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Liste des abréviations

ADH : arginine dihydrolase.

ADN : acide desoxyribonucléique.
ARN r 16S : gene codant pour I'ARNr 16S.
ARN r 23S : gene codant pour I'ARNr 23S.
ATP : adénosine triphosphate.

°C : degrés Celsius.

Dha : déhydroalanine.

Dhb : déhydrobutyrine.

G+C : guanine plus cytosine.

G : gramme.

kDa : Kilo Dalton.

Lan : lanthionine.

MeLan :B-méthyl-lanthionine.

ml : millilitre.

N : normalité.

Opp : oligopeptide perméase.
DtpT : Di-tripeptide transporter.
DtpP : di-tripeptide perméase.
Dpp : dipeptide perméase.

U/mg : unité par milligramme.
ApH : gradient de pH.

AY : potentiel de membrane.

RMN : Résonance magnétique nucléaire.
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Résumé

Ighi est un lait fermenté traditionnel produit en Aigecette dénomination est propre a la région de
Kabylie. Il est produit & partir du lait de vaclsa préparation se fait selon des procédés asseitifsriet
ce dernier ne subit aucun traitement thermique.

Les bactéries lactiques sont capables de synthdtesmicoup de substances comme le peroxyde
d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, le diacetidegtaldéhyde et les bactériocines.

Les changements apportés aux procédés de fabmicafaliments dus au développement
technologique et aux habitudes alimentaires (ptedudfrigérés, préts a cuisinés....etc.) ont favorisé
'apparition de souches microbiennes pathogéneshpsirophes commeisteria monocytogenequi
représente un risque sanitaire considérable. Baadrt, I'utilisation massive et répétée de coretes
chimiques dans la conservation des aliments pdtdirée des effets graves sur la santé humaing. Po
cela, la recherche de nouveaux bioconservateuasukats » des aliments tels que les bactériocieste r
toujours d’actualité.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés dapsemier temps a déterminer la situation
microbiologique de 20 laits fermentés traditiosngtoduits dans la région de la wilaya de Tizi-Quz
et dans un second temps a l'isolement et a la relohale souches de bactéries lactiques productiees
bactériocines.

Les résultats obtenus montrent que les laits fetésemaditionnels analysés sont acides, les valeurs
du pH se situent entre 4,44 a 4,90 avec une meydard,40+0,29. La valeur la plus élevée est chkile
LFT 6 (4,90) et la valeur la plus faible est calle LFT 17(4,44). Les laits fermentés traditionnels
analysés sont trés riches en flore microbiennieriaur moyenne en flore mésophile aérobie tetstiele
(127,98+98)160 UFC/ml [(9,10+0,33) Log, UFC/mI], celle des bactéries lactiques est de
(48,87+44,47)10UFC/ml [(8,68+0,39) Log, UFC/mI] pour lesLactobacilluset de (498,65+305,4)10
UFC/ml [(9,69+0,39) Log, UFC/mI] pour lesLactococcusLes résultats ont montrés également que ces
laits sont fortement contaminés par les coliformekes moisissures. La teneur moyenne des colifoerme
totaux est de (298+49,3)10FC/ml [(4,47+0,07) Log, UFC/mI] tandis que celle des coliformes fécaux
est de (18+2,03)FQUFC/mI [(2,97+0,04) Log, UFC/ ml]. Les levures et les moisissures sorsgmées a
une moyenne de (103,66+59,6)10FC/ml [(9,01+0,24) Log UFC/ml]. Les laits fermentés traditionnels
analysés sont contaminés par des germes pathogémeseStaphylococcus aureuBeux souches de
Lactococcus lactis ssp lactiEFT26 et LFT61) ont été sélectionnées pour leyiudes a produire des
bactériocines activent contigsteria innocuaF. Les diamétres d'inhibition obtenus par la mégo
double couche sont de 8+0,15mm pour l'isolat LFT&66+0,21mm pour l'isolat LFT61 tandis que ceux
obtenus avec la méthode diffusion en puits sor8+485mm et 13,75+0,16mm pour les isolats LFT61 et
LFT26 respectivement. L’activité inhibitrice de desctériocine a été annihilé par la protéinasellés
résultats d’'identification des deux isolats lacigULFT26 et LFT61 montrent un pourcentage de parent
de 95 % et 97,5 % avec I'espdactococcus lactis ssp lactisspectivement

Ces résultats montrent que nos produits fermemaélitionnels constituent une source naturelle
pour la recherche et l'isolement de nouvelles sesialfle bactéries lactiques sauvages productrices de
bactériocines présentant une activité inhibitrigaificative contre les souches microbiennes patheg.

Mots clés : lait fermenté traditionnel,Ighi, bactéries lactiques, bactériocines.



Abstract

Ighiis traditional fermented milk produced in Algerilhis denomination is specific to the area
of Kabylia. It is produced starting from the cowlgk. Its preparation is done according to rather
primitive processes' and this last does not undanycheat treatment.

The lactic bacteria are able to synthesize mangtanbes such as the hydrogen peroxide, the
carbon dioxide, the diacetyle, the acetaldehydebaoteriocins.

Changes brought to the manufacturing processesanf flue to the technological development
and the food practices (produced cooled, ready wibked... etc.) supported the appearance of
pathogenic microbial strains psychrotrophicLésteria monocytogeneshich represents a considerable
medical risk. In addition, the massive and repeatsxchemical conservatives in the conservatidoaaf
can entrain serious effects on human health. Fdy the search for new "natural" bioconservatiffood
such as the bacteriocins always remains of topjcali

In this work, we were initially interested to deténe the microbiological situation of 20
traditional fermented milks products in the aredi@i-Ouzou, and in the second time with the insala
and the search of strains of lactic acid bacteat@dyiocin production.

The results obtained show that analyzed tradititerahented milks are acid, the values of the pH
range between 4,44 to 4,90 with an average of H,2@+The highest value is that of the LFT 6 (420)
the lowest value is that of the LFT 17(4,44). Aralg traditional fermented milks are very rich in
microbial flora, the average content of aerobic opésic flora is(127,98+98)T0CFU/mI [(9,10+0,33)
Log,o CFU/mI], that of the lactic acid bacteria is(48;84,47)10 CFU/mI [(8,68+0,39) Log, CFU/mI]
for Lactobacillus and (498,65+305,4)T0CFU/mI [(9,69+0,39) Log CFU/ml]for Lactococcus.The
results also showed that these milks are stromghyaeninated by the coliforms and moulds. The awerag
content of the total coliforms is (298+49,3§XDFU/mI [(4,47+0,07) Log CFU/mI] while that of the
fecal coliforms is (18+2,03)f0CFU/mI [(2,97+0,04) Log CFU/ mi]. The yeasts and the moulds are
present at an average of (103,66259,6)C6U/mI [(9,01+0,24) Log CFU/mI]. Analyzed traditional
fermented milks are contaminated by pathogenic gelike Staphylococcus aureugwo strains of
Lactococcus lactis ssp lactfsFT26 and LFT61) were selected for their aptitutteproduce bacteriocin
activate againdtisteria innocuaF. The diameters of inhibition obtained by the metliouble layer are
of 8+0,15mm for isolate LFT26 and 6+0,21mm for &el LFT61 while those obtained with the method
diffusion out of well are 14,5+0,85mm and 13,758in for isolates LFT61 and LFT26 respectively.
The heat treatment 121°C during 30 min eliminatedibhibiting substances. However the untreated and
not neutralized supernatants continue with showaibition (the diameters of inhibition are of 12,35
0,85mm and 13,89+0,45mm for isolates LFT26 and LIFie&pectively).The inhibiting activity has been
destroyed by the protéinase K what shows theirepriat nature (bacteriocin). The results of identfion
of two lactic isolates LFT26 and LFT61 show a patage of relationship of 95 % and 97,5% with the
specied.actococcus lactis ssp lactisspectively.

These results show that analyzed traditional fetetemilks are of bad microbiological quality
and that the latter constitute a natural sourcéh®rsearch and the insulation for new wild strankactic
acid bacteria producing bacteriocins presentinggaifgcant inhibiting activity against the pathogen
microbial strains.

Key words: traditional fermented milk, Ighi, lactic acid bacteria, bacteriocin.
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Introduction

L’homme a toutes les époques et sous tous les tslimaoujours eu le souci de conserver les
produits alimentaires tout en adaptant a chaqeufoe méthode pour un produit donné.

La fermentation microbienne est le procédé le phmeien de conservation des produits
alimentaires plus particulierement le lait. L'wgdition de ce procédé de conservation remonte 18085
avant Jésus-Christ, date approximative d’apparities premiers laits fermentés traditionnels etéleut
de la domestication de certains animaux commedheyda brebis et la chevre (TAMIME, 2006)

Les laits fermentés traditionnels sont préparéss damaucoup de pays du monde et avec des
techniques toujours empiriques et primitives.

Ighi est un lait fermenté traditionnel produit en Algécette dénomination est propre a la région
de Kabylie. Il est produit & partir du lait de vacl$a préparation se fait selon des procédés psgretifs
et ce dernier ne subit aucun traitement thermitlARRATI, 1974)

La microflore des laits fermentés traditionnelsteiss diverse allant de la flore mésophile aérobie
totale et des bactéries lactiques jusqu'a la fldeecontamination comme les levures et moisissures,
coliformes et germes pathogénes tels q8¢aphylococcus aurepsisteria monocytogene®acillus
cereuset les Salmonelles (NARVHUS et GADAGA, 2003).

Les bactéries lactiques sont a la base du procdsslasfermentation du lait en lait fermenté, elles
permettent de transformer le lactose en acideglaetet de ce faite abaisser le pH du produit. Efleat
également capables de synthétiser beaucoup deasoéstcomme le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde
de carbone, le diacetyle, 'acétaldéhyde et legdbacines. Elles jouent, ainsi, un role trés intaot dans
la biopréservation des produits alimentaires (GUNEAet al.,2005).

Les changements apportés aux procédés de fabricdée aliments suite a I'évolution des
procédés technologiques et aux habitudes alimestdjproduits réfrigérés, préts a cuisiner...) ont
entrainé I'émergence de germes pathogenes psydle®pbmmelListeria monocytogenegui est capable
de croitre a + 4°C.

D’autre part, I'utilisation répétée d’antibiotiquesitraine I'apparition de souches résistantes et
I'emploi de conservateurs chimiques peut avoir efésts néfastes sur la santé humaine. Pour cda, le
chercheurs se retournent vers la recherche de aoxivbioconservateurs « naturels » tels que les
bactériocines.

Les bactériocines sont des peptides a activiténrbbienne, synthétisés par certains genres
bactériens. Cependant celles produites par legfiegtiactiques sont reconnues comme sures. Eligs s
sensibles aux protéases digestives et ne sonbp@siés pour les cellules eucaryotes (WIJAY& al.,
2006).



La recherche de nouvelles souches de fiegct@ctiques productrices de nouvelles bactéresi
douées d’'un maximum de caractéristiques et d’'untspé’inhibition trés large reste toujours d’adiiéa
et ne cesse de stimuler les chercheurs a traudrieopays du monde.

C’est dans cette optique que s’inscritrendtavail de recherche, isoler des souches lagiqu
sauvages productrices de bactériocines a partir gfaduit laitier fermenté traditionnellghi ».

L'objectif de ce travail est dans unempigre étape de déterminer la qualité microbiologidu lait
fermenté traditionnek Ighi » produit et commercialisé dans la région de Dazou et dans une seconde
étape d’isoler a partir de ces laits des bactéE®jues productrices de bactériocines.
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1- BACTERIES LACTIQUES

1.1- Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont définies comme dedulel vivantes procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles fotmengroupe hétérogéne composé de coques,
coccobacilles et de bacilles, dont la principalectemn métabolique est de produire de I'acide
lactique a partir de la fermentation des sucresEsfet al.,2005 ; LABIOUI et al, 2005).

Les bactéries lactiques sont des cellules qui gaddecoloration de Gram, généralement
immobiles, exception faite pour certaines espeeegahreVagococcustres proche du genre
Lactococcuy homofermentaires ou hétérofermentaires, anagrobais aérotolérants, ne
possedent ni la nitrate réductase ni cytochromedasg et elles sont catalase négative
(DELLAGLIO et al, 1994 ; POT, 2008 ; RIGAUX, 2008).

La plupart sont mésophiles mais certaines espemegept se développées a +4°C ou a
des températures supérieures a 40°C. Elles oregxigsnces nutritionnelles complexes en ce qui
concerne les acides aminés, vitamines, acidesejrgiicides (FUGELSANG et EDWARDS,
2007).

Etant dépourvues de cytochromes (elles sont indepale synthétiser le noyau heme des
porphyrines), elles sont incapables de toute rapir et toute leur énergie provient du
meétabolisme fermentaire (LEVEAE&L al,, 1991).

1.2- Classification

Du point de vu taxonomique, les baetfactiques sont un vaste ensemble de micro-
organismes procaryotes qui se rattache au phyleChstridium des bactéries a Gram positif
dont le pourcentage de G+C est inférieur a 50%@sElppartiennent a la lignée d@smnicutes
a la classe daBacilli et a I'ordre desactobacillaleGARRITY et al, 2007).

Le genre Bifidobacteriumest considéré comme un genre lactique en raisosede
caractéristiques physiologiques et biochimiques bésiohes aux autres genres lactiques,
cependant des études de biologie moléculaire basdda détermination du pourcentage G+C
ont permis de classer ce genre dans le phylurhdi@somycetegbactéries gram positif a G+C >
50%) (KLEIN et al,, 1998).

D’apres STILES et HOLZAPFEL (1997) les téaies lactiques qui interviennent dans
les aliments regroupent les différents genres sitsva Enterococcus, Lactococcus,
Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenoaos¢ Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella, AerococcA#picoccus, Bifidobacterium,
Dolosigranulum, Globicatella, Lactosphraea, Melissocus.

La relation phylogénétique basée aucdmparaison des séquences d’ARNr 16S ainsi
gue les principales caractéristiques physiologigidsochimiques entre les différents genres des
bactéries lactiques sont représentées dans lafigat le tableau |.

Récemment 15 nouveaux genres lactigmeseté décrits Abiotrophia, Dolosicoccus,
Eremococcus, Facklamia, Ignavigranum, Alkalibaaterj Allofustis, Desemzia, Granulicatella,
Isobaculum, Marinilactibacillus, Trichococcus, Aprabacter Paralactobacillus, Oscillospira
(GARRITY et al.,2007)
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Tableau | : Caracteres différentiels des différents genresaitébies lactiques (AXELSSON,
2004)

Caracteres
Genres 1] 2] 3] 4] 5] 6 7] 8 9 10
Carnobacterium - - + - ND | - | ND | - L 9
L actobacillus - | 4/~ | /- | +/- | /- | - | +/- | -| DLDL | 104
Aerococcus + - + - + - - + L 6
Enterococcus - - + + + - + L 33
Lactococcus - - + - - -+ - L 5
Vagococcus - - + - - e ] - L 6
L euconostoc - + - - | - | +/- | - D 14
Oenococcus - + - - | - | - - D 2
Pediococcus + | - - | -+ -+ |- L, DL 10
Streptococcus - - - +/- - - - - L 65
Tetragenococcus + - + - + + - + L 4
Weissella - + + - +- | - 4| - D, DL 11

1 : formation de tétrades ; 2 : production de CQ2 croissance a 10°C ; 4 : croissance a 45%: croissance a
6,5% NaCl; 6 : croissance a 18% NaCl; 7 : croissaa pH 4,4 ; 8: croissance a pH 9,6 ; 9 : typeide
lactique ; 10 : nombre d’especes identifiées.

Oenococcus

Strepltococcus

Lactococcus
Leuconostoc

Ernterococcits,

Melisseococcus, Weissella
Terragenococcus
FVagococcus

Carnobacterieem
Lacrosphiaera Lactebacillus
=
Aerococcus
Alloiococcus

Dolosigrunsclum

Propionibacteritm

Bifidobacteriurr

-

Figure 1: Arbre phylogénétique construit a partir de 'analgpmparative des séquences
d’ARNr 16S montrant les principaux genres de bae$dactiques (HOLZAPFEEt al.,2001).
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1.2.1- Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus

Le nom geénérique deSkeptococcus a été proposé pour la premiere fois par
ROSENBACH en 1884, il regroupe toutes les espéoaslds cellules bactériennes forment des
chaines de cellules et qui sont associées auxtiomschumaines (STILES et HOLZAPFEL,
1997).

1.2.1.1- Streptococcus

Malgré I'identification de nouveaux gesiactiques, les streptocoques restent toujours
difficiles a classer. Ce genre comprend des espataB0-organotrophes, non sporulées dont les
cellules sont en forme de cocci ou de coccobacglesipées en paires ou en chainettes. Elles
possedent un métabolisme homofermentaire avec giodud’acide L-lactique (PILETet al.,
1998 ; POT, 2008).

Les especes de ce genre ont été initiademegroupées au sein d'un méme genre
«Streptococcus Des études effectuées par Kilpper-Belzal (1982) sur le séquencage et la
comparaison de 'ARN 23S et par Stacke-Brandteatber (1988) sur ’ARN 16S ont aboutit a
divisé les Streptocoques en trois groupes : lepftcoques au sens stricte, le gdraetococcus
et le genré&enterococcus.

Le genre Streptocoque est divisé en tmgieupes: les Streptocoques oraux,
Streptocoques pyogenes et autres StreptocoquesStteptocoques pyogenes comprennent des
espéeces pathogenes comBieagalactiaeet S. pyogenel’especeS. pneumoniaest également
incluse dans ce groupe. Les streptocoques orauxefdrune microflore importante et normale
de la cavité buccale et des voies respiratoireérgyres de ’'homme, on peut en ci&mutans
I'agent étiologique des caries dentaires (AXELSS@004 ; HARDIE et WHILEY, 2006).

L’espece thermophilStreptococcus thermophiluse différencie des autres par son
habitat, le lait et produits laitiers et égalempat son caractére non pathogene. Cette espece a
éte classeée initialement dans le groupe «autr@tdtreques», elle a été ensuite transférée vers le
groupe des Streptocoques oraux et ceci suite a fone homologie observée aux cours des
études d’hybridation ADN-ADN entre cette derniére lespéce Streptococcus salivarius
(STILES et HOLZAPFEL, 1997 ; POT, 2008).

1.2.1.2- Enterococcus

Le genreéEnterococcugassemble la plupart des espéces du groupe siépadod et
comprend notamment des espéces anciennement d&sigoas le terme de Streptocoques
fécaux, commeEnterococcus faecali®t Enterococcus faeciumls se caractérisent par un
développement a 10°C et a 45°C et par une aptaudeitre en présence de 6,5% NacCl et a pH
9,6. lls se caractérisent également par une réasistaux facteurs de I'environnement (PILET
al., 1998).

Les Entérocoques ont été longtemps assnail& Lactococcus cependant des études
faites sur ’'ARN 16S (séquencage et la comparaisoni permis de séparer définitivement les
especes de ce genre du gdraetococcugOGIER et SERROR, 2007).

1.2.1.3- Lactococcus

C'est a Lister gu'appartient la premidescription desactococcusen 1873. Ce sont
des bactéries apparues avant les cyanobactérigssghthétiques et leur présence sur la surface
de la terre remonterait a 2,75 milliard d’annéeSYBER et GEIS, 2006).
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Les especes du geriractococcussont associées a de nombreuses fermentations
alimentaires et ne présentent pas de caractéregeath et de ce faite possedent le statut GRAS
« Generally Recognized As Safgui autorise leur usage dans le domaine agrcealaire
particulierement dans les processus de fermentaiortant que souches starters et dans la
biopresérvation grace a leurs aptitudes a prodiesebactériocines (CASTALA et MONTEL,
2008).

1.2.1.4- Vagococcus

Ce genre a été récemment décrit et gExes sont souvent confondues avec celles du
genreLactococcusEn effet, ce genre ne difféere du geheetococcusjue par la mobilité de ses
especes et leurs profil en acide gras (COLL#&I.,1989 ; AXELSSON, 2004).

1.2.2- Aerococcus, Pediococcus et Tetragenococcus

LesPediococcussont des coques homofermentaires, regroupés eaudsét ils sont
meésophiles et le plus souvent incapables d'utiliedactose, ne produisent pas de,@artir
du glucose et ne réduisent pas les nitrates (PitEl., 1998 ; HOLZAPFELet al.,2006).

Cependant, certaines especes comntelophilusse distingue des autres espéeces du
genrePediococcuspar son aptitude a croitre en présence de 18%. &S études basées sur le
séquencage de 'ARN 16S ont permis de séparex esftece halophile du gertediococcugt
de créer le genréétragénococcu§STILES et HOLZAPFEL, 1997).

Le genrdderococcugessemble beaucoup au geRexliococcusce genre est constitué
de cing especes. Récemment, I'esg@cearinaea été transférée vers le geAerococcuset ceci
suite a une tres forte homologie (99,9%) de sécpiele 'ARN 16S avec I'espédeerococcus
viridans (POT, 2008).

1.2.3- Leuconostoc, Oenococcus et Weissdla

Les espéces de ce genre rassemblenbde®s lenticulaires en paire ou en chainettes,
meésophiles, possédant un métabolisme hétéroferimeeataec production d’acide lactique D, de
CQO; et d’éthanol. Certaines especes synthétisent duaghe quand elles sont cultivées dans un
milieu trés riche en saccharose (JOHANNA et HOLZERF2006).

Les Leuconostoc posseédent I'aptitude élgrater le citrate du lait et d’en former du
diacetyle. L'especd_euconstoc meésentéroide ssp cremast tres utilisée dans l'industrie
laitiére (LEVEAUet al., 1991 ; AXELSSON, 2004).

L’espécd.euconostoc oenase caractérise par une plus grande toléranceidit&acar
elle peut pousser a un pH initial de 4,8, ceci @aémer son intégration dans le nouveau genre :
OenococcusfHUTKINS, 2006).

Le genraVeissellaa été décrit pour la premiéere fois par COLLINSaE{1993). Un
polymorphisme cellulaire allant de la forme sphéeic la forme lenticulaire est observé chez les
especes de ce genre (STILES et HOLZAPFEL, 1997).

Plusieurs caractéristiques physiologiques et Hamigues différentielles ont été
observées entre le gerireuconostoet le genréNeissellatelles que 'hydrolyse de I'esculine,
les conditions de croissance (pH et températurl®retentation des sucres (AXELSSON, 2004 ;
JOHANNA et HOLZAPFEL, 2006).
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1.2.4- Lactobacillus et Carnobacterium

Les Lactobacilles sont des cellules anGositif, asporulées, de forme bacillaire,
catalase négative, non mobile et occasionnellemitnate réductase positive. Leur métabolisme
est soit homofermentaire avec production de plu85dé d’acide lactique a partir du lactose, soit
hétérofermentaire avec production d’'un mélangeidéatactique, CQ et éthanol (LEVEAUet
al., 1991 ; HAMMES et HERTEL, 2006).

D’aprés VERNOUXet al (2007), le genrdactobacilluscontient 135 espéeces et 27
sous espeéeces, ce dernier manifeste une tres lat@ebénéité morphologique qui est reflétée par
le pourcentage de G+C dans la composition de I'ABINqui varié de 32 % a 55 %
(AXELSSON, 2004 ; POT, 2008).

Les Lactobacilles sont divisés en troreuges selon que leur métabolisme soit
homofermentaire obligatoire, hétérfermentaire featiilou hétérofermentaire obligatoire (PILET
et al.,1998). Les especes de ce genre sont trés répoddansda nature, elles sont présents dans
les produits végétaux, animaux et elles sont l@e® nombreuses fermentations alimentaires
(LEVEAU etal., 1991).

Le genreCarnobacteriumest morphologiqguement tres proche des lactobacgille
néanmoins certaines caractéristigues physiologigetedbiochimiques les différencient des
lactobacilles comme leur tendance psychrotrophdeet production majoritaire d’acide L
lactique (AXELSSON, 2004) Une autre différence asseportante entre les deux genre est la
composition chimique du peptidoglycane de la pdes, lactobacilles possedent le dipeptide
Lys-Asp alors que les Carnobacterium posseédentaméso-diaminopimélique (HAMMES et
HERTEL, 2006).

Les Carnobacteriums sont isolées a pddimproduits carnés ou de produits de mer
(STILES et HOLZAPFEL, 1997 ; PILE®t al 1998).

1.3- Le genrelactococcus
1.3.1- Principales caractéristiques

Il s’git de bactéries en forme de coquies,diametre compris entre 0,5 et 1 um. Leur
division s’effectue parallélement a un seul plangai conduit a des associations de cellules par
paires (diplocoques), en chaines et en chainegptiecdques (Streptodiplocoques) (LEVEASY
al.,1991 ; TEUBER et GEIS, 2006).

Ce sont des cellules a Gram positify mobiles, mésophiles poussent a 10°C et a 40°C
mais pas a 45°C, se développent a 4% NaCl (excefdite pourLactococcus cremorsmais
pas a 6% NaCl et a pH 9,6. Certaines especkaaecoccugpeuvent également se développer a
0,1% de bleu de méthylene (LEVEAdD al, 1991 ; HOLTetal., 1994).

Elles sont anaérobies facultativestalaae négative, asporulées et présentent un
meétabolisme homolactique en produisant de l'acilgidque L(+) par la voie des hexoses
diphosphates (PILE€t al.,1998). Les espéces du geheetococcusont caractérisées par un %
GC qui varie de 34% a 43%, la taille de leur génestecomprise entre 2300-2600Kb (CAMPO
etal., 2002).

Généralement, ldsactococcusne présentent pas de pouvoir pathogéne, cependant
certaines espéces cominegarvieaeest considérée comme l'agent étiologique de la
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lactococcose, une maladie émergente qui affe@adoeip d’especes de poisson en provoquant
une septicémie aigue et hémorragique (VENDRIELAL, 2006).

1.3.2- Classification et écologie

Comme tout groupe microbien, les haetelactiques voit leur systématique et leur
classification sans cesse modifiées surtout avaegetiement des techniques nouvelles de
biologie moléculaire. La premiere description defutes appartenant au genractococcus
revient a LISTER (1873), il leur donna le nom daeterium lactis, cette derniére a été ensuite
classée par Orla-Jensen (1919) dans le demeptococcusrée par ROSENBACH (1884) et lui
donna le nom deStreptococcus lactis(TEUBER et GEIS, 2006).

Avec la caractérisation sérologigessireptococcugn 1933, LANCEFIELD regroupa
toutes les cellules apparentées a cette soucheleagisupe sérologique N, mais suite a des
études de séquencage et de comparaison de I'ARSr CHELEIFER (1985) rassembla
certaines especes du groupe sérologique N danswreau genre qu’il appeld.actococcus
(STILES et HOLZAPFEL, 1997).

Actuellement, le genréactcoccus contient cing espéeces Lactococcus lactis,
Lactococcus  garvieae, Lactococcus piscium, Ladoe® plantarum et Lactococcus
raffinolactis (CASTALA et MONTEL, 2008). La relation phylogéigie entre les espéces du
genreLactococcusinsi que leurs caractéristiques sont présentéeslddigure 2 et le tableau Il
respectivement.

Récemment, une nouvelle espécd atdococcusa été decouverte par CH& al
(2008) :Lactococcus chungangensis sp.

Cependant, une seule esdémetococcus lacti®t ses deux sous espetextococcus
lactis ssp lactisinsi que soiovar diacetylactistLactococcus lactis ssp cremogsi sont tres
utilisées dans les industries alimentaireactococcus lactigeprésente un intérét économique
tres considérable dans la transformation des atsnéDELLAGLIO et al, 1994 ; STILES et
HOLZAPFEL, 1997).

L’espécékactococcus lactiest subdivisée en trois sous espedertococcus lactis ssp
lactis (anciennementactobacillus xylosus)Lactococcus lactis ssp cremor{@nciennement
Streptococcus cremoris)Lactococcus lactis ssp hordniaganciennementLactobacillus
hordniae).Leurs principales caractéristiques sont données lgaiableau Il1.

La sous especkactococcus ssp lactis biovar diacetylacts® caractérise par la
production du diacétyle a partir du citrate, ella pas le statut d’'une sous-espece car cette
caractéristique biochimique liée a la productiondiacétyle est trés instable du faite de son
support plasmidique (STILES et HOLZAPFEL, 1997 ;KA et al.,2001).

Les espéces Hdactococcussont associées a de nombreuses fermentations #dinesn
elles se rencontrent plus souvent dans la natusdlesi sont associées aux plantes, aux animaux
et a 'lhomme. Les produits végétaux sont leur ppmicréservoir, mais ils sont largement
présents dans le lait et les produits laitiers EHllet al, 1998).

Lactococcus garvieaet Lactococcus raffinolactisont souvent isolés a partir des laits
crus, on les retrouve également sur la peau etldaaive des animaukactococcu pisciunest
isolé de salamondes kactococcus plantarunest souvent isolé des petit pois (TEUBER et
GEIS, 2006).
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Tableau Il : Caractéristiques distinctives des espéces du geactococcu§LARPENT 1991,
LEVEAU et al.,1991 ; TEUBER et GEIS, 2006).

\ Lc. lactis Lc. subsp Lc. lactis subsp L Lc.
Caracteres subsp lactis | cremoris hordniae L. garviaie | Lc. plantarum raffinolactis
Type de Lys-D-Asp | Lys-D-Asp | Lys-D-Asp Lys-Ala- Lys-Ser-Ala | Lys-Thr-Ala
peptidoglycane Gly-Ala
Croissance a

+ - - + -
Croissance en
présence de + B B + + B
NaCl 4%
Fermentation :
Amygdaline v - - + (+) v
Galactose + + - + - +
Lactose + + - + - +
Maltose + - - +(V) + +
Mélibiose - - - % - +
Mélizitose - - - - + v
Raffinose - - - - - +
Ribose + - - + - -(v)
Salicine +(V) -(v) + + + +
Sorbitol - - - - + -
Saccharose v - + % + -
Tréhalose + -(v) (+) + +
hydrolyse de + - + + - -(V)
l'arginine
+ : réaction positive, - : réaction négative,reaction variable.
Le. raffinolactis
Le. plantarum )
Lc. lactis
Le. piscium
— L. garviae
10%
E. coli

Figure 2: Arbre construit a partir de I'analyse comparaties déquences d’ARNr 16S
montrant la relation phylogénétique entre les espéla genréactococcus(TEUBER et
GEIS, 2006).
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Tableau Il : Principales caractéristiques des sous especésatecoccus lactisTEUBER et
GEIS 2006).
Lactococcus
. Lactococcus
Caractéristiques chtococcug ! actis ssp lactis ssp
lactisssp lactis | lactisbiovar cremoris
diacetylactis

Croissance a 10°C + + +

a40°C + + -

a45°C - - -
Croissance a 4% NacCl + + -

a 6,5% NaCl - - -
Croissance a pH 9,2 + + -
Croissance en présence de 0.1% bleu méthyléne + + -
ADH + + -
CO, a partir du citrate - + -
Diacetyle et acetoe - + -
Fermentation du maltose + + Rarement
Hydrolyse de I'amidon - - -
Thermorésistance 30min a 60°C Vv Vv Vv
Groupe sérologique N N N
% GC 33,8-36,9 33,6-34,8 35,0-36,2

+ : réaction positive, - : réaction négative,reéaction variable.

Lactococcus lactist ses sous-especes sont tres répondues danaitéesrus, laits
fermentés et fromages (TAMIME, 2006). lls représant également la flore majoritaire dans
les produits fermentés traditionnels commeleleen Algérien, lelben marocain et ldben
Tunisien (HARRATI, 1974 ; TANTAOUI-ELARAKIet al., 1983 ; BEN AMORetal., 1998 ;).

Lactococcus lactigst présent aussi dans d’autre laits fermentégitmanels d’Afrique
comme,Ergo d’Ethiopie et leKule naotode kenya (GONFZAet al., 2001 ; MATHARA et al.,
2004).

1-3-3 Métabolisme

Les bactéries lactiques sont des bactéries gpoasedent pas de cytochrome, elles sont
incapables d’effectuer un métabolisme respiratodte s’en remettent entierement a la
fermentation. Ledactococcussont des bactéries ayant un métabolisme homoféameret qui
produisent leur énergie métabolique par phosphiioylaau niveau du substrat pendant la

fermentation des glucides (LARPENT, 1991 ; PELMONY95).

Cependantlactoccocus lactiest capable d’effectuer une respiration sur umemitiche
en héme en aérobiose et d'utiliser 'oxygene conaweepteur final d’électrons. Le géne de la
cytochrome oxydase a été isolé, séquenceé thetoccocus lactisvMG1363 (DUWAT et al.,
2001).

Les bactéries lactiqgues sont également des celtéligsotrophes et possédant des besoins
nutritionnels particulierement complexes car ensplles hydrates de carbones, les souches
lactiques exigent plusieurs acides aminés, peptidiéamines et les précurseurs des bases
azotées (JUILLARDet al.,1996).
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1-3-3-1 Métabolisme des hydrates de carbones

Comme toute bactérie lactique, leactoccocusutilisent les hydrates de carbones
comme source de carbone et d’énergie. Deux systéorgsparticulierement important pour le
transport des sucres : le systeme phosphoenolpggr(RaS) et le systeme perméase (POSTMA
et al.,1993).

* Systéme perméase

Dans ce systeme, les molécules dstsatbne sont par modifiées chimiquement au
cours de leur passage a travers la membrane cgtojjae. Une enzyme membranaire (ATPase)
couple I'nydrolyse de I'ATP a la sortie de prota@nérant ainsi un potentiel électrochimique de
protons appelé force protomotrice le long de la brame cytoplasmique. Le transport du sucre
se fait suite & un couplage avec le mouvemenpuds#sns le long du gradient électrochimique.
Une fois a l'intérieur de la cellule, le sucre weehosphorylé par une kinase ATP dépendante
et ensuite dégradé (DESMAZEAUD, 1983 ; POOLMAN, 200

e Le systeme PTS

Ce systeme est un ensemble complexeymes qui a comme fonction la translocation
du sucre a travers la membrane cytoplasmique ceupléne phosphorylation de ce dernier.
Trois protéines sont impliquées dans ce systed®ux protéines de couplage énergétique,
l'enzyme | (EI) et HPr. Ces deux protéines sontspnées chez toutes les bactéries et ne
présentent pas de spécificité vis-a-vis d’'un sabstjuelconque. La troisieme protéine est
'enzyme E lI( Ell), cette derniére est par corgpecifique au substrat a transporter. L’enzyme
Ell est constituée de trois domaines (EIIA, EIIBEtC) (AXELSSON, 2004 ; NEVESt al.,
2005).

Le processus de translocation et efmdlisation commence avec le transfert du
groupement phosphate du PEP vers la protéine iEiveus HPr. La protéine HPr phosphorylée
catalyse a son tour la phosphorylation de I'enzftieensuite le sucre est phosphorylé par les
domaines EIIA ou EIIB (POOLMAN, 2002).

Chez actococcus lactide glucose est transporté généralement par lemgstPTS-
mannose (forte affinité pour le glucose) ou pasyisteme PTS-glucose (moindre affinité pour le
glucose). Le fructose et le mannose sont égaletreamgportés par le systeme PTS-mannose. Le
glucose peut étre également transporté par le mgsfgerméase et sera phosphorylé par une
glucokinase intracellulaire (NEVES al.,2005).

» Métabolisme du glucose et du lactose

En fonction de sa voie d'internalisat dans la cellule, le glucose va rejoindre
directement la glycolyse s'il est transporté pasysteme PTS (forme phosphorylée G6P), soit
indirectement s’il est transporté par une permédseme libre, non phosphorylée). Les
principales étapes de la voie glycolytique sontgsentées dans la figure 3 (DESMAZEAUD,
1983).

Les différentes voies du métaboligindactose sont aussi étroitement liées au type du
transporteur. Si le lactose est transporté paydeeme PTS-lactose, il se retrouve sous sa forme
phosphorylée (lactose-6-phosphate) et il va étiee gbar une phosph@ galactosidase en
galactose 6- phosphate et en glucose. Le glucosgoiadre la glycolyse apres phosphorylation
tandis que le galactose-6-phosphate va rejoindedila du Tagatose-6-phosphate pour ensuite

11
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rejoindre la glycolyse. Les principales étapes devbie du Tagatose-6-phosphate sont
représentées dans la figure 3 (DESMAZEAUD, 1983BRPENT, 1991).

Si par conte le lactose est transporté par unmdgase et une fois a l'intérieur de la
cellule, il va étre clivé par urfegalactosidase en glucose et galactose. Le glu@osgoindre la
glycolyse et le galactose la voie de Leloir. Le;@pales étapes de la voie de Leloir sont
représentées dans la figure 3 (DESMAZEAUD, 1983).

Les bactéries du genideactococcussont egalement capables de dégrader d’autres
hydrates de carbone comme le saccharose, maltgesex arabinose, raffinose, tréhalose et
'arabinose. Ces oses sont transportés soit papemeéase soit par le systeme PTS (LARPENT,
1991).

D’autres galactosides comme le mélibiose peugtntutilisés par les espéces du genre
LactococcusLactoccocus raffinolacti&éa TCC 43920 est capable de cataboliser le mélibiese
genes codant pour les enzymes hydrolytiques conwmngalactosidase et ceux de la voie de
Leloir ont été isolés, amplifiés, séquencés etfiamt caractérisés. Ces derniers sont organisés en
opérons et sont fortement induits par la présencelagdtose, mélibiose et le raffinose
(BOUCHER, 2003).

AXELSSON (2004) rapporte que la souchactococcus lactis64.1 est capable
d’utiliser le maltose, ce dernier est transportepee permeéase puis il est dégradé en glucose et
B-glucose-1-phosphate. Le glucose va rejoindreyecdyse tandis que Ig-glucose-1-phosphate
va servir a la synthese de la paroi bactériennautiés études suggerent que leglucose-1-
phosphate issu de la dégradation du maltose eserdoena glucose-1-phosphate par upe
phosphoglucomutase. Ce dernier va rejoindre dimeeté la glycolyse (QUIAN eal., 1997 ;
NILSSON et RADSTROM, 2001).

Des sucres complexes comme I'amidon peuvent égs atilisés par certaines souches
delLactococcusdes genes codant pour les enzyme amylolyticuayl(, amyY, apetglpP) ont
été mis en évidence dan le génome de la souab®coccus lactisL1403 (BOLOTIN etal.,
2001). PETROWet al (2008) ont isolé a partir de produits fermentés umouvelle souche de
LactococcuglLactoccocus lactis ssp lactB84) ayant des aptitudes amylolytiques et capable d
transformer la totalité de 'amidon en acide lactid.(+).

1-3-3-2 Métabolisme du citrate

Le citrate est présent a faible cotregion dans le lait (environ 1,7mg/ml)
comparativement au lactose, mais il constitue némnune substance clé dans I'élaboration
des produits laitiers fermentés. Le citrate est affet un précurseur du diacetyle, de
l'acétaldéhyde, de l'acétate et du £Qui sont les principaux aromes de produit laitiers
(DELLAGLIO et al, 1994).

Les bactéries lactiques qui métabolisent le citjateent un réle important dans de
nombreux procédeés laitiers, car dans ces bactéeiesy)-metabolisme du citrate et du lactose
entrainent la production du diacetyle, d’'aéeto et de C@Q participant ainsi aux qualités
aromatiques et texturales des produits laitiersSMBZEAUD, 1983).

Parmi les especes du genractococcus seul Lactococcus lactis ssp lactis biovar

diacetylactisest capable de métaboliser le citrate. La premééape du métabolisme du citrate
est son transport a l'intérieur de la cellule, eenter est transporté par une enzyme inductible
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«la citrate perméase» et sans modification chim{ESMAZEAUD, 1983 ; KONINGSet al,
1989 ; LUKAC et al.,2001).

Cependant d‘autre études ont monteélgucitrate ne constitue pas un inducteur pour la
citrate perméase, mais cette derniere est indaitdaridité provoquée suite au co-métabolisme
lactose-citrate (HUGENHOLTZ, 1993 ; GARCIA-QUINTANS al, 1998 ).

Une fois a l'intérieur de la cellule, le citratet ssindé en oxaloacetate et en acétate par
une citrate lyase. L'oxaloacetate est ensuite @ésgté en pyruvate et en G(par une
oxaloacetate decarboxylase. Le pyruvate va étraitenmétabolisé par différentes voies en
fonction des souches et des conditions de culbg® différentes voies sont représentées dans la
figure 4 ( AXELSSON, 2004 ; RAYNAUD, 2006).

MAGNI et al (1999) ont montré que le transport du citratetrést actif & pH acide et est
couplé a I'expulsion du lactate vers I'extérieurldecellule. De ce faite, I'utilisation du citrate
par la cellule bactérienne représente un moyen é&lende vis-a-vis du stress provoqué par
l'acidité et 'abaissement du pH.

1-3-3-3 Métabolisme du pyruvate

Le pyruvate constitue une substance clé du migafm des bactéries lactiques dans le
lait, car il résulte a la fois de la dégradatios dacres (glycolyse) et des citrates. Il est déaut
part, a I'origine de nombreux produits finaux dutat®lisme : lactate, formiate, éthanol, acétate,
butane diol et C@® mais aussi des substances intermédiaires telles lg diacetyle et
'acétaldéhyde qui sont recherchés pour leur pévgsiaromatiques (LARPENT, 1991).

Chez Lactococcus lactis ssp lactis biovar diacetylactss pyruvate provenant de la
dégradation du lactose ne se convertit en diacetydeétoine qu’en présence du citrate, car il est
transformé préférentiellement en lactate pour rdekyye NADH en NAD+ nécessaire a la
poursuite du métabolisme.

En présence du citrate et de lactdssstococcus lactis ssp lactis biovar diacetylactis
produit plus de pyruvate qu’il n'est nécessaire rpmgénerer le NAD+ ; cet exces devient
toxique pour la cellule et est éliminé sous forneedibicetyle et d’acétoine. Cependant, une
petite partie du pyruvate provenant de la glycolgset étre convertie en acétaldéhyde mais
surtout en éthanol par une alcoole déshydrogéhageRENT, 1991 ; RAYNAUD, 2006).

Dans les conditions d’anaérobiokegllucose est convertit en lactate pour réoxyeer |
NADH. Beaucoup de souches dactococcus lactis ssp lactis biovar diacetylagbisuvent
produire des molécule autres que le lactate, ar partpyruvate telles que l'acétate, le L@
formiate, I'éthanol, I'acétoine, le diacetyle eB Butane diol (AXELSSON, 2004).

La formation du lactate a partirgyruvate n'implique qu’une seul enzyme : la lactate
déshydrogénase alors que la production des commigss précédemment implique tout un
ensemble d’enzymes. Les différentes voies du mésabe du pyruvate en fonction des especes
et des conditions de culture sont représentéeslddigsire 4 (RAYNAUD, 2006).

13



PARTIE | ETUDBRIOGRAPHIQUE
Milieu extérieur Lactose Glucose Galactose
I
/] /
PEP- PEP- .
PTS PTS / Perméase
| /
' |
Lactose-P
Galactose
Phosphp-galactosidase
Galactokinase l
Glucose Galactose-1-P
Galactose-6-P Hexokinase
ATP
Galactose-6-P isomerase ¢ ) l
ADP Phosphoglucomutase
Tagatos«6-P > Glucose-1-P
ATP Glucose-6-P 4

Tagatose-6-P ) * Glucose phosphate isomérase
Kinase ADP

Fructose-6-P
ATP

Tagatose-1,6-DiP ) Phospho-fructo-kinase
ADP

Fructose-1,6-DiP
Tagatose-1, 6-P aldolase
l Fructose-diphosphate aldolase

Dihydroxyacetone-P 4—' Glyceraldehyde -3-P
Triose phosphate isomérase R
NAD D 3-phosphoglyceraldéhyde déshydrogénase
NADH

1-3 phosphogkycerate
ADP.
ATP D 3-phosphoglycérate-kinase
3-phosphoglycérate
l Phosphoglycérate mutase
2-Phosphoglycerate
¥ Enolase

Phosphoenolpyruva@&
ADP

) Pyruvate kinase
ATP
Pyruvate

NADH
) Lactate déshydrogénase
NAD"

Lactate

VOIE DU D-TAGATOSE-6-P VOIE GLYCOLYTIQUE DE

EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS

VOIE DE LELOIR

Figure 3 : Voies principales du transport et du catabolismédiose, glucose galactose
chez les streptocoques homofermentaires (DESMAZEAL9B3)
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1-3-3-4 Métabolisme azoté

Pour se développer, les bactémesiques exigent la présence de plusieurs acides
aminés car elles sont incapables d’en effectusyhghése a partir des composés azotés simples.
Le lait contient des concentrations faibles en exidminés libres ce qui ne permet pas une
croissance optimale des bactéries lactiques (LARRHN91).

Les espéces du gentactococcusme font pas exception du reste des genres lastique
elles sont également auxotrophes pour plusieudes@aminés comme l'acide glutamique,
histidine, isoleucine, leucine, méthionine, valimginine, cystéine et la phenylalanine. Ces
dernieres possedent un systeme protéolytique campiecessaire pour I'hydrolyse des
protéines du lait comme les caséines afin d’enisfa@e leur besoin nutritionnels en matiere
d’acides aminés (THOMAS et MILLS, 1981 ; MONNET@&RIPON, 1994).

Dans le lait, la croissance et I'assimilation desirces azotées phaactococcusest
divisée en deux étapes, la premiére étape edidation des acides aminés libres et les peptides
du lait, dans une deuxieme étape, le systeme pyttge attaque les protéines comme les
caséines (LETOR'Et al.,2002). Les acides aminés libres et les peptiddaitisont transportés
par des transporteurs spécifiqgues couplés soiedarne proton motrice soit a une hydrolyse de
'ATP (POOLMAN etKONINGS, 1988).

Les caséines du lait sont dégradées par une pept{@atP) localisée au niveau de la
paroi cellulaire, c’est une protéase a serine térgée par un domaine catalytique constitué
d’enivrons 500 résidus d’acides aminés. On disendeux types de protéases (type Pl et PIII) et
ceci en fonction de leur affinité d’hydrolyse poles caséines. Le type Pl hydrolyse
préférentiellement la caséifeetk tandis que le type Pl manifeste une affiniteabaique pour
les trois types de caséines a sawirp et k (REID et al., 1994 ; KUNJl et al., 1996 ;
FERNANDEZ-ESPLAet al.,2000).

L’hydrolyse des protéines du lait et des caséinésee des peptides de tailles
différentes, ces derniers sont internalisés pas systémes de transport spécifiques : Opp, DtpT
et DtpP. Une fois a l'intérieur de la cellule bawténe, ils vont étre a leur tour hydrolysés par
des peptidases intracellulaires en acides amirssslipour étre utilisés pour la croissance
(HAGTING etal., 1995).

PICCONet al (2010) ont isolé a partir du lait cru des soucBasivages deactococcus
lactis qui possédent a la fois les deux types de tratepsrde peptides a savoir Opp et Dpp. lIs
ont également constaté une trés forte corrélatibre éa présence de ces deux transporteurs et le
pouvoir d’assimilation des peptides et par consgfjue tres haut pouvoir protéolytique.

Les différentes étapes essentielles de la g@yse chezLactococcus lactissont
représentés dan la figure 5. Le systeme protéolgtide Lactococcus lactisest également
impliqué dans le développement de la saveur ead&veur du fromage par la production de
peptides et d’acides aminés précurseurs d’aromeg(SSON, 2004).

1-3-4 Activités antimicrobiennes de& actococcus

Les Lactococcussont capables de produire une variété de substaaceeffet
antimicrobien tels que les acides organique, leopaete d’hydrogéne et les bactériocines
(peptides ou protéines a activité antimicrobieni®.ce faite, elles sont capables d’inhiber la
flore pathogéne de contamination. Elles peuvensiaesercer un pouvoir inhibiteur par le
phénoméne évolutif qui est la compétition nutritielke. Ces aptitudes inhibitrices d’autres
espéeces microbiennes fait des
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Figure 4 : Métabolisme du pyruvate et du citrate (RAYNAUD, BDO
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Figure 5 : Métabolisme azoté cheéactococcus lactiSAXELSSON, 2004).
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Lactococcusd’excellents acteurs dans la biopréservation adeduits alimentaires (PIARD et
DESMAZEAUD, 1991 ; DACOSTA, 2000).

1-3-4-1 Production d’acides organiques

Les acides organiques sont issunéhabolisme des hydrates de carbones, leur pouvoir
antimicrobien est associé a I'abaissement du p#l lat pénétration de la forme indissociée de
'acide dans le cytoplasme de la cellule. Général@ml’acide lactique et les autres acides
organiques faibles produit par les soucheslLdetococcusne réduisent pas le nombre de
microorganismes mais retardent leur croissances ihairive dans certains cas ou ces derniers
tuent la cellule cible (JUILLAR2t al.,1987).

L’effet du pH est renforcé par lanfi® sous laquelle se trouve 'acide lactique, éetef
la forme non dissociée de l'acide qui est prédontma pH acide est plus toxique pour les
observé par DALYet al (1972) sur une souche &taphylococcusureuspar une souche de
Streptococcus diacetylactis

Par la suite, d'autres cas d’inhibition par itk lactique produit par des especes de
Lactococcus(Lactococcus lactis ssp lactis biovar diacetyladfis et Lactococcus lactis ssp
lactis 261 sur Escherichia coliet Salmonella Enteritidis Lactococcus lactis ssp lactist
Lactococcus lactis ssp cremorsur certaines especes @@ostridium Staphylococcuset
Enterobactéries Lactococcus lactisCBT-P7 surSalmonella enteritidis ont été également
observés ( TEUBER et GEIS., 2006 ; MUFANDAEDZ2Aal., 2006).

1-3-4-2 Peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d‘hydrogene produit par ldsactococcus peut exercer un effet
antimicrobien sur certaines bactéries pathogénedadtération. Les principaux mécanismes
pouvant générer le peroxyde d’hydrogéne sont reptés dans la figure 6 (DACOSTA, 2000).

Les espéces du geritactococcuspeuvent géenérer du peroxyde d’hydrogene en
présence d'oxygene et d’enzymes telle que la NAldase, la L-lactate oxydase et la pyruvate
oxydase. La concentration maximale du peroxyde dftyene que letactococcuspeuvent
produire est de 1,04mM/I. La nature des hydratesadlbones présents dans le milieu influence
fortement cette concentration. En effet, elle alégite a augmenter sur lactose que sur glucose
(PIARD et DESMAZEAUD, 1991 ; DACOSTA, 2000).

L'effet antimicrobien du peroxyde d’hydrogenesulierait de I'oxydation des
groupements sulfhydriques des enzymes provoquardi &&ur dénaturation. Le peroxyde
d’hydrogéne peut altérer les lipides membranai&gdation) perturbant ainsi la perméabilité de
la membrane cytoplasmique. L’effet inhibiteur peggulter aussi de la production de radicaux
libres pouvant endommager '’ADN (AMMOR, 2004).

Le peroxyde d’hydrogéne produit par les espéedsactococcugpeut exercer un effet
inhibiteur sur les souches deactococcuselles-mémes ou sur des souches pathogénes comme
Staphylococcus aureust les bactéries psychrotropes contaminants tectai (DACOSTA,
2000). DELBES-PAUSt al (2010) ont rapporté l'inhibition d8taphylococcus aurel®A15 par
le peroxyde d’hydrogéne produit daaictococcu garvieadl2010.
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Pyruvate + phosphate + OLPyruvate oydase Phosphate d’acétyle + G® H:20:
Lactate + Q > Pyruvate +H20:

L-Lactate oxydase
Lactate + Q > Pyruvate +H20:2

NAD-indépendante D-lactate
déshydrogénast

NADH+H + Q NAD +H:20:

v

NAD oxydase

Figure 6 :Principales voies de formation du peroxyde d’hyérog(DACOSTA, 2000)
1-3-4-3 Les bactériocines

Les bactériocines sont des peptides ou praténactivité antimicrobienne, elles sont
produites par un grand nombre de bactéries lactiqDbez les Lactocoques, c’est la nisine qui
est la mieux décrite, elle exerce un effet inkibitsur un tres grand nombre de bactéries Gram+
commeListeria monocytogene=t Listeria innocuaDIOP et al.,2007).).

MITRA et al (2010) ont isolé a partir du lait fermenté traditiel de I'inde ®ahi» une
souche delLactococcus Lactococcus lactisw8 produisant la nisine a trés large spectre
d’inhibition. En effet, la nisine de cette souchbibeB. cereusE. faecalis L. monocytogenes
S. aureusC. perfringenset d’autres Gram- comn&& typhimuriumV .choleraeetP. putida

1-3-4-4 Autres substances et modes d’inhibition

Le diacetyle et le COqui sont issus du métabolisme du citrate ou duvate par
Lactococcus lactissp lactis biovar diacetylactigpossédent une activité inhibitrice surtout sur
les bactéries Gram -, les levures et les moisisIPACOSTA, 2000).

Les Lactococcus peuvent manifester un pouvoir inhibiteur sur d'asit especes
microbiennes en inhibant leur croissance par unénpimene de compétition soit pour les
nutriments soit pour les sites d’adhésion. AinsiARLIER et al (2008) ont rapporté que des
souches dé.actococcus lactis ssfactis, Lactococcus lactis ssp lactis biovar diacetylactis
Lactococcus lactis ssp cremorxercent un effet inhibiteur sur la croissance ganpétition
nutritionnelle sur deux souches 8taphylococcus aureysM 48 et RN4220).

BALCAZA et al (2007) ont également observé au cours d'étiiesdtro, I'exclusion
competitive excercée pour les sites d’adhésior_patococcus lactis ssp cremoriSFLP102 et
Lactococcus lactis ssp lactGFLP 100 suAeromonas salmonicida ssp salmonicdaLP 501
et Carnobacterium piscicol&FLP 601, toutes deux agents pathogénes chezssopo
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2 - LES BACTERIOCINES

Les bactériocines produites par lestédges lactiques sont des peptides antimicrobiens
de faible poids moléculaire. Elles ont une activitdibitrice dirigée contre les bactéries
phylogénétiquement proches de la souche producttiear spectre est généralement étroit
(DEEGAN et al.,2006 ; DORTU et THONART, 2009). Elles sont intersnent étudiées durant
ces dernieres années et sont actuellement corssd@@mme le meilleur moyen de bio-
préservation des aliments (TAMIM& al.,2006).

2-1 Définition

Les bactériocines sont des protéinesi@s complexes de protéines, avec une activité
bactéricide dirigée contre des espéeces prochea sleuche productrice. Elles sont caractérisées
par des propriétés biochimiques, mode et specadidh différents (KLAENHAMMER, 1988).

Ce sont des molécules qui sont syrstbeés par voie ribosomale et sont considéréees
comme des métabolites primaires. Les génes redplessde leur synthése sont organisés en
opéron (HUST, 1981 ; JACKt al.,1995).

2-2- Classification

La premiere classification des bact#nes revient a KLAENHAMMER (1993), cet
auteur a proposé de classer ces bactériocines anequlasses : classe | (peptides modifiés)
classe Il peptides non modifié classe a deux pegptidlasse Il (protéines thermolabiles) et
classe IV (protéines complexes nécessitant uneegducidique ou lipidique pour leur activité).

Avec la découvertede nouvelles bactériocines ayant une structureiquel une
nouvelle classification est proposée par COTT&Ral (2005). En effet, ces auteurs ont
sauvegardé la classe | mais a supprimé la clasg¢ &dfenomme la sous classe llic (initialement
cette classe était caractérisée par I'activatios lokctériocines par la présence de groupement
thiols). COTTER et al (2005) ont proposé ensuite la classification auig : classe |I:
lantibiotiques , classe Il : lla pediocine-likeb Ibactériocine a deux ou plusieurs peptides, lic
peptide cycliques, lld autres peptides n'appartemana lla ni a Ilb et enfin la classe lll
proteines.

Cependant, cette classification egéilément remise en cause par HEdGl (2007)
surtout pour les sous classe de la classe Il.rilpgsent alors une autre classification qui est la
suivante :

Classe I: Lantibiotiques,
Classe Il : Bactériocines a deux ou plusieurs peptides
0 Sous classe lla : pediocine —like
0 Sous classe llb : deux ou plusieurs peptides
0 Sous classe llc : autres bactériocines
Classe Il : Protéines supérieures a 10 kDa
0 Sous classe llla : Bactériolysines
0 Sous classe lllIb : Protéines non lytiques
Classe V: Peptides a structure cyclique.
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2-2-1 Classe | : les lantibiotiques

Les lantibiotiques sont des peptidesie taille qui varie de 19 a 38 résidus d’'acide
aminé. lls sont caractérisés par la présence @anstructure primaire d’acides aminés modifiés
tels que : la lanthionine (Lanl-méthyl lanthionine (Met Lan), la dehydroalaninehé) et la
dehydrobutyrine (Dhb). Ces derniers sont issus ddifinations post-traductionnelles. lls sont
stables a la chaleur, hydrophobes et leur maseculalée est inférieure a 5 KDa (MORISSET
al., 2005 ; HENGet al.,2007).

Les lantibiotiques du monde bactérant été initialement divisés en deux sous classes
en fonction de leur homologie structurale (soussd#aA et B), par la suite, des chercheurs ont
observés que certaines bactériocines des deuxctmses possédaient les deux mode d’action
simultanément (formation de pore et blocage dgiéhese de la paroi) et d’autres étaient formé
de deux peptides. Une nouvelle classification deecdasse a été proposée, actuellement cette
classe est divisée en 11 sous classes (WEIDEMANA.,2001 ; COTTERet al.,2005).

Cependant, les bactéries lactiquegliet particulierement lekactococcusproduisent
uniguement des bactériocines de deux sous classe8ADe plus, les bactériocines des classes
| et 1l sont les mieux étudiées car elles sonples abondantes et paraissent se préter le mieux a
des applications dans l'industrie alimentaire (DARI@\, 2000).

Récemment, une nouvelle classificatites lantibiotiques produits par les bactéries
lactiques a été proposée par ASADUZZAMAN et SONOMDR009). En effet, ces auteurs
classent les lantibiotiques en trois sous classegipales : lantiobiotiques type A avec deux
sous classes Al (les résidus lanthionine et 3-ntiétitjonine sont formés par deux enzyme : Lan
B et Lan C) et All (les résidus modifiés sont foamp@ar une seule enzyme : Lan M), le type B ou
lantibiotique globulaire et le type C qui regroues lantibiotiques a plusieurs peptides.

Ces auteurs ont également propose laleser les lantibiotiques en se basant sur
I’'homologie des séquences des loci codant poupeptides. En effet, ils ont fait ressortir deux
classes : classe | caractérisée par la présenoenthtif trés conservé a la position -20 et -15 et
par la présence d’'une proline a la position -2limue la classe Il est plutot caractérisée par la
présence de doublet GG et GA au niveau du sitelidege du peptide leader et initialement
appelé «motif double glycine». lls sont égalememtactérisés par la présence de plusieurs
résidus Asp et Glu.

2-2-1-1 Les lantibiotiques de type A

Les lantibiotiques de type A sont des peptidegaires, cationiques (chargés
positivement), leur structure secondaire est eicdné) amphiphiles et leur masse moléculaire est
inferieure a 4 KDa (ARTHUR et SATU, 2004 ; LORRAINE al., 2008). On distingue deux
sous types : Al comme la nisine, peptide linéaird\k comme la lacticine 481 organisée en
gueue et en anneau (ASADUZZAMAN et SONOMOTO, 2009)

Le lantibiotique de type A le mieuxractérisé est la nisine synthétiséeltococcus
lactis. Cette derniere existe sous deux formes (nisie¢ Aisine Z) qui se distinguent seulement
par le fait que le résidu occupant la position &7de I'histidine pour la nisine A et de I'acide
aspartique pour la nisine Z (DACOSTA, 2000 ; CHEI&HPYUN, 2005).
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2-2-1-2 Les lantibiotiques de type B

Cette sous classe comprend des msptitbbulaires d’'une structure plus compacte,
chargés négativement. lls peuvent contenir jusq@arésidus d’acides aminés. Leur masse
moléculaire se situe entre 1,8 et 2,1 KDa (TWOMiE4l.,2002).

2-2-1-3 Les lantibiotiques type C

Les lantibiotiques de cette sous easmt constitués de deux ou plusieurs peptides qui
sont nécessaire a leur activité. On en trouve al&s$ cette sous classe les lantibiotiques qui
possedent les deux modes de fonction (formatigoode et inhibition de la synthese de la paroi).
La lacticine 3147 Al et A2 produites toutes lesxdpar laLactococcus lactiont partie de
cette sous classe (DORTU et THONART, 2009).

2-2-2 Classe Il : Peptides non modifiés

Ce sont des peptides non modifiésndsse moléculaire inferieur a 10 KDa, trés stables
a la chaleur. Leur pHi se situe entre 8 et 10.eCelthisse est également divisée en trois sous
classes : lla, lIb et lic (DIEP et NES, 2002 ; DQR& THONART, 2009).

2-2-2-1 Sous classe lla

Les bactériocines de cette sous clessecomposeés de 27 a 48 résidus d’acides aminés,
elles possedent une extrémité N-terminale hydrophobntenant une séquence consensus
(YGNGV) tres conservée au cours de I'évolution (DBRR et al.,2006).

Elles sont également caractériséed’ @astence d’'un pont disulfure au niveau de leur
partie N-terminale et d’'une ou de deux héliceau niveau de leur partie C-terminale (Les
bactériocines de cette sous classe possedent tmgeactivité anti-listeria (FIMLANDet al.
,2000 ; RICHARDet al.,2006).

La bactériocine représentative deecstius classe est la pediocin PA-1 produite par
Pediococcus acidilacticill y a aussi la divercin V41 produite p&arnobacterium divergens
V41, la bavaricin A produite pdractobacillus sakeMI401 et la carnobacteriocin B2 produite
par Carnobacterium piscicolaV17B (FIMLAND et al.,2000 ; RODRIGUEZt al.,2002).

2-2-2-2 Sous classe b

Les bactériocines de cette sous clagsessitent la présence de deux ou de plusieurs
peptides pour accomplir leur fonction. Deux typesuyent étres distingués: le type E
(Enhancing ou la fonction d’'un des deux peptides est d’augere’activité de l'autre et le type
S (Synergy ou les deux peptides sont complémentaires (EKSINal., 1998 ; DRIDERet al.,
2006 ; DORTU et THONART, 2009).

La lactococcine G produite phactococcus lactisla thermophiline 13 produite
Streptococcus thermophilu&gnterocine L50 produite pdEnterocccus feaciurat la plantacine
C11 produite pakactobacillus plantarunfont parties de cette sous classe (NISSEN-ME¥ER
al., 1992 ; MARCISETet al. 1997 ; CINTASet al.,2000 ; DIEPet al, 2003).

2-2-2-3 Sous classe llc

Dans cette classe on trouve les bactériocines@gont classées ni dans la sous classe
lla ni dans la sous classe llb. Ces derniéres ninitialement classées par COTTERal
(2005) dans la sous classe Ild (HEN{I.,2007).
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La sakacin Q produite phactobacillus sakie Mutacine IV et V produites par
Streptocccus mutans ainsi daesakacine T et X produite également lpactobacillus sakiesont
classées dans cette sous classee{@l.,2001 ; VAUGHAN et al.,2003 ; MATHIESSENet al.,
2005 ; HALEet al, 2005).

2-2-3 Classe Il

Les molécules de cette classe somfpdeteines d’'une masse moléculaire supérieure a
30 KDa, elles sont thermolabiles et ne possedend{zides aminés modifiés. Cette classe est
divisée en deux sous classes.

2-2-3-1 Sous classe llla : bacteriolysines

La zoocine A produite p&treptococcus equi ssp zooepidermidaistellalysin produite
par Streptococcus constellatus sp contellatagmillericine B produite paBtreptococcus milleri
et I'enterolyine A produite paEnterococcus faecalifont partie de cette sous classe (HEBIG
al., 2007).

Ces protéines a activité antimicrobersont des enzymes lytiques qui neutralisent la
cellule cible par une lyse compléte de la celldetérienne.

2-2-3-1 Sous classe lllb : bactériocines non lytiges

Les bactériocines de cette sous claggssent a I'opposé de la sous classe llla par
dissipation de la force proton motrice et ellesmanifestent aucun pouvoir lytique vis-a-vis de
la cellule cible. L’helveticine J produite plaactobacillus helveticust laStreptococciné-M57
produite paiStreptococcus pyogentmt partie de cette sous classe (HE&@I.,2007).

2-2-4 Classe IV

Les bactériocines de cette classe camictérisées par une structure cyclique, elles son
synthétisées par voie ribosomales et subissenmaeifications post-traductionnelle comme la
création d’une liaison entre le premier et le dar@cide aminé. La bactériocine type de cette
classe est I'enterocine AS-48 produite paterococcus faecalis ssp liquefaciehg8. D’autres
bactériocines a structure cyclique font égalementig de cette classe comme la reutericine 6
produite patactobacillus reuter(GALVEZ et al.,1985 ; HENGet al.,2007).

2-3 Les bactériocines dekactococccus :

Les bactériocines produites par leeesp du genreactococcussont toutes de classe |
et Il, les autres bactériocines ne sont pas classgde manque de caractérisation. Aucune
bactériocine de classe Ill ou IV n’a été décrita.rhieux étudiée et caractériseée est la nisine qui
est une bactériocine de la classe | (lantibiofigue

2-3-1 Bactériocines de classe |
2-3-1-1 Nisine

La nisine est un lantibiotique prododr les souches deactococcus lactis ssp lactet
qui est classée dans le type Al. Il existe cingiavdes de la nisine : nisine A, nisine Z et nisine
Q produites parLactococcus lactiset nisine U et U2 produites pa&treptococcus uberis
(LUBELSKI et al, 2008). La nisine A est composée de 34 résidasidts aminés, sa mase
moléculaire est 3353 Da tandis que la nisine Zcestposée de 34 résidus d’acide aminés
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également mais sa mase moléculaire est de 333DaDasine présente une excellente stabilité
et thermo résistance aux pH acides.

A pH 2, elle résiste pendant 20 minutéesl21°C. Elle n’est pas active a pH
physiologique, a ce pH elle est inactivée irré\desnent. Sa structure est représentée dans la
figure 7 (HURST, 1981 ; KLAENHAMMER, 1993).

La nisine est sensible a-Ehymotrypsine, pancréatine, pronase E et a laass. Elle
est par contre résistante a la trypsine, pepsirel'étastase. Son spectre d’action et tres large,
elle inhibe les Actinomyceété,actobacillus, Micrococcus, Streptococcus, Bacjlluactococcus,
Pediococcus, Clotridium, Leucnostoc,Pneumococcuspryr@bacterium Listeria et
StaphylococcuéSAHL et BIERBAUM, 1998 ; DACOSTA, 2000).

2-3-1-2 La lacticine 3147

C’est une bactériocine hétérodiméridantibiotique a deux peptides (lantibiotique type
C) composée de deux peptides Al et A2. La masséanlaire du peptide Al est de 3322 Da
tandis que celle du peptide A2 est de 2847 Da.dsteroduite patactococcus lactis sdpactis
DPC 3147. La lacticine 3147 résiste uniquement B aniLl00°C mais présente une tres bonne
stabilité aux pH acides. Sa structure est représeatdns la figure 8 (RYAMt al., 1996).

La lacticine 3147 est inactivee par-dhymotrypsine, la proteinase K , trypsine et la
pronase E. Son spectre d’action est tres étenlgungibe led actococcusles Lactobacilluses
Enterococcusles Leuconostocles Pediocccus les Streptococcus thermophiliet & un degré
moindre lesStaphulococcust lesBacillus (GALVIN et al.,1999 ; DACOSTA, 2000).

2-3-1-3 La lacticine 481

Classée dans le type All des lantibiseis) la lacticine 481 est une bactériocine produite
parLactococcus lactis ssp lact®NRZ 481. Elle est composée de 27 résidus d’acidesés. Sa
masse moléculaire est de 2901 Da. La lacticinee$8%table aux pH physiologiques et basiques.
Elle résiste 1h a 100°C et a pH 4 (PIARDal.,1990). Elle est inactivée par la proteinase ¥, I’
chymotrypsine, la pronase et la présure. Son spektaction est moins large que celui de la
nisine, elle inhibe la plupart deksactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptogsc
thermophilus, Staphylococcusarnosus et Clostridium tyrobutyricum. Sa structure est
représentée dans la figure 9 (PIARDal.,1992 ; DACOSTA, 2000).

2-3-2 Bactériocines de clase Il
2-3-2-1 La lactococcine A

La lactococcine A est produite pactococcus lactis ssp cremotis1G 2130 elle est
composée de 54 résidus d’acides aminés et sa mmd6eulaire est 5778 Da. Elle est classée
dans la sous classe llc, son spectre d’actioniestél aux lactocoques et les enzymes qui
l'inactivent sont la trypsine, la pronase et I'epdaéase (HOL@t al.,1991).

2-3-2-2 La lactococcine B

Cette bactériocine est composée dedldu® d’acides aminés et sa masse moléculaire est
de 5300Da. La lactococcine B est produitelpsetococcus lactis ssp cremotitG 2130 et est
classée dans la sous classe lic (VENE&tAI.,1995).
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2-3-2-3 La lactococcine M

Cette bactériocine est classée dansus dasse llb car elle nécessite la présence de deu
peptides pour accomplir son activité. En effettecderniére est composée de deux sous unités
et . Sa masse moléculaire est 4300 Da, la sous unig composée de 69 résidus d’acides
aminés tandis que la sous urfitést composée de 77 résidus d’acides aminés (VANKBE
etal.,,1991 ; VENEMAet al.1995).

2-3-2-4 La lactococcine G

La lactococcine G et produite pactococcus lactie MGT 2081, son effet repose sur
l'intervention complémentaire de deux peptidese{) qui créent des pores dans la paroi des
cellule cibles ; le peptide contient 39 résidus d’acide aminés et a une masééculaire de 4,3
kDa, contre 4,1 kDa et 34 résidus d’'acides amimés fe peptidel (NISSEN-MEYER etal.,
1992). La bactériocine est active a pH 5 ou plmlisaqu’a pH inferieur a 5, son activité est
presque nulle. Elle est classée dans la sous dlasg¢AUGE et al.,1998).

2-3-2-5 La lactococcine 972

Cette bactériocine est un homodiméle est composée de 66 résidus d’acides aminés et
la masse moléculaire de ses sous unités est dBd.5Eklle est produite paractococcudactis
ssp lactislPLA 972 et classée dans la sous classe llc. dtadaccine 972 présente une meilleure
activité qui est observée dans un intervalle de quhpris entre 4 et 9. Elle n'est pas
thermorésistante (elle résiste uniqguement 15 m&bC). Elle est digérée uniquement par la
pronase E, elle résiste a la protéinase d«chymotrypsine, trypsine et’'amylase (MARTINEZ
et al.,1995 ; MARTINEZet al.1996 ; MARTINEZet al.1999).

2-3-2-6 La bactériocine J 46

Composée de 27 résidus d'acides amiglds,a masse moléculaire est de 2986 Da,
produite palactococcus lactis ssp cremoid6 isolée a partir du lait fermenté. Elle esssée
dans la sous classe lla. Cette bactériocine estr@bgpar la pronase E, la trypsine et I
chymotrypsine. Son activité est maximale entre peét 9 et résiste a 100°C pendant 1 heure a
pH 4.5-6.5 (HUOTet al.,1996).

2-3-3 Bactériocines non classées produites plaactococcus

Certaines bactériocines qui sont syig@és par les lactocoques sont en attente de
caractérisation fine et de classification, c’'estcks de la dricine, la bacteriocine S50, la
bactericine WM4,la lactococcine R, la lacticine RM, lactocine G13, la lacticine BH-5, la
lactococcine 140 et la bactericine H-559 (DACOSZ800).

D’autres bactériocines synthétiséeslpatococcusont été également décrite comme la
lactococcine MN produite pdractococcus lacti®B4 isolée par I'équipe de Van Belkum en
1991, cette bactériocine est classée dans la $assedlb, la lactococcine MMFII produite par
Lactococcus lactidMMFII isolée par FERCHICHEt al (2001), la lactococcine Q produite par
Lactococcus lactiQU4 isolée par ZENDQet al (2006) et la lactocyclicine Q, bacteriocine
cyclique produite patactococcus sRU12 et isolée par SAWAtal (2009).
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Type A(l)
Misin &

Figure 9 : Structure de la lacticine 481 (PIARDat, 1992 ).
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2-3-2 Mécanisme de production et de régulation

Différentes protéines sont impligeiéans les processus de biosynthése et de régulatio
des bactériocines. Ces dernieres sont produitesfeome d’'un pré-peptide non biologiquement
actif et qui vont subir plusieurs modifications ptaductionnelles pour aboutir aux peptides
actifs. La régulation de la production de la baotdne se fait selon un mécanisme permettant
'expression d’'un certain nombre de génes en fonctie la densité cellulaire dans le milieu :
c’est le mécanism@uorum SensinPORTU et THONART, 2009).

2-3-2-1 Bactériocine de classe |

La nisine est synthétisée paactococcus lactis c’est le lantibiotique le mieux
caractérisé et son mécanisme de biosynthése égdktion sont trés bien élucidés.

Les genes responsables des procetsusiosynthése, de maturation, de transport,
d'immunité et ceux de la régulation sont portésyanpéron situé sur le transposon du sucrose
(RA et al.1996). Ces genes sont en nombre de onzeA/Z code pour la biosynthese de la pré-
nisine qui est composée de 57 résidus d’acidesémr(iB4 résidus pour la nisine active et 23
résidus pour le peptide leademis B et C codent pour deux enzymes qui vont accomplir les
modifications post-traductionnelles, I'enzyme B easte deshydratase et I'enzyme C une
cyclase; nis T code pour le transporteur ABQiis P code pour une protéase subtiliine-like qui
a pour fonction I'élimination du peptide leadatis | code pour une lipoprotéine responsable de
immunité ; nis FEG code pour le systeme de transport ABC responsafiderdent de
immunité; nis R code pour la synthése du régulateur de réponees & qui code pour une
histidine kinase. Les gemésA/Z, nisB, nisT ,nisC, nisl, nisP, nisF, nisE etnisG sont
inductible tandis que les geneis R etnisK sont constitutifs.( CHEIGH et PYUN, 2005).

La premiere étape de la biosynthesdadnisine est la synthese du pré-peptide (preé-
nisine) par le gene nis A/Z, ce dernier est compbgé peptide leader de 23 résidus d’acides
aminés et de la nisine active (34 résidus d’acmlemés). Ensuite, cette pré-nisine va subir
différentes modifications post-traductionnellesa&air la deshydratation de la sérine et de la
thréonine par une desyhdratase pour former la dehlahine et la dehydrobutyrine. Les
différentes modifications sont représentées dasdfifmres 10 et 11 (NAGAt al., 2006 ;
DORTU et THONART, 2009).

La deuxieme modification post-tradlmuechelle est la formation de ponts thioethers entre
les résidus déshydratés et les cystéines de laengsr une cyclase et une deshydratase. Cette
modification est accomplie par deux enzymes Lan Bae C pour les lantibiotiques de type Al
et uniquement par un seul enzyme, la Lan M, pautdatibiotiques du type All et C (DIEP et
NES, 2002 ; ASADUZZAMAN et SONOMOTO, 2009).

Une fois que cet ensemble de modificat sont effectuées, le pré-peptide va étre
exporté vers le milieu extracellulaire. Le peptidader va étre clivé par le domaine protéasique
du transporteur ABC (Lan T) ou par une protéaset@ase like-subtilisine Lan P) (PATTOM
al., 2005 ; LORRAINE et al., 2008). L'excrétion du peptide se fait par l'inteydmire du
transporteur ABC (Lan T), qui est constitué par>xdeomaines, I'un a pour fonction la
reconnaissance du pré-peptide et l'autre 'hydmlge 'ATP pour fournir 'énergie nécessaire a
la translocation. (HIGGINS, 1992).

Pour les lantibiotiques du type Ad,deptide leader est clivé par Lan P avant ou aprés
I'excrétion tandis que pour les lantibiotiques tyié, le peptide est clivé au moment méme de
sa sécretion ou de son transport (MEY&R.,1995).

26



PARTIE | ETUDBBIOGRAPHIQUE

La production des lantibiotiques est sous le abmtiun systeme ou d’un mécanisme de
régulation a deux composants basé suQuerum SensingUne histidine kinase réagira a un
stimulus extérieur et s’autophosphoryle et indairson tour la phosphorylation du régulateur de
réponse. Ce dernier va permettre l'activation deseg inductibles de I'opéron (DORTU et
THONART, 20009).

Le stimulus extérieur est la bact@rie elle-méme qui se présente a tres faible
concentration au début de la croissance bactérianme fois que sa concentration dépasse un
certain seuil, elle stimule l'histidine kinase quison tour va provoquer la phosphorylation du
régulateur de réponse. Les étapes de biosynthékserégulation sont représentées dans la figure
12 (PATTONet al.,2005).

2-3-2-1 Bactériocine de classe I

Les bactériocines de classe Il soag geptides qui sont synthétisés presque sans
modification post-traductionnelle des résidus dlasi aminés, la seule modification post-
traductionnelle est la formation de deux pontsltlises nécessaires a leur activité (DRIDER
al., 2006). Les genes codant pour la biosynthese deérimcines sont généralement organisés
en trois opérons, le premier comporte les génedrdeture et d'immunité, le second contient les
genes codant pour I'exportation de la bactérioc{transporteur ABC ou systemsec-
dependant le troisieme codant pour le systeme de régulaidrois composants (DIEP et NES,
2002; DRIDERet al.,2006).

Cing genes organisés en opérons sgpbnsables de la biosynthése de la lactococcine
G. Les génetag A et Lag B codent pour les peptides A et B (@wu p), le geneLag C code
pour la protéine d'immunité et les gerlemy D et Lag E codent pour le systeme de transport de
la bactériocine (MOLlLet al.,1998).

Les bactériocines de classe Il sonaatarisées au moment de leur biosynthese par la
présence d’'une sequence leader (signale) d’'uneaunegd’acides aminés du coté N-terminal et
qui est trés conservée au cours de I'évolutionteCgtquence va étre clivée au niveau de son
extrémité Ct (motif double glycine) par le domapretéasique du transporteur ABC au moment
de I'excrétion vers le milieu extracellulaire (GAENU et al.,2002 ; DRIDERet al.,2006).

D’autres bactériocines de classe llisnr@s peu, sont secrétées par un autre systeme, |
systemesec-dependanDans ce systéeme, les pré-bactériocines sonttéesrpar un pore aqueux
composeé de plusieurs protéines. Les peptides sigiawees bactériocines ne contiennent pas de
motif «double glycine» mais une séquence signadigjtye des protéines secrétées par ce systeme
qui sera clivée par une peptidase durant le praseds translocation (EIJSINKt al., 2002 ;
DRIDER et al.,2006 ; OPPEGARI2t al.,2007).

La régulation de la biosynthése desédramtines de classe Il est sous le contréle d'un
systemeQuorum Sensingasé sur trois composants, le premier est le gepitinduction qui est
identique a la bactériocine mais avec une trédefaictivité, le deuxieme est 'histidine kinase et
le troisieme et le régulateur de réponse (EIJSHYEI.,2002 ).

A une certaine concentration du pepti@gieduction, I'histidine kinase s’autophosphoryle
et induit a son tour la phosphorylation du régulatée réponse. Ce dernier va ensuite activer
'expression des genes inductibles de I'opéron.pesipales étapes de biosynthése et de
régulation des bactériocines de classe Il sontésgmtées dans la figure 13 (DRIDERal.,
2006).
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Clivage du peptide
leader

Figure 11 : Structure de la pré-nisine et de la nisine (CHEKPYUN, 2005).

Les résidus d’acides aminés modifiés sont en dmafleche en gras indique le site de clivage dptide leader ;
Dha: dehydroalanine Dhb : dehydrobutyrine Ala-S-Ala : lanthionine Abu-S-Ala : B-méthyl-lanthionine
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2-3-3 Mode d’action

L’activité antimicrobienne des baabérnes des bactéries lactiques s’exerce
essentiellement par deux principaux mécanismemdton de pores a travers la membrane
cytoplasmique et inhibition de la synthese du migiiycane constituant principal de la paroi des
bactéries Gram positif (ABEE, 1995 ; CHEN et HOO\VE2R03).

Le mode d'action des bactériocines astactérisé par deux étapes fondamentales :
adsorption de la bactériocine sur des récepted@dfgpues au niveau de la paroi et formation de
pores au niveau de la membrane plasmique qui Jmmite a une perturbation parfonde de sa
perméabilité par dissipation d’'une ou des deux asaptes de la force proton motricey(et
ApH), cette phase est complétement irréversible IR et al.,2006 ; HENG, 2007).

2-3-3-1 Bactériocines de clase |

Les lantibiotiques interagissent allemembrane de la cellule cible par des interastio
électrostatiques ou par des liaisons spécifiqudesarécepteurs de la paroi comme le lipide Il
(undecaprenyl-pyrophophoryl-MurNac-pentapeptidesM2lc) qui et un précurseur du
peptidoglycane (TOWMEt al.,2002).

Des études récentes par résonanceétiqge nucléaire (RMN) ont montrés que la
nisine interagit avec le groupement pyrophophatéipide 1l par ses deux anneaux A et B. Ces
interactions sont de nature faible, ce sont désolies hydrogéne (HSk al.,2004), alors que les
anneaux C et D de la nisine sont impliqués danfoimation des pores au niveau de la
membrane plasmique (DIEP et NES, 2002).

Les lantibiotiques du type A agidsgar dissipation des deux composantes de la force
proton motrice en créant des pores au niveau deehabrane plasmique. lls peuvent également
agir par I'inhibition de la synthese du peptidgiyeala nisine posséde ces deux mode d’action
(BROTZet al.,1998 ; BREUKINKEet al.,2003). D’autres études montrées aussi un autre mod
d’action de la nisine, il s’agit de I'inhibition deeptum de division au cours de la division
cellulaire. Les figures 14, 15 et 16 montrent ledea’action de la nisine et les perturbations
provogquées au cours de la formation du septunivittah (HYDE et al.,2006).

Les lantibiotigues de type B commeldaticine 481 agissent par inhibition de la
synthése du peptidoglycane mais peuvent égalemématireer la formation de pores a travers la
membrane cytoplasmique (PATTGHN al.,2005 ; WILLEY et VAN DERDONK 2007).

Les lantibiotiques a deux peptideswoe la lacticine 3147 agissent par formation de
pores a travers la membrane plasmique. Cette deres fixée aussi sur le lipide Il, le peptide
Al s‘attache au lipide Il tandis que le peptide &Ht chargé de la reconnaissance du complexe
lipide llI-peptide Al et de former le pore (WEIDMANG@t al.,2006).

2-3-3-1 Bactériocines de clase I

Le mode d'action des bactériocines aiese 1l est tres étudie, il ne differe pas
complétement de celui des bactériocines de claseXiste cependant une différence au niveau
de l'arrimage et la fixation de la bactériocine. &fet, les bactériocines de classe Il exigent un
récepteur tres spécifique pour accomplir leur fimmctLeur mode d’action est montré par la
figure 14 (DRIDERet al.,2006).
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Figure 12: Biosynthése et régulation de la nisine (PATTEMNI.,2005).
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Figure 13 :Biosynthese et régulation des bactériocines deeldigDRIDERetal., 2006).
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Le récepteur chargé de fixer la bamténe (classe Ila) est la composante Ellt mannose
du systéme PTS mannose chargé du transport du sedoanmilieu extracellulaire vers le milieu
intracellulaire de la cellule bactérienne (DRIDERal.,2006 ; DEEGANet al.,2006).

D'autres études ont montré égalemimplication du facteur de transcriptiar®. Il est
considéré par beaucoup de chercheurs comme ume ribléculaire des bactériocines de classe
lla. Le facteurs™* est un activateur de transcription qui s’attach&RN polymérase et active la
transcription. Ce facteur est codé par le ggodl. La sensibilité dd.istéria monocytogenesux
bactériocines de clase Ila notamment a la pedioeidel et due en partie a ['inhibition du
facteurs®* (DRIDER et al.,2006).

Les bactériocines de classe llb agispan perforation de la membrane cytoplasmique
par formation de pores et dissipation des deux osammies de la force proton motriag et
ApH. Les ions transportés de part et d’autre dedmbrane plasmique sont trés spécifiques de la
bactériocine. la lactococcine G entraine la fuies dons Na+ et K+ mais pas des H+ ou des
Mg2+ (MOLL et al.,1998).

La lactococcine 972 (bactériocine cldgseagit par inhibition de la formation du septum
tandis que la lactococcine A agit par formatiorpdees et dissipation d’'un seul composant de la
force proton motricAy (VAN BELKUM et al.,1991 ; MARTINEZet al.,1996).

2-3-3 Application des bactériocines desactococcus

Les lactococcus produisent beaucoupadé&riocines qui appartiennent a la classe Let
Cependant toutes ces derniéres ne trouvent paaphieation industrielle en particulier dans le
domaine agroalimentaire. Deux bactériocines predufiar les espéces #actococcussont
utilisées actuellement pour la bio-préservationnlsine est utilisée dans 48 pays du monde. Le
tableau IV donne quelques applications de la nistrde la lacticine 3147.
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Classe | Classe llI
Nisine Lysostaphine

Classe Il
Sakacin

L e ] am:"_l’. = ,7 e

Figure 14 :Mode d’action des bactériocines de classe |, llCOTTER et al.2005).

Figure 15 : Observation au microscope électronique a transomsie cellules dBacillus
subtilistraitées (B) ou non a la nisine (A) (Echelle : 400 (HYDE etal., 2006).

< IS PRe
NS -

Figure 16 : Observation au microscope électronique a transamisdie I'action de la nisine sur
la formation du septum de division ch@acillus subtilusAl et A2 : septum normaux ; B, C, D
et E : aberration de la formation du septum (Eeh2l0nm) (HYDE edl., 2006).
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Tableau IV : Quelques applications des bactériocinesl@desococcus.

Aliment, microorganismes

Bactériocines Procédés d'application inhibés et autres applications Auteurs
Nisine (400 a 800UIl/ml) | Viande hachée du buffleisteria | PAWAR et al
+ 2% NacCl monocytogenes. (2000)
Nisine (1000 a 10000 Fillet du porc cuisinélisteria
Ul/ml) + 100% CO2 ou | monocytogenes et Pseudomona&ANG et LIN
Nisine 80%CO2 + 20% d'air. | fragi. (1994).
Nisine + EDTA Viande de beeutL.isteria ZHANG et
monocytogenes et E.coli MUSTAPHA
0157 :H7 (1999).
Nisine produitén-situ par | Lait fermente traditionnel de
Lactococcus lacti§Vva. I'inde« Dahi »L .monocytogenes MITRA et al
(2010).
Nisine produite in-situ paf Merguez Listeria BENKERROUMet
Lactococcus lactis ss monocytogenes al (2003).
lactis M.
Nisine encapsulée dans | Lait cru. da SILVA
des vésicules de 140nm.| Listeria monocytogenes MALHEIROS et
al (2010).
Nisine a raison de Pomme de terrdacilluset THOMAS et al
6,25u9/g. Clostridium sporogenes (2002).
Nisine incorporée dans unFromagePenicilium expansum, HANUSOVA et al
film de polyéthyléne et de Fusarium culmorunetListeria | (2010).

nitrocellulose.

Nisine incorporée dans u
film de caséinate de
sodium.

ivanovii.

nFromage.Listeria
monocytogenes

LAN et al(2010).

Nisin +EDTA incorporée Viande.Brochotrix ERCOLINI et al
dans un emballage thermosphacta. (2010).
bioactif.
Lacticine 3147 sous Laits d’enfants, yaourt et MORGAN et al
forme lyophilisée. fromage blancListeria (2000).
monocytogenest
Staphylococcus aureus
. Lacticine 3147 sous MARTINEZ-
Lacticine 3147 forme lyophilisée. Fromage : stimulation de la CUSTAet al

maturation par lyse des cellules
cibles et libération d’enzymes
protéolytiques.

(2003).
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PARTIE Il ETUBEXPERIMENTALE

1- MATERIELS ET METHODES

Notre étude est réalisée au niveau dwr#bire de Biochimie Analytique et
Biotéchnologies (LABAB), Universit¢ MOULOUD MAMMERITizi-ouzou. Une partie de
'étude est réalisée au niveau diaboratoire Régional Vétérinaire de Draa Ben Khedda-
ouzou.

1-1 Matériels
1-1-1 Matériel biologique : le matériel biologique utilisé est du lait fermentaditionnel issu
de différentes régions de la région de Tizi-Ouzou.

1-1-1-1 Le lait fermenté traditionnel «lghi »
1-1-1-1-1 Préparation du lait fermenté traditionnel

Le lait fermenté traditionnel est préparé selon m&hodologie assez primitive. Le lait
utilisé pour I'obtention de ce produit fermenté ledtit de vache, ce dernier est laissé abandonné
a lui-méme dans un récipient en plastique ou emalrada température ambiante durant 18 a 24h
jusqu’a coagulation.

On précise qu'aucun inoculum de soudheBques n’est ajouté au lait cru de vache
avant la fermentation. Ensuite le coagulum eststéag dans une citrouille pour la procédure du
barattage, cette opération s’effectue manuellemectci en secouant énergiquement la citrouille
avec les deux mains .A la fin du barattage, uragestolume d’eau est ajouté pour permettre le
rassemblement des grains de beurre, ce dernisoigsieusement récupéré a la main. A la fin de
toutes ces opérations le produit fini est prét @lasommation.

1-1-1-1-2 Collecte des laits fermentés traditionnels

L’échantillonnage s’est effectué directement ateau des particuliers ou des sites de
production en prélevant une quantité de 200ml danffacon de 250 ml stérile. On note que la
louche qui sert pour le préléevement et les conatienvironnantes sont stériles (utilisation de
bougies).

Une fois que cette opération de pesi@ent est achevée, les flacons sont transporté au
laboratoire dans une glaciaire dans les plus bdéfais et ceci afin déviter d’éventuelles
fluctuations de la microflore des laits fermentaslitionnels.

En totalité, 20 laits fermentés tramtihels ont été collectés et ce durant la pérididata
de juin 2007 a juin 2009. Ces laits proviennent diggons suivantes : Mekla, Bouzeguene,
Ouaguenoune, Boghni, Tizi-ouzou, Tizi Rached, MieheBoudjimd, Tigzirt, Azazga et
Makouda.

1-1-1-2 Micro-organismes

La souche utilisée pour le screening de bactéaetiges productrices de bactériocines
est Listeria innocuaF sensible aux bactériocines, (Ecole Agro-alimestalaboratoire de
Microbiologie, INITIA), Nantes, FRANCE.

1-1-2 Milieux de culture
1-1-2-1 Milieux pour l'isolement et culture des islats lactiques

- Geélose M17 additionnée de 0,5% de cyclohéximidesidine);

34



PARTIE Il ETUBEXPERIMENTALE

Bouillon et Gélose ELLIKER additionnée de 0,5% glelchéximides

1-1-2-2 Milieux de culture pour la souche indicatrce

Gélose nutritive a 1% glucose ;
Gélose ELLIKER & 0,9%.

1-1-2-3Milieux pour lidentification

- Bouillon rouge phénol ;

- Bouillon hypérsalé (2,5% , 4% , 6,5%) ;
- Bouillon nitraté ;

- Gélose mannitol mobilité ;

- Gélose semi-solide au lait citraté ;
- Lait de Sherman ;

- Lait tournesolé ;

- Milieu Clark et Lubs ;

- Milieu a la gélatine ;

- Milieu Moller (milieu ADH) ;

- Gélose Chapman

1-1-3 Réactifs et Colorants

- Disque oxydase ;

- Ampoule de sucre a 6%, 10 % et 20 % ;
- Bleu de méthyléne ;

- Bleu de tournesol ;

- Eau oxygénée ;

- Ethanol a 90% ;

- Fuscine diluée a 1/10 ;

- HCLalN;

- Huile de vaseline ;

- Lugol;

- NaOH 1IN;

- Poudre de zinc;

- Réactifs de Voges-Proskouer VP1 et VP2 ;
- Réactifs nitrates NR1 et NR2 ;

- Rouge de phénol ;

- Violet de gentiane.

1-1-4 Appareillage

- Autoclave (pb-INTERNATIONAL);

- Agitateur magnétiqgue (GERHARDT);
- Bain marie (MAMMERT);

- Bec bensen;

- Balance de précision (SARTORIUS) ;
- Centrifugeuse (SIGMA);

- Etuves a 30°C et 37°C(MAMMERT) ;
- pH métre (METROHM);
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- Réfrigérateur (ENIEM);
- Loupe binoculaire ;
- Microscope optique (CETI).

1-1-5 Verrerie et autres matériels

- Lames et lamelles ;

- Micropipettes

- Pipette PASTEUR ;

- Cloche de Durham ;

- Tubes a vis stériles ;

- Flacons en verre de 250ml ;
- Anse fil droit et a boucle ;

- Boites de Pétri 90mm.

1-2 Méthodes

1-2-1 Mesure du pH

Le pH est des laits fermentés traditionnels est @avec un pH metre juste apres son
arrivée au laboratoire.

1-2-2 Numeération des différents groupes microbiens

Avant toute numération d’'un quelconque groupe nhieno, il convient d’effectuer une
série de dilutions décimales et ceci a partir deolation mére. Le diluant utilisé est la tryptone
sel. 10 ml de la solution mére sont ajouté et smiggment mélangé avec 90 ml du diluant, ainsi
la glilution 10" est réalisée et on procéde de la méme maniére’jubgbtention de la dilution
10~

1-2-2-1 Numération de la flore mésophile aérobie tale

On entend par flore mésophile totale, 'ensembke rde&ro-organismes aérobie et aero-
anaérobie facultatif, se développant sur géloseitivet non sélective a 30°C pendant 72h
d’incubation, temps au bout duquel ces germes ams&nt sur boite de Pétri sous forme de
colonies de taille et de forme différentes

Technique :

- Faire Fondre la gélose PCA a 100°C au bain marie puisdiatenir a 45°C ;

- Préparer une série de 3 boites de Pétri en 3 exaempl

- Déposer 1ml de chaque dilution dans les boites de Pétri ensaitder 15ml de la
gélose PCA ; 3 séries de dilutions successivesesm#mencees.

- Homogénéiser la gélose avec l'inoculum en effedta@s mouvements circulaires et

laisser refroidir ;

Incuber les boites retournées a 30°C pendant 72h.

Lecture et numération : Nous comptons les différentes colonies sur leseboiOn tiendra
compte que des boites dont le nombre de colonies comnprises entre 30 et 30 résultat
trouvé est multiplier par linverse de la diluticet exprimé ensuite en nombre d’UFC/ml
(GUIRAUD et GALZY, 1980).
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1-2-1-2 Numération de la flore lactique
Technique :

- Faire Fondre la gélose M17 et MRS a 100°C au bain nparig la maintenir a 45°C ;

- Préparer une série de 3 boites de Pétri en 3 exaepl

- Déposer 1ml de chaque dilution dans les boites de Pétri ensaitder 15ml de la
gélose M17 et MRS ; 3 séries de dilutions successsent ensemencees.

- Homogénéiser la gélose avec l'inoculum en effedta@s mouvements circulaires et

laisser refroidir ;

Incuber les boites retournées a 37°C pendant 72h.

Lecture : Les bactéries lactiques poussent en profondeurremaht de petites colonies blanches
et lenticulaires (LEVEALEt al.,1991).

1-2-2-3 Coliformes totaux

Les coliformes appartiennent a la famille destérobacteriaceaells sont Gram-,
oxydase -, aero-anaérobies facultatifs et incapdblsporuler. Leur présence dans un aliment
traduit une contamination fécale et d’en appréeietegré.

Technique :

- Faire Fondre la gélose désoxycholate a 100°C aurbaiie puis la maintenir a 45°C ;

- Préparer une série de 3 boites de Pétri en 3 exaepl

- Déposer 1ml de chaque dilution dans les boites de Pétri ensoitder 15ml de la
gélose désoxycholate ; 3 séries de dilutions ssoassont ensemencees.

- Homogénéiser la gélose avec l'inoculum en effedta@s mouvements circulaires et
laisser refroidir ;

- Ajouter une deuxieme couche de gélose désoxychptateassurer I'anaérobiose

Incuber les boites retournées a 30°C pendant 24h.

Lecture et numération : Compter les colonies rouges en tenant compte diéssbayant un
nombre de colonies compris entre 30 et 300 (GUIRARIDS3).

1-2-2-4 Coliformes fécaux

Bactéries appartenant également a la famille Eeterobacteriaceaedont certaines
souches sont entéropathogenes et responsablesxdation alimentaires

Le principe de la numération est identique a celes coliformes totaux mais la
température d’incubation est de 44°C pendant 48h

Lecture et numération : La lecture se fait par le comptage des coloniegasuayant un
diamétre 0,5mm.

1-2-2-5 Levures et moisissures

Les levures et les moisissures sont des champigngososcopiques se présentant
respectivement sous forme unicellulaire et filareart qui peuvent provoquées des accidents de
fabrication (altération de la texture, du gout diEnsas du fromage) lorsque leur nombre dans le
produit dépasse un certain seuil. lls se déveldappedes pH acides et a des températures
avoisinant 20°C-25°C.
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Technique :

- Faire Fondre la gélose OGA a 100°C au bain marie puisdentenir a 45°C ;

- Préparer une série de 3 boites de Pétri en 3 eagempl

- Verser 156ml dans chaque boite et laisser refroidir

- Déposer 0,1ml de chaque dilution dans les boites de Pétri; &sdale dilutions
successives sont ensemenceées.

- Etaler avec un rateau I'inoculum a la surface dgglase ;

- Incuber les boites retournées a 25°C pendant$jour

Lecture et numération : Nous comptons les différentes colonies sur leseboiOn tiendra
compte que des boites dont le nombre de colonies cammprises entre 30 et 300 (BOUIX et
LEVEAU, 1991 ; GUIRAUD 2003).

Le résultat trouvé est multiplié par I'inverse dedilution et exprimé ensuite en nombre
d’'UFC/ml.

1-2-2-6 Recherche des germes pathogenes
1-2-2-6-1 Recherche d&taphylococcus aureus

Les staphylocoques appartiennera farille desMicrococcaceagce sont des cocci
Gram positif, immobiles, non sporulés et aero-amaérfacultatifs.

La recherche des staphylococcugestie sur le milieu liquide Géolitti-Cantoni(GC)
additionné d’un additif qui le Tellurite de potasgsi.

Technique :

e Test préesomptif

- Préparer des tubes de 15ml du milieu GC ;

- Inoculer les tubes par 1ml des dilutionsaltipréalablement préparées ;

- Incuber 24 a 48h & 37°C.
Lecture : la présence d’'un trouble noir et dépotfand des tubes signifie présence
éventuelle dé&taphylococcus aureus

e Isolement
- Isoler en stries a partir des tubes préseniamtouble sur gélose Chapman ;
- Incuber a 37°C pendant 24h.

Lecture : les Staphylococcus aurewdonnent des colonies jaunatres et provoquentréemant
du milieu en jaune (GUIRAUD, 2003).

e Test de confirmation
- Réaliser une coloration de Gram et le testlaaé sur les colonies isolées sur gélose
Chapman ;

- Réaliser le test de la coagulation du plasma lajgn : les colonies bien
caractéristiques sont prélevées et enrichie dangolillon BHIB. Aprés 18h
d’incubation a 37°C, on mélange 0,5ml de plasmiapie avec 0,5ml de la culture sur
BHIB puis on incube les tubes a 37°C. Au cours’ideubation, des observations sont
effectuées chaque 2h.
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Lecture : la confirmation de la présence 8taphylococcus aurelest obtenue par les résultats
suivants : cocci Gram positif, en chaine et gradperaisin, catalase positive et coagulase
positive (GUIRAUD, 2003).

1-2-2-6-2 Recherche des Salmonelles

Les bactéries du genre Salmonelles appartiennéatdasEnterobacteriacegece sont
des bacilles a Gram-, aero-anaérobies facultatelles réduisent les nitrates en nitrites. Les toxi
infections alimentaires causées par les salmonéties suite a des erreurs permettant une
croissance bactérie importante. La recherche demgalles s’effectue en ces étapes successives
suivantes :

1- Pré-enrichissement il consiste a :
- Préparer un flacon contenant 90ml d’'EPT ;
- Pipeter 10ml de la solution mére et les verser tlaflacon d’'EPT, la dilution 10-1 est
ainsi constituee ;
Réaliser des dilutions successives de la méme neanie
Incuber pendant 20h a 37°C.
2- Enrichissement :
- Préparer le milieu SFB (bouillon au sélénite dawogl ;
- Verser 10ml des dilutions dans 100ml du milieu SFB;
- Incuber a 37°C pendant 24h.
3- Isolement:
- Isoler sur milieu Hecktoen, en utilisant la techudgd’étalement par épuisement en
surface ;
- Incuber 24h & 37°C.

Lecture : Les salmonelles apparaissent sous forme de csltnaiesparentes avec un centre noir
et absence de virement de la couleur du milieu.

4- Test de confirmation :
La galerie API est utilisée pour effectuer la confition de la présence des salmonelles
(GLEDEL et CORBION, 1991).

1-2-3 Isolement et screening d’isolats de Lactocagx bactériocinogéniques
1-2-3-1 Isolement de souches de Lactococcus

Les bactéries lactiqgues sont des bactéries exigeaur le plan nutritionnelles et ces
exigences varient d’'une souche a une autre. Psatdiment de souches dlactococcustrois
milieux sont utilisés : le milieu M17 (TERZAGHI &ANDINE, 1975), le milieu ELLIKER(
ELLIKER, ANDERSON et HANNESSON, 1956). Dans nottade, nous avons utilisé le milieu
ELLIKER avec la cycloheximide (Actidione) car digs LARPENT et LARPENT, (1997) ce
dernier représente le meilleur milieu d’isolemées lactocoques a partir du lait et des produits
laitiers. L'ajout de l'actidione a pour but d’engh@r le développement des levures et des
moisissures.
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1-2-3-1-1 Isolement en surface
Technique :

- Réaliser une série de dilution décimales en dolbldijuant est la tryptone-sel ;

- Faire fondre la gélose ELLIKER + Actidione et laréacouler sur boite de Pétri, laisser
solidifier ;

- Ensemencer en surface 100ul de chaque dilutiongbalisr avec un rateau ;

- Incuber & 30°C pendant 72h en aérobiose.

Lecture : les Lactococcus apparaissent sous forme de colonies blanchesudate ou
transparentes d’environ 2mm de diamétre (GUIRAUID3J).

1-2-3-1-2 Isolement en profondeur

- Reéaliser une série de dilution décimales en doudblgijuant est la tryptone-sel ;

- Faire fondre la gélose ELLIKER+ Actidione ;

- Déposer 1ml de chaque dilution au centre de lal@tPétri ;

- Ajouter 15 ml de gélose ELLIKER+ actidione mainterau45°C et homogénéiser par
des mouvements circulaire et en huit ;

- Incuber a 30°C pendant 72h en aérobiose

Lecture : les Lactococcuspoussent en profondeur en formant des coloniesanches et
lenticulaires.

1-2-3-2 Purifications des isolats

Cette opération est trés importante car elle pefotgiention de souches pures. Avant de
procéder a la purification, deux tests sont effestpour s’assurer de I'appartenance de la souche
aux bactéries lactiques. Ces tests sont la coborate Gram, le test de la catalase et le test
oxydase. La croissance a +45°C, a +10°C et ledestetermination du type fermentaire sont
egalement effectués pour s’assurer de I'appartendes isolats au genre Lactococcus.

e Protocole de la coloration de Gram
Réaliser un frottis sur une lame en verre proprédlablement dégraissée ;

- Colorer le frottis avec du violet de gentiane dtu@&amin ;

- Rejeter le colorant et ajouter le lugot 25secondes ;

- Rinceraleau;

- Décolorer a I'alcool 90° durant 30 secondes ;

- Rincer abondamment a I'eau ;

- Faire une contre-coloration avec de la fuschingédila 1/10 durant 2 min ;
- Rincer a I'eau et observer a I'immersigii00.

Lecture : les cellules Gram+ vont apparaitre violettes allms Gram- apparaitront roses
(BOUIX et LEVEAU, 1991).

Les souches deactococcusont Gram+ et se disposent en diplocoques et @nettes de 3 & 5
éléments.
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e Protocol du test de la catalase
Préparer une lame dégraissée avec de I'éthantrdes

- Déposer 2 a 3 gouttes d’eau oxygénée a 10 voluma fame ;
- Al'aide d'une pipette stérile prélevé quelquedutes de la colonie ;
- Mélanger soigneusement les cellules avec de I'eggemee.

Lecture : dégagement de gaz signifie que la souche estsatal, I'absence de dégagement de
gaz signifie que la souche est catalase- . Leshesudd_actococcussont catalase — (LEVEAU
et al,1991).

e Protocol Test de I'oxydase

L’oxydase est une enzyme qui réagit directement #ogygene pour lui transférer des
électrons, il s’agit ici d’'un cytochrome oxydaseehvenant dans la chaine respiratoire.

Technique :

Prendre des disques oxydase préts a I'emploiégtsst

Déposer sur une lame de verre stérile le disque ;

Imbiber le disque d’une goutte d’eau physiologigtégile ;

Déposer au dessus un fragment d’'une colonie &ldigne pipette PASTEUR stérile.

Lecture :

- Bactéries oxydases + : apparition d’une coloratiotette sur le disque ;
- Bactéries oxydases - : le disque reste incolorelBCet LEVEAU, 1991)

Une fois que ces deux tests sont réalises, lesiesiGram+ et catalase- sont prélevees et
enrichie dans 5ml du bouillon Elliker durant 18 BO°C.

Un deuxiéme réisolement est réaliser sur géloddHR+ actidione et cette opération
de repiquage successifs doit étre répétée justplotehtion d’un isolat pur.

Apres cette étape de purification, deux tests effiattués pour verifier I'appartenance de
l'isolat au genrd.actococcus croissance a 10°C et 45°C et le test de fermentat

e Croissance a 45°C
Technique :

- Ensemencer 2 a 3 colonies de I'isolat dans 5 nidaduillon ELLIKER ;
- Incuber 24 a 48h a 45°C.

Lecture : une croissance se manifeste par la présencermduible du milieu (GUIRAUD, 2003).
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e Croissance a 10°C
Technique :

- Ensemencer 2 a 3 colonies de l'isolat dans 5 ntdadullon ELLIKER ;
- Incuber 10 jours a 10°C.

Lecture : une croissance se manifeste par la présencerduible du milieu (GUIRAUD, 2003).
e Type fermentaire

C'est un test qui permet de séparer les especdgrieganes homofermentaires des
bactéries hétérofermentaires.

Technique :

Nous réaliserons la technique a la cloche deh&mu, nous utiliserons le bouillon
ELLIKER et nous procédons comme suite :

- Remplir des tubes a essai a vis renfermant lghelade Durham de 10 ml du bouillon
ELLIKER ;

- Ensemencer avec lisolat correspondant et homogénéin évitant l'introduction de
bulles d’air dans la cloche ;

- Incuber & 30°C pendant 5 jours.

Lecture :

- Bactéries homofermentaires : absence de bulleazldans la cloche ;
- Bactéries hétérofermentaires : présence de bullegad dans la cloche (LEVEAEL
al., 1991).

1-2-3-3 Conservation des isolats

La conservation a court terme deskses pures est effectuée sur milieu M17 solide en
piqure centrale. Apres croissance a températuimalg, les cultures sont maintenues a + 4°C et
le renouveélement des souches se fait par repicioages les 4 semaines. La conservation a long
terme des souches purifiées est réalisée dansuiloboM17 additionné de 3@ de glycérol
stérile et stockées a -20°C (SAMELK al.,1994 ; HERRERCOet al.,1996).

1-2-4 Screening d’isolats dé&actococcus bactériocinogéniques

Il existe deux méthodes de détection de 'actibaétériocinogénique : la méthode directe et
la méthode indirecte. Le principe de ces méthodasbasé sur la diffusion de l'agent
antimicrobien dans les milieux de cultures semidgopour inhiber la croissance d’'un micro-
organisme indicateur sensible. Dans notre étudas ravons choisie deux variantes de la
meéthode indirecte (double couche et diffusion efitspucar elle offre plus de sensibilité
comparativement a la méthode directe (TA&@I.,1976).

La souche indicatrice utilisée au cours denscreening estisteria innocuaF sensible aux
bactériocines(Ecole Agro-alimentaire,LaboratoiréMierobiologie INITIA, Nantes, France).
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1-2-4-1 Verification de la pureté dd.isteria innocua F

- Faire un bouillon déisteria innocuaF sur ELLIKER ;
- Incuber 18h a 30°C ;

- Isoler en stries sur gélose nutritive enrichie ;

- Incuber a 30°C pendant 18h ;

- Réaliser la coloration de Gram et le test catalase.

Lecture : les listeria sont de petits bacilles Gram positsiporulés et catalase positive.
1-2-4-2 Détermination du nombre d’UFC/ml en fonctim de la DO a 625nm

- IsolerListeria innocuaF sur gélose nutritive enrichie ;

- Incuber 18h & 30°C ;

- Reéaliser une suspension dans I'eau physiologidy8% NaCl ;

- Réaliser des suspensions de 1ml a DO 0,08 ;2,04 a 625nm ;

- Réaliser des dilutions décimales ;

- Ensemencer 0,1ml de chaque dilution en surfacgé&ase nutritive enrichie ;
- Etaler avec un rateau ;

- Incuber a 30°C pendant 18h ;

- Dénombrer le nombre d’'UFC/mI pour chaque DO.

1-2-4-3 Méthode double couche
Technique :

- Faire une culture en surface de I'isolat lactiquegglose M17 + Actidione;

- Incuber 24h a 30°C en anaérobiose ;

- Ajouter 10 ml de gélose ELLIKER a 0,9% agar prélgaient ensemencer par 100
de la suspension deasteria innocuaF (DO = 0,08 a 625nm) ;

- Laisser solidifier a la paillasse ;

- Incuber 24h a 30°C.

Lecture : un isolat est qualifie de positif s’il provoque umibition de Listeria innocuaF,
mesurer la zone d’'inhibition avec pied a coulisdd©RENO et al.,1999).

1-2-4-4 Méthode diffusion en puits
Dans cette technique les deux soubbeteriennes (souche teste et souche indicatrice)

sont cultivée dans leurs conditions optimales aéssance (TAGG et McGIVEN, 1971). Son
objectif est double : la recherche de la substankibitrice dans le milieu extracellulaire de
lisolat producteur et I'élimination de I'effet daH et du HO, (GONZALEZ et al.,2007).
1-2-4-4-1 Préparation du surnageant de l'isolat letique
Technique :

- Isoler l'isolat lactique sur gélose ELLIKER + Aditbne ;

- Incuber 18h a 30°C ;
- Ensemencer 10 ml du bouillon ELLIKER avec 4 colsrde l'isolat lactique ;
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- Ajouter 2 ml de 'huile de vaseline stérile possarer I'anaérobiose ;
- Incuber 18h a 30°C ;

- Aspirer I'huile de vaseline avec une micropipette ;

- Centrifuger a 8000g / 30min a + 4°C ;

- Neutraliser le surnageant a pH 7 avec NaOH 1N.

1-2-4-4-2 Préparation de I'inoculum de la souche dicatrice
Technique :

- Réaliser une culture dasteria innocuar sur gélose nutritive enrichie ;

- Incuber a 30°C pendant 18h ;

- Réaliser une suspension bactérienne d’'une DO =206#5nm ;

- Inoculer 15ml de gélose ELLIKER a 0,9% agar aved t& la suspension dasteria
innocuakF initialement préparée (DO = 0,08 a 625nm) ;

- Homogénéiser la gélose ;

- Couler sur boite de Pétri et mettre a + 4°C pendantin pour solidification ;

- Creuser des puits de 6mm de diametre dans la géalese le bout supérieur d'une
pipette PASTEUR stérile.

e Réalisation du test :

- Charger les puits avec lGdu surnageant neutralisé de lisolat lactique ;

- Laisser diffuser a la paillasse durant 1h ;

- Incuber 16h a 30°C ;

- Un puits est effectué pour chaque isolat dans boites de Pétri différentes ;

- Charger trois autres puits au niveau de la memte miec 70l de nisine pure a
10mg/ml (témoin positif), eau distillée stérilerttéin négatif) et bouillon ELLIKER a
pH 7.

Lecture : La lecture se fait par la mesure du diamétre enawet pied a coulisse des zones
d’inhibitions formées autour des puits (Zi). Unukéat est considérer positif si le diameétre de la
zone d’inhibition est supérieure a 2mm (YILDIRIMe& YILDIRIM M, 2001). La mesure du
diametre d’inhibition se fait par la formule suivan

Zi = diametre de la zone d’inhibition obtenue —akdre du puits.
1-2-4-5 Elimination de I'effet des bactériocines

Ce test a pour objectif d’éliminerdet dénaturer toutes les protéines du surnageant de
l'isolat lactique et d’évaluer eventuellement letftlu pH dans I'inhibition deisteria innocuaF.

Technique :

- Ensemencer 10 ml du bouillon ELLIKER par 4 colorded’isolat lactique ;
- Ajouter 2ml de I'huile de vaseline stérile pousa®r 'anaérobiose ;

- Incuber 18h a 30°C;

- Centrifuger le bouillon a 8000g pendant 30min aG-4°

- Récupérer 5ml du surnageant dans un tube a egsasi@rile ;

- Autoclaver le surnageant 30min a 121°C ;
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- un deuxieme tube de 5ml du surnageant récuperarér glu meme tube de
centrifugation servira de témoin (non traité thenement);

- Charger les puits avec {0du surnageant traité thermiquement et du surmagean
traité ;

- Laisser 1h a la paillasse pour diffusion ;

- Incuber 16h a 30°C.

Lecture : observer la présence d’'une zone d’inhibitionmetsurer son diametre avec pied a
coulisse (METLEF et DILMI-BOURAS, 2009)

1-2-4-6 Démonstration de la nature protéique de laubstance inhibitrice

Ce test vise a démontrer la natuotgmjue des substances inhibitrices. On utilisérqua
enzymes protéolytiquesoa-Chymotrypsine (EC 3.4.21.1) 350 U/mg, Trypsine (B@.21.4)
1645 U/mg, Pepsine (EC 3.4.23.1) 1436U/mg et laéitrase K (EC 3.4.21.64) 30U/mg. Deux
concentration finales d’enzymes sont utilisées (bmhget 0,1mg/ml). Deux méthodes sont
egalement utilisées utilisées pour réaliser ceciegsymatique.

Méthode 1: Utilisation des enzymes sous formes solublesNIBERROUM et al., 2000 ;
MORENOet al.,1999).

- Préparation des enzymes :

e a-Chymotrypsine et trypsine:
- Préparer tampon phosphate (0,1mol/l pH 6) ;
- Peser 20mg et 2mg/ml d’enzyme avec une baldegeécision ;
- Dissoudre I'enzyme dans 10ml du tampon phasph20mg pour préparer la
solution & 2mg/ml et 2mg pour la solution,2ndg/ml ;
- Filtrer avec filtre 0,22m ;
- Conserver a + 4°C.

e Pepsine :

- Préparer une solution HCL (0,02mol/l pH 2) ;

- Peser 20mg et 2mg/ml d’enzyme avec une balaageetision ;

- Dissoudre I'enzyme dans 10ml de la solution HQDmg pour préparer la solution a
2mg/ml et 2mg pour la solution a 0,2mg/ml ;

- Filtrer avec filtre 0,2gm ;

- Conserver a +4°C.

e Protéinase K:

- Préparer le tampon Tris/HCL 20Mm pH 8 ;

- Peser 20mg et 2mg/ml d’enzyme avec une balaageetision ;

- Dissoudre I'enzyme dans 10ml du tampon Tris/HQDmg pour préparer la solution
a 2mg/ml et 2mg pour la solution a 0,2mg/ml ;

- Filtrer avec filtre 0,2gm ;

- Conserver a +4°C.
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- Technique :

- Mélanger 1ml du surnageant neutralisé a pH 7 avet de la solution enzymatique
(Rapport volumique 1 :1) pour avoir une concentrafinale en enzymes de 1mg/ml et
0,1 mg/ml en enzyme ;

- Incuber 2h & 37°C dans un bain marie ;

- Charger les puits avec 70ul avec les solutionsastigs : tampon avec enzyme, milieu
ELLIKER, surnageant avec tampon sans enzyme e@tagaant avec enzyme ;

- Laisser diffuser 1h a la paillasse pour diffusion;

- Incuber 16h a 30°C.

Lecture : la lecture se fait par la recherche de zoneshibitions et la mesure de leurs
diamétres.

Méthode 2: Dans cette méthode, les enzymes sont utilisémss dorme Vde poudre
(TOPISIROVIC et al., 2006; TOPISIROME et al, 2007; STRAHINC et al.,
2007 ; NIKOLICet al.,2008).

Technique :

- Préparer et neutraliser les surnageant des idatdigues a pH 7 ;

- Charger les puits avec 70ul des solutions suivargeaenageant neutralisé a pH 7 pour
deux puits et tampon avec enzyme (concentrationrhihgour un puits ;

- Déposer 156mg d’enzyme avec une spatule stéril@xémpité d’un deux puits chargé
avec le surnageant neutralisé ;

- Incuber 3h a 37°C pour assurer une activité enzgomaimaximale ;

- Incuber a 30°C pendant 16h.

Lecture : la lecture se fait par I'observation d’éventualiéviation de la zone d’inhibition au
niveau du site de dép6t de 'enzyme.

1-2-5 Identification :

L’identification des bactéries lactiques est bamdérela connaissance d’un certain nombre
de caracteres morphologiques, physiologiques ethbinques. Les caractéres morphologiques
sont mis en évidence par I'observation microscopides cellules apres une coloration simple ou
coloration de Gram.

L'étude des autres caracteres peut étre réalmépar la galerie biochimique classique

soit par les microméthodes (galerie API) qui ontniérite d’étre simples et rapides. Vu la non
disponibilité des galeries API, nous avons utiles§alerie biochimique classique.
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1-2-5-1 Tests communs
1-2-5-1-1 Morphologie

L’étude de la morphologie se fait par la réalisatite la coloration de Gram, ce type de
coloration permet de séparer les bactéries en deand groupes : les bactéries Gram+ et les
bactéries Gram-, De plus, l'observation microscopicpermet de distinguer la forme et
'agencement des cellules bactériennes.

Technique :

- Reéaliser un frottis sur une lame en verre proppédlablement dégraisseée ;
- Colorer le frottis avec du violet de gentiane du&amin ;

- Rejeter le colorant et ajouter le lugot 25secondes ;

- Rincer aleau

- Décolorer a lI'alcool 90° durant 30 secondes ;

- Rincer abondamment a I'eau ;

- Faire une contre-coloration avec de la fuschingédila 1/10 durant 2 min ;

- Rincer a I'eau et observer a 'immersig00.

Lecture : les cellules Gram+ vont apparaitre violettes allms Gram- apparaitront roses
(BOUIX et LEVEAU, 1991).

1-2-5-1-2 Test a la catalase
La catalase est une enzyme retrouvée chez larpldpa bactéries aérobies strictes et
aérobies facultatives. Elle empéche I'accumulatiten 'eau oxygénée qui est un composé
toxique pour la cellule. Elle catalyse la réactoivante :
2H,O, — 2H,0+ O,

Technique :

- Préparer une lame propre et stérile ;

- Déposer 2 a 3 gouttes d’eau oxygénée a 10 voluma fame ;

- Al'aide d'une pipette stérile prélevé quelquedutes de la colonie ;
- Mélanger soigneusement les cellules avec de I'aggémée.

Lecture : dégagement de gaz signifie que la souche estesatgll’absence de dégagement de
gaz signifie que la souche est catalasgative (LEVEAUet al.,1991 ; DELARAS, 2007).

1-2-5-1-3 Mobilité

C’est un test tres important vu qu'il différencidrde caractériser les bactéries qui sont
immobiles des bactéries mobiles

Technique :

Des tubes du milieu gélose mannitol mobilité sarseenenceés par piqure centrale a partir
des difféerents tubes d’enrichissement, puis santbés a la température appropriée pendant 48h.
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Lecture : Les bactéries immobiles se développent uniquemenbrag de la piqure centrale
tandis que les bactéries mobiles envahissent le tié part et d’autre (GUIRAUD, 2003 ;
LEVEAU et al.,1991).

1-2-5-1-4  Types respiratoireCette étude consiste a déterminer le type respieaties
bactéries : aérobies, anaérobies ou anaérobidtataces.

Technique : Des tubes contenant la gélose ELLIKER solidifiaree hauteur de 80 mm sont
ensemencés par pigure centrale par les isolatstar teet incubés 24h a 30°C (BOUIX et
LEVEAU, 1991).

Lecture :

- Une croissance en surface : l'isolat est aérobie ;

- Une croissance dans le fond du tube mais absenceraiesance dans la zone
supérieur : isolat anaérobie ;

- Croissance dans tout le tube : I'isolat est aéaebie ;

- Croissance sur environ 1 cm dans une zone inteame&d microaérophile.

1-2-5-1-5 Type fermentaire

C'est un test qui permet de séparer les especdegrieanes homofermentaires des
bactéries hétérofermentaires.

Technique :

Nous réaliserons la technique a la cloche deh&mu, nous utiliserons le bouillon
ELLIKER et nous procédons comme suite :

- Remplir des tubes a essai a vis renfermant lghelgde Durham de 10 ml du bouillon
ELLIKER ;

- Ensemencer avec lisolat correspondant et homogénéin évitant l'introduction de
bulles d’air dans la cloche ;

- Incuber a 30°C pendant 5 jours.

Lecture :
- Bactéries homofermentaires : absence de bulleazidans la cloche ;
- Bactéries hétérofermentaires : présence de bulegad dans la cloche (LEVEAEL
al., 1991).
1-2-5-1-6 Test nitrate réductase
Certaines bactéries ont la capactédtiuire les nitrates en nitrites selon la réactio
suivante : N@ + 2(H+, e-)—> NO, + H,O tandis que d’autres peuvent poursuivre cette
réduction jusqu’au stade d’azote gazeux : 2N®8(H+, e-)— N, + 4 HO
La premiére et la deuxieme réactont catalysée par la nitrate réductase et laenitri

réductase respectivement. La mise en évidence dirdae réductase se base sur la recherche
des nitrites formés en fin de réaction en utilidastréactifs NR1 et NR2.
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Technique :

- Introduire 1 ml de la culture bactérienne sur Honildans des tubes de bouillon
nitraté ;
- Apres incubation a 30°C pendant 48h, ajouter quesl@outtes du réactif NR1 et NR2

Réactif NR1 : 0,8 g d’acide sulfanique + 100ml idacacétique 5N
Réactif NR2 : 0,5 g d’alpha naphtylamine + 100n@aitle acétique 5N

Lecture : la coloration rouge (apres 1 minute) traduira léspnce des nitrites et donc d’'une
nitrate réductase : NR+ (GUIRAUD, 2003 ; DELARA®Q7).

Une réaction négative peut étre interprétée soit pa

- La réduction des nitrates a été poursuivie au-del&tade nitrate jusqu’au stade NH
ou de N2
- Les nitrates n'ont pas été réduits : NR-

Le test est complété par I'épreuveZdeBell. On ajoute alors un peu de poudre de zinc
et on mélange et on laisse reposer. Si les nitrdte® pas été réduits, ils le seront par voie
chimique et ceci par le zinc ce qui se traduiralparoloration rose : NR-. Si le milieu reste
incolore, cela implique que les nitrates ont é@gpletement réduits au-dela du stade nitrites,
c’est-a-dire au stade azote gazeux : NR+.

1-2-5-1- 7 Recherche de citratase

La citratase est la premiére enzyme qui catadalgs transformation du citrate en
acétoine et en diacétyle. Cette technique a poudéunettre en évidence la citrate perméase
chez certaines souches lactiques.

Le principe de cette technique corsisplacer la souche a tester dans un milieu pauvre
renfermant comme seul source de carbone le citsatdes les souches qui sont équipées de
citrate perméase peuvent poussées.

Technique :

- Ensemencer chaque isolat dans la gélose semi salit#t citraté
- Incuber a la température a 30°C pendant 24h.

Lecture : la présence de la citratase se manifeste paroduption de gaz dans la masse du
milieu ce qui provoque des fissures au niveau déeceier (LEVEAUet al.,1991).

1-2-5-1- 8 Recherche de 'acétoine
Ce test permet de distinguer les fetsecidifiants des ferments aromatisants, la

réaction de Voges Proskauer permet de mettre elerdse la présence d’acétyl-méthyl-carbinol
(AMC) généralement appelé acétoine.
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Technique :

- Le milieu Clark et Lubs est ensemencé par lesais@l tester ;

- Incuber pendant deux jours a 30°C pendant 18h ;

- Apres incubation, prélever 1 ml de la culture eailban, ajouter 0,5 ml du réactif VP1
puis 0,5 ml du réactif VP2

VP1 : solution a 6 % d-naphtol dans de l'alcool a 90%
VP2 : solution aqueuse de potasse a 40 %

- Agiter fréquemment durant 15 min environ et observe

Lecture : la présence d’acétoine se manifeste par I'appardiune couleur rose a la surface du
milieu (LEVEAU et al.,1991 ; DELARAS , 2007).

1-2-5-1- 9 Arginine dihydrolase

L’ADH est une enzyme qui permet la libération denimoniac et de citruline a partir de
I'arginine et elle n’est active qu’en anaérobioseremilieu acide.

Technique :

- Pour chaque isolat, ensemencer deux tubes duwniildH qui ne renferment qu’une
seule source de carbone, le glucose. L'un senardédhoin et l'autre en plus du
glucose contient de l'arginine comme acide aminés ldeux tubes renferment
€galement un indicateur coloré ;

- Incuber a 30°C pendant 48h.

Lecture :

- Dans le tube témoin, aprés dégradation du gludessilieu virera au jaune traduisant
ainsi le phénomene d’acidification.

- Dans le second tube, le milieu virera au jaune sa@e@dification du milieu, les
bactéries possédant ’'ADH vont dégrader I'arginggequi va alcaliniser le milieu et
par conséquence reviendra a sa couleur initialeleyi (LEVEAU et al., 1989 ;
LEVEAU et al.,1991 ; DELARAS, 2007).

1-2-5-1-10 Hydrolyse de la gélatine

L’hydrolyse de la gélatine donne urergp sur le systeme protéolytique des souches
sachant que la gélatine est une macromoléculeigueté

Principe :
Cette technique se base sur le comperiede cette protéine vis-a-vis de la température

.en effet, a des températures inférieures a 23 Q¢latine se prend en masse et devient solide
alors qu'a des températures supérieures a 25%elddine se liquéfie.
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Technique :
- Ensemencer le milieu a la gélatine en masse ;
- Incuber a 30°C pendant 7 jours ;
- Puis placer les tubes au réfrigérateur pendantjgaslheures.

Lecture : si la liquéfaction persiste cela signifie quedlat a produit la gélatinase BOUIX et
LEVEAU, 1991).

1-2-5-1-11 Thermorésistance a 63°C pendant 30 mites
Technique
- Pour chaqgue isolat, ensemencer un tube de bolHLOMKER ;
- Placer le tube dans un bain marie a 63°C pendanti3 ;

- Refroidir immédiatement sous robinet et incube®&C3pendant 48h.

Lecture : I'apparition d’'un trouble implique une thermordaige de la souche (GUIRAUD,
2003).

1-2-5-1-12 Métabolisme des sucres

Il s’agit d’apprécier I'aptitude desuches a métaboliser diverses hydrates de carbone
et de déterminer le profil biochimique de ces das ce qui facilite leur identification.

Technique :
- Ensemencer chaque isolat dans des tubes préalattleemeplis avec un bouillon au
rouge de phénol dans lequel la source de carbanesble (13 sucres sont utilisés a
une concentration de 0,5%)
- Incuber & 30°C pendant 24 a 72h

Lecture : un virage au jaune indique l'acidification du raiiet donc la dégradation du sucre par
la souche testée (LEVEAEL al.,1991 ; DELARAS, 2007).

1-2-5-2 Tests spécifiques
1-2-5-2-1 Croissance a différentes températures

Ce test sépare les Streptocoquesphées des Stréptocoques thérmophiles en utilisant
le bouillon ELLIKER comme milieu de base.

Technique :

Chaque souche sera ensemencée dans quatre tuipmslibe ELLIKER :
- Une série sera incubée a 10 °C pendant 10 jours
- Une série seraincubée a 37°C pendant 48h

- Une série sera incubée a 40 °C pendant 48h
- Une série sera incubée a 45°C pendant 48h
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Lecture : la présence d’'un trouble indique la croissancéadsouche (LEVEAUet al, 1989 ;
LEVEAU et al.,1991 ; GUIRAUD, 2003).

1-2-5-2-2 Croissance sur milieux hostiles
1-2-5-2-2-1 Croissance a différentes concentratis de NaCl
Technique :

- Pour chaque souche trois tubes de bouillon hypgersal 2,5% NaCl, 4% NaCl et 6,5
% NacCl

- Ensemencer chaque souche dans chaque tube ;

- Incuber ensuite a 30°C pendant 18h.

Lecture : la présence de trouble indique la croissance bestée (LEVEAU et al, 1989 ;
LEVEAU et al.,1991 ; GUIRAUD, 2003).

1-2-5-2-2-2 Croissance a pH 9,2
Technique :

- Ajuster le bouillon ELLIKER a pH 9,2 a l'aide d’arsolution de soude 1N ;
- Ensemencer les différentes souches et incuber@ d@hdant 48h

Lecture : la présence d'un trouble indique une croissanctébanne (LEVEAUet al, 1989 ;
LEVEAU et al.,1991 ; GUIRAUD, 2003).

1-2-5-2-2-3 Croissance sur lait de SHERMAN

Cette épreuve a pour but de mettre en évidencéitlidp des souches a pousser en
présence de 0,1% et 0,3% du bleu de méthylelerietapacité a le réduire. Ce test démontre
I'aptitude des souches lactiques a croitre en paEseu bleu de méthylene. Ce test est surtout
intéressant pour différencier les streptocoquesLl@esococcus Ainsi, Lactococcus lactiest
capable de pousser a %3u bleu de methyléne. Les streptocoques fecawdegeloppent en
présence de %4 du bleu de méthyléne. QuangSé&reptococcus thermophiluis est trés sensible
au colorant.

Technique :
- Deux tubes de 10 ml du lait de SHERMAN a 0,1% ,8240 sont ensemencés par
lisolat a tester ;
- Incuber a 30°C pendant 72h.
Lecture : la croissance des souches se traduit par une latiagudu lait, cependant la réduction

du colorant par sa décoloration (LEVEA&! al, 1989 ; LEVEAU et al., 1991 ; GUIRAUD,
2003).
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1-2-5-2-2-4 Croissance sur lait tournesolé

Cette épreuve a pour but la mise en évidenceetieyme réductase des souches capables
de réduire le tournesol.

Technique :

- 10ml du lait tournesolé sont ensemences par lisdlalié ;
- Incuber a 30°C pendant 72h

Lecture : virage au rouge avec coagulation indique une facadiion, alors qu’'une décoloration
de l'indicateur une réduction (LEVEAE al, 1989 ; LEVEAUet al.,1991 ; GUIRAUD, 2003).

1-2-5-2-2-5 Croissance en présence du tellurite getassium
Technique :

- Additionner la gélose ELLIKER de 0,04% de télierie potassium ;
- Ensemencer et incuber a 30°C pendant 48h.

Lecture : les colonies résistantes seront de couleur naidis que les colonies sensibles seront
petites et de couleur grise (LEVEAdd al, 1989 ; LEVEAUet al.,1991 ; GUIRAUD, 2003).

53



PARTIE Il ETUBEXPERIMENTALE

2- RESULTATS ET DISCUSSION

Au cours de notre étude, nous avons collecté Banditlons de lait fermenté traditionnel
de différentes régions de la wilaya de Tizi-Ouzba.collecte est réalisée dans des conditions
stériles et dans des flacons de 250 ml.

L’origine, 'année et le mois de collecte ainsi geetemps de fermentation des sont
donnés dans le tableau N° VI.

Une fois la collecte terminée, les laits sont adnésdirectement au laboratoire dans une
glaciaire afin d’éviter d’éventuelles fluctuatiods la flore microbienne.

Nous avons procédé dans un premier temps a uneratimnédes groupes microbiens
suivants : flore mésophile aérobie totale, bactdeaetiques, coliforme totaux, coliformes fécaux,
levures et moisissures. Une recherche est égalesffattué pour les bactéries pathogenes
suivantes Staphylococcus aurew les Salmonelles. Une mesure du pH est égalesfiectuée
pour tous les échantillons.

Dans un second temps, nous avons procédé a l'isolteet a la purification de 65 isolats
lactiques sur ELLIKER + Actidione. Une fois pursiéces isolats sont analyser afin d’en
sélectionner ceux qui produisent des bactério@nagtilisant_isteria innocualF comme souches
sensibles aux bactériocines.

2-1 Mesure du pH

Le pH est un parameétre trés important qui nouseigne sur l'activité métabolique des
bactéries lactiques. Sa diminution est due esdlemtient a la dégradation partielle du lactose du
lait en acide lactique. Les résultats sont donaés de tableau V.

On constate que la valeur du pH varie de 4,44 @ @@c une moyenne de 4,40+0,29. La
valeur la plus élevée est celle du LFT 6 qui es4,86 et la valeur la plus faible est celle du LFT
17(4,44).

Ces résultats montrent que le pH de ces laits fetdsetraditionnels est acide et on ne
note pas de grande différence entre ces valeurs.

Avec sa teneur en lactose qui de 49¢g/l en moyelenggit représente un milieu tres
favorable pour le catabolisme glucidique. En effetpres HUTKINS (2006) la croissance de
Lactococcus lactissp lactiset Lactococcus lactis ssp cremorgst trés rapide dans le lait et
produisent une grande quantité d‘acide lactiqueque aboutit & un abaissement du pH
considérable.

L’espécelLactococcus lactiest considérée comme un agent acidifiant puissarait,
cependant d’aprées DACOSTA (2000)actobacillus delbrueckii ssp bulgaricest également
un agent acidifiant puissant du lait.

Néanmoins, selon nos résultats il semalil que I'intervention des lactobacilles dans
I'acidification des laits fermentés traditionnekst eninime car ces bactéries d’apres DACOSTA
(2000) peuvent abaisser le pH du lait jusqu'a 8&ci pourrait étre expliqué par la durée de
fermentation des différents laits fermentés traditels. En effet, la durée du processus de
fermentation de ces laits se situe entre 18h et@dhgui suppose que la fermentation du lait par
les Lactococcusn’est pas suffisamment avancée pour permettreoidsance des lactobacilles
qui supportent mieux I'acidité comparativement dagtococcugui sont plus sensibles.
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TABLEAU V : Origine, année et mois de collecte ainsi que lepgediincubation des laits

fermentés traditionnels collectés.

Laits fermentés

Origine (région)

Année et mois de

Temps de

traditionnels collecte fermentation(h)

LFT1 OUAGUENOUN Juin 2007 24
LFT2 OUAGUENOUN Juin 2007 20
LFT3 BOUZEGUENE Octobre 2007 24
LFT4 BOGHNI Octobre 2007 24
LFTS MEKLA Octobre 2007 20
LFT6 MEKLA Octobre 2007 22
LFT7 T1ZI OUZOU Octobre 2007 18
LFT8 T1ZI OUZOU Juin 2008 18
LFT9 TI1ZI RACHED Juin 2008 22
LFT10 MEKLA Juin 2008 20
LFT11 MICHELET Avril 2009 20
LFT12 BOUDJIMAI Avril 2009 20
LFT13 MICHELET Mai 2009 24
LFT14 AZAZGA Mai 2009 24
LFT15 TIGZIRT Mai 2009 22
LFT16 TIGZIRT Juin 2009 24
LFT17 MAKOUDA Juin 2009 20
LFT18 MAKOUDA Juin 2009 24
LFT19 MICHELET Juin2009 20
LFT20 AZAZGA Juin 2009 24
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En effet certains types de lait fermenté traditelrdomme Idebenalgérien et l&Zabady
d’Egypte sont fermentés en majorité par des esplleactococcuet deStreptococcus

HARRATI (1974) a constaté que llebenAlgérien frais est trés pauvre en lactobacilles,
de méme que EL-BARADElet al (2008) qui mentionne quéactococcus garvieaeet
Streptococcus thermophilsont les deux especes lactiques responsablesfdariantation du
Zabady.

L’abaissement du pH du lait au cours de la ferntemtan’est pas le seul fait de I'acide
lactique produit par les bactéries lactiques. Hetefi'apres AXELESSON (2004), les bactéries
lactiques peuvent faire adapter leur voies métghes plus particulierement celle du pyruvate
en fonction des conditions de culture et de praddiautres types d’acides comme l'acide
formique et I'acide acétique. Ces derniers congttitegalement a faire baisser le pH du lait au
cours de la fermentation.

Les valeurs du pH des différents laits fermentaditionnels sont plus ou moins proches
de celles trouvées par d'autres auteurs en analysantres laits fermentés traditionnels des
autres régions du monde. Ainsi le pH finalekduut (lait fermenté traditionnel de chindile
naoto (kenya),Rob (soudan), ldben marocain et celui de I'Afrique du sud sont de 4,474 ;
458; 4,4; et 4,6 respectivement (ZHAN& al.,, 2007 ; MATHARA et al.,, 2004 ;
ABDELGADIR et al.,2002 ; TANTAOUI-ELARAKI et al.1983 ; BEUKESt al.,2001).

Ces valeurs acides du représentent un avantageiniude vue hygiénique car il permet
d’inhiber et de conférer une protection naturetiatre les especes pathogénes.

2-2 Numeération des différents groupes microbiens
2-2-1 Numération de la flore mésophile aérobie tate (FMAT)

La flore mésophile aérobie totale englobe tout desmes saprophytes qui peuvent
inclurent les germes pathogénes. lls se multiplieés rapidement a lair libre et a des
températures comprises entre 20 et 40°C. Les aésulbtenus sont donnés par le tableau VI.

Les résultats d’analyse par le test statistique XNQ@ un facteur montre une différence
significative entre les teneurs en flore mésoplakerobie totale des 20 laits fermentés
traditionnels.

La teneur en flore mésophile aérobie totdés laits fermentés traditionnels analysés se
situe entre 10,3.T0UFC/ml (8,01Logo, UFC/mI) et 313,85.10UFC/ml (9,49 Logy UFC/ml)
avec une moyenne de (127,98+98)W&FC/ml [(9,10+0,33) Logy UFC/m].

L’échantillon le plus riche en flore aérobie méstpliotale est le LFT19, sa teneur
atteint 313,85.10UFC/ml (9,49Logo UFC/mI). Ce dernier a été collecté durant le maisvehi
2009 (température en moyenne est de 35°C) ce gliger cette forte charge microbienne.

Le lait fermenté traditionnel le moins riche estUFT 3. Sa teneur est de 10,3.10
UFC/ml (8,01Logo UFC/mI). Ce lait fermenté a été collecté duranimi@s d’octobre 2007 ou
les températures n’excédaient pas généralemeB0€s

La charge microbienne trés élevée des 20 écharttilie laits fermentés traditionnels
collectés pourrait s’expliquer par la méthode artede de fabrication de ces derniers. Ces laits
ne subissent au faite aucun traitement thermiqueent ou en aval de la production.

D’apres ROBINSON et TAMIME (2006) les laits fernés traditionnels peuvent
contenir toutes sortes de germes saprophytes awiepe provenir de I'animal lui-méme, de
I'équipement utilisé, de I'environnement et du persel au cours du processus de fabrication.

56



PARTIE Il ETUBEXPERIMENTALE

De plus, NARVHUS et GADAGA (2003), souligne ques lenauvaises conditions
d’hygiene au cours de la fabrication des laits fartés traditionnels provoquent de tres fortes
contaminations, la teneur en flore mésophile d@érttale peut atteindre 10FC/ml du produit.

Ces teneurs élevées pourront étres expliquédsnégat par la composition qualitative
et quantitative du lait cru. En effet, d’apres GBIBD (2003) le lait constitue un milieu idéal
pour la croissance et la multiplication des espéaiesobiennes ne présentant pas d’exigences
nutritionnelles particulieres.

Nos résultats sont relativement proches de ceurnab par d’autres auteurs avec
d’autres laits fermentés traditionnels d’autresagg du monde.

Ainsi, TANTAOUI-ELARAKI et al (1983) en analysant keen marocain a dénombré
215.1d UFC/ml (9,33Logo UFC/mI). BEUKESet al (2001) a déterminé une teneur de 5,%.10
UFC/ml (8,74LogoUFC/mI) en analysant le lait fermentés traditiosrdAfrique du sud.

De méme que les teneures en flore mésophile @&totaile du lait fermenté traditionnel
kule naoto (Kenya) analysé par MATHARAet al (2004), Rob (Soudan) analysé par
ABDELGADIR etal (2001) sont de 8,1LagUFC/ml et 6,05Logy UFC/mI respectivement.

2-2-2 Numération des bactéries lactiques :

La numération des bactéries lactiques a été é&alsur deux milieux de culture
différents : MRS, milieu sélectif dasactobacilluset M17, milieu sélectif desactococcusLes
résultats obtenus sont donnés par le tableal.84.résultats d’analyse par le test statistique
ANOVA a un facteur montre une différence significatentre les teneurs émctobacillus des
20 laits fermentés traditionnels. Ce test montr@esgent une différence significative entre les
teneurs ethactococcusle ces 20 laits fermentés traditionnels.

La teneur ehactobacillus des laits fermentés traditionnels se situe ent82.2d
UFC/ml (7,68 Logo UFC/mI) et 163,5.10UFC/ml (9,21 Logo UFC/mI) avec une moyenne de
(48,87+44,47)10UFC/ml [(8,68+0,39) Log, UFC/mI]. Cependant celle ddsactococcus se
situe entre 53,9.10UFC/ml (8,71 Logo UFC/mI ) et 957,7.10UFC/ml (9,98 Logo UFC/mI)
avec une moyenne de (498,65+305,4)16C/ml [(9,69+0,39) Log, UFC/m].

Le lait fermenté traditionnel le plus riche kactococcusest le LFT 18, sa teneur est de
957,7.16 UFC/ml (9,98 Logy, UFC/mI), tandis que celle dekactobacillusn’est que 32,5.10
UFC/ml (8,51 Logo UFC/mI). Le lait fermenté traditionnel le plus relenLactobacillusest le
LFT 2, sa teneur est de 163, /10FC/ml (9,21 Logo UFC/ml), tandis que celle désctococcus
est de 800.10UFC/ml (9,90 Logo UFC/ml).

Ces résultats montrent que les laits fermentéhtitvanels analysés sont tres riches en
bactéries lactiques. On constate également que ¢entains laits fermentés traditionnels, la
teneur en bactéries lactiques est supérieure @aella flore mésophile aérobie totale.

Ce résultat pourrait s'expliqué par la présendala d’'une certaine teneur en bactéries
lactiques dans les laits crus et par leurs capal#édaptation métabolique avant le début du
processus de fermentation. En effet, d’apres GUIRABI003), le lait cru présente un certain
nombre de bactéries lactiques (flore naturelle) @dite méme si toutes les conditions d’hygiéne
sont parfaitement respectées.

D’autre part, JUILLARDet al (1996) souligne que le lait cru ne constitue yrasnilieu
optimum pour la croissance des bactéries lactiqu@®ues pour leurs exigences nutritionnelles
particulieres, car ce dernier est tres pauvre etmernsa azotées facilement assimilables tels que
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les acides aminés libres. En effet, le lait n'appaue 10 a 25 % de la quantité suffisante aux
bactéries lactiques pour atteindre un développemmenximum de 1dcellules/ml. D’aprés cet
auteur, I'essentiel de la croissance des bactiatisjues dans le lait dépend de ['utilisation des
caséines du lait. Cette utilisation requiert I'mention de la protéase de la paroi Prt qui
hydrolyse spécifiquement les caséines du lait @tighes qui vont étres hydrolysés a leur tour par
des peptidases en acides aminés libres.

Les plus fortes teneurs en bactéries lactiqueslaissfermentés traditionnels analysés
s’expliqueraient par I'adaptation métabolique ds derniéres en fonction des sources d’azotes
disponibles dans le lait.

Les différences de teneur en bactéries lactiguastgcoccuset Lactobacillug des 20
laits fermentés traditionnels pourraient s’expligpar plusieurs facteurs comme la composition
gualitative et quantitative des laits crus, lesensiies utilisés, la durée de fermentation, les
souches lactiques présentes a l'origine et probaate les conditions environnantes.

D’apres, BEUKES (2001) et KURMANN (1994) les cdéaistiques des laits fermentés
traditionnels sont différentes d’une région a unteeamais dépendent aussi de la biochimie de la
flore lactique initiale et des conditions hygiéreguau cours de la fabrication.

Nos résultats concernant les teneurs en florgjlaetsont plus ou moins proches de ceux
obtenus par d’autres auteurs en analysant d’alaite§ermentés traditionnels.

Ainsi, BEUKES et al (2001) en analysant le lait fermenté traditiontf@lfrique du sud
signale une teneur de 7,7°10FC/ml delLactobacilluset 7,05.10 UFC/ml deLactococcusde
méme que les teneurs kactobacilluset enLactococcusiéterminées par ABDELGADIRt al
(2001) en analysant IRob (lait fermenté du Soudan) sont de 8,90icddFC/ml et 8,84Log
UFC/ml respectivement.

EL-BARADEI et al (2008) rapporte une teneur de 8,15lgddFC/ml delLactococcuset
uniquement 4,55Log UFC/mI deLactobacillus.

La comparaison entre les teneurs leactococcuset en Lactobacillus des 20 laits
fermentés traditionnels réalisée par le test sigtis de Student montre une différence
significative entre ces dernieres.

En effet le nombre moyen désactococcusest de 498,64.T0UFC/ml (9,69 Logo
UFC/ml) tandis que celui désactobacillusest de 48,87.7QFC/ml (8,68 Logo UFC/m).

Notre observation est similaire a celle faite gfautres auteurs concernant d’autres types
de laits fermentés traditionnels. HARRATI (1974hdébre un nombre faible deactobacillus
dans le lait fermenté traditionnel Algérien (&ber). TANTAOUI-ELARAKI et al (1983) ont
également rapporté un trés faible nombrd_detobacillusdans lelben marocain de méme que
EL-BARADEI et al (2008) rapporte pour IZabady une teneur de 8,15Le@gUFC/mI de
Lactococcugt seulement 4,55LegUFC/mI deLactobacillus.

Cette différance de teneur entr&ctococcuset Lactobacilluspourrait étre expliquée par
le métabolisme réalisé par les souches initialdgitlainsi que par la durée de la fermentation.

En effet, d’aprés ABDELGADIRet al (2001) led.actobacillusinterviennent faiblement
et tardivement dans la fermentation du lait aurgode la fabrication du lait fermenté
traditionnel, de méme que EL-BARADIEEL al (2008) rapporte que le lait fermenté traditionnel
d’Egypte «Zabady» est fermenté essentiellement par les soucheStaptococcuset de
Lactococcus.
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Tableau VI : Teneurs des laits fermentés traditionnels en floésophiles aérobie totale et en bactéries lactiques

LFT1 LFT2 LFT3 LFT4 LFTS LFT6 LFT7 LFT8 LFT9 LFT10
FMAT (U FC/mI).ld 25.40 247 10.3 18.47 46.2 89 69.5 102|8 212.2 79.7
Logl10 (UFC/ml) 8.40 9.39 8.01 8.26 8.66 8.94 8.84 9.01L 9.32 8.90
Bactéries lactiques sur MRS (UFC/mI)7.10 118.3 163.5 71 13.45 68.9 56.6 56.75 21 11/9 8.23
Log10 (UFC/ml) 9.07 9.21 8.85 8.12 8.83 8.81 8.75 8.32 8.07 7.91
Bactéries lactiques sur M17 (UFC/ml)’10 154 800 470 151 98.25 53.9 54.25 409|7 602.3 714.25
Log10 (UFC/ml) 9.18 9.90 8.67 8.18 8.99 8.71 8.73 8.61L 9.77 9.85
Tableau VI : Teneurs des laits fermentés traditionnels en fioésophiles aérobie totale et en bactéries lactifpugs)

LFT11 | LFT12 | LFT13 | LFT14 | LFT15 |LFT16 |LFT17 |LFT18 |LFT 19| LFT20
FMAT (U FC/mI).ld 301.46 112.10 85.5 245 157.75 76.25 87.25 260.8 .8313 19.20
Logl10 (UFC/ml) 9.47 9.04 8.93 9.38 9.19 8.88 9.94 9.41 9.49 8.28
(Bjséé/ﬁ; 'fg‘tiq”es sur MRS 625 | 2313 | 6337 595| 12583 4635 482 325  7.J5 8.30L
Log10 (UFC/ml) 7.79 8.36 8.80 8.77 9.09 8.66 7.68 8.51 7.88 8.26
Bactéries lactiques sur M17 (UFC/ml)’10 316.5 | 612.30| 437.5 780.8 912.4 2235 837.2 957.748.29 | 839.15
Logl10 (UFC/ml) 9.50 9.78 9.64 9.89 9.96 9.34 9.92 9.98 9.73 9.92
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2-2-3 Numération des coliformes totaux et fécaux

Les coliformes représentent un groupe de contartsnes important du lait et des
produits laitiers comme les laits fermentés. Cd d@xcellents indicateurs d’'une contamination
fécale ancienne ou récente.

Les coliformes totaux sont présents dans 12 édloastde laits fermentés traditionnels
analysés. Les teneurs de ces laits en coliformasxcet fécaux sont données par le tableau N°
VII. Les résultats d’analyse par le test statiicANOVA a un facteur montre une différence
significative entre les teneurs en coliformes tatales 20 laits fermentés traditionnels.

On constate que le nombre de colifortoégux dans les laits fermentés traditionnels
varie de 7.19UFC/ml (2,84 Logo UFC/ml) & 1260.1DUFC/ml (5,10 Logo UFC/ml) avec une
moyenne de (298+49,3)10FC/ml [(4,47+0,07) Log, UFC/m].

Le LFT3 présente la teneur la plus élevée enarofiés totaux, sa teneur est de 1260.10
UFC/ml (5,10 Logo UFC/mI) tandis que le LFT2 présente la teneurias faible, 7.16 UFC/ml
(2,84 Logo UFC/ml).

Cependant, les laits LFT5, LFT7, LFT8, LFT9, LFTA(;T13, LFT16 et LFT17 ne
renferment pas de coliformes totaux.

L’examen de ces résultats nous montre que la n@jdas laits fermentés traditionnels
analysés sont contaminés par les coliformes totaux.

Les coliformes fécaux sont présents uniquement daate laits fermentés traditionnels
(LFT3, LFT15, LFT19, LFT20). Leur teneur varie dg.2G UFC/mI (2,39 Logy UFC/mI) a
46.1G UFC/ml (3,66 Logo UFC/mI) avec une moyenne de (18+2,03)LGC/ml [(2,97+0,04)
Logio UFC/ ml]. Les résultats obtenus sont donnés ptatlieau VII.

Le LFT3 est le plus riche en coliforme fécaux,tsaeur est de 46.1QJFC/ml (3,66
Logio UFC/ml) tandis que le LFT 20 présente la tenauplus faible, 2,5.F0UFC/ml (2,39
Logio UFC/m

Les laits fermenté traditionnels LFT1, LFT2, LFT&T5, LFT6, LFT7, LFT8, LFT9,
LFT10 LFT11, LFT12, LFT13, LFT14, LFT16, LFT17, LE® ne renferment pas de coliformes
fécaux.

La présence de coliformes dans les laits fermetrigditionnels analysés pourrait
s’expliquer par plusieurs facteurs. D’apres ROBINE@t TAMIME (2006) [I'utilisation
d’'ustensiles non stérilisés, mauvaises conditianfabrication, absence de traitement thermique
des laits avant ou apres la fermentation sont tineent responsables de la contamination par les
coliformes.

En effet, aucun des laits fermentés traditionragialysés n’avait subi un traitement
thermique en amont ou en aval de la fermentation.

D’aprées HAMAMA (1989) le nombre important des nai@rganismes de
contaminations fécales peut étre la conséquenage diaultiplication rapide et massive de la
flore fécale initialement présente dans le laiisétidans la préparation du produit fermenté.

La présence de coliformes dans les laits fermetrigditionnels analysés pourrait
egalement étre expliquée par le pH moins acidecdesderniers. En effet, le pH minimum de
croissance dEscherichia colise situe entre 4.3 et 4.4 or la valeur du pH |z glevée est 4.90,
ce qui pourrait éventuellement expliquer la craisea des coliformes dans certains laits
fermentés traditionnels.
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Les laits fermentés traditionnels ne présentastdscontamination par les coliformes
sont caractérisés par des valeurs de pH un peuahiss. En effet la plus faible valeur de pH
pour ces laits est de 4.02.

Nos résultats sont comparables a ceux obtenuslp&HARA et al 2004) en effet cet
auteur a constaté que la présence d’entérobactdsies les laits fermentés traditionnels est
proportionnelle aux pH des laits, il note une abseawotale de coliformes dans les laits qui ont un
pH < 4.5.

La présence de coliformes fécaux dans les laitedntés traditionnels LFT3, LFT15
LFT19 et LFT20 témoigne d'une contamination fécaézente. Leur présence d’aprés
MARSHALL (1987) dans un lait fermenté traduit deuwaises conditions d’hygiéne au cours
de la préparation et de la conservation.

Le LFT 5 et 7 ne présentent pas de teneur eroaolds totaux et fécaux malgré que leur
pH soit de 4.48 et 4.72 respectivement. Ceci pdustexpliquer soit par un bon respect des
conditions d’hygiéne au cours de la préparatioh gai leur inhibition par certaines substances
produites par les bactéries lactiques telles gabadetériocines, le peroxyde d’hydrogene ou bien
par les systemes inhibiteurs présents naturelledeed le lait tels que le lysozyme ou le systeme
lactoperoxydase.

Nos résultats sont assez comparables a ceux abpamud’'autres auteurs avec d’autres
laits fermentés traditionnels.

La teneur en Entérobactéries du lait fermentéttoahel Kule naoto(Kenya) déterminée
par MATHARA et al (2004) se situe entre 4.9L@get 9.4Log,. Celle dulben marocain
déterminée par TANTAOUI-ELARAKIet al (1983) se situe entre 4331UFC/ml et 85.1%
UFC/ml avec une moyenne de 56 L0FC/m.

De méme que la teneur en coliformes totaux duféamenté traditionnel d’Afrique du
sud déterminée par BEUKES al.(2001) se situe entre 1,58110FC/ml et 3,2.18UFC/ml tandis
que celle des coliformes fécaux est de .5 7.18 UFC/mI respectivement. L’absence de
coliformes dans les huit laits fermentés traditielsnanalysés pourrait étre due a l'acidité qui
représente un moyen de conservation a courte derées laits produits fermenté traditionnels.

2-2-4 Numération des levures et moisissures

Les levures et les moisissures représentent us gubupe de contamination du lait et
des produits laitier tels que les laits fermentaditionnels. Les teneurs en levures et moisissures
sont données par le tableau VII. Les résultats aliae par le test statistique ANOVA a un
facteur montre une différence significative eng® teneurs en levures et moisissures des 20 laits
fermentés traditionnels.

Les levures et les moisissures soésgurtes dans tous les laits fermentés traditionnels
analysés. Leur taux se situe entre 11,6UBC/ml (8,06 Logy UFC/mI) et 225.10UFC/ml (9,35
Logio UFC/mI) avec une moyenne de (103,66+59,6)46C/ml [(9,01+0,24) Log, UFC/ml].

Le LFT18 présente la teneur la plus élevée en ésv@t moisissures, cette derniere est de
225.10 UFC/ml (9,35 Logo UFC/mI). Tandis que la teneur la plus faible edtecdu LFT 1 qui
est de 11,6.70UFC/ml (8,06 Logy UFC/m).

D’aprés ces résultats, on constate que les kitsentés traditionnels analysés sont tres

riches en levures et moisissures. Leur présencalestessentiellement a des accidents de
fabrication et a diverses contaminations de cesieiex.
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Tableau VII : Teneurs des laits fermentés traditionnels en coliés totaux et fécaux et en levures et moisissures.

LFT1 LFT2 LFT3 LFT4 LFTS LFT6 LFT7 LFT8 LFT9 LFT10

Coliformes totaux (UFC/ml).f0 12 7 1260 780 0 1235 0 0 0 0
Log10 (UFC/ml) 3.07 2.84 5.10 4.90 0 5.09 0 0 0 0
Coliformes fécaux (UFC/ml).f0 0 0 46 0 0 0 0 0 0 0
Log10 (UFC/ml) 0 0 3.66 0 0 0 0 0 0 0
Levures et moisissures (UFC/mI)/10 11.6 193.6 23.3 30.75 93 123 95.7 97.15 129.3 19
Log10 (UFC/ml) 8.06 9.28 8.36 8.48 8.96 9.08 9.99 8.99 9.11 8.23
pH 4.60 4.80 4.76 451 4.48 4.90 4.72 4.14 4.29 4.31
Tableau N VII : Teneurs des laits fermentés traditionnels en qotiés totaux et fécaux et en levures et moisisgstate)

LFT11 | LFT12 | LFT13 | LFT14 | LFT15 |LFT16 |LFT17 |LFT18 |LFT 19| LFT20
Coliformes totaux (UFC/ml).f0 9 13 0 120 19 0 0 35 74 16.3
Log10 (UFC/ml) 2.95 3.11 0 4.07 3.27 0 0 3.54 3.86 3.21
Coliformes fécaus (UFC/ml).%0 0 0 0 0 35 0 0 0 20 2.5
Log10 (UFC/ml) 0 0 0 0 2.54 0 0 0 3.30 2.39
Levures et moisissures (UFC/mI)/10 69.7 133.7 201.9 79.1 157 96.2 85 225(7 117 9115
Log10 (UFC/ml) 8.84 9.12 9.30 8.90 9.19 8.98 8.92 9.3b 9.06 8.96
pH 451 4.70 4.12 4.89 4.61 4.17 4.02 4.58 4.69 4.81
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En effet, d'apres FLEET (1990) la contamination thts fermentés traditionnels par
les levures et moisissures est due principalemextcantaminations par I'environnement, le
mateériel, I'équipement utilisé et le personnelréme.

D’apres ROBINSON et TAMIME (2006) l'origine de cesontaminations est
principalement le mode de fabrication qui est tatgoprimitif. En effet, nos laits fermentés
traditionnels sont tous préparés suivant un mouhaififr(absence de traitement thermique du lait
ni en amont ni en aval de la transformation, trasivaises conditions d’hygienes, etc...).

Les teneurs élevées en levures et moisissuresguentr s’expliquer par le faite que ces
micro-organismes tolérent bien l'acidité et ne préent pas d’exigences nutritionnelles
particuliéres comparativement aux bactéries laetqu

Selon ROOSTITA et FLEET (1996) les levures etrtessissures croissent parfaitement
dans le lait grace a leur capacité a tolérer dea@étes, une faible activité de I'eau et également
leur capacité a utiliser les constituants du larhme les protéines, I'acide lactique et le citrate.

De plus, d’'apres NARVHUS et GADAGA (2003) beaucod@ souches de levures
peuvent assimiler le galactose et le lactate idaunétabolisme de bactéries lactiques.

Nos résultats sont assez comparables a ceux abpamud’'autres auteurs avec d’autres
types de laits fermentés traditionnels.

La teneur en levures du lait fermenté traditionRa&b (soudan) déterminée par
ABDELGADIR et al (2001) se situe entre 7,19L.g@t 7,64Logo. Celle duAmasj lait fermente
traditionnel du Zimbabwe rapportée par GADAGA al (2001) se situe entre 2Laget
8,08Logo.

MATHARA et al (2004) rapportent également une teneur de 58Lpgur le lait
fermenté traditionnel du Kenyd&ule naototandis que TANTAOUI-ELARAKIet al (1983)
rapportent une teneur de 10,Z.WFC/ml pour ledbenmarocain.

Les levures et les moisissures ainsi que les hastéactiques représentent les flores
majoritaires des laits fermentés traditionnels yged. Ces teneurs élevées pourraient supposer
une éventuelle interaction positive entre ces dgaxypes de micro-organismes.

En effet, d'apres GADAGA et NARVHUS (2003) desteractions positives ou
négatives peuvent se développer entres les lewirdses bactéries lactigues au cours du
processus de fermentation du lait.

De plus, GADAGAet al (2001) ont constaté que la croissance de certaimgshes de
Lactobacilluset de Lactococcusen co-culture avec cingq souches de levure daraitleest
meilleure. De méme que la croissance de deux seu#eactococcuen présence déandida
kefir 23 était meilleure sur le lait.

D’aprés NARVHUS et GADAGA (2003), l'interaction tesde nature métabolique, les
levures protéolytiques fournissent des acides asniibées tels que la leucine, phénylalanine,
lysine, arginine, glutamate et certains facteursrdessance aux bactéries lactique. Ces derniéres
guant a elles fournissent aux levures du,C@u lactate et du galactose, sucre facilement
assimilables pour les souches Lac-.

La présence de levures et de moisissures en sgenhiec les bactéries lactiques dans
les laits fermentés traditionnels est indispensable effet, d’apres GUIRAUD et GALZY
(1980) elles contribuent a déterminer les quabtgmnoleptiques spécifiques du produit telles la
saveur, I'odeur et le godt.
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2-2-5 Recherche d&taphylococcus aureus et des Salmonelles

Les germes pathogenes tels @iephylococcus aurewes les Salmonelles sont parmi les
germes le plus redoutables dans les produits alaites. Leur présence provoque une nette
détérioration de la qualité sanitaire du produit ietluit des risques majeurs pour le
consommateur.

Les résultats de la recherche &aphylococcus aureust de Salmonelles sont
représentés dans le tableau N°VIIl. Ces derniets modiquent 'absence totale de Salmonelle
dans tout les laits fermentés traditionnels analyséis une présence 8¢aphylococcus aureus
dans certain d’entre eux.

La présence détaphylococcus aureudans certains échantillons analysés pourrait
s’expliquer par les conditions d’hygiénes tres ronédis et par le faite que le lait de départ
constitue un milieu trés favorable pour leur cramss et leur multiplication du faite que les
Staphylocoques ne présentent pas d’exigencesiontrles particulieres.

De plus, d'aprées GUIRRAUD (2003%taphylococcus aureuprésente une bonne
capacité de développement dans différentes conditie température et de pH.

Leur croissance pourrait également étre expliguagdes valeurs de pH moins acides de
ces laits fermentés traditionnels.

En effet, les laits fermentés traditionnel LFTIET4, LFT5, LFT7, LFT10, LFT12,
LFT14, LFT15, LFT18, LFT19 et LFT20 sont contansrgarStaphylococcus aurewt leur pH
se situe entre 4,31 et 4,89.

D’aprés DACOSTA (2000), le pH minimum de croissadeStaphylococcus aurewest
4,3. Les valeurs du pH de ces laits fermentéstioadiels pourraient donc étre favorables a la
croissance et a la multiplication 8¢aphylococcus aureus

L’absence dé&taphylococcus aureutans les autres laits fermentés traditionnelsrpdur
étre expliquée par les valeurs du pH un peu pligeac

Les laits fermentés traditionnels LFT8, LFT9, LFT16-T17, ne présentent pas de
contamination paBtaphylococcus aureuteur pH se situe entre une valeur minimale de 4,0
pour le LFT 17 et une valeur maximale de 4,29 pelwFT 9. Ces valeurs de pH sont au dessous
de la valeur du pH minimum de croissanceStEphylococcus aureus

D’aprées DACOSTA (2000), les micro-organismes pgémes cessent de croitre et
meurent éventuellement en dessous de leur pH mimidaicroissance.

L’absence détaphylococcus aurewdans les laits fermentés traditionnels LFT 2 LFTS3,
LFT6 et LFT11 pour lequel le pH est supérieur apgh8rrait aussi étre expliquée soit par une
absence de contamination soit par une contaminatone d’'une inhibition de la croissance
eventuellement par certains produits meétaboliques #actéries lactiques tels que les
bactériocines ou le peroxyde d’hydrogene.

Nos résultats sont comparables a ceux rappoateglfautres auteurs avec d’autres laits
fermentés traditionnels. En effet, EL-BARADEt al (2008) rapportent une teneur de 2Lpode
Staphyococcus aureusns le lait fermenté traditionnel d’EgyptZ ABADY». BEUKES (2001)
signale également la présence Staphylcoccus aureudans les laits fermentés traditionnels
d’Afrique du sud.

De méme que HAMAMA (1989) a mentionné une teneur 7@elG UFC/ml de
Staphylococcuaureusdans le fromage frais marocain, un produit lafis@menté traditionnel.
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Tableau VIII . Résultats de la recherche S@phylococcus aurewet des Salmonelles dans les
laits fermentés traditionnels.

Echantillons | Staphylococcus aureus | Salmonelles
LFTO1 + -
LFTO2 - -
LFTO3 - -
LFTO4 + -
LFTO5 + -
LFTO6 - -
LFTO7 + -
LFTO8 - -
LFTO9 - -
LFT10 + -
LFT11 - -
LFT12 + -
LFT13 - -
LFT14 + -
LFT15 + -
LFT16 - -
LFT17 - -
LFT18 + -
LFT19 + -
LFT20 + -
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Les Salmonelles sont absentes dans tous les dldrentianalysés, ceci pourrait
s’expliquer par les faibles valeurs du pH de cesaides.

En effet, d’aprés DACOSTA (2000) et KHELE&t al (2006) le pH minimum de
croissance et de multiplication des Salmonellesitse autour de 4,5.

Cette absence pourrait étre également expliquédiplaibition de leur croissance au
cours du processus de fermentation par certainbstawces a activité antimicrobienne des
bactéries lactiques telles que les bactériocinesequeroxyde d’hydrogene. D’autres facteurs
peuvent également provoquer linhibition de ces térdes Gram négatif, le systéme
lactoperoxydase qui génere I'ion OSGNpartir du HO; et du thiocyanate. L'ion OSCN- est un
oxydant tres sélectif et puissant, il endommagec aafficacité la paroi des bactéries Gram
négatif en limitant par conséquent leur croissaideur multiplication dans le lait.

Les résultats présentés dans cette étude saréadé contamination (coliforme totaux et
fécaux, levures et moisissure ainsi que les gepadwogenes) montrent que les laits fermentés
traditionnels analysés sont de mauvaise qualitéamiclogique. Pour cela une utilisation d’'un
lait cru de trés bonne qualité microbiologique (b®mygiene de traite, traitemement thermique
et une réfrigération rapide et adéquate du laiesma production jusqu’a sa transformation)
dans la fabrication de ces laits fermentés trautitéts reste d’'une grande importance.

2-3 Isolement et screening d'isolats de Lactococcyzoducteurs de bactériocines
2-3-1 Isolement

Au cours de notre étude, nous avons isolé, pudfikconservé 65 isolats lactiques
appartenant présemptivement au gdraetococcusa partir de 20 échantillons de lait fermenté
traditionnel.

Nous avons utilisé deux méthodes d’isolement damsouci d’avoir un maximum de
souches différentes, la méthode d’ensemencemeniréace et la méthode d’ensemencement en
masse ou en profondeur.

L'isolement a été également réalisé sur le miktl IKER + Actidione car ce dernier
d’apres LARPENT et LARPENT (1997) est tres adaptérpa recherche et I'isolement des
especes du genkactococcus partir du lait et des produits laitiers.

53 souches sont isolées en surface tandis queordisolées en profondeur. Cette
différence pourrait s‘expliquée par le faite que éspeces du genkactococcudolerent mieux
la présence de I'oxygene comparativement aux aasesces lactiques.

D’aprées DESMAZEAUD (1983), les espéces du gdraetococcusse protégent mieux
contre l'oxygéne grace a la superoxyde dismutasmaaganése qui est absente chez les
Lactobacillus par exemple. Tous les isolats sont des coccis Grasitif, catalase négative,
oxydase négative, peuvent croitre a 10°C maisap&s’C et homofermentaires. Les principales
caractéristiques des 65 isolats isolés a partirafetaits fermentés traditionnels sont données
dans le tableau N°IX.

On constate d’apres nos résultats une grandebi@éamorphologique des colonies des
différents isolats. Cette variabilité atteste dedaabilité des souches ayant données naissance a
ces colonies.

On constate également que pour certains isoletsjl@s, I'aspect des colonies change
au 2™ isolement. Ceci pourrait s’expliquer par une (desriation(s) de conditions
d’environnement dans lequel évoluent ces cellwastEeur mise en culture sur milieu solide.
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En effet, les colonies caractéristiques du prem@ement sont nées a partir des cellules
repiquées directement a partir des laits fermemta@ditionnels (présence d'un stress acide)
tandis que les colonies caractéristiques du dewitssmlement sont nées a partir de cellules
repiquées a partir du bouillon ELLIKER (environnemeoptimum pour la croissance des
Lactococcuset incubées dans de conditions optimales desaonce.

Sachant que les laits fermentés traditionnelsdest pH acides, les bactéries lactiques
pourraient souffrir du stress causé par I'aciduégrlieu.

D’aprés HARTCKet al (1996) des modifications morphologiques, physialogs et
meétaboliques sont induites chez les souched al#ococcusexposées au stress acide. Le
catabolisme protéique est le plus touché, la sgettde beaucoup de protéines est réprimée
comparativement aux bactéries évoluant dans unr@mement normal. Ces changements
physiologiques provoqués par I'adaptation au steesde pourraient induire des changements
morphologiques des cellules et par conséquentd@gges colonies issues de ces dernieres.

2-3-2 Screening d’isolats de Lactococcus productesude bactériocines

Au cours de notre étude de screening, nous avdiis® udeux variantes de la méthode
indirecte de détection de souches lactiques pradastde bactériocines : la méthode double
couche et la méthode diffusion en puits. Nous awdmwisi cette méthode indirecte car d’aprés
TAGG et al (1976) elle offre plus de sensibilité dans la diéb® de souches Bac+ que la
méthode directe.

Nous avons également utilisé une souche sensikléactériocines Listeria innocuaF,
cette souche nous a été procurée par I'école Afgmentaire de NANTE (INITIA), France.
Cette souche est Gram +, catalase + et I'aspemtostiopique montre de petits bacilles. La
densité optique utilisée est 0,08 & 625nm et elteesponde & une concentration d&WeC/ml.

Le milieu utilisé pour 'ensemencement en surfaee idolats lactiques est le M17 car ce dernier
contient dans sa composition un agent tampon dul@Brglycérophosphate de sodium.

2-3-2-1 Méthode double couche :

Au cours de la réalisation du screening par lahow# double couche, nous avons
effectué I'incubation en anaérobiose des isolatigaes ensemencés en surface sur M17 et ceci
pour éviter toute possibilité de formation du pemex d’hydrogéne.

Sur les 65 isolats lactiques testés par la métdodéle couche, deux isolats, LFT26 et
LFT61 ont présentés des inhibitionsldsteria innocuaF. Les zones d’inhibition sont claires et
uniformes. Leurs diamétres sont de 8+0,15mm pasoldt LFT26 et 6+0,21mm pour l'isolat
LFT61. Les zones d’inhibition sont représentéesnageau des photos de la figure 17 pour
l'isolat LFT26 et la figure 18 pour l'isolat LFT61.

Les souches lactiques au cours de leur evolutidrdevellopées un pouvoir inhibiteur
sur beaucoup d’autres souches du monde microbiette @hibition est due a la sécrétion par
ces dernieres de substances inhibitrices tellesegugEcides organiques, le peroxyde d’hydrogéne
ou les bactériocines qui leurs conférent un avansaectif considérable dans un écosysteme
microbien. Les inhibitions observées conttesteria innocua F pourraient étre dues aux
bactériocines car l'effet du pH et du peroxyde diogene ont été éliminé. L'effet du pH est
neutralisé par le B-glycérophosphate de sodium et I'effet du peroxytleydrogene est
egalement supprimé par l'incubation en anaéroliesdasolats lactiques.
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Tableau IX : Principales caractéristiques des isolats isoléwtir ples 20 laits fermentés traditionnels.

o : eye

N® isolat Aspect de la colonie au *l isolement Aspect de la colonie au'Z’ Gram et morphologie Catalase| Oxydased

etdu LFT isolement

01 (1) Trés pet@es,_rondes, blanches laiteusd3etites, b!anqhes laiteuses, ronde§: coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 lé@nent - )
contour régulier contour régulier.

02 (1) Trés peU{es, .rondes, blanches laiteusd3gtites, b,lanqhes laiteuses, ron jglrscoccis, diplocogues, chainettes de 3 4 4 éléments - )
contours régulier contour régulier,.

03 (1) T(es petites, Ien,tlcu_la|res ,blanchePetites, blgnches laiteuses, ronde§; coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
laiteuses, contour régulier contour régulier.

04 (1) Trés pet@es,_blanches laiteuses, rondé@pyenngs, opaques a contouiy coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier. translucide

05 (1) Tres  petites, bllanqhes laiteus Pdfoyennes, - opaques  a contouiy coccis, diplocoques, chainettes de 3 a5 él&ment - -
convexes, contour régulier. translucide, convexes

06 (2) Trés petites, plates, blanches laiteus @soyennes, plates, bIanchegr’ coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
rondes laiteuses, rondes

07 (2) Tr_es petites, qutlcu_la|res, blanchePetites, b!anqhes laiteuses, ronde§; coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
laiteuses, contour régulier contour régulier

08 (2) Trés pet@es,_rondes, blanches laiteusd3etites, b!anqhes laiteuses, ronde§: coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier contour régulier

09 (2) Moyenne§, k_JIanches laiteuses, - ronfiédoyennes, blanches Ia|t’eus_es+’ coccis, diplocoques, chainettes de 3 a5 él&nent - -
contour régulier rondes convexes, contour régulier

10 (2) Moyenne§, k_JIanches laiteuses, - ronfiédoyennes, blanches Ia|t’eus_es+’ coccis, diplocoques, chainettes de 3 a5 él&nent - -
contour régulier rondes convexes, contour régulier
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Tableau IX : Principales caractéristiques des isolats isoléxtr jples 20 laits fermentés traditionnels (suite)

o : aye

N® isolat Aspect de la colonie au* isolement Aspect de la colonie au? Gram et morphologie Catalase| Oxydasd

et du LFT isolement

11 (3) Grandes,, bl_anches laiteuses, rondeSrandes, blan(;hes_ Ialteuse.s{ coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier rondes, contour régulier

12 (3) Grandes,, bl_anches laiteuses, ronde&Srandes, blanghes_ Ialteuses#_, coccis, diplocoques, chainettes de 3 & 4 élé@nent ) )
contour régulier rondes, contour régulier

13 (3) Tr_es petites, Ien'ElcuI_aures, blanchePetites , blanches Ialtguseer’ coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
laiteuses,, contour régulier convexes, rondes, contour régulier

14 (4) Moyenne§, k_JIanches laiteuses, - ronfiddoyennes, blarjche_s |a|teuses+’ coccis, diplocoques, chainettes de 3 a5 él&nent - -
contour régulier. rondes contour régulier.
Tres petites, lenticulaires, blanches, i i L . s oo

15 (4) P L Petlte§, blanches Ia|}eu§es, rondeqs_,, coccis, diplocoques, chainettes de 3 a5 él&sne - -
contour régulier bombées, contour régulier

16 (4) Petlte§, blanches Ial}euses, rondes Moyenne, blapches Ialteusqs, .| + coccis, diplocoques, chainettes de 3 a 5 éléments - -
bombées, contour régulier rondes bombées, contour régulier

17 (4) Petlte§, blanches Ial}euses, rondes Moyenne, blapches Ialteuse§, | +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 & 5 élénent - )
bombées, contour régulier rondes bombées, contour régulier

. ) .

18 (5) Grandes, bIanche,s Ia!teuses, convexes,Grandes, bIancht::‘s Ie_uteuses, +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
rondes, contour régulier rondes contour régulier

19 (5) Trés peutgs, I_entlculalres, blanches, Petites, b!anc_hes laiteuses, ronde§_, coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier contour régulier

20 (5) Trés peutgs, I_entlculalres, blanches, Petites, b!anc_hes laiteuses, ronde§’ coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 lé@nent - )
contour régulier contour régulier
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Tableau IX : Principales caractéristiques des isolats isoléxtr ples 20 laits fermentés traditionnels (suite).

o : aye

N® isolat Aspect de la colonie au* isolement Aspect de la colonie au? Gram et morphologie Catalase| Oxydasd

et du LFT isolement

21 (5) Petites, opaques a contour translucide Moyenngs, bIanchg Ialt.euses, +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 4 élé@nent - )
rondes rondes a contour régulier

22 (6) Moyenne§, bI_anches laiteuses, rondes| Moyennes, blanches Ialteus,es, | +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 2 5 élénent - )
contour régulier rondes convexes, contour régulier

23 (6) Moyenne§, bI_anches laiteuses, rondes| Moyennes, blanches Ialteus,es, | +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 2 5 élément - )
contour régulier rondes convexes ,contour régulier

24 (6) Petites, créemes, rondes contour réguIiePet'teS’ cremes, rondes bombees,+’ coccis, diplocoques, chainettes de 3 a 5 él&ment - -

contour régulier

25 (6) Trés peUte/s, I_entlculalres, blanches, Petlte§, blanches Ial,teus_es, ronde§’ coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier bombées, contour régulier

26 (7) Grandes, blanches If';utegses, rondes, | Grandes, blanches Ialteuses,, +. coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 4 élé@nent ) )
convexes, contour régulier rondes convexes, contour régulier

28 (7) Trés peUte/s, rpndes, blanches laiteusesMoyennes , blgnches Ialteus’es,_ +. coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier rondes, bombées, contour régulier

29 (7) Trés peUte/s, rpndes, blanches laiteusep Petites, b!anc_hes laiteuse, rondesq_’ coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 lé@nent - )
contour régulier contour régulier

30(7) Petites, cremes, rondes contour régu"e}\/loyennes,, creme, rondes, +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 a5 él&ne - -

contour régulier

31 (8) P'etltgs, lenticulaires, blanche, contour | Petite, ron'des., blanches Ia|teusesjr coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 5 éléments - )

régulier contour régulier.

70



PARTIE Il

ETUDE EXPERIMENTALE

Tableau IX : Principales caractéristiques des isolats isofgatir des 20 laits fermentés traditionnels (suite)

o : eye

N® isolat Aspect de la colonie au*l isolement Aspect de la colonie au'Z’ Gram et morphologie des cellules Catalase Oxydas

etdu LFT isolement
Petites, lenticulaires, blanche, contour | Petite, rondes, bombées, blanchei I . N 2

32 (8) Py . P , coccis, diplocoques, chainettes de 3 & élément - -
régulier laiteuses, contour régulier

33 (8) Grandes, blanches If';utegses, ronde, Grandes, blanch(?s Ia_uteuses, +, coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent ) )
convexes, contour régulier rondes contour régulier

34 (8) Grandes, blanches If';utegses, ronde, Grandes, blanchgs Ia_uteuses, +, coccis, diplocogues, chainettes de 3 a 5 élénent . )
convexes, contour régulier rondes contour régulier

35 (9) T,res petites, blanches, rondes, contour Moyer]nes, bIanche§, ro.ndes +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
régulier bombées, contour régulier

36 (9) P,etlt(_as, blanches laiteuses, contour Petlte§, blanches Ialyeuses, ronde§_, coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
régulier, rondes,. bombées, contour régulier

37(9) T,res petites, blanches, rondes, contour Moyenneg, blanches, rondes, +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 4 él@nent - )
régulier contour régulier

38 (9) Trés petites, plates contour régulier, Petites, p!ate‘_s,, blanches Ia|teuses+’ coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
blanches contour régulier

39 (10) Grandes,,blanches laiteuses, rondes, | Grandes, bIar]ches Ia|teuse§, | +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 & 4 élénent - )
contour régulier rondes bombées, contour réguliers

40 (10) Trés pet|t’es, I_entlculalres, blanches P,etlte_s, blanches, rondes, contour+' coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier régulier

41 (10) Moyenne§, bl_anches laiteuses, rondes| Moyenne, bla,nches Ialteus?s, | +, coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier ronde, bombées, contour régulier
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Tableau IX : Principales caractéristiques des isolats isoléxtr ples 20 laits fermentés traditionnels (suite).

o : aye

N® isolat Aspect de la colonie au? isolement Aspect de la colonie au'Z’ Gram et morphologie des cellules Catalase¢  Oxydas

etdu LFT isolement

42 (11) Petite, créme, rondes, contour régulier Moyennes, crémes, rondes, +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 a 5 él@nent - -

contour régulier

43 (11) Trés petites, blanchgs Iqlteuses, rondesPetites, blanches Ial'Eeus_es, ronde§,’ coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
convexes, contour régulier convexes, contour régulier.

44 (11) T,res petites, translucides, rondes, contoEﬂetlte§, translumdes,, rondes +, coccis, diplocoques, chainettes de 33 4 diésne ) )
régulier bombées, contour régulier

45 (12) Moyenne§, bl_anches laiteuses, rondes| Moyennes, bla,nches Ialteusgs, | + coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 5 éléments - )
contour régulier rondes, bombées, contour régulier

46 (12) Grandes,,blar_wches laiteuses, rondes, | Grandes, blanche,la|t_euses, +, coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent ) )
contour régulier rondes, contour régulier

47 (12) T,res petites, créme, rondes, contour Moyenne§, cremes, ronde, +, coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - i
régulier contour régulier

48 (13) Petite, blanches Ialtegses:, rondes, Petlte,,blanches Ialtgusgs, rondes+’ coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
convexes, contours régulier bombées, contour régulier

49 (13) Moyenne§, bI_anches laiteuses, rondes| Moyennes, blqnches Ialteusgs, | +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 & 4 élé@nent - )
contour régulier rondes, bombées, contour régulier

50 (14) P'etlt(_a, blanches laiteuses, plates, cont)lMpyennes, plates, blgnches +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 5 él@nent - )
régulier laiteuses, contours régulier

51 (14) P'etlt(_a, blanches laiteuses, plates, cont)lMpyennes, plates, l?lan_ches +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 5 él@neft - )
régulier laiteuses, contour régulier
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Tableau IX : Principales caractéristiques des isolats isoléxtr ples 20 laits fermentés traditionnels (suite).

o : aye

N® isolat Aspect de la colonie au? isolement Aspect de la colonie au'Z’ Gram et morphologie des cellules Catalase¢  Oxydas

etdu LFT isolement

52 (14) (%randes, cremes, rondes, contour Grand}es, cremes, rqnde_s +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 a 5 él&nent - -
régulier bombées, contour régulier

53 (15) Trés pet|t’es, I_entlculalres, blanche, Petite, ror’1de§, blanches Ia|teuses4_’ coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier contour régulier

54 (15) Trés pet_|te’, blqnches laiteuses, rondes Petlte§, blanches Ial,teus_es, ronde§,’ coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour irrégulier bombées, contour régulier

55 (16) P,etlte_, lenticulaires, blanches, contour | Moyenne, blanchgs Ia_uteuses, +, coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 4 élé@nent - )
régulier rondes, contour régulier

56 (16) moyennes, bl_anches laiteuses, rondes| Grandes, blaqches Imteuse:s, | +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 & 5 él@nent - )
contour régulier rondes bombées, contour régulier

57 (17) Moyennes, créme, rondes, contguBrandes, cremes, rondes bombée, coccis, diplocoques, chainettes de 3 a 5 élesnent
régulier contour régulier

58 (18) Trés peutgs, I__ent|cula|res, blanches, | Moyennes, bIancr)es !alteuses, + . coccis, diplocoques, chainettes de 33 4 diésne ) )
contour régulier rondes, contour régulier

59 (18) l\/]oye_nnes, blanches, plates, contour | Moyenne, blancr]es I.a|teuses, + coccis, diplocoques, chainettes de 3 a5 éléments - -
régulier plates, contour régulier

60 (18) Petite, blanche Ia|tegses_, rondes, Moyennes, blanches Ialteusgs, +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
convexes, contour régulier rondes, convexes, contour régulier

61 (19) Trés peutgs, I_entlculalres, blanches, P,etlt(_as, blanches, rondes, contour+’ coccis, diplocogques, chainettes de 3 4 5 élé@nent - )
contour régulier régulier
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Tableau IX : Principales caractéristiques des isolats isofgatr des 20 laits fermentés traditionnels (suite)

o H aye

N® isolat Aspect de la colonie au* isolement Aspect de la colonie au'Z’ Gram et morphologie des cellules Catalase Oxydase

etdu LFT isolement

62 (19) petites, b[anc_hes laiteuses, rondes, Moyennes, bIancr)es laiteuses, +, coccis, diplocogues, chainettes de 3 4 4 él@nent - )
contour régulier rondes, contour régulier

63 (19) Grandes,,blar_wches laiteuses, rondes, | Grandes, blanf:hes Ialteuse§, | +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 & 5 élénent - )
contour régulier rondes, bombées, contour régulier

64 (20) P,etlte_s, lenticulaires, blanches, contou P,etlte_s, blanches, ronde, contouy +, coccis, diplocoques, chainettes de 3 & 5 él@nent - i
régulier régulier
Moyennes, blanches laiteuses, rondes Moyennes, blanches laiteuses

65 (20) Y ' ' foncées au centre, rondes, contguk, coccis, diplocogues, chainettes de 3 & 4 él&nent - -

contour régulier

régulier
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Cependant, les zones d’inhibition observées sontfailde diamétre, ceci pourrait
s’expliqué par le faite que la concentration ddsstances inhibitrices est trés faible autour de la
colonie de I'isolat producteur et/ou par la comporidu milieu dans lequel diffuse la substance
inhibitrice.

En effet, d’aprés HOOVEIRt al (1989) lep-glycérophosphate de sodium inclus dans la
composition du milieu M17 interfere négativemenea@ua diffusion des bactériocines. La
diffusion de la bactériocine produite pRedicoccus acidilacticPO2 est fortement influencée
par cet agent tampon.

Des cas d’inhibition par les bactéries du gdraetococcusontre des especes du genre
Listeria ont été observées par plusieurs auteurs en utilisn méthode double couche.
GONZALEZ et al (2007) ont détecté six souchesl@etococccussolées et cultivées sur M17 a
partir du fromage traditionnel d’Espagne et quispréent une activité inhibitrice contresteria
monocytogene€ECT4031.

BENKERROUM et al (2000) ont détecté neuf soucheslL@etococcus lactissolées et
cultivées sur M17 a partir du fromage traditionadel Maroc ¢ben» et qui présentent des
aptitudes d’inhibition contreisteriamonocytogeneATCC7644.

De méme que ELTOMANIet al (2002) ont isolé sur MRS quatre souches de
Lactococcus lactis(R9/1, R9/2, R10/1 et R35) a partir du lait ferméerraditionnel du
Maroc« Raib» et qui présentent également des propriétés iirbés contre Listeria
monocytogenesMAB 4d.

L'utilisation de cette méthode pour le screenimgsdbuches lactiques productrices de
bactériocine a I'avantage d’étre tres simple swldm pratiqgue. Cependant, les résultats de cette
derniere doivent étres impérativement veérifiés lpaméthode de diffusion en puits, car d’apres
LEWUS et al (1991) beaucoup de souches qui s’averent positiagec la méthode double
couche sont négatives en utilisant la méthode fliesain en puits.

2-3-2-2 Méthode de diffusion en puits

Au cours de cette méthode, les surnageants didsidactiques a tester sont préparés
puis ajustés a pH 7 avec du NaOH 1N.

Nous avons testés 65 isolats lactiques et lestaésudbtenus montrent que 63 isolats ne
présentent aucune zone d’inhibition tandis que deso¥at lactiques LFT26 et LFT61 ont
continué a montré des zone d’inhibition contigeria innocuaF.

Les zones d’inhibition obtenues avec cette métisodé supérieures a celles observées en
utilisant la méthode double couche. Ces derniasasde 14,5+0,85mm et 13,75+0,16mm pour
les isolats LFT61 et LFT26 respectivement. Les godienhibition sont représentées par les
photos les figures 19 et 20.

Cette observation pourrait s’expliquer par le fajtee la concentration des substances
inhibitrices est supérieure comparativement a éhode double couche car la croissance des
isolats en milieu liquide est meilleure qu’en muilisolide.
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Figure 17 :Photo montrant I'inhibition deisteria innocuaF par l'isolat lactique
LFT 26 par la méthode double couche

Figure 18 : Photo montrant I'inhibition deisteria innocuaF par l'isolat lactique
LFT 61 par la méthode double couche.
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On pourrait également expliquer cette différencalidenetre des zones d’inhibition par
la concentration deisteria innocuaF. En effet, dans la méthode double couche la curate®n
est approximativement de ®6ellules/ml tandis que celle utilisée dans la mééhdiffusion en
puits n’est que de feellule/ml.

D’aprés BENKERROUMet al (1993) la méthode diffusion en puits est préféralplus
recommandée que la méthode double couche car #ike mlus de sensibilité au cours du
screening des souches lactique Bac+.

On constate également que la nisine utilisée corémmin positif est active contre
Listeria innocua F, en effet certains auteurs comme BENKERROEMI (2000) ont rapporté
gue les souches du gertisteria sont sensibles a la nisine.

Le milieu ELLIKER pH 7 ne provoque pas d’inhibiiade Listeria innocuaF ceci
suppose que les constituants (peptides, sucres.). detenilieu ELLIKER pH 7 ne présente pas
d’activité inhibitrice contre.isteria innocuaF.

D’aprés ces observations, on pourrait dire quesldsstances inhibitrices dsasteria
innocua F sont issues du métabolisme des isolats lactiquks/és sur le milieu ELLIKER.
L’'ajustement du pH et 'incubation en anaérobioss $olats LFT26 et LFT61 nous permettent
de dire que linhibition n'est dd ni au pH ni aerpxyde d’hydrogene. Ces agents inhibiteurs
pourraient étre des bactériocines.

2-3-3 Elimination de I'effet des bactériocines

Les bactériocines sont connues pour étre des sptid des protéines plus ou moins
sensibles a la chaleur, cependant un traitemennigee de 30 min & 121°C permet de détruire
completement la protéine ou le peptide. Ce tess rmopermis également de voir I'effet du pH
acide sutisteria innocuaF.

Les surnageant non neutralisés des deux isoldtguas ont subis I'action du traitement
thermique de 121°C durant 30 min et les résultatsntrent aucune inhibition conttgsteria
innocuaF tandis que les surnageants non neutralisésretraibés thermiquement continuent a
montrer une inhibition. Les diamétres d’inhibitisont de 12,35+0,85mm pour l'isolat LFT 26 et
13,89+0,45mm. Ceci pourrait nous conduire a pegserles substances inhibitrices des isolats
LFT26 et LFT61 pourrait étre de nature protéidies résultats sont montrés par les figures 21
et 22.

La nisine est également sensible a ce traitemesetmique, son activité disparait
totalement. Le pH acide des surnageant qui est,22 pour l'isolat LFT26 ET 4,31 pour
lisolat LFT61 ne provoque pas d’inhibition désteria innocuaF. ceci pourrait éventuellement
s’expliquer par le type d’acide lactique produit pas derniers.

D’apres DUWAT et al (2001) lesLactococcusproduisent majoritairement de l'acide
lactique L(+), de plus les travaux de SUTR#al (1998) confirment que I'inhibition de certaines
espéeces bactériennes par l'acide lactique ne dépasdle la quantité d’acide lactique produit
mais elle est intimement liée a la forme indisse@tau type L(-) et D(+) de cet acide.

Nos résultats sont concordent avec ceux obtenusMiiafLEF et DILMI-BOURAS
(2009). En effet, ces auteurs ont également cangabsence d’inhibition contre certaines
espéeces pathogene commeoli et certaines souches @ostridium par les surnageant non
neutralisés de souchesldetococcuset traités thermiquement & 121°C durant 30min.
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Figure 19 :Photo montrant I'inhibition de I'isolat LFT26 caetListeria innocuaF par la
méthode de diffusion entpui
Fléches : noire: Témoin négatif (eau distillée)jaune : nisine pure(témoin positif, 10mg /ml) bleu :
milieu Elliker pH 7; Rouge :surnageant de l'isolat LFT26 neutralisé apH

Figure 20 : Photo montrant I'inhibition de I'isolat LFT61 coettisteria innocuaF par

la méthode de diffusionpaiits.
Fléches : noire:témoin négatif (eau distillée stérile)aune : nisine purgtémoin positif, 10mg /ml) bleu : milieu
Elliker pH 7; Rouge :surnageant de l'isolat LFT 61 neutralisé a pH 7.
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Figure 21: Photo montrant I'élimination de I'effet des bactéines du surnageant de
l'isolat lactique LFT2gar traitement thermique a 121°C pendant 30mi test

conttasteria innocuaF.
Fléches :noires: surnageant non neutralisé et non traité tharemtent rouges: surnageant non
neutralisé et traiter thermiquement.

NN

Figure 22 :Photo montrant I'élimination de I'effet des bactéines du surnageant de
l'isolat lactique LFT @hAr traitement thermique al121°C pendant 30mi test

conttasteria innocuafF.
Fléches :noires : surnageant non neutralisé et non traité thermigue ;rouges: surnageant non
neutralisé et traiter thermiquement.
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2-3-4 Démonstration de la nature protéique des sutances inhibitrices

Les inhibitions observées sur les surnageant déetssLFT26 et LFT61 ne sont dues ni
aux acides organiques ni au peroxyde d’hydrogeadrditement thermique nous a montré que
les zones d’inhibition de ces deux isolats dispaeait totalement apres 30 min a 121°C, ce qui
laisse penser que les substances inhibitrices gientrétres de nature protéiques. Cependant le
traitement thermique n’est pas un facteur détermid décisif de la nature des substances
inhibitrices.

Nous avons réalisé le traitement enzymatique disarit quatre enzymes protéolytiques :
a-chymotrypsine, trypsine, pepsine et la protéin@s€e traitement enzymatique a été réalisé en
utilisant deux méthodes : utilisation d’'une solatenzymatique (enzyme soluble) et utilisation
de I'enzyme en poudre.

Les résultats de I'étude enzymatique en utilisargremiére méthode sont tous négatifs,
on observe I'apparition de zones d’inhibition pdes deux surnageants traités avec les quatre
enzymes avec deux concentration différentes (O gt/ 1mg/ml).

Les résultats de la deuxieme méthode sont pogitits la protéinase K mais négatifs
pour les trois autres enzymes. La positivité dwltés s’exprime par la croissance Histeria
innocuaF au niveau du site de dép6t de la protéinaseilsemanifeste par une déviation nette
de la zone d'inhibition, tandis qu’un résultat agfgs’exprime par I'absence de croissance de
Listeria innocuaF au niveau du site de dépot de I'enzyme et userate de déviation de la
zones d’inhibition, ces dernieres sont claires réfoumes. Les figures 23 et 24 donnent les
résultats de cette deuxieme méthode.

La présence d’'une croissance ldsteria innocuaF au niveau du site de dépo6t de la
protéinase K s’explique par le faite que I'enzyndiftusé dans la gélose et a digéré la substance
inhibitrice qui se manifeste par une absence diiilbn. La nisine est sensible a la protéinase K.
D’aprés ces résultats, on pourrait conclure quesldsstances inhibitrices des deux isolats
lactiques LFT26 et LFT61 sont des bactériocines.

L’absence de digestion protéolytique de ces baxiées par B-chymotrypsine, la
trypsine et la pepsine pourrait s’expliquer pardaistance de ces dernieres vis-a-vis de ces
enzymes. L'absence de digestion des bactériociaedapprotéinase K en solution pourrait
s’expliquer par l'inhibition de cette derniére phéventuelles molécules du surnageant comme
les ions ou des peptides issus du métabolismesdiedd lactiques.

En effet, d'aprés ORSTAN et GAFNI (1991) I'activité la protéinase K est inhibée par
certains glucides phosphorylés comme le glucopbeakphate et le fructose 1,6 bis phosphate.
De méme qu’AJAYet al (1996) ont montrés I'inhibition de la protéinase#r certains peptides.

2-3-5 Identification des isolats

L’identification des isolats lactigues LFT26 et L& a été effectuée par la méthode
d’identification classique vu l'absence de galekiél systeme. Au cours de cette étude nous
nous sommes intéressés a deéterminer les principedeactéristiques physiologiques et
biochimiques des souches isolés. Nous avons égaleaffectué une comparaison de nos
résultats avec ceux rapportés par LARPENT (199BVEAU et al., (1991) et TEUBER et
GEIS (2006) sur les caractéristiques des espéceEsesous espéecesldactococcus.

Les résultats d’indentification en utilisant la m&de classique sont donnés dans le
tableau N° X.
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Figure 23 :Photo montrant I'action de la Protéinase K suulassance inhibitrice ¢
l'isolat LFT 26
Fleches :rouge: montre le site de dép6t de 15mg de la Protéikgsere ; noire : puits sans enzyme ;
bleu : Protéinase K erolution a une concentration de 1mg/ml.

Figure 24 :Photo montrant I'action de la Protéinase K suulastance inhibitric de

I'isolat LFT 61
Fléches :rouge: montre le site de dép6t de 15mg de la Protéikgsere ; noire : puits sans enzyme ;
bleu : Protéinase K erolution a une concentration de 1mg/ml.
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Les isolats lactiques LFT26 et LFT6apgarentent au genteactococcusD’apres ces
résultats, nous constatons que les deux isolats’amparentent pas a l'espétactococcus
plantarum la différence se situe au niveau de I'aptitudasaimiler le lactose et a hydrolyser
'arginine. De méme que ces isolats ne s’apparémas alLactococcus raffinolacti€ar cette
derniere ne se caractérise pas par une aptitudeitteca 40°C mais assimile le raffinose et le
mélibiose.

Lactococcus lactiest subdivisé en trois sous especes, en comparaiser les sous
especes type, on constate que les deux souchésatecoccus lactidFT26 et LFT61 ne
S’apparentent pas au deux sous espacéococcus lactis ssp cremomsLactococcus lactis ssp
hordniaecar ces derniéres sont ADH-, ne poussent r)°& 4i a 4% NacCl.

Une différence s’observe également entre ces deuches dé.actococcus lactitFT26
et LFT61 etLactococcus lactis sp lactis biovar diacetylactie biovardiacetylactisest VP+ et
citratase+.

En calculant le pourcentage de parenté avec lescespet des sous espéces du genre
Lactococcuson en déduit que ces deux isolat LFT26 et LFT@& 1 sres fortement apparentés a
I'especelactococcus lactissp lactisavec des valeurs de 95 % et 97,5 % respectivement.

D’aprés I'analyse de ces résultats on pourra die @ps souches deactococcus lacs
sont donc dekactococccus lactis ssp lactis

Cependant, on observe d’aprées les résultats deaaljud_actococcus lactis ssp lactis
LFT26 etLactococcus lactis ssp lactis=T61 présentent des profils de fermentation desides
légerement différents, ces variations concernefarfaentation du saccharose et de I'arabinose.

Les mémes observations ont été signalées par GHRAIR (2004), STROYANOVAet
al (2007) et ELTOMANIet al (2002) concernant la fermentation de ces glucidedgs souches
delLactococcus lactis ssp lactis

Ces variations meétaboliques pourraient s’expliqgar une instabilité génétique
intrinséque de ces souches lactiques. En effeprébBaCAMPOet al (2002) lesLactococcus
présentent une instabilité et une plasticité gguoétiimportante. Ces variations génétiques
résultent de mutations ponctuelles, de processuujeigaison, de transformation ou de perte
ou gain d’un ou de plusieurs plasmides.

Plusieurs souche deactococcus lactis ssp lactgroductrices de bactériocines ont été
isolées a partir de produits alimentaires plusi@parérement le lait et les produits laitiers (DIOP
et al.,2007). Quatre souches tactococcus lactis ssp lact{R9/1,R9/2, R10/1 et R35) ont été
isolées a partir du lait fermenté traditionnel darbt «Raib» par ELOTMANIet al(2002). Ces
dernieres produisent des bactériocines activesredristeria innocua 11288 et Listeria
monocytogeneEMAB 4d. Les diametres d’inhibition déterminés parméthode diffusion en
puits varient de 5 a 6 mm pollisteria innocuaet de 5 a13 mm poluisteria monocytogenes

BAYOUB et al (2006) ont également isolé quatre soucheslLdetococcus lactis
productrices de bactériocines a partir du lait famt@ traditionnel du Maroc Raib», ces
bactériocines sont actives conltiisteria monocytogenes

De méme DIOFRet al., (2007) ont isolé deux souches dactococcus lactis ssp lactis
(CWBI-B1410 et CWBI-B1411) a partir de produits rfemtés traditionnel du Sénégal. Les
bactériocines de ces souches exercent une inmb#io Listeria monocytogenegollection
CWBI). Le diametre d'inhibition et supérieur ou &ga 8mm.
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Tableau X :Résultat d’'identification des deux isolats lactisju&T26 et LFT61.

Caracteres Isolat LFT26 Isolat LFT61

Gram et morphologie +, COOCIS +, cOCCIS

Catalase - -

Oxydase - -

Type respiratoire Aéro-anaérobie facultati Aéra@rmbie facultatif

Type fermentaire Homo Homo

Citratase - -

VP - -

ADH + +

Gélatinase - -

Nitrate réductase - -

Résistance a 63°C/30min - -

Croissance a
- 10°C
- 37°C
- 40°C
- 45°C - -

+ + +
+ + +

Croissance a pH 9,2 + +

Lait de Sherman
- 0,1% R+/C+ R+/C+
- 0,3% R-/C- R+/C-

Croissance en présence de|:
- 2,5% NacCl + +
- 4% NacCl + +
- 6,5%NacCl -

Lait tournesolé R+/C+ R+/C+

Téllurite de Potassium Sensible (colonies grise)). ensle (colonies grise).

Galactose + +

Lactose + +

Maltose + +

Mellibiose - -

Mélizitose - -

Raffinose

Ribose

+ |+

Salicine

Sorbitol

+

Tréhalose

Glucose +

+
+
Saccharose - +
+
+
+

Arabinose -
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D’autres souches deactocccus lactis ssp lactigroductrices de bactériocines ont été
également isolées a partir de produit laitiers fartds comme les fromages.

Ainsi, BENKERROUM et al (2000) ont isolé neuf souches Hactococcus lactis ssp
lactis productrices de bactériocines a partir du fromtagditionnel du Maroc dbenx». Ces
bactériocines exercent un effet inhibiteur cohisteria monocytogeneSTCC7644.

Lactococcus lacti8FE 1500 est une souche isolée par OLASWHR@l (1999) a partir
du fromage traditionnel wara» du Nigéria. Cette souche produit une bactérecjni est la
nisine Z active contrkisteria monocytogena&/2250 etListeria innocuaWS2257.

De méme GHRAIREt al (2004) ont isolé sept souchesld®tococcus lactis ssp lactis
partir du fromage traditionnelRigouta» et productrices de bactériocines actives cdristeria
monocytogene&GDe etlListeria ivanovii BUG496. Le diamétre d’inhibition varie de 12 a
15mm poulListeria ivanoviiet de 11 a 12mm pouistéria monocytogenegspectivement.

Beaucoup de bactériocines produite par les soudbkdsactococcus lactis ssp lactis
décrites dans d'autres travaux présentent deslpmd sensibilité différents vis-a-vis des
enzymes protéolytiques.

RODRIGUEZ et al (2000) ont isolé deux souches ldactococcus lactigLactococcus
lactis ssp lactiSTAB82 etLactococcus lactis ssp lactis biovar diacetyladisB 87) a partir du
lait cru et qui produisent des bactériocines résists a I'action protéolytique dead’
chymotrypsine mais sensible a la protéinase K.

La bactériocine de la souchactococccus lactis ssp lactis biovar diacetyladtsB 87
est également résistante a I'action protéolytiguéadrypsine mais sensible a la protéinase K.

La lactococcine 972 produite pdmactococcus lactislPLA 972 et caracterisée par
MARTINEZ et al (1996) est résistante a la trypsine etdhymotrypsine mais sensible a I'action
de la protéinase K.

La bactériocine produite par la soudhactococcus lacti€87 isolé par MORENG! al.,
(2000) a partir du lait cru et résistante a I'actfwrotéolytiqgue de la trypsine mais sensible a la
protéinase K.

De méme OLASUP@t al (1999) ont détecté une bactériocine (nisine Zylpite par
Lactococcus lacti8FE 1500 résistante a la trypsine et a la pepsigis sensible a la protéinase
K.

La lactococyclicine Q, une bactériocine cycligueer@ment décrite par SAWA et
(2009) et produite par la souchactococcus lactiQU 12 est Iégérement résistante a I'action
protéolytique de la trypsine et dedchymotrypsine mais tres sensible a celle de l&prase K.

La bozacine B14 est une bactériocine produitd_patococcus lactis ssp lactixl4, cette
derniere est caractérissée par IVANO¥RAal (2000), elle est résistante a I'action protéolytiq
de la trypsine et ded-chymotrypsine mais sensible a la protéinase K.
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Conclusion

Au terme de notre travail, nous avons réaliséudlét de la microflore de 20 laits
fermentés traditionnels Ighi) issus de 11 régions de la wilaya de Tizi-Ouzoas avons
également isolés et purifiées 65 isolats de bactéamtique qui S’apparentent au genre
Lactococcusa partir de ces 20 laits fermentés traditionnelsi d’'une étude d’antagonisme
contreListeria innocuaF.

Les résultats obtenus de la numération des différgnoupes nous montrent que ces laits
fermentés traditionnels sont acides (pH 4,40+0&09)tres riches en flore microbienne. Les
microflores dominantes sont les suivantes : la oflare aérobie mésophile totale est présente
avec une moyenne d&27,98+98)16 UFC/ml [(9,10+0,33) Log UFC/mI], les Lactococcusavec
une moyenne498,65+305,4)10UFC/mI [(9,69+0,39) Log UFC/mI] sur M17 et (48,87+44,47)10
UFC/ml [(8,68+0,39) Log, UFC/mI] pour Lactobacillussur MRS et les levures et les moisissures
avec une moyenne d@03,66+59,6)10 UFC/ml [(9,01£0,24) Log UFC/mI. Nos résultats
montrent également que ces laits fermentés tradiéls sont fortement contaminés par les
germes de contamination fécale et les germes paliesg La valeur moyenne des coliformes
totaux est de(298+49,3)16 UFC/ml [(4,47+0,07) Log, UFC/mI] tandis que celle des coliformes
fécaux est d€18+2,03)16 UFC/mI [(2,97+0,04) Log, UFC/ ml].

La présence de cette flore de contamination damss laiés atteste des mauvaises
conditions d’hygiéne au cours de leurs fabricagbfont de ces derniers des produits alimentaire
de mauvaise qualité microbiologique ce qui peutaégmér des dangers majeurs sur la santé des
consommateurs.

Les résultats de I'étude de I'antagonisme par |lghoue double couche et la méthode
diffusion en puits montrent que deux souches datsdactiques LFT26 et LFT61 produisent
des substances inhibitrices disteria innocuaF. avec la méthode double couche, les diametres
d’'inhibition obtenus sont de 8z0,15mm et 6+0,21npour lisolat LFT26 et LFT61
respectivement.

Les diametres d’inhibitions obtenus avec la méthdiffeision en puits se révelent plus
intéressants, ils sont de 13,75+0,16mm et 14,58085pour lisolat LFT26 et LFT61
respectivement.

Le traitement enzymatique avec la protéinase Krenped'annihilé I'activité inhibitrice
des deux isolats lactiques, ce qui suppose queulestances inhibitrices sont de nature protéique
ou des bactériocines.

Les résultats d'identification des deux isolatgitaes LFT26 et LFT61 montrent qu’un
pourcentage de parenté de 95 % et 97,5 % avecétedpactococcus lactis ssp lasti
respectivement.

Ces résultats montrent que les laits fermenté#itvanels analysés sont de mauvaise
gualité microbiologique et que ces derniers camstit une source naturelle pour la recherche et
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l'isolement de nouvelles souches de bactérieglaes sauvages productrices de bactériocines
présentant une activité inhibitrice considérabletmles souches microbiennes pathogenes.

A la fin, il serait trés intéressant de poursuigtele compléter ce travail initiale par :

- Une étude plus approfondie de la diversité microlgigue en identifiant les principaux
genres microbiens du lait fermenté traditionn&ghi » ;

- Une caractérisation physico-chimique et biochimidaees bactériocines (étude de
I'effet du traitement thermique, du pH, des sudatt détermination du pHi, de la
structure et du mode d’action) ;

- Une étude sur le déterminisme génétique des céérimaines ;

- Une application dans la bioconservation de ces taimentés traditionnels.
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ANNEXE 1 : Composition des milieux de cultures utilisés

= Bouillon rouge phénol (milieu pour I'étude du catalwlisme glucidique)(DELLARAS,
2007):

Composition en g/l

Peptone de caséine 05

Peptone de viande 05

Chlorure de sodium 05

Rouge de phénol 0.018

pH 7,2 +0,2a25°C

Stérilisation : 15min a 121°C

Répartir le milieu dans des tubes stériles, puienmorer dans chaque tube une solution stérile
du sucre a étudié a une concentration finale de 59/

= Bouillon Elliker : (LEVEAU et al.,1991).

Composition en g/l

Tryptone 20
Extrait de levure 05
Gélatine 2.5
Lactose 05
Saccharose 05
Glucose 05

Acetate de sodium 1.5
Chlorure de sodium 04

Acide ascorbique 0,5

Eau distillée gsp 1000ml

pH finale 6,8+0,2

Sterilisation 121°C pendant 15min

= Bouillon nitraté : (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Bouillon nutritif 1000ml

Nitrate de potassium 1g

Ajuster le pH & 7 et repartir en tubes a essags{@ ml) puis autoclaver 15min & 121°C.

= Bouillon hypersalé: (LEVEAU et al.,1991).

Composition en g/l
Bouillon nutritif 1000ml

Glucose 05
Extrait de viande 05
Peptone 15
NacCl 65

Eau distillée 1000ml
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pH final 7,5

Stériliser 20min a 121°C.pour les bouillons hypEsa2,5%, 4% et 6,5%, peser

respectivement 25 g et 40 g au lieu de 65 g.
= Bouillon SFB (Sélénite) (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Peptone 05
Lactose 04
Phosphate disodique 10

Sélénite acide de sodium 04
pH 7, stériliser par ébullition 10min

= Gélose désoxycholate(GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Peptone 10
Lactose 10
Désoxycholate de sodium 0,5
Chlorure de sodium 05
Rouge neutre 0,03
Agar 12

Eau distillée 1000ml

Ajuster le pH a 7,1 puis stériliser a 115°C penddmin.
= Gélose Elliker : (LEVEAU et al.,1991).

Composition en g/l

Tryptone 20
Extrait de levure 05
Gélatine 2.5
Lactose 05
Saccharose 05
Glucose 05

Acetate de sodium 1.5

Chlorure de sodium 04

Acide ascorbique 0,5

Agar 20

Actidione 0,05

Eau distillée gsp 1000ml

pH finale 6,8%0,2

Sterilisation 121°C pendant 15min.

= Gélose Hektoen (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Eau distillée 1000ml
Protéose-peptone 12
Extrait de levure 03

Chlorure de sodium 05
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Thiosulfate de sodium 05
Sels biliaires 09
Citrate de fer ammoniacal 1,5
Salicine 02
Lactose 12
Saccharose 12
Fuschine acide 0,01
Bleu de bromothymol 0,065
Agar 13

Eau distillée 1000ml

Ajuster le pH a 7,6 puis stériliser 5min a ébudliti
= Gélose au lait citraté: (GUIRAUD, 2003).

Répartir du lait en tubes a essais (10,pantube) et stériliser par tyndallisation 3 fais
100°C 30min a des intervalles de 24h, ajouter agement dans chaque tube 0,5 ml d’'une
solution de citrate de sodium a10%. Autoclaver 20eni20°C puis solidifier en culot.

= Gélose nutritive enrichie: (GUIRAUD, 2003)

Composition en g/l

Peptone 10
Extrait de viande 05
Glucose 10
Chlorure de sodium 05
Agar 15

Eau distillée gsp 1000ml
Ajuster le pH 7,2 puis stériliser a 120°C penddri.

= Gélose Chapman (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l
Extrait de viande 01

Peptone 10
Chlorure de sodium 05
Mannitol 10
Rouge de phénol 0,025
Agar 15

Eau distillée qsp 1000ml
pH 7,4, stériliser 15min a 120°C.

= Gélose PCA: (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Peptone 05
Extrait de levure 2,5
Glucose 01
pH 7,2

Stériliser 20min & 120°C.



ANNEXES

» Gélose OGA (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Extrait de levure 05
Glucose 20
Agar 16
pH 7

Stériliser 20 min a 115°C. ajouter avant I'emplai gurfusion, 100ml d’oxytetracycline a
1mg/ml et répartir en boites de Pétri.

= Lait tournesolé : (GUIRAUD, 2003).

Composition
Teinture de tournesol a 4% 10ml
Lait écrémé 1000ml

Répartir dans des tubes a essais.
Stériliser 5min a 110°C.

» Lait SHERMAN : (LEVEAU et al.,1991).

Composition

Lait stérilisé om|

Bleu de méthyléne a 1% stérilisé 20min a 120°C  1ml

Au moment de I'emploi, mélanger le lait avec leubte méthylene pour avoir du lait a 1%
(procéder de la méme maniére pour avoir du la%og 3

= Milieu MRS : (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Peptone 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure 05
Glucose 20
Tween 80 1ml
Phosphate dipotassique 02
Acetate de sodium 05
Citrate triammonique 02
Sulfate de magnesium 0,2
Sulfate de manganése 0,05

Ajuster le pH 6,8
Stériliser 15min a 120°C.

= Milieu Giolitti et Cantoni : (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Tryptone 10
Extrait de viande 05
Extrait de levure 05
Chlorure de lithium 05
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Mannitol 20
Chlorure de sodium 05
Glycine 1,2

Pyruvate de sodium 03

Ajuster a pH 6,9

Répartir en tubes a essais (10ml) ou en erlenmeyer®claver 20min a 115°C. Avant
'emploi ajouter & chaque tube de milieu 0,1 mir#usolution de tellurite de potassium a
0,5% stérilisée par filtration.

= Milieu ADH (milieu de base pour la recherche de l'arginifgydiolase) (LEVEAUet al.,
1991):

Composition en g/l

Peptone 05
Extrait de viande 05
Pyridoxale 0,005
Solution aqueuse de pourpre de bromocrésol a 2% 5m
Glucose 0,5
Eau distillée 1000ml
Arginine 10

Ajuster le pH a 6,4 puis stériliser 5 min a 120°C.

= Milieu a la gélatine : (GUIRAUD, 2003).

Composition en g/l

Peptone 10
Extrait de viande 04
NacCl 2,5
Gélatine 120
Eau distillée 1000ml

Ajuster le pH a 6,8 puis répatrtir en tubes, s&&ili25min a 121°C.
* Milieu M17 : (TEUBER et GEIS, 2006).

Composition en g/l

Peptone trypsique de caséine 2,5
Peptone pepsique de viande 2,5
Peptone papainique de soja 05
Extrait de levure 05
Extrait de viande 2,5
D(+) lactose 05
B-glycérophosphate de sodium 19
Sulfate de magnésium (MgSO4, 7 H20) 0,25
Acide ascorbique 0,5
Actidione 0,05
Agar 10

Eau distillée gsp 1000ml

Ajuster le pH & 7,2 puis autoclaver 15min & 121°C.
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* Milieu Mannitol-mobilité : (GUIRAUD, 2003)

Composition en g/l

Peptone 20
Nitrate de ptassium 01
Mannitol 02
Rouge de phénol 0,04
Agar 04

Eau distillée gsp 100ml
Ajuster le pH a 7,2 puis stériliser 15 min a 120°C.

= Milieu Clark et Lubs : (DELLARAS, 2007).

Composition en g/l
Peptone de viande 07

D(+) glucose 05
Tampon phosphate  0,005ml
Eau distillée 1000ml

Ajuster le pH & 6,9 puis autoclaver 15min & 121°C.

Annexe 2 : Composition des tampon§GUIRAUD, 2003).
= Tampon phosphate 0,1M (pH 7) :

Composition en g/100m|

KH.POy 0,9073

NAHPO, 1,187

Mélanger 88,9ml de la solution KAQ, avec 11,1ml de la solution NHPO..
Stériliser par filtration.

= Tampon Tris/HCI 0,02M (pH 8):

Composition en g/100ml

Mélanger 25ml d’'une solution de Tris a 0,2M ave®@#¥ d’'une solution HCI a 0,1N, ajuster
avec de I'eau distillée jusqu’a 100ml.

Stériliser par filtration

= Solution HCI 0,02 M (pH 2) :

Composition en g/100ml
Diluer 0,1ml d’'une solution HCI a 12N dans 59,9rdad distillée.



