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Introduction

I ntroduction

Cesderniéres anneées, lafréquence des bactériesrésistantes aux antibiotiques est entrain
d accroitre, causant de graves problémes de santé pour I'homme les animaux et
I”environnement. Larecherche d’ alternativesinfaillibles et slires outre que | es antibiotiques qui
s averent inefficaces a susciter I'intérét de plusieurs chercheurs. En effet |es bactéries lactiques
productrices de bactériocines constitues un exemple typique et prometteur pour I’ élimination
des bactéries pathogenes d’ origines alimentaires et cliniques et venir about de lamenace majeur
de I’ antibiorésistance sur la santé et la vie humaine.

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif constituent un groupe
hétérogene de microorganismes produisant de I’ acide lactique comme produit principal du
meétabolisme dont |ataxonomie est régulierement remise ajour avec la progression des données
moléculaires. Elles colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers,
laviande, les végétaux et les céréaes et font partie de la flore intestinale et vaginale humaine
ou animale.

Il est bien connu que les bactéries lactiques occupent une place importante dans les
technologies laitieres. D’ailleurs beaucoup de travaux ont été entrepris en Algérie pour la
préparation de ferments locaux a partir de bactéries lactiques indigénes isolées de plusieurs
produits alimentaires traditionnels et lait cru de différentes espéces animales (vache, chevre,
brebis et chamelle).

En plus de leur statut GRAS (Generally Recognized As Safe), les bactéries lactiques
disposent de plusieurs propriétés pertinentes a savoir les effets probiotiques remarquables, la
production de composants inhérents au microbiote humain notamment |es bactériocines.

L es bactériocines sont des peptides ou des protéines a synthese ribosomique, présentant
une activité bactéricide ou bactériostatique a I’ encontre d’ un grand nombre de germes. Leur
spectre d’activité peut étre plus ou moins large, quelque fois limité aux espéces proches
phylogénétiquement des bactéries productrices, cependant elles présentent des potentiels
thérapeutiquestrés attrayants et prometteurs dans | e biocontrdl e des pathogenes multirésistants.

A cet égard, nous nous sommes intéressés aux especes de bactéries lactiques du genre
Lactobacillus et Streptococcus et nous nous sommes attribué les objectifs suivants :

e L’isolement et I'identification des souches Lactobacillus et Streptococcus lactiques a
partir du lait cru delarégion de Tizi Ouzou ;
e L’éude de I'antagonisme de ces souches vis-a-vis des souches cliniques (BLSE

Staphylococcus aureus (SARM) et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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1. Définitions des bactérieslactiques

Les bactéries lactiques (LAB) sont des microorganismes unicellulaires procaryotes
hétérotrophes et chimio-organotrophes formant un group hétérogene constitué de cocci et de
bacilli (BADIS et al., 2005).

D’aprées (SALMINEN et al., 2004 ; KONIG e FROHLICH, 2009 ;
PRINGSULAKA et al., 2011), les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif dont
la teneur en guanine et cytosine (G+C) est inférieure a 50%, capables de croitre a des
températures comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant de 4.0 a 4.5. Ces bactéries sont
généralement immobiles et se caractérisent par la production d’ acide lactique comme produit
majeur du métabolisme. Leur division se déroule sur un seul plan a |’ exception des genres :

Pediococcus, Aerococcus, et Tetragenococcus.

2. Historique desbactérieslactiques

Apparus il y’'a environ trois (03) milliards d’ années bien avant les cyanobactéries, les
bactéries lactiques ont permis al’ homme de subvenir a ces besoins tant au niveau nutritionnel
(fabrication, amélioration, conservation des aliments), qu’ au niveau de sante et de bien-étre.

L'essor des bactéries lactiques a beénéficié de celui des grands mammiferes,
producteurs de lait, commenceil y a soixante-cing (65) millions d’ années.

Il S'est accentué lorsgue I’'homme est passé du statut de chasseur-cueilleur a celui
d éleveur, il y aquelques huit-mille (8 000) ans avant J.-C.

Trois-mille (3 000) ans avant J.-C, en Egypte, a Sumer ou en Macédoine, |’homme
sait contréler le phénomeéne de caillage du lait.

Tres rapidement, ces bactéries saverent utiles & I’homme et contribuent & la
production de nombreux produits alimentaires fermentés comme le fromage, le pain, levin, la
choucroute dans nos régions tempérées et des produits a base de céréales, de tubercules, de
poisson et de viande dans les régions intertropicales (PATRICK, 2001).

L’usage des ferments si universellement répandu sur notre planéte est un procédé
extrémement ancien. Les hommes savent en fait tirer profit des microorganismes depuis
I"antiquité ; ils ont rapidement observé que les aliments ne demeuraient pas intact tres
longtemps, qu’ils moisissaient, qu’ils pourrissaient qu’ils fermentaient.

Ce qui leur a permis d’ailleurs de tirer d’ avantages de certaines de ces transformations
naturelles en fabriquant des aiments qui n'aurait jamais existés sans la fermentation

microbienne.
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Finalement, la connaissance des microorganismes impliqués dans le processus de
fermentation est apparue bien plus tard avec la découverte de von leeuwenhoek et hooke en
1665. Puis, john lister démontra, en 1877, le réle d'une bactérie Bacterium lactis (appeler
aujourd hui Lactococcus lactis) dans les laits fermentés. Par la suite, la fermentation a été

définie par louis pasteur comme « Lavie sans|’air».

3. Caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) sont un groupe trés diversifié de bactéries fermentatives
et acido-tolérantes, présentent sous forme de coques, de bacilles ou de bacilles arrondis
(Figure 01) Gram-positifs, genéralement non sporulant, caractérisees par |'absence du
systeme de cytochrome (L1U et al., 2014). Il est intéressant de noter que lorsque de I'heme ou
de I'neme plus de la ménaquinone sont présents dans le milieu, certaines especes peuvent
respirer par voie aérobie en utilisant de I'oxygene comme accepteur final d'éectrons. La
respiration a un effet positif sur la croissance cellulaire car la biomasse bactérienne augmente
avec larésistance al'oxygene (LUCIANA et al., 2017).

(A) Lactococcus bulgaricus  (B) Lactococcus lactic (C) Sreptococcus thermophilus

T, 3 Lo
e < 4 E . i

Figure 01 : Bactérieslactiques sous forme de bacilles (A), coques (B), bacilles arrondis
(C) (FESSARD, 2017).

Elles sont généralement catalase négative, mais certaines possédent une pseudo-
catalase. Elles requierent 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, etc. Elles peuvent étre retrouvées dans |’ estomac et les
intestins d’ animaux et des étres humains ou dans I’ environnement. Leur capacité d’ adaptation
et de survie a une grande variété d environnement est sans doute a I’ origine de leur grande
diversité de métabolismes (FESSARD, 2017).
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Les bactéries lactiques dont le nom lui-méme est évocateur de caractéristiques
emblématiques du métabolisme de ce groupe bactérien, a savoir la production d'acide
lactique, souvent associés aux fermentations alimentaires. Leur capacité d utiliser plusieurs
sources carbonées conduit soit a la formation d’acide lactique comme seul produit final si
elles sont homofermentaires (voie d Embden Meyerhof Parnas), ou a la synthése de COs,
d' acide acétique et de I'éhanol en plus de I'acide lactique dans le cas ou dles sont
hétérof ermentaires ou hétérol actique la voie du 6-phosphogluconate ou encore connue comme

lavoie des hexoses monophosphates (L1U et al., 2014) (Figure 02).

FERMENTATION HOMOLACTIQUE

GLUCOSE
CATP
ADP

GLUCOSE 6-PHOSPHATE

FRUCTOSE &6-PHOSPHATE
CATP
ADP

FRUCTOSE 1,6-BISPHOSPHATE
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4. Milieux écologique des bactérieslactiques

Les LAB constituent un groupe bactérien omniprésent qui est largement répandu dans

les niches de produits laitiers, de viande (fermentée), de produits d’ origine végétae, du tractus
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gastro-intestinale et urogénitale des humains et des animaux, ainsi que du sol et de I'eau (L1U
et al., 2014).

Les études sur la diversité microbienne des niches et d'environnements inexplorés ont
conduit a l'isolement d'un nombre infini de nouvelles espéces bactériennes, qui peuvent
présenter des propriétés technologiques et/ou sanitaires spéciales ou uniques (Di CAGNO et
al., 2009 ; Di CAGNO et al., 2013 ; ENDO et SALMINEN, 2013 ; OLOFSSON ¢t al.,
2014).

Les especes du groupe L. plantarum et le groupe L. casei sont nomades ; se trouve de
maniere viable dans une grande variété de niches. Tant dis que, les groupes L. sakei, L.
vaccinostercus, L. collinoides, L. brevis et L. buchneri, sont susceptibles de vivre en liberté
(DUAR et al., 2017).

Les Leuconostoc colonisent différents habitats ; Leuc. citreuma été isolé a partir de
sources cliniques et de la nourriture, comme les levains de kimchi et du blé; Leuc.
dextranicum et Leuc. mesenteroides isolés des matieres premieres végétal es fermentescibles,
des fruits, des Iégumes et Purées (de choucroute) et jus de fruits. Weissella cibaria a éé
détecté dans les aliments fermentés d'origine végétale, ainsi que W. fabalis, qui a été isolé a
partir de la fermentation de féves de cacao ; W. mineure a éé trouveé a partir des boues issues
des machines de la traite des fruits et |égumes fermentés et salami sec fermenté (FESSARD
et REMIZE, 2017).

Cependant, les especes Lactococcus ont été trouvées sur la surface des plantes et des
animaux et des produits de ces origines, mais les habitats mieux reconnus sont le lait cru, le
fromage et autres produits laitiers (HOL ZAPFEL et WOOD, 2014).

(ASKARI et al., 2012) ont rapporté que Lactobacillus et Leuconostoc étaient les plus
abondants genres dans les raisins secs et les figues, suivie par Sreptocoque et dans une
moindre mesure, Pediococcus ; tandis que, (LINJORDET, 2016) a rapporté |I'isolement de
W. viridescens et W. ceti, lactis, garvieae, et Fructobacillus fructosus du jus deraisin frais.

Les bactéries lactiques ont toutefois la capacité de vivre en symbiose entre elles ainsi
gu’'avec un héte. La symbiose est une association intime et durable entre deux organismes
hétérospécifiques (especes différentes), parfois plus, comme telle, le tractus gastro-intestinal
des mammiferes est colonisé par les bactéries lactiques (Bifidobacterium, Lactobacillus,
Leuconostoc, et Weissdlla). De plus, |'appareil génital chez la femme est principa ement
colonisé par Lactobacillus, auxquelles il apporte des nutriments comme le glycogene, et
empéche I’invasion par Candida albicans (ZERGOUG, 2018).
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Gréce a leur souplesse d' adaptation physiologique, les LAB peuvent coloniser des
milieux tres différents du point de vue physicochimique et biologique (BOUL L OUF, 2016),
ains certains peuvent se retrouvés dans des endroits inhabituels, tel que I'isolement de L.
rossiae d'ananas bien que ce soit une espece souvent isolée de levain (Di CAGNO et al.,
2010). Ou le cas de I'espece associée alaviande L. curvatus qui a été isolé a partir de poivre
(Di CAGNO et al., 2009).

Parmi les sources peu explorées de LAB, les fleurs, les fruits et les légumes crus
constituent une niche remarquable. Ces matieres premieres ont une teneur élevée en glucides
mais faible en protéines et un pH Iégérement acide, ce qui en fait une niche appropriée pour
plusieurs micro-organismes (NAEEM et al., 2012). Les souches isolées de fruits et de fleurs
appartiennent a six genres de LAB, a savoir Enterococcus, Fructobacillus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc et Weissella, et 21 autres especes différentes (LUCIANA et al.,
2019).

Par ailleurs, FILANNINO et ses collaborateurs (2018) ont déclaré que méme si les
rapports sur les populations d'endophytes de LAB dans les plantes sont rares, les progrés sur
les interactions plantes-microbes ont mis en évidence leur importance en tant que nouvelle
classe de microbes favorisant la croissance des plantes. Jusqu'a présent, L. plantarum était la
seule LAB endophyte identifiée, tout au long du cycle de vie des plantes d'origan et de blé
(PONTONIO et al., 2018).

De plus, F. fructosus, L. kunkeei, et Ec. faecium, ont été isolées a partir du
pollinisateur Apis mellifera (AUDISIO et al., 2011, PACHLA et al., 2018). Ceci dit, florale
nectare qui éé considérée comme une simple sécrétion agueuse sucrée offerte par les plantes
afleurs attire les pollinisateurs ; Ces derniers agissent non seulement comme des vecteurs de
pollen, mais aussi peuvent transporter des micro-organismes de fleur en fleur Contribuant
ains aleurs diffusions (ALVAREZ-PEREZ et al., 2012).

Enfin, Cent seize (116) bactéries lactiques ont été isolées de poissons et de fruits de
mer testées pour la production bactériocines (PATRIZIA et al., 2019).

5. Méthodes d’indentification et de classification des bactéries lactiques
Parmi les méhodes d'identification et de classification des LAB on trouve :
5.1 Méthodes phénotypiques
Sdlon (POT, 2008), |es tests phénotypiques, sont les bases clefs de I’identification et la

différentiation des bactéries lactiques, a s'avoir la morphologie des colonies bactériennes
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(forme, dimension, pigmentation), aussi la morphologie observée sous microscope (forme,
réaction de Gram, |’ agencement et flagellation). En outre, |es tests physiol ogiques (croissance
en différentes températures, différents pH et concentration sel), les tests
métaboliques/biochimiques (profil de fermentation de sucre, recherche d enzymes
particulieres, etc.) y sont également inclues.

Les tests chimiotaxonomiques reposent sur la composition de la paroi cellulaire
notamment la détection de I’ acide meso-diaminopimelique (mDpm) dans | e peptidoglycane.

L'analyse du profil protéique de la celule par éectrophorese sur gel de
polyacrylamide (PAGE-SDS) est une méthode tres sensible qui permet de différentier les
bactéries a un niveau taxonomique délicat (espece et/ou sous-espece).
5.2 Méthodes analyse sérologiques

Ce sont des techniques qui se base sur la capacité des antigéenes bactériens a suscité la
production d’anticorps spécifiques chez des animaux cobayes. Dans le cas des bactéries
lactiques on utilise principalement la méthode de lancefield qui utilise les polysaccharides de
I’enveloppe cellulaire comme antigéne. Cette technique joue un réle important de la
classification et I’ identification des Streptocoque (POT, 2008 et Y OUCEF, 2008).
5.3 Méthodes génotypiques
5.3.1 Composition en bases guanine cytosinedel’ADN : G+C %

Selon (AXEL SSON, 2004 et POT, 2008), le contenu G+C des bactéries lactiques est
connu comme |’ une des caractéristiques essentielles pour la description de nouvelles especes.
Généralement le pourcentage G+C est inférieur a 50%.

La variation intra espéces ne dépasse pas 5%, elle est de 10% entre genres. Toutefois,
une amplitude deux fois plus grande que le seuil proposeé pour I'identification du genre est

observée pour le genre Lactobacillus (32% a 55%).
5.3.2 Leshybridations ADN-ADN ADN-ARN

L’identité totale de deux souches bactériennes correspond a une identité de structure
de leurs molécules d ADN. C'est pourquoi on cherche a déterminer le pourcentage
d hybridation entre deux brins d ADN de deux souches dont on veut établir le degré de
similitude (BOUIX et LEVEAU, 1991).

D’apres (POT, 2008), les deux souches ainsi comparées appartiennent a la méme
espece s le degré d’ homologie est supérieur a 70%, ou a deux espéces différentes si ce dernier

inférieur & 70%
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On peut aussi chercher a évaluer e degré d’ homologie entre un fragment d’ ADN et un
ARN (ARN de transfert ou ARN ribosomal).
Mais | homologie entre un fragment d ADN et un ARN messager reste moins importante par
rapport a I’homologie ADN-ADN étant donné le lien qui existe entre ces deux types de
molécules (BOUIX e LEVEAU, 1991), cette méthode est maintenant remplacée par
I’ anal yse de la séquence ARNT.
5.3.3 Séquencagedel’ ARNr 16S

Aujourd hui, avec la disponibilité de la technologie de séquencage rapide et
automatique de I’ ADN, le séquencage direct de I’ARNr 16s a émergé comme la méthode la
plus puissante et la plus facile pour la classification bactérienne (AXEL SSON, 2004).

En effet, la séquence ribosomique 16s constitue un bon marqueur pour |’ étude
phylogéniques des bactéries lactiques et |I’établissement de leur degré de parenté du fait
gu’ elle est présente et bien conservée chez toutes les especes (JAY et al., 2005 ; POT, 2008).
5.3.4 Méthodes protéomiques

Il est possible aujourd’ hui d’identifier les microorganismes en analysant directement
leurs macromol écules, notamment les proténes (M1M OUN, 2015).

Les différentes études menées par plusieurs équipes de recherche, ont permis de mettre
au point plusieurs techniques. Parmi lesquelles figure la spectrométrie de masse MALDI-
TOF, utile dans I’analyse des bhiomolécules et ou les protéines qui font I'objet des plus
grandes attentions pour ce type d’ application (LOUARDI, 2013).

Le principe de la méthode pour la séparation des molécules, consiste a utiliser une
source d’ionisation laser assistée par une matrice pour obtenir une image protéque unique a
temps de vol.

6. Systématiques (taxonomie et classification)

Suivant (FEL IS et al., 2015) ; du point de vu taxonomique, les bactéries lactiques sont
un vaste ensemble de microorganismes procaryotes qui se rattache au phylum des Clostridium.
Elles appartiennent a la lignée des Firmicutes, a la classe des Bacilli et a I’ordre des
Lactobacillales (GARRITY et al., 2007).

Il est largement reconnu que la capacité de produire de |'acide lactique a partir de
glucides est une caractéristique commune a un ensemble de bactéries Gram (+) et n'a aucune

signification phylogénétique. D'autre part, les arbres phylogénétiques constituent |'épine dorsale
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de la systématique bactérienne moderne, de sorte que, les bactéries formant I'acide | actique sont
réparties en différentes lignées :

Famille des Bacillaceae (genre Bacillus), (ZHOU et al., 2013), famille des
Soorolactobacillaceae (genre Sporolactobacillus), (FRITZE et CLAUS, 1995), famille des
Bifidobacteriaceae (genres Aeriscardovia, Alloscardovia, Bifidobacterium, Gardnerella,
Metascardovia, Parascardovia, et Scardovia), (MATTARELLI et al., 2014) et I’ordre :
Lactobacillales sont traditionnellement considérées comme de véritables bactéries lactiques
(SCHLEIFER et LUDWIG, 1995).

Ce groupe phylogénétique est composé d'environ 500 espéces valablement décrites,
appartenant asix familles de bactéries Gram (+) afaible teneur en GC, en particulier :

s

Aerococcaceae, avec les genres Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus,

Eremococcus, Facklamia, Globicatella et Ignavigranum.

2- Carnobacteriaceae, avec les genres Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus,
Atopobacter,  Atopococcus,  Atopostipes,  Carnobacterium,  Desemzia,
Dolosigranulum, Granulicatella, Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus,
Pisciglobus et Trichococcus.

3- Enterococcaceae, avec les genres Bavariicoccus, Catellicoccus, Enterococcus,

Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus et Vagococcus.
4- Lactobacillaceae, avec les genres Lactobacillus et Pediococcus.

5- Leuconostocaceae, avec les genres Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus et
Weissella.

6- Streptococcaceae, avec les genres Lactococcus, Lactovum et Streptococcus.

(FELIS et al., 2015) rgjoutent qu’il est intéressant de noter que les genres Agitococcus
et Sharpea font partie des familles Carnobacteriaceae et Lactobacillaceae, respectivement,
de la liste des noms procaryotes permanents dans la nomenclature (LPNS, www. bacterio.
net), mais pas selon (MATTARELLI et al., 2014). De plus, au cours des dernieres années, la
description continue de nouvelles espéces a profondément modifié la structure phylogéenétique
de l'ordre, et en particulier, les familles Carnobacteriaceae et Enterococcaceae semblent étre

paraphyl étiques par rapport aux autres familles de I'ordre (Figure 03).
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L actobacillales basé sur la séquence du gene 16Sdel’ ARNr (FELIS et al., 2015).
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Comme caractéristiques générales, les Aerococcaceae comprennent généralement des
cocci anaérobies facultatives, non mobiles, catalase négative, associés aux infections
humaines et animales.

Phylogénétiquement, deux paraphylétiques sont reconnus (MATTARELLI et al., 2014).

Les carnobacterium de la famille des carnobacteriaceae comprennent habituellement
des cocci ou des batonnets catal ase négative, généralement anaérobies ou microaérophiles, a
mobilité variable, et présentant des caractéristiques chimiotaxonomiques particuliéres
(LUDWIG et al., 2009). De plus, il est intéressant de noter que ces bactéries peuvent
effectuer la respiration dans des conditions aérobies avec I'implication des cytochromes b et d
(MATTARELLI et al., 2014).

Les entérocoques de la famille des enterococcaceae comprennent les cocci catalase
négative, les agents non sporogenes, facultativement anaérobies, anaerobies ou
microaérophiles, d'un intéré majeur en raison d'un réle possible dans la propagation de
I'antibiotique (HOLLENBECK et RICE, 2012).

Les Lactobacillaceae sont la famille la plus nombreuse et la plus hétérogene, avec
environ 180 especes reconnues, bien que de nouvelles especes soient décrites sur une base
quasi mensudlle. |l sagit de batonnets non sporulés ou coccobacilles (capables de se diviser
en tétrades du genre Pediococcus), qui peuvent ére mobiles, généralement tolérants a
I'oxygene, souvent acidophiles et obligatoirement saccharolytiques, avec différents produits
finaux de fermentation mais aussi avec la capacité de respiration, au moins pour certaines
espéces (BROOIJMANS et al., 2009).

D’aprés (ENDO et OKADA, 2008), les Leuconostocaceae sont des béatonnets ou
cocci non endosporeux et facultativement anaérobies, habituellement caractérisés par la
production de quantités équimolaires d'acide lactique, d'éthanol et de dioxyde de carbone a
partir du glucose (métabolisme nécessairement hétérofermentaire). Les membres du genre
Fructobacillus, qui produisent de |'acide acétique au lieu de I'éthanol, font exception.

Sedon (HENICK-KLING, 1993), certaines especes du genre Leuconostoc possedent
la capacité respiratoire dépendante de I'heme. Le genre Oenococcus, en particulier I'espéce O.
oeni, est considérée comme importante gréce a la capacité de convertir I'acide L-malique en
acide L-lactique dans le vin. Les Streptoccocaceae se composent de cellules sphériques ou
ovoides homofermentaires, non sporulants, et facultativement anaérobies, généralement
disposées en chaines ou en paires (FEL 1S, 2015).

11
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La mgjorité des espéces appartenant au genre Streptococcus sont parasitaires chez
I'hnomme et d'autres animaux et |'association entre certains streptocoques et diverses maladies
humaines et animales sont établies (HARDIE et WHILEY, 1995).

Toutes les autres caractéristiques habituellement considérées dans les études
taxonomiques, comme les plages de température et de pH pour la croissance, les isomeres
d'acide lactique produits, le type de peptidoglycane dans la paroi cellulaire, sont trés variables
(SALVETTI et al., 2012).

Celadit, d'un point de vue appliqué, les familles Lactobacillaceae et Streptococcaceae
représentent les deux lignées les plus importantes puisqu'elles comprennent le plus grand
nombre de LAB commercialisés (lactobacilles, Streptococcus thermophilus et Lactococcus
lactis) (FELIS, 2015).

Les Lactobacillaceae présentent le plus grand nombre d'especes GRAS (Generaly
Recognized As Safe) et de nombreuses souches sont parmi les bactéries les plus importantes
en microbiologie alimentaire et en nutrition humaine en raison de leur contribution a la
production d'aliments fermentés ou a leur utilisation comme probiotiques. En rédité, la
description massive d'espéces nouvelles au cours des 20 dernieres années a conduit a une
révision progressive du genre avec la reconnaissance d'un nombre croissant de groupes
phylogénétiques variables (FEL I S, 2015).

Cela dit, le genre Lactobacillus comprend plus de 200 especes qui sont largement
utilisées dans la conservation des aliments fermentés et |a biotechnologie ou qui sont explorés
pour leurs effets bénéfiques sur la santé. Nommer, classer et comparer les lactobacilles a été
un défi en raison de la grande diversité phénotypique et génotypique qu'ils présentent et du
degré incertain de parenté entre eux et leslactobacilles associés (SALVETTI et al., 2018).

D'un point de vue taxonomique, la principale distinction entre les membres du genre
Lactobacillus a toujours été basée sur les caractéristiques physiologiques, jusqu'a la premiére
proposition d'introduction de |'analyse de la séquence de I'ARNr 16S en 1991. Jusgu'a présent,
I'analyse de la similarité du gene de I'ARNr 16S est combinée avec I'analyse du profil de
fermentation des glucides, selon laquelle les lactobacilles sont divises en homofermentatifs
(utilisation de I'hexose et production dacide lactique), hétérofermentatifs facultatifs
(utilisation du pentose/hexose et production dacide lactique et autres produits) et
nécessairement hétérofermentatifs (utilisation du pento/hexoses et production d'acide lactique,
produits secondaires et CO2) (SALVETTI et al., 2018).

Apres les derniéres mises a jour taxonomiques de (SALVETTI et al.,, 2012;

SALVETTI et al., 2018), un certain nombre d'espéces nouvelles ont été décrites, a savoir L.
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backii, L. curieae L. faecis L. ginsenosidimutans, L. heilongjiangensis, L. iwatensis, L.
mudanjangensis L. nenjiangensis, L. okkaidonensis, L. oryzae, L. slage, L.
songhuajiangensis, L. yonginensis, L. apis et L. rodentium (KILLER et al., 2014a),
(KILLER et al., 2014b).

Ces espéces ont été attribuées a différents groupes phylogénétiques et confondent
davantage la structure phylogénétique d§a complexe de la famille. Néanmoins, certains
groupes phylogénétiques sont reconnaissables et devraient devenir, a |'avenir, des genres
nouveaux lorsque la communauté scientifique se sera mise d'accord sur des criteres pour leur
délimitation.

7. Applications des bactérieslactiques

D'apres (WANG et al.,, 2017), la vie humane est étroitement liée & divers
microorganismes. Certains d'entre eux représentent des microbiotes normaux habitant le corps
humain. La communauté microbienne intestinale est I'une des principales cibles de recherche.
Les données actuelles suggerent que la dyshiose est corrélée a de nombreuses maladies. Le
microbiote influence le développement des maadies infectieuses, des tumeurs malignes
gastro-intestinales, de I'obésité, du diabete, des maladies du foie, des alergies, etc.

Selon (BERMUDEZ et al., 2012), I'application d'especes bénéfiques comme les
bactéries lactiques et les bifidobactéries peut atténuer les symptdmes des pathogenes par
action directe ou indirecte. En outre, les bactéries produisent un certain nombre de composés
qui possedent des propriétés précieuses et ont un effet favorable sur la santé de |’ héte.

7.1 Application thérapeutique

Les recherches en cours révélent constamment de nouvelles propriétés précieuses des
LAB, d'ailleurs LORIS et ces collegues (2019), ont mis en revue, les effets bénéfiques des
Lactobacillus, notamment par la production de I’'acide lactique. Comme exemples, la
contribution dans la santé vagina (FRT) on diminuant la sensibilité de I’ hote vis-a-vis des
pathogénes urogénitaux ; I’activité virucide qui consiste d'une part a la réduction de
I’excrétion virale dans le FRT chez les femmes atteintes de VIH, et I'inactivation irréversible
de ce dernier protégeant ainsi contre la transmission sexuelle du VIH a leurs partenaires
masculins et aux nouveau-nés livrés par voie vaginale. D’autre part, les lymphocytes,
monocytes et les macrophages, permissives a l'infection par le VIH, sont rapidement

immobilisés par un pH inférieur & 5,8 et tués lorsque le pH descend en dessous de 5,5. De
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méme, |’ activité inhibitrice de I’acide lactique sur ’'HSV-1 et HSV-2 dans le (FRT) a éé
démontrée.

Des études in vitro montrent que certaines souches de lactobacilles atténuent les
réponses pro-inflammatoires provoquées par les agonistes des récepteurs de type Toll (TLR)
des cellules épithéliales cervico vaginades (GORSKI et al., 2016 ; LAROCCA et al., 1999).

Récemment, le L. plantarum a été appliqué dans des domaines médicaux pour guérir
différentes maladies chroniques et MCV (Exemples: Alzheimer, Parkinson, diabete, obésité,
cancer, hypertension, complications urinaires et troubles hépatiques) (ARASU et al., 2016).

A cet égard, des études in vitro portant sur diverses lignées cellulaires ont indiqué que
les souches de L. plantarum ont un effet thérapeutique. De plus, des analyses cliniques ont
démontré I'efficacité des souches de L. plantarum dans la guérison ou le traitement des
troubles gastro-intestinaux, ainsi que du syndrome du célon irritable et de la colite ulcéreuse,
y compris les maladies diarrhéiques (exemples: diarrhée associée aux antibiotiques et
diarrhées associées a Clostridium difficile) (SUDHANSHU et al., 2018).

De plus, la souche Lactobacillus curvatus HY7601 ou une combinaison de cette
souche et de L. plantarum KY1032 aréduit significativement |'accumulation de graisse dans le
tissu adipeux et le foie ains que la teneur en cholestérol du plasma et du foie murin. Il
convient de noter que la combinaison de souches sest avérée plus efficace pour inhiber
I'expression génique de diverses enzymes de synthése d'acides gras dans le foie, parallelement
a la baisse des activités enzymatiques liées a I'oxydation des acides gras et leur expression
génétique (YOO SR et al., 2013).

Lc. lactis NZ9000 Iui-méme a éé en mesure de prévenir les dommages histol ogiques
et réduire l'infiltration des neutrophiles et des éosinophiles chez les souris injectées avec 5-
FU. En outre, les lactocoques recombinants qui produisent des PAP ont améliorés
I'architecture des villosités et augmenté I'activité des cellules de Paneth en réponse a
I'inflammation 5-FU ; d'autre part, BREYNER et ses collaborateurs ont démontré que
I'utilisation de Lc. lactis exprimant le PAP humain pourrait prévenir la colite (CARVALHO
etal., 2017).

L. brevis DFO1 et P. acidilactici K10 isolé a partir d'un aliment fermenté non-laitier en
tant que producteur bactériocine peut survivre au passage a travers le tractus gastro-intestinal
simulé humain, et a provoqué une forte capacité d'adhérence ainsi que de puissants effets
inhibiteurs sur l'adhérence des bactéries entéropathogenes dans les cellules épithéliaes
intestinales humaines (SEOUNG HYUK KIM et al., 2019).
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Certaines éudes ont réeveélé les effets des LAB probiotiques en contrecarrent
I'évolution de la maladie d’ Alzheimer. Comme exemple, la transformation microbienne de la
carotte noire (de Corée), sest avérée plus efficace en termes de récupération des fonctions
cognitives que la consommation de légumes non traités. Car, celle-ci fermentée avec
Aspergillus oryzae et L. plantarum a supprimé le dépét d'amyloide-B dans I'hippocampe et a
potentialisé lasignalisation deI’insuline (NOVIK et SAVICH, 2019).

Une étude similaire démontre que L. plantarum MTCC1325 a atténué la gravité de la
maladie d'Alzheimer induite par le D-galactose (MEHTA et al., 2017).

Une autre souche L. Plantarum NDC 75017 a été capable de récupérer les Iésions
d'apprentissage et de mémoire associées en réduisant le disfonctionnement mitochondriale
induite par le D-galactose chez lerat (PENG et al., 2014).

Enfin, (SOBOL et BELOSTOTSKAYA, 2016) ont constatés que les produits
métaboliques des lactobacilles augmentent le taux de Ca?*, stimulant les mécanismes de
signalisation intracellulaire dans les neurones cervicales de rat, permettant ainsi I’amélioration
des parametres psychologiques, des fonctions cognitives du cerveau, et la prophylaxie des
mal adies neurodégénératives.

Des études récentes ont indiqué que certains produits de LAB modifient la virulence
en perturbant les voies de signalisation et de détection du quorum des pathogéenes (KI'YMACI
et al.,, 2018; ZHAO et al., 2018). D’autres, ont démontré que les préparations tuées de
souches probiotiques peuvent protéger contre la liaison de pathogenes (KRISTIN et al.,
2019) ou les dommages épithéliaux induits par des pathogenes (POPOVIC et al., 2019), et
peuvent modifier 1a réponse de I'h6te au défi du pathogene (KRISTIN et al., 2019). Ceci dit,
les LAB probiotiques peuvent avoir des effets thérapeutiques et prophylactiques potentiels
contre I'infection a Salmonella Javiana (KRISTIN et al., 2019).

Au final, les chercheurs de I'INRA sont parvenus a guérir des souris modeles de la
maladie de Crohn (une maadie inflammatoire chronique du systéme digestif) avec
I"utilisation de bactéries lactiques améliorées par intégration de genes codants pour des
protéines d'intéréts (INRA, 2017).

7.2 Application comme probiotiques

En 2002, les experts de laFAO et de I'OMS ont adopté une définition des probiotiques
décider que ce sont « des micro-organismes vivants qui, lorsquiils sont administrés en
quantités adéquates sont bénéfiques pour la santé de I'héte. »

Les candidats au nom de « probiotiques » doit répondre atrois exigences clés:
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1- lIs doivent étre des micro-organismes vivants au moment de I'administration.

2- lls doivent étre administrés a une dose qui est suffissmment éevé pour avoir un effet de
promotion de la santé. La dose efficace recommandeée est étroitement liée a la documentation
clinique sur laquelle elle doit étre fondée.

3- Les micro-organismes administrés doivent avoir un effet bénéfique sur I'hdte. C'est
pourquoi ils doivent provenir du tractus gastro-intestinal d'u individu en bonne santé et étre
résistantes aux enzymes gastriques, faible pH et une forte concentration de sels biliaires
(DOROTA et DANUTA, 2018).

Les essais cliniques montrent un signal positif pour la capacité de |'acide lactique pour rétablir
I'eubiose vaginale et soulager les symptdmes chez les femmes atteintes de vaginose
bactérienne (BV).

D’ ailleurs, plusieurs souches de lactobacilles et |es especes (par exemple Lactobacillus
rhamnosus GR-1, L. reuteri RC-14, L. acidophilus, L. brevis, L. plantarum, L. gasseri, L.
crigpatus, L. fermentum) ont été évalués en tant que probiotiques vaginale pour le traitement
ou laprévention BV (GILDA et al., 2017).

En plus, les probiotiques a base de lactobacilles sont recherchés en tant qu'adjuvants au
traitement antimicrobien conventionnel pour les VV C récurrentes.

Cependant, une autre éude mise en revue par (GILDA et al., 2017), démontre que,
certaines bactéries lactiques isolées a partir du tractus gastro-intestinal des poissons peuvent
agir comme probiotiques, avec des effets bénéfiques sur |a santé des poissons, principa ement
par la stimulation du systéme immunitaire et I’ @imination des pathogénes concurrencant et
envisage I'utilisation des souches productrices de bactériocines comme dternative aux
antibiotiques dans |’ aguaculture.

Par ailleurs, les propriétés probiotiques des souches de L. Plantarum en tant qu'agents
de biocontréle contre diverses bactéries pathogenes d especes Gram-négatives et Gram-
positives, pendant la transformation I’ entreposage des aliments, et |’ augmentation de la durée
de conservation, la sécurité des aliments fermentés (SUDHANSHU et al., 2018).

En fin, les chercheurs de I'INRA, ont révélés dernierement que I’ingestion de la
bactérie probiotique Lactobacillus farciminis, confére des propriétés anti-stress, grace al’ effet
restrictif de la perméabilité de la barriére intestinale, réduisant ainsi la circulation des
polysaccharides incriminés dans les neuro-inflammations cervicales (INRA, 2017).
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7.3 Application agroalimentaire

Certaines revues, approuvent |’ utilisation des LAB probiotiques de type sauvage ou
génétiquement modifié, comme adternative pour le traitement dautres maladies
inflammatoires gastro-intestinales. Tel que, la consommation de yaourt probiotique contenant
L. acidophilus La5 et (B) et L. lactis Bb12 a réduit de fagon significative la glycémie a jeun
(EJTAHED et al., 2012).

Les bactéries lactiques probiotiques ont montré des tendances prometteuses pour
remplacer les antibiotiques dans la production de poulets de chair, par conséquent les LAB
peuvent venir au secours des antibiotiques et une aide supplémentaire pour limiter la
résistance aux antibiotiques (EBU et al., 2018).

L’ étude ultérieur, de (JUNG-HOON, 2018) révéle que la stabilité de la souche
probiotique L. plantarum LRCC5193 dans |e chocolat, constitue un avenir prometteur, pour la
commercialisation de chocolats contenant cette souche probiotique, de plus ces propriétés
fonctionnelles liés a la stabilité (dans le suc gastrique , a différentes températures de
stockage), encourage son utilisation dans d’ autre produits alimentaires, accentuant leur valeur
nutritionnelle ,et les effets bénéfiques sur la santé humaine.

L'efficacité du yogourt au lait de vache contenant L. johnsonii et du yaourt au lait de
brebis contenant L. bulgaricus et S. thermophilus a été évalué dans un modele de mucosité
induite par le MTX chez lerat. Il a été démontré que les deux types de yogourt réduisaient la
perméabilité intestinale, ce qui les a révélés utiles pour restaurer la fonction barriere
intestinale (CARVALHO, 2017).

7.4 Application industrielle

Les LAB sont un groupe de micro-organismes ayant une longue histoire dans les
processus industriels de fermentation alimentaire, et outre leur fonction d'agents de
biocontréle et de bioconservateurs, de nombreux LAB fonctionnent également comme
probiotiques, ou ils peuvent améliorer la santé digestive des animaux et des humains
(LINDGREN et DOBROGOSZ, 1990 ; HOLZAPFEL et WOOD, 2014).

En plus, de la production d acide lactique, les LAB sont également des candidats
attrayants pour la synthese d'autres produits tels que, les polyal canoates, |es édul corants et les
exopolysaccharides (TARRARAN et MAZZOLI, 2018).

Parmi les propriétés fonctionnelles des différentes cultures starters de LAB il y'a
I’activité antioxydante, des composés antimicrobiens, la dégradation des composés

antinutritionnels, la production de peptides, I'acide polylactique et |'effet probiotique
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(RATTANACHAIKUNSOPON et PHUMKHACHORN, 2010; ZHANG et al., 2018) ;
ces propriétés jouent un réle majeur dans le choix de la culture de départ pour la production
d'un aiment fonctionnel, mais pourraient également étre pertinentes pour I'alimentation
animale (HANSEN, 2002 ; KAVITEKE et al., 2018).

Conformément & (LUBECK M et LUBECK P.S, 2019), les bactéries lactiques ont de
nombreuses applications industrielles comme producteurs d'acide lactique, comme
probiotiques, comme agents de biocontrdle et comme bio conservateurs. Les LAB jouent un
réle important dans la fermentation des aliments et dans les processus d'ensilage ou les
cultures telles que I'herbe, les légumineuses, les céréales ou le mais sont fermentées pour
produire des aliments trés humides qui peuvent étre stockés et utilisés pour nourrir le bétail
(bovins), les (ovins) moutons ou autres ruminants de méme, leur caractéristiques uniques les
rendent particulierement adaptés a la fermentation de jus vert pour la production d'acide
lactique et pour la récupération des protéines.

Cependant, les membres du genre Lactococcus sont largement utilisés dans I'industrie
laitiére en raison de leur capacité a produire de I'acide lactique a partir du lactose dans le lait
cru fermenté spontanément 220 430 °C (TEUBER, 1995).

En plus, de I’ effet bénéfique direct des LAB, les molécules bioactives produites par
ces derniéres et d’ autres sources microbiennes, constituent des composants inhérents pour le

microbiote humain et animal, notamment |es bactériocines.
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I ntroduction

La production de substances antagonistes par des organismes vivants est une
caractéristique conservée tout au long de I'évolution, ce qui constitue un mécanisme de défense
efficace ancestral.

D’apres (OSAMA, 2019), les peptides antimicrobiens (AMP) sont en général, des
peptides de charge positifs trouvés dans un large éventail d'organismes vivants ; doués d’ une
capacité atuer les bactéries pathogénes et non pathogenes, les champignons, y compris virus et
les cellules transformées ou cancéreuses avec divers mécanismes, tels que : la déstabilisation
de lamembrane delacellule héte, laformation de canaux transmembranaire, ou I’ amélioration
de I’immunité de I’ h6te en agissant comme immunomodul ateurs.

IIs ont été décrits pour la premiére fois en 1925, mais|'intérét pour leur production, leur
fonction et leurs applications possibles dans |e domaine médical n'a augmenté que récemment
; divers types ont été représentés par la taille, le mécanisme inhibiteur, leurs cellules cibles,
leurs spectre d'action, |’interaction avec le systéme immunitaire et leurs caractéristiques
biochimiques (LORIS et al., 2019).

Les bactériocines (AMP), sont produites a la fois par des bactéries Gram-positives et
Gram-négatives et par certaines archées, sont synthétisés par les ribosomes et influencés par
des facteurs environnementaux. De nombreuses bactériocines sont produites par le phylum
Firmicutes, d'autres appartiennent aux bacteroidetes et le pourcentage restant au phylum
Actinobactéries. En particulier, au sein de I'embranchement Firmicutes, |'intérét majeur aporté
sur les AMPs dérivées des bactéries lactiques a Gram positif couramment utilisées dans la
fermentation alimentaire et bien représentées tant dans les voies gastro-intestinales,
respiratoires et géenitales humaines (LORI S et al., 2019).

(SHIH-CHUN et al., 2014), les décrivent comme une sorte de peptides antimicrobiens
a synthese ribosomique, issues des bactéries, qui tuent ou inhibent les souches bactériennes
étroitement apparentées ou non apparentées aux souches productrices, sans endommager ces
dernieres, et ceci grace al’ intervention de protéines immunitaires spécifiques. En raison de leur
caractéristiques spécifiques (diversité de structure, de fonction, de ressources naturelles, et
stabilité a la chaleur) ; de nombreuses études récentes se concentrent sur la purification et
I"identification des bactériocines destinées a la technologie aimentaire et pharmaceutique ;
Visant a prolonger la durée de conservation des aliments, a traiter les maladies pathogenes,

guérir les cancers et préserver la santé humaine.
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Par conséquent, elles peuvent devenir des candidats-médicaments potentiels pour
remplacer les antibiotiques, et combattre de multiples agents pathogénes résistants aux

antibiotiques dans un proche avenir.

1. Définition desbactériocines

Les bactériocines sont de peptides ou protéines antimicrobiens synthétisés par voie
ribosomique et secrétées par des bactéries dans le milieu extracellulaire et ayant un effet
bactéricide ou bactériostatique sur des especes taxonomiquement proches de la souche qui les
produit, cette derniére éant elle-méme immunisée a I'égard de sa propre bactériocine
(DACOSTA, 2000).

2. Classifications des bactériocines

Les bactériocines peuvent étre classées en fonction de leur masse moléculaire, de leur
structure chimique, de leur stabilité thermique et enzymatique, de leur mode d'action, de leur
activité antimicrobienne ou de la présence de résidus d'acides aminés modifiés aprés traduction
(JIONG Z0OU, 2017).

Klaenhammer, a proposeé de classer |es bactériocines en quatre principales classes en se
basant sur leurs structures primaires et tridimensionnelles et sur leurs modes d'action
(TAALE, 20186).

La Classe |, sont de petits peptides membranaires (<5 kDa) appelés lantibiotiques. La
classe I1, sont de petits peptides (<10 kDa) non antibiotiques thermostables qui peuvent étre
regroupés en trois sous-classes : la sous-classe |la comprend des peptides Listeria-actifs qui
contiennent la séguence consensus (Tyr-Gly-Asn-Gly-Va-Xaa-Cys) ; la sous-classe Ilb
comprend des complexes en portions constitués de deux peptides pour activité et lasous-classe
I1c comprend les peptides thiol-activés nécessitant des résidus cystéiquesréduits. Laclassellll
comprend de grosses bactériocines (>30 kDa) thermolabiles. La classe IV comprend des
protéines complexes composées d'une ou plusieurs molécules chimiques (JIONG ZOU,
2017).

En 2005, avec la découverte de nouvelles bactériocines ayant une structure cyclique,
une nouvelle classification des bactériocines proposée par (COTTER et al., 2005) ; regroupe
les bactériocines en trois classes : les lantibiotiques, les non-lantibiotiques et les
bactériolysines. En effet, Cotter et ces collaborateurs ont subdivisé les lantibiotiques en

pediocin-like, deux peptides, bactériocines circulaires et des bactériocines non modifiées et
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non « pediocin-like ». |Is ne prennent pas en compte les peptides de haut poids moléculaires
thermolabiles car selon eux ils seraient plutét considérés comme enzymes a cause de leur
potentielle activité enzymatique (TAALE, 2016).

Une nouvelle classification des bactériocines proposée par heng et tagg (2006) est
considéré comme universelle car elle prend en compte les bactériocines produites par les
bactéries & Gram positive et les bactéries & Gram négatives. Cette classification divise les
bactériocines en quatre classes avec de sous-groupes. On distingue la classe des | antibiotiques,
la classe des peptides non-modifiés, |a classe des protéines de haut poids moléculaire et la
classe des peptides cycliques (TAALE, 2016). Lafigure 04 a été proposée en se référant aux
travaux de klaenhammer, de cotter et de heng et tagg.

Une autre méthode de classification, décrite par Alvarez-sieiro, divise les bactériocines
en trois groupes (ALVAREZ SIEIRO 2016). Les classes | et 1| comprennent les petits
peptides thermostables (<10 kDa). Les bactériocines de classe | sont modifiées, tandis que les
bactériocines de classe |1 ne sont pas modifiées. Laclasse |1l comprend les grandes (>10 kDa)

bactériocines thermolabiles (figure 05).
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(a) Classification de KLAENHAMMER (b) Classification de cotter et ces collaborateurs 2005
Classel : Lantibiotiques Classe| : Lantibiotiques
Classell : Peptides non modifies Sous-classe : 11
Sous-clas@ella:. Pseudo-pédiocines ClasseIlc diminée Classe |l : Non-L antibiotiques
Sous-classe1b : Bactériocines a deux Lesclasses|l, I11, Sous-classe |l la : Periaédiocin-like ou anti-list
composantes L o et |V restaurées Sous-classe | Ib : Bactériocines a deux
Squs-cla.%ellc. Bactériocines activées par un dansla dasse|| composantes
thiol . . o — Sous-classe | ¢ : Bactériocines cycliques (ancienne
Classe 11 : Peptides de haut poids moléculaire classe1V)
thermolabiles Sous-classe |1d : Pentides linéaires
Classe |V : Bactériocines complexes

Classe |V devient les peptides Réarrangement dela classe des L es peptides cycliques transferent
cydiques lantibiotiques et dela classe 1| danslaclasse|V

Classel : Lantibiotiques

Sous-classela: Linéaires

Sous-classelb : Globulaires

Sous-classelc: M ulti-composantes

Classell : Peptides non-modifies

Sous-classella: Pseudo-pédiocines

Sous-classellb : Hétérogenes

Sous-classellc: M ulti-composantes

Classelll : Protéines de haut poids

moléculaire

Sous-classellla: Bactériolytiques

Sous-classellb:  Non-lytiques

ClasselV : Peptides cycliques

(c) Classification de HANG ET TAGG en 2006

Figure 04 : Classification universelle des bactériocines (TAALE, 2016).
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Bactériocins
o] Modified Unmodified | Protéines
Class| | Class|| Class|l|
L, lanthipeptides Pediocin-like Bacteriolysins
[, —>
Cyclized tides Two-peptides
y Pep — Pep — Non-lytic
Lineair azol(in)e- R L eaderless
containing peptides
- Sactibiotic Non pediocin-like
g » leaderless
> Glycocins
L asso peptides

Figure 05 : Systéme de classification des bactériocines baser sur lestravaux d’Alvarez-
sieiro et ces collaborateursen 2016 (JIONG ZOU, 2017).
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Selon (ALEXEY et al., 2018), la premiere classe comprend les bactériocines qui sont
soumises a des modifications enzymatiques pendant la biosynthése, car le peptide mature
contient des acides aminés inhabituels et des résidus glycosylés et peut subir une cyclisation.

IIs goutent, que ses peptides ont un faible poids moléculaire dont les modifications
permettent de les diviser en six sous-classes.

Aussi, la deuxiéme catégorie représentée par les bactériocines produites sans
modifications supplémentaires pendant la biosynthese. Ce groupe est moins diversifié et
comprend trois sous-classes de bactériocines ayant une masse mol éculaire de moinsde 10 kDa.

En outre, le troisiéme groupe est le moins diversifié, représenté par des protéines ayant
généralement une activité enzymatique et pesant plus de 20 kDa.

Récemment en 2017, Varella-coelho et ses collaborateurs Ont classe |es bactériocines
en cing groupes selon leur masse et leur structure chimique (JIONG ZOU et al., 2018) :

A savoir, laclasse | comprend | es petits peptides linéaires (<5 kDa) contenant des acides
aminés post-traductionnellement modifiés, y compris ceux avec des ponts thioéthers formés
entre les groupes thiol des résidus cystéine et le carbone B des autres résidus d'acides amines.
Laclasse Il comprend de petits (<10 kDa) peptides linéaires sans acides aminés modifiés aprés
traduction.

La classe Il comprend de grandes protéines (>10 kDa).

La classe IV comprend de petits (<10 kDa) peptides circulaires contenant une liaison amide
entre lesterminaisons N et C, mais pas d'acides aminés modifiés apres traduction.

Laclasse V comprend de petits (<5 kDa) peptides circulaires ou linéaires contenant des acides
aminés|largement modifiés post-traductionnelle et des ponts thioéthers formés entreles groupes

thiol desrésidus cystéine et le carbone a des autres résidus d'acides aminés.
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Tableau | : Quelques exemples de bactériocines avec leur classe d’appartenance
(TAALE, 2016).
Classe Sous-classe Propriétés Exemples
Modifiés, ther mostables, 21-38 acides Nisine, lacticine
la-Linéaires aminés, poids moléculaires <15K Da 481, Plantaricine C

I-Lantibiotiques ou

peptides modifiés | 1b-Globulaires

I c-M ulticomposantes

I1-Peptidesnon I1a- Pédiocine-like
modifiés
IIb-Divers
I1c-Multicomposantes
[11-Protéinesde I11a-Bactériolytique
poids moléculaire
élevé I11b-Non lytique
IV-Peptides
circulaires

3. Différentstypes desbactériocines

M ersacidine
Let3147,
Plantaricine W

Cationique, for ment des por es
Inhibent les enzymes, non cationique
Deux peptides

Thermostable, 30-60 acides aminés, = Pédiocine PAI/AcH
<15KDa Entérocine A,
Sakacine A
Entérocine B, L50,
Carnobacteriocine

Anti-listeria, YGNGV consensus

Non pediocin-like A
Lactocine G

Deux peptides Plantaricine S
Lactacine F

Thermolabile >30K Da Entérolysine A,

Cible la membrane plasmique Len972
Coalicine E2-E9

Ciblele cytosol

Thermostable, liaison peptidique AS-48, Grassercine

queue de la téte A, Acidocine B

Selon (ALEXEY et al., 2018), les bactériocines de bactéries Gram-positives sont classées

comme suite :

Les bactériocines a modification post-traductionnelle représentent le groupe le plus

diversifié de bactériocines. A savoir, les peptides contenant de la lanthionine et de la

méthyllanthionine, les peptides cycliques, les structures contenant des hétérocycles, du soufre

aa-carbonés et celles contenant des résidus glycosylés.

On distingue les lantibiotiques, les peptides ne subissant pas de modifications post-

traductionnelles, les bactériolysines, les peptides complexes, les microcines, les colicines et les

archéocines. Chague groupe de bactériocines est subdivisé en sous-groupe ou sous-classe.
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3.1 Bactériocinesdeclassel

Cette classe regroupe tous les peptides antimicrobiens thermorésistants subissant des
modifications post-traductionnelles et contenant certains acides aminés inhabituels. Elle se
subdivise en trois (03) sous-classes (les lantibiotiques, les labyrinthopeptines et les
sactibiotiques). Les lantibiotiques ou bactériocines de la sous-classe la sont de petits peptides
(<5 kDa; de 19 428 acides aminés) (TAALE, 2016).

D’apres (ALEXEY et al., 2018), ces peptides peuvent étre des molécules linéaires,
globulaires ou a deux composant ; sont généralement amphiphiles chargées positivement,
douées d’ une capacité a former des pores dans les membranes biologiques.

Lelantibiotique detype A le mieux caractérisé est |anisine synthétisée par Lactococcus
lactis. Cette derniere existe sous deux formes (nisine A et nisine Z) qui se distinguent seulement
par le fait que le résidu occupant la position 27 est de I’ histidine pour lanisine A et de I’ acide
aspartique pour lanisine Z (DACOSTA, 2000 ; CHEIGH et PYUN, 2005).

Aux concentrations micromolaires, la nisine lantibiotique interagit et sinsere dans les
phospholipides chargés négativement des membranes biologiques. Dans ce cas, |'extrémité C-
terminale de la molécule de nisine sinsere dans la phase hydrophobe de la membrane
bactérienne, tandis que I'extrémité N-terminale reste presdela surface (ALEXEY et al., 2018).
L'oligomeérisation de la molécule de nisine entraine un amincissement et une déstabilisation de
lamembrane (PRINCE et al., 2016).

Les labyrinthopeptines renfermant représentent la sous-classe Ib contenant un acide
aminé inhabituel, la labionine et n’ont été découvertes que trés récemment (ALEXEY et al.,
2018). Les labyrinthopeptines A1 et A2 produites par Actinomadura namibiensis sont les plus
connues. De plus leur structure montre des ponts disulfures et des ponts méthyles entre les
labionines chez A2, ce qui leur permet d'avoir des actions inhibitrices a I'encontre de
Saphylococcus, de Streptococcus, du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et du virus
de I’ herpés (HSV) (FERNANDEZ, 2014).

Suivant (ALEXEY et al., 2018) ; Les sactibiotiques représentent la sous-classe des
bactériocines post-traductionnellement modifiées. Aujourd'hui, quatre membres de ce groupe
ont &érévéléslasubtilosine A, lathurincine H, lapropionicine F et lathuricineCD (MATHUR
et al., 2017) ; maisle sactibiotique typique est lasubtilosine A, qui constitue un peptide cyclique
de 35 acides aminés produit par Bacillus sp. Et caractérisé par trois ponts inter-résidus et
présentant une activité antimicrobienne contre |les bactéries Gram-positives et Gram-négatives
ades concentrations micromolaires (KAWULKA et al., 2004).
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3.2 Bactériocinesdeclassell

Les bactériocines de la classe Il forment un groupe hétérogéne de peptides de taille
inférieure a 10kDa, ne possédent que les acides aminés standards et ne subissent pas de
modifications post-traductionnelles (FERNANDEZ, 2014).

Selon (ALEXEY et al., 2018), les bactériocines de type pédiocine (sous classe |1a) sont
des peptides composés d'un domaine N-terminal hydrophile et cationique, d'une hélice centrale
amphiphile a- et d'un domaine C-termina hydrophobe ou amphiphile ; elles sont thermostables
avec une séquence d'acides aminés consensus (YGNGV) tres conservée, la molécule est
structurellement stabilisée par un ou deux ponts disulfure. Le mode d'action de ces peptides est
lié alarupture de l'intégrité de la membrane par la formation de pores sélectifs d'ions.

D’apres TAALE, (2016), les Bactériocines a deux composantes non-modifiées (sous
classe I1b), sont des peptides ayant entre 30 et 50 acides aminés et sont synthétisés souslaforme
d’un précurseur dont le peptide leader seraclivé au moment de |’ exportation de la bactériocine.
Ils sont cationiques, amphiphiles ou hydrophobes, et actifs au niveau des membranes
bactériennes.

Les bactériocines de cette sous classe nécessitent la présence de deux ou de plusieurs
peptides pour accomplir leur fonction. Deux types peuvent étre distingués : le type E
(Enhancing) ou la fonction d’un des deux peptides est d augmenter |’ activité de I’autre et le
type S (Synergy) ou les deux peptides sont complémentaires (DRIDER et al., 2006 ; DORTU
et THONART, 2009).

La lactococcine G produite par Lactococcus lactis, la thermophiline 13 produite
Sreptococcus thermophilus, I’ enterocine L50 produite par Enterocccus faecium et laplantacine
C11 produite par Lactobacillus plantarum font parties de cette sous classe (DI EP et al., 2003).

Les bactériocines circulaires forment la sous- classe Ilc et sont aussi bien produites par
des bactéries lactiques que par d’ autres types de bactéries (FERNANDEZ, 2014). Plusieurs
bactériocines ont été reportées comme étant des bactériocines circulaires car leurs parties N-
terminale et C-terminale sont liées par une liaison covalente ; elles ont la particularité d étre
résistantes ala chaleur et a de nombreuses protéases (TAALE, 2016).

Peptides linéaires non-modifiés ne ressemblant pas a la pédiocine (sous-classe 11d).
Selon (TAALE , 2016) : peuvent étre : des bactériocines a voie sec-dépendantes, car elles
possedent en N-terminal un peptide signa permettant de traverser la membrane cytoplasmique
par la voie sec-dépendante exemple (lactococcine 972) ; des bactériocines sans |eader
synthétisés sans séquence leader N-terminale et normalement impliqués dans leur transport
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extracellulaire, comme exemple (lacticine Q) qui est capable de détruire le potentiel
membranaire sans avoir besoin d’ un récepteur spécifique en formant des pores responsables des
fuites des composés intercellulaires. Enfin, des bactériocines particulieres comme la

|actococcine A.

3.3 Bactériocinesdeclassel ||

(HENG et al., 2007) : Les molécules de cette classe sont des protéines d’ une masse
moléculaire supérieure a 30 KDa, €elles sont thermolabiles et ne possedent pas d’ acides aminés
modifiés. Divisées en trois sous classe :

LaSousclassellla (bactériolysines) : Lazoocine A produite par Streptococcus equi Ssp
zooepidermicus, la stellalysin produite par Streptococcus constellatus sp contellatus, la
millericine B produite par Streptococcus milleri et I’ enterolyine A produite par Enterococcus
faecalis font partie de cette sous classe ; ces protéines a activité antimicrobienne sont des
enzymes|ytiques qui neutralisent lacellule cible par unelyse complete delacellule bactérienne.

Sous classe I11b (bactériocines non lytiques) : les bactériocines de cette sous classe
agissent al’opposé de la sous classe |11a par dissipation de la force proton motrice et elles ne
manifestent aucun pouvoir lytique vis-a-vis de la cellule cible. L"helveticine J produite par
Lactobacillus helveticus et |a Streptococcine A-M57 produite par Streptococcus pyogenes font
partie de cette sous classe (HENG et al., 2007).

3.4 Bactériocinesdeclasse |V

L es bactériocines de cette classe sont caractérisées par une structure cyclique, elles sont
synthétisées par voie ribosomal es et subissent des modifications post-traductionnelle comme la
création d’une liaison entre le premier et le dernier acide aminé. La bactériocine type de cette
classe est |’ enterocine AS-48 produite par Enterococcus faecalis ssp liquefaciens S48. D’ autres
bactériocines a structure cyclique font également partie de cette classe comme la reutericine 6
produite par Lactobacillus reuteri (HENG et al., 2007).

Les bactériocines de bactéries Gram-négatives englobent les archéocines, les
colicines et les microcines. Les halocines produites par les halobactéries (archées) sont les
seules bactériocines reconnues jusqu’a présent. L halocine S8 est |a premiére archaéocine
caractérisée. Elle contient 36 acides aminés codés par un méga-plasmide et est extrémement
résistante au sel, a des températures extrémes et aux solvants organiques pendant de longue

durée. La concentration des halocines produites augmente au cours de latransition de la phase
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exponentielle vers la phase stationnaire. La stabilité des halocines peut expliquer la faible
diversité des espéces dans les environnements hypersalés fréquentés par les halobactéries
(VERMA et al., 2014).

Lescolicines; qui représentes des protéines de poids mol éculaire élevé synthétisées par
les bactéries Gram négatif sous I'influence de facteurs de stress sont considérées comme des
colicines (CASCALES et al., 2007). Selon (TAALE, 2016), deux types sont révélés colicines
du groupe A exemple : (colicine E1 aE9, K, N, U et $4) et colicines groupe B (colicines B, D,
la, M, 5 et 10).

Les microcines sont de petites molécules polypeptidiques (<10 kDa) synthétisées par
des bactéries Gram-négatives (ALEXEY et al., 2018) ; produites dans des conditions de stress
nutritif, et regroupés en deux classes | (microcines B17 et J29) et classe Il (microcinesV, L et
24) (TAALE, 2016).

4. M écanismes de synthese des bactériocines propresaux LAB

Différentes proténes sont impliquées dans les processus de biosynthése et de régulation
des bactériocines. Ces derniéres sont produites sous forme d’ un pré-peptide non biol ogiquement
actif et qui vont subir plusieurs modifications post-traductionnelles pour aboutir aux peptides
actifs. Laréegulation de la production de la bactériocine se fait selon e mécanisme du Quorum
Sensing (DORTU et THONART, 2009).

Puisque lamajorité des bactériocines produites par |es bactéries | actiques, appartiennent
aux deux premiéres classes, un nombre considérables de données existe actuellement aux sujet
de leur production, excrétion, mode d’ action et facteurs affectant leur production ou activitéin
vivoou in situ (DROSINOS et al., 2008).

4.1 Synthesedeslantibiotiques

La production des lantibiotiques est un processus qui nécessite plusieurs étapes : la
formation du pré-lantibiotique, la déshydratation et la formation des ponts intra chaines, le
clivage du peptide leader et sa sécrétion (MORISSET et al., 2005).

Une fois produit, le pré-peptide contenant une séquence N-terminale de 23 a 30 acides
aminés sera clive lors du transport a I’ extérieur de la cellule .Ce dernier va d abord subir une
déshydratation de la sérine et la thréonine pour former la Dha et Dhb (par I’ intervention d’ une
déshydrogénase), puis une cyclase intervient pour former les liens thioéthers, entre ses résidus
déshydratés et les cystéines environnantes, donnant aux lantibiotiques une structure cyclique.

Apres ces modifications ce peptide sera clivé lors de son excrétion par une protéase ou le
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domaine protéasique de I’ ABC transporteur (ATP-bending cassette transporteur) aboutissant
ains au peptide biologiquement actif (CHEN et HOOVER, 2003 ; DORTU et THONART,
2009).

En effet, lanisine produite par Lactococcuslactis constitue le mode le mieux caractérise,
du fait de ces diverses applications notamment comme bioconsevateur des denrées alimentaires,

' est pourguoi son mécanisme de synthése et régulation et bien dlucidé (figure 06).

oGO EOEDODEDEDEDTOE X e XX

_6_ N — ey e "'6" = S | _
}_ Pepride g ? ? o g_)_;
leader ot
Deéshyvdratation des sérines et des thréonines
Y
QoO(s=r )= )L L)( J) e (_ . ) Leu (H . )L 5 f ; D CHOEC)ess
e ' W S W S S - s -
) & g
St =1,
Formation de lanthionines
Clivage du peptide = v
leader ,—-»( Lra )-— -.\

= Y
.._ y* \\_ PN
u:::: - ) - ; ) I{ o ' O O& N { I btl-/\( G _:):J_'—'):

Figure 06 : Schéma dela modification post-traductionnelles de la pré-nisine
(COOTER et al., 2005).

4.2 Synthesedesbactériocinesdeclassell :

Les bactériocines de classe Il sont des peptides qui sont synthétises presque sans
modification post-traductionnelle des résidus d acides aminés, la seule modification post-
traductionnelle est la formation de deux ponts disulfures nécessaires a leur activité (DRIDER
et al., 2006).

Les génes codant pour la biosynthése des bactériocines sont généralement organisés en
trois opérons, le premier comporte les genes de structure et d’immunité, le second contient les
genes codant pour I’exportation de la bactériocine, le troisieme codant pour le systeme de
régulation a trois composants (DIEP et NES, 2003 ; DRIDER et al., 2006). De plus, les
bactériocines de classe Ila sont également produites sous la forme d’'un pré-peptide non
biologiquement actif. La séquence N-terminal du pré-peptide (séquence signal), tres conservée
et contenant une vingtaine d’ acides aminés, seraclivée du coté C-terminal d’ un doublet GG par
le domaine protéasique del’ ABC transporteur au moment de |’ excrétion pour donner le peptide
biologiquement actif (DORTU et THONART, 2009).
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5. Mécanismes derégulation des bactériocines

L’ensemble des déterminants génétiques responsables de la production d'une
bactériocine sont en général trouvés au voisinage les uns des autres groupés en une ou plusieurs
unités transcriptionnelles. Elles sont portées par des ééments génétigues mobiles et
exceptionnellement localisees sur le chromosome bactérien (CENATIEMPO, 1996).
Différentes protéines sont impliquées dans la production des bactériocines qui est souvent

contrdlée par un mécanisme a deux composantes basé sur le Quorum Sensing (figure 07).

Quorum sensing and antimicrobial agents: the nisin of Lactococcus lactis

Nisin is a 34 aa polycyclic antibacterial peptide
produced by L. /actis that is used as a food
preservative
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Figure 07 : M écanisme du Quorum Sensing : Model nisine de Lactococcus lactis
(Source : https://slideplayer.com/slide/13841517/).
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Lors de ce mécanisme, |’ expression des genes dépend de la densité de la population
bactérienne dans le milieu (DORTU et THONART, 2009). Cette régulation repose sur la
production de peptides phéromones qui peuvent étre la bactériocine elle-méme mais plus
fréquemment un peptide spécifique (MORRISET et al., 2005).

A une certaine concentration externe du peptide d'induction, I’histidine kinase
transmembranaire est activée, ce qui induit la phosphorylation du régulateur de réponse et
I”activation de |’ expression des génes de structure, d’ immunité et de transport, on parle alors
d une autorégulation (EIJSINK et al., 2002 ; DRIDER et al., 2006).

6. Moded’action des bactériocines

D’apres (DROSINOS et al., 2009), le mode d’ action des bactériocines est caractérise par
deux phases distinctes :
Phasea: Adsorption delabactériocine sur lesrécepteurssitués sur laparoi cellulaire des souches
sensibles : cette phase est réversible et iminatrice de la bactériocine (par exemple présence de
protéases) maintient lastructure de la membrane intacte sans dommage des cellul es bactériennes.
Phase b : Dénaturation de la membrane cytoplasmique : elle est irréversible et les dommages
entrainés sont caractéristiques pour chaque bactériocine (formation de pores, action lytique ou
inhibition de synthése de composants cellulaire importants).

L’activité antimicrobienne des bactériocines des bactéries lactiques S exerce
essentiellement par deux principaux mécanismes : formation de pores a travers la membrane
cytoplasmique et inhibition de la synthése du peptidoglycane constituant principal de la paroi
des bactéries Gram positif (ABEE, 1995 ; CHEN et HOOVER, 2003).

6.1 Classel (leslantibiotiques)

L eslantibiotiques agissent en se liant aun récepteur transmembranaire delacellulecible
entrainant laformation de pores ; ce qui induit la perte du potentiel éectrique et du gradient pH
transmembranaire (WIEDEMANN et al., 2006 ; KUIPERS et al., 2011).

6.2 Classell

Le mode d’ action des bactériocines de la sous-classe |1a réside dans I’induction de la
membrane par liaison au fedillet § de la cellule cible conduisant & la dissipation de la force
proton motrice et a la fuite de I’ATP intracellulaire a cause de la formation de pores
membranaires (NISSEN-MEYER et al., 2009 ; KJOS et al., 2010).

L es bactériocines de la sous-classe |1b agissent par perméabilisation de lamembrane de

la cellule cible provoquant ainsi la fuite des composés intracellulaires tels que les ions
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monovalents (cas des plantaricines E/F et JK), des cations monoval ents (cas de la L actococcine
G) par formation de pores (NISSEN-MEYER et al., 2011).

Quant aux bactériocines de la sous-classe lic, elles induisent la perméabilisation des
membranes bactériennes et détruisent la force proton-motrice. Leur cyclisation permet leur
stabilisation et est nécessaire a |’ expression de leur activité biologique (NI SSEN-MEYER et
al., 2009).

6.3 Classelll

Peu d études sur le mode d'action des bactériocines de classe Ill ont été publiées
(MORISSET et al., 2005). Cependant, leur mode differe complétement des autres classes. En
effet, I’entérolysine A, la zoocine A et la milléricine B agissent par | hydrolyse des liaisons
peptidiques des peptidoglycanes des cellules cibles. La zoocine A, a un spectre d’ action étroit
alors que I'entérolysine A et la milléricine B ont un spectre d'action large (DORTU et
THONARD, 2009).

L afigure 08, montre le mécanisme d’ action de la Sakacine, laPédiocine, laNisine et la

L ysostaphine qui sont des bactériocines produites par les bactéries & Gram positives.
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Figure 08 : Schéma montrant les principaux mécanismes d’ action des bactériocines
produites par les bactériesa Gram positives (FERNANDEZ, 2014).
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La sakacine, une bactériocine de classe |1a, agit directement au niveau de la membrane

interne en formant un pore conduisant a la mort de la bactérie cible. La pédiocine PA-1,

appartenant aussi alaclasse l1a, se fixe sur I'unité D du mannose phosphotransférase (enzyme

transmembranaire multimérique). Elle sinternalise et force le cana arester ouvert, conduisant

alafuite du contenu intracellulaire et alamort de la bactérie cible. La nisine, une bactériocine

de classe |, se fixe sur le lipide Il transmembranaire impliqué dans la synthése du

peptidoglycane. Elle sinternalise et forme des pores tout en bloquant la fonction du lipide 1.

Enfin, la Lysostaphine, une bactériocine de classe Il agit directement au niveau du

peptidoglycane.

Tableau Il : Représente le spectre d’activité de quelques bactériocines (de classe | et 11)

(TAALE, 2016).

Bactériocine

Nisine F

Pédiocine PA1

Lactococcine MMFII

Plantaricine Wof3

L abyrinthopeptines

(Alet A2)

Organisme producteur

Lactococcus lactis
F10

Pediococcus acidilactici

Lactococcus lactis subsp

(Streptococcus lactis),

lactis

Lactobacillus plantarum

Actinomadura
Namibien

34

Active contre
Staphylococcus aureus,
Saphylococcus carnosus
Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus reuteri

Pediococci, Lactobacilli,
Leuconostoc, Brochothrix,

thermosphacta, propionibacteria

Bacilli, Enterococci,

Saphylococci, Listeria, Clostridia

Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Listeria
monocytogenes, Listeria ivanovii

Lactobacillus spp., L. lactis, L.
Pentosaceus, Oenococcus oeni,
Leuconostoc mesenter oides,
Pediococcus acidilactici,
Enterococcus faecalis, Listeria
innocua, Li. monocytogenes,
Propionibacterium
freudenreichii, Staphylococcus
aureus

Staphylococcus, Streptococcus,
virus de |’ herpés simple 1.

Ré&férence

(TAALE,
2016)

(TAALE,

2016)

(TAALE,
2016)

(TAALE,
2016)

(NANDEZ,
2014)
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Enterococcus faecalis JCM 5803,

Ent. faecalis OU510, Ent. faecium
Enterocine A Enterococcus faecium JCM 5804, Ent. faecium TUA

(Streptococcus faecium) 13441, Ent .hirae ATCC 10541,

Lactobacillus plantarum ATCC (HU et al.,

14917, L. sakei ssp. sakei JCM 2010)

1157, Lactococcus lactis ssp.

crémoirs ATCC 19257, Bacillus

coagulans JCM 2257, B. subtilis

JCM 1465, Listeria innocua

ATCC 33090, Pediococcus,

Listeria monocytogenes

Lacticine 3147 A1 Lactococcus lactis Enterococcus, Lactobacillus, (REA et al.,
& A2 subsp lactis Lactococcus, Leuconostoc, 2011)
Clostridium difficile

7. Applications potentielles des bactériocines

7.1 Application agroalimentaire

Conformement & (ALVAREZ et al., 2019), les bactériocines sont incolore, inodore et
sans saveur, et par consequent, ne nuisent pas al'acceptabilité del'alimentation si elle est utilisée
comme supplément (figure 09).

D’un autre c6té, elles peuvent facilement étre dégradés par |es enzymes protéol ytiques
de I'h6te; donc les fragments de bactériocine ne demeures pas longtemps dans I'hdte ou dans
I'environnement, ce qui réduit la possibilité d’ interaction de ces fragments dégradés avec les

souches cibles et les chances |e dével oppement de la résistance.
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Figure 09 : Les souches productrices de bactériocines, les bactériocines purifiées peuvent

étre ajoutés aux aliments, aux animaux et aux médicaments (ALVAREZ et al., 2019).

Si les souches productrices de bactériocines sont appliquées comme culture starter ou
co-culture dans les aliments, elles peuvent prolonger la conservation des aiments. Les
probiotiques produits par les bactériocines peuvent également équilibrer les bactéries dans le
tube digestif pour réduire les maladies gastro-intestinaes. Les bactériocines purifiées peuvent
étre gjoutées directement aux aliments comme agent de conservation naturel. Aussi, ajoutées a
I'aimentation animale comme additif anti-pathogéne pour protéger le bétail contre les
dommages causes par les microorganismes nocifs. Ces peptides antimicrobiens (AMP) utilisés
en médecine, peuvent améliorer la qualité de la vie humaine. Ils ont e potentiel de remplacer
les antibiotiques comme médicaments antibactériens et sont de nouveaux médicaments
anticancéreux (SHIH-CHUN et al., 2014).

En effet, I’ expérience menée par KIM N-N et ces collaborateurs (2019), démontre que
la bactériocine dérivé de Brevis DFO1 a fortement inhibé la formation de biofilms d'E. coli et
de Salmonella Typhimurium, renforgcant son utilisation prometteuse comme bioconsevateur
d aliments.

A vrai dire, la bactériocine pédiocine PA-1 produite a partir de Pediococcus acidilactici
est également disponible sur le marché sous le nom d'Alta® 2341 qui inhibe la croissance de

Listeria monocytogenes dans les produits carnés (FIELD et al., 2018).
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Conformément & (TASLEEM et al., 2019) le concept de la technologie barriére a été
développé ; consistant al’ utilisation de barriéres combinées pour établir un effet antimicrobien,
additif, et parfois synergique, améliorant ainsi la sécurité et la qualité sensorielle des aliments.

Démontrant que les bactériocines combinées a cette technol ogie peuvent constitués une
alternatives aux conservateurs chimiques dans |les techniques de conservation.

Finalement, latechnol ogie d’ encapsul ation des bactériocine aconduit au dével oppement
de nouveaux emballages antimicrobiens sans aucune modification aux composants alimentaires
(CHANDRAKASAN et al., 2019).

7.2 Application thérapeutique et phar maceutique

(LORIS et al., 2019), ont mis en revue, les propriétés anticancéreuses de plusieurs
bactériocines : la colicine A et la colicine E1 qui ont révélé une activité inhibitrice contre la
croissance de onze lignées différentes de cellules tumorales ; lacolicine D et lacolicine E2 ont
montré un effet inhibiteur contre les cellules leucémiques murines P388 et la colicine E3 a
supprimé la transformation maligne d'une lignée de monaoblastes de poulet. Enfin, chez la
souris, la nisine sest révélée efficace pour contrdler le carcinome épidermoide de la téte et du
cou et le cancer de la bouche ; ayant comme résultat, la réduction des volumes tumoraux par
I” augmentation de I'apoptose cellulaire.

Les interactions synergiques de lantibiotique nisine et bactériocine de classe Ila,
pédiocine PA-1, et I'antibiotique polymyxine E a permis l'inhibition de la poly myxine-
résistante E. coli, pédiocine PA-1 résistant L. monocytogenes et nisine résistant L.
monocytogenes variantes (NAGHM OUCHI et al., 2011).

Les éudes réalisées par MATHUR et ces collaborateurs (2017) révelent I'intérét
thérapeutique de la combinaison bactériocines avec des antibiotiques, des lysines de phage et
d'autres antimicrobiens / facteurs de stress tels que les huiles essentielles végétales d'origine
naturelle, en vue de cibler les agents pathogenes cliniques / vétérinaires, les agents pathogenes
impliqués en biofilm, et les agents pathogenes d'origine alimentaire. D’ ailleurs I’ utilisation la
nisine A, et ses dérivé transgéniques nisine ‘S29A’ et nisine ‘M21V’ indépendamment et en
combinaison avec le carvacrol d'huiles essentielles, trans-cinnamaldéhyde, thymol, ainsi que
I” agent de conservation de l'acide citrique, afin d'évaluer |'efficacité de ces combinaisons contre
les Gram négatif pathogénes d'origine alimentaire Escherichia coli O157 : H7 et Cronobacter
sakazakii, en effet, la nisine A-carvacrol a inactivé complétement O157 : H7 dans le jus de
pomme, et ceci I’ orque elles sont conserveés a température ambiante. En plus de la réduction
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significative de C. sakazakii (associer alacontamination du lait maternisé, et impliqué dansles
cas d'entérite, de méningite et septicémie).

L'étude de MESSI PATRIZIA et ces collaborateurs (2019), prouve que les
bactériocines de deux souches Enterococcus monditii (bacLP17 et bacL. P18) d'origine de fruit
de mer, on une forte activité inhibitrice contre les cellules en croissance active de Listeria
monocytogens, amorcant leur intérét en aquaculture et leur utilisation en biopréservation des
produits a base de Poisson et fruits de mer.

La technologie d’ encapsulation dans des polymeres naturels ou synthétiques a été
exploitée comme une aternative pour protéger les antimicrobiens, améliorant potentiellement
leur efficacité et de lastabilité dansles aliments ; I’ utilisation efficace de la microencapsul ation
des LAB avec des matériaux gastro-résistants (alginate, la gélatine, le chitosan, la gomme
d'amidons) en industrie pharmaceutique. L’utilisation également des nanofibres et
nanoparticules comme un systeme intelligeant de protection et distribution de médicaments
antimicrobiens, comme exemple ; la nisine encapsul é dans électrofilée en nanofibres de PLA,
areduit le nombre de cellules bactériennes dans une infection cutanée induite par S. aureus, de
plus une augmentation du spectre de son activité a été observé grace au co-filage de
nanoparticules d'argent et dacide 2,3-dihydroxybenzoique en nanofibres PDLA-PEO.
Finalement, la bactériocine subtilosineincorporée dans les nanofibres de PV A ainhibél'activité
du virus (HSV-1).

8. Lesfacteursinfluencant I’activité et la biosynthese des bactériocines

Plusieurs facteurs peuvent influences |’ activité des bactériocines dans les produits
aimentaires (DORTU et THONART, 2009) :

e L’acidité (pH) peut influencer la solubilité et |a stabilité des bactériocines.

e Lafaible solubilité des bactériocines ayant pour résultat leur diffusion insuffisante et
non-homogene dans la masse des aliments.

e L’interaction et I'inactivation des molécules de la bactériocine avec les additifs
alimentaires ou des ingrédients.

e Présence de diverses enzymes pouvant dégrader |a bactériocine telles que les protéases.

e Divers mécanismes tels que I’ oxydation des lipides qui déstabilise les molécules de la
bactériocine.

e Les traitements appliqués au produit (comme les traitements thermiques et la

température de stockage).
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Deplus, L’ état physiologique de la bactérie productrice et | es conditions expérimental es
(concentration et pureté delabactériocine, concentration delacellule cible et milieu de culture)
peuvent influencer |’activité des bactériocines (TAALE, 2016). Ainsi, la combinaison de
plusieurs bactériocines permet d’augmenter leur activité et leur spectre d’action (DORTU et
THONART, 2009).

Enfin, des études récentes soulignent I’ effet de certains facteurs sur |a biosynthése des
bactériocines ; tel que, I’améioration del’ activité inhibitrice de "L. plantarum J23" par I’ gout

des ions ‘Fe 2", ‘mn 2", et l'dcool éthylique suggérant un effet synergique avec les
bactériocines de cette souche. En revanche, I’inhibition de son activité par I’ addition les ions

;Cu2+1, ‘K +1’ lCa2+’, ‘Zn 24 (ZHANG et al., 20183)

9. Leséventuesrisquesliésal application desLAB et leur bactériocines

A ce jour, aucun effet secondaire magjeur n’'a été relevé lors de I’ usage de suppléments
de ferments lactiques. Néanmoins, (ALVAREZ et al., 2019), ont rapporté que les LAB sont
considérés comme naturellement résistantes a plusieurs antibiotiques et pourraient propager
leurs génes de résistance dans la chaine alimentaire entre les aliments, les humains, ainsi que
dans I'environnement par différents mécanismes. Ainsi, de nombreux cas de conjugaison dans
des matrices alimentaires ont été signal és chez une bactérie commensal e (Enter ococcus faecalis
et Lactococcus lactis) a des souches potentiellement pathogenes (Listeria spp, Salmonella spp,
Saphylococcus aureus et E. coli) danslelait fermenté.

Suivant la FAO et I’'OMS, il est important de déterminer si les cultures starter ou
probiotiques destinées a la consommation humaine ou animale possedent des genes de
résistance mobiles qui pourraient étre transférés a d'autres micro-organismes on effet, Le
transfert horizontal de genes (HGT) impliquant I'échange de genes entre les différentes bactéries
gréce a des ééments dADN mobiles, peut constituer un facteur de risque pour la sécurité
aimentaire.

Quelques articles ont signalé de faibles niveaux de toxicite liés aux bactériocines. A
savoir la diminution des fibroblastes humains (HNF, ATCC CCL-28) due a un traitement de
forte concentration (5000-et 1000- AU /ml) d'une bactériocine produite par Lactococcus sp
(HY 449). Latoxicité a dose dépendante de |’ entérocytine S37 (propre a E. faecalis S37), aété
révélée sur les lignées cellulaires Caco-2/TC7 indifférenciées (Cellules d’ Adénocarcinome

colique humain).
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Certains rapports (DICKS et al., 2017) on signalés des propriétés spermicides
inattendues de la nisine et la subtilosine de Bacillus amyloliquefaciens.
Enfin, |’ effet cytotoxique dela pédiocine PA-1 et lanisine sur les cellules rénales du

singe Vé&ro et le cblon humain (SVHC).
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Matériel et méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie appliquée,
département de Biochimie-Microbiologie de I’ Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
Il consiste en I'isolement et |'identification de bactéries lactiques a partir de lait cru, de la
région de Tizi-Ouzou et I'éude de leur pouvoir antagoniste vis-a-vis d' une souche de
référence Pseudomonas aeruginosa 27853, et 5 souches pathogenes cliniques BLSE qui sont :
Saphylococcus aureus (MU 50), Escherichia coli 15633 et 15836 et Klebsiella pneumoniae
15702 et 4856, par |a méthode de diffusion en puits.

Matériels

.1 Matériels biologiques

Pour la réalisation de la partie expérimentale, on s'est servi du matériel biologique

suivant :
1.1.1 Laitcru
» Deux échantillons de lait cru de vache.
1.1.2 Lessouchesderéférences
Les souches test utilisées dans cette étude sont les suivantes :
» Souchesderéférences
Pseudomonas aeruginosa (27853)
Souches clinique BL SE (laboratoire de microbiologie et parasitologie CHU Nadir Mohamed
Tizi-Ouzou) :
» Saphylococcus aureus MU 50
» Escherichia coli (15633 et 15836) isolé a partir d’ hémoculture.
» Klebsiella pneumoniae (15702 et 4856) isolé respectivement d’une hémoculture
(MHC) et du pus.

Les souches sont purifiées et conservées sur gélose nutritive & +4°C. Avant leur
utilisation dans les tests d'inhibition, elles sont activées par transfert sur bouillon coeur
cervelle (BHIB) et incubées 24 heures a 37 °C.

1.2 Milieux deculture

1.2.1 Milieux pour I'isolement et purification

e Milieu Man Rogosa et Sharpe (MRS)
o Elliker
oM 17
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1.2.2 Milieux pour identification

vV V.V V V V V V V VY

Ampoules de sucres a 6%, 10% et 20%
Bouillon au rouge de phénaol

Bouillon hypersalé (2%, 2.5%, 4%, 6.5% et 9%)
Bouillon nitraté

Gé&ose mannitol mobilité

Géose semi solide au lait citraté

Lait Sherman

Milieu Clark et Lubs

Milieu alagéatine

Milieu de Maller (milieu ADH)

1.2.3 Milieux pour I’ étude del’antagonisme

>
>

w

YV V.V V V V V VYV V V V V V V V V V

Bouillon BHIB

Géose nutritive

Gélose Mller Hinton
Réactifs, colorants et autres
Bétons d’ oxydase

Bleu de méthyléne

Eau distillée stérile

Eau oxygénée a 03%

Eau physiologique

Ethanol 96°

Fuchsine

HC1 1IN

Huile de vaseline stérile
Huile d'immersion

Lugol

NaOH 1IN

Poudre de zinc

Réactifs de Voges Proskauer VP1 et VP2
Réactifs nitratés NR1 et NR2
Rouge de phénol

Violet de Gentiane
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.4 Appareillages

Autoclave (Wisd IM 72351/5DMM/15)
Agitateur magnétique

Agitateur de tubes

Bain Marie D-72338 Bolingen Germany

Bec bunsen.

Balance de précision (KERN PcB d= 0.0019)
Centrifugeuse (6000x g) (SIGMA 4-16K)
Etuves (MEMMERT 525/labab/13)
pH-meétre

Réfrigérateur

Jarre d’ anaérobiose

Microscope optique (hund WETZLAR typ Med-Prax)

Vortex

YV V.V V V V VYV V V V V V VY

Verrerieet autresmatérials

o

Lames et lamelles
Pipettes graduées 1 ml, 2 ml, 5ml et 10 ml
Pipettes Pasteur
Cloche de Durham
Tubesa stériles
Tubes de centrifugation
Flacons de 250 ml, 500 ml et 1000 ml
Anse aboucle et anse afil droit
Boites de Petri en plastique
Papier aluminium
Papier film
Spatules
M éthodes

1.1 Prélevement (collecte du lait)

YV V.V V V V V V V V V V

Un échantillon de 150 ml de lait cru (vache saines et non traitées par les antibiotiques)
d' une collecte matinale a été récupéré chez des agriculteurs de la région de Tizi-Ouzou.

L’année et lemois ainsi que larégion de collecte du lait sont donnés dans le tableau N°l11.
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Tableau |11 : Année, mois et région de collecte des échantillons de lait de vache.
Origine des échantillonsde Moisdela collecte Année delacollecte
lait de vache
OUAGUENOUN AVRIL 2019
T1Z1 OUZOU AVRIL 2019

Le préévement <'est fait dans de bonnes conditions d hygiene afin d éviter toute
contamination ultérieur (lavage a |’eau savonneuse, ringage a I’eau javellisée, séchage avec
une compresse stérile et collecte dés les premiers jets).

1.2 Isolement des bactérieslactique

11.2.1 Préparation dela solution mére

Pour la préparation de la solution mére, 10 ml d’ échantillon est placé dans un tube
contenant 90 ml d’ eau physiologique stérile. Le mélange est ensuite agité au vortex.
11.2.2 Préparation des dilutions décimales

Ladilution est un processus qui consiste a réduire la concentration d’ une substance dans
une solution. Dans ce but, des dilutions décimales sont ensuite réalisées en cascade jusqu’ala
dilution 107,

L’isolement a été fait sur gélose Elliker e¢ MRS. A partir de la solution mére et de
chaque dilution (101, 102, 10°) 100ul sont prélevés et déposés sur la gélose Elliker
préalablement coulés et solidifiés sur boites de Petri puis bien éaer de la solution bactérienne
a I'aide d'un réteau jusgu'a épuisement, puis incuber 24-72h a 37°C dans une jarre
d’ anagrobiose. Les bactéries lactiques sont généralement des microaérophiles ; leur incubation

en anaérobiose a été assurée par lamise des boites de Petri dans du papier film.

1.3 Purification

Cette phase conduira a une souche pure est d'une importance capitale, toutefois elle est
tres délicate et comporte plusieurs étapes. La purification des bactéries lactiques est réalisée
alternativement sur gélose et bouillon MRS a pH 6,2, afin de sassurer de la pureté des
cultures (BADIS et al., 2005). Apres incubation, chaque boite de Petri est examinée (a |’ ceil
nu), puis on procéde directement & la coloration de Gram et ala vérification de I'absence de la
catalase et I'oxydase des différentes colonies choisies.
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Les colonies ayant répondues a ces trois premiers critéres sont ensuite repiquer une
deuxieme et a une troisiéme fois jusqu’a pureté totale. Les souches purifiées sont ensuite
soumises aux tests préliminaires ci-dessous.

La coloration de Gram a été utilisée pour classer les bactéries selon leur Gram, leur

morphologie et leur mode d’ association.

» Protocole dela coloration de Gram
e Principe
- Réaliser un frottis sur une lame en verre propre et préal ablement dégraissée ;
- Colorer lefrottis avec du violet de gentiane durant 2 minutes ;
- Regeter le colorant et gjouter le Lugol 2x 45secondes ;
- Rincer al’eau;
- Deécolorer al’alcool 96° durant 10 secondes ;
- Rincer abondamment al’eau ;
- Faire une contre-coloration avec de la fuchsine diluée & 1/10 durant 2 minutes ;

- Rincer al’eau et observer al’immersion x100.
o |Lecture: Les bactéries Gram positives apparaissent en violet alors que les Gram

négatives apparaissent en rose (FUGL SANG et EDWARDS, 2007).

> Test delacatalase
La catalase est une enzyme retrouvée chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. En effet, En présence d’oxygene moléculaire, certaines réactions
métaboliques conduisent a la formation d’ eau oxygénée qui est un composeé cellulaire toxique
Cette, empéche I'accumul ation de cette eau oxygénée en la décomposant en eau et en oxygene
(DELARRAS, 2007 ; FUGL SANG et EDWARDS, 2007).

Catalase
2H202 2H-0 + O,

Technique

Le test consiste a déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (10 volume) dans

laquelle sera dissocié un petit prélévement de la colonie.

e Lecture
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La souche est dite catalase positive si un dégagement gazeux est observé et le contraire
indique I’ absence de I’ enzyme catal ase.

» Testsdel’oxydase

e Principe

Ce test permet la recherche du cytochrome oxydase qui est la derniere enzyme de la
chaine respiratoire (la phényléne diamine oxydase). Cette enzyme est capable d oxyder un
réactif : le N diméthyle paraphénylene diamine (LEVEAU et al., 1991).
e Technique

Sur un tube stérile, déposer un disgue oxydase et I’humidifier avec quelque goutte
d eau distillée stérile, a |’ aide d' une pipette pasteur stérile, prendre une colonie et la déposer
sur le disque.
e Lecture

Le changement de couleur indique le résultat positif, si le disque prend une couleur

violette |’ oxydase est positive, s |e disque reste incolore |’ oxydase est négative.

Seules les souches a Gram positif, catalase et oxydase négatif ont été retenues.

1.4 Conservation
A partir du troisiéme repiquage, on préléve de chague boite de petri 4 & 5 colonies

gu'on vaintroduire par piqure centrale dans un tube de conservation contenant du milieu MRS
a pH 6,2, puis incuber pendant 24h & 37°C. Aprés croissance a température optimale les
cultures sont maintenues a + 4°C et le renouveél ement des souches se fait par repiquage toutes
les 4 semaines.

Tant dis que, la conservation a long terme des isolats purifiés a éé réalisée dans le
bouillon MRS contenant 30% de glycérol et stockés a une température de -20°C.

1.5 Screening de Bactérieslactiques bactériocinogenes

Les caractéristiques générales des souches cibles utilisées et leurs codes sont présentés

dans le tableau s dessous :
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Tableau |V : souches pathogéne cible et leur caractéristiques générales (DACOSTA,
2000 ; GUIRAUD, 2003).

Souches Code Gram Catalase Oxydase Forme Milieu Température
pathogénes des d’isolement  d'incubation
cellules
Pseudomonas
aeruginosa 27853 - + + Bacille BHIB 37°C
Staphylococcus MU 50 + + - Gélose 37° C
aureus (SARM) Cocci Chapman
Klebsiella - - + Gélose 37°C
pneumoniae 4810 Bacille Hektoen
Escherichia - - + Gélose au 37°C
Cali 4872 Bacille = désoxycholate

11.5.1 Mise en évidence dela production de bactériocines
Le but de notre éude, est de mettre en évidence I'effet antagoniste des souches de

bactéries lactiques que nous avons isolé par |'action de bactériocines ; ce qui nous conduit a
travailler dans des conditions expérimentales élimant I'effet conjugué des acides organiques
(notamment I'acide lactique et |'acide acétique) et du peroxyde dhydrogéne (H202)
(DACOSTA, 2000 ; YAAKOQUBI et al., 2006) :

- Elimination de I'effet de I'acidité par la neutralisation du pH

- Elimination de I'effet du peroxyde dhydrogéne par la création de la condition

d anaérobiose.

Pour la mise en évidence de la production de bactériocine(s), les 24 souches de
bactéries |actiques isolées sont testées pour leur pouvoir antibactérien suivant la méthode de
diffusion par puits décrite par TAGG et McGiven (1971) :

Son Principe consiste a inoculer la gélose fondue et refroidie a 45°C avec une
préculture de la souche indicatrice. Aprés solidification, des puits sont creusés a I’aide d'un
emporte-piéce ou un embout, puis remplis avec un surnageant préalablement stérilisé par
filtration sur membrane de la culture a tester. Une prédiffusion a 4°C durant 4h est réalisée

suivie d une incubation 24h avant examen des zones d’ inhibition.
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11.5.1.1Préparation du surnageant del’isolat lactique

Réaliser au préalable des cultures sur gélose Elliker avec chague souche teste ;

Apres 18 h d'incubation en anaérobiose 4 37°C ;

Ensemencer 15 ml du bouillon Elliker avec 4 colonies del’isolat lactique ;

Ajouter 2 ml de I’ huile de vaseline stérile pour assurer I’ anaérobiose et incuber 18h a
37°C;

Aspirer I’huile de vaseline avec une micropipette puis récupérer les bouillons qui
seront centrifugés a 5000 tours/minute a4° C pendant 15 minutes ;

Chauffer les surnageant dans des tubes stériles a 70°C pendant 30 minutes pour
assurer I’inhibition de I’ activité des protéases puis refroidie a température ambiante ;
Ajuster le pH a 7 avec NaOH 1N afin d’ éliminer I’ effet antibactérien des acides
organiques ;

Filtrer le surnageant a I’aide d'un filtre de 0.2um pour s assurer que celui-ci est

exempt d éventuelles cellules bactériennes.

11.5.1.2Préparation del’inoculum de la soucheindicatrice

Des suspensions des souches cibles sont préparées dans de |’ eau physiologique a 0,9%
NaCl ;

Bien agiter et mesurer la densité optique a I'aide d'un spectrophotometre, celle-ci doit
correspondre a une DO 0,08 ; 0,09 et 0,1 a 625 nm dans le but d'avoir le méme
inoculum en souches cibles dans les boites de Petri ; pour éviter que les résultats ne
soient pas influencés par une différence au niveau du seuil d'ensemencement (gélose
surchargée) ;

Unedilution a un centieme est ensuite effectuees ;

1ml de ladilution est ensemenceé dans 20ml du milieu Elliker liquéfié a 45°C ensuite
bien homogénéiser ;

Creuser des puits (5puits) de 6 mm de diamétre dans la gélose avec le bout supérieur
d’ une pipette Pasteur stérile.

[1.5.1.3Réalisation du test d’inhibition

Charger les puits avec 100ul du surnageant neutralise de |’ isolat lactique ;
Laisser diffuser ala paillasse durant 1h en s assurent que celle-ci est en niveau afin

d éviter les résultats faussés (solution d'isolat déborde sur lagélose) ;
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- Un puits est effectué pour chaque isolat dans quatre boites de Petri différentes (pour
chague souche teste) ;

- Charger un autre puit au niveau de la méme boite avec 100ul de bouillon Elliker ou
MRS (témoin négatif) a pH7. Les boites de Petri sont mises au réfrigérateur a une
température de +4°C pendant 4 heures pour permettre la bonne diffusion de la ou les
bactériocines ; et incubées a 37°C pendant 24 heures ;

- Lalecture se fait par la mesure du diametre en millimetre avec pied a coulisse des
zones d'inhibitions formeées autour des puits (Zi). Un résultat est considérer positif s
le diamétre de la zone dinhibition est supérieure & 2mm (YILDIRIM Z et
YILDIRIM M, 2001). La mesure du diamétre d’inhibition se fait par la formule
suivante : Zi = diamétre de la zone d'inhibition obtenue — diamétre du puits
(Annexe 3).

I1.6 Identification
A fin de réaliser cette derniére I'API 50 CH qui offre alafois un gain de temps et une
gamme de tests assez large permettant ainsi une identification vigoureuse et poussee
(LEVEAU et BOUIX, 1991), fait que nous avons essayé de réaliser le maximum de tests
gue compte cette derniere et ce en préparent nous méme les milieux de base, certains de ces
tests seront commun pour |’ensemble des bactéries lactiques tandis que d'autres seront plus
spécifiques.
11.6.1 Testes communs aux bactérieslactiques
11.6.1.1Mobilité: (LEVEAU et al., 1991 ; GUIRAUD, 2003).
e Principe
C’est un test important vu qu’il permet la caractérisation des bactéries lactiques qui sont
généralement immobiles.
e Technique
- Des tubes de milieux gélosé mannitol mobilité sont ensemencés par piqlre centrale a
partir des différents tubes d’ enrichissement.
- Puisincuber a 37°C pendant 48 h.
e Lecture: les bactéries immobiles se développent uniquement sur la longueur de la

piqire centrale, or celles qui sont mobiles envahissent toutes les parties du tube
(Annexe 4).
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11.6.1.2 Typerespiratoire : (BOUIX et LEVEAU, 1991 ; HOGG, 2005).
e Principe
Cette étude consiste a déterminer le type respiratoire des souches isolées a savoir aérobie,
anagrobie, aéro-anaérobie facultatif ou micro-agrophile
e Technique
Les tubes contenant le milieu Elliker plus agar solidifié a une hauteur de 70 a 80 mm
sont ensemencés par piqure centrale par les souches a tester et incubés 24 h aux
températures appropriees.
e Lecture:
- Une croissance en surface et sur environ 1 cm : aérobie ;
- Croissance au fond du tube, et absence de colonies sur la zone supérieur du tube :
anaérobie;
- Croissance dans tout | e tube : aéro-anaérobie facultatif ;
- Croissance d' environ 1cm sur une zone intermédiaire du tube : micro-aérophile.
11.6.1.3 Typefermentaire: (LEVEAU et al., 1991).

e Principe
Ce test permet de séparer les souches en deux groupes homofermentaire ou
hétérofermentaire.
e Technique
Suivant la technique de cloche de durham nous procédons commeil suit :
- Remplir des tubes aessai avis renfermant la cloche de Durham de 10 ml du bouillon ;
- Elliker en conditions stériles ;
- Ensemencer avec I'isolat correspondant et homogénéiser en évitant I’introduction de
bulles d’air dansla cloche ;
- Incuber a 37°c pendant 5 jours.
e | ecture
- Homofermentaire : absence de bulles dans|a cloche ;
- Hétérofermentaire : présence de bulles gazeuses (remonter de la cloche plus d’ 1/109™).
11.6.1.4 Test nitrateréductase : (GUIRAUD, 2003 ; DELARRAS, 2007).
e Principe
Certaines bactéries ont |a capacité de réduire les nitrates en nitrites selon la réaction

suivante : NO3 + 2(H™, €) nitrate réductase . NO2 +H20

»
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Tandis que d’ autres peuvent poursuivre cette réduction jusqu’ au stade d' azote gazeux :

2NO2 +8(H, €) nitrite réductase N2+ 4 HO

[
>

Lamise en évidence de laréduction des nitrates se base sur la recherche des nitrites formés en
fin de réaction en utilisant les réactifs NR1 et NR2.

e Technique
- Introduire 1 ml de solution bactérienne dans des tubes de bouillon nitraté a raison de 10
ml ; et ceci pour les 5 souches testes.
- Apres incubation a 37°c pendant 48h, gouter quelques gouttes (2-3) du réactif NR1 et
NR2.
Réactif nitrate 1 : 0.8 g d'acide sulfanilique + 100ml d’ acide acétique 5N.
Réactif nitraté 2 : 0.5 g d'apha naphtylamine +100 ml d’ acide acétique 5N.

Résultat

La coloration rouge (aprés une minute environ) signifie la présence des nitrites et donc
présence d’ une nitrate réductase (NR+).
Une réaction négative peut impliquer I’ une des deux éventualités suivante :
- Soit laréduction des nitrates a été au-dela du stade nitrate jusqu’ au stade NH3z ou du Na:
NR+.
- Ou bien les nitrates n’ ont pas été réduits : NR-.

Le test est complété par I’ épreuve de Zo-Bell, on gjout alors un peu de poudre de zinc,
on mélange et on laisse reposer. Si les nitrates du (NR-) non pas été réduits, ils le seront par
voie chimique par le zinc ce qui donnera la coloration rose : NR-. Si le milieu reste incolore,
cela
Implique que les nitrates ont été complémentaire réduits au-dela du « stade nitrites » en azote
gazeux N2: NR+ (Annexe5).

11.6.1.5 Recherche de I'acétoine: (LEVEAU et al., 1991 ; DELARRAS,

2007).
e Principe
Ce test permet la distinction entre les ferments acidifiants et ceux aromatisants, qui est
mis en évidence par la réaction de Voges Proskauer, celle-ci est basée sur la présence
d  acétyl-méthyl-carbinol (AMC), connue sous le nom d’ acétoine qui se révéle par la réaction
de Barrit.

e Technique
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- Lemilieu Clark et Lubs est ensemencé par les souches atester (5 souches).
- Incuber pendant deux jours a37°C;
- Aprésincubation, prélever 1 ml de la culture en bouillon, gjouter 0.5 ml du réactif VP1
puis0.5ml duVP2;
VP1 : solution a 6% d’ anaphtol dansdel’acool a90% ;
VP2 : solution agueuse de potasse a 40% ;
- Agiter fréguemment durant 15 minutes environ on inclinant un peu les tubes et

observer.
e Lecture

La présence de I’ acétoine se manifeste par |’ apparition d’ un anneau rouge a la surface
sumilieu.
11.6.1.6 Test al’arginine (ADH)
e Principe

Cette enzyme est trés intéressante pour la caractérisation des bactéries lactiques, elle
intervient dans lalibération de I’ammoniac et de citruline a partie de |’ arginine.
e Technique

- Pour chague souche ensemencée 06 tubes du milieu ADH, le tube témoin ne renferment
gu’ une seule source de carbone (glucose) et un indicateur coloré. Les autres contiennent
outre que le sucre et I’indicateur, de I’ arginine comme acide aminé.

- Incuber a 37°C pendant 48h.

e Lecture

- Le tube témoin apres consommation du glucose va virer au jaune traduisant ainsi un
phénomene d’ acidification.

- Les bactéries possedent une ADH vont métaboliser I’ arginine, en formant des amines
(agmatine puis la putricine) qui vont acaliniser le milieu et faire virer I’indicateur de

pH au violet (Annexe 6).
11.6.1.7 Hydrolyse de la gélatine : (BOUIX et LEVEAU, 1991).
e Principe
L’ hydrolyse de la gélatine donne un apercu sur le systéme protéolytique des souches

sachant que celle-ci est une molécule protéique.

Cette technique se base sur le comportement de cette protéine vis avis de latempérature.
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En effet, & des températures inférieures a 23°C la gélatine se condense et devient solide or
que, a des températures supérieures a 25°C la gélatine est liquéfiée.
e Technique

- Ensemencer le milieu ala géatine dans la masse.

- Incuber &a37°C pendant 7 jours.

- Puis placer les tubes au réfrigérateur pendant quel ques heures.
o Lecture

Apres avoair retiré les tubes (5 tubes) du réfrigérateur, si la liquéfaction persiste cela veut

direl” hydrolyse de la gélatine par la gélatinase présente dans le milieu (Annexe 7).

11.6.1.8 Thermor ésistante a 63°c pendant 30 minutes : (GUIRAUD, 2003).

e Technique
- Pour chague souche, ensemencer 300ul de la solution bactérienne dans un tube du
bouillon Elliker (10ml) ;
- Le placé dans un bain-marie a 63°C pendant 30 minutes ;
- Refroidir immeédiatement sous le robinet et incuber a 37 °C pendant 48h.
e |ecture

L’ apparition d’un trouble implique la poussée de la souche et donc |la thermorésistance
(Annexe 8).

11.6.1.9 Métabolisme des sucres: (LEVEAU et al., 1991 ; DELARRAS,
2007).
e Principe
Il s'agit d’apprécier |’ aptitude des souches a métaboliser divers composés carbonés en
particulier des sucres et donc déterminer, en grande partie, le profil biochimique de ces
derniere ce qui facilite leur classification.
e Technique

- Ensemencer chagque souche dans des tubes préal ablement remplis avec un bouillon au
rouge de phénol dans lequel |a source de carbone est variable (12 sucres sont éudiés).
- Incuber a37°C pendant 24 a 72 h.

e L ecture

Un virage au jaune indique I’ acidification du milieu et donc la dégradation du sucre par
la souche testée (Annexe 9).
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11.6.2 Testes spécifiques
11.6.2.1Genr e Streptococcus
11.6.2.1.1 Croissance a différentestempératures: (LEVEAU et al., 1991).
e Principe

Les tubes de bouillon Elliker sont ensemencés a partir de chague souche puis sont
incubés aux températures suivantes :
e Technique

Ensemencer 2 a 3 colonies deI’isolat dans 5 ml du bouillon Elliker ;
- Incuber 48h a37° C
- Incuber 10 joursa10° C
- Incuber 24 348h a45°C

e Lecture

La croissance bactérienne se manifeste par la présence d'un trouble dans le bouillon
(Annexe 10).

[1.6.2.1.2 Croissancessur milieu hostiles
[1.6.2.1.2.1 Croissance a différentes concentrations de NaCl
e Technique

Pour chaque souche, des tubes de bouillon hyper salé a des concentrations de 02%,
04%, 6.5% et 9% NaCl sont ensemencer et incubés a 37° C pendant 48 h.

e Lecture

La présence d’ un trouble impligue la croissance bactérienne (Annexe 11).
11.6.2.1.2.2 CroissanceapH 9.2
e Technique

- Ajuster le pH du bouillon Elliker 29.2 & I’ aide d’ une solution de soude (NaOH).

- Ensemencer les différentes souches et incuber a 30°C pendant 48h.
o Lecture
La présence d' un trouble impligque une croissance bactérienne.
11.6.2.1.2.3 Croissancesur lait SHERMAN
e Principe
Cette épreuve a pour but de mettre en évidence I'aptitude des souches a pousser en

présence de 0.1 % et 0.3 % de bleu de méthyléne et leur capacité ale réduire.
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e Technique
- Deux tubes de 10 ml du lait Sherman a 0.1 % et 0.3 % Sont ensemenceés par la souche
étudiée.
- Incuber a 37° C pendant 72 h.
e Lecture
La croissance des souches se traduit par une coagulation du milieu, cependant la réduction du
colorant par sa décoloration (Annexe 12).
11.6.2.1.2.4 Croissance en présence du tellurite de potassium
e Technique

- Additionner lagélose M 17 de 0.04% de tellurite de potassium

- Ensemencer et incuber a 30°C pendant 48 h

e Lecture
Les colonies résistantes seront de couleur noire tandis que les colonies sensibles seront

plus petites et de couleur grise.
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[1.6.2.2Genre Lactobacillus
11.6.2.2.1 Croissance a différentestempératures: (LEVEAU et al., 1991).

Principe
Les tubes de bouillon Elliker sont ensemencés a partir de chague souche puis sont
incubés aux températures suivantes :
e Technique
Ensemencer 2 a 3 colonies del’isolat dans 5 ml du bouillon Elliker ;
- Incuber 7 210 joursa 15° C.
- Incuber 24 448h a45°C.
e Lecture
La croissance bactérienne se manifeste par la présence d'un trouble dans le bouillon
(Annexe 10).
11.6.2.2.2 Croissances sur milieu hostiles

[1.6.2.2.2.1 Croissance a différentes concentrations de NaCl

e Technique
Pour chaque souche, des tubes de bouillon hyper salé a des concentrations de 2%, 4%,
6.5% et 9% NaCl sont ensemencer et incubés a 37° C pendant 48 h.
e | ecture
La présence d'un trouble implique la croissance bactérienne (Annexe 11).
11.6.2.2.2.2 Croissancesur lait SHERMAN

e Principe
Cette épreuve a pour but de mettre en évidence I'aptitude des souches a pousser en
présence de 0.1 % et 0.3 % de bleu de méthyléne et leur capacité a le réduire.
e Technique
- Deux tubes de 10 ml du lait Sherman a 0.1 % et 0.3 % Sont ensemencés par la souche
étudiée.
- Incuber a37° C pendant 72 h.
e Lecture
La croissance des souches se traduit par une coagulation du milieu, cependant la

réduction du colorant par sa décoloration (Annexe 12).
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1. Reésultats d’isolement des bactéries lactiques

Il est important de signaler que I'isolement des bactéries lactiques éait difficile a
réaliser, puisque celles-ci sont trés exigeantes en conditions de croissance, de plus on aeffectuer
leur isolement en moisde marsou il faisait encorefroid, notant également lerégime alimentaire
(pauvre ou riche en nutriments) et |’ état de santé de la vache.

En effet, nous avons isolé et purifié 24 isolats lactiques sur milieu MRS et Elliker. Une fois
purifiés ces isolats sont ensuite analyser afin de sélectionner ceux qui produisent des
bactériocines en utilisant les souches cliniques BLSE (Klebsiella pneumoniae 15702 et 4856,
Escherichia coli 15633 et 15836) et Staphylococcus aureus MU 50 (SARM) ainsi que
Pseudomonas aeruginosa 27853 et comme souches sensibles aux bactériocines.

Les 24 souches purifiées sont désigné par un code constitué d’ une lettre et d’un chiffre
(V1) et (V2) pour distinguer la provenance de |’ échantillon, Et un autre chiffre pour distinguer
la souche.
1.1 Caractere morphologique et culturaux

L'aspect des colonies des souches des genres Lactobacillus et Streptococcus,
respectivement sur gélose MRS et Elliker au niveau du premier et du deuxieme isolement est
différent d’ une souche a une autre (tableau V).

En effet, les variations morphologiques, physiologiques et métaboliques pourrait étre
résultat d’ une réponse aux conditions défavorables del’ environnement (bouillon MRS/ Elliker)
aux quelles sont exposées ces souches lactiques, comme |'épuisement des sources
nutritionnelles (le carbone et I'azote), le changement de température, stress oxydatif ou a
I’ acide, etc.

Sur le plan microscopique les lactobacilles apparaissent sous forme de petits bacilles
des fois allongés ; isolés (bacille) ou regroupés en paires (diplobacilles) ou bien on chainettes
de 3 a5 ééments.

Quant aux streptocogues apparaissent sous forme de cellules sphériques isolées (cocci)
ou regroupées en paires (diplocoques) ou en longues chainettes (plus de 5 éléments) (Voir

I”annexe 12).
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Tableau V : résultatsde |’ aspect des colonies

N° de
souche

V1-03

V1-06

V1-10

V1-11

V1-13

V1-16

V1-18

V1-19

V1-20

V1-25

V1-27

V2-01

Aspect dela colonie 1* isolement Aspect de la colonie 2°™¢jsolement
Trés petite, bombée, blanchétre Petite (1mm) bombée, blanchétre
laiteuse, ronde, contour régulier, laiteuse, ronde, contour régulier

Grande (3mm), blanchétre, laiteuse Grande (4mm), blanchétre, laiteuse

foncée au centre, ronde, contour foncée au centre, ronde, contour
régulier régulier
Petite (2mm), plate, blanchétre, Moyenne (3mm), plate, blanchétre,

laiteuse, translucide, contour irrégulier  laiteuse, translucide, contour irrégulier
Petite (0.5mm), convexe, blanchétre, Moyenne (2mm), convexe, blanchétre,
laiteuse, bord régulier laiteuse, bord régulier
Trés petite, ronde, blanchétre, laiteusea  Petite  (1mm), ronde, blanchétre,
bord régulier laiteuse, bord régulier
Petite (1mm), plate, tranducide, Moyenne (2mm), plate, translucide,
blanchétre, laiteuse, acontour irrégulier  blanchétre, laiteuse, contour irrégulier
Petite (1Imm), ronde, tranducide, Moyenne (2mm), ronde, translucide,
blanchétre, laiteuse a contour régulier blanchétre, laiteuse (crémeuse), contour
régulier
Petite (1.5mm), ronde, convexe, Moyenne (2mm), ronde, convexe,

blanchétre, laiteuse, foncée au centre, a blanchétre laiteuse, foncée au centre, a

bord régulier bord régulier
Trés petite, bombée, blanchétre Petite (1mm) bombée, blanchétre
laiteuse, ronde, contour régulier, laiteuse, ronde, contour régulier
Moyenne (2,5mm), blanche laiteuse Grande (4mm), blanche
foncée au centre, ronde, contour laiteuse foncée au centre, ronde,
régulier contour régulier

Petite (1Imm), ronde, tranducide, moyenne (2,5mm), ronde, blanchétre,

blanchétre, laiteuse (crémeuse), a tranducide laiteuse (crémeuse), a

contour régulier contour régulier
Petite (1mm) bombée, blanchétre, Moyenne (2.5mm) bombée, blanchétre
laiteuse, a bord régulier laiteuse, abord régulier
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V2-03 Moyenne (2mm), ronde, blanchétre, moyenne (2mm), ronde, laiteuse
laiteuse a contour régulier blanchétre, & contour régulier
V2-05  Grande (3mm) creme, ronde, contour Grande (3mm), creme, ronde, contour
régulier régulier
V2-09 Moyenne (2mm), ronde, convexe, Grande (4mm), rondes, convexes,
blanchétre, laiteuses, translucide blanchétre, laiteuse, translucide
V2-10 Petite (Imm), ronde, bombeée, Petite (1mm), ronde, blanchétre,
blanchétre, laiteuse, a contour régulier  laiteuse, a contour régulier
V2-13 petite (1mm), blanchétre, laiteuse, Moyenne (2mm), blanchétre, laiteuse,
ronde, abord régulier ronde, a bord régulier
V2-14 Grande (3mm), blanchétre, laiteuse Grande (4mm), blanchétre, laiteuse
foncée au centre, ronde, contour foncée au centre, ronde, contour
régulier régulier
V2-17 Moyenne (2.5mm), ronde, convexe, Grande (3mm), ronde, convexe,
blanchétre, laiteuse, translucide, abord  blanchétre, laiteuse, translucide, a bord
régulier régulier
V2-19 Moyenne (2mm), blanchétre, laiteuse, Moyenne (2mm), blanchétre, laiteuse,
ronde, abord régulier ronde, a bord régulier
V2-20 Petite (1mm), ronde, blanchétre, Petite (1mm), ronde, convexe,
contour régulier blanchétre, contour régulier
V2-25 Petite (Imm) bombée, blanchétre, Moyenne (2,5mm) bombeée, blanchétre
laiteuses a bord régulier laiteuses a bord régulier
V2-26 Trespetite, ronde, convexe, blanchétre, Petite (Lmm), ronde, convexe,
laiteuse, translucide blanchétre, laiteuse, translucide
\V2-27 Moyenne (2mm), bombée, ronde, Moyenne (2mm), ronde, bossue,

blanchétre, laiteuse,

blanchétre, laiteuse, translucide

2. Résultats de |’ antagonisme bactérien

Parmi les 24 isolats lactiques testés, aucune activité ne sait traduite a I’ encontre des
souches BL SE testées (Klebsiella pneumoniae 15702 et 4856, Escherichia coli 15633 et 15836)
et Saphylococcus aureus MU 50 (SARM). Cependant, 5 souches lactiques (18-V1 ; 19-V1;
27-V1 ; 3-V2 ; 27-V2) en manifestaient une activité antibactérienne a |’encontre de

Pseudomonas aeruginosa 27853.
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L’ utilisation du milieu Elliker (pH 7) e¢ MRS (pH 6.5) comme témoin négatif n’a présenté
aucun effet inhibiteur ce qui suppose gque leurs constituants (I’ acide ascorbique, les sucres, les
tryptones...etc.) n’interviennent pas dans |’ inhibition de Pseudomonas aeruginosa 27853, cela
dit, d’apres nos observations les substances actives peuvent étre issues du métabolisme des
isolats lactiques.

Et puisque, nous avons éliminé respectivement I’ effet inhibiteur des acides organiques
et du peroxyde d’ hydrogene par |’ addition de I’ hydroxyde de sodium (NaOH) et |’incubation
en conditions d’ anaérobiose ; ce qui nous a amené a conclure que ces 5 souches sont définis
comme productrices de substances antagonistes de type bactériocines vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa 27853.

Quant a celles qui n’ont pas manifestées d’ activité inhibitrice plusieurs cas de figures
peuvent étre envisages :

e Cédlles-ci ont produit des bactériocines auxquelles |es souches pathogenes ont résisté ;

e Lesbactériocines produites n’ ont pas bien été diffusées sur gélose ;

e Cessouchesn’ ont pas produit de bactériocines ;

e Ou bien, les souches ont été détruites par des phages lytiques (bactériophages propres
aux LAB).

Le diametre de la zone d’inhibition la plus faible est de 12 millimetres (la plus faible
activité observée pour la souche N° 19-V1 contre Pseudomonas aeruginosa 27853) et 18
millimetres (la plus grande activité observée pour la souche N° 18-1 contre Pseudomonas
aeruginosa 27853). Comme le montre |e tableau VI.

Il faut signaler que les résultats obtenus suscitent plus d attention, car le profil de
sensibilité dépend a la fois de la dose de la substance active utilisée, ainsi que la densité
microbienne des souches cibles, il convient de dire que les diamétres d'inhibition obtenus
doivent faire |’ objet d’ une recherche plus approfondie pour estimer la concentration minimale
d inhibition (CMI) dans chacun des puits, et donc comparer e pouvoir inhibiteur des différentes
souches productrices.

Finalement, I’inhibition observée sur les surnageants des isolats (18-V1 ; 19-V1 ; 27-
V1; 3-V2; 27-V2) n'est due ni aux acides organiques ni au peroxyde d hydrogéne, de méme
le traitement thermique nous a révélé que les zones d'inhibition obtenues disparaissent
totalement aprés 30 min a 121°C. Ceci suggére que les substances inhibitrices sont de nature

protéique, ainsi la démonstration de la nature protéique se fait par des tests de sensibilité aux

61



Partie expérimentale Résultats et discussion

enzymes protéolytiques telles que la trypsine, la pepsine I'a-chymotrypsine (CHEN et
HOOVER, 2003).

Tableau VI : Résultat del’ antagonisme vis-a-vis des pathogénes testés : diamétres des
zones d’inhibition en Millimétre

Staphylococcus Pseudomonas  Klebsiella Klebsiella  Escherichia Escherichia

La aureus (MU aeruginosa  pneumoniae pneumoniae coli (15633) coli (15836)
souche 50) (27853) (15702) (4856)

V1-3 00 00 00 00 00 00
V1-6 00 00 00 00 00 00
V1-10 00 00 00 00 00 00
V1-11 00 00 00 00 00 00
V1-13 00 00 00 00 00 00
V1-16 00 00 00 00 00 00
V1-18 00 18 00 00 00 00
V1-19 00 12 00 00 00 00
V1-20 00 00 00 00 00 00
V1-25 00 00 00 00 00 00
V1-27 00 15 00 00 00 00
V2-1 00 00 00 00 00 00
V2-03 00 14 00 00 00 00
V2-5 00 00 00 00 00 00
V2-09 00 00 00 00 00 00
V2-10 00 00 00 00 00 00
V2-13 00 00 00 00 00 00
V2-14 00 00 00 00 00 00
V2-17 00 00 00 00 00 00
V2-19 00 00 00 00 00 00
V2-20 00 00 00 00 00 00
V2-25 00 00 00 00 00 00
V2-26 00 00 00 00 00 00
V2-27 00 14 00 00 00 00

62



Partie expérimentale Résultats et discussion

3. Caracteresbiochimiques et physiologiques

Une foisisolées, purifiées et sélectionnées, |es cing souches lactiques ayant montré une
activité inhibitrice contre les souches cibles on fait I’ objet d’ une identification par une galerie
biochimique classique.

Les cing souches isolées ont présenté des caractéres communs ; a savoir la coloration
GRAM+, catal ase négative, oxydase négative, immobiles et ne réduisent pasles nitrates en plus
des réactions variables manifestées pour les autres tests (tableau VII).

Par ailleurs, les résultats de la production d’acide, a partir de I’hydrolyse des 12 composés

hydrocarbonés sont présentés dans le tableau VII1I.
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Tableau VII : résultats des caractér es physiologiques et biochimiques
N*® dela souche 19-V1 2/-V2 18-Vl 2/-V1 3-V2

Typerespiratoire AF AF AF AF AF

Typefermentaire Homo Hétéro Homo Homo Hétéro

Résistance 30 min a + - - -
63°C

Mobilité - - - -
Mannitol + - - -
Croissancea 15°C + - + +
Croissance a 45°C = + - -
Croissance 2.5% + + + +
adifférentes 4% i i i i

concentratio 6.5% - - - .

n de NaCl
9% / = //

Hydrolysedel’arginine +

+
\ Co+ 0+
+
+

Réduction des nitrates

Croissance 1% + + +
sur lait 3% - + +
Sherman

+

+

+

+

+

Recherche del’ acétoine -
Croissancea pH 9.2 /

Hydrolysedela - -

gélatine
Croissance en présence S S S
du telluritede

potassium
Abréviation : AF : Aéroanagrobie Facultatif ; Homo : Homofermentaire ; ADH : Arginine

Dihydrolase ; Cr : Croissance ; + : Caractéere positif ; - : caractére négatif ; S: Sensible

(colonies grisétre).
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Tableau VIII : Résultats dela fermentation des glucides

N*delasouche  \/1.19 907 V1-18 V1-27 2.3

Arabinose - - + + +
Cellobiose + + + + -
Fructose + + + + +
Galactose + + + + +
Glucose + + + + +
L actose + + + + +
Maltose + + + + +
Mannose + + + + -
Ribose + + + + +
Sacchar ose + f - - +
Tréhalose + - + + -
Xylose + f + + -

4. Interprétation desreésultats del'identification
L’identification des souches lactiques (18-V1 ; 19-V1 ; 27-V1 ; 3-V2 ; 27-V2) a é&é
effectuée par la méthode d’identification classique vu I’ absence de galerie APl systéme. Au
cours de cette étude nous nous sommes intéressés a déterminer |es principal es caractéristiques
physiologiques et biochimiques des souches isolés. De plus nous avons effectué une
comparaison de nos résultats avec ceux rapportés a plusieurs auteurs (GUIRAUD, 1998 ;
HAMMESW.P. et HERTEL C., 2006 et IBRAHIM, 2015).
L’identification des isolats obtenus par la méthode classique présente beaucoup de
difficultés, car les souches ont manifesté des différences significatives dans les profils de

fermentation des sucres ainsi que dans certains caracteres physiologiques et biochimiques. Pour
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ce fait, I'identification génotypique est indispensable pour confirmer la classification
phénotypique.

Les bactéries lactiques présentent une instabilité génétique intrinseque, Ainsi I’ADN
bactérien peut étre I'objet de variations qui se traduisent par |'apparition de différences
héréditaires dans les structures et/ou les fonctions permanentes des bactéries, les variations
génétiques ou génotypiques résultent d’ une mutation, d’ une transformation, d’ une conjugaison,
deI’acquisition d’ un ou plusieurs genes (DACOSTA, 2000 ; STOYANOVA et al., 2007).

En outre, elles possédent dans leur cytoplasme une quantité variable de plasmides. Ces
derniers sont responsables de diverses fonctions métaboliques (fermentation des
carbonhydrates, production de diacétyle a partir des citrates, production de polysaccharides
extracellulaires, protéolyse extracellulaire), fonctions de résistance a I’ environnement
(production de bactériocines, résistance a certaines bactériocines, a certains antibiotiques. Aux
phages) (DACOSTA et al., 2000 ; KONIG et FROHLIGH, 2009).

Il arrive que des souches perdent spontanément certains de ces plasmides, ou al’inverse
en acquierent de lapart d’ une autre cellule contribuant ainsi al’ évolution génétique bactérienne
et al’acquisition de nouvelles fonctions (ZAGOREC et al., 2008).

4.1 Lactobacillusfermentum

Lasouche N° 27-V2 s apparente al’ espece type avec un degré de parenté de (96,55%)

Nos résultats s accordent avec ceux (d’IBRAHIM, 2015 e¢ HAMMES W.P. et
HERTEL C., 2006). A I'exception du sucre arabinose qui n’'a pas été fermenté par notre
souche ; (ZHAO et GANZLE, 2018) explique ce fait par |’ absence de génes spécifiques dela
souche codant pour les transporteurs de | arabinose.

De plus, une faible utilisation du xylose et du saccharose a été observé, cette variation
s expliquer par le fait que le métabolisme glucidique est dépendant de la souche (IBRAHIM,
2015) ; commetelle, | étude de (M AMI, 2010) rapportel’ utilisation du xylose et de |’ arabinose
mais pas le saccharose.

Lactobacillus fermentum, ainsi nommeé parce qu’'il provoque la fermentation, est une
espéce un membre du groupe de L. reuteri abondantes dansles cultures naturelles de lactosérum
(IBRAHIM, 2015) et peut étre isolée d autres milieux comme les betteraves fermentées et
I"intestin de nourrisson (CURK et al., 1993).

Selon (AXELSSON, 2004 ; DANIEL et al., 2015 ; VANMATHI SELVI et
KANTHAMANI, 2017) ; L. fermentum est caractérise comme suite :

e Obligatoirement hétérofermentaire
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Anaérobie facultatif

Ne pousse pasal1l5° Cmaisa45° C;

Gram(+), non mobile et asporulante ;
e Catalase, oxydase, et nitrate réductase négative.
4.2 Lactobacillusreuteri

La souche N° 3-V2 Sapparente a |I'’espéce type avec un degré de parenté de
(89.65%).Les sucres galactose, fructose, maltose, saccharose, glucose, lactose, |’ arabinose
(IBRAHIM, 2015) et leribose ont éte fermentés par notre souche. En revanche, le mannose, le
tréhalose, le cellobiose, le xylose, n’ont pas été utilisés. Ceci dit ; nos résultats se rapprochent
de ceux de ( HAMMESW.P. et HERTEL C., 2006 ; IBRAHIM, 2015).

Lavariation du métabolisme du xylose et |’ arabinose a été observé par (ILAYARAJA
et RADHAMADHAVAN, 2011) et du fructose par (JAMES et al ., 2013).

D’ailleurs, (ZHAO et GANZL E, 2018) ont rapporté que le métabolisme de |'arabinose
et le xylose differe entre les souches de L. reuteri ; soulignant que I'absence de géenes
spécifiques de la souche codant pour les transporteurs de L-arabinose et de D-xylose inclue
I'incapacité des souches a fermenter ces sucres.

On outre, L. reuteri utilise de préférence le maltose, le saccharose et le raffinose. Le
transport des glucides est assuré exclusivement par des transporteurs secondaires coder par des
genes ScrT, LacS, MalT spécifiques de saccharose, de lactose et de maltose, ainsi I'utilisation
de pentose chez L. reuteri est spécifique de lasouche (GANZLE et al., 2007; HU et al., 2013).

Le profil de fermentation des souches de L. reuteri correspond au génotype et ains
dépend des opérons codant pour les enzymes impliquées dans I'utilisation du pentose
correspondant (TEIXEIRA et al., 2013 ; HU et al., 2013 ; GANZLE et al., 2015 ; ZHAO et
GANZLE, 2018).

Conformément & (IBRAHIM, 2015 ; ILAYARAJA e¢ RADHAMADHAVAN, 2011),
Lactobacillus reuteri était auparavant connu sous le nom de L. fermentum de type Il, ce qui
refléte qu'il est physiologiquement similaire a L. fermentum, isolé a partir de produits laitiers
de viande et de sources animales. Et présente les caractéristiques suivantes :

e hétérofermentaire obligatoire ;

e Se présente sous forme de batonnets anagrobies facultatifs a Gram positif ;

non mobile, asporulante, catal ase-négative

produit du gaz (CO2) a partir du glucose

se développe a45°C mais pasa 15°C.
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4.3 Lactococcus lactis ssp lactis

Lactococcus lactis est considérée comme une bactérie modéle, comme étant la bactérie
alimentaire la plus éudiée. Elle fut décrite pour la premiére fois comme streptococcus lactis
du groupe N par lister en 1873, puis reclassé en tant que genre Lactococcus par schleifer et ses
collegues en 1985.

Cette espéce est divisée en quatre sous-especes (PEREZ et al., 2010) dont Lc. lactis subsp.
lactis qui est tres répondue dans | e lait et les produits dérivés (NUNEZ et MEDINA, 1979). Lc.
lactis est une bactérie a bas pourcentage en guanine et cytosine (environ 38 %), en forme
d’ ovocoques associés en paires ou en chainettes de longueur variable. Elle est mésophile avec un
optimum de croissance a 30°C. Son métabolisme est anaérobie facultatif et elle est capable de se
multiplier en aérobiose en présence d’heme (DUWAT et al.,, 2001). Et présente les
caractéristiques suivantes : (GUIRAUD, 1998).

e Homofermentaire

e Gram positif, immobile et asporulante

e Catalase, oxydase, et nitrate réductase négative

¢ Ne pousse pas a45°C maisa 10°C et 30°C.

Les souches N°27-V1, 18-V1 et 19-V1 s apparentent al’ espece type avec un degre de parenté
respectif de (93,33% ,93.33%,90%).

Nos résultats sont compatibles avec ceux de (GUIRAUD, 1998) en ce qui concerne le
meétabolisme glucidique. Toutes les souches ont métabolisés les sucres (lactose, glucose, fructose,
galactose, maltose, mannose, ribose, xylose, tréhalose et cellobiose).

Toutes les souches n’ont pas pu se développer en présence de bleu de méthyléne araison de
0.3 % ; commelesrésultatsrapportés par (AHMED et KANWAL, 2004). A |’ exception delasouche
(19-V1). En présence de concentration de NaCl 46,5 % et a pH de 9,2 des résultats similaires en été
observépar (GUIRAUD, 1998 ; USTUN, 2009 ; NURYSHER et al., 2016 et YERLIKAYA, 2018).
Cependant elles sont puent croitre en présence de NaCl a 2% et 4% comme certains rapports
(NURYSHER et al., 2016 et GUIRAUD, 1998) I’ ont révélé.

e Lesvariations observées pour chaque souche sont :

Lasouche N°19-V1 : pas de métabolisme d’ arabinose, résistance 30 min a63°C, utilisation
du mannitol. Les deux souches N° 18-V1 et 27-V1 : absence du métabolisme de saccharose,
croissance de bleu de méthylene 0.3%.

D’ailleurs, (FURET et al., 2004 ; KHEMARIYA et al., 2017) ont rapporté que certaines

propriétés comme, la capacité a croitre au-dessus de 40°C, a des concentrations de sel plus élevées

(4 % de chlorure de sodium) et & produire de I'acide a partir de différents sucres (arabinose, lactose,
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mannitol et raffinose) ; Ains que la résistance au températures élevées (30 min a 63°C)
(GUIRAUD, 1998) varies selon les especes. De plus Lc. lactis possede de multiples auxotrophies
suivant I’ origine de la souche (CHOPIN, 1993 et AYAD et al., 1999).

Ces variations, sont probablement dues a I’ adaptation physiologique des souches aux
conditions environnementales comme la salinité, les conditions climatiques, le stress physiologique
la sélection naturelle (mutations) ou autres stress bactériens qui provoquent e disfonctionnement
de laphysiologie des cellules.

5. Interprétation desreésultats de |’ antagonisme

L es bactéries présentent des mécanismes de compétition pour les nutriments et |'espace
dans leur habitat. Parmi ces mécanismes : I'acquisition de défense par |a production de peptides
antimicrobiens (AMP) qui font références aux bactériocines. Leurs propriétés biochimiques,
leur structure et la nature de leur déterminant génétique sont d’ une grande variabilité (PIARD
et DESMZEAUD, 1992).

Les bactéries lactiques peuvent produire un a plusieurs types de bactériocines
(STOYANOVA et al., 2007); ayant un large ou étroit spectre d’ activité contre des bactéries
Gram-positives et Gram négatives (OSAMA, 2019 ;WALA'’A, 2018).

En effet, (JAMES et al., 2013 ; HAN et al., 2015 ; WAYAH et PHILIP., 2018 ;
AYAT et al.,, 2018 ; RIAZ et al., 2019 et CASTILHO et al.,2019), ont isolé des bactéries
lactiques appartenant au genre Lactobacillus capable d'inhiber les bactéries a Gram négatif par
la production de bactériocines.

5.1 Antagonisme de Lactobacillus fermentum

L. fermentum a montré une activité inhibitrice envers Pseudomonas aeruginosa 27853,
par contre les autres souches ont résisté al’ action de la ou les bactériocines produite par cette
espece.

D’ apres (SAM SON et al., 2018), Lafermencine SA715 isolée de L. fermentum GA715
d'origine caprine, est une bactériocine a large spectre, non poreuse et associée a la paroi
cellulaire, stable a des plages de température (40-90 °C et 100 °C), avec une forte activité
antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa PA7, Escherichia coli UT181, Micrococcus
luteus ATCC 10240, Corynebacterium spp GH17 et Bacillus cereus ATCC. Cette bactériocine
est sensible aux enzymes protéol ytiques (protéinase K, peptidase, trypsine, o-chymotrypsine et
protéase).
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(NAWAZ et al., 2009), ont isolé de L. fermentum une bactériocine stable dans toutes
les plages de températures (50, 70, 80°C et 100°C) ayant un potentiel antimicrobien contre
Saphylococcus aureus résistant ala méthicilline (SARM).

Des études ont montré que L. fermentum avait une résistance aux antibiotiques comme
(KLEIN et GUNTER, 2011) qui ont démontré les profils de résistances de Lactobacillus
fermentum vis-a-vis de la vancomycine glycopeptidique et alatétracycline. Toutefois (ZENG
et al., 2011) ont montré le profil de sensibilité de ce dernier a certains antibiotiques courants,
comme la gentamicine, la carbénicilline, la pénéticilline, I’érythromycine amikacine,
I”ampicilline, le triméthoprime / sulfaméthoxazole, la céfazoline et I’ acide chlorhydrique.

5.2 Antagonisme de Lactobacillus reuteri

L. reuteri a montré une activité antagoniste envers Pseudomonas aeruginosa 27853 ;
cependant, les autres souches ont résisté al’ activité de la ou les bactériocines produite par cette
espece.

En effet, L. reuteri produit de la reutéricine (KABUKI et al., 1997) de la reuterine
(TALARICOetal., 1988 ; CALIX LARA etal., 2014) et lareutericycline (GANZLE et al.,
2000 ; CALIX LARA et al., 2014).

(TALARICO et al., 1989) ont rapporté I’ effet inhibiteur de la reutérine sur la de
certaines bactéries a Gram négatif et a Gram positif , ainsi que des levures, des champignons et
des protozoaires.

Au méme titre, (JAMES et al., 2013) ont isolé du lait maternel une bactériocine de
L.reuteri douée d’'un pouvoir antimicrobien a large spectre contre des agents pathogenes
cliniques (Bacillus cereus PA24, Escherichia coli SKN 541, Enterococcus faecalis 103907
CIP, Staphylococcus aureus ATCC 19095 et Listeria monocytogenes Scott A. Avec une
production maximale a37°C et pH 7 ; une résistance al’ action de la catalase, lalipase et la o-
amylase et une sensibilité au traitement thermique de (90°C pendant 1 heure) ainsi qu’al’ action
des enzymes (lysozyme, méthanol, éthanol, acétone, trypsine, pronase E et protéinase K).

(TOBA et al., 1991) ont présenté le profil de sensibilité de lareutericine 6 de L. reuteri
(LA6) vis-a-vis des enzymes protéolytiques (actinase E et trypsine) ; (ILAYARAJA et
RADHAMADHAVAN, 2011), ont démontré |’ effet inhibiteur de L’ a-amylase, proténase K,
et lysozyme sur les bactériocines de L. reuteri isolé du lait maternel.

Un fait important, les chercheurs (CASAS et DOBROGOSZ, 2000) ont constaté que
L. reuteri sécréte des quantités suffisantes de bactériocines pour éiminer les envahisseurs
intestinaux sans nuire au microbiote intestinal, du fait qu’il faut au moins quatre voir cing fois
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plus de reutérine pour tuer les "bonnes' bactéries intestinales (a savoir L. reuteri et
d'autres especes de Lactobacillus). De plus, le control de la biosynthése de la reutérine est
dirigée par un groupes de genes sous forme d’ une 1le génomique acquise a partir d'une source
anormale (MORITA et al., 2008).

L. reuteri possede des propriétés de résistance aux antibiotiques , certaines preuves ont
souligné que cette résistance est liée aux plasmides, comme dans le cas I’ érythromycine
(IBRAHIM, 2015), latétracycline et lalincomycine (BRITTON, 2017).

Enfin, (BRITTON, 2017) a signaé, la commerciaisation récente de souches
probiotiquesdetypelL. reuteri (L. reuteri ATCC 55730 €t L. reuteri ATCC 17938) par lasociété
« Bio Gaia AB » spécialisé dans la distribution de produits contenant des probiotiques.

5.3 Antagonisme de Lactococcus lactis ssp lactis

Lc. lactis ssp lactis a montré une activité antagoniste envers Pseudomonas aeruginosa
27853 ; cependant, les autres souches ont résisté al’ activité de la ou les bactériocines produite
par cette espece.

L es sous espéeces Lactococcus lactis ssp lactis ont été décrites comme bactériocinogenes
(ALEGRIA et al., 2010 ; BELLO et al., 2010 ; RODRIGUEZ et al ., 2000 ; PERIN et al.,
2012 ; PRITI et al., 2017).

En effet, Lactococcus lactis produit des bactériocines sous forme de lacticines (481,
3147, FS92, RM, NK24, R) plusieurs formes de nisine et de lactococcines (A, B, MN, G) la
lactococcine MM T24 et lactococcine MMF (NURYSHEV et al., 2016 ; YERLIKAY, 2018).

D’ailleurs, ont révélé la production de bactériocines outre que la nisine par Lactococcus
lacis ssp lactis. Les bactériocines de cette espéce sont actives contre des bactéries Gram
négatives (PERIN et al., 2012 ; DRAPER et al., 2013 et NURYSHEYV et al., 2016).

L’ activité inhibitrice de la nisine purifiée contre E. coli, Salmonella et Pseudomonas a
été confirmé (BHATIA et BHARTI, 2015).

Deméme, (PERIN et al., 2012) ont révélé e potentiel antimicrobien alarge spectre de
lacticine 3147 et lactococcine M contre | es pathogénes alimentaires (Escherichia coli, Listeria
monocytogenes (OLUSEGUN et al., 2016) et Saphylococcus aureus, Salmonella enterica),
une stabilité a des températures devées (90°C et 100°C) et une sensibilité vis-a-vis de la
protéine K, lapepsine et I’ a chymotrypsine. De méme (SAHNOUFI et al., 2014) ont isolé des
souches de Lactococcus lactis ssp lactis dotées d’une activité inhibitrice envers plusieurs
bactéries pathogénes dont P. aeruginosa, Listeria innocua, E. coli et S aureus résistant ala
méthicilline ; leur bactériocines sont stables sur une large gamme de ph (4-8), au traitement
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thermique de (30 min a100 °C) et inactivés par les enzymes protéol ytiques (trypsine, protéine
K et I’a chymotrypsine).

L’ étude similaire de (NEMANUJA et al., 2015) ont mis en évidence la production de la
bozacione B14 par Lactococcus lactis ssp lactis B14 et la lactococcine G produite par
Lactococcus lactis ssp. lactis BGBM50.

(MCKAY, 1983) adéclaré que la présence abondante dADN extrachromosomique est
une caractéristique courante des souches Lactococcus, qui constitue fréquemment le soutien
génétique de nombreuses propriétés pertinentes dans les fermentations du lait. La résistance
aux bactériophages ou production de bactériocines (NEMANJA et al., 2015), sont codées par
del’ADN extrachromosomique. Laproduction dela3-gal actosidase est contréler par des génes
portés sur des plasmides (MAYO et al., 1990).

Aufinal, (PRITI., 2017 ; LIASI et al., 2009) ; ont signal€ larésistance de Lc. lactis a
plusieurs antibiotiques a savoir, aux aminoglycosides, aux sulfonamides, au p-lactam, aux
polypeptides et aux groupes quinolones des antibiotiques, en plus des antibiotiques a spectre
Gram negatif (acide nalidixique, acide pipémidique et norfloxacine) et aux aminosides

(amikacine, kanamycine, et néomycine).
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Conclusion

L'exploration des antimicrobiens dorigine naturelle fait I’objet d'une attention
croissante en raison de la fréquence alarmante de la résistance bactérienne qui menace lavie
humaine.

Largement utilisés comme des cultures starter dans les produits laitiers, les viandes et
les fermentations végétales. Les bactéries |actiques présentes dans |es écosystemes humains ou
animaux, jouent un réle important dans la prévention et le traitement des maladies bactériennes
et virales par différents mécanismes.

En effet, plusieurs études portant sur les bactériocines produites par les bactéries
lactiques isolées a partir du lait et des produits laitiers, ont mis en évidence le potentiel
remarguabl e de ces agents antimicrobiens.

Dans cet apercu, notre présente étude a été congue dans e but de rechercher des bactéries
lactiques productrices de bactériocines.

Au coursde cetravail, les bactéries | actiques ont étéisoléesapartir du lait cru originaire
de la région de Tizi Ouzou ; suivi d'une €tude de I’ antagonisme vis-a-vis de Pseudomonas
aeruginosa (27853) et des souches cliniques BLSE et Staphylococcus aureus (SARM) ; ensuite,
celles-ci ont fait I’objet d' une identification sur la base de leurs caractéres morphol ogiques,
physiologiques et biochimiques,

Lesrésultats d’ étude de I’ activité antagoniste par la méthode diffusion en puits a révélé
un potentiel antimicrobien intéressent, de cinq (5) isolats lactiques (27-V2, 3-V2, 18-V1, 27-
V1, 19-V2) al’ encontre de Pseudomonas aeruginosa (27853).

Les zones d'inhibitions obtenues, ont montré une tendance prometteuse en ce qui
concernel’ activitéinhibitrice envers P. aeruginosa, notamment pour lesisolats (27-V1, 18-V1)
avec 15mm et 18 mm respectivement.

Les souches (27-V2, 3-V2) et (19-V1) ont présenté également une activité antagoniste
assez importante vis-a-vis de P. aeruginosa avec des zones de (14mm, 14mm) et 12mm pour
chague souche.

L’identification des cing (5) isolats lactiques actifs a fait ressortir deux (2) souches du
genre Lactobacillus appartenant a deux especes différentes ainsi que trois (3) souches du genre
Sreptococcus appartenant ala méme espece.

Les résultats d'identification des souches N° (27-V2 et 3-V2) montrent un degré de
parenté de (96,55%) et (89,65%) qui S apparentent respectivement aux espéces Lactobacillus
fermentum et Lactobacillus reuteri.
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Les souches N° (18-V1, 27-V1) et (19-V2) s apparentent al’ espece Lactococcus lactis
ssp lactis avec un pourcentage de parenté de (93,33%, 93,33%) et (90%) pour chaque espéce.

Celadit I’ effet antagoniste d0 ala production de bactériocine peut varier au niveau des
souches d’ une méme espece, de plus le lait de vache peut constituer une source naturelle pour
la recherche et |a découverte de nouvelles souches de bactéries lactiques productrices de
bactériocines a activité inhibitrice considérable contre des bactéries pathogenes.

Aufinal, il serait intéressent de poursuivre cet humble travail par :

» Laconfirmation del’identification par des techniques lus performantes comme
(I"éude du CG %, I’ hybridation ADN-ADN et le sequencage de I’ ARN 16S).

» L’identification et la caractérisation des molécules bioactives produites (Ila mise en
évidence de la nature protéique par traitements enzymatiques, estimation de la masse
moléculaire, et la concentration en protéines de |a bactériocine).

» Déterminer la concentration minimale inhibitrice (CM1).

A\

Tester le profil de résistance de P. aeruginosa en présence des isolats lactiques.

» Tester I’ activité antimicrobienne de I’ intégralité des souches | actiques.
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Annexe 1 : Composition des milieux de cultures utilisés :

s Bouillon rouge de phénol (milieu pour le métabolisme glucidique)
(DELARRAS, 2007).

Composition en g/l

PEPLONE UE CBSBINE ...ttt et e e te et e sae e te e e e sreetesneesneenneens 5
PEPLONE OB VIGNTE........eeiee ettt st b e e e sae e 5
ChlOrure de SOOIUM .......ocuiiiieeeee e r e sn e ene e 5
ROUQE AE PNEND ...ttt esn e e nne s 0.018

pH: 7.2+ 0.2a25°C
Stérilisation a 120°C pendant 15 minutes

Répartir le milieu dans des tubes stériles, puis incorporé dans chaque tube une solution stérile

du glucide a étudier a une concentration finale de 5g/l.
¢ Bouillon ceeur-cervelle (BHI) Agar (GUIRAUD, 2003)

Composition en g/l

0105 S oo 1= o] 0] 1 < S 10
INfuSION de CErVElE e VEALL.........c.eeeiie s 12.5
INFUSION CORUN A8 DORUF ...t e 5
ChlOrure de SOOIUM ..o r e ne e 5
Phosphate d’ hydrogeéne diSOiQUE...........ccoieiieieiieieieiese e 25
GIUCOSE ...ttt e et R et b R e bR st e R e e e e nenr e e nn s 2
O o RS 1= o o PSS 1000 ml
pH: 7.4

Stérilisation : 15 min a120°C
+¢ Bouillon Elliker (1956) :(LEVEAU et al., 1991)

Composition en g/l

B I/ 010 LTSRN 20
EXErAt A IOVUIE ... 5
GEIBLINE ...ttt R e n e nns 25

LBCLOSE ...ttt e 5



GlUCOSE. ..ot e ettt e e e e e e e e e e et e e eeeeeee e e eeeeeeeeneseae e eeeeeeeeesesaaneeeeeens 5

ACEELE 0B SOUIUM ...ttt n e r e nn e 15
ChlOrure de SOOIUM ..o ne e 4

P o0 (2= oo o o |11 USSP 0.5
BAU QISHITEE ... e 1000 ml
pH: 6.8

Stérilisation : 15 minutes 8 120°C

% Bouillon hypersalé (6.5 % de chlorure de sodium) : (LEVEAU et al.,

1991)
Composition en g/l
GIUCOSE ...ttt b bbbt bt bt e e et e s nn e b nr e b e ene e s 5
EXErait de VIANAE. ..o 5
PEPLONE ... e re e ne e 15
NN = PSPPSR 65
BaU ISt ... 1000 ml

pH final : 7.5

Stérilisation : 15 minutes a120°C

Pour le bouillon hypersalé a2 %, 2.5 %, 4 % et 9 % de sel peser respectivement 20 g ;

259;40get 90 gde NaCl au lieu de 65 g.

¢ Bouillon nitraté : (GUIRAUD, 2003)

BOUHTON NUETITIT ... 1000 ml

N TR =0 Lo 00 =SS o P 19

Ajuster lepH a7 ; répartir en tubes aessais (7 a10 ml) ; autoclaver 15 minutes a 120 °C
s Gélose Mudler Hinton : (GUIRAUD, 2003)

Composition en g/l

EXIrAIt AE VIANE ..ottt bbb 2
HYArolySat 08 CASBINE .......cveieiieie ettt s b ettt srenns 175
N 1110 (o o TSP 15
(€1 Lo =TSSR 10
s T 0 (1S == o USSR 1000 mi

pH: 7.2



Stérilisation 15 minutes a 120°C.

s Géose nutritive : (GUIRAUD, 2003)

Composition en g/l

PEPIONE...... et b e e be e s re e nbe e nne e nree s 10
EXIFAIt AE VIANE ...ttt 5
ChlOrure de SOOIUM........oiiiieiie ettt be et se e sreesae e e saeenneas 5
(€7 oS TP 15
BAU QISHITEE. ...ttt 1000 ml
pH: 7.2

Stérilisation : 20 minutes a 120°C.
s Gélose semi solide au lait citraté: (GUIRAUD, 2003)
Répartir du lait en tubes a essais (10.5 ml par tube) et stériliser par tyndallisation 3 foisa 100 °C
, 30 minutes a 24 heures d’intervale. Ajouter aseptiquement dans chaque tube 0.5 ml d'une
solution de citrate de sodium a 10 %. Autoclaver 20 min 4120 °C, puis solidifier en culot.
s Milieu ADH (milieu de base pour la recherche de l'arginine
dihydrolase) : (LEVEAU et al., 1991).

Composition en g/l

PEPLONE. ...t ae e e Re e sne e nne e nre e e 5

EXIraAIt e VIANAE ...ttt a et b e eneesae e e e 5

Y/ [0 0.005

Solution aqueuse de pourpre de BromoCrésol @2°/00 .......cceveveneieseseneerieseese e e 5mi

GlUCOSE. ...ttt bbbttt et bbbt bt e st e e et et et e sbenbenneeaeene s 0.5
=T 0 1S == o 1000 mi
Lemilieu en arginine est obtenu en gjoutant 10 g de |’ arginine

pH: 6.4

Stérilisation : 5 minutes a120 °C
s Milieu alagéatine : (GUIRAUD, 2003)

Composition en g/l



LT 1 S 120
O o[RS 1= o o RS 1000 ml
Ajuster lepH &6.8 : répartir danslestubes aessais ; stériliser 2115 °C pendant 25 minutes.

+ Milieu Clark et Lubs (1915) : (DELARRAS, 2007)

Composition en g/l

e 00 0= 0 LoV o S 7
DG T 0o oS PUT 5
TaMPON PROSPNELE ...t e e ae e 0.005
s T 0 (1S == o USSR 1000 mi

pH final : 6.9+0.2a25°C
Stérilisation : 15 minutes & 120 °C

“ Milieu M17 (TERZAGHI ET SANDINE, 1975): (TEUBER et GEIS,
2006)

Composition en g/l

PEPLONE trYPSINE U8 CBSAINE ...ttt e et e e et e sa e aeeteeseesneenneeneennens 25
Peptone PEPSIQUE B VIANME ........coiuieieieieiee ettt sttt s a e re s 25
PePtoNe PapaiNIi QUE 0B SOJ@......ecuiieeireeieseesteeieeeesteetesseesteesesseesseesaesseesseeseaneesseensesseesseensens 5
EXIFAIT A8 IOVUIE ...t n e e 5
EXTrait e VIANAE ... 25
DG T = o (0 == S 5
[2-glyCErophosSphate de SOTIUM ..........cucveveeicececte ettt 19
Sulfate de magnésium (Mg SO4, 7H 20 (L.0M) c.eeeerieieieerese e 0.25
F o0 (2= oo oo [T SRRSO 0.5
GBIOSE. .....ccee ettt ettt b et h et e A b AR Rt A e £ R e R e e R e At R et Rt b e e e Rt e bt e e ne e 4
s T o (1S == o SO SRS 1000 mi

pH du milieu prét al’emploi a25°C: 7.1+ 0.2
Stérilisation : 15 minutesa 121 °C.
s Milieu mannitol mobilité : (GUIRAUD, 2003)

Composition en g/l



N TR (=0 L 001tz 1SS o S 1
IMLBNINITON ...t e bbbt bt e e e e e e n e b b e reene e 2
ROUQGE AE PNENODL........eciecee ettt e sre e se et e e neenteenaesreenreennens 0.04
GBIOSE. ...ttt b bRt e A b ARt A e e R R e e e Re Rt R e e Rt b e e ne e R e e e ne e 4
=T o 1S == o 100 mi
Ajuster le pH a 8.1 ; répartir dans des tubes a essais (8 a 10 ml) ; stériliser a 120 °C pendant 15
minutes.
s Milieu MRS (DE MAN, ROGOZA, SHARPE, 1960) : (LEVEAU et al.,
1991)
Composition en g/l
S 0100 0P OP RPN 10
EXEFAIT A IOVUIE ... ene e 8
EXErait A VIANGE ..ot r e e ene e 4
ACEEIE 0B SOUIUIM ...ttt bbb et e e et e e e e b et e e ne b 5
PhoSphate DiPOtASSIQUE.........eeieeiieeeesie ettt e re e seesreeeesneesneenesnaennens 2
CItrate d @MIMONTUM. ..ottt r e bbb s e e s e e e sn e besbeenenreene e e ennas 2
Sulfate de MagnéSiuM, 7 HoO ..ot s 0.2
Sulfate de ManganESe, AHoO ........ciiiiieeesece ettt ene s 0.05
GIUCOSE ...ttt b et h e e et b et b e e e Rt R e neseenenr e nennas 20
TWEEIN 8O ...ttt e et R n e n e 1ml
o = TSP UP RPN 15
s T 0 1S == o 1000 mi
pH: 6.2

Stérilisation : 15 minutesa 120°C
+ Lait Sherman : (LEVEAU et al., 1991)

0 = 1 <P PP UURPPPPR 9ml
Bleu de méthylene a1 % stérilise 20 MinUteS 8120 °C......ccoveviiereneeieeeee e 1ml
Au moment de I’emploi, mélanger le lait avec le bleu de méthyléne pour avoir du lait a 1% (de

méme pour lelait de 3%).

+ Eau physiologique



Stérilisation a 120°C pendant 15 minutes.

Annexe 2 : Réactifs et colorants : les colorants utilisés

¢ violet de gentiane:

violet de gentiane 19
ALCOOI A0 ... .ot e b e e e re e reenneens 10ml
O o S 1= 0 o O 100ml

+ Fuchsine:

Fuchsine basique 19
y Y oo o) =101 1T (U= T O S 10ml
s T 0 1S == o 100ml

Cette solution doit étre diluée au 15

s Lugol :
Composition du réactif :

[OAUIrE A€ POLASSIUIM .....oveeieceeecieeie et e e sees cereesseeeesreesteeeesreenseeseesseeseeseesseenseens 159
o S 1 =SS 100 ml



Annexe 3 : lesrésultats de I’ inhibition de Pseudomonas aeruginosa sur boite de
petri




Annexe 4 : photos montant le résultat de la mobilité




Annexe 6 : photos montant lerésultat du test al’ ADH
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Annexe 8 : photos montant lerésultat delathermorésistance (30 minutesa
63°C)




Annexe 9 : photos montrant la fermentation des sucres
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Annexe 10 : photos montrant lerésultat dela croissance a 45°C

Annexe 11 : photos montant lerésultat de croissance a différentes
concentration de NaCl (sur bouillon hypersalé a 4%)




Annexe 12 : photos montant lerésultat du test sur lait Sherman
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L'émergence de bactéries multirésistantes constitue une menace importante pour la santé a
I'échelle mondiale. Les bactéries lactiques probiotiques attirent I'attention sur leur importance
incontestable dans les domaines de I'alimentation, de I'industrie et de la santé.

L’ utilisation des bactéries lactiques productrices de bactériocines isol ées directement des aliments
pour I"élimination des pathogénes d’ origine alimentaires ou cliniques est une approche novatrice.

Par conséguent, cette étude visait a la recherche de bactéries lactigues sauvages, productrices de
bactériocines. Nous avons isolé 24 souches lactiques issues du lait cru de la région de Tizi Ouzou,
ensuite nous avons étudié leur potentiel antimicrobien envers des souches pathogénes cliniques
(BLSE), Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (SARM) par la méthode de diffusion
en puits.

Cing (5) isolats lactiques ont montré un potentiel antimicrobien intéressent a I’encontre de P.
aeruginosa ; ces souches appartiennent & trois (3) espéces de deux (2) genres différents qui sont
Lactococcus lactis ssp lactis avec les zones d’ inhibitions les plus élevées (15-18 mm) et Lactobacillus
reuteri et Lactobacillus fermentum ayant les diameétres inférieurs (12 mm).

Mots clés : Lactobacillus, Lactococcus, bactériocines, antagonisme.

The emergence of multidrug-resistant bacteriais a major global health threat. Probiotic lactic
acid bacteria draw attention to their undeniable importance in the fields of food, industry and health.

The use of bacteriocin-producing lactic acid bacteria isolated directly from food for the
removal of foodborne or clinical pathogens is an innovative approach.

Therefore, this study aimed at finding wild lactic acid bacteria that produce bacteriocins. We
isolated 24 lactic strains from raw milk from the Tizi-Ouzou region, and then studied their
antimicrobial potential against clinical pathogenic strains (BLSE), Staphylococcus aureus (SARM)
and Pseudomonas aeruginosa by the well diffusion method.

Five (5) lactic isolates showed antimicrobial potential of interest against P. aeruginosa; these
strains belong to three (3) species of two (2) different genera which are Lactococcus lactis ssp lactis
with the highest inhibition zones (15-18 mm) and Lactobacillus reuteri and Lactobacillus fermentum
with the lowest inhibition zones (12 mm).

K eywords: Lactobacillus, Lactococcus, bacteriocins, antagonism.
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