produits finis. L’utilisation des EPS produits par les souches Lc. Lactis ssp.
cremoris est trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés

(Hadef, 2012).

3. Aptitudes médicales : Les probiotiques
Les probiotiques ont été largement introduits chez 1'homme et 1'alimentation animale de
maniere croissante au cours des dernieres décennies en raison de leur impact positif sur la

prévention de certaines maladies et le maintien d'un bon état de santé (Arena et al., 2018).

Le terme "probiotique" est dérivé du grec qui signifie littéralement pour la vie. En 2002, les
experts de la FAO/WHO ont défini les probiotiques comme « micro-organismes qui, lorsqu'ils
sont administrés en quantités adéquates, conférent des avantages pour la santé¢ de I’hote »

(Bouguerra, 2021 ; Lorn, 2020).

Les bactéries lactiques probiotiques peuvent étre isolées de différentes sources telles que les
aliments fermentés, les animaux et les humains. Celles qui sont les plus couramment utilisées
proviennent généralement des genres Lactobacillus et Bifidobacterium (Ayivi et al., 2020)

(tableau 02).

Leurs bienfaits sur la santé consistent a rétablir 1'équilibre naturel de microbiote intestinal,
pour favoriser une fonction intestinale saine, stimuler le systtme immunitaire, réduire les
ballonnements, les gaz et l'inconfort intestinal (Lorn, 2020). Certaines d'entre elles incluent
l'application contre le syndrome du cdlon irritable, le diabete ainsi que I’effet réducteur sur le

cholestérol sanguin (Fugaban et al., 2022).
La souche doit également étre :

- Sdre et ne constituer aucune menace pour I’hote.
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- Survivre aux acides gastriques et biliaires pour persister dans 1’intestin.

- Adhérer aux cellules intestinales et réduire 1’adhésion des pathogénes en produisant des

peptides antimicrobiens (Metrouh, 2022).

Les probiotiques exercent de nombreux et divers effets sur I'hdte dont les principaux

mécanismes d'action incluent : augmentation de I'adhésion a la muqueuse intestinale et inhibition

concomitante de l'adhésion des pathogenes, exclusion compétitive des microorganismes

pathogenes, production des substances antimicrobiennes, amélioration de la barriere épithéliale

et modulation du systéme immunitaire (Bouguerra, 2021).

Tableau02 : Especes de bactéries lactiques ayant un role probiotique (Saidi, 2020).

Lactobacillus (Lb)

Bifidobacterium (B)

Autres BL

Autres

microorganismes

*» Lb. Acidophilus
* Lb. amylovirus
* Lb. brevis

*» Lb. casei

* Lb. cellobius

* Lb. crispatus

* Lb. curvatus

*» Lb. delbrueckii
* Lb. farciminis
* Lb. fermentum
* Lb. gallinarum
* Lb. gasseri

* Lb. johnsonii

* Lb. paracasei

* Lb. plantarum
* Lb. reuteri

e Lb. rhamnosus

* B. adolescentis

* B. animalis

* B. bifidum

* B. breve

* B. infantis

* B. lactis

* B. longum

* B. thermophilum

*Enterococcus faecalis
*Enterococcus faecium
» Lactococcus lactis

* Leuconostoc
mesenteroides

* Pediococcus
acidilactici

* Sporolactobacillus
inulinus

* Streptococcus
thermophilis

* Streptococcus

Intermediu

* Bacillus spp,
Escherichia coli
strain Nissle

* Propionibacterium
freudenreichii

* Saccharomyces
cerevisiae

* Saccharomyces

bourlardii
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Les BL probiotiques possedent également des propriétés antimicrobiennes. Elles sécretent
des acides organiques tels que les acides lactique, acétique et butyrique, qui contribuent a réduire
le pH intestinal et donc a limiter la croissance des bactéries entéropathogenes et uropathogeénes

(Metrouh, 2022).

IX. Activité antimicrobienne des bactéries lactiques

Différents agents antimicrobiens ayant la capacit¢ d’inhiber le développement des
bactéries pathogenes comme les champignons et plusieurs bactéries a Gram négatif et a Gram
positif sont produits par les bactéries lactiques (Zergoug, 2017), ce qui a permis a ces dernieres
d’obtenir un role important comme agents de conservation des aliments par rapport aux autres
microorganismes. En effet, les bactéries lactiques et/ou leurs métabolites antimicrobiens
répondent aux exigences des bio-conservateurs alimentaires, pour leur non toxicit¢ a 1'homme,
les propriétés nutritionnelles qu'elles conferent aux aliments, leur activité dans les conditions de
stockage a basse température, leurs effets bénéfiques sur la santé et leur efficacité a de faibles
concentrations (Benmouna, 2019). Cependant, lorsqu’ils atteignent une certaine concentration,
ces composés peuvent interrompre la croissance des souches productrices (autoinhibition)

(Zergoug, 2017).

Ces agents antimicrobiens sont donc importants pour la fermentation, la conservation et le

stockage des aliments. Ils peuvent étre divisés en trois groupes principaux :
1. Les acides organiques (acide acétique, butyrique et acide lactique).

2. Des petites molécules, par exemple le diacétyle, le peroxyde d'hydrogene, 'acétaldéhyde,

l'acétoine, la reutérine et la reutéricycline.
3. Les bactériocines peptidiques ou protéiques (Ibrahim ez al., 2021).

1. Les acides organiques
Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques au cours de processus de
fermentation alimentaires. Leurs effets antimicrobiens sont bien connus a [I’heure actuelle
(Khodja, 2018). Grace a cette production, le pH du milieu dans lequel les bactéries lactiques se
multiplient diminue (Hammi, 2016), permettant ainsi I’inhibition de la croissance des bactéries a
Gram négatif et a Gram positif, ainsi que des levures et des moisissures qui pourraient étre

indésirables dans plusieurs produits alimentaires (Ibrahim ez al., 2021).
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Ces acides, sous leur forme dissociée ou non dissociée, agissent au niveau de la

membrane et en inhibant les systémes membranaires de transport actif (Khodja, 2018).

L’activité antimicrobienne d’un acide organique dépend de sa nature (acide fort, acide
faible) (Khodja, 2018). La capacit¢ de ces acides faibles a inhiber les micro-organismes

contaminants est attribuée a la dissociation de l'acide a un certain pH (Fugaban et al.,2022).

Les acides organiques sont généralement considérés comme strs pour l'usage humain

(Ibrahim et al., 2021).

2. Le peroxyde d'hydrogéne
La catalase, enzyme nécessaire a la dégradation du peroxyde d’hydrogéne en oxygene et
en eau, est absente chez les bactéries lactiques. Il en résulte une accumulation de ce composé qui

peut étre inhibiteur de différents micro-organismes (Hammi, 2016).

Le peroxyde d'hydrogéne affecte les lipides membranaires et les protéines cellulaires. Il a
un effet bactériostatique envers les bactéries Gram positive alors qu'il exerce un effet bactéricide

contre les bactéries Gram négative (Benmouna, 2019).

La quantité du peroxyde d'hydrogene produite par les bactéries lactiques dépend en grande
partie de la souche et de la disponibilité¢ de 1'oxygene (Zergoug, 2017). Il confére aux bactéries
lactiques un avantage de compétition puisqu’il a été démontré qu’elles sont moins sensibles que
d’autres bactéries a ses effets, mais D’effet inhibiteur du peroxyde d’hydrogéne reste

généralement faible (Mekri, 2016).

3. Le dioxyde de carbone

Les bactéries lactiques hétérofermentaire synthétisent du dioxyde de carbone (CO2) comme
métabolite secondaire, mais certaines voies métaboliques produisent également cette molécule
comme sous-produit. Son accumulation dans le milieu extérieur crée un environnement
anaérobie qui peut étre toxique pour les microorganismes aérobies présents dans 1’aliment et
limite principalement la gamme d'organismes contaminants possibles (Fugaban et al., 2022).
Toutefois, le dioxyde de carbone peut aussi, a faible concentration, stimuler la croissance de

certaines bactéries (Khodja, 2018).

En raison de ce mécanisme, le dioxyde de carbone est utilis¢ depuis longtemps pour

I'emballage sous vide ou a air modifié dans les industries alimentaires et des boissons ainsi que
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pour améliorer les parametres d'hygiéne des produits alimentaires et les protéger de la

détérioration bactérienne (Fugaban et al., 2022).

4. Le diacétyle

Le diacétyle est un produit du métabolisme du citrate qui est responsable de I’ardme « beure»
des produits laitiers (Khodja, 2018). Certaines BL, notamment Streptococcus, Leuconostoc,
Pediococcus et certaines especes de Lactobacillus, peuvent produire cette molécule qui a montré
de fortes propriétés inhibitrices contre Bacillus spp (Fugaban et al.,2022). Ses propriétés
antimicrobiennes sont dirigées contre les levures, les bactéries Gram négative et positive non

lactiques, ces derni¢res y sont néanmoins moins sensibles (Khodja, 2018).

5. La reutérine

La reutérine qui s’est avérée €tre un antibiotique a large spectre (Fugaban et al., 2022) est
une substance antimicrobienne qui est produite comme métabolite intermédiaire pendant la
fermentation anaérobie du glycérol (Khodja, 2018) par certaines especes de Lactobacillus
reuteri, qui sont généralement de petites molécules antimicrobiennes et possedent des propriétés
antimicrobiennes qui inhibent plusieurs bactéries a Gram positif et négatif. Elle inactive des

enzymes clés, telles que la ribonucléotide réductase (Ibrahim ez al., 2021).

X. Bactériocine

1. Définition

Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps. La définition
qui reste la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer (1988) qui définit les
bactériocines comme des protéines, ou complexes de protéines (Boumediene, 2013) synthétisés
par les ribosomes qui peuvent étre modifiés post-traductionnellement ou non, produits par de
nombreuses especes bactériennes différentes, y compris de nombreux membres de BL (Hassan,

2020).

Les bactériocines sont habituellement de faible poids moléculaire (mais des bactériocines
a haut poids moléculaire sont également produites). La plupart d’entre elles sont de petites
molécules, stable a la chaleur, cationique, amphiphile et perméables (Boumediene, 2013). Elles
sont également incolores, inodores et insipides, ce qui améliore encore leur facilité d'utilisation

potentielle et sont aussi facilement dégradés par les enzymes protéolytiques en raison de leur
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nature protéique. Leur classification est complexe, étant donné qu'elles peuvent différer par la
structure des acides amings, les propriétés biochimiques, l'activité antimicrobienne et le mode

d'action (Barcenilla et al., 2022).

Le mécanisme antimicrobien général des bactériocines est basé sur la perturbation de la
membrane cellulaire via la formation de pores ou un « effet détergent », comme dans le cas de la
nisine (Mora-Villalobos et al., 2020). Elles peuvent inhiber les micro-organismes qui sont
étroitement liés a la souche productrice, cette derniere produit une protéine d’immunité pour se
protéger des effets délétéres de la bactériocine qu’elle produit (Boumediene, 2013). A
I’exception de la nisine qui est un inhibiteur d'un large éventail d'agents pathogenes d'origine
alimentaire et de nombreux autres micro-organismes de détérioration a Gram positif. L'effet peut
étre bactéricide ou bactériostatique en fonction de 1'état physiologique de la bactérie cible ou de

la concentration en nisine (Hassan, 2020).

2. Classification des bactériocines

La premiere classification mondialement utilisée a été établie par Klaenhammer (1993),
bien qu'elle ait subi plusieurs modifications au fur et a mesure de la découverte de nouvelles
bactériocines. De nouvelles classifications ont été¢ proposées qui comprennent quatre classes de

bactériocines (Barcenilla ez al., 2022) qui sont regroupées dans le tableau 03.

Tableau03 : Classification des bactériocines (Cui et al., 2021 ; Negash et al., 2020).

Classification Caractéristiques Sous-classes Exemples
Classe I'| Lanthionine ou | Type-A - Nisine.
(Lantibiotiques) | peptides contenant | (Molécules linéaires) - Subtiline.
de la B-lanthionine - Epidermine.
Type-B - Mersacidine
(Molécules globulaires)
Classe 11 Classe hétérogene | Sous-classe Ila - Pédiocine.
de petits peptides | (Type bactériocines - Entérocine.
thermostables pédiocine antilistérienne) - Sakacine.
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Sous-classe IIb (composée - Plantaricine.
de deux peptides). - lactacine F.
Sous-classe Ilc  (autres - Lactococcine.
bactériocines).
Classe 111 Grands  peptides - Helvéticine J.
thermolabiles - Millericine B.
Classe IV Grands complexes - Pédiocine N5p
avec des fragments - Lactocine 27
glucidiques ou - Entérocine F4-9
lipidiques

3. Mode d’action des bactériocines

Les bactériocines inhibent la croissance des organismes cibles dans divers mécanismes,
ces derniers peuvent é&tre grossierement subdivisés en mécanismes qui fonctionnent
principalement sur l'enveloppe cellulaire et mécanismes qui sont principalement actifs dans la

cellule qui affecte 1'expression des genes et la production de protéines (Negash et al., 2020).

La plupart des modes d’action des bactériocines produites par les BL sur les bactéries a
Gram positif sont connus et décrits (Figure 06). Certaines d’entre elles vont perturber la
membrane cytoplasmique par la formation de pores, tandis que d’autres vont inhiber la
biosynthese de la paroi cellulaire ou la dégrader. Toutefois, d’autres bactériocines présentent un
mode d'action qui n’est pas encore caractéris€, notamment celles qui sont actives contre les

bactéries a Gram négatif (Moussa, 2021).

Selon Tagg et al (1976) le mode d’action des bactériocines comporte deux étapes :
1% étape : Consiste en 1’adsorption de la bactériocine sur les récepteurs spécifiques ou
non spécifiques de la membrane des cellules cibles.

2°™tape : Phase irréversible impliquant la modification pathologique de la cellule cible.

(Chung et al., 2000) ont confirmé que ’action des bactériocines se manifeste par la

formation des pores au sein de la membrane plasmique des cellules cibles, et par conséquent la

21




Partie bibliographique

perte des constituants cellulaires (ATP, K+) qui ont un role dans le maintien de 1’équilibre des
réserves énergétiques et du pH intracellulaire. Cette perte de I’intégrité¢ induit la baisse de la

syntheése macromoléculaire (ADN, ARN, protéines).

Tandis que (Schved et al., 1994) assurent que les bactériocines peuvent avoir trois types
d’effets :

- Effet bactériostatique : Ralentissement ou arrét de la croissance.
- Effet bactéricide : Perte de la viabilité et lyse cellulaire telle que la nisine.

- Effet bactéricide sans aucune lyse cellulaire (Zergoug, 2017).

Certaines bactériocines de classe I inhibent le lipide-II sur la membrane cellulaire,
¢liminant ainsi la syntheése de peptidoglycane. D'autres bactériocines forment des pores pour

inhiber ou tuer leurs bactéries cibles (Negash et al., 2020).
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Figure 06 : Principaux mécanismes d’action des bactériocines (Fernandez, 2014).

4. Application des bactériocines
Deux types d'application des bactériocines sont envisageables, il s'agit d'une application
agro-alimentaire et le champ d'étude dans ce domaine ne cesse de s'accentuer. Un autre domaine

trés prometteur a vu le jour, il s'agit de I’application médicale (Benmouna, 2019).
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4.1. Application agro-alimentaire
La détérioration des aliments et des boissons est toujours une préoccupation dans
lI'industrie alimentaire (Ng et al., 2020). Certaines méthodes de conservation telles que la
pasteurisation, l'appertisation, le salage ou le séchage peuvent prolonger la durée de conservation
des produits, mais peuvent altérer leur qualit¢ (Mekri, 2016). Les additifs chimiques ont
¢galement été largement utilis€s pour conserver les aliments, mais leur toxicité peut causer des

problémes de santé¢ (Ng et al., 2020).

En réponse a la forte demande de produits naturels pour la conservation alimentaire, la
bioconservation est devenue une méthode populaire qui utilise des micro-organismes non
pathogenes ou des métabolites pour prolonger la durée de conservation des aliments et inhiber la
flore indésirable sans altérer leurs caractéristiques organoleptiques. La bactériocine est le

bioconservateur le plus utilisé dans I'industrie alimentaire (Ng et al., 2020).

4.1.1. Bioconservation des aliments par les bactériocines

L’application des bactériocines a été largement explorée en tant que bioconservateur
puissant pour la réduction et la destruction de différents agents pathogenes d'altération et
d'origine alimentaire, notamment L. monocytogenes, Clostridium spp. Et Staphylococcus spp

(Fugaban et al., 2022).

Les bactériocines produites par les BL sont considérées comme idéales pour une utilisation

avec des aliments pour les raisons suivantes (tableau 04) :

1. Les sous-produits des BL sont classés par la Food and Drug Administration « FDA » comme
« GRAS ».

2. Ils sont inodores et incolores.

3. Ils n'impactent pas les caractéristiques organoleptiques et sensorielles des aliments.

4. Contrairement aux antibiotiques traditionnels, les bactériocines sont éliminées par le systeéme
digestif par des enzymes protéolytiques.

5. De plus, les bactériocines ont le potentiel d'étre bio-congues pour améliorer les performances

(Ibrahim et al., 2021).

Les bactériocines peuvent étre appliquées comme additif alimentaire (d’un point de vue
législatif) sous une forme purifiée, semi-purifiée ou sous la forme d’un concentré obtenu

aprés fermentation d’un substrat alimentaire comme le lait ou la viande (Siboukeur, 2018).
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Les bactéries productrices de bactériocine peuvent également étre appliquées dans les

produits alimentaires, la bactériocine sera alors produite in situ (Khodja, 2018).

Il existe aussi un autre mode d’application des bactériocines. Ce dernier consiste en leur
immobilisation sur les cellules productrices, dans des gels ou des films tels que 1’alginate de
calcium, la gélatine, la cellulose, les protéines de soja, des films de polysaccharides (les bio-
emballages). La bactériocine sera alors libérée dans le produit au cours de la conservation. Ces
emballages permettent de réduire la croissance des microorganismes pathogenes ou indésirables
pouvant se développer en surface durant la conservation du produit (Siboukeur, 2018). Jusqu’a
présent, la nisine et la pédiocine PA-1 sont des bactériocines autorisées comme conservateurs

alimentaires (Balciunas et al., 2013).

La nisine, l'une des bactériocines qui a été approuvée par la « FDA » des Etats-Unis et
« OMS » pour étre appliquée dans les usines alimentaires, est utilisée dans plus de 48 pays
(Negash et al., 2020) et est commercialisée sous une forme semi-purifiée a 1’état lyophilisé sous
le nom de Nisaplin™ (Makhloufi, 2011). Elle est efficace dans plusieurs systémes alimentaires,
inhibant la croissance d'un large éventail de bactéries Gram positive, elle protége contre les
organismes sporulé€s résistants a la chaleur tels que ceux des genres Bacillus et Clostridium
(Negash et al., 2020). En plus de cela, de nombreuses ¢tudes ont prouvé que la combinaison de
la nisine avec des antibiotiques peut tuer ou inhiber la croissance des pathogeénes a Gram négatif

(Ng et al., 2020).

La nisine A a été étudiée pour l'inhibition de la flore d'altération dans la viande et les
produits carnés (Mechai, 2009) telle que C. botulinum et L. monocytogenes (Ng et al., 2020).
Pour sa part, la nisine Z est largement utilisée pour inhiber la croissance ou tuer L.
monocytogenes et S. aureus dans le fromage pour prolonger sa durée de conservation (Ng et al.,

2020 ; Mechai, 2009).

Les souches productrices de nisine Z sont aussi utilisées dans 1’imitation des gaz produits
lors de la fermentation, souvent dus a la surcroissance de spores de Clostridium et en particulier
deCl. Tyrobutyricum (MeKri, 2016). En outre, la nisine Z exerce une activité inhibitrice contre le
Staphylococcusaureus résistant a la méthicilline (SARM), un agent pathogene susceptible de

provoquer une infection cutanée et pulmonaire chez I'homme (Ng et al., 2020).
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La souche Pediococcus acidilactici productrice de pédiocine PA-1/ AcH, une
bactériocine de classe Ila commercialisée sous le nom d’Alta™ 2341, s’est révélée étre
responsable de la bonne conservation de la viande par diminution des populations de L.
Monocytogenes et de Clostridium perfringens (Mekri, 2016). 11 a été prouvé que la pédiocine
PA-1 peut également aider a préserver les filets de poisson en inhibant la croissance de L.

monocytogenes (Ng et al., 2020).

Tableau04 : Applications de quelques bactériocines et leur effet sur les produits alimentaire

(Benmouna, 2019).

Application Bactériocine/classe Effet

Prévenir la prolifération
o d'endospore de CI. botulinum et
Nisine /classe | o
la  contamination par L.

monocytogenes dans le fromage.

Inhibition de L. monocytogenes

. Lactacine 3147/classe 1 dans les yaourts naturels et le
Dans les produits
fromage écrémé.

laitiers
o Inhibition de L. monocytogenes
Pédiocine PA-1/AcH/classe
. dans les fromages blancs, crémes
ia
et sauces a base de fromage.
' ) Inhibition de L. monocytogenes
Entérocine AS-48/ classe lic )
et S. aureus dans le lait écrémé.
Nisine, en combinaison avec o
_ ‘ Décontamination des surfaces de
des acides organiques, ) )
préparations de viandes crues.
lysozyme et chélateurs
Dans les viandes et les Nisine sous forme de film, | Inhibition des entérobactéries et
volailles activée par 'EDTA des especes appartenant a

Carnobacterium dans les
tranches de bceuf pendant la

réfrigération.
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Inhibition d'E. coli et des
Nisine en combinaison avec | Staphylococcus sp dans le

HPH jambon cuit.

Inhibition de L. monocytogenes

Pédiocines / classe Ila dans les viandes crues.

o _ Inhibition totale de L. innocua
Nisine avec traitement a la )
dans le caviar d'esturgeon ou de

chaleur (65°C)
saumon.
Dans les poissons Inhibition de L. monocytogenes
Nisine immobilisée a des dans le saumon fumé pendant la
films plastiques réfrigération.

HPH : haute pression hydrostatique

4.2. Application médicale
A I’opposé de leur utilisation dans les produits alimentaires, leur utilisation directe en
sant¢ humaine ou vétérinaire est envisagée, cependant, aucune bactériocine n’est & ce jour
commercialisée comme médicament. Néanmoins, quelques-unes d’entre elles sont en cours

d’essais cliniques (Chaalel, 2016).

Les bactériocines ont le potentiel d’étre utilisées comme des traitements des infections
cutanées, de la gingivite, de la mammite, des otites et traitements des infections systémiques
et/ou urogénitales. Elles peuvent également étre utilisées en conjonction avec d’autres
antimicrobiens pour minimiser ’apparition de résistance ou pour améliorer I’efficacité
antimicrobienne (Metrouh, 2022). L'un des nouveaux domaines de recherche les plus
intéressants est 1'étude des bactériocines en tant qu'agents anticancéreux potentiels. Elles
pourraient éventuellement étre utilisées pour le contrdle postopératoire des bactéries infectieuses

(Benmouna, 2019).
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(Dembélé et al., 1998) ont démontré quelques années auparavant, que les bactériocines
produites par le genre Lactobacillus contribuent a la protection du vagin contre différentes
bactéries pathogenes telles que : Escherichiacoli, Serratia marcescens, Shigella boydii, Listeria

monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua et Staphylococcus aureus (Zergoug, 2017).

Quelques lantibiotiques sont utilisables dans les applications médicales pour I’espece
humaine et animale. L’épidermine produite par Staphylococcus epidermidis est active contre
Propionibacterium acnes, qui cause ’acné. La nisine, quant a elle, peut étre utilisée dans le
traitement des ulceres gastriques vu sa stabilité¢ aux pH acides et son activité contre Helicobacter

pylori (Khodja, 2018).

L’utilisation de la nisine dans I’application vétérinaire comme médicament préventif et
comme remede contre la mammite chez les bovins a également été étudié¢ dans 1’industrie
vétérinaire. Des médicaments injectables a base de nisine ont été controlés pres de 99,9 % des
bactéries qui causent la mammite, comme Staphylococcus aureus et Streptococcus Agalactiae

apres administration de médicaments (Negash et al., 2020).
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I. Matériel et méthodes

1. Objectifs d’étude

Les objectifs assignés a cette étude s’ articulent autour des points suivants :

+ L’étude du pouvoir antagoniste des bactéries lactiques productrices des substances
antimicrobiennes vis-a-vis des souches a Gram négatif multirésistantes aux antibiotiques

et des souches de référence a Gram positif.

2. Lieu d’étude

Notre travail a été réalis¢ au sein du laboratoire de microbiologie du département de
Biologie Appliquée de la faculté des sciences exacte et science de la nature et de la vie, de
I’Université Larbi Tebessi de Tébessa pendant une durée d’un mois et 20 jours de 1’année

universitaire 2022\2023.
3. Matériel utilisé

3.1. Matériel non biologique
Lors de la réalisation de nos expériences, nous avons utilis€¢ le matériel de laboratoire

suivant :

3.1.1. Milieux de culture

- La gélose MRS (Man, Rogosa, Sharpe) fournie par Conda/pronadisa- Espagne a ¢té
utilisée pour la culture et I’isolement des bactéries lactiques plus précisément 1’espece de
lactobacilles.

- Le bouillon MRS (MRS-broth) fournie par Conda/pronadisa- Espagne a ¢été utilisé
pour le repiquage et I’enrichissement des souches lactiques cibles.

- La gélose MH (Muller Hinton) fournie par HIMEDIA a été utilisée dans 1’étude de
I’évaluation de I’activité antibactérienne des souches lactiques.

- Le bouillon nutritif (Nutrient Broth) fourni par Biokar diagnostics-France, a été utilisé
pour le repiquage et I’enrichissement des souches pathogenes utilisées.

- Gélose nutritive.

MH molle.
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3.1.2. Produits chimiques

Na OH (Hydroxyde de sodium) : Pour ajuster les pH des cultures.

Eau distillée : Pour la préparation des milieux de culture.

Alcool : pour la stérilisation de ph métre.

Eau physiologique : pour la suspension.

3.1.3. Appareillage

- Etuve réglable a 37°C (Memmert), utilisée pour I’incubation des souches lactiques et
pathogenes utilisées.

- Etuve réglable a 30°C (Salvis LAB Incucenter, Suisse), utilisée pour I’incubation des
souches fongiques.

- Agitateur vortex (IKA VORTEX 3).

- Centrifugeuse (SIGMA-2-16P), avec une vitesse maximale de 12000 tr/min.

- Le pH/MV meétre (HI 22 11 HANNA instruments) avec ¢électrode, ph de 0 a 13.

- Plaque chauffante avec agitateur magnétique (DAIHAN LabTech CO., LTD).

- Balance de précision.

- Autoclave.

- Réfrigérateur.

- Bec benzene.

- Micropipettes.
3.2. Matériel biologique

3.2.1. Souches bactériennes et leurs origines

Les souches indicatrices (souches sur lesquelles est testée 1'action inhibitrice des bactéries
productrices de facteurs antibactérien) ont €té isolées et identifié¢es par la doctorante Melle Amra
Amel au niveau du laboratoire de recherche des Molécules Bioactives et Applications : S8E14
Merg E. coli isolée de merguez, S19 E21 Merg Klebsiella pneumoniae ssp ozaneae isolée de
merguez, S15 E23 lait Raoultella terrigena isolée de lait cru, S43 E9 AS VP Serratia odorifera
isolée de viande de poulet. Ces souches sont ¢galement multirésistantes aux antibiotiques et
productrices de béta-lactamases a spectre ¢largi (BLSE) (Tableau 05). Cependant, les souches de
référence utilisées sont : Micrococcusluteus ATCC 4698, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 14579 et Listeria monocytogenes ATCC

7644 appartiennent a la collection de notre laboratoire.
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4. Méthode

4.1. Provenance des souches lactiques et leur identification

Les souches lactiques utilisées dans notre travail (07 souches lactique) sont isolées et
identifiées par Zouari Souad et Benarfa Taki Eddine dans le cadre d’'un mémoire de Master
sous la direction de Pr Mechai Abdelbasset et Dr Debabza Manel.
Les souches lactiques sont identifiées au niveau de 1’espece et la souche par la galerie
biochimique API 50 CHL (tableau 06).

Tableau 06 : Les bactéries lactiques identifiées

Code des
souches Origine d’isolement Espéce . présumée
01 Klila Lactobacillus plantarum
02 Dhan Lactobacillus paracasei
03 Jben Lactobacillus plantarum
04 Jben Lactobacillus paracasei
05 Klila Lactobacillus reuteri
06 Zebda Lactobacillus paracasei ssp paracasei
07 Jben Enterococcus faecium

4.2. Conservation des souches lactique
Pour affirmer la viabilité des bactéries sélectionnées, deux techniques de conservation ont été

employées :

* conservation courte durée par culture en duplicate sur une gélose de conservation a 4°C.

* conservation longue durée en triplicata par congélation a -20C° en présence du glycérol a
20 % de micro-cryotube contenant soit de lait écrémé ou de milieu d’enrichissement

adapté ensemencées par un seul isolat lactique.

4.3. Conditions de croissance
La croissance et la survie des BL dépendent de différents facteurs tels les milieux et les
caractéristiques physico-chimiques de culture. Pour leur isolement ou méme enrichissement,

plusieurs milieux peuvent étre adoptés :
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* Le milieu M17 proposé par (Terzaghi et Sandine, 1975) pour l’isolement des
streptocoques lactiques.

* Le milieu MRS proposé par (De Man et al., 1960) pour la culturation des Lactobacilles.

* Le lait écrémé stérile a 10% utilisé pour I’enrichissement ou la conservation en cas
d’addition avec le glycérol.

En raison de I’appartient de ce type bactérien au groupe microaérophile, son incubation
s’effectue dans les conditions d’anaérobiose avec une incubation a 30C° pendant24-48H
(Fitzsimons et al., 1999).

La composition de tous les milieux utilisés dans la recherche est présente dans la partie

annexe.

4.4. Mise en évidence du pouvoir inhibiteur des bactéries lactiques
La recherche d’éventuelle production de substances inhibitrices par les bactéries lactiques est

réalisée selon deux méthodes :

4.4.1. Méthode de détection indirecte

Les souches purifiées sont testées pour la production de substances antibactériennes
autres que les acides organiques suivant la méthode des puits (méthode indirecte) de méthode de
(Barefoot et Klaenhammer, 1983) (figure 07 b). Un bouillon MRS est inoculé par la souche a
tester au 1/10° & partir d'une culture de 18 h & 37°C (fin de la phase exponentielle) de fagon a
obtenir 10> & 10° UFC/ml, puis incubé pendant 18 h 4 37°C. La culture obtenue est centrifugée a
4500 g pendant 20 min et a 4°C. Le surnageant est ajusté¢ a pH 6 avec de la soude 1M (Merck),
puis filtré (filtre d'ester mixte de cellulose, 0,45 um, Costar). Le filtrat obtenu constitue I'extrait
de culture. Parallelement, des boites de Pétri sont préparées de la facon suivante : des boites sont
recouvertes de 10 ml de gélose MH ensemencée avec une souche indicatrice. Apres
solidification, des puits de 6 mm de diametre sont creusés dans la gélose a 1'aide d'un tube stérile.
Les boites sont ensuite séchées pendant 20 min, avant que les puits soient remplis d'extrait de
culture (80 ul). Apres diffusion complete de ce dernier dans la gélose (1 a 2 h a température
ambiante), les boites sont incubées pendant 18 h a 37°C, puis examinées pour la présence de
zones d'inhibition (zones claires dans une nappe trouble formée par la croissance de la bactérie

indicatrice) autour des puits.
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4.4.2. La méthode directe

Selon Fleming et al (1975), consiste a cultiver les deux souches dans le méme milieu en
double couche. Sur du MRS solide tamponné et a partir des cultures jeunes des souches de
bactéries lactiques (un spot de la souche a caractériser en phase exponentielle de croissance),
qu’on a incubé a 30°C pendant 24h. On a versé¢ 1ml de cultures jeunes de bactéries pathogeénes
(Micrococcus luteus ATCC 4698, Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC
25922, Bacillus cereus ATCC 14579 Klebsiella pneumoniae, Serratia odorifera, Raoultella
terrigena) dans 7ml de MH semi-solide (contenant 0,7% d’agar-agar) qu’on a versé par-dessus la
premicre gélose conformément a la méthode de la double couche. Apres solidification du milieu,
les boites de Pétri sont mise a 37°C pendant 24h. La lecture des résultats consiste a déterminer la
présence d’un halo clair autour des souches ensemencées en touche et de mesurer leurs

dimensions (Figure 07 a).

Colonies avec zones d'nhibition Surnagent de la culture
bacténerme

S
- e ! )N La surcouche de géose
avee souche indicatrice

. \\ ® 7 Géose MRS contenant
\5/ - les bactéries lactiques
Boite de Péant Gélose de support

zone d'inhibition, apres mcubation 18 heures 2 37°C

Figure 07 : Méthodes utilisées pour la recherche des substances antimicrobienne. (a) méthode

de la double couche, (b) méthode de diffusion en puits (Barefoot et Klaenhammer, 1983).
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Résultats et discussion

II. Résultats et discussion

1. L’activité antimicrobienne et spectre d’action des bactéries lactiques
L'activité antimicrobienne de toutes les souches lactiques isolées de produits laitiers préparés
traditionnellement a ét¢ évaluée contre une variété de bactéries a Gram positif : Bacillus cereus
ATCC 14579, Micrococcus luteus ATCC 4698, Listeria monocytogenes ATCC 7644 et
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ainsi que des bactéries a Gram négatif multirésistantes aux
antibiotiques. 1l s’agit des souches: E.coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae, Serratia
odorifera, Raoultella terrigena, et également contre une souche fongique qui est Aspergillus

fumigatus LB22 par les deux méthodes: la méthode des puits et des spots.

1.1. Test des puits
Les résultats de I’interaction obtenue, révelent la présence d’une zone claire au tour des

puits.

Les résultats de I’interaction entre les extraits des bactéries lactiques et les bactéries
pathogeénes Gram positives ainsi que la souche fongique sont mentionnés dans les (figures 08 a,

b, ¢ et d) suivantes :
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Figure08 : Mise en évidence de I’activité¢ antimicrobienne des souches lactiques contre les
souches indicatrices ; (A) Staphylococcus aureus [ATCC 25923], (B) Listeria monocytogenes
[ATCC 7644], (C) Micrococcus luteus [ATCC 4698], (D) Aspergillus fumigatus [LB22].

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 07).
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Tableau 07 : L’activité antimicrobienne des souches lactiques contre les bactéries Gram

positives et une souche fongique par la méthode des puits (Barefoot et Kaenhammer, 1983).

Les souches lactiques
Souches

e ae . S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
indicatrices

Staphylococcus
aureus 4 0 7 4 6 5 0
ATCC 25923

Listeria
monocytogenes 0 0 0 0 0 0 0
ATCC 7644

Micrococcus
luteus 0 0 0 0 0 0 0
ATCC 4698

Aspergillus
fumigatus 0 0 0 0 0 0 0
LB22

Ces résultats sont aussi représentés et exemplifiés dans le graphique suivant (Figure 09) :

8

7
E
E 6
&
2.5
c
2
-
5 4
=
.:g 3 - M Staphylococcus aureus
2
s 2 -
N

1 =

0 =1 T T T T T T

51 52 53 54 55 56 57

Les souches lactiques
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Figure 09 : Diamétres des zones d’inhibition exercés par les souches lactiques sur
Staphylococcus aureus ATCC 25923 par la méthode des puits.

D’apres les résultats obtenus, il parait que les surnageants neutralisés a pH = 6.5 des 7

souches lactiques testés montrent une activité :

» Minime : envers la souche Staphylococcus aureus [ATCC 25923] avec des zones
d’inhibition allant de 4 a 7 mm par les souches S1, S3, S4, S5 et S6. Par contre, les

souches S2 et S7 se sont avérées inactives envers cette derniére.

» Nulle : envers la souche Listeria monocytogenes [ATCC 7644], Micrococcus luteus

[ATCC 4698] et Aspergillus fumigatus LB22.

1.2. La méthode des spots
Le criblage primaire a indiqué que les sept souches lactiques étudiées, manifestent une
activité antagoniste vis-a-vis de presque la totalité des germes cibles testés en formant des zones
d'inhibition autour des points de culture avec une différence de taux d'activité inhibitrice qui

varie d'une souche a une autre (figures 10, 11, 12, 13, 16, 17, 18 et 19).

Cependant, une activité antagoniste inexistante par la souche lactique (7) a été observée

vis-a-vis de et quelques souches pathogénes et souche fongique

Figurel0 : Mise en évidence de 1’activité antimicrobienne des souches sélectionnées vis-a-vis de

Staphylococcus aureus ATCC 25923, par la méthode de spot.
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Figure 11 : Mise en évidence de ’activité antimicrobienne des souches lactiques vis-a-vis de

Bacillus cereus ATCC 14579, par la méthode de spot.

Figure 12 : Mise en évidence de I’activité antimicrobienne des souches sélectionnées vis-a-vis

de Micrococcus luteus ATCC 4698, par la méthode de spot.
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Figure 13 : Mise en évidence de ’activité antimicrobienne des souches lactiques vis-a-vis

d’Aspergillus fumigatus LB22, par la méthode des spots.

Les résultats des tests des différentes souches lactiques sélectionnées vis-a-vis des
souches indicatrices a Gram positif, exprimés en mm, sont présentés dans le (tableau 08). La

mesure des diamétres des zones d’inhibition a été faite avec un pied a coulisse.

Tableau 08 : L’activité antimicrobienne des souches lactiques contre les bactéries a Gram positif

par la méthode des spots.

Souches lactiques sélectionnées
Souches
indicatrices - S2 S3 S4 S5 S6 S7
Staphylococcus "
aureus 15 14 14 12 11 11
ATCC 25923
Micrococcus
luteus = 14 15 18 9 15 17
ATCC 4698
Bacillus cereus 18 12 15 16 10 12 10
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ATCC 14579

Aspergillus
Sfumigatus 12 0 9 8 0 12 0
LB22

Ces résultats sont aussi représentés et exemplifiés dans les graphiques suivants (figures 14, 15) :

s1 S2 S3 sS4 S6 S7

M Staphylococcusaureus B Micrococcusluteus kB cereus

20
18
16
1
1
1

=T =Y

Zone d'inhibition en mm

(=T S A = T = I = -]

S5

Les souches lactiques

Figure 14 : Diamétres des zones d’inhibition exercés par les souches lactiques sur les souches

indicatrices a Gram positif par la méthode des spots.
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Aspergillus fumigatus

14

12

i I I | M Aspergillus fumigatus
T T T T T T 1
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

Les souches lactiques

Zone d'inihition en mm

Figure 15 : Diamétres des zones d’inhibition exercés par les souches lactiques sur la souche

fongique Apsergillus fumigatus 1LB22 par la méthode de spot.

1.2.1.1.Gram négatif

Figure 16 : Mise en évidence de I’activité antimicrobienne des souches lactiques vis-a-vis

d’E.coli ATCC 25922, par la méthode des spots.
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Figure 17 : Mise en évidence de 1’activité antimicrobienne des souches lactiques vis-a-vis de

Klebsiella pneumoniae, par la méthode des spots.

Figurel8 : Mise en évidence de 1’activité antimicrobienne des souches lactiques vis-a-vis de

Serratia odorifera, par la méthode des spots.
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Figure 19 : Mise en évidence de 1’ activité antimicrobienne des souches lactiques vis-a-vis de

Raoultella terrigena, par la méthode des spots.

Les résultats des tests d’inhibition des différentes souches lactiques sélectionnées vis-a-
vis des souches indicatrices a Gram négatif, exprimés en mm, sont présentés dans le (tableau

09). La mesure des diametres des zones d’inhibition a €té faite a un pied a coulisse.

Tableau 09 :L’activité antimicrobienne des souches lactiques contre les bactéries a Gram négatif

par la méthode de spot.

Souches lactiques sélectionnées
Souches
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
indicatrices
E.coli
15 12 13 11 10 9 6
ATCC 25922
Klebsiella
13 15 14 14 14 9 7
pneumoniae
Serratia
20 13 15 13 14 9 0
odorifera
Raoultella
11 6 10 7 8 10 0
terrigena
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Ces résultats sont aussi représentés et exemplifiés dans le graphique suivant (figure 20) :

25
€ 20
E
&
=15
§ B E.col
=
% H Klebsiella pneumoniae
= 10
- i Serratia odorifera
U
5 5 aoutella terrigena
N

0]

51 52 53 54 55 S6 57
Les souches lactiques

Figure 20 : Diamétres des zones d’inhibition exercés par les souches lactiques sur les souches

indicatrices a Gram négatif par la méthode des spots.

Les deux tableaux précédents (08) et (09) représentent les résultats obtenus par le test des
spots. Ils montrent clairement que les sept souches lactiques utilisées ont une activité inhibitrice

contre les souches indicatrices a Gram positif et a Gram négatif.

Les souches isolées S1, S2, S3, S4, S5, S6 et S7 sont plus actives vis-a-vis des bactéries

pathogenes a Gram positif que celles a Gram négatif.

Concernant les bactéries a Gram positif, les activités les plus prononcées sont effectuées par
la souche S1 envers B. cereus ATCC 14579 et par la souche S4 envers Micrococcus luteus

ATCC 4698, par des zones d’inhibition de 18 mm chacune.

Par contre, les activités les plus faibles sont effectuées par la souche S3 et S4 contre
Aspergillus fumigatus 1. B22, ainsi que la souche S5 contre Micrococcus luteus ATCC 4698, par

des zones d’inhibition a I’ordre de 9, 8 et 9 mm respectivement.

Dans le cas des bactéries a Gram négatif, Serratia odorifera s’est avérée étre la plus sensible
a Dactivité de la souche S1, par une zone de lyse de 20 mm de diametre. Par contre, elle a été

résistante a 1’effet inhibiteur de la souche S7.
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En outre, des zones d’inhibitions importantes de 15 mm ont été remarquées vis-a-vis d 'F.coli
ATCC 25922 par la souche S1, K. pneumoniae par la souche S2 et envers Serratia odorifera par

la souche S3.

Cependant, ’activité¢ de la souche S7 s’est avérée la plus faible, ou on a obtenu des zones
d’inhibition de 6 et 7 mm de diamétre contre E.coli ATCC 25922 et K. pneumonia. Par contre,

elle a été inactive envers Serratia odorifera et Raoultella terrigena.

Enfin, on remarque que les souches S2, S5 et S7 n’exercent aucune inhibition vis-a-vis de la

souche fongique Aspergillus fumigatus LB22.

L’activité antagoniste de 7 souches de bactéries lactiques isolées a €t€¢ mise en évidence
par ’inhibition de la croissance bactérienne des souches cibles testées selon la technique de

diffusion en puits et la méthode des spots.

Concernant la variabilité de 1’effet antimicrobien des souches isolées, (Schillinger et

lucke, 1989) ont remarqué une différence dans 1’ effet antimicrobien selon la méthode utilisée.

D’apres les résultats obtenus par le test des puits, on remarque que les surnageants des
souches de lactobacilles isolées, neutralis€és a pH= 6,5 ont inhibé seulement la croissance de S.
aureus ATCC 25923 ; ou on a enregistré des zones d’inhibition de ’ordre de 4, 7, 4, 6 et S mm
par les souches S1, S3, S4, S5 et S6 respectivement. Des résultats similaires ont €té observés par

(Zouari et Benaarfa, 2018) et par (Izerghouf et Habhoub, 2021).

Toutefois les autres lactobacilles ainsi qu’Enterococcus faecium n’ont montré aucune
activité vis-a-vis des autres pathogenes. Ces résultats sont en contradiction avec ceux de
(Mechai et Kirane, 2008) et (Daoudi et Khelief, 2018) qui ont démontré la présence d’une
activit¢ antimicrobienne. Ils ont observé des degrés variables d’inhibition de divers
microorganismes pathogeénes par des surnageants de culture de bactéries lactiques. Dans le cas
de (Mechai et Kirane, 2008), ils ont obtenu des zones de lyse importantes contre Listeria
monocytogenes supérieures a 10 mm effectuées par Lactobacillus plantarum et Lactobacillus

brevis.

(Song et Richard, 1997) ont rapporté que la résistance de Listeria aux bactériocines est

due principalement a la composition chimique de la membrane.
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Pour la souche Micrococcus luteus ATCC 4698, nos résultats se concordent avec ceux de

(Izerghouf et Habhoub, 2021), aucun pouvoir antimicrobien n’a été observé.

Selon Labioui et al (2005), D’activit¢ antimicrobienne difféere d’une souche de
Lactobacillus a I’autre. L’absence d’activité antimicrobienne ne signifie pas forcément que la
substance est absente ou pas assez active, mais cela peut étre dii a une mauvaise diffusion de

celle-ci, dans le milieu, car n’étant pas polaire ou bien constituée de composés non polaires.

Quant aux résultats de test d’antagonisme obtenus par la méthode des spots, on observe
que la majorité des souches lactiques présentent une activité inhibitrice avec des degrés variables
d’inhibition plus ou moins prononcés. Ces résultats indiquent que les souches lactiques sont
capables de synthétiser des substances inhibitrices ayant une activit¢ antimicrobienne et ne
présentent pas le méme spectre d’action vis-a-vis de ces pathogeénes. La majorité sont actives
contre les souches indicatrices a Gram positif mais pas contre toutes les bactéries indicatrices a
Gram négatif et la souche fongique ; on a observé que la souche S7 est totalement inactive vis-a-
vis de Serratia odorifera et Raoultella terrigena. De plus, les souches S2, S5 et S7 sont inactives

vis-a-vis de I’ Aspergillus fumigatus 1L.B22 (aucune zone d’inhibition).

Nos résultats se rapprochent de ceux cités par plusieurs études menées dans le méme
contexte que le ndtre 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 (Izerghouf
et Habhoub, 2021).

Selon Lewis et al (1991), I’absence des zones d’inhibition par la méthode de spot peut
étre a lorigine de plusieurs facteurs, notamment 1’agrégation des molécules de bactériocines
entre elles, ’hydrolyse des bactériocines par des protéases non spécifique et une faible

concentration en bactériocines dans le surnageant sous 1’effet de la dilution.

Cependant, presque toutes ces BL ont une activité antimicrobienne importante envers
Staphylococcus aureus ATCC 25923, dont I’intervalle des diamétres des zones d’inhibition est
compris entre 11 et 15 mm. On remarque que la souche lactique S2 présente I’activité la plus

importante avec un diametre de zone d’inhibition de 15 mm.

Nos résultats sont en cohésion avec ceux trouvés par (Khodja, 2017), qui a trouvé des

zones d’inhibition entre 12 et 16 mm de diamétre.
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En revanche, ils sont inférieurs a ceux de (Rahmeh ez al, 2019), qui ont obtenu des
zones d’inhibition assez importantes de 13 mm par Lb. reutri, 18 mm par Lb. brevis, 20 mm par

Lb. Plantarum et 34.7 mm par En. faecium.

(Belhamra, 2017) a trouvé que Staphylococcus aureus est la plus sensible a 1’action des
bactéries lactiques avec un diametre compris entre 30,5 a 43,5mm. Ces inhibitions peuvent étre

dues a une variété des substances inhibitrices produites par les bactéries lactiques.

Les résultats les plus faibles de I’effet antagoniste sont obtenus par (Heikkila et al.,
2003) par des bactéries isolées a partir de lait maternel, dont le diamétre des zones d’inhibition

est compris entre 1 et 2 mm.

D’apres (Leonard, 2013), Ieffet bactéricide des souches lactiques peut étre attribué a
divers facteurs comme la compétition nutritionnelle et pour l'espace ainsi la production d’un
ensemble de métabolites possédant des propriétés antimicrobiennes. Ces métabolites sont des
acides organiques (principalement 1’acide lactique), le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de
carbone, le diacétyle, la reutérine et les bactériocines. Le métabolite antimicrobien que
produisent toutes les bactéries lactiques est I’acide lactique, ce métabolite modifie le pH du

milieu et peut avoir une influence sur les bactéries pathogenes telle que Staphylococcus aureus.

(Charlier et al., 2009 ; COMA et al., 2001) montrent que le potentiel antagoniste de
bactéries lactiques peut également étre attribué a la production de bactériocines qui sont actives

contre S. aureus.

Contrairement aux résultats obtenus par la technique de diffusion en puits, on remarque
que la souche Micrococcus luteus ATCC 4698 présente des zones d’inhibition importantes par la
méthode des spots de ’ordre de 15, 14, 15, 18, 9, 15 et 17 mm par les souches S1, S2, S3, S4,
S5, S6 et S7 respectivement.

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

zones d’inhibition allant de 13 a 24 mm.

Le test d’antagonisme des sept souches lactiques contre Bacillus cereus ATCC 14579 a
révélé une forte activité inhibitrice avec des zones d’inhibition allant de 10 & 18 mm. La zone la

plus importante de 18 mm est effectuée par la souche S1.
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Nos résultats sont inférieurs a ceux de (Belhamra, 2017), qui a trouvé des diamétres
d’inhibition allant de 28,5 a 41mm par Lactobacillus plantarum ainsi qu’aux résultats de

(Izerghouf et Habhoub, 2021).

(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 pneumoniae, Raoultella terrigena et Serratia odorifera. Ces recherches sont
semblables a notre étude dont on a remarqué apres la mise en évidence de 1’activité antagoniste
par la méthode de spot, que nos souches lactiques exercent une activité qu’on peut dire

importante sur les bactéries a Gram négatif.

On peut dire que les diamétres des zones d'inhibition d’E.coli ATCC 25922 sont
importants pour la majorité des souches lactiques. Ils sont compris entre 6 et 15 mm, on

remarque un diamétre plus élevé par les deux souches S1 et S3 de I’ordre de 15 et 13 mm.

Nos résultats sont inférieurs a ceux de (Rahmeh ez al., 2019) qui ont trouvé une activité
importante de 17 mm par Lb. brevis, 21.7 mm par Lb. reutri, 24 mm par Lb. plantarum et 35mm
par En. faecium. Par contre, ils sont en accord avec ceux de (Alouane et Belkadi, 2019) et
supérieurs a ceux de (Azhar et al., 2015), qui ont trouvé des zones d’inhibition plus réduites de
0.81 a 2.5 mm par I’isolement de 128 souches lactiques a partir de centaines d'échantillons de

saucisses collectés dans différents supermarchés.

D'apres (Mami et al, 2012), la production d'acide lactique, de l'acide acétique et la
diminution consécutive du pH sont de loin les plus importants facteurs d'inhibition. Dans une
¢tude menée par (Mami, 2013), il est suggéré que I’inhibition de I’espece de Lactobacillus
plantarum a 1'égard de souche pathogene E. coli est attribuée a des bactériocines (Taylor, 2005)
a montré qu'E. coli est inhibée par I'acide lactique a pH 5,1. Une étude d’(Antonio et al., 1999) a
montré que la production d'acide lactique, d'H202, de bactériocines et d'autres substances
antimicrobiennes par les lactobacilles contribuent, avec le maintien d'un pH acide inférieur a 4,5
a produire un effet barriere réduisant fortement les risques d'infection (Izerghuf et Habhoub,

2021).

Cependant, les souches S1, S2 et S3 présentent une activité plus prononcée a 1’égard

d’Enterobacter (Klebsiella pneumoniae et Raoultella terrigena) avec des diamétres de zone

50



Résultats et discussion

d’inhibition dans I’intervalle de 7 a 15 mm et 6 a 11mm. La souche S2 est considérée la plus

active avec 15mm de diametre contre Klebsiella pneumoniae.

Nos résultats sont en contradiction a ceux de (Bouzaid et al., 2016) qui ont eu une
activité nulle contre K. pneumoniae par les lactobacilles isolés de deux biotopes (lait cru de vache
et viande hachée de dromadaire) et inférieurs a ceux de (Alouane et Belkadi, 2019) qui ont
montré que les lactobacilles ont un effet antagoniste sur K. pneumoniae avec des zones

d’inhibition qui varient entre 26 et 39mm.

Selon Gaamouche et a/ (2014), I’inhibition de ce type de bactéries peut probablement &tre
due au pouvoir acidifiant élevé des bactéries lactiques, ainsi la production d’autre type des acides
organiques qui vont diffuser vers le cytoplasme et modifier son pH donc la mort de la cellule

cible.

A noter que I’effet des souches lactiques qui représentent une activité antimicrobienne
bien distinct a I’égard des souches pathogénes utilisées dans le test des spots est di soit a la
concentration des substances, soit a la résistance de ces souches cibles a ces substances (Alouane

et Belkadi, 2019).

Parmi les quatre bactéries a Gram négatif qu’on a utilisé (E.coli ATCC 25922,
K.pneumonia, Raoultella terrigena et Serratia odorifera), ¢’est la souche Serratia odorifera qui
a été la plus sensible envers 1’activité antagoniste des souches lactiques et plus précisément par la
souche S1 avec une zone d’inhibition de 20mm. En revanche, la souche S7 n’a montré aucune

activité inhibitrice envers cette derniere et notamment envers Raoultella terrigena.

La croissance des bactéries a Gram négatif en présence des bactéries lactiques
antagonistes peut étre due principalement a la présence d’une membrane externe qui constitue
une véritable barriere et empéche les bactériocines a d’atteindre la membrane interne (Mekri,

2016).

Les résultats de I’activité antifongique ont démontré que seulement les souches lactiques
S1, S3, S4 et S6 sont capables de produire des substances inhibitrices dirigées contre Aspergillus

fumigatus LB22 avec un diametre d’inhibition de I’ordre de 12, 9, 8 et 12 mm.

Selon Delavenne (2012), les activités antifongiques retrouvées chez les bactéries

lactiques sont souvent des souches dépendantes. Néanmoins, certains genres et especes semblent

51



Résultats et discussion

plus actifs que d’autres. Le genre Lactobacillus est le plus retrouvé dans les travaux sur la

recherche d’activités antifongiques des bactéries lactiques.

L’activité antifongique des bactéries lactiques n’est pas encore totalement élucidée, les
molécules impliquées et mécanisme d’action non plus. Il s’agit de métabolites primaires et
secondaires issus de la fermentation et des différentes voies de dégradation utilisées par les
bactéries lactiques. Cependant, selon Crowley et al (2013), les bactéries lactiques produisent de
nombreux métabolites antifongiques tels que les acides organiques, le diacétyle, les
antimycotiques bioactifs, peptides, acides gras, acides carboxyliques, bactériocines, peroxyde
d'hydrogene, lactones, alcools, CO2 et la reutérine qui ont la capacité d’inhiber la croissance
fongique. Elles peuvent aussi dégrader les mycotoxines telles que ; les ochratoxines, les

aflatoxines et les toxines de Fusarium (Izerghouf et Habhoub, 2021).

Les variations des zones d’inhibition sont dues au 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).

Pour conclure on remarque que dans notre cas, l'activité inhibitrice des Lactobacillus et
Enterococcus était plus importante envers les bactéries a Gram positif contrairement aux
résultats de (Alouane et Belkadi, 2019), qui ont constaté qu’ils ont une activité inhibitrice sur
les bactéries a Gram négatif nettement supérieure a celle observée contre les pathogenes a Gram

positif.
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Conclusion et perspectives
Les bactéries lactiques se comportent comme d’excellents ambassadeurs d'un monde
microbien souvent calomnié. L’un des intéréts de recherche sur ces dernieres est de développer
une stratégie permettant de limiter la croissance des germes indésirables afin de prolonger la date
limite des produits alimentaires sans qu’ils ne perdent leurs valeurs nutritives et leurs qualités

organoleptiques.

Le but de notre travail consiste a vérifier I'effet inhibiteur des bactéries lactiques vis-a-vis

de quelques bactéries pathogénes a Gram positif et négatif multi résistantes aux antibiotiques.

L’activité antagoniste des sept bactéries lactiques sélectionnées est mise en évidence vis-
a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus ATCC 4698, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Bacillus cereus ATCC 14579, Aspergillus fumigatus 1LB22, E.coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae, Raoultella terrigena et Serratia odorifera.

Les résultats obtenus par la méthode des spots ont révélé que la majorité des isolats
produisent et excrétent des substances inhibitrices capables d'inhiber la croissance et la
prolifération des souches pathogénes et fongiques testées. Par contre ceux obtenus par la
méthode des puits ont indiqué que seulement Staphylococcus aureus ATCC 25923 a été sensible
a ’effet inhibiteur. Cependant 1’absence de 1’activité antimicrobienne ne signifie pas forcément
que la substance est absente ou pas assez active, mais cela peut étre dii a une mauvaise diffusion

de celle-ci dans le milieu.

L’activité inhibitrice des bactéries lactiques serait probablement due a la synergie entre
les différents métabolites : les acides organiques, le diacétyle, le peroxyde d’hydrogene et les

bactériocines.

Les résultats obtenus par la présente étude restent préliminaires, ils doivent étre

complétés par une série d’autres tests a savoir :

> 1l serait intéressant d’approfondir les investigations physico-chimiques et biologiques sur ces

souches afin d’isoler les molécules responsables des activités observées (thermo- stabilité,
sensibilit¢ aux enzymes protéolytiques, glycolytique et lipolytiques, activit¢ a différents pH,

sensibilité aux détergents).
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> Rechercher la nature exacte des facteurs inhibiteurs (I’acide lactique, peroxyde d’hydrogene,

bactériocines).
> Elargir I’étude de I’activité sur d’autres bactéries a Gram positif et négatif.

> L’étude des mécanismes d’action de ces différentes souches.
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Annexes




Annexe 01

Petit matériel
- Anse de platine.
- Portoir des tubes.
- Spatule.
- Béchers.
- Pipettes graduées.
- Des bocaux en verre pour récupérer les milieux.
- Boites de Pétri de 10 cm de diameétre et de 2cm de hauteur.
- Ecouvillons.
- Tubes a essais.

Annexe 02

Formule des milieux de culture

1. Milieu MRS (Man, Rogosa, Sharpe) / Conda /pronadisa- Espagne :

Quantité

Composition o\l Préparation
Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
Peptone 10
-Verser 31g de MRS agar
Acétate de sodium 5 dans un bécher.
Citrate d’ammonium 2 -Additionné I'eau distillé
Pour obtenir un volume
Glucose 20 total de 1L.

-Agitation jusqu’a
0,20 dissolution compléte et
I”ébullition.

Sulfate de manganése

Sulfate de magnésium 0.05 _Répartir en flacons.
-Autoclavage : 121°C
Phosphate dipotassique 2 pendant 12min.
Agar-agar (uniquement
. 15
gélose)
Tween 80 1,08

pH du milieu prét -a- I’emploi a 25°C : 6,4 £ 0,2



2. Mueller Hinton /HIMEDIA :

Quantité
Composition Préparation
g\l
Infusion de viande de 300
Boeuf -Dans un bécher peser 19 g
du MH poudre.
Amidon 1.5
-Ajouter 500ml d’eau
— distillée.
Hydrolysat de caséine 17.5
-Agitation en chauffant
jusqu’a dissolution compléte
et I’ébullition.
-Répartir dans des flacons
Agar 15 ou des tubes.

-Stériliser a I’autoclave

:121°C pendant 20min.

pH du milieu prét -a- I’emploi : 6,5+ 0,2/ 7+ 0,2




3. Gélose nutritive standard Plate Count Agar (P.C.A)/Conda/ pronadisa-

Espagne
Composition Qu;‘ltlte Préparation
Extrait de viande 1.0g
Extrait de levure 2.0g
Peptone 5.0g .
-Dans un bécher peser 10 g
du milieu déshydraté.
Chlorure de sodium 5.0g
-Ajouter 500ml d’eau
distillée.
-Agitation en chauffant
jusqu’a dissolution compléte
et I’ébullition.
-Répartir dans des tubes ou
15.0g flacons.

Agar

-Stériliser a I’autoclave :
121°C pendant 20min.

pH du milieu prét -a- I’emploi a 25°C : 7.4 £ 0,2




4. Bouillon nutritive /Biokar diagnostics-France :

Composition Qu;lltlte Préparation
Peptone 10 -Mettre en solution 1.3 g du
milieu déshydraté avec
Extrait de viande 5 100ml d’eau distillé.
-Agiter lentement jusqu’a

dissolution complete.

- Répartir dans des tubes ou
Chlorure de sodium 5

des flacons.

-Autoclavage : 121°C
pendant 15min.

pH du milieu prét -a- I’emploi a 25°C : 7.0 £ 0,2

5. Gélose M17 /Biokar diagnostics-France :

Composition Qu;lltlte Préparation
Extrait de levure 2.5
Extrait de viande 5
Tryptone 2.5
-Verser 57.2g du milieu
déshydraté dans un bécher.
Peptone papainique 5
-Additionné un litre d'eau
distillé.
Peptone pepsique de viande
P pepsiq 2.5 -Agiter lentement jusqu’a
dissolution compléete, en
Acide ascorbique 0.5 chauffant.
-Répartir en flacons.
Lactose 5
- Stérilisé a I’autoclave
Glycérophosphate de o :115°C pendant 20min.
sodium
Mg SO4 0.25
Agar-agar 15

pH du milieu prét -a- I’emploi a 25°C : 7.1 £ 0,2




6. MRS « Man-Rogosa-Sharp » Bouillon (Conda®)

Composition Qu;lltlte Préparation
Dextrose 20g
Peptone bactériologique 10g
Extrait de boeuf 8g -Dans un bécher peser 10.45
g du milieu déshydraté.
Acétate de sodium S5g :
-Ajouter 200ml d’eau
distillée.
Extrait de levure 4g
-Agitation jusqu’a
Phosphate Dipotase dissolution compléte et
2g o g o
1”ébullition.
Citrate d'ammonium 2 -Répartir chaque 3ml dans
un tube avec micropipette.
Tween 80 lg -Stériliser a I’autoclave
:121°C pendant 20min.
Sulfate de magnésium 0.2g
Manganese sulfate 0.25¢g

pH du milieu prét -a- I’emploi a 25°C : 5.7+ 0,2




