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Introduction

Le lait est un produit indispensable a I'équililoie 'alimentation humaine. Il contient de
nombreux nutriments qui fortifient notre organism@otéines, glucides, lipides, sels minéraux,
vitamines et oligo-éléments. Le lait fut de tousmps un symbole de fertilité, de richesse et
d’abondance (Huyghebaert, 2006) La microflore microbienne du lait cru, composée
essentiellement de bactéries lactiques, particgpgadon importante a I‘élaboration des produits
laitiers ferment Chammaset al., 2006 ; Patrignaniet al., 2006.

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dandustrie alimentaire, en tant que
starters dans les procédés de fermentations afiépendre aux exigences croissantes des
consommateurs en produits alimentaires moins $ratéexempts de conservateurs chimiques.
Leur apports bénéfiques consistent a 'amélioratienla qualité des produits fermentés en y
développant certaines caractéristiques organoleggigsans altérer le golt ni I'odeur, et en
augmentant leur durée de conservation. Cette maitgam est conférée par la production de
plusieurs métabolites ayant une activité antimieobe tels que les acides organiques, le
peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, laéree, le diacétyl et les bactériocines
(Dortu et Thonart, 2009; Moraeset al., 2010 )

L'intérét des bactériocines des bactéries lactigessde d'une part dans leur effet
antimicrobien a spectre large ou étroit et d’aptet dans leur sOreté pour la santé humaine, vue
leur sensibilité aux protéases digestives, et teur toxicité pour les cellules eucaryotes. Ces
substances antimicrobiennes ont la capacité dercsglectivement les bactéries pathogenes ou
altérantes, sans pour autant inhiber les bactén@spensables. Ces substances bioactives
présentent également une grande tolérance auxivasale pH et aux traitements thermiques.
Tous ces criteres suggerent que les bactériocimesept étre un substituant idéal des

conservateurs chimiquéBortu et Thonart, 2009)

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la reched@ouvelles molécules de bactériocines
produites par les bactéries lactiqgues essentiefiem@artir de biotopes peu explorés comme le
lait de vache. Des bactéries lactiques ont étéeésoldes laits crus et fermenté algériens et
identifiees par des testes physiologiques et bimoichies. Dans une deuxieme étape, l'effet
inhibiteur contre Satphylococcus aureus, Bacillus subtulis et Klebsiella oxytoca et le pouvoir

bactériocinogene ont été recherchés au niveauttiefloee lactique.




Introduction générale

L’objectif du travail

Dans cette optique nous nous somme fixé I'objedéf parvenir a la recherche de
nouvelles souches de bactéries lactigues capabjgatieiire des substances antimicrobiennes

(bactériocines) a partir du lait cru dans la régierKhenchela.






Chapitre I Lait cru

1. Lait

1.1. Définition

Le lait est un aliment nutritif pour les étres humsa indispensable pour le nouveau-né,
comme il s'avére trés bénéfiqgue pour I'adulte.dhstitue un milieu propice pour la croissance
de nombreux micro-organismes, en particulier ledérages pathogéne€hye et al, 2004) Le
lait sans indication de I'espéce animale de promeaaorrespond au lait de vadgtharpent et
al., 1997)

Le lait apparait comme est un liquide, opaque blaat, |égerement bleuté ou plus ou
moins jaunatre, a I'odeur peu marquée et au goutefidre, sécrété, aprés parturition par la
glande mammaire des animaux mammiferes femelle, pouwrrir leurs nouveaux néMarcel,
2007).

D’aprés le congres international de la répressemfrhudes de 1909, le lait est le produit
intégrale de la traite totale ininterrompue d’'ueenélle laitiére bien portante, bien nourrie et
non surmenée .1l doit étre recueilli propremennhetpas contenir de colostrumBdurgeois et
Larpent, 1996).

1.2. Le lait cru

Le lait cru constitue la matiére premiére de tasslaits. Généralement, est un lait frais
non traité par la chaleur ni soumis a aucun auwitement d’assainissement ou de conservation
autre que la réfrigératiorCodou, 1997 .Un lait cru n’a jamais excédé la températureldeC,
c’est —a-dire proche de la température du corpBad@nal. Ce qui a pour conséquence qu'il

conserve intégralement sa flore bactérienne (lesoines)
1.3. Composition et caractéristiques physico-chimiges du lait

Les principales propriétés physico-chimiques dudant représentées par sa densité, son
point de congélation, son point d’ébullition et saridité. Sur le plan physique, c’est a la fois
une solution (lactose, sels minéraux), une susper{siatieres azotes) et une émulsion (matiéres
grasses). Son pH est |égerement acide (pH commtris 6.5 et 6.8 pour le lait de vache et entre
6.2 et 6. 82 pour le lait de chévre). Par contresti Iégérement basique pour le lait humain (pH
compris entre 7 et 7.5), I'acidité Du lait augmentec le temps suite a la transformation du
lactose en acide lactique. Cette Acidité permadir un indicateur du degré de conservation.
Pour cela, on utilise le degré Dornic (°@jllon, 2008; Hebbouletal., 2005)




Chapitre I Lait cru

1.3.1. Caracteéristiqgues physico-chimiques
> La densité

Elle oscille entre 1,028 et 1,034. Elle doit étupérieure ou égale a 1,028 a 20°C. La
densité des laits de grand mélange des laitertedeel,032 a 20°C. La densité des laits écrémés
est supérieure a 1,035. Un lait a la fois ecréménetillé peut avoir une densité normale
(Vierling, 2008).

> Acidité

Le pH du lait est souvent de 6,6, il & une tenddégerement acide, il dépend de I'action
des bactéries lactigues qui sont responsables adadité de celui-ci. L'acidité du lait due
principalement a la présence de protéines surgsutdséines et la lactalbumine, des substances
minérales telles que les phosphates et le CO2seadles organiques le plus souvent I'acide
citrique. L’acidité apparente (naturelle) varierent3°D et 17°D d’équivalent d’acide lactique
(Vignola, 2002).

> Point de congélation

Le point de congélation du lait est Iégérementriaté a celui de I'eau, puisque la
présence des solides solubilisés abaisse le ppiocbmgélation, il peut varier de -0,53 a -0,575°C
avec une moyenne de -0,555°C, un point de congglaupérieur a -0,530 °C permet de
soupconner une addition d’eau au lait, on véréigobint de congélation du lait a I'aide d’'une
cryoscopie Yignola, 2002.

> Point d’ébullition

On définit le point d’ébullition comme la tempénauatteinte lorsque la pression de
vapeur de la substance ou de la solution est @églaeression appliquée. Ainsi, comme pour le
point de congélation, le point d’ébullition subBihfluence de la présence des solides solubilisés,
il est légérement supérieur au point d’ébullitienl@éau, soit 100,5°C. Cette propriété physique
diminue avec la pression, on applique ce principasdle procédé de concentration du lait
(Amoit et al, 2002).
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Tableau 01: la composition moyenne du lait des principalemédlles laitieres (pour 100g)

Lait cru

(Kont, 1999.

Especes Eau (%) Protéine@o) | Graisse @o) | Lactose o) | Cendre ©6)
Vache 87,2 3,5 3,7 4,9 0,72
Chévre 86,5 3,6 4 51 0,82
Brebis 82,7 5,5 6,4 4,7 0,92
Chamelle 87,5 3,5 3,4 4,2 0,71

1.3.2. Composition chimique du lait
L’eau

L’eau du lait provient du sang par filtration awewu de la glande mammaiaddou, 1997

Alors le lait est un mélange complexe constitu® a'2au et qui comprend :

Une solution varie contenant les sucres, les presésolubles, les minéraux et les vitamines
hydrosolubles.

Une solution colloidale contenant les protéines,particulier les caséines .une émulsion de
matieres graissent dans I'edidrence, 2010.

Matiére grasse

Les lipides ou matiére grasse sont présents datet lsous forme d’une émulsion de
globules gras d’environ 1,5 a 20 microns de diaen@ouvier, 1993, la matiere grasse du lait
se compose principalement de triglycérides, de gpimlgpides et d’'une fraction insaponifiable

constituée en grande partie de cholestérol gtchroteneVignola, 2002.
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> Glucides

Le lactose est le glucide ou I'hydrate de carbameplls important du lait puisqu’il
constitue environ 40% des solides totauvigfiola, 2002, c’est un disaccharide constitué d’'une

molécule de galactose et d’'une molécule de glu@@sbry, 200)), il est le constituant
Majeur de la matiere seche du lait, sa teneur\gélen moyenne, a 50 g par litre de lait.
D’autres sucres sont également présents mais sendent'état de tracg¥eisseyre, 1979).

Le lactose, a surtout un réle énergétique et reptésenviron 30% de la valeur calorique du
lait. D’apres Luquet, (1985, toute action bactérienne sur le lactose abostif a un
abaissement du pH indispensable dans la fabricdigsrfromages frais et le lait fermenté, soit a

une acidification pour la fabrication fromagerarse.
> Vitamines

Ce sont des molécules complexes de taille plusefgbe les protéines, de structure trés variées
ayant un rapport étroit avec les enzymes, car @laesnt un réle de coenzyme associée a une

apoenzyme protéique. On classe les vitamines englandes catégories :
- les vitamines hydrosolubles (vitamines du groBpet vitamine C) de la phase aqueuse du lait

- les vitamines liposolubles (vitamines A, D, EK@tassociées a la matiere grasse, certaines sont

au centre du globule gras et d’autres a sa péigligebry, 2007).
> Protéines

Le lait est considéré comme une source de protiag@rotéines du lait ont en gros, la méme
composition que les protéines totales de I'ceuft@mes de référence) sauf en ce qui concerne le
taux de méthionine et de cystine, sensible plus.basffet, les acides aminés soufrés sont les
facteurs limitant du lait . La caséine et, a plugd, le complexe protidique du lait contiennent en
bonne proportion tous les acides amines indispémsalia croissance et a I'entretien .le lait peut

donc remplacer la viande, les poissons et les (eoifs, 1999).

Les protéines sont appelées-la matiere azotée-lddag est de 30 a 35 grammes par
litre, cette matiére azotée renferme%®de protéines et % de substances azotées non
protéigues.les caséines (phosphoprotéines) repedse8®0 des protéines du lait de vache, le
reste est constitué de p-lacto-globuline (enviid® des protéines totaleshactalbumine
(environ246 des protéines totales) et petites quantités drandynombre de protéines diverses

(enzymes, immunoglobulines).
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Lorsque les caséines sont coagulées, les autodSinas restent en solution en méme

temps que le lactose et les sels minéraux, coastitte que I'on appelle le lactosérum.

Par rapport a la matiére grasse, le taux de matiBogee est relativement constant, le
facteur alimentaire n’intervient presque pas ; @extest donc lié a des facteurs génétiques :

I'individu et la race(codou, 1997)
> Les minéraux

Le lait une excellent source de minéraux nécessaingr la croissance du jeune .la
digestibilité du calcium et du phosphore est exoepellement élevée dans le lait, en partie

parce que’ ils se trouvent en association aveasaine.

Ainsi, le lait est la meilleure source de calcipour la croissance du squelette du jeune et le
maintien de l'intégrité des oses chez I'adultefeleprésente une situation particuliére. Il est en
quantité insuffisante dans le lait pour couvrir lessoins du jeune, cependant, sa faible

concentration permet d'y limiter la croissance baenne (codou, 1997)
1.4. Microbiologie du lait cru

Les microorganismes, principalement, présents tanait sont les bactéries. Mais, on
peut aussi trouver des levures et des moisissuog® des virus. De trés nombreuses especes
bactériennes sont susceptibles de se développseialéait qui constitue, pour elles, un excellent
substrat nutritif. Au cours de leur multiplicatialans le lait, elles liberent des gaz (oxygene,
hydrogéne, gaz carbonique, etc.), des substanoemfques, de I'acide lactique (responsable de
I'acidification en technologie fromagere), diverssesbstances protéiques, voire des toxines
pouvant étre responsables de pathologie chez I'refmstitut de I'élevage, 2009. Le lait cru
peut étre contaminé par différents microorganisavesit, pendant et apres la traite ; sdetsi
et al, (1997) in Chaouch et Tebichek, (2001s peuvent étre classés dans les flores suivantes

1.4.1. Flore originelle

Le lait contient peu de microorganismes lorsqusil grélevé dans de bonnes conditions a
partir d’'un animal sain (moins de 103 germes/mliyafsortie du pis, il est pratiguement stérile et
est protégé par des substances inhibitrices agp&étinines a activité limitée dans le temps
(une heure environ apres la trait€u€, 2007.

La flore originelle des produits laitiers se déficomme I'ensemble des microorganismes
retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les ggdiominants sont essentiellement des mésophiles

(Vignola, 20032. Il s’agit demicrocoquesmais aussstreptocoquetactiquesetlactobacilles
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Tableau 02: Flore originelle du lait crgVignola, 2002)

Microorganismes Pourcentage (%)
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10

Gram négatif <10

1.4.2. Flore de contamination

Cette flore est 'ensemble des microorganismesaroimant le lait, de la récolte jusqu’a
la consommation. Elle peut se composer d'une fldadtération, qui causera des défauts
sensoriels ou qui réduira la durée de conservatiesm produits, et d'une flore pathogene
dangereuse du point de vue sanitaire. Ces contdoniegpar divers microorganismes peuvent
provenir de I'environnement Entérobactéries, Pseudomonas, Flavobacterium, Monoes
Corynébactéries, Bacillysetc., par lI'intermédiaire du matériel de traitede stockage du lait,

par le sol, I'herbe ou la litier@/ignola, 2002).
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Chapitre 1l : Généralité sur les bactéries lactiges
1. Les bactéries lactiques

1.1. Définition

Les bactéries lactiques sont des cellules vivamexaryotes, hétérotrophes et chimio
organotrophes. C'est-a dire qui requiert des mtdgcarganiques complexes comme source
d'énergigSaad, 201D. Elles colonisent de nombreux produits alimegetacomme les produits
viande, les végétaux et les céréales et font pdeit flore intestinale et vaginale humaine ou
animale. Le groupe des bactéries lactiques, étgighfur la 1ére fois par Orla —Jensen en 1919,
(Novel, 1993.

1.2. Caracteéristiques principales des bactéries laques

Elles forment un groupe hétérogene composé deesoguide bacilles, dont la principale
caractéristique est la production d’acide lactiqueartir de la fermentation des sucfBadis et
al., 2005)Ce sont des bactéries a Gram positif dont la reeewguanine et cytosine (G+C) est
inférieure a 50%. Elles sont asporulantes, aér@rab#&ée facultatives ou micro-aérophiles, et
capables de croitre a des températures comprisesI€iC et 45°C et a des pH allant de 4.0 a
4.5., et immobiles Salminenetal., 2004; Konig et Frohlich, 2009 ; Pringsulakaet al, 2011).
Elles ont des exigences nutritionnelles nombre(sesges aminés, peptides, sels, acides gras et
glucides)(Holzapfel etal., 2001 ; Gevers, 2002).

En général ces bactéries ne possedent ni catalas&ate réductase, ni cytochrome oxydase
(a I'exception de quelgues souches sous certaiarditions), elles sont protéolytiques, ne
liquéfient pas la gélatine, et ne forment plus diile ni d’hydrogéne sulfureux, ces bactéries
sont également incapables de fermenter le glyd@ellaglio et al, 1994; Salminenet al.,
20049).

Les bactéries lactiques peuvent étre divisées amx dgoupes homofermentaires et

hétérofermentaires basées sur les produits fatwiguyeartir de la fermentation du glucose.

*Homofermentaires : l'acide lactique est le seuldpib de la fermentation du glucose.
(Priyanka et Prakash, 2009).

*Hétérofermentaires : la fermentation du glucoseutib@ la formation d’acide lactique et

d’autres composés (éthanol, CO2 et autres acidesigues) Yandammeet al, 1996).
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En plus de lacide lactique et des autres acidegaroques qui empéchent le
développement des microorganismes indésirabledipanution du pH du milieu, les bactéries
lactiques produisent d’autres métabolites ayant glepriétés antimicrobiennes tels que le
peroxyde d’hydrogene, le diacétyl, la reutérine,dlexyde de carbone et les bactériocines
(Dortu et Thonart, 2009.

Figure 01 : Forme bacille ; Lactobacillus Rosell-11 observé au microscope électronique a
transmission (M.E.T.) (x 1000Q)site01)

Figure 02 : forme coque jLeuconostoc lactis observe au M.E.T. (x 1000(5ite 02)
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1.3. Habitat des bactéries lactiques

Les bactéries lactigues sont des microorganisoigguitaires susceptibles d'étre
retrouvés dans tous les types d'habitat. Ellesmapagnent l'activité humaine au quotidien, en
temps que bactéries de la flore commensale, dbra intestinale ou de la flore alimentaire
présentes a I'état libre dans I'environnement oeeni en association avec un hoéte, tel que

I’'hnomme ou I'animal, dans un écosystéme bactérignme le tractus gastro-intestinal ou
génital des mammifére&lein etal., 1998.
1.3.1. Présence des bactéries a I'état libre dafsnvironnement

Dans I'environnement, les bactéries lactiques sonwent retrouvées dans le lait et ses
dérivés (lait fermenté, fromages, ...). Les difféesntspéces deactobacillus,Lactococcus
lactis et/ oulLc. garvieae les plus rencontrées dans le lait et le fromagat communément
utilisées comme ferments « starter culture » padlistrie agroalimentaire pour la production de
produits laitiers. Un ferment désigne un microoigame, bactérie ou champignon, responsable
de la fermentation. Aussi, les bactéries lacticgad a I'origine de la fermentation utilisée pour
la préparation de boissons a partir de plantesa(boidre, ...).Parmi elles, on distingue des
especes appartenant aux gemastobacilluset Leuconosto¢Galvezet al, 2017).

Les bactéries lactiqgues sont capables de surviaes ddes milieux tres acides
(Acidotolérantes) en raison de leur production ifadactique. De plus, I'acidification du milieu
participe a I'inhibition de la croissance de cersamnicroorganismes pathogénes, telslgateria
monocytogene@Galvezet al.,2011).

1.3.2. Présence des bactéries lactiques en assaaiaavec un hote

Les bactéries lactiques peuvent vivre en symbmstee elles et avec un héte. La
symbiose est une association intime et durable elgux organismes hétérospécifiqgues (especes
différentes), parfois plus. Le tractus gastro-itites des mammiféres est colonisé par des
bactéries lactiques telles quBfidobacterium, Lactobacillus, Leuconostost Weisseilla Par
ailleurs, I'appareil génital chez la femme est pipalement colonisé par des bactéries lactiques,
telles qud_actobacillus auxquelles il apporte des nutriments comme leagigne. En acidifiant
le milieu, ces bactéries apportent une protectmntre des pathogenes responsables d'infections
vaginales commdrichomonas vaginaligpathogene responsable de la trichomonase vaginale
(Bjorkroth et Holzapfel, 2006 ; Ruiz et al, 2009 et/ ouCandida albicansa I'origine de la
vulvo-vaginite (Makhloufi, 2011 ; Falagaset al, 2006 ; Pirottaet al, 2004).
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Des bactéries lactiques ont souvent été isolégmomsons vivants, en général dans le
tractus intestinal. Des bactéries du gdraetobacillusont été retrouvées dans du saumon et de
l'omble chevalier. La plupart des bactéries laggtetrouvées dans les poissons sont reconnues
comme des germes non pathogenes, voire méme coyameun effet pro biotique sur lI'animal.
Ringo etal ont par exemple montré que des soucheSlepiscicolaisolées du tractus digestif
de poissons d'élevage possédaient des capacitBiriobs vis a vis de pathogénes des poissons
tels guAeromonas salmonicid& l'inverse, I'espéckactococcugjarvieaeest reconnue comme

un pathogene du poisson, pouvant entrainer deisé&eyts FataledMatamoros, 2009.
1.4. Génétique des bactéries lactiques

Le matériel génétique des BL est organisé en deguxtares : Principalement dans une
longue molécule d’ADN tres replie sur lui-méme :deromosome. Secondairement dans les
plasmides que sont : des petites molécules cireglai’ADN indépendantes du chromosome,
pouvant se répliquer de fagcon autonome. Les plasmpduvent étre perdus spontanément par la
bactérie dans les conditions de milieu défavorablgsmpérature élevée, privation
nutritionnelles) ou éliminés par des traitementamaiues. Cette possibilité de perdre
spontanément des plasmides expligue linstabilides propriétés technologiques, due a
I'apparition de variante ayant perdu certain gégtedonc certaines fonction métaboliques Ainsi
la perte du plasmide codant pour la protéase dei pand les bactéries peu protéolytique, et
entraine une croissance ralentie des germes aaidiéication faible du ferment. Les plasmides
sont les éléments les plus étudiés car ils peusedéer pour des fonctions technologiques et

parce que leur étude était plus aisée que celnchmosome (Desmazeaud, 1992).

Les souches déc.lactis, Subsp lactiet Subsp cremoirsportent au moins deux
plasmides : généralement, chaque souche posseti@adevoire 11al4 plasmidesujita et al,
1984 ,de rare souche ne portent qu’un seul plasnitdenpset al, 1983.

Chez les lactocoque, ces plasmides peuvent codaapditudes a la fermentation du lait :
le métabolisme du lactose et la dégradation de®ipes, ainsi que d’autre propriétés utiles en
technologie laitier : la fermentation des citralesproduction de substance filantes la résistance
aux bactériophages, aux agglutinines et au s@kils/ent également coder d’autres caracteres

secondaires tel que la production de bactériodeeRoissart, 198k

12



Chapitre: Il Les bactéries lactiques

1.5. Taxonomie des bactéries lactiques

Depuis la description dBacterium lactigactuellement.actococcus lactjs la taxonomie
des bactéries lactiques est en évolution permankeateombre de nouvelles espéces a augmenté
enormément au cours de ces dix dernieres annégsehryanisations effectuées ont contribué a
fusionner des espéces en une seule, ou identifieregpece comme un nouveau gegRet,
2008)

La classification des bactéries lactiques peutage elon des criteres phylogénétiques
par [lutilisation des méthodes moléculaires. Cepand la caractérisation phénotypique
/biochimique classique demeure pratique dans ltitleation préliminaire des microorganismes.
Certaines caractéristiques phénotypiques sonségii pour identifier les especes a l'intérieur des
genres comme la capacité a : fermenter les hydrdiescarbone, tolérer différentes
concentrations en bile, produire des polysaccharigldracellulaires, exiger des facteurs de
croissance, produire de I'acétone et synthétisgrioes enzymes. La composition en G+C de
'ADN, la composition en acides gras, la mobilitdedtro phorétique de la lactate
déshydrogénase sont également d'autres criterggeguéent étre étudiés pour l'identification des
especes lactigué¥andamme, 1996 ; Stileet Holzopfel, 1997 ; Heet al.,2007)

La morphologie est considérée comme la caraciuistclé pour décrire et classifier les
genres des bactéries lactiques. De ce fait, leséti@s lactiques peuvent étre divisées
arbitrairement en bacilled &ctobacilluset Carnobacterium et coques (tous les autres genres).
Le genreWeissellarécemment décrit, est le seul genre qui compolaef@is des bacilles et des
coqueqCollins etal., 1993 ; Hoetal., 2007)

A ce groupe de bactéries lactiques, appartientiqts genres comm@erococcus
Atopobium Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc
OenococcusPediococcusStreptococcus, TetragenococcMagococcuet Weissella (Stiles et
Holzapfel, 1997 ;Pot, 2008) Des genres nouveaux, par exemplieiococcus, Dolosicoccus,
Dolosigranulum, Eremococcus, Facklamia, Globicatella, Helococcugnhaligranum et
Lactosphaera ont également été décrits, comportant des sougnésmontrent des liens
physiologiques et phylogénétiques avec les growsebactéries lactiquéBroadbent, 2001 ;
Axelsson, 2004)

Le genreBifidobacteriumest actuellement considéré par plusieurs auteursneogenre
de bactéries lactiques, bien qu’il se distingue yrampourcentage en G+C de 55%, largement
supérieur a celui des autres genres et par une métabolique de fermentation des sucres

particuliere.
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Les études phylogénétiques basées sur I'analys séquences des ARN ribosomiquont
confirmé l'appartenance de ces différents genrasnaméme groupe qui inclut égalem
Clostridium Bacillus et Propionibacterium(figure 03) (Stiles et Holzopfel, 1997 ; Pileet al.,
2005)

Promicmcba

Figure 03: Arbre consensus, basé sur I'analyse comparativesétpsences ARI, montrant les
principaux groupes phylogénétiques de bactéridgjlaes a faible % G+C et les geniGram
positifs non reliéBifidobacteriurmet Propionibacterium(Holzapfel et al.,2001)

1.6. Classification des bactéries lactique

La classification phénotypique des bactéries laetsq est largement basée sur
morphologie, le mode de fermentation de glucoserdéssance a différentes température:
capacité de croissance a de hautes concentratosel (6.5%, 18%), la tolérce aux pH acides,
alcalins et a I'éthanol, la configuration de I'acidctique produit a partir de glucose, I'hydrol

de l'arginine, la formation d’acétone, e

Les marqueurs chimiotaxonomiqucomme la composition en acides gras et
constituants de Igaroi cellulaire peuvent ausétre utiles dans la classificatioKonig et
Frohlich, 2009.
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L’identification de I'espece de bactéries lactgupeut étre réalisée par I'analyse de leur
profil fermentaire des carbohydrates a l'aide dstéayje APIS0CH Qurk et al., 1993.
L’'analyse comparative des séquences d’ARN ribosahe& a entrainé des changements

importants dans la taxonomie des bactériegjiaes Salminenet al.,2004.

Selon la derniere édition dBergey’'s manual of systematic bacteriolo@009), les
bactéries lactiques sont classées dans le Phylairigeicutes classe deBacilli et L'ordre des
Lactobacillales renfermant trente cing genres répartis sur six [fami Parmi ces genres,
seulement douze sont utilisés dans la biotechrmlalynentaire, il s’agit de S@lminenet al,
2004). Carnobacterium EnterococcuslLactobacillus LactococcusLeuconostocOenococcus
PediococcusStreptococcusTetragenococcys/agococcusWeissellaet Aerococcus (Drider
et Privost, 2009).

1.6.1. Le genreStreptococcus

Les cellules de ce genre sont immobiles, sphésique ovoides qui ont un diamétre
inférieur a 2um avec une disposition en paires ou en chainesuksglLa fermentation des
carbohydrates produit principalement de I'acide¢idpe mais il 'y a pas de production de gaz.
Le peptidoglycane est du groupe A et leur tempésatyptimale de croissance est 37°C. Elles
sont incapables de se développer a 15°C et a pHB8aucoup d’espéces sont commensales ou

parasites de 'homme et des animaux et certaings ls@utement pathogene&ujraud, 1998).
1.6.2. Le genrd_actococcus

Le genrelLactococcus(streptocoque du groupe N) représente les stregpi@sodits «
Lactique », car ils sont associés a de nombrewsesehtations alimentaires et ne possedent
aucun caractére pathogene. Les produits végétaustiwent leur réservoir principal, mais ils

sont largement présents dans le lait et les pradhitiers(Pilet etal., 2005)

Les lactocoques se présentent sous forme de cequeaire ou en chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries anaérobies fawekahomofermentaires ne produisant que de
I'acide lactique L(+), seulactococcus lactissp.lactis biovardiacetylactisproduit le diacétyle.
Leur température optimale de croissance est prdeh®0°C, capable de se développer a 10°C

mais pas a 45°C. Quelques especes produisent dpslgsaccharides et des bactériocines.

Elles sont capables de se développer a 3% de ddeméthylene et d’hydrolyser

I'arginine (Tamime, 2002)

15



Chapitre: Il Les bactéries lactiques

Actuellement, le genrd.actococcuscomprend cing espécetactococcus lactisest
I'espéce la plus connue avec ses trois sous-espécefactisssp.lactis, Lc. lactisssp.cremoris
etLc. lactisssp.hordniae(Pot etal., 1996 ; Pot, 2008)

1.6.3. Le genrd_euconostoc

La famille desLeuconostocaceaepntient des coques ovoides, pouvant étre alloogés
elliptigues. Ce sont des cellules sphériques dmmtogn paire ou en chaine, elles sont
caractérisées par un métabolisme hétérofermergaireonvertissant le glucose en D-lactate et
éthanol ou en acide acétique par la voie de tramsse, elles sont incapables de dégrader
I'arginine ce qui leurs distinguent des lactobasilhétérofermentaire&onzalezet al., 2007).

On range habituellement les leuconostocs dans Hagrabies facultatifs, mais certaifes
considérent comme des anaérobies aérotolérantsonis exigeants et présentent souvams
auxotrophe pour les acides aminés, les peptidesjiti@mines, les sels minéraux et ¢dscides
(Dellaglio et al., 1994. Ce genre comprend les espéces suivarnt®s mesenteroideavec ces
sous especmesenteroids,cremoriset dextranicumet Ln. lactiset Ln. Pseudomesenteroides

Ln. paramesenteroidg€ollins etal., 1993 ; laease, 2005
1. 6.4. Le genrePediococcus

Ce genre est représenté par neuf espéces ayamwétabolisme homofermentaire. Il
rassemble des cellules immobiles de forme sphépqu®is ovoides, isolées ou en paires qui se
divisent dans deux directions perpendiculaires &omhainsi les tétrades mais jamais les chaines.
Certaines especes produisent une catalase ou aodgustalase. Les cellules sont acidophiles
mais non halophiles et croissent a pH : 5 mais pgH : 9, la température optimale de

croissance varie de 25°C a 35{Salminenet al, 2009.
1.6.5. Le genreEntrococcus

Ce genre comprend des cellules ovoides isoléespares ou en courtes chaines,
homofermentaires. Ce genre se caractérise patéarioe a 6.5% de Na Cl, au pH : 9.6 et par la
croissance a 10°C et 45°C avec une températurenaletide croissance de 35°C a 37°C.
(Salminenetal., 2009.

Les espéces rencontrées dans l'alimentation sssgnéellementen. faecaliset les
especes proches. Les entérocoques peuvent étrdesnaiEenéralement différenciés par la

fermentation de I'arabinose et le sorbitol, ilsissent.(Tamime, 2002 ; Hoetal., 2007)
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1.6.6. Le genre_actobacillus

Les bactéries du gent@actobacillusont des aspects variés allant du bacille longneati
coccobacille en passant par la forme batonnet cowrtégérement flexueux. lls sont Gram

positif, non sporulés, fréquemment associés emeltas et habituellement immobiles.

Les lactobacilles se montrent généralement plusstaéds au stress acide que les
lactocoques Siegumfeldt et al, 2000.Actuellement, le genréactococcuscomprend cinges
especes lL.actococcus lactigst I'espéce la plus connue avec ses trois sodsespLc. lactis

ssp.lactis, Lc. lactisssp.cremorisetLc. lactisssp hordniae(Pot et al, 1996 ; Pot, 2008)

Lactobacillese répartissent en trois groupes selon leur pfefinentaire, d’apres la
classification d&kandler et Weiss (1986) :

*Groupe | : il comprend les espéces homofermentaires obligatpic’est-a-dire produisant
exclusivement de l'acide lactique a partir du gheoCe groupe est constitué d’environ 25
especes, la plupart thermophilesofssance a 45°GjontLb. delbrueckii, Lb. AcidophilustLb.

helveticusLa plupart des especes sont présentes dans & lag produits laitiers.

*Groupe Il : ce sont les espéces hétérofermentaires facasato/est-a-dire capables d'utiliser
la voie hétérofermentaire dans certaines conditioosyme une concentration en glucose

limitant. Il est constitué d’'une vingtaine d’espgd®ntLb. casei, Lb. curvatus, Lb.
sakeetLb. plantarummajoritairement mésophiles.

*Groupe Il : il est constitué des espéces hétérofermentdniggatoires, c’est-a-dire utilisant la
voie des pentoses phosphatent pour la fermentdéismexoses et des pentoses.

C’est un groupe qui rassemble des especes relaiamétérogenes, surtout mesophiles, comme
Lb. brevis, Lb. kefiet Lb. sanfransiscooutre leur présence dans les produits laitieraeiés,
certaines especes se développent dans le tubdifditpeBhomme, et participent a I'équilibre de
la flore intestinalel(aurent etal., 1999
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Figure 04 A Streptococcus, B: Lactococcus sp, C:Pemlicos pentosaceus,
D :Lactobacillus casei. E : Enterococcus faecdhis,Lactobacillus caseisite01+ 02)
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Les bactéries lactiques

Tableau 03: Les différents genres de bactéries lactiquesugsIprincipales caractéristiques

Boudjema, 2008

Genre Morphologie Fermentation Température Nombre
d'optimisation | d'espéces
Homofermentaires Thermophiles | Groupe 1:23
Lactobacillus Bacilles ou ou Groupe | : 16
Hétérofermentaires Mésophiles Groupe I: 22
Carnobacterium| Bacilles Hétérofermentaires Psychrotrophes | 6
Lactococcus Coques HomofermentairesMésophiles 5
Streptococcus | Coques Homofermentaires Thermophile ou| 19
mésophiles
Enterococcus | Coques Homofermentaires Mésophiles 13
Vagococcus Coques Homofermentaires Mésophiles 2
Mobiles
Pediococcus Coques en Homofermentaireg Mésophiles 7
Tétrades
Tetragenococcus Coques en Homofermentaires Mésophiles 1
Tétrades
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1.7. Exigences nutritionnelles

Les BL ont un besoin pour leur nutrition car ellmnt incapables de synthétiser un
certain nombre des éléments qui sont variableedgpéece a une autre, par ce gu'elles ont une

faible biosynthese donc ce sont auxotropegiér D et Prevost H, 2009.

Elles sont considérées comme I'un des groupetiaacs les plus exigent du point de
vue nutritionnel, car elles requiérent non seuleént&s substrats complexes carbonés, azoteés,
phosphatés et soufrés mais des facteurs de crosssamme les vitamines et les oligoéléments

dont le rble des coenzymes est plus importaakiouche, 200%
1.7.1. Exigence en acides aminés

Les bactéries lactiques exigent aussi l'apport exegd'acides aminés pour leur
croissance car elles sont incapables, pour la gluden effectuer la synthése a partir d'une
source azotée plus simple. Elles ne peuvent absethdilisé que des acides aminés libres, ou
des peptides courts. Leur nutrition azotée exigeedbtydrolyse des grandes protéines du lait et
notamment les caséines, par des enzymes (les ggejésituées dans la paroi extérieur de la
cellule Ammor, 2004).

Les lactobacilles ont besoin d’aspartame, d’hisgdide lysine, de leucine, de méthionine

et de valinel(enoire etal., 1992.
1.7.2. Exigence en vitamines

Les bactéries lactiques sont incapables de sys#iséles vitamines qui jouent un role
irremplacable des coenzymes dans le métabolisndaied. Streptococcus thermophil@ésune
exigence absolue en acide pantothénique (B5) beflavine (B2), a moindre degré en thiamine
(B1), en nicotinamide ou en acide nicotinique (BB8)en biotine (B8). La pyridoxine ou ses

dérives (B6) stimulent fortement sa croissarizesfnazeaud, 1983
1.7.3. Exigence en minéraux

La nécessité des ions dans le métabolisme s'eeplijabord par leur fonction de
cofacteur pour de nombreuses enzyigidsvel, 1993). Du point de vue transport, le fer est un
élément important puisqu'il a des affinités pourgrand nombre de molécules chelatrices. |l
augmente la croissance et la production d'acideylae pour les lactocoques et une carence en
cet éléement donne lieu a une diminution de ce maie(Boyaval, 1989).Le potassium, quant

a lui, est un cofacteur pour plusieurs enzymesébacines et un niveau €levé de K+ dans le
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cytoplasme est requis pour la synthése protéigeeplDs, le systeme du K+ apparait étre tres

important pour contréler le pH cytoplasmigiesmazaud, 1983).
1.7.4. Exigence en cation

Boyoval et al.,(1988)a montré le réle précise des cations dans lataésis a I'oxygene,
dans la différente réaction métaboliques et dansitiation des BL.

1.7.5. Exigence en glucide

Pour croitre, les bactéries lactiques ont besain dpport de nutriments comportant au
moins un sucre fermentescible comme source d'énelkgi fermentation des sucres s'effectue
essentiellement en trois étapdofinet et Gripon, 1994. Premiérement, le transport du sucre a
travers la barriere hydrophobe de la membrane laglbu Deuxiémement, le catabolisme
intracellulaire du sucre et enfin la formation etpelsion extracellulaire des métabolites
terminaux généralement acidéseftouh etal., 20117).

1.8. Identification des bactéries lactiques
1.8.1. Caractéres morphologiques et structuraux

. La forme : des cellules microbiennes représentenvent un caractére distinctif de

I'espace et du genre bactérien (coques ou batgniRees/ost, 2009 se trouve a l&figure05).

v g l\ b

ol
o rhr/ tl

Figure 05: différente forme microscopique de bactéries laetsgobtenues au laboratoire de

microbiologie appliquée de l'université d'Oran paaidi, (2007). De gauche - droite,
Diplocoques I(euconostoc sp (Lactobacillus sp, streptocoques et diplocoquésa¢tococcus
lactis sp)(Grossissement 1000).

* Le diameétre cellulaire : est un caractére plablstque la longueur cellulaire.

» La mobilité: est une caractéristique rare chezblectéries lactiques qui sont généralement non

mobiles, sauf dans certains cas ou elles possddsiilagelles péritriches.
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« La sporulation: toutes les bactéries lactiqued son sporulées.

» L’analyse de ces composes cellulaires est entlairdevenir un instrument essentiel non

seulement pour la classification mais aussi padefitification des bactéries.

* Les recherches chimio taxonomiques réaliséeslesirbactéries ont contribue de facon
fondamentales a expliquer les relations génétignas et inter spécifiques. La présence
d’inclusions cellulaires, corpuscules métachromagijou de volutine, est un caractére distinctif

de certaines especes du gdmaetobacillushomofermentaires stricDgllgio, 1999.
1.8.2. Caracteres physiologiques et biochimiques

Regroupent la quantité et la configuration deitladactique produit, la température de
croissance minimale, optimale et maximale, la triée a I'oxygene et au chlorure de sodium,
production de gaz et d’arome, la production d’amiagume a partir de l'arginine, la capacité
d’hydrolyser I'esculine ou de résister aux selgabis et a différentes valeurs de pHiquuet
et de Roissard, 1994

1.9. Application des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un réle importar@ ge soit dans I'industrie alimentaire
ou dans le domaine thérapeutique.

*Dans l'industrie alimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans riadetation et la bioconservation de
différents alimentsAinsi, les souches deactobacillus bulgaricusSterptococcus thermophilus
sont utilisées pour la production du yaourt, desniges et des laits ferment&aieemet al,
2008. Le vin, les poissons, les viandes, le pain aaiteentre autres sont aussi des produits de
fermentation par des bactéries lactiqugad(s et al, 2005. L'utilisation de ces derniéres a pour
but I'amélioration des caractéristiques organotpps des produits fermentés et 'augmentation
de leur durée de conservation sans l'utilisatiorcaleservateurs chimiques grace aux substances
antimicrobiennes qu’elles secretebbf(tu et Thonart, 2009. Les souches utilisées en industrie
alimentaire doivent répondre a certains critereseabe de pathogeénicité ou activité toxique,
capacité d’améliorer les caractéristiques organiojees, capacité de dominance, facilité de
culture et de conservation, et maintenance degigtép désirables durant le stockalgeuth et
Steele, 2001
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* Dans le domaine thérapeutique

Etant des probiotiques, les bactéries lactigapgortent des bénéfices a I'hdte en
conférant une balance de la microflore intestinelesn jouant également un réle important dans
la maturation du systéme immunitaidafeemetal., 2008. Différentes études ont démontré le
réle préventif aussi bien que curatif de ces batéur plusieurs types de diarrhéd&rtchyan
etal., 2010.

D’autres ont cité leur capacité de diminuer ldergles liées aux aliments grace a leur
activité protéolytiqueEI-Ghaish et al., 2011 ; Ueharaet al., (2006 ont démontré la capacité
des souches deactobacillus crispatusutilisées sous forme de suppositoires pour empédahe
colonisation du vagin par les bactéries pathogénede prévenir ainsi les rechutes chez les
femmes qui souffrent d’inflammations fréquenteségtétées de la vessie. Plusieurs travaux ont
mise en évidence une association inverse entrerisommation de produits laitiers fermentes,
en particulier de yaourt, et le risque de tumelorestales ou cancers. Chez 'lhomme et sur des
modeles animaux, l'ingestion de bactéries lactiqd@sinue la concentration d’enzymes

responsable de la libération d’agnat mutagenesldaridon Rafter etal., 2003.

Amdioranon dela Reéduction des produits _—"mgln?.mtaﬁ-:lﬂ delavaleur
digestion dulactose du catabolisme éliminés mutritionnelle fb':'ﬂﬂl’f
(sécrétion de lactase) par le foie etle rein digestion et absorption des

miterans et vt amines

N\ U7

Influence positive sur la % Prévention des infections
flore intestinale intestnales ims

95 Probiotiques e T e LT
Bonne aroissance et le Helicabacier pmylorl. et
bien-étre urogénitales
Reégulation dela Prévention de - ostéoporose, Modulation du svstéme
motilité intestinzle cancer, Inpertension et it tair e
(constipation, syndrome athérosclérose (réduction du Réduction de I'inflammation
d'imitation intestinal e) tax de chol estérol ) ou des réactions allergiques

Figure 06 :le Réle des bactéries lactiques dans le domaimapbatiqueSite 03)

23



Chapitre: Il Les bactéries lactiques

1.10. Application des bactéries lactiques des bades lactiques

Le champ d’application des bactéries lactiquedarge et plusieurs de leurs propriétés
sont importantes et influentes sur la qualité #nd¢s produits alimentaires. |l permet d’assurer
la qualité sensorielle des produits et de mieuxnmsar le processus de fermentati@asaburi
et al., 2008; Muthukumarasamy et al, 2006) L'utilisation des bactéries lactiques ou pro
biotiques pour une application industrielle donnést déterminée par leurs propriétés
fonctionnelles et technologiques.

1.10.1. Activité acidifiante (production d’acide latique)

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques parfa coagulation du lait (en facilitant
I'action de la présure) et l'augmentation de l2és3se du caillé; la participation aux propriétés
rhéologiques du produit final; I'inhibition de leoissance des bactéries nuisibles

(Papamanolietal., 2003).
1.10.2. Activité protéolytique

La fermentation, au cours de laquelle plusieumssfiarmations physiques, biochimiques
et microbiologiques se déroulent, est une étapeiateudans le processus de fabrication des

saucisses fermentées.

En général, les bactéries lactiques ont une faitipriété protéolytique sur les protéines
myofibrillaires. Toutefois, certaines soucheslde casei, Lb. plantarum, Lb. curvates Lb.
sakeiparticipent a I'hydrolyse des protéines sarcoplgsies et paconséquent, contribuent a la
décomposition des peptides en acides amib&ss({nos et al, 2007 ; Dalms et al, 2008 ;
Scannellet al, 2004 ; Larrouture et al, 2000. Des peptidases issues de ces bactéries lactiques
hydrolysent des oligopeptides et de ce fait, preehii-les substances responsables de la flaveur
et de la texture des produits fermen#@m(nor et al, 2005 ; Papamanolet al, 2003 ; Hughes
et al, 2002.

1.10.3. Pouvoir aromatisant

Certaines bactéries lactiques sont capables deuipeodes composes d'ardbmes qui

participent aux qualités organoleptiques des framaba plupart des composés d'aréme sont

issus du métabolisme du citrate, I'acétone etdeédyle sont les plus importar{tSeorgalaki et
al., 2002 ; Francoiset al., 2007 ).
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1.10.4. Production de peroxyde d’hydrogene

Dans certains condition, en présence d’oxygénebdgtéries lactique peuvent produire du
peroxyde d’hydrogéne (H202) qui est un composegtexipour différent bactéries et surtout sur
celle dépourvu de catalase ou de pseudo catalgpsdblea de dégrader ce composé toxique
(Chambaet al, 1994.

1.10.5. Production de viscosité

La viscosité est un caractere tres recherche dafabtication du yaourt et de petite laits.
Elle est due a la sécrétion des gommes (polysaesargalactanes) et mucine (substance glucido
—azotée) que donne l'aspect filant au produfieqt, 1994 les souches responsables de cette
sécrétion sont appelées ferment filant, on peetr diexemple deSteptococcuce thermophilus

dans le yaourtAnonyme, 1992.
1.10.6. Production de bactériocines

Les bactéries lactiques produisent des substamtési@obiennes de nature protéique
appelées bactériocines. Cette caractéristiquetidisée industriellement pour la destruction des
bactéries indésirables et pathogenes dans la &loricd'aliment comme la nisine produite par
les Lactocoquedirigée contreBacillus et Clostridium la plantaricine et la sakacine produites
toutes les deux par les lactobadléetives SUk. coli, Listeria et certaines levurg®©gunbanwo
et al., 2003), contribuant ainsi a la préservation de I'équilibrerobien et organoleptique du

fromage(Harris etal., 1989 ;Georgalakietal., 2002).
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Chapitre 1l : Les facteurs antimicrobiens

1. Les facteurs antimicrobiens

Les bactéries lactiques produisent de nombreux buoltas aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiquespel®xyde d’hydrogéne, le dioxyde de
carbone, la reutérine, le diacétyl et les bactares: Les bactériocines sont des peptides
antimicrobiens inhibant la croissance de bactaitsantes ou pathogen@3ortu et Thonart,
2009) Durant la fermentation du lait, différents agesméimicrobiens ayant la capacité d’inhiber
le développement de bactéries pathogenes et/owe dlare de dégradation de l'aliment sont

produits par les bactéries lactiques.

*Les acides organiques, élaborés lors de la feratient des glucides, peuvent inhiber des

levures, des moisissures et des bactéries.

*La production de peroxyde d’hydrogene car congraient a d’'autres genres bactériens, les

bactéries lactiques sont dépourvues de catalgsableade dégrader ce composé toxique.

*Les bactériocines produites par les bactériesgaes sont des peptides antimicrobiens de faible
poids moléculaire. Elles ont une activité inhilsigridirigée contre les bactéries proches de la
souche productrice. Leur spectre d’action est gdedrent étroit. Cependant, la plupart ont une
activité contre des pathogénes alimentaires tedd _tgieria monocytogenes (Dortu et Thonart,
2009

1.1. Les acides organiques
*Définition

Les bactéries pro biotiques produisent l'acide idm&t, l'acide aceétique, I'acide
propénoique ainsi qu’'une faible quantité d'acidemigue, d’acide succinique, et d’éthanol
(kostinek et al., 2005) En général, la production d’acides organiquesnpémune acidification
du milieu qui peut limiter la croissance de cemainbactéries entre autres les bactéries
indésirables. Des expositions prolongées dans uieumacide peuvent entrainer la mort de
plusieurs bactéries, y compris les ferments laes§Ghampagneet al., 1992) ; kostineket al.,
2005) Ainsi, les acides organiques ont différentes oagti telles qu'un excellent pouvoir

bactéricide ou un effet bactériostatique contre@so-organismes pathogenes se trouvant dans
le tube digestifJedidi, 2007).
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*Réle d’'acide organique

En général, c’est la forme moléculaire non dissodés acides qui est le facteur le plus
toxique pour les bactéries, d’ou I'acide acétigsiegptus toxique que l'acide lactig@idermier et
al., 1997) Les acides organiques a l'état indissociée, daciactique et l'acide acétique
traversent passivement la membrane cytoplasmiqumet de fortes concentrations d’acides, le
milieu intracellulaire peut s’acidifier a un poitel, que les fonctions cellulaires sont inhibées et
le potentiel membranaire est ann(d@nmor et al., 2007 ; Jansseret al., 2007)

1.2. Peroxyde d’hydrogene

Dans les conditions d’'aérobiose, chez la plupastlietéries lactiques, les molécules de
NAD réagissent avec I'oxygéne pour former du pedmxyd’hydrogéne (H202). De plus
diverses enzymes conduisent généralement a I'adatiorude peroxyde d’hydrogene qui est
plus au moins toxique pour la bactérie lactiquedpotrice. Notamment dans le cas du lait, le
peroxyde d’hydrogéne est le constituant d’'un systémhibiteur naturel comportant aussi une
peroxydase et du thiocyanate comme accepteur tféhsc Ce composé est un inhibiteur de la
croissance microbienne car il bloque le fonctioneetrde certaines enzymes-clés intervenant
dans la glycolyse, comme I'hexokinase. L’actiontbeaostatique de ce systeme entraine des
irrégularités d’acidifications par les levains lgoes, qui peuvent ainsi s’auto-inhiber car ils y
sont résistants. Mais, comme il peut étre bactigigiour certaines bactéries de contamination,
voire pathogénes, la fédération internationaleaiterie a proposé d'utiliser les propriétés de ce
systeme inhibiteur pour améliorer la conservatiemgoraire du lait cru dans les pays chauds

dépourvus d’équipement de réfrigérati@esmazeaud, 1996).
1.3. Le dioxyde de carbone

Il est principalement produit par les BL hétérofentaires. Le mécanisme précis de son
action antimicrobienne est toujours inconnu. Cepahde CO2 peut jouer un rdle antimicrobien
en créant un environnement anaérobique, qui emp@shdécarboxylations enzymatiques, et
I'accumulation de CO2 dans le milieu peut causerdysfonctionnement de la perméabilité
(Ammor et al., 2006).

Le CO2 peut aussi empécher la croissance de bgaudeumicroorganismes de
détérioration, particulierement les bactéries petrdpes a Gramdarer, 1991 etHotchkiss et
al., 1999).
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Le degré d'inhibition par le CO2 varie considérai@at selon les espéces. Un taux de
CO2 de 10% pourrait diminuer la population bactéreede 50%Wagner et Moberg, 1989)et
entre 20 et 50%, il a une forte activité antifongg@Lindgren et Dobrogqsz, 1990).

1.4. Le diacétyle

Le diacétyle (C4H602) est un des composants arquest (Ziney et al., 1998) Produite
par de nombreuses BL est un inhibiteur actif coagenombreux microorganismes L’action
inhibitrice est accrue en milieu acide, les baetrGram négatives sont plus sensible au
diacétyle que les Gram positive, les premieres sunibées a la concentration de 200 g/l et les

derniere au 300g/Hugenholtz et Starrenburg, 1992.
1.5. Les bactériocines
1.5.1. Définitions

Il existe plusieurs définitions du terme bactémeci A I'origine, ce terme a été utilisé
pour désigner les protéines et peptides antimiersbsynthétisés selon la voie ribosomiaux. Plus
précisément, les bactériocines sont considéréemeoties substances protéiques présentant une
activité antimicrobienne. Ainsi les bactériocingguvent étre isolées chez de nombreuses

bactéries et archéekl@enhammer, 198§.

Les bactériocines sont des peptides antimicrodeptus souvent cationiques, modifiés
ou non post-traductionnellement, de masses moliéesllaomprises entre 2 et 6 kDdefg et
al., 20079. Les bactériocines produites par les bactérietigiaes sont généralement actives a
faible concentration contre des bactéries phyloggme&ment procheBglguesmiaet al., 2011 ;
Cotter et al., 20050. Cependant, plusieurs genres de bactéries a Gregatif tels que
Haemophilus, Helicobacter ou Neisseria se sont révélés étre sensibles a certaines de ces
bactériocinesNlorency et al., 200]). L'activité antimicrobienne des bactériocinesnagtffet soit
bactéricide, provoquant la mort de la bactériee;igbit bactériostatique inhibant la croissance
bactérienne. Les bactériocines les plus étudiéescadles produites par les bactéries lactiques

connues pour leur role dans la bonne conservagsratimentsQotter et al., 20050.

Toutes les bactériocines produites par des bastiEgtiques décrites jusqu’a présent ont
une activité dirigée contre les bactéries Gram+cule bactériocine produite par des bactéries
lactiques avec une activité contre des bactérieanGmn’a été décrite, la membrane externe
d’atteindre la membrane interne, siege de leuvigé&tisemble étre important dans la stabilisation

de la structure tertiaire.
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Il semble par ailleurs qu'’il leur conférerait umeilleure activité antimicrobienne, une
meilleure résistance a I'exposition a des hauteypéeatures et un spectre d’action plus large
(Eijsink et al., 1998 ; Fimlandet al., 2000 ; Drider et al., 2006 ; Richardet al., 2009.

1.5.2. Nomenclature

La nomination des bactériocines est attachée sojfeare ou a I'espéce de la premiére
souche productrice en ajoutant le suffixe "cingdur indiquer le pouvoir létale ; par exemple: la
plantaricine est la bactériocine produite pactobacillus plantarum (Karthikeyan et Santhosh,
2009.

Chez les bactéries a Gram positif, une souche greduire plusieurs bactériocines. En effet les
bactériocines qui présentent une légére modifinatians les séquences d’'acides aminés
conservees par rapport a leur pré peptide n’affégias leur structure secondaire ni leur spectre
d’action ni 'immunité de la souche productrice s@onsidérées comme étant des variantes
naturelles. A titre d’exemple, les nisines Z, QUesont des variantes naturelles de la nisine A
découverte en premier lieRi(ey et Chavan, 200Y.

1.5.3. Nature

Les bactériocines des bactéries lactiques sont pdettines ou des complexes de
protéines constituées généralement de 30 a 60saamaés. Ces substances peuvent étre des
protéines simples comme elles peuvent étre assocééene partie lipidique ou glucidique.
Certaines d’entre elles renferment des acides amimigabituels tels la lanthionine et fla
méthylelanthionineAmmor et al., 2009.

1.5.4. Caractérisations des bactériocines
Dans leur grande majorité, les bactériocines peptéss de bactéries lactiques sont :

Thermorésistantes (120°C pendant 10 minutes).

Stables dans des zones de pH de 3 a 8.

Sensibles a l'action d'enzymes protéolytiques émtés dans le tractus intestinal).

Elles ont des sites de liaisons spécifiques danwlabrane des bactéries cibles.

Leur synthése est associée a la synthese d'ur@n@atimmunité qui évite de provoquer la mort
de la cellule excrétrice.

Elles ont un spectre d'activité étrgiDrider, 2006)

N'ont pas d'effet négatif sur la qualité organatgp du produit.
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» Représentent un intérét dans la conservation degel alimentaires par leur capacité a réguler
la microflore existant dans les produits fermengisinhibent la croissance des germes
pathogenegDortu et Thonart, 2009).

1.5.5. Classification

Plusieurs classifications ont été proposées. Laigre enl993parklaenhammer divise
les bactériocines en quatre classes, puis cefisifitation est modifiée padeset al., en1996
En 2005 Cotteret al ont proposé une autre classification de cing ekaske bactériocine, mal
‘avance de la recherche a permis d'affiner cetésgification la menant actuellement a trois

classes de bactériocingdalvezet al., 2009 .

Tableau 04:Classification des bactériocines de bactérieslaes(Luquet et Corrieu, 2005)

Sous-catégorie

Classe
Classe I: lantibiotique Type A : molécules linéaires
Type B : molécules globulaires
Classe Il bactériocines non-modifiées Classe : anti-listeria
Thermostables Classe : bactériocines a deux composants

Classe : autres bactériocines

Classe lll : bactériocines de grande
taille, sensibles a la chaleur

1.5.5.1. Bactériocine de Classes | : les lantibigties

Sont des peptides de taille inférieure a 5 kDahles a la chaleur et qui contiennent des
acides aminés inhabituels soufrés formés post ¢tamunellement, c’est-a-dire la lanthionine, la
B-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la détmgdanine. lls peuvent étre divisés en deux
types : la classe la qui comprend des peptidesrsgties hydrophobes allongés contenant
jusqu’a 34 acides aminés et la classe Ib qui contbres peptides globulaires chargés
négativement ou sans charge nette et contenant'gu$f acides aminés/cAuliffe et al., 2001
; Twomey et al., 2002. Certains lantibiotiques sont par ailleurs cdngés de deux peptides
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agissant ensemble pour avoir une activité comnmiackicin 3147. Les séquences et structures
d’un lantibiotique de chaque type se trouvent @idpre 07).

Les lantibiotiques sont actifs contre de nombrsus&ctéries pathogened,isteria ou
Salmonella, responsables d’infections. Cette particularitér aux lantibiotiques d’étre utilisés
comme conservateurs alimentai(€stter et al., 2005b).Le systéme génétique impliqué dans la
biosynthese et la régulation de la biosynthesdatdibiotiques est, le plus souvent, présent sous
forme de groupes de genes (clusters). Ces clumtesté largement étudiés ces derniéres années
(Bierbaum et Sahl, 2009 ; Jaclet al., 1998 ; Sahl et Bierbaum, 1998).

Lacticine 3147 A1

Mersacidine

Figure 07 : Séquence et structure de lantibiotiques de typBlidir{e), B (Mersacidine) et d’'un
lantibiotique « two-peptides » (Lacticine 3147 AJAR) (Dortu et Thonart, 2009).

1.5.5.2. Bactériocine de classe I

Les bactériocines de la classell sont de faiblessmamoléculaire (<10KDa) ;
thermostables et ne subissent pas de modificatist fpaductionnelle. Cette classe un grand

nombre de bactériocines et a été divisée en toois slasséDrider et al., 2009)
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% Sous classe lla

Sont des peptides composés de 36 a 48 acidegs(nder et al., 2009).0Ont une partie
N-terminal hydrophobe contenant la séquence conse¥i &NGV ainsi qu'un pont disulfure et
une partie C-terminale moins conservée, hydroploabamphiphile qui détermine la spécificité
d’action Fimland et al., 2000 ; Richard et al., 2006. Les bactériocines de classe lla sont

actives contre les bactéries des gehistgria, Enterococcus, Lactococcus (Calvezet al., 2007

Certaines bactériocines de cette sous-classe eooetit €galement un deuxieme pont
disulfure dans leur domaine C-terminale qui striectiertiaire. Il semble par ailleurs qu’il leur
conférerait une meilleure activité antimicrobiennee meilleure résistance a I'exposition a des
hautes températures et un spectre d’action plgs I@&ijsink et al., 1998 ; Fimlandet al., 2000
; Drider et al., 2006 ; Richardet al., 2009.

+ Sous classe Ilb

La sous classe IlIb représente les bactériocingsua composants peptidiques qui y a un
nombre d’acides aminés compris entre 30 et 40pEptdes, sont cationiques et portent des

régions amphiphiles et ou hydropholi€alvez et al., 2009)les deux types de bactériocines,
type E (Enhancing) ou la fonction de I'un des dpeptides est d’augmenter I'activité de I'autre
et le type S (Sunergy) ou les peptides sont comgaéaregCarine et al., 2009).

% La classe llc : les bactériocines circulaires

Les bactériocines circulaires se différencierd detres bactériocines par la présence d'un
cycle liant d’'une facon covalente leurs extrémitdés et C-terminales via un mécanisme
enzymatique encore mal connu a ce jour. La straatirculaire est responsable de la protection
de ces bactériocines a I'égard de la protéolysaamon de I'absence de site de clivage aux
exopeptidasesMaqueda et al., 2008, et joue un rble important dans l'augmentation de

I'activité antimicrobienne due a une stabilité aecde la molécule.

Comme les autres bactériocines, les bactériocingsulaires agissent par la
perméabilisassions de la membrane cytoplasmique pérturbation de la force protomotrice
membranaire de la bactérie cible aboutissant &l& cellulaire. Cotter et al., 2005H.
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1.5.5.3. Bactériocines de class®

Protéines de taille supérieure a 30 kDa et sessiblla chaleur. La structure et le mode
d’action de ces bactériocines different complétentes autres bactériocines produites par les

bactéries lactiques.

Cette classe ne contient que quatre bactériocind$elveticin J produite par
Lactobacillus helveticus A, I'enterolysin A produite paiEnterococcus faecium, la zoocin A
produite parSpreptococcus zooepidemicus et la millericin B produite paBtreptococcus milleri
(Nilsenet al., 2003 ; Papagianni, 2003 ; Nigutovat al., 2007.

Tableau 05 Bactériocines de classe Ill produites par desénias lactiques

(Luquet et Corrieu, 2005)

Bactériocines Producteurs
Hélvéticine J Lactobacillus helveticus 481
Milléricine B Streptococcus milleri NMSCC 061
Zoocine A Streptococcus zooepider micus 4881

1.5.6. Mode d’action

Le mode d’action le plus connu et le plus réparttkedes bactériocines des BL implique
une action visant la fonction de barriere de la im@me, mais il existe des exceptions a ce mode
générale. Les bactériocines de la classe Il reptésele cas typique de bactériocines agissent
sur la membrane cytoplasmique des cellules sensibiissipant la force proton motrice(PMF)
par la formation de petits pores membranaire .€stiprécédé par une interaction des résidus
chargés positivement et des régions hydrophobesraleture hélicoidale de la bactériocine avec
les membranes cytoplasmiques, caractérisées paotemtiel transmembranaire élevé et des
phospholipides chargé négativement. Deux étapes/epeuen réalité étre distinguées :
d’abord ,les molécules de bactériocines se fixemd &urface de la membrane et quand la
concentration locale est élevée , I'orientation ahegécules change et elles sont insérées dans la

membrane causant la déstabilisation de la strudiita bicouche et la formation de pores .
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Ceci résulte en un flux d’ion, d’acides aminés’&fld vers I'extérieur de la cellule et en
la dissipation de la PMF, avec comme conséquenemitide la cellule par annulation de toutes
les réactions énergie —dépendant A concentratioimmale inhibitrice, les bactériocines tuent les
bactéries beaucoup plus rapidement que les arndgjbext conventionnelsChatterjee et al.,
2005).

Les lantibiotiques tel que la nisine, portant uneicdure cationique et amphiphile
allongée, interagissent avec la membrane des eglkibles soit en se liant au lipide Il (un
précurseur de peptidoglycanes) empéchant aingnkaése de la paroi cellulaire conduisant a la
mort de la cellule, soit en utilisant ce lipide comune molécule d’appui pour s’insérer dans la
membrane et y former des pores causant la destnudg la cellule suite a la dissipation du
potentiel membranaire et I'efflux des petites malés (ions, ATP, acides aminés, et¢Gillor
et al., 2008 ; Dortu et Thonart, 2009).
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Figure 08: Mode d’action des bactériocines des bactéremlaes(cotter et al., 2005).

34



Chapitre III Facteurs antimicrobiens

1.5.7. La production et conditionnement des bactéstines
1.5.7.1. Production

Les bactériocines sont généralement produitesfan lde la phase exponentielle et au

début de la phase stationnaire de croissance.

Elles peuvent ensuite étre dégradées par lesgseséroduites par la bactérie lactique
productrice(Savijoki et al., 2006)ou étre adsorbées a sa surface, ce qui méneaiskelle la
concentration de bactériocines dans la culture. fagseurs influencant la production de
bactériocines sont principalement la souche proabectia température, le pH, la composition du
milieu et la technologie de fermentation employ@&emme I'ont montréVoretro et al., (2000
pour la production de sakacin P paactobacillus sakei, une méme bactériocine peut étre

produite par des souches ou espéeces différentédadcapacité de production peut étre variable.
1.5.7.2. Le conditionnement des bactériocines

Il est trés difficile de conditionner les bactéies sous une forme purifiée. La
purification des bactériocines est une procédungue et couteuse qui nécessite la mise en
ceuvre de nombreuses technigues, a savoir une ipaéoip des protéines au sulfate
d’ammonium, différentes combinaisons de chromafages sur colonne telles que des échanges
d’ions ou des interactions hydrophobes et une éiapée de chromatographie liquide a haute
performance en phase inverse. Ces traitementsnigas applicables a I'échelle industrielle. La
stratégie souvent mise en ceuvre consiste desridiadsorption de la bactériocine sur la cellule
productrice suivie d’'une centrifugation ou d’'uné&afiltration de la culture et de la désorption de
la bactériocine par abaissement du pH a 2 et augwiamn de la concentration en chlorure de
sodium. Parenteet al., 1999.

Ces traitements ne sont pas applicables a léchelustrielle ; la stratégie souvent
mise en ceuvre est la semi purification. Les bexdtiéres semi-purifiées peuvent alors étre
conditionnées sous forme seche par atomisatiogyaphilisation la nisine, la seule bactériocine
|également approuvée comme additif alimentaire, cesbhmercialisée sous une forme semi-

purifiée. Smaoui, 2010.
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1.5.8. Les applications des bactériocines

Considérées en tant que « GRAS » (GenerallyRezeds Safe) et vu leur abondance
et leur pouvoir antimicrobien généralement bacigdeicles bactériocines des bactéries lactiques
trouvent leur utilisation dans différents domairas elles empéchent le développement de

bactéries pathogénes et nuisill@kbano et al., 2007).
1.5.8.1. Les applications des bactériocines danssiecteur alimentaire

Les bactériocines purifiees ou semi-purifiees sappliquées aprés production en
fermenteur, purification ou semi-purification etncitionnement par les techniques adéquates,
qui peuvent étre relativement couteuses. D'un paentvue législatif, une telle préparation est
considérée comme un additif alimentaire. Jusquéggmt, seule la nisine, un lantibiotique, est

acceptée comme additif alimentaire (E2@3)inane et al., 2005).

Les bactériocines peuvent également étre applgs@es la forme d'un concentré obtenu
apres fermentation par la souche productrice ehigtion d'un substrat alimentaire tel que le
lait, par exemple. Cette préparation sera considé@@mme un ingrédient fermenté. Elle
contiendra la bactériocine mais également d'autnésabolites microbiens tels que l'acide
lactique. La pédiocine, une bactériocine de cldlsseest commercialisée sous cette forme sous
le nom ALTA 2341. Des essais ont été recemmentafgt la lacticine 3147, un lantibiotique
(Deeganet al., 2006 ; Galvezet al., 2007).Au niveau législatif, cette forme ne nécessite pas
d'approbation. Cependant, si la culture n'est paditionnellement consommée, il faudra se

référer a la législation sur lesnovel food » (EC258/97).
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Tableau 06 :Exemples d’applications des bactériocines commeeawateurs alimentaires

(Gélvezet al., 2011).

Applications Bactériocines Classe Effets

Nisine I Prévenir la prolifération
d’endospores par
Li.monocytogenes dans le

fromage

Lacticine 3147 Inhibition deLi.monocytogenes
dans les yaourts naturels et le

Dans les produits fromage écrémé

laitiers Pédiocine PA-1/AcH lla Inhibition deLi. monocytogenes
dans les fromages blancs, cremes

et sauces a base de fromage

Entérocine AS-48 lic Inhibition rapide d.
monocytogenes et inhibition
lente deS aureus dans le lait

écréme

1.5.8.2. Les applications des bactériocines danssiecteur sanitaire

L'usage des bactériocines n’est pas restreintamathe alimentaire. Celles-ci servent
aussi comme agents de thérapie naturelle altesratit antibiotique$Smaoui, 2010).Suite a
I'’émergence du phénomene d’antibiorésistance msgifpar plusieurs bactéries pathogenes
(parmi les quelles certaines sont résistantes siquits antibiotiques a la fois) qui menace la
santé publique, les études sont actuellement égsnters la recherche de nouvelles substances

antibiotiques naturelles pouvant résoudre ce prod(dkrtchyan et al., 2010).

Les bactériocines de la classe lla présentent gupg important de peptides
antimicrobiens qui peuvent étre utilisés en médeawec les antibiotiques dans le traitement des
maladies infectieuses ou comme des agents antwi@es molécules ont une activité inhibitrice
contre les bactéries a Gram positif nuisibles ¢hggenes commBacillus cereus, Clostridium

perfringens, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes (Drider et al., 20069
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Matériels et Méthodes

1. Matériels

1.1. Matériels biologique
1.1.1. Le lait de vache

Les échantillons de lait ont été aseptiquementeped. Le pis et la mamelle ont été
nettoyeés a I'eau savonneuse, rincées a l'eausseriessuyeées a l'aide d’'une serviette de papier

stérile. La traite est réalisée apres lavage salgsemains et aseptisation.

Le lait a été recueilli dans un flacon en verre2808 ml stérile aprés avoir éliminer la premiére
dizaine de jets. Conservé a 4°C puis transpodéass une glaciere jusqu’au laboratoire de

biologie de l'université de Khenchela.

Les échantillons de lait de vache proviennent deétgon de Bouhmama, Khenchela

(age 4 ans de couleur noire blanche).
Ces prélévements ont eu lieu entre le mois AvriMais 2016(tableau 07).

Tableau 07:Répartition des prélevements entre le mois afrinais 2016

Prélevement Date

1°e 16/04/2016
2 eme 19/04/2016
3eme 22/04/2016
4eme 26/04/2016

1.1.2. Les souches indicatrices pathogenes

Pour les tests d’activité antibactérienne, nous avohnaisi 03 micro-organismes pathogenes
(Staphylococcus aureus ATCC25923, Klebsiella oxytoca ATCC25922, Bacillus subtilis
ATCC21332)
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1.2. Verrerie

YV V. V V V V V V

Tubes a essai
Béchers 500 ml
Béchers1l/2000ml
Erlenmeyer 500ml
Lames et lamelles
Pipette graduée
Pipette pasteur

Verre de montre

1.3. Outils

YV V.V V V V V V V

Anse de platine

Portoirs des tubes essai
Bec benzin

Boite de pétri

Pince

Spatule

Huile & immersion
Papier para film
Micropipette 1@l a 10Qul

1.4. Appareillage

L’appareillage utilisé est le suivant :

YV V. V V V V V V

Autoclave

Bain Marie

Balance électrique
Plaque chauffante
Etuves électrique
Microscope optique
Centrifugeuse réfrigérée

Réfrigérateur (4°)
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1.5. Réactifs et solutions

> Eau distillée

> Eau physiologie (99/1000ml Na CL)

> Colorants de Gram

> Huile de paraffine

> Réactif pour lecteur des galeries (Réactif du keyacide sufaniquey naphtalamine,
réactif TDA, réactif VP1 et VP2).

1.6. Milieux de culture

Gélose MRS (de Man-Rogosa et Sharp)
Bouillon MRS

Muller Hinton

Bouillon nitrate

Bouillon nutritif.

Mannitol mobilité

YV V.V V V V V

Gélose nutritif
Clark et lubs

Y

2. Méthodes

2.1. Méthodes d’isolement, de purification et de ¢servation des souches

Les étapes d’'isolement, de purificatibde conservation sont presque identiques pour les
deux genres recherchés. La différence réside damatlire des milieux de culture ainsi que dans

les durées et les températures d’incubation
2.1.1. Isolement

A partir de I'échantillon du lait, nous avons etige initialement des dilutions décimales
allant de 10, 107 10° 10%, 10°a 10°

Apreés plusieurs essais, seules les dilutiond 10* et 10° sont retenues pour ensemencer
les milieux de cultures solides M{Terzaghi et al., 1975)ce milieu convient pour I'isolement
des Streptocoques lactiques et MRS (De Man et al., 1960) utilisé pour l'isolement du genre
Lactobacillus coulés en boites de Pétri. Ces dilutions permetten repérer des colonies

suffisamment sépareées.

Les temps et les températures d’'incubation sonitaéda chaque genre :
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- Incubation a 30°C pendant 48h pour I'isolemert dspeces du gen8aeptocoques lactiques
sur M17.

- Incubation a 37°C pendant 72h pour l'isolemerst eéigpéces du genractobacillus (Leveauet
al., 1991).Sur MRS

Les boites sont lues apres 48 et 72 heures d’iticubaPour chaque échantillon de lait,

I'observation des colonies est réalisée .simultaré@mour toutes les dilutions
2.1.2. Purification

A partir des colonies isolées sur lmitde Pétri présentant la morphologie et la
pigmentation proche de celles des bactéries laztigon procede a un premier repiquage sur les
bouillons spécifiques d’enrichissement. Ainsi ledoaies isolées sur gélose MRS et M17 sont
repiquées respectivement sur bouillon MRS et bawillliker (utilisé pour I'enrichissement du
genreLactobacillus et du genrestreptocoques lactiques).et puis sont incubées pendant 48 h, par
la suite on réalise un deuxiéme isolement sur gé&dpgcifique a partir de la culture sur bouillon

d’enrichissement.

Aprés incubation aux temps et température appmi€haque genre, on vérifie s'il
s’agit toujours du méme type de colonies que céfleles dans la premiére étape et ceci par
I'observation directe de leurs caractéres morphqlaes. On effectue un deuxieme repiquage sur

les bouillons d’enrichissement a partir de coloties distinctes.

Ainsi les isolats supposés appartenir aux gesmeptocoques lactiques et Lactobacillus
sont repiqués sur leurs milieux d’enrichissemenis pncubées a 37°C pendant 24 h. A partir des
cultures sur bouillon et a I'aide d’une pipetterige on ensemence du lait écréemé (milieu pour

I'enrichissement) stérile réparti en tubes.

Le lait écrémé inoculé par les cultures est incab87°C pendant 18h, toutefois la
coagulation du lait aprés incubation indique laspriee de bactéries acidifiantes ce qui laisse
supposer qu’il s'agit des souches lactiques. Ddaiteelles seront conservées pour subir les

différents tests d’'identification.
Remarque:

Tout au long des différentes étapesotiment et de purification, il est nécessaire de
réaliser une coloration de Gram afin de vérifiabkence des germes contaminants Gram négatif

et les boites contaminées sont éliminées
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2.1.3. Conservation

Cette opération est nécessaire pour le maintiea debilité des souches isolées jusqu’a
I'étape d’identification. Elle a été réalisée pasemencement des souches isolées sur gélose
MRS /M17, les cultures pures sont conservées a -®4fGbscurité(Badis et al., 2003) et le

renouvellement de cultures se fait tous les tremsanegSaidi et al., 2002)
2.2. Méthodes d’identification

Apres l'activation des souches isolées par desjuages successifs sur milieu Elliker,
les cultures des souches a étudier sont prisebasegxponentielle de croissance pour subir les
différents tests d’identificatiotLes bactéries lactiques isolées sont identifiéedgs méthodes
classiques, basées sur la connaissance d'un certaitbre de caracteres morphologiques,
physiologiques et biochimiques proposés @airaud et Galzey (1980, Deroissart, (1986)et
Leveauet al., (1989 ; 1991kt aussi selon les normes de la fédération inierrade du lait-IL-
norme (1991) L’identification des isolats des bactéries lagtig au stade genre a éte réalisée en

deux étapes :

. La premiére consiste a tester tous les isolatdgpanloration gram, la production de la
catalase, la recherche d’'un cytochrome oxydaseclzerche d’'une nitrate réductase et le test de
mobilité

. La deuxiéme est basée sur I'étude morphologiquer@saopique et microscopigue)
Les isolats de bactéries lactiques ont été idestdiu stade espece sur la base des
Criteres d’identification rapporte par plusieussearrs comme sulit :

. La détermination du type fermentaire (homo-hétéroémtation) et la température

optimale de croissance.

. Les tests de croissance en milieux hostiles taljes la croissance en présence de

différentes concentrations en Na Cl et la thernsisténce.

. Les caractéres biochimiques par I'étude du méistnel enzymatique et fermentaire, tels

que le profil glucidique, la recherche et de I'ateé.

Les tests utilisés pour I'identification des sowghlées sont décrits comme suit :
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2.2.1. Les tests communs
2.2.1.1. Examen macroscopique

L’examen macroscopique des cultures est le premi@men effectué a partir de
I'isolement aprés incubation. L’aspect des colortiadle, pigmentation, contour,...) dépend du
milieu utilisé de la durée et de la température I'deubation. Il ne pourra étre décrit
convenablement qu'a partir de colonie bien isoldées: colonies sont d’autant plus petites
gu’elles sont rapprochées. La colonie peut apara la surface de milieu de culture pour les

germes aérobies, ou étre en profondeur pour lesegeanaérobig®enharbaet al., 2014)
2.2.1.2. Examen microscopique

L'observation microscopique permet de classe lestébaes selon leur Gram, leur
morphologie cellulaire, leur mode d’associat{dnoffin, 1996).

2.2.1.3. Coloration de Gram

C’est la coloration de base en bactériologie quenpe de distinguer les bactéries en
Gram positif et en Gram négatif, cette distinctest fondamentale pour leur identification. Un
frottis fixé a la chaleur est coloré pendant unautg auviolet de cristal; il est ensuite rincé
rapidement a |'eau courante, traité pendant unetmipar une solution deugol, et de nouveau

rincé rapidement.

On soumet alors le frottis coloré a une étape damldéation le traitant avec I'éthanol
95%. Il s'agit de I'étape critique: la lame estntexiue inclinée et en fait couler le solvant sur le
frottis pendant 30 secondes seulement jusqu'aeéeqeolorant cesse de s'échapper librement du
frottis. Celui-ci est alors immédiatement rincé'éall courante. A ce stade les cellules gram-
seront incolores, les cellules gram+ violettes.sOamet ensuite le frottis a une contre coloration
de 30 secondes a fiashine pour colorer les cellules gram- présentes. Aprébrehrincage, on
séche le frottis au buvard et on l'examine a ldbjea immersion (grossissemeit 100)
(Singleton, 1999)

Avec cette coloration double, les bactéries « Gpasitif » apparaissent en violet foncé tandis

que les bactéries « Gram-négatif » sont coloréeesmou en roug®glarras, 2007)
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2.2.1.4. Test catalase

Pendant leur respiration aérobie certaines bast@reduisent du peroxyde d’hydrogene
(H202) celui-ci est trés toxique et certaines h@$ésont capable de le dégrader grace aux
enzymes qu’elles synthétisent et notamment laasg¢alCette enzyme est capable de décomposer

I'eau oxygénée selon la réaction :

%92 2H20 + 02

Ce test a pour but de différencier les bactérieidaes (catalase-) des entérobactéries
(catalase+). Une colonie est mise en suspension ame ou deux gouttes de solution de
peroxyde d'hydrogéne (10 volumes) sur une lame.rdagction positive se traduit par un
dégagement immédiat de bulles de gaz (@®r¢hal et al., 1991)

2.2.1.5. Milieu Mannitol-mobilité

Le mannitol est un produit de réduction du D-maenod permet de rechercher
simultanément la fermentation du mannitol et la itéb On a ensemenceé les souches étudiées
dans le milieu par pigdre centrale, et incubé &30°C pendant 18 a 24h. Le virage au jaune du
milieu indique la fermentation du mannitol, unefulfon dans la gélose indique la mobilité des
bactériegMarchal et al., 1991)

2.2.1.6. Test de Nitrate-réductase

Dans des tubes contenant chacun 5 ml de bouillatNisont ensemenceés a l'aide d’une
anse, apres incubation & 30°C pendant 24 h, Letifeédes nitrites sont toujours présents donc
on ajoute deux gouttes de réactif Réductase | éu®ase Il dans Les tubes. Deux cas sont

possibles :
. Coloration rouge : Le nitrate réductase est dorsitiPo
. Pas de coloration rouge : Le nitrate réductasdast négatif.

Au cours de ce test, on recherche la productionedenzyme : la nitrate-réductase par la
bactérie. Cette étude va donc consister a mettévidence le métabolite nitrite ou la disparition

des nitrates initiaux.
2.2.1.7. CytochromegDxydase

Ce test permet de Mettre en évidence le cytochraxydase chez une bactérie donnée.

Le systeme des cytochromes se retrouve chez lé&rigscaérobies et anaérobies facultatives.

Principe : Dans le test cytochrome oxydase, onsatitertains réactifs colorants que l'on

substitue a I'Q comme receveur d’électron.
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A I'état réduit, le réactif est incolore, en p@se de I'enzyme cytochrome oxydase et

de I'oxygéne de I'air, le phénylénediamine est axgtl forme un composé bleu-pourpre.

Technique : Déposer une goutte de réactif sur yoepdiltre placé dans un pétri. Avec un fil

bouclé, placer une ou plusieurs colonies sur légpapun endroit ou il y a du réactif.
Réactif : di ou tétraméthyl-p-phénylénediamineditoygthlorure

Lecture et résultat: Immédiate

Oxydase Positive (+) : coloration violette ou paerp

Oxydase négative (-) : aucune coloratipellaglio et al., 1994)

2.2.2. Les tests spécifiques

2.2.2.1. Type fermentaire

Dans des tubes a essai on a versé un milieu MR&tetposé des cloches de Durham
pour mettre en évidence la production de gaz. Emsu a ensemencé les souches. Les souches
homofermentaires vont produire 90% d’acide lactiguseulement 10% de CO2, par contre les
souches hétérofermentaires vont produire l'acidédae et le CO2 a proportions éga(€zarr
et al., 2002)

2.2.2.2. Production d’acetoine

La recherche d’acetoine est testée par la réadeoxwoges Proskauer (YP Apres une
culture de 24h a 37°C sur milieu Clark et Lubs. g 5 gouttes du réactif VP1 (solution de
soude NaOH al6 dans I'eau distillée) et le mémameldu réactif VP2 (alpha naphtol a 6 dans
I'alcool a95°).agiter soigneusement les tubes &ndte un temps maximum de 10 min. La
présence d’acetoine se traduit par une coloratisa en surface mais pouvant diffuser dans tout
le milieu (Joffin J.N. et Leyral G., 2001).

2.2.2.3. Températures de croissance

Ce test est trés important car il permet de difféier les bactéries mésophiles de celles
qui sont thermophiles. D’autre part, ce test peraussi de distinguer entre les deux sous-genres
homofermentaires du genkactobacillus : Thermobacteruim et Streptobacteruim (Lahtinen et
al., 2012)

Les tubes a essais contenant soient le M17 stMiRE sont ensemencés a I'aide d’'une
anse de platine bouclée, par les souches suppaep@estenir aux genreStreptococcus et

Lactobacillus. L'incubation est réalisée a des températuregetddrées différentes.
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Les streptocoques Les lactobacilles
10°C pendant 7 a 10 jours 15°C pendant 7 a 10 jours
30°C pendant 24 a 48 h 45°C pendant 24 448 h

40°C pendant 24 a 48 h
45°C pendant 24 a 48 h

La croissance bactérienne est estimée par I'appardu trouble dans le bouillon
(Leveauet al., 1991; FIL-norme, 1991)

2.2.2.4. Test de croissance en milieux hostiles
. Croissance sur bouillon hypersalé

Ce test permet de voir I'aptitude des souchesdéselopper en présence de chlorure de

sodium (Na CI). Il nous donne des renseignemeéisiguix pour l'identification.

Cette aptitude est vérifiée par ensemencement dilido Elliker additionné respectivement de
2.5%, 4% et 6.5% de Na CI. L'incubation est réaiaé30°C pour les souches mésophiles et a
37°C pour les souches thermophiles et ce pendahedfs. La présence d’'une trouble indique

la croissance bactérienr(€lL-norme, 1991)
. La thermo-résistance

Les Streptocoques sont testés sur bouillon M17cpauffage du milieu ensemencé au

bain marie & une température de 63 °C pendant 80 mi

Les tubes sont refroidis rapidement aprés chaufféigeubation est réalisée a 30°C (souches
meésophiles) et a 37°C (souches thermophiles) pérdaa 48 h(Guiraud & Galzey, 1980)

2.2.2.5. Fermentation des hydrates de carbone

Il s’ agit d’apprécier I'aptitude des souches aabhétiser divers composes en particulier
des sucres (Arabinose, Amylase, Fructose, GalgciBsecose, Glycérol, lactose, Maltose,
Mannitol, Mannose, Mélibiose, Raffinose, Rhammd3iose, Saccharose, Sorbitol, Tréhalose
et xylose). La faculté d’'une bactérie a utiliserautre comme source d’énergie s’accompagne
généralement par la production de l'acide qui citndu’abaissement du pH dans le milieu
(Leveauet al., 1991).
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La technique consiste a ensemencer les souches destesles tubes correspondant aux
différant sucres et renferment comme indicateuptdée rouge de phénol, par la suite on incube
aux températures appropriées pendant 2a3 jouer.

Le virage du milieu du rouge au jaune indique B#aation du milieu donc la
dégradation du suc(€arbonnelle et al., 1990)

2.3. Galerie API 20E

On utilisé ce type de galerie biochimique malgr&ligine corresponde pas aux bactéries
lactique. La galerie APl 20E comporte 20 micro-tulbentenant des substrats déshydratés. Les
micros tubes sont inoculés avec une suspensioériEuie (prélever une seule colonie bien

isolée sur milieu gélosé, et homogénéiser dansha¢ontenant 5 ml d’eau physiologique).

Les réactions produites pendant la période dintobase traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par l'addition destiféala lecture de ces réactions se fait a
I'aide du tableau de lecture. L’identification ekitenue a I'aide du catalogue analytique ou d’un
logiciel d’identification

NB : on a utilisé la galerie APl 20E juste pour complét confirmer les tests de la

galerie classique.

Colonie d’une BL

— 5 mL d°ED stérile

Suspension d’opacité
Farland

Incubation 24h a37°C
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2.4. Mise en évidence de I'activité bactériocinoge

Les méthodes de détection des souches lactiquetigirices de bactériocines sont
basées sur la diffusion de ces substances protdpres un milieu de culture solide ou semi-

solide préalablement inoculé par une souche initteaEImoualdi et al., 2008.

Il s’agit de trois souchesBacillus subtilis, Klebseilla oxytoca, et Staphylococcus aureus. Les

souches utilisées dans notre étude sont mentiatarésle tableau suivant :

Tableau 08 :Souches utilisées dans le test antimicrobien.

Souche Gram Code
Staphylococcus aureus + ATCC25923
Klebsiella oxytoca - ATCC25922
Bacillus subtilis + ATCC21332

2.4.1. Méthode des puits

Pour la mise en évidence de la production de hiactée par les bactéries lactiqgues nous
avons choisi la méthodes de diffusion et par lthooke des puits basées sur le principe que ces
substances protéiques peuvent diffuser dans uneumitle culture solide qu’on inocule
préalablement avec les souches pathogénes etdagtian de bactériocine se manifeste alore
par I'apparition de zones d’inhibition autour ¢hests.Oubekka, 2013.

Le milieu Muller Hinton est coulé dans des boitegétri stériles .Aprés solidification du
milieu, les boites sont ensemencées en surfacetamrspension de la souches pathogéenes,
(Tabak et al., 2012)On réalise quatre puits par boite de pétri avais tépétitions a des moment
différents puis les puits sont remplis par 60 gu8@de surnageant obtenu apres centrifugation a
10 000 tours /min filtré et neutralisé par NaOHN),de facon a obtenir un pH de 6,5. La
diffusion des agents antimicrobiens dans le mifjélosé est améliorée par une incubation des

boites a 37°C pendant 24 heure.

L’activité antimicrobiennese révéle par I'apparition de zones d'inhibitiortcau les
puits .Les diameétres des zones d’inhibition appasst autour les puits seront mesurés, le
résultat est positif si le diametre de la zonehdbition est supérieure de 2mrfTabak et al.,
2012).
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Figure 10 :schéma de la méthode de diffusion en puits
2.4.2. Méthode des disques

Dans cette méthode, un tapis de la souche indieadst réalisé sur la surface d’'un milieu
solide, les BL sont repiquées dans MRS liquideiresibées pendant 18 /24h a 30 °C apres
I'incubation, une centrifugation réfrigérée 4°C aétlisée 40000 tr/ min pendant 15min ensuite
des disques stériles de papier Wattman imbibésigegeant de la culture a tester sont déposés
sur ce tapis. Apres incubation, les boites sonimix@es pour la présence des zones d’inhibition
(Bereckaet al., 2009).
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Résultats et discussion

1. Isolement et identification des souches lactigee

Nous avons réussi a isolé et purifié 06 souchebadtéries lactiques appartenant a différents
genres Lactobacilles, Lactocoques, Entérocoques

1.1. Identification des souches

1.1.1. Examen macroscopiques

L'examen macroscopique des colonies isolées dddlea révéelé que ces colonies sont
en générale rondes, lenticulaire a contours réglge coloration blanche creme, de petite taille.
Celui des colonies isolée sur le milieu MRS, sodnéralement de contours réguliers, rondes,
parfois lenticulaires de coloration blanches, cremansparentes, parfois jaunatres, de taille
moyenne ou grandgphotos 01).

1.1.2. Examen microscopiques

L'examen microscopique des bactéries provenant He dés coccis isolées montre des
formes en diplocoques, en chainettes plus au nlomngsies ou sous forme des amas de cellules
.ces derniéres ont en général une forme sphérnigudiametre variable.

L’observation microscopique des bactéries provertmntMRS révéle la présence de
cellules en forme de bacilles batonnets plus ais roourtes ¢occobacille} isolées, en paire et
ne chainette plus au moins long(elsotos 02).

Le tableau 09rapporte toutes les observations macroscopiquescebscopiques des différentes
souches isolées du lait cru.

Tableau 09: caractéres morphologiques des genres présuradmdtgries lactiques isolées.

Groupes Micro Macro GRAM
morphologie Morphologie
Lactobacillus Batonnets longs Petites colonies Positif
S2, S3 et S6 . A R
enroulés, Batonnets blanches a centre

petits en chainettes ou | marron et bombé

filamenteux, isolés ou en

chainettes
Streptocoques Coccis, diplocoques et | Colonies blanches, | Positif
Lactiques en chainette Rondes lenticulaires
S1, S4 et SH

et taille moyenne
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Photos 01: Aspect des colonies de bactéries lactiquesé&osg, (B) MRS/M17(A).

Photos 02: aspect microscopique apres la coloration de Ggaossissemerk 100)

1.1.3. Identification biochimique et physiologiquesles isolats
1.1.3.1. Testes préliminaires

En plus de ces tests basés sur la morphologie atgéries nous avons utilisé des tests
biochimiques et physiologiques pour déterminerderg de nos isolats.

Les souches étudiées sont catalase négative cea @as obtenu des bulles d’air apres le
dépodt de 'eau oxygénée sur la colonie cible, gicenforme aux résultats trouvés &ARR et
al., (2002),ce qui nous oriente a déduire que les soucheseisalont des bactéries lactiques.

Les résultats obtenus ont montré également quesdes bactéries lactiques sont des
bactéries immobiles. Car, Il n'y a pas d’'une diifusdans la gélosg”hoto 03).Concernant les
deux autres tests (nitrate réductase et cytochfoxyedase), les résultats obtenus sont négatifs
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car, il n’y a pas de coloration rouge et aucuneration respectivemeiiPhoto 04) (Dellaglio
et al, 1994)
Les résultats ces testes préliminaires sont résiame lg Tableaul0)

Tableau 10: caracteres préliminaires des souches isolées

Souche| Catalase| Mobilité |Nitrate réductase | Cytochrome Oxydase
S1 - Immobile - -
S2 - Immobile - -
S3 - Immobile - -
S4 - Immobile - -
S5 - Immobile - -
S6 - Immobile - -

(-) : test négatif.

Photo 03 :Résultat de test de Mannitol photo0O4 Test nitrate réductase
Mobilité [A] et le témoin [B]

1.1.3.2. Testes spécifiques
Les isolats de bactéries lactiques ont été idestidiu stade espece sur la base des critéres
d’identification rapporte par plusieurs auteurs oogrsuit :

1.1.3.2.1. Test de production d’acétoine (VP)

La réaction de Voges — Proskauer est caractarestilg certaines bactéries. D’apres les
résultats obtenus certaines souches produiseriaaitdine en formant un anneau rouge sur le
mileu Clark et Lubs .
—_—
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1.1.3.2.2. Test de connaissance du type fermentaire

D’aprés les résultats, toutes les souches sontofesmentaire dont les especes de

Streptocoques lactiqueainsi que certainactobacilles (Tableaull).

Photo 05 :Résultat de test de type de fermentation par @aehDurham

Tableaux 1Résultats du test de type fermentaire.

Souche Type fermentaire

S1 Homofermentaire
S2 Homofermentaire
S3 Homofermentaire
S4 Homofermentaire
S5 Homofermentaire
S6 Homofermentaire
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Résultats et discussion

Photo 06 :Résultat de la Galerie API120 E
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Le résultat de ce test est resumé datsdieau(12)

Tableaul2: Résultats du profile fermentaire des souchefjlaes sur galerie API20E

ouche
Test S1|S2|S3|S4|S5|S6
ONPG R
ADH + |+ [+ |+ |+ |+
LDC + |+ |+ |- |- +
oDC + [+ [+ - ]-7-
CIT + |+ |+ |- |+ |-
H2S + |+ |+ |- |- |+
UREE |- |- [- |- [- [+
TDA + |+ |+ -] -
INDOLE |- |- |- |- |- |-
VP SR I S A O S B
GEL R REEE
GLU + |+ |+ |+ |- |-
MAN - -1 7T
INO - -1 7T
SOR S e O A
RHA - -1 7T
SAC -+ -+
MEL R
AMY - - -+ T
ARA - -1 7T
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1.1.3.2.4. La fermentation des hydrates de carbones

L’identification est complétée avec I'étude de lankemtation des hydrates de carbones
par les souches isolées.

Lidentification des souches isolées est basée suprigfils des souches de référence
selon les travaux de : Leveatial., 1991 ; Larpent J-P, 1996 ; Bjokroht J. et HolzappV.,
2006 ; Devoyod J.J. et Poullain F., 1988 ; TeubeetMseis A., 2006 ; Hammes W.P. et Hertel
C., 2006.

Tableau 13 :Résultats du profil fermentaire des hydrates dearee.

Souches

S1[S2 |S3|S4|S5|S6
Sucres
Arabinose™| - | + + I
Amylose - | Nd nd | nd | nd
Fructose - |+ + + | - |+
Galactose | + | + + |+ |+ |-
Glucose + |+ + - -+
Glycerol + |- - + | nd | nd
Lactose + |+ + + | + |+
Maltose + |+ + + |+ |-
Mannitol + |+ + + | - |-
Mannose - |+ + - + |-
Mélibiose | - | + + - - |+
Raffinose | - | + + - - -
Rhamnose| + | + + |+ |-
Ribose + |+ + £ | + |-
Saccharose + | + + + | + |+
Sorbitol + |+ + + | - |-
Trehalose | + | + + |+ |+ |2
Xylose - + + |+ |- -

+: résultat positif, *: résultat variable, -: résultat négatif, nd: résultat non définie
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Les isolats ont été rattachés a trois groupe dists par ordre de dominance comme
suit : Lactobacilles (50%), Lactocoques(17%) et Entérocoques(33%) et rapportés dans le

tableau suivant qui représente l'identification pbtpique des souches isolées

Tableau 14: identification biochimique et physiologique desishes appartenant aux genres :
LactococcusEnterococcus dtactobacillus

Genre Lactobacillus Enterococcus | Lactococcus
Groupe Streptobacterium | Thermobacterium

Espece Lb. Acidophilus | Lb. Plantarum En. Faecalis | Lc. Lactis
Nombre des souches ST, ST, THe EN,; EN,4 LCLs

Tests préliminaires:

Gram + + + + + +
La catalase - - . - - }
Le nitrate réductase - - - - - -
Le cytochrome oxydase - - - - - -
La mobilité - - - - - -
La morphologie B B B C C C

Tests physiologiques:

La croissance a 1&

+ + - - - -
La croissance a 3T + + + + + +
La croissance a 4C + + + + + +
La croissance a 4& ] . + + + +
La production de C© - - - - - -
L’ADH - - - + + -
H,S - - nd - - nd
IND - - - - - -
L’halotolérance a 2 % NaCl + + + + + +
L’halotolérance a 4 % NaCl + + + + + +
L'halotolérance a 6.5 % NacCl + - - + + -
La thermorésistance a 63°C - - - + + -

pendant 30 mn
La production d'acétoine - - - -

+: résultat positif, *: résultat variable, -: résultat négatif, nd: résultat non définie
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Selon le schéma général de différentiation desegeappartenant aux bactéries lactique
(Carr et al.,, 2002) et dapres [l'utilisation des tests d’identificattonmorphologiques,
physiologiques, biochimiques classiques et de leri@aAPl 20 E, nos souches bactériennes
isolées a partir du lait cru peuvent étre appéesnprobablement au genres :

e Souche 1(S1)Enterococcus faecalidésignéd=N;

e Souche 2(S2)Lactobacillus acidophiluslésignée S
* Souche 3(S3)Lactobacillus acidophiluslésignée SiI
e Souche 4(S4)Enterococcus faecaldesigned=N,

* Souche 5(S5)Lactococcudactis désignée LCL

e Souche 6(S6)Lactobacillus plantarundésignée T

1.1.4. Sélection de souches bactériennes producéscd'un facteur antimicrobien autre que
les acides organique ou le peroxyde d'hydrogéne

Les bactéries lactigues produisent de nombreux aboétes aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiquepgetexyde d’hydrogene et les bactériocines
(Dortu et Thonart, 2009).

Pour la production du facteur antimicrobien par8esouches des bactéries lactiques en
employant la méthode des disques.

Les souches isolées du lait cru ont été testées|pou capacité a inhiber les bactéries
pathogeénes Gram négatikdebsiella oxytocaATCC25922 et les Gram positi&aphylococcus
aureusATCC25923 eBacillus subtilisATCC21332.

Dans le but d'éliminer la possibilité d'un antagam vis-a-vis les souches indicatrices
par la production d'acides organiques, ce qui e@stak des bactéries lactigues en général, le
surnageant d'une culture de 18 h a°CGdes souches isolées est ajusté a pH 6 (a ce pH la
croissance de la majorité des souches indicateésesptimale). L'extrait de culture (surnageant)
neutralisé et filtré sur ester mixte de cellulo3d5um est alors testé par la méthode des puits
déja décrite. L'inhibition qui pourrait étre dudéagproduction de peroxyde d’hydrogéne a été de
méme exclue par l'ajout de la catalase directemi@nta colonie de la bactérie productrice (cas
de double couches et méthodes des disques) oualditionnée au surnagent de la bactérie
productrice.

Sur un totale de (06) souches lactiques cribléas @ production des substances
antimicrobiennes en employant la méthode de ddfugin puits, la méthode des disq(feksoto
07, 08)et la méthode de double cougcteux (02) souches ont présentés une activité amttgo
dirigée contreStaphylococcus aureusTCC25923,Bacillus subtilisATCC21332 eKlebsiella
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oxytocaATCC25922 et pour lesquelles l'inhibition des dmsindicatrices est donc due a un
facteur antibactérien autre qu'un acide organiqueéeoperoxyde d’hydrogene.

La sélection de souches bactériennes productrices fdcteur antimicrobien dans
I'extrait de culture (pH = 6) et en présence dalaaé a montrée que les deux (02) bactéries
retenues sont identifiées comme suit :

Lactococcudactis désignée LCL

Lactobacillus acidophiludésignée Lb6

Remarque: nous signalons que seule la méthode des disgéesretenue comme méthode de
référence pour expliquer les résultats de cettigepar

1.1.4.1. Facteurs antibactériens produits par lesttobacilles

1.1.4.1.11 actobacillus acidophilus Lb6

SelonTagg et al., (1976), le spectre d'activité des bactériocines des hast&ram+,
bien qu'il puisse étre variable suivant les souchesconcerne jamais les bactéries Gram-. Les
souches bactériennes testées font partie d'espedesgenres différents ; les bactéries Gram+ et
Gram- sont testées par la méthode des disques.

Tableaul5 spectre d'activité antimicrobienne présente paiéthode des disques.

Souches indicatrices Diametre de zone d'inhibitiomm)
Lactobacillus acidophilu$T, | Lactococcudactis
LCLs
Staphylococcus auredsTCC25923 7-14 10
Bacillus subtilisATCC21332 14-17 4-19
Klebsiella oxytocaATCC25922 00 00

La bactérie Gram-8taphylococcus aureusTCC25923 eBacillus subtilisATCC21332
est sensible a l'action du facteur antibactériealyit parLactobacillus Acidophilu§T, avec des
diamétres de zone d'inhibition variés de 7 a 17 fminotos?7) (Tableaul5).L'inhibition des
souches indicatrices Gram+ par des bactériocinedad®bacilles est bien connue : des
bactériocines telles que la curvacine A produitela curvatus(Tichaczeket al, 1992)ou la
sakacine A et la sakacine M produites pbr sake(Nettles et Barefoot, 1993montrent une
action inhibitrice vis-a-vis des souches indicasidGram+ . Cette propriété serait liée, selon
Schillinger et Like (1989),a la position taxonomique des souches indicatripexhe de celle
des lactobacillegLudwig et al, 1984 ; Ruhland et Fiedler, 1987 ; Stackebrandt efeuber,
1988)
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Il est a signalé que, le genre de bactéries GtastéeKlebsiella oxytoceATCC25922
n'est pas affectées par la substance inhibitriodyite patlactobacillus acidophilu§$T,, ce qui
est une caractéristique des bactériocines des rlgact&ram+ en général, et lactiques en
particulier.

La résistance des bactéries Gram- est attribuaenature particuliere de leur enveloppe
cellulaire, les mécanismes d'action décrits pasibbctériocines faisant intervenir une adsorption
de ces molécules aux cellules sensibles.

SelonBhunia et al., (1991) la pédiocine Ac H (produite pd. acidilacticiH) interagit
avec les acides lipotéchoiques, absents chez d¢é&ries Gram-.

Ces molécules joueraient le rble de site de rémeption spécifique nécessaire pour
produire l'effet bactéricideKalchayanand et al., (1992) attribuent la résistance des bactéries
Gram- a la pédiocine Ac H a la barriere que reprtesait leur membrane externe. L'incapacité

des bactériocines a traverser cette barriere esadeur poids moléculaire et/ou a leur propriétés
hydrophobegNikaido et Vaara, 1985 ; Schveet al, 1994a).

Photo 07 :Inhibition obtenue par la méthode des disques deuahd_actobacillus acidophilus
ST, contreStaphylococcus auredsT CC25923(A) et Bacillus subtilisATCC21332(B)
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Résultats et discussion

1.1.4.2. Facteurs inhibiteurs produits par les laccoques
1.1.4.2.11 actococcus lactisLCL s

La substance antibactérienne produite Lgntococcus lacti€CLs possede un spectre
d'activité large par rapport les souches indicatritestées, avec des zones d'inhibition allant de
4 a 19 mm de diametf@ableau 15).

Le facteur antimicrobien produit par cette souchma@tré une inhibition contre les
bactéries Gram-+Bacillus et Staphylococcysavec des profils différents d’inhibition, Celaléja
été constaté pour plusieurs bactériocines, commaideme (c. lactis ssp. lactis11454)
(Benkerroum et Sandine, 1988)cette propriété serait liée, seldohillinger et Lilke (1989)

a la position taxonomique des souches indicatripesche de celle delsctococcus
(Ludwig et al, 1984 ; Ruhland et Fiedler, 1987 ; Stackebrandt &ieuber, 1988).

La spécificité de l'action des bactériocines palesi bactéries Gram+ est fonction des
caractéristiques des souches : composition desipest et des phospholipides membranaires et
de la couche de peptidoglycane.

SelonSchvedet al., (1994c) la séquence d'acides aminés d'une bactériocmeedi®u a
un certain nombre de charges positives avec desgnasrelatives particulieres, ce qui permet la
reconnaissance d'un site récepteur par neutralisates charges négatives se trouvant a la
surface membranaire. Le deuxieme facteur de spiéifconcernerait l'interaction entre la
séquence hydrophobe de la bactériocine et les pbbgjules de la membran&chvedet al,
1994c).

D'autre part, la bactérie gram-négative testdebhsiella oxytocaATCC25922 n'a pas été
touchée par la substance antibactérienne, cetistaidse peut étre justifiée par la nature
particuliére de I'enveloppe cellulaire.

En effet, Bhunia et al., (1991) montrent que la pédiocine Ac H (produite gar
acidilactici H) interagit avec les acides lipotéchoiques, alssehez les bactéries Gram-. Ces
molécules joueraient le rdle de site de réceptiom spécifigue nécessaire pour produire l'effet
bactéricide.Kalchayanand et al., (1992) attribuent la résistance des bactéries Gram- a la
pédiocine Ac H a la barriere que représenterait membrane externe. L'incapacité des
bactériocines a traverser cette barriere est dieeirapoids moléculaire et/ou a leur propriétés
hydrophobegNikaido et Vaara, 1985 ; Schveet al, 1994a).
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Résultats et discussion

Photo 08: Inhibition obtenue par la méthode des disques dmlahelactococcus lacti$CLs
contreStaphylococcus auredsT CC25923(C) et Bacillus subtilisATCC21332(D)
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Conclusion

Conclusion général

Les études faites sur les différentes bactérigcioepuis une vingtaine d’années ont
permis d’acquérir beaucoup de reconnaissance suyardpriétés et les différents modes d’action
des bactériocine .A ce jour, la nisine est la eseuth posséder le statut GRAS (Génerally
Reconized As Safe ). Ce statut fait qu’elle p&ue ajoutée comme additif alimentaire dans
plus d’'une cinquantaine de paySafl et Bierbaum, 1998 D’autres, comme la lacticine
3147.visent aussi cet usage. De plus, I'usage iaime bactériocine comme agent thérapeutique

a méme été souleyRyan et al., 1998).

Dans notre travail, nous avons d’abord isolé dedéb@s lactiques a partir de lait cru de la
région de Khenchela. Ces bactéries une fois isaléefait I'objet d’étude approfondi pour bien
les identifier et les caractériser. Les testesedfiilication aux quels I'ensemble des souches
isolées étaient soumises ont permis de criblercdd@les lactiques appartenant aux genres de

Lactococcus, Enterococcus et Lactobacillus

La réalisation de lisolement et de lidentificatiodes souches lactiques et leurs
caractérisations sur le plan technologique a attitée attention sur la possibilité d’exploiter les
activités antimicrobiennes dans la bio-conservaties produits alimentaires. La recherche des
activités antimicrobienne chez les bactéries laetigolées nous permis de constater que sur un
total de 6 souches lactique présentent le pouwiprdduire des bactériocines dirigées contre
Saphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus subtulis ATCC21332 et Klebsiella oxytoca
ATCC25922, seulement deux souchieac{obacillus acidophilus, Lactococcus lactis) possédent

une activité bactériocinogéene.

Les substances antimicrobiennes produites papleshes bactériennes isolées du lait cru
répandent aux critéeres retenus pdaenhammer (1988) et peuvent donc étre considérées
comme des bactériocines. Lors de la caractérisatisnbactériocines, le spectre d’activité est
similaire dont les deux substances antimicrobieniméhibent la bactérie Gram+ testées
(Staphylococcus aureus ATCC25923 etBacillus subtulis ATCC21332). 1l est également noté
qgue la sensibilité d’'une souche dépend du genmediespéce. Cette sensibilité est du aux
caractéristiques des souches (présence ou absersitesl récepteurgiKalchayanand et al.,
1992).
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Conclusion

La nomenclature des bactériocines n'obéissant pas &gles bien établi€fagg et al.,
1976),selon les résultats des tests de caractérisagigrsubstances antimicrobiennes isolées, il

a éte décide de désigner les bactériocines pradogeles 2 souches isolées de la fagon suivante:

» AcidocineST; pour la bactériocine produite pacactobacillus acidophilus désignée S

» Lactacine LCls pour la bactériocine produite pdractococcus lactis désignée LCk
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Annexe 1: Composition des milieux de cultures (g/l)
1. Milieux solides

Milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe, 1960

EXTrait d@ [EVUIE .....eviiiiiiee e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeneeeeeeennee 05¢g
EXtrait de VIANAE ......cooooiiiet e e 05g
PEPIONE .. e e 10g
AcCEtate de SOUIUM .....coiiiiii i st s e e s e e e e e e e e e e e eeeeeeesesrennnneesnnnnes 05¢g
Citrate de SOUIUM ....uuuiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaerrrnnnneeeeennnnes 02¢g
GIUCOSE. ... ettt e e eaaa e e e e e e e e e e e e e e aes 20g
KHZP O ..ot eeeeme ettt eees e, 02g
1[0 Y © 7 O PPPUUTPRRPPRUPPPRPIN 0.1g
IMINS O ...ttt ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e e nnnn e e eene 0.05¢g
0 = O PP PPTRRPPPIN 129
TWEENEO ... e O1lml
EaU AISHIIEE 0. S. P vereriiiiiiiiiei et e e 1000ml

Milieu M17

EXTrait A€ [EVUIE .....eviiiiiiie e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeneeeeeeennnes 2.5¢
EXtrait de VIANAE ..ot 0.5¢9
PePtONE 08 CASEINE .....cooiiiiiicet e e eeaeeee s s nanes 2.5¢
Peptone de VIANUE ........uuuiieiii e e e e e e e e e e e e e e e eeenneeeernnnne 2.59

T o1 (o] gTC 0 (=R ] - PPN 05¢g
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T o1 (o] gTC 0 (=R -
ACIAE ASCOIDIGUE ...t e e aa e e e e e e e e e e e

B-glycérophosphate de SOdiUum ..........ooimmmmmmiiiie v e e e

e T o [ U] 1= = o U USUURPRRRRR

Mannitol-mobilité

Rouge de PhENOL & 1 %0.....cccoeeieeiiiei e e e e
2. Milieux liquides

Eau physiologie

Phosphate di POtaSSIQUE .........coeeiiiiiimmmmmmmm et e e e

T 0 153 1] == o
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12.75g

0.25g
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04q
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01g
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Annexe 2: Coloration de Gram

1- Déposer une goutte d‘eau physiologique stérilausarlame bien propre

2- Prélever un échantillon de colonie et mélangerc daegoutte d‘eau, strier et

sécher par passage rapide sur la flamme d‘un be®he

3- Couvrir le frottis par du cristal violet pendarit $econdes
4- Laver I'exces du colorant avec de I'eau distillée

5- Couvrir de lugol pendant 30 secondes

6- Laver a l'eau distillée pendant 5 secondes

7- Rincer immédiatement le frottis avec le mélang®all - acétone en inclinant la

lame et par goutte a goutte jusqu‘a disparition giéte de la coloration violette
8- Laver a l'eau distillée pendant 5 secondes

9- Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes

10- Laver a l'eau distillée pendant 10 secondes

11- Déposer une goutte d‘huile a immersion sur leif@t observer au microscope
a un fort grossissement. Les cellules Gram+ absbthecouleur du cristal violet et
demeurent bleues violettes en apparence, contrameux cellules Gram- qui

apparaissent distinctement rosatres ;
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Annexe 3:
E—F e ance bouchée pleine
g ou L dans 9l d'ean replquage des
physiologique colontes distinctes
Sl de buuillon
'enrichissemel
prise de
I'tchantillon
Incubatlon 30°CATC
pit 24k
: Sl de boiilon
1wl o 10?0 10 d'enrlchissement
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O O specifique
Lsolement / "f | denxleme lsolemeni
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Purtfication | incabation 30°CA7°C
pilt 24h
|
Conservalion I O
‘ Tl i [l i dddiaddnanann T faddadninaaiain idandadani rJ
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I dlstincte
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consevalion i - 30°C — [ —— % ™ Mabllité
" " @ * atchbseneat | [ Mt éduc
erém
= Cytochrome-
l = Catalase
—
, P tesls comns Production
revivification 71 ientification . temspéﬂmlm e i
= Température
=i~ ADH
= (itratasa
B = Fermentionsi

Figure : Protocole d’isolement, de purification et d’iddictition des souches

lactiques
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Annexe 4 : les photos

Photo 01: solution mer

photo03 : Aspect des colonies photoO4 apparition des zones des inhibitions

e

Photo 05:L’étuve




L’étude des potentiels antimicrobiens (bactériocines) des bactéries lactiques
isolées a partir du lait cru de vache

Résumé

Le lait cru est le lait & la plus forte valeur nutritive .IL est récemment fait I’objet de débats

assez intenses. IL Constitue un produit de base dans le modele de consommation algérienne.

L’analyse de lait cru provenant de la région de Khenchela a permis I’isolement de six
souches de bacteéries lactiques appartenant aux genres : Lactococcus (une souche), et Lactobacillus
(trois souche). Enterococcus (deux souches) sur le milieu MRS agar et milieu M17 agar a la base

des tests morphologiques, biochimiques et physiologiques et le systéme API 20.

La recherche des bactéries lactiques a effet antimicrobien a montré que sur un total de six
souches seulement deux souches (Lactobacillus acidophilus ST, et Lactococcus lactis LCLs) ont
montré une activité antibactérienne, due a la production d’agent inhibiteur, contre Les bactérie
pathogenes Gram+ (Staphylococcus aureus ATCC25923 et Bacillus subtilis ATCC21332) et
Gram- (Klebsiella oxytoca ATCC25922) par la méthode des disques.

En tenant compte de leur activité contre les bactéries indésirables, certaines des souches
isolées dans cette étude pourraient étre des candidats potentiels utilisables dans la bioconservation

des produits alimentaires.

Mots clés : Lait cru, bactéries lactiques, bactériocines, bactéries pathogenes, activité

antibactérienne, bioconservation



The study of potential antimicrobial (bacteriocins) lactic acid bacteria isolated

from raw milk

Abstract

Raw milk is with the highest nutritional value .1t has recently been quit intense debate. It

Is a commodity in the model Algerian consumption.

The analysis of raw milk from the region Khenchela allowed the isolation of six strains of
lactic acid bacteria belonging to the genera Lactococcus (strain) and Lactobacillus (three strain).
Enterococcus (two strains) on the MRS agar agar and M17 at the base of morphological tests,

biochemical and physiological system and the API 20

Search lactic acid bacteria to antimicrobial effect showed that a total of six strains only
two strains (Lactobacillus acidophilus ST2 and Lactococcus lactis LCL5) showed antibacterial
activity, due to the production of inhibiting agent against Gram pathogenic bacteria + (
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis ATCC25923 ATCC21332) and Gram- (Klebsiella
oxytoca ATCC25922) by the disc method.

Considering their activity against harmful bacteria, some strains isolated in this study

could be potential candidates for use in the bioconservation food.

Key Word: raw milk, Lactic acid bacteria, pathogenic bacteria, bactericides,undesirables

bacteria. bioconservation
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Résumé

Le lait cru est le lait a la plus forte valeur nutritive .IL est récemment fait I’objet de débats

assez intenses. IL Constitue un produit de base dans le modele de consommation algérienne.

L analyse de lait cru provenant de la région de Khenchela a permis I’isolement de six
souches de bactéries lactiques appartenant aux genres : Lactococcus (une souche), et Lactobacillus
(trois souche). Enterococcus (deux souches) sur le milieu MRS agar et milieu M17 agar a la base

des tests morphologiques, biochimiques et physiologiques et le systeme API 20.

La recherche des bactéries lactiques a effet antimicrobien a montré que sur un total de six
souches seulement deux souches (Lactobacillus acidophilus ST, et Lactococcus lactis LCLs) ont
montré une activité antibactérienne, due a la production d’agent inhibiteur, contre Les bactérie
pathogenes Gram+ (Staphylococcus aureus ATCC25923 et Bacillus subtilis ATCC21332) et
Gram- (Klebsiella oxytoca ATCC25922) par la méthode des disques.

En tenant compte de leur activité contre les bactéries indésirables, certaines des souches
isolées dans cette étude pourraient étre des candidats potentiels utilisables dans la bioconservation

des produits alimentaires.
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