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Introduction
-
Les infections alimentaires sont a la base de plus de 9000 morts chaque année dans le monde
malgré 1’évolution des moyens technologiques modernes de transformation des aliments. Les
chercheurs et les industriels de I’agroalimentaire sont de plus en plus contraints a réduire
I’emploi des traitements physiques (hautes pressions, rayons ionisants, pasteurisation,
stérilisation, congélation, réfrigération,...) et chimiques (nitrites, sulfites,...) en utilisant des

bactéries comme un outil de prévention (Ren et al., 2018).

La découverte de la relation symbiotique entre I’Homme et les bactéries a conduit a une
nouvelle fagcon de voir les bactéries comme potentiellement bénéfiques, plutoét que pathogenes
(Tripathi et Giri, 2014). Au milieu du XIXéme siécle, un intérét pour les microorganismes a
eu lieu avec la découverte des « bactéries lactiques ». En 1857, Louis Pasteur a montré que le
processus de fermentation est provoqué par des microorganismes, peu apres I’isolement réussi
d’une bactérie lactique est survenu. En 1887, Joseph Lister a isolé la souche Bacterium lactis

a partir du lait fermenté (Preedy, 2010).

Le lait et les produits laitiers contiennent de nombreux nutriments essentiels et sont
caractérisés par une microflore lactique riche et diversifiée. Les bactéries lactiques sont parmi
les bactéries les plus utilisées dans les fermentations alimentaires grace a la production d’une

large gamme de métabolites(Mokoena, 2017 ; Ruiz et al., 2019).

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis plusieurs siécles comme des agents protecteurs, ils
se caractérisent par la synthése de différents métabolites ayant des roles dans la préservation
des aliments, la prévention d’empoisonnement, I’augmentation de la valeur nutritive et

I’amélioration de la qualité organoleptique des aliments et dans la santé (Ajao et al., 2021).

La bio-conservation par les bactéries lactiques est due a leurs capacités a produire plusieurs
métabolites antimicrobiens, tels que les acides organiques (acide lactique, acide acétique....),
le peroxyde d'hydrogene, 1'é¢thanol, le diacétyle, la reutérine, le dioxyde de carbone et les
bactériocines (Hammi, 2016). Ces substances antimicrobiennes ont la capacité de cibler
sélectivement les bactéries pathogeénes ou altérantes, sans pour autant inhiber les bactéries

indispensables.
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Ces substances bioactives présentent également une grande tolérance aux variations de pH et
aux traitements thermiques. Tous ces critéres suggerent que les bactériocines peuvent étre un
substituant idéal des conservateurs chimiques (Ababsa, 2012). Ces derniéres, font depuis

quelques décennies, 1'objet d'innombrables études notamment dans I'objectif d'applications

alimentaires.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail qui a été réalisé au niveau du laboratoire de la
faculté SNV de I’université de Rélizane et qui a pour objectif la mise en évidence de 1’activité
antimicrobienne chez quelques bactéries déja identifiés et des bactéries autochtones isolés a

partir d’un produit naturel.
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——— —————— ———— —————— ————— — —
2.1. Les bactéries lactiques :

2.1.1. Historique et Généralités :

Avant le vingtiéme siccle, le terme bactéries lactiques (Lactic acid bacteria) a été utilisé pour
signifier les organismes du lait acidifié. Significativement, la premiére culture pure de ces
bactéries était celle de Bacterium lactis (probablement Lactococcus lactis), obtenu par Lister
en 1873 (Boumehira, 2010). Les bactéries lactiques forment un groupe de bactéries
phylogénétiquement trés hétérogéne qui ont pour principal trait commun la capacité de

produire de I’acide lactique comme produit final de fermentation des sucres (Mahi, 2010).

Les bactéries lactiques sont largement répandues dans la nature et sont fréquemment isolées
d’environnements riches en matiéres organiques telles que les végétaux en décomposition
mais on retrouve également des représentants de ce groupe dans les tractus gastro-intestinaux
et urogénitaux des mammiferes (Saad, 2010). Depuis des millénaires, elles sont utilisées dans
I’alimentation humaine. Celles qui sont utilisées dans 1’alimentation sont considérées comme
non pathogénes et se voient attribuer le qualificatif anglo-saxon d’organismes GRAS
(Generally Regarded As Safe). Cependant, quelques membres du genre Streptococcus et
Enterococcus ainsi que d’autres bactéries lactiques sont considérées comme pathogenes

opportunistes (Mechai, 2009).

Actuellement, dans I’industrie agroalimentaire, les bactéries lactiques occupent une place
importante parmi les auxiliaires de fabrication. Si elles sont surtout connues pour le role
qu’elles jouent dans le secteur laitier (Dortu et Thonart, 2009 ; Moraes et al., 2010), elles
sont utilisées également dans le saumurage des légumes, les salaisons des viandes et des
poissons, en boulangerie et dans la fabrication du vin (Dortu et Thonart, 2009 ; Moraes et
al., 2010). Toutes ces applications nécessitent une étape de fermentation au cours de
I’¢laboration des produits finis. En tant que microorganismes d’intérét industriel, les bactéries

lactiques viennent immédiatement apres la levure Saccharomyces cerevisiae (Saad, 2010).
2.1.2. Les Caractéristiques classiques :

Comme toutes les bactéries, les bactéries lactiques (LB) sont des micro-organismes vivants et
unicellulaires (procaryotes) présentant des criteres morphologiques, physiologiques et

biochimiques variés (Drouault et Corthier, 2001 ; Drider et Prévost, 2006).
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2.1.2.1. Caracteéres morphologiques :

La premicre définition de bactéries lactiques, basée sur la capacité des bactéries de fermenter

et de coaguler le lait, englobait les bactéries coliformes et lactiques.

En 1901, Beijerinck observe que les lactobacilles sont des bactéries & Gram positif, ce qui
séparera définitivement les bactéries lactiques (2 Gram positif) des bactéries coliformes
(Mechai, 2009). Les bactéries lactiques sont donc des bactéries a Gram positif, non
pigmentées, immobiles et non sporulantes. (HO et al, 2007). Elles forment un groupe
hétérogéne composé de coques et de bacilles ou batonnets (figure 1) (Badis et al., 2005 ;

Khalisanni, 2011).

e Les coques (Cocci) sont des spheres plus au moins ovoides de 0,5 a 1,5 p m de
diamétre dont la division peut engendrer les paires, des tétrades, des tétrades, des
chainettes ou des amas. Ce sont des bactéries non sporulées et immobiles.

e Les bacilles sont des bactéries en forme de batonnets qui peuvent avoir différents
aspect. A coté de batonnets droits classique, on peut trouver des coccobacilles ou de

longues chaines de bacilles. Le batonnet peut s’incurver dans certains cas ou

s’allonger en filaments. IIs sont de 0,5 a 0,2 um de diamétres et 1,5 a environ 10 pm

de long (Hermier et al., 1997).

Figure 1 : (a) la forme cocci et (b) la forme bacille des bactéries lactiques observées au

Microscope ¢lectronique a transmission (Makhloufi, 2011).
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2.1.2.2. Caracteéres physiologiques et biochimiques :

Les bactéries lactiques convertissent le pyruvate en acide lactique pour régénérer le NAD+
utilisé dans la glycolyse (Mechai, 2009). A quelques exceptions pres, elles partagent les
caractéristiques suivantes : les bactéries lactiques sont hétérotrophes et chimio-organotrophes
(Klein et al., 1998; Badis, et al., 2005). Elles tolerent des pH acides, ne possédent pas de
catalase et possédent un métabolisme anaérobie strict ou aérotolérant (Hardie et Whiley,
1997). Pour les bactéries lactiques, la température optimale de croissance est variable selon

les genres.

La plupart des bactéries lactiques sont équipées génétiquement pour avoir un métabolisme
respiratoire, mais elles sont incapables de respirer si I'héme, n'est pas présent dans le milieu.
L'héme est un cofacteur indispensable au cytochrome c-oxydase le dernier accepteur
d’¢électrons de la chaine respiratoire. De trop grandes teneurs en oxygene peuvent leur étre

néfastes en raison de I’absence de chaine respiratoire (Kang, 1989 : Lechardeur, 2011).
2.1.3. Besoins nutritionnels :
2.1.3.1. Exigences en acides aminés :

Les BL exigent la fourniture exogene d’acides aminés pour leur croissance, car elles sont
incapables d’en effectuer la synthése a partir d’une source azotée minérale simple. Ces
besoins en acides aminés sont cependant variables d’une souche a une autre. D’une maniére
générale Streptococcus thermophilus est 1’espéce la moins exigeante (6 acides aminés au
maximum) alors que les lactobacilles sont auxotrophes pour un trés grand nombre d’acides

aminés (Kassas, 2017).
2.1.3.2. Exigences en vitamines :

Les exigences sont trés variables, y compris au sein d’'une méme espece. On distingue les
vitamines dont le besoin est absolu, celles qui stimulent la croissance et celles ayant peu
d’effet sur la croissance. Généralement, les exigences des BL portent souvent sur des
vitamines du groupe B tel que la niacine, la riboflavine et 1’acide panthothénique (Kassas,

2017).
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2.1.3.3. Exigence en bases azotés :

Les bases azotées peuvent étre stimulantes pour la croissance des BL. De telles exigences
proviennent de I’absence d’enzymes impliquées dans le métabolisme des pyrimidines et des
purines. Les streptocoques thermophiles présentent une exigence absolue pour les bases :
adénine, guanine, uracile et xanthine tandis que les lactobacilles exigent la présence
d’adénine, de cytidine, de désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et d’uracile. En
général, chez les lactobacilles, les exigences en bases azotées sont trés variables selon les
souches ; 1’addition de ces composés peut méme, chez certaines souches, entrainer des

phénomenes d’inhibition de la croissance (Kassas, 2017).
2.1.4. Origine et habitat :

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature (ubiquistes) et susceptibles d’étre
retrouvées dans tous types d’habitat en raison de leur bonne capacité d’adaptation (Axelsson,
2004 ; Belyagoubi, 2014). Elles peuvent se retrouver a 1’état libre dans 1’environnement (sol,
eau, eaux usées, fumier,...), ou vivent et en symbiose entre elles en association avec un hote,
tel que I’Homme, 1’animal, 1’écosystéme bactérien : le tractus gastro-intestinal ou génital des

mammifeéres (Makhloufi, 2012 ; Galvez et al., 2011).

Par exemple, dans I’environnement, les bactéries lactiques sont souvent retrouvées dans le lait
et ses dérivés (lait fermenté, fromages,...) (Makhloufi, 2012). Le tractus gastro-intestinal des
mammiferes est colonisé par des bactéries lactiques telles que les genres Bifidobacterium,
Lactobacillus, Leuconostoc, et Weisseilla. Par ailleurs, 1’appareil génital chez la femme est
principalement colonisé par des bactéries lactiques, telles que Lactobacillus, auxquelles il
apporte des nutriments comme le glycogéne. En acidifiant le milieu, ces bactéries apportent
une protection contre des pathogénes responsables d’infections vaginales comme
Trichomonas vaginalis pathogeéne responsable de la trichomonas vaginale (Bjorkroth et
Holzapfel, 2006, Ruiz et al., 2009) et Candida albicans a ’origine de la vulvo-vaginite
(Makhloufi, 2012).

2.1.5. Classification et caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques :
2.1.5.1. Taxonomie des bactéries lactiques :

Historiquement, le groupe des BL comportait les genres Lactobacillus, Leuconostoc,

Pediococcus et Streptococcus, mais les principaux genres importants en technologie agro-
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alimentaire incluent également Aerococcus, Carnobacterium, Lactococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella et Bifidobacterium (Stiles et Holzapfel, 1997;

Klein et al., 1998; Axelsson, 2004).

La taxonomie bactérienne moderne basée sur les caractéristiques phénotypiques et

génotypiques a eu comme conséquence la reclassification de beaucoup d'especes de BL.

Les BL possede un %GC au-dessous de 50%, cependant certaines especes de Lactobacillus
ont des valeurs pouvant atteindre 55% (Axelsson, 2004). Le pourcentage (GC%) de leur ADN
donne une composition assez proche pour le genre Lactococcus (34,46%), Leuconostoc
(36.43%), Pediococcus (34.42%) alors que le genre Lactobacillus est caractérisée par une

grande hétérogénéité (32.53 %) (Novel, 1993).

Excepté les bifidobactéries (Bifidobacterium, avec une teneur en G/C de 67%), tous les genres
mentionnés ci-dessus appartiennent au phylum. Néanmoins, ces derniers sont également
considérés comme BL, en raison des propriétés physiologiques et biochimiques semblables et
du partage de certaines niches écologiques communes telles que la région gastro-intestinale

(Schleifer et Ludwig, 1995).

Les méthodes taxonomiques modernes appliquées aux BL incluent la caractérisation
phénotypique et 1’analyse génotypique. Les méthodes phénotypiques employées sont
’analyse de la composition de la paroi (particulierement pour les bifidobactéries), I’empreinte
digitale de protéines par I’analyse de toutes les protéines cytoplasmiques solubles et la

mobilité €électrophorétique de certaines enzymes (Kunene et al., 2000).

L’identification des bactéries lactiques au niveau moléculaire est basée sur 1’analyse
d'homologie d'ADN comme méthode de référence. Des sondes d'acide nucléique ont été
développées pour plusieures especes de lactobacilles (Drake et al., 1996 ; Tilsala-

Timisjarvi et Alatossava, 1997).

La classification est également possible avec des méthodes génotypiques (RAPD-PCR,
ribotyping) ou d'autres techniques semblables. Ces techniques d'identification permettent
d'établir de véritables arbres phylogénique entre les bactéries et aussi de reconnaitre
I’évolution des especes et leur phylogénie au cours du temps (Schleifer ez al., 1991 : Bolotin

et al., 2001). La figure 2 représente 1’arbre phylogénique des bactéries lactiques.
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Figure 2 : arbre phylogénique des bactéries lactiques (Axelsson, 2004).
2.1.5.2. Principaux genres des bactéries lactiques :

Selon la derniére édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les bactéries
lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et ’ordre des
Lactobacillales renfermant trente-cinq genres répartis sur six familles. Parmi ces genres,
seulement treize sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il s’agit de : Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, QOenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Weissella (Drider et Privost,

2009) et Bifidobacterium (Leveau et Bouix, 1993).

Le tableau 1 présente les principaux genres de bactéries lactiques et les caractéristiques

physiologiques qui forment la base de la classification et de l'identification.
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Tableau 1 : Principaux genres de bactéries lactiques (Schleifer et al., 1995 ; Dicks et al.,

1995).
Genre Forme de la Type de Configuration de Espéce type
cellule fermentation I'acide lactique
Aerococcus Coques Homofermentaire Ac. viridans
Carnobacterium  Bacilles Hétérofermentaire L(+) Cb. divergens
Enterococcus Coques Homofermentaire L(+) Ec. faecalis
Lactobacillus Bacilles Homo ou hétéro- D(-), L(+) ou Lb. delbrueckii
fermentaire D/L
Lactococcus Coques Homofermentaire L(+) Lc. lactis
L euconostoc Coques Hétérofermentaire D(-) Ln. mesenteroides
Oenococcus Coques Hétérofermentaire D(-) Oe. oeni
Pediococcus Coques Homofermentaire D/L ou L(+) Pc. damnosus
Streptococcus Coques Homofermentaire L(+) Sc. salivarius
Tetragenococcus Coques Homofermentaire L(+) Tc. halophilus
Vagococcus Coques ovoides Homofermentaire L(+) Ve. fluvialis
Weissella Petits bacilles Hétérofermentaire D/L ou D(-) We. viridescens
2.1.5.2.1. Le genre Lactococcus :

Les Lactococcus sont des bactéries lactiques en forme cocci (figure 3) associées en paires ou

en chainettes de longueur variable, mésophile avec un optimum de croissance a 30°C. Leur

métabolisme est anaérobie facultatif et elles sont capable de se multiplier en aérobiose en

présence d’héme. La surface de Lactococcus est recouverte d'une couche de polysaccharide

lié de maniére covalente au peptidoglycane de la paroi cellulaire, la structure de ce

polysaccharide de paroi varie entre les souches .Les Lactococcus sont présentes dans la sphére

uro-génitale de la femme, chez les végétaux céréales, pomme de terre, pois, haricots,... etc., et

se retrouvent surtout en grandes quantités dans le lait cru ; elles sont utilisées comme levain

dans les fermentations laiti¢res (Teuber, 2015; Yu et al., 2017).

Figure 3 : Lactococcus lactis au microscope ¢électronique (Corrieu et Luquet, 2008).
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2.1.5.2.2. Les genre Streptococcus :

La famille de Strepococcaceae ou famille des Streptocoques est une grande famille de
bactéries. Ce sont des cocci gram positive, en chainettes ; il existe différents types: grandes,
petites et méme des fois des diplocoques. Elles sont anaérobies aérotolérants ce qui signifie
que leur croissance est favorisée par une atmosphere enrichie en CO», leur catalase est
négative. Elles ont des propriétés atmosphériques proches des Staphylocoques. On les
retrouve de manicre assez importante dans le tube digestif. La famille des Streptocoques
comprend deux genres: le genre Streptococcus (figure 4) avec les Streptocoques sensu et les

Pneumocoques et Le genre Enterococus (Patel et Gupta, 2018 ; Park et al., 2019).

3!
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Figure 4 : Streptococcus thermophilus au microscope ¢€lectronique (Furet ez al., 2004).
2.1.5.2.3. Le genre Lactobacillus :

Le genre Lactobacillus (figure 5) appartient au phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et
I'ordre Lactobacillale, il présente le genre plus grand et le plus hétérogene tres répandu dans
les environnements végétaux, animaux et humains (dans la flore buccale, 1'iléon et le colon, et
sont également dominants dans la flore vaginale).Se sont des bacilles regroupés en chainettes,
anaérobies facultatifs a gram positif non sporulés, sans catalase, gélatinase et nitrate réductase
négative. Ils sont dépourvus de cytochrome, leur type respiratoires est anaérobies ou micro-

aérophile (Sherid et al., 2016 ; Menad, 2017).

Les Lactobacillus se développent rapidement a température comprise entre 40 et 50°C, le pH

optimal de croissance est compris entre 5,5 et 6,2. Leurs pourcentages GC sont de 36 a 55%

10
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(Guiraud, 2003 ; Kouakou et Thonart, 2011; Debeyer, 2020). Ils ont des besoins
nutritionnels complexes (les glucides, les acides aminés, les peptides, les esters d'acides gras,
les sels, les dérivés d'acides nucléiques et vitamines). Ces bactéries sont employées depuis
longtemps pour la fermentation et la conservation de matiéres premicres végétales

alimentaires (Hammes et Vogel, 2012 ; Belhamra, 2017).

Figure 5 : Lactobacillus acidophilus (Maghnia, 2011).

2.1.5.2.4. Les genres Enterococcus et Vagococcus :

Les Enterococcus représentent le groupe des Entérocoques, généralement groupés isolés, en
paires, en chainettes ou en amas, leur morphologie peut varier selon les conditions de culture,
anaérobies facultatives, non sporulé de forme ovoide, ubiquitaire, gram-positives. Ils ont été
isolés du sol, des eaux de surface et de I’eau de mer, en association avec des plantes, dans les
produits alimentaires fermentés, une partie du microbiote intestinal des vertébrés et des
invertébrés, et agent responsable des maladies humaines. Ils sont composés de Streptocoques
fécaux, Enterococcus faecalis (figure 6) et Enterococcus faecium. lls se caractérisent par leur
tolérance a 6,5% de NaCl, au pH 9,6 et par la croissance a 10°C et 45°C. De plus, les

Enterococcus sont tres résistantes au séchage (Hanchi ez al., 2018 ; Gracia et Rice, 2019).

Il est & noter que certaines especes des genres Streptococcus et Lactococcus 1solées de poisson

et d’eau douce, sont classées dans le nouveau genre Vagococcus (Federighi, 2005).

11
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Figure 6 : Enterococcus faecalis au microscope €lectronique (Wallace et al., 2003).
2.1.5.2.5. Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella :

Les bactéries du genre Leuconostoc sont des bactéries lactiques mésophiles et
hétérofermentaires. Ce sont des cocci ovoides ou sphériques, a Gram positif, catalase négative

et anaérobies facultatives (Savadogo et Traore, 2011).

Le genre Weissella est constitu¢ de coccobacilles ou de coques ovoides, se présentant de
maniere isolés ou regroupés en deux ou en courte chaines, non sporulés, immobiles, catalase

négative (Mechai, 2009).

L’espece Leuconostoc oenosa été renommée QOenococcus oeni et certains lactobacilles
hétérofermentaires ont été regroupés avec Leuconostoc paramesenteroides dans le nouveau

genre Weissella (Federighi, 2005).
2.1.5.2.6. Les genres Pediococcus, Tetragenococcus et Aerococcus :

Les Pediococcus sont des germes microaérophiles, a besoins nutritifs complexes, de
nombreuses especes sont acidophiles et osmophiles, leur fermentation homolactique donne
parfois de I’acide lactique racémique mais fréquemment la forme L prédomine. Ils sont des
saprophytes et contaminent les produits végétaux. Ils sont parfois utilisés comme levains

lactiques pour les charcuteries (Guiraud et Rosec, 2004).

Les genres Tetragenococcus et Aerococcus sont issus du genre Pediococcus dont ils forment

des lignées phylogénétiques distinctes (Collins ez al., 1990; Matamoros, 2008).

12
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Le genre Aerococcus regroupe des especes de forme ovoide (1-2um de diamétre), o-

hémolytiques, non-gazogeénes, arginine(-), pouvant croitre a une concentration de 6.5% de

NaCl (Benguella, 2015).
2.1.5.2.7. Le genre Carnobacterium :

Les Carnobacterium (figure 7) sont décrits comme des alcalophiles, catalase négative,

oxydase négative, psychrophiles, anaérobies facultatives (Corrieu et Luquet, 2008).

Figure 7 : Carnobacterium (Corrieu et Luquet, 2008).

2.1.5.2.8. Le genre Bifidobacterium :

Les bactéries de ce genre (figure 8) sont des bacilles a gram positif, anaérobies stricts, a haut
pourcentage en CG, non sporulés, de forme irréguliére, comportant souvent des ramifications.
Ces bactéries glucidolytiques dégradent les hexoses par une voie particuliére : la voie du
fructose-6-phosphate. Actuellement, 47 especes sont décrites. L'habitat principal de ce genre
est le tube digestif de 'Homme et des animaux, et il appartient au phylum des Actinobacteria,
un des trois phyla dominants dans le microbiote de I'Homme. Son établissement est précoce
chez les nouveau-nées et les oligosaccharides du lait maternel favorisent son implantation trés
dominante chez le nouveau-né allaité. Ce genre a un trés faible pouvoir pathogene, excepté

Bifidobacterium dentium qui a été associé a des pathologies dentaires (Butel ez al., 2014).

13
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Figure 8 : Bifidobacterium sp. (Wallace et al., 2003).

2.1.6. Métabolisme des bactéries lactiques :

La croissance nécessite la production d’énergie, les bactéries lactiques ne font pas exception a
la régle, parce qu’elles ne possédent pas un systéme respiratoire fonctionnel, elles doivent

obtenir leur énergie par phosphorylation au niveau de substrat (Atlan, 2008).
2.1.6.1. Métabolisme des carbohydrates :

Toutes les bactéries lactiques possedent un métabolisme fermentaire, leur permettant en
utilisant des sucres fermentescibles, de produire principalement de I’acide lactique mais aussi
d’autres acides organiques (acide acétique, acide formique). Bien que les bactéries lactiques
constituent un certain nombre de genres divers, elles sont regroupées en tant que
homofermentaires ou hétérofermentaires (figure 9) en fonction du produit final de leur

fermentation (Alaoui et al., 2016) :

» Les bactéries lactiques homofermentaires : possédent l'enzyme aldolase et sont
capables de fermenter le glucose plus directement en acide lactique que les
hétérofermentaires. Les espéces des genres Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Enterococcus, et certaines de Lactobacillus dans les conditions standard de croissance,
fermentent les sucres par la voie d’Embden-Meyerhof- Parnas en pyruvate, ce dernier
est converti en acide lactique par le lactate déshydrogénase (LDH). Dans certaines
conditions de croissance (limitation de carbone, exces du carbone des sucres lentement

métabolis¢), le métabolisme homolactique peut se transformer en métabolisme mixte
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caractérisé par la production d’acétate, formate, éthanol et /ou du COz en plus de

I’acide lactique (Kowalczyk et al., 2015).

» Les bactéries lactiques hétérofermentaires : produisent de l'acide lactique comme

principal produit en plus de dioxyde de carbone, de I'acide acétique et de 1'éthanol a

partir de la fermentation du glucose. Les Leuconostoc, Oenococcus, et certaines

especes de Lactobacillus fermentent les sucres généralement par la voie de

phosphocétolase. Les pentoses sont fermentés en pyruvate et acétylcholine qui sont

convertis ultérieurement en lactate et acétate respectivement. Les hexoses peuvent étre

convertis en lactate, éthanol et CO, (Mozzi et Vignolo, 2010 ; Jagadeesh, 2015 ;

Kowalczyk et al., 2015).
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Figure 9 :

Lactate

la fermentation du lactose chez les bactéries lactiques

hétérofermentaire (Bekhouche, 2006).

voies homo et

1 : phospho-B-galactosidase ; 2 : tagatose-6-phosphate Isomérase ; 3 : tagatose-6-phosphate Kinase ; 4

: tagatose-1,6-diphosphate aldolase ; 5 : pyruvate Kinase ; 6 : lactatedéshydrogénase; 7 : fructose-1, 6-

diphosphate aldolase ; 8 : pentose-5-phosphate cétolase ; 9 : éthanol déshydrogénase.

15



Synthese bibliographique
- ———— — ———— — ——————————
La conséquence pratique, pour le produit alimentaire siége d'une fermentation lactique, est
que les bactéries lactiques jouent un role fondamental dans 1'inhibition des flores nuisibles a la
technologie ou dans celle des flores pathogeénes. Deux facteurs principaux, parfois
difficilement dissociables, doivent étre pris en compte : le pH et les acides (lactique et
acétique produits) (Avagodo, 2004). Ainsi, une bonne acidification lactique entraine une
inhibition de la croissance d’Escherichia coli, des Pseudomonas, des Salmonella, des
Clostridia ou de Listeria monocytogenes. Par comparaison, l'acide acétique est beaucoup plus
toxique que l'acide lactique. En milieu faiblement tamponné, les deux acides agissent en
synergie : l'acide lactique contribue a diminuer le pH du milieu, augmentant ainsi la toxicité

de l'acide acétique vis a vis des autres bactéries (Avagodo, 2004).
2.1.6.2. Métabolisme protéolytique :

L'incapacité des bactéries lactiques a synthétiser les acides aminés, nécessaires a la synthése
protéique, nécessite un fonctionnement actif de leur systéme protéolytique (figure 10) dans les
environnements ou les protéines constituent la principale source d’azote. Le systéme
protéolytique est composé de protéases associées a la paroi cellulaire, qui catalyse 1'hydrolyse
de protéines en peptides contenant de 7 a 16 résidus aminés. Ces peptides sont ensuite
dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases en unités transportables d’acides aminés et
de petits peptides (Maghnia, 2011). Certaines souches de Lactococcus Lactis sont capables

de synthétiser la plupart des acides aminés dont elles ont besoin (Leonard, 2013).

protein

PrtP

<<=

il' oS

oligopep

200000000

\

f

)0

300000000230

\

Figure 10 : systeme protéolytique des bactéries lactiques (Boullouf, 2016).
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2.1.6.3. Métabolisme lipolytique :

Les bactéries lactiques sont connues comme faiblement lipolytiques comparées a d’autres
bactéries. Les bactéries appartenant au genre Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc et
Pedicococcus sont lipolytiques tandis que les Lactocoques ont une activité estérasique. Les
activités lipasique et estérasique sont maximales pendant la phase exponentielle de croissance,
les lipases bactériennes catalysent la production des acides gras a longues chaines a partir des
mono et diglycérides, alors que les estérases permettent la libération des acides gras volatils,
dont la concentration augmente pendant I'affinage. Ils sont également des précurseurs pour la
formation de méthylcétones, alcools, lactones et esters; la figure suivante présente les

différentes voies conduisant a la formation de ces composés (Dellali, 2012).
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Figure 11 : principales voies de la lipolyse (Boullouf, 2016).
2.1.6.4. Métabolisme du citrate :

Le citrate est un intermédiaire central du cycle des acides tricarboxyliques. Il joue un role
important dans le métabolisme énergétique des cellules vivantes et également un précurseur
pour la synthése des acides aminés. L’acide citrique est utilisé par nombreuses especes des
genres  Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc et

Lactobacillus. Le citrate ne peut étre dégradé qu’en présence d’un substrat fermentescible et
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d’une source d’azote, il est transporté a I’intérieur des cellules par une citrate-perméase, ou il

est scindé en acétate (en majeure partie excrété) et en oxaloacétate par le complexe

enzymatique citrate lyase. L’oxaloacétate est ensuite converti en pyruvate et en CO; par une

oxaloacétate décarboxylase. Des transformations successives du pyruvate aboutissent a la

formation de composés aromatisants et le produit fini est le 2,3-butylen-glycol (2,3-

butanediol) (figure 12) (Bekhouche, 2006; Drider et Prevost, 2009).
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Figure 12 : le métabolisme du citrate chez les bactéries lactiques (Bekhouche, 2006).

TPP : thiamine pyrophosphate; 1 : citrate lyase (citritase); 2 : oxaloacétate décarboxylase; 3 : pyruvate

décarboxylase; 4 : diacétyle synthétase; 5 : diacétyle réductase; 6 : acétoineréductase; 7 : acétolactate

synthétase; 8 : acétolactate décarboxylase.
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2.1.7. Intéréts et domaines d’utilisation des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont utilisées dans plusieures technologies pour répondre aux besoins

de I’industrie alimentaire, cosmétique, et pharmaceutique (Bouzaid et al., 2016).
2.1.7.1. Domaine alimentaire :

Depuis longtemps, les bactéries lactiques sont utilisées de fagon consciente ou non pour leurs
activités technologiques. Elles sont consommées dans les produits alimentaires fermentés
(produits dérivés du lait, de la viande et du poisson, le vin, la bicre, le pain, les produits
végétaux,...), parce qu’elle se caractérisent par une sécurité¢ hygiénique, une stabilité¢ de
stockage et des propriétés sensorielles attrayantes (Mami et al., 2010 ; Al-tawaha et Meng,
2018). De plus, les EPS produits par les BL contribuent a la qualité du lait fermenté, en
particulier a sa texture, saveur et viscosité. Ces molécules peuvent maintenir une certaine
onctuosité du lait fermenté et un bon golt tout en réduisant l'utilisation des additifs
alimentaires. L’effet conservateur des bactéries lactiques est souvent di a la capacité a
produire des composés inhibiteurs, y compris le peroxyde d'hydrogéne, I'éthanol, les acides
organiques (acide lactique et acétique), le dioxyde de carbone, les bactériocines ou les
substances analogues aux antibiotiques (Chun-lei ez al., 2014 ; Ngozi, 2017 ; Reuben et al.,

2020).
2.1.7.2. Domaine thérapeutique :

L’action des bactéries lactiques sur la santé se classe dans le cadre des probiotiques. En 2001,
un comité d'experts de 1'Organisation des Nations pour l'alimentation et I'agriculture (FAO) et
I'organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) définissait les probiotiques comme des micro-
organismes vivants qui lorsqu'ils sont consommés en quantité suffisante dans 1’alimentation
apportent des effets bénéfiques a la santé du consommateur (Boumediene, 2013 ; Yan et
Min, 2014 ; Shehata et al., 2016 ) . Parmi les avantages exercés par les probiotiques sur la
sant¢ de I'hote: la réduction de l'intolérance au lactose, des allergies, du cholestérol, la
pression artérielle et la prévention du cancer du cdlon,...etc. Tous ces effets bénéfiques se
font spécialement grace au contact direct entre les cellules, a la sécrétion de diverses

molécules et/ou a I'alimentation microbienne croisée (Gémez ef al., 2016 ; Mokoena, 2017).
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2.1.7.3. Domaine cosmétique :

La capacité de rétention d’eau de I’acide lactique le rend approprié¢ a I’usage comme produit
hydratant dans les formulations cosmétiques. Le lactate d’éthyle est un ingrédient actif dans
plusieures préparations anti-acné. L’occurrence naturelle de ’acide lactique dans le corps
humain fait qu’il est trés utile comme substance active dans les produits cosmétiques (Wee et

al., 2006).
2.1.7.4. Domaine Industriel :

L’acide lactique est utilis¢ dans divers procédés industriels, comme agent de détartrage,
dissolvant, nettoyant, mouillant,... etc. En raison de 1’augmentation des quantités de déchets
plastiques dans le monde entier, des efforts considérables de recherches et de développement
ont été consacrés afin de substituer les thermoplastiques conventionnels par des matériaux

biodégradables, a une seule utilisation (Reddy ef al., 2008).
2.2. L’activité antimicrobienne des bactéries lactiques :
2.2.1. Les interactions entre les microorganismes :

L’¢évolution des conditions physico-chimiques et la disponibilit¢ en nutriments sont des
¢léments importants pour le développement des microorganismes. Ils peuvent ainsi générer
des phénoménes d’interactions. Ces interactions peuvent s’établir entre différentes
populations (moisissures, bactéries) et au sein méme d’une population regroupant différentes
especes ainsi qu’entre différentes souches d’une méme espece. Les interactions sont classées
selon une approche phénoménologiques basées sur leurs effets positifs ou négatifs et ou une
approche mécanistique c’est-a-dire directe (contact physique entre les bactéries) ou indirecte

(substance produite ou consommée par un des microorganismes) (Tahlaiti, 2019).
2.2.1.1. Interactions positives :

Quand on parle d’interactions positives, on différencie le commensalisme ou 1’un des
partenaires est stimulé par la production d’une substance essentielle ou par la destruction d’un
facteur inhibiteur, du mutualisme ou, dans ce cas, I’interaction est bénéfique aux deux

partenaires (Cholet, 2006).
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2.2.1.2. Interactions négatives :

Il existe divers mécanismes d’inhibition des microorganismes entre eux. Si l’inhibition
intervient par la production de substances inhibitrices et si un seul des deux microorganismes
est inhibé par ’autre, ils convient de parler d’amensalisme. En revanche, si les mécanismes
d’inhibition sont réciproques, il s’agit alors d’un phénoméne de compétition. Cette
compétition peut s’exercer vis-a-vis de 1’espace disponible (inhibition de contact) et/ou de la
disponibilité en substrats. L’antagonisme désigne une lutte réciproque des deux populations
par la production de molécules inhibitrice, généralement spécifiques (Cholet, 2006 ; Monnet

et al., 2008).
2.2.2. Les propriétés inhibitrices des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques, utilisées habituellement en tant que ferments pour développer
certaines caractéristiques organoleptiques, peuvent également avoir un role comme agent de

préservation des aliments (Ammor et al., 2006).

Il est intéressant de noter que ces phénomenes d'inhibition causés par les bactéries lactiques
peuvent également s'exercer contre de nombreux organismes étrangers a savoir les
staphylocoques, les clostridies, les streptocoques non lactiques et les bactéries coliformes
(Julliard ez al., 1987). Le pouvoir antimicrobien des bactéries lactiques peut étre attribué a

divers facteurs : (Ammor et al., 20006).
2.2.2.1. La compétition nutritionnelle et pour l'espace :

Lorsque plusieures souches sont mises en culture dans un méme milieu, elles entrent
nécessairement en compétition, si elles utilisent le méme substrat. C'est ce qui se passe avec

les bactéries lactiques utilisant le lactose (Julliard ez al., 1987).

Du fait de leurs importantes exigences nutritionnelles, les bactéries lactiques envahissent
completement le milieu. Elles limitent alors la multiplication des autres colonisateurs
(Castellano et al., 2008). De plus, les cellules d'une méme espece possedent des systémes de
communication (Gram et al., 2002). Lorsqu'une certaine densité cellulaire est atteinte
(systeme de «Quorum Sensing»), des signaux sont envoyé€s d'une cellule a 1'autre pour réguler

I'expression de certains geénes et orienter le métabolisme (Leonard, 2013).
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2.2.2.2. La production de métabolites antimicrobiens :

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre associées a de nombreux
¢léments. Elles résultent de I'effet combiné de différents facteurs biologiques provenant de
leurs activités métaboliques, synthétisent des molécules a actions bactéricides et ou
bactériostatiques tels que 1’acide lactiques, des acides organiques, le diacétyle, le dioxyde de

carbone,...(Chentouf, 2015 ; Bouzaid et al., 2016).
2.2.2.2.1. Les métabolites antimicrobiens non peptidiques :
e Les acides organiques :

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

qui ne peuvent se développer a pH acide.

L’effet inhibiteur de ces acides organiques est principalement provoquer par les molécules
non dissociées qui diffusent a travers les couches lipidiques des membranes des
microorganismes provoquant ainsi un abaissement du pH dans le cytoplasme qui a pour
conséquence la déstabilisation des cellules (Zhitnitsky et al., 2014). Par contre, les bactéries
lactiques possedent un systeéme de Tolérance a 1'Acide (TA) (AcidToleranceResponse) qui
leur permet de survivre et de continuer a faire fonctionner leur métabolisme (Van de Guchte

et al., 2002).

Certaines bactéries lactiques hétérofermentaires dites propioniques sont capables de convertir
le lactate en propionate et acétate accompagné d'une production de COz. Méme si cette
production d'acide propionique est a 1'état de traces, l'effet inhibiteur a été démontré surtout

contre la croissance des champignons et moisissures (Leonard, 2013).
e Le peroxyde d’hydrogene :

Le peroxyde d'hydrogene (H202) présente un effet antimicrobien qui peut étre expliqué par la
production de radicaux libres tels que le groupement superoxyde et le groupement hydroxyle
capables d’endommager I’ADN bactérien. En outre, le pouvoir inhibiteur du peroxyde
d'hydrogene pourrait étre dii a des réactions d’oxydation des groupes sulfhydriles provoquant

une modification de la conformation des protéines et donc la perte de fonction des enzymes.
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De plus, il peut engendrer la peroxydation des lipides membranaires, augmentant ainsi la

perméabilité de la membrane du microorganisme cible (Nair et al., 2017).

La production et I’accumulation du peroxyde d’hydrogéne crée un environnement toxique
pour les cellules non équipées de systeme de protection capable de dégrader ce compos€, son
accumulation est inhibitrice vis-a-vis des souches qui générent du peroxyde mais aussi vis-a-

vis d’autre microorganismes (De Roissart et Luquet, 1994).
e Le dioxyde de carbone :

Le dioxyde de carbone (CO.) est principalement formé pendant la fermentation des hexoses
suivant la voie hétérofermentaire. Le pouvoir antimicrobien du dioxyde de carbone produit
par les bactéries lactiques s’explique par la création d’une atmosphere anaérobie qui inhibe la
croissance de certains microorganismes aérobies tels que la flore d’altération psychrophiles a
Gram négatif. De plus, I’accumulation du dioxyde de carbone dans la membrane lipidique de

la cellule cible pourrait modifier sa perméabilité¢ (Leonard, 2013).
e La reutérine :

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est une substance antimicrobienne qui est
produite comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par
certaines espéces de Lactobacillus. La fermentation du glycérol se déroule en deux étapes. Le
glycérol sera tout d’abord déshydraté par une glycérol déshydratase pour former de la
reutérine qui sera ensuite réduite en 1,3-propanediol par une oxydoréductase. Cette deuxieéme
¢tape est inhibée en [’absence de glucose. La reutérine s’accumule alors dans le
microorganisme producteur. A haute concentration, elle est excrétée dans le milieu. Sa
toxicit¢ contre la cellule productrice limite sa production, certaines especes comme

Lactobacillus reuteri sont plus résistantes (Langa ef al., 2014).
e Le diacétyle :

Le diacétyle (C4HsO3) est un produit du métabolisme de citrate qui est responsable de 'arome
"beurre" de produits laitiers et qui inhibe la croissance bactérienne en interférant
probablement avec les mécanismes gouvernant l'utilisation de l'arginine. Il est rarement
présent dans l'aliment en quantité suffisante pour y exercer une activité antimicrobienne

importante (Heita, 2014).
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2.2.2.2.2. Les métabolites antimicrobiens peptidiques :

Les métabolites antimicrobiens peptidiques produits par les bactéries, y compris les bactéries
lactiques sont connus sous le nom de bactériocines. Il s’agit de composés protéiniques
produits par diverses bactéries Gram positives et Gram négatives (Sidhu et Nehra, 2017)
avec un mode d'action bactéricide ou bactériostatique contre des especes étroitement
apparentées (Jaya Chitra et Siva Kumar, 2018). IIs sont produits et secrétés a 1’extérieur de
la cellule productrice. Leur spectre d’activité peut étre plus ou moins large, quelquefois limité

aux especes proches phylogénétiquement des bactéries productrices (Bouzaid et al., 2016).

Les bactériocines sont synthétisés par voie ribosomique par les bactéries, avec une longueur
inférieure 2 10 acides aminés ou jusqu'a 688 résidus, qui inhibent ou tuent les micro-
organismes phylogénétiquement apparentés et/ou non apparentés qui partagent la méme niche
microbienne (Pacheco-Canoa et al., 2014). Leur synthése est codés par des geénes qui

peuvent étre portés par des chromosomes ou des plasmides (Bharti ef al., 2015).

La formation de bactériocines est une caractéristique héréditaires des organismes, consistant
en ce que toutes les souches ont la capacité de synthétiser une ou plusieurs substances
bactériocinogenes strictement définies et spécifiques (Alexander et al., 2017). Selon Cotter
et al. (2005), entre 30 et 99% des procaryotes produisent au moins une bactériocine (barbosa
et al., 2015). A titre d’exemple, la production de deux bactériocines synergiques a été
rapportée pour plusieures espeéces d'Enterococcus: les entérocines L50A et L50B, les
entérocines 1071A et 1071B (Batdorj et al., 2005) et certaines souches de Lactobacillus
plantarum sont capables de produire plus d'un peptide avec un effet antibactérien synergique

(Barbosa et al., 2015).

Cette capacité antimicrobienne fournit a la bactérie hote non seulement un avantage
compétitif, mais plus significativement, la possibilit¢ d'une communication spécifique a
I'espece grace a la détection du quorum conduisant a la mise en place d'un microbiote

potentiellement stable (Pacheco-Canoa et al., 2014).

Le mécanisme antimicrobien général des bactériocines est basé sur la perturbation de la
membrane cellulaire via la formation de pores ou un « effet détergent », comme dans le cas de
la nisine (Mora-Villalobos et al., 2020). Elles peuvent inhiber les micro-organismes qui sont
étroitement liés & la souche productrice, cette derniere produit une protéine d’immunité pour

se protéger des effets délétéres de la bactériocine qu’elle produit (Boumediene, 2013). A
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I’exception de la nisine qui est un inhibiteur d’un large éventail d’agents pathogénes d’origine
alimentaire et de nombreux autres micro-organismes de détérioration a Gram positif, 'effet
peut étre bactéricide ou bactériostatique en fonction de I'état physiologique de la bactérie cible

ou de la concentration en bactériocine (Hassan, 2020).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont intrinséquement tolérantes aux
fortes contraintes thermiques et sont connues pour leur activité sur une large gamme de pH.
Ces peptides antimicrobiens sont également incolores, inodores et insipides, ce qui augmente
encore leur utilit¢ potenticlle (Perez et al., 2014). Les bactériocines de faible poids
moléculaire sont trés thermostables, a 1'opposé de celles qui sont a poids moléculaire élevé qui
sont trés sensibles aux traitements thermiques (Mameche, 2008) et sont généralement stables
dans les milieux acides et neutres, par contre elles perdent leur stabilité en milieu basique.
Leur activité peut étre affectée par la présence de surfactants chimiques, tels que I'EDTA, et
présente un effet de synergie lorsqu'elle est appliquée avec certains antibiotiques (Todorov et

al., 2018). Elles sont sensibles aux enzymes protéolytiques (Senbagam et al., 2013).

Les bactériocines produites par les BL ont attiré trop d'attention en raison de leur utilisation
stire et naturelle en tant qu'inhibiteur contre micro-organismes pathogenes dans la production

alimentaire (Demir et Basbiilbiil, 2017).

Leur utilisation dans le domaine alimentaire est devenue treés intéressante grace a leur
potentiel d'assurer une sécurité microbienne et une bonne qualit¢ du produit alimentaire.
L'utilisation des bactériocines comme additifs naturels dans les aliments a suscité l'intérét du
consommateur qui cherche a minimiser l'utilisation des additifs chimiques artificiels dans les
produits alimentaires. Plusieurs études ont montré 1'efficacité de la nisine en tant qu'agent de
conservation dans les aliments comme la truite fumée, les produits a base d'ceufs liquides
pasteurisés, les fromages et d'autres produits laitiers. En effet, la nisine est la plus étudiée des
bactériocines et la seule utilisée commercialement dans les produits alimentaires (Egan et al.,

2016).

En ce qui concerne le domaine thérapeutique, et comme on assiste a des nombres croissants
d'infections causées par des bactéries résistantes aux antibiotiques, les travaux de recherche
sont orientés ces dernieres années vers les bactériocines qui, grace a leur mode d’action
différent des antibiotiques conventionnels, pourraient étre considérées comme une alternative

prometteuse aux antibiotiques (Bemena ez al., 2014 ; Chikindas ez al., 2018).
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Dans le cas du traitement du cancer, certains chercheurs ont démontré que les bactériocines,
ont une activité contre les cellules tumorales. A titre d'exemple, des recherches ont démontré
in vitro que la nisine a montré des capacités de prévention de la croissance des cellules
tumorales. Cette bactériocine et d'autres peptides antimicrobiens in vitro ont mis en évidence

qu’ils pourraient avoir une application potentielle en tant que médicaments anticancéreux

(Chikindas et al., 2018 ; Ibrahim, 2019).
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3.1. Le lieu de travail :

Notre travail, qui a été realisé au niveau du laboratoire de microbiologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie, de I'université Ahmed Zabana -Relizane- durant la période
février-avril 2025, se divise en deux parties :

» L’isolement et la pré-identification de souches lactiques autochtones a partir d’un

échantillon de lait de chéevre.

» L’étude du pouvoir antagoniste de ces bactéries ainsi que d’autres qui ont été

auparavant identifiées, vis a vis de quelques bactéries pathogenes.

3.2. La confirmation de la pureté des souches identifiées et de leur appartenance au
groupe lactique :

Sept souches lactiques, provenant de la collection du laboratoire EDD (environnement et

développement durable) de 1’université de Relizane-Ahmed Zabana, sont testées au cours de

ce travail pour leur pouvoir antimicrobien (tableau 2).

Tableau 2 : souches lactiques identifiées

Souche Identification Origine Référence

S1 Enterococcus faecalis Lait de chamelle

S2 Lactococcus lactis Lait de chamelle

S6 Lactobacillus sp. Lait de chamelle

S7 Lactobacillus paracasei Lait humain (Chraa et Chami , 2019)
S8 Lactobacillus plantarum Lait de brebis

S9 Lactobacillus plantarum Lait de brebis

S11 Lactobacillus plantarum Lait de brebis
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3.2.1. La revivification des souches :

Les sept souches, qui ont été conserve dans le milieu lait + glycérol, sont ensemencées dans
5ml de milieu MRS liquide (figure 13) puis incubées a 37°C pendant 18 h. Le développement
de ces bactéries se traduit par un trouble et une pastille blanche au fond du tube. Apres
croissance, elles sont ensemencées par stries d’épuisement sur milieu MRS solide et incubées
a 37°C pendant 24h jusqu’a I’obtention de colonies homogénes de méme forme, méme taille

et méme couleur.

Figure 13 : la revivification des souches identifiees dans le bouillon MRS

3.2.2. L’examen macroscopique :

La morphologie des colonies et leur dimension sont étudiées a partir des cultures obtenues sur
la gélose MRS. Elle consiste a étudier la forme, I’aspect, le contour, la surface et la couleur

des colonies.
3.2.3. L’examen microscopique :

L’étude microscopique est effectuée apres la coloration de Gram qui permet de définir la

forme des cellules, leur taille et leur mode d’association.
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3.2.4. La recherche de la catalase :
e Leprincipe:

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne, produit

toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H,O et %2 O, (Guy et al., 2006).
e Latechnique:

La présence de I’enzyme catalase est mise en évidence par le dépdt d’une colonie prélevée a
partir des milieux de culture utilisés dans une goutte d’eau oxygénée. Le dégagement de gaz
se traduit par la formation des bulles d’air sous I’action de ’enzyme a tester (Ahmed et

Irene, 2007).
3.3. L’isolement de souches lactiques autochtones :

Le lait cru est largement utilisé comme support d’isolement et de sélection de souches
lactiques a activité biologique. Au cours de ce travail, un échantillon de lait de chévre (figure
14) est prélevé dans un flacon en verre et transporté au laboratoire ou il est incubé a 37°C

pendant 24 h avant d’étre utilisé pour permettre sa coagulation.

Figure 14 : I’échantillon du lait de chévre

3.3.1. La préparation des dilutions décimales :

La dilution est un processus qui consiste & reduire la concentration d’une substance dans une
solution. Dans ce but, une série de dilutions décimales est réalisée en cascade jusqu’a la
dilution 10 (figure 15).
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Ces dilutions sont préparées en prélevant aseptiquement 1 ml de la solution mére (lait
coagulé) et en la transférant dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique (dilution107),
puis en prélevant 1 ml de cette derniere dilution et en la transférant, également, dans un
deuxiéme tube contenant 9 ml d’eau physiologique (dilution 10”) et la méme chose est faite

pour toute les dilutions prépareées.

Figure 15 : la série de dilutions décimales de I’¢chantillon de lait de chévre.

3.3.2. L’isolement :

Deux milieux sélectifs pour les bactéries lactiques MRS et M17 sont utilisés dans cette étape.
IIs sont coulés et laissés solidifié sur boites de Pétri. A partir de chaque dilution homogénéisée
par Vortex (102 10 10° et 10°), 100 pl sont prélevés a ’aide d’une micropipette puis
ensemencés par étalement en surface sur les milieux de culture préalablement coulés. Cette
opération est réalisée en double, sur MRS et sur M17 (figure 16). Les boites sont ensuite
incubées a 37°C pendant 24 a 48 h.
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Figure 16 : isolement de bactéries lactiques autochtones
3.3.3. La purification :

Apres isolement, huit colonies d’aspects morphologiques différents (taille, couleur, surface,
profondeur,...), quatre ayant poussée sur MRS et quatre sur M17, sont repiquées par la
méthode d’ensemencement par stries (figure 17) a 1’aide d’une anse de platine sur des
nouvelles boites de gélose MRS, puis incubees a 37°C pendant 24 & 48 h afin de s’assurer de
la pureté des isolats. Cette étape est répétée successivement six fois afin de s’assurer de la
pureté des isolats (obtention de colonies présentant les mémes caractéristiques).

Figure 17 : la purification des isolats
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3.3.4. La preé-identification des souches :

La pré-identification des bactéries lactiques est établic en se basant sur 1’étude de leurs
caractéeres morphologiques (examens macroscopique et microscopique), physiologiques et
biochimiques : recherche de la catalase, test de la mobilité, croissance a différentes
températures, croissance a différents pH, sensibilité a différentes concentrations en NaCl,

production de gaz carbonique.
3.3.4.1. L’étude macroscopique :

L’examen macroscopique permet de décrire ’aspect des colonies obtenues sur milieux
gélosés MRS et M17 en tenant compte des critéres suivants : la taille, la forme, la consistance,

le contour, la viscosité et la couleur des colonies.
3.3.4.2. L’étude microscopique :

Des frottis bactériens sont réalises a partir des différents isolats et colorés par coloration de

Gram pour confirmer leur pureté et appartenance au groupe lactique.

3.3.4.3. La recherche de la catalase :

Ce test est réalisé de la méme maniére citée dans le paragraphe 3.2.4 (page 29).

3.3.4.4. Le test Mannitol-mobilité :
e Leprincipe:

Ce test, réalisé sur milieu mannitol mobilité, permet de vérifier la mobilité des bactéries.
e Latechnique:

A ’aide d’une anse de platine, 10ml de milieu mannitol-mobilité sont ensemencés par chacun
des isolats par piqure centrale, en plus d’un témoin sans piqure. L’ensemble des tubes sont

ensuite incubés a 37°C pendant 24heures (figure 18).

Si la bactérie est mobile, une présence de culture au niveau de la piqure avec sa diffusion au
tour de la piqure est notée. Dans le cas contraire (bactérie immobile), la culture est observee

tout au long de la piqure seulement.
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Figure 18 : le test Mannitol-mobilité
3.3.4.5. La croissance a différentes températures :

Ce test est realisé pour différencier les souches psychrophiles, mésophiles et thermopbhiles.
Apres I'ensemencement des différents isolats dans des tubes contenant 5ml de bouillon MRS,
I’incubation est effectuée pendant 24 heures a 72 heures a 25, 37 et 45°C et pendant 7 jours a
04°C. Des tubes de bouillon MRS neufs sont utilisés comme témoins pour les différentes
températures (figure 19).

S

Figure 19 : exemple de test de croissance a 25°C
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3.3..4.6. La croissance a différents pH :

Ce test est utilisé pour définir I’habilité des bactéries lactiques a croitre dans des milieux
alcalins et acides. Il est réalisé par un ensemencement des différents isolats dans 5ml de
milieu MRS liquide ajusté a des pH différents: 3,9; 4,9 ; 6,4 et 9 (figure 20). Des tubes de
bouillon MRS neufs ajustés aux mémes pH sont utilisés comme témoins

La lecture des résultats consiste a observer la présence de trouble ou pas dans les tubes aprés
24h a 72h d’incubation a 37°C.

Figure 20 : exemple de préparation de bouillon MRS a différents pH
3.3.4.7. La croissance a différentes concentrations en NaCl :

La croissance & différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl) joue un role

important dans 1’identification des bactéries.

Les colonies des isolats a tester sont ensemencées dans des tubes de bouillon MRS (5ml)
additionné de 3% ; 6,5% et 10% de NaCl (figure 21) puis incubés a 37°C pendant 24 a 72
heures. Des tubes de bouillon MRS neufs additionné des différentes concentrations en NaCl

sont utilisés comme témoins
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nyLs

g | |

Figure 21 : exemple de test de sensibilité des isolats a 10 % de NaCl
3.3.4.8. La recherche du type fermentaire :

Ce test consiste a mettre en eévidence la production de CO, qui est piégée dans une cloche de

Durham. Il permet de différencier les isolats homolactiques des hétérolactiques.

L’ensemencement des souches s’effectue dans un milieu liquide MRS (10ml) contenant au
préalable une cloche de Durham (figure 22).Aprés incubation a 37°C, les tubes sont observeés
dans un délai de 24 h jusqu’ a 72 h.

La lecture des résultats consiste a observer s’il y a production de gaz recueilli dans la cloche
de Durham qui indique que la souche est hétérofermentaire, dans le cas contraire elle est

homofermentaire.

Figure 22 : le test du type fermentaire
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3.4. La mise en évidence de I’activité antimicrobienne :

L’ensemble des souches identifées lactiques S1, S2, S6, S7, S8, S9 et S11 et les souches
autochtones isolées sont testées pour leur pouvoir antibactérien a partir des cultures jeunes en
phase de croissance (phase exponentielle) contre cing bactéries pathogenes de référence :
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 10876 et Bacillus subtilis ATCC 11778.

Les bactéries pathogénes sont d’abords revivifiées par la méme méthode citée dans le
paragraphe 3.2.1 (page 28) sauf que le milieu utilisé est la gélose nutritive puis utilisées dans

le test.

Le principe de la détection de ’activité antimicrobienne est basé¢ sur la diffusion de I’agent
antimicrobien dans des milieux de culture solides pour inhiber la croissance des micro-
organismes indicateurs sensibles. La mise en évidence de D’activité antimicrobienne est

effectuée sur quelques souches représentant des espéces d’intérét (lzquierdo Alegre, 2009).

Pour mettre en évidence de nos souches lactiques, la méthode de détection directe (la méthode

des disques) est utilisée.
3.4.1. La préparation des cultures bactériennes :

Pour réaliser le test d’antagonisme, il faut avoir des pré-cultures jeunes des souches cibles et
des souches indicatrices. A partir des boites de Pétri de gélose MRS et gélose nutritive,
chacune des souches lactiques (figure 23) et pathogénes (figure 24) est ensemencée dans un
tube a essai contenant 5 ml de bouillon MRS ou bouillon nutritif, selon le groupe bactérien.

Les tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 18 heures.

Figure 23 : les pré-cultures bactériennes lactiques
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Figure 24 : les pré-cultures des souches pathogénes
3.4.2. La méthode des disques :

Le milieu Mueller-Hinton est coulé dans des boites de Pétri stériles et apres sa solidification,
les boites sont inoculées en surface par 100 ul de la suspension de la souche pathogene. Une
fois les boites sont séchées a température ambiante, des disques de papier Wattman vierges et
stériles sont imprégnés, chacun, avec 1'une des pré-cultures des souches lactiques puis
déposés avec un pince stérile sur le milieu Mueller-Hinton. L’incubation est ensuite faite a
37°C pendant 24h.

L’inhibition de la souche pathogeéne indicatrice se traduit par la formation de zones claires
autour des disques. Le diameétre de la zone d’inhibition est calculé a partir des bordures de la

zone comprenant le diamétre du disque (Shehata et al., 2016 ).
3.5. La conservation des souches :

Pour affirmer la viabilité des bactéries sélectionnées, deux techniques de conservation sont

employées :
3.5.1. La conservation a court terme :

La conservation a court terme des souches pures, indicatrices et pathogenes est effectuée sur
milieux MRS (souches lactiques) et gélose nutritive (souches pathogenes) solides inclinés.
Aprés croissance a la température optimale (37°C), les cultures sont maintenues a 4°C
(Brahimi, 2015).
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3.5.2. La conservation a long terme :

L’ensemble des souches lactiques identifiées et autochtones ainsi que les souches pathogénes

sont conserves sur milieu MRS et GN, respectivement, additionnés de 20 % de glycérol, a -
20°C (Chentouf, 2015).
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4.1. Les résultats de la confirmation de la pureté des souches identifiées et de leur
appartenance au groupe lactique :

4.1.1. L’examen macroscopique :

La revivification des souches lactiques a été réalisée sur milieu MRS. L’observation
macroscopique a indiqué la présence d’un trouble homogeéne avec une pastille blanche au fond
du tube désignant la viabilité de la souche lactique. Sur milieu solide, I’ensemble des colonies
¢tudiées révele un aspect presque semblable ; elles sont lisses 1égerement bombées, rondes

avec contour régulier, opaques, de petite taille 0,5 - 2 mm et de couleur blanchatre (figure 25).

Figure 25 : les résultats d’é¢tude macroscopique des souches identifiées

4.1.2. L’examen microscopique :

L’¢étude microscopique des bactéries lactiques, apreés coloration de Gram, nous a révélé
qu’elles sont toutes a Gram positif. Ce test nous a permis de distinguer également la
morphologie et le mode de regroupement des bactéries : les sept souches sont sous forme de

coques ou coccobacilles, associées en paires, en courtes chainettes ou isolées (figure 26).
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Figure 26 : des exemples d’étude microscopique pour deux des souches identifiées
4.1.3. La recherche de la catalase :

La confirmation de la pureté est complétée par la recherche de la catalase. Nous avons noté
une absence de la formation des bulles d’air, ce qui confirme que nos souches sont catalase

négatives. La figure suivante montre un exemple des résultats obtenus :

Figure 27 : un exemple de résultat négatif de la recherche de catalase
4.2. Les résultats de I’isolement et la pré-identification des souches autochtones :

Un total de huit souches de bactéries lactiques ont été isolés a partir de 1’échantillon de lait de
chévre sur milieux sélectifs. Des cultures sur M17 a partir de la dilution 107> (figure 28) ont
permis d’avoir 4 isolats, 4 autres ont été obtenus sur milieu MRS a partir de la dilution 107,

Ils sont désignés par un code constitué¢ d’une lettre et d’un chiffre (tableau3).
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Tableau3 : les codes des isolats

Milieux M17 MRS
d’isolement
L1 L5
Code des L2 L6
isolats L3 L7
L4 L8

Figure 28 : le résultat d’isolement des souches sur milieu M17

4.2.1. L’étude macroscopique :

Les souches se sont apparues de petite taille, lisses, légérement bombées, de forme circulaire

ou lenticulaire, opaques, a pourtour régulier et de couleur blanchatre (figure 29).
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Figure 29 : des exemples d’étude macroscopique pour deux des souches isolées
4.2.2. 1.’étude microscopique :

Pour confirmer la pureté des souches, une coloration de Gram a été réalisée pour les huit
isolats, ou nous avons pu observer que les bactéries étaient & Gram positif apparaissant sous
différentes formes avec différents modes d’associations. L'observation microscopique (figure
30) a montré que les cellules bactériennes ont une forme coccoide ou coccobacillaire, isolées,

en paires ou en chainettes.

Figure 30 : des exemples d’étude microscopique pour deux des souches pré-identifiées
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4.2.3. La recherche de la catalase :
Les résultats de ce test ont révelé que toutes les souches isolées sont catalase négatives.
4.2.4. Le test Mannitol-mobilité :

Apres 24h d’incubation, une présence de culture a été notée au niveau de la piqure sans

aucune diffusion au tour, ce résultat nous confirme que tous les isolats sont immobiles (figure

31).

Figure 31: le résultat du test Mannitol- mobilité

4.2.5. La croissance a différentes températures :

Ce test a été réalisé dans le but de classer nos bactéries en 3 catégories : mésophiles qui
poussent entre 25 et 37°C, psychrophiles qui peuvent survivre et se développer a 4°C et celles

qui se développent a 45°C dites thermophiles. Le tableau 4 montre les résultats obtenus :
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Tableau 4 : le résultat de la croissance a différentes températures

N L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8
4 + + - + + - + -
25 + + + + + + + +
37 + + + + + + + +
45 - - - - - - - -

: absence de croissance ; + : présence de croissance

D’apres les résultats observés, cinq souches ont bien poussé a 25°C (figure 32) et 37°C et
n’ont pas poussé a 45°C donc sont de type mésophiles et psychrophiles (L1, L2, L4, L5 et
L7). Cependant les souches L3, L6 et L8 n’ont pas pu survivre a 4°C aprés une semaine
d’incubation, elles sont donc mésophiles. La figure suivante montre un exemple des résultats

obtenus :

Figure 32 : la croissance de I’ensemble des bactéries a 25°C
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4.2.6. La croissance a différents pH :

La croissance sur milieu MRS ajusté a différents pH se traduit par un trouble bactérien visible

a I’ceil nu, les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 5 : le résultat de la croissance a différents pH

pH ~ L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
3,9 - - - - - - - -
4,9 + + + + + + + +
6.4 + + + + + + + +
9 + + + + - - +\- +

- : absence de croissance; + : présence de croissance ; +\- : faible croissance

L’ensemble des souches n’ont pas pu pousser a pH 3,9, par contre elles ont pu croitre a pH

4,9 et 6,4. En ce qui concerne le pH 9 (figure 33) deux des souches n’ont pas pu pousser qui

sont la L5 et la L6 et la L7 a montré une croissance faible.

Figure 33 : résultat de croissance a pH 9
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4.2.7. La croissance a différentes concentrations en NaCl :

Ce test permet de savoir si les bactéries ont la capacité de croitre dans des milieux hypo et

hyper-salés. Apres incubation, la tolérance est marquée par un trouble dans les tubes.

La totalité des souches étudiées ont montré une tolérance au milieu a 3% de NaCl et une
intolérance a celui a 10% (figure 34). Quant au milieu a 6,5%, seules les souches L2, L3, L5

et L6 ont pu y pousser. Le tableau suivant regroupe 1I’ensemble des résultats obtenus :

Tableau 6 : résultats de la croissance en présence de différentes concentrations en NaCl

So S
% NaCl L1 L2 L3 L4 L5 Lé6 L7 L8
3 + + + + + + + +
6,5 - + - - + +\- - -
10 - - - - - - - -

- : absence de croissance; + : présence de croissance ; +\- : faible croissance.

Figure 34 : résultats de la croissance des souches a 3% et 10% de NaCl
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4.2.8. La recherche du type fermentaire :

Ce test consiste a distinguer les souches homofermentaire (pas de dégagement gazeux) de
celles hétérofermentaire (avec dégagement gazeux) dans un milieu contenant comme seule

source de carbone le glucose. Les résultats obtenus sont montrés dans la figure 35 :

Figure 35 : résultat de de la recherche du type fermentaire

La présence de gaz dans la cloche de Durham indique un métabolisme hétérofermentaire. Ceci
a été observé chez les souches L1, L3, L4, L5, L6, L7 et L8. Seule la souche L2 s’est montrée

homofermentaire, aucune production de gaz dans la cloche n’a été enregistrée.
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L’ensemble des résultats des tests réalisés est résumé dans le tableau suivant :

Tableau 7 : récapitulatif des résultats des tests de pré-identification réalisés

\Khes. L | L2 L3 L4 | LS L6 L7 L8
Tests
Examen ). ch | blanch | blanchat | blanch | blanch | blanchat | blanch | blanchat
macroscop | . ~ A A A
. atres atres res atres atres res atres res
ique
]%lxamen ‘ Gram Gram-+ Gram+ Gram+ | Gram+ Gram + Gram-+ Gram +
microscopi + coccoba coccoba coccoba
coques ) coques | coques . coques .
que coques cilles cilles cilles
Catalase - - - - - - - -
Mobilité - - - - - - - -
4 + + - + + - + -
ToC | 25 + + + + + + + +
37 + + + + + + + +
45 - - - - - - - -
3,9 - - - - - - - -
pH 4,9 + + + + + + + +
6,4 + + + + + + + +
9 + + + + - - +/- +
3 + + + + + + + +
%Na
Cl 6,5 = + +/' - + +/- - -
10 - - - - - - - -
Type
fermentair + - + + + + + +
e

- : test négatif ; + : test positif ; +\- : faible croissance

En se basant sur ces résultats et en comparaison avec les données théoriques et des travaux

antérieurs, nous pouvons initialement rattacher nos bactéries a trois genres :
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» Le genre Lactococcus caractérisé par des cellules en cocci, psychrophiles et mésophiles,
homofermentaires qui poussent a différents pH et différentes concentration en NaCl.

» Le genre Lactobacillus qui englobe, entre autres, des cellules coccobacillaire,
mésophiles, hétérofermentaires qui peuvent résister a pH 9 et sensibles a 6,5% de
NaCl.

» Le genre Enterococcus caractéris¢é par des cellules en cocci, psychrophiles et

mésophiles, hétérofermentaires, qui tolérent le pH 9 et sensibles a 6,5% de NaCl.
La pré-identification de nos souches est présentée dans le tableau suivant :

Tableau 8 : pré-identification des souches lactiques isolées

Souche Pré-identifiée a

L1 Enterococcus sp.
L2 Lactococcus sp.

L3 Lactobacillus sp.
L4 Enterococcus sp.
L5 Enterococcus sp.
L6 Lactobacillus sp.
L7 Enterococcus sp.
L8 Lactobacillus sp.
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4.3. Mise en évidence de I’activité anti-microbienne :

Les bactéries lactiques sont connues par la production de plusieurs types de composés
antimicrobiens (Armas et al., 2017 ; Reuben et al., 2020). Cette activité est d’une grande
importance pour une colonisation réussie des muqueuses intestinales. Les bactéries lactiques
peuvent fonctionner comme des barricres microbiennes contre les pathogeénes gastro-
intestinaux par exclusion compétitive, modulation du systéme immunitaire de I'hdte et

production de composés inhibiteurs (Al-Dhabi et al., 2020; Barzegar et al., 2021).

Pour tester I’effet antimicrobien de I’ensemble des souches lactiques, identifiées et pré-
identifiées, vis-a-vis des bactéries pathogeénes, la technique des disques sur milieu Mueller-
Hinton a été appliquée. Cette méthode est la plus utilisée pour le dépistage de ce type
d’activité. Le milieu Mueller Hinton est recommandé pour 1'étude de la sensibilité¢ des
bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de diffusion ; I’activité inhibitrice se
traduit par I’apparition des zones d’inhibition autour des disques (figure 36). Le tableau 9

résume ’ensemble des résultats obtenus :

Figure 36 : exemple de résultat de I’activité antimicrobienne de I’ensemble des souches

¢tudiées vis-a-vis la bactérie Staphylococcus aureus
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Tableau 9 : les diamétres des zones d’inhibition (en mm) des bactéries lactiques étudiées

Diameétres des zones d’inhibition (mm) des bactéries lactiques
Souches
indica-
trices | Staphylococcus | Escherichia | Pseudomonas | Bacillus Bacillus
Soucht aureus coli aeruginosa cereus subtilis
lactique
testées
L1 2 3 0 3 1
L2 2 2 1 0 2
L3 1 2 0 1 1
L4 1 1 0 0 1
L5 2 2 2 0 1
L6 2 3 1 3 2
L7 3 2 2 0 1
L8 3 1 2 0 2
S1 3 1 0 0 1
S2 3 0 2 2 2
S6 2 2 2 0 1
S7 1 2 1 0 2
S8 3 2 3 2 1
S9 2 3 2 0 1
S11 2 2 1 0 1

D’apres Schillinger et Lucke (2001) qui rapportent que lorsque le diametre d'inhibition est
supérieur a § mm, la souche est hautement inhibitrice, et tenant en compte nos résultats, nous
pouvons dire qu’a I’exception des souches L6 et S8 qui se sont montrées faiblement
inhibitrice vis-a-vis de toutes les souches pathogenes, la majorit¢é de nos souches étaient

faiblement ou non inhibitrice vis-a-vis des différentes souches indicatrices.
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Des résultats similaires aux notres ont été auparavant obtenus par Heikkila ez al. (2003) chez
des bactéries isolées a partir de lait maternel et dont le diamétre des zones d'inhibition était
compris entre 1 et 2 mm. Mekri (2016) et Djelloul (2021) ont également constaté une faible

activité antibactérienne chez des bactéries lactiques.

Cependant, différents auteurs ont rapporté une bonne activité¢ inhibitrice des bactéries
lactiques travaux : Belhamra (2019) a trouvé que des souches de Lactobacillus avaient une
forte activité inhibitrice contre Staphylococcus aureus. Nigamet al., (2012) et Ravindran et
al., (2016) ont rapporté une bonne inhibition de quelques collections de bactéries lactiques a
I’égard des souches pathogenes. De méme, Yerlikaya er al., (2021) ont confirmé 1’effet
antagoniste des Lactobacillus et Streptococcus utilisés comme ferment dans 1’industrie

laitiére.

Selon Labiouiet et al, (2005), I’activité antibactérienne différe d’une souche de bactérie
lactique a l’autre. L’absence d’activité antibactérienne ne signifie pas forcément que la
substance est absente ou pas assez active, mais cela peut étre dii @ une mauvaise diffusion de
celle-ci, dans le milieu, car n’étant pas polaire ou bien constituée de composés non polaires.
De plus, Lezrag (2016) a noté que la faible inhibition des bactéries a Gram négatif par les
bactériocines des bactéries lactiques peut €tre due a leur résistance aux bactériocines ; en effet,
la membrane cytoplasmique constitue une réelle barriere en les empéchant d’atteindre leurs
cible et d’exercer leurs fonctions (Stevence et al, 1992 ; Gao et al., 1999 ; Zhou et al.,
2016).

D’autre part, Les variations des zones d’inhibition peuvent étre dues au fait qu’une souche de
bactérie lactique peut produire plusieures molécules antimicrobiennes (différents spectres
d'action) dont la nature dépend de la composition du milieu de culture (Alouane et Belkadi,

2019).

De fagon générale, ’activité antibactérienne des souches lactiques est probablement due a la
production d’agents antibactériens. Ces métabolites peuvent étres des acides organiques tel
que ’acide lactique, le peroxyde d’hydrogene (H:202), le dioxyde de carbone (CO2), la
reutérine (3-hydroxypropionaldehyde), le diacétyle (CsHeO2) et les bactériocines (Chentouf,
2015 ; Bouzaid et al., 2016).
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En effet l'acide lactique par son pouvoir acidifiant du milieu inhibe plusieurs types de
bactéries. A cela s’ajoute aussi D’effet du diacétyle connu également par son pouvoir
d'inhibition. L’H>O» libéré par les souches lactiques inhibe les bactéries qui ne posseédent pas
des défenses contre le stress oxydatif. Plusieurs études ont montré 1’activité inhibitrice des
bactéries lactiques vis-a-vis des bactéries pathogénes suite a la libération de substances de
nature protéique, les bactériocines (Tabak et Bensoltane, 2011; Labioui et al., 2005; Hajj

Semaan et al., 2010 ; Mami et al., 2010).

L’acide lactique est le métabolite principal de la fermentation des bactéries lactiques. A pH
acide, une grande quantit¢ d’acide lactique est sous la forme non dissociée, cette forme est

toxique pour beaucoup de bactéries, champignon et levures (Podolak et al., 1996).

Les acides lactique et acétique ont un effet inhibiteur sur les bactéries a Gram positif et a
Gram négatif (De Vuyst et Vandamme, 1994). Le premier effet des acides organiques
correspond a une diminution du pH, qui est préjudiciable a de nombreux micro-organismes.
Le second effet est li¢ aux activités spécifiques des formes dissociées ou non dissociées des

acides organiques (Raibaud, 1994).
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Conclusion et perspectives

Depuis D’antiquité, les bactéries lactiques ont été utilisées pour la fabrication et la
conservation d’aliments. La découverte de leur action sur le lait fut probablement accidentelle
mais leur utilisation fut perpétuée sous forme de ferments et elle est en développement
continu en raison des substances naturelles produites par ces bactéries, reconnues d’usage
alimentaire, dirigées contre des germes pathogénes (Mami, 2013). Les bactéries lactiques
peuvent donc utilisées dans le domaine alimentaire grace a leur capacité a produire des

substances antimicrobienne pour préserver les aliments et lutter contre la flore altérante.

Notre travail a été débuté par la revivification de sept souches lactiques identifiées
(Enterococcus faecalis S1, Lactococcus lactis S2, Lactobacillus sp. S6, Lactobacillus
paracasei ST et trois souches de Lactobacillus plantarum codées respectivement S8, S9 et
S11) provenant de la collection du laboratoire EDD, et la confirmation de leur pureté et leur

appartenance au groupe lactique.

Ensuite, nous avons procédé a I’isolement de quelques bactéries lactiques autochtones a partir
d’un échantillon de lait de chévre sur milieux MRS et M17. Ces bactéries ont été pré-
identifiées, aprés, par examens macroscopique et microscopique, recherche de catalase, test
Mannitol-mobilité, croissance a différentes températures, a différents pH et a différentes

concentrations en NaCl, et recherche du type fermentaire.

En dernier, I’ensemble des souches pré-identifiées et identifiées ont été testées pour leur
capacité a produire des substances antimicrobiennes par la méthode de diffusion par des
disques contre cinq bactéries pathogenes de références qui sont : Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Bacillus cereus ATCC 10876 et Bacillus subtilis ATCC 11778.

Pour les bactéries identifiées, les résultats obtenus ont confirmé leur appartenance au groupe

lactique.

Quant a la partie isolement, nous avons pu isoler huit souches présentant les caractéristiques
morphologiques et physiologiques des bactéries lactiques : toutes les souches étaient Gram
positives, catalase négatives, immobiles, mésophiles et quelques unes psychrophiles
également. Pour la croissance aux différents pH testés, les souches variaient entre
neutrophiles, faiblement acidophiles et alcalinophiles. Pour la tolérance aux différentes
concentrations en NaCl, ’ensemble des souches ne résistaient pas a 1’hyper salinité sauf

quelques unes. Pour le type fermentaire, a I’exception de la souche L2 qui s’est révélée
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homofermentaire, les sept souches restantes étaient hétérofermentaires. Ces résultats nous ont
permis de pré-identifier nos souches a quatre Enterococcus sp. (L1, L4, L5, L7), trois

Lactobacillus sp. (L3, L6, L8) et une Lactococcus sp. (L2).

En ce qui concerne les résultats de la mise en évidence de I’activité antimicrobienne, la
majorit¢ des souches identifiées et pré-identifiées ont présenté une faible activité
antibactérienne et certaines en ont avez pas. Dans I’ensemble, les zones d’inhibition ne

dépassaient pas 3 mm.

Par conséquent, il serait intéressant de compléter notre étude par modification des conditions
de culture afin d’améliorer le pouvoir antimicrobien des souches faiblement inhibitrices,
sélection de celles présentant les meilleures activités, et détermination de la nature de la

substance responsable de I’activité antimicrobienne.
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Annexes : milieux de culture utilisés

» Milieu Man, Rogosa et Sharpe (MRS) (Bouillon et gélose)

PePtONe. ... e 10g
Extraitde viande. ..o 89
EXtraitde levure. ... ..o 49
AcBtate de SOdIUIML. ... ..oviieii e 5¢
Phosphate bipotassiqUe. ........o.eeereeriirie et eae e 29
Citrate d’ammoOnium.............c.ooeiriitiitit i 290
Sulfate de magnésium, 7H20............coiiiiiiiiiii e, 20
Sulfate de manganeése, 4H20..........ccovviiiiiiiiiiiiiiiii e, 0.05¢
GIUCOSE. .ottt ettt e 209
TWeEEN 80. ...t e Iml
Agar (dans le cas de la gélose).........coooeiiiiiiiiiiiii I5¢
Eau distillée. ... ..ooeonii 1000 ml
pH =6,8.

Autoclavage 20 min a 120 °C.

> Gélose M17

B 01 00) 1 (SR SRUSPRRTSR 25¢g

Peptone pepsique de viande ..........cccceeeveriinieiienieneeeeeee 25¢g

Peptone papainique de SOJa .......ccccevververereeeeeiieieieiestesie e 50

Extrait autolytique de 1eVUIe. .......cceevveeriieiiieeieeieecieee e 2,59

Extrait de vIande ..........ccoeiiiiiiiiiiiie 50

LACLOSE ..ottt e 50

Glycérophosphate de sodium ........ccccceeiieriieiiiniieiiee e 19¢

Sulfate de MagneSIUM ........ccccooriiiiiiiiiiciere e 0,259

ACIAE aSCOTDIQUE .. oooviiiiiieiiecie ettt e 0,59
AGAT oo e eeenenne. 100 EAU

IS . ..ot 1000ml
pH=7,1.

Autoclavage 20 min a 120 °C.
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» Milieu Mannitol-mobilité

Peptone tripsique de viande.............oooiiiiiiiiiiiiii 10 g/l
Mannitol.........ooiii e 7.5 g/l
Nitrate de potasSIUML. .....oeueiitt i eeean 1 g/l
Rouge de phénol...........coooiiiiii 0.04 g/l
N 49
Eau distillée .......ooveiii 1000 ml
pH7.6

Autoclavage a 120°C pendant 20 min.

> Milieu nutritif (Bouillon et gélose)

EXtrait de VIANGE ......cc.ooviiieiiecicce e 19
PEPIONE L. 159
Chlorure de SOAIUM .......coiiieiec e 5¢
Agar (dans le cas de 1a géloSe) ........cooeiiireiiiieiie e, 15g
pH=7,2.

Autoclavage a 121 °C / 20 min.

» Gélose Mueller Hinton (MH)

Peptone. ... .c.oouiii i 175¢g
Extrait de viande..... ..o 2g
AMIAON. ... s 159
(01 (4111111 TSP 20 mg
MAGNESTUINN. . ..ttt e 10 mg
AGAT. . I5¢g
Eaudistillé. ... ..o 1000 mL

pH = 7.4+-0.2. Autoclave a 120 °C / 20 minutes.
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Résumé

Au cours de cette ¢tude, nous avons essay¢ de mettre en évidence 1’activité antimicrobienne de sept souches
lactiques identifiées provenant du laboratoire EDD de 1'université de Relizane et huit souches lactiques que nous
avons isolé, & partir de lait de chevre, et pré-identifi¢ par différents tests morphologiques et physiologiques.
L’ensemble des bactéries étaient testé contre cinq souches pathogénes référenciées par la méthode de diffusion par

disques.

Les huit souches isolées étaient pré-identifiées a quatre Enterococcus sp. (L1, L4, LS, L7), trois Lactobacillus sp. (L3,

L6, L8) et une Lactococcus sp. (L2).

Les résultats de la mise en évidence de I’activité antimicrobienne ont révélé que la plupart des souches testées étaient
faiblement inhibitrices vis a vis des différentes souches indicatrices, avec des diamétres de zones d’inhibition variant

entre 0 et 3 mm.

Mots clés : activité antimicrobienne, souches lactiques, souches pathogénes, zone d’inhibition.

Abstrat

In this study, we attempted to demonstrate the antimicrobial activity of seven lactic acid strains identified from the
EDD laboratory at the University of Relizane and eight lactic acid strains that we isolated from goat milk and pre-
identified using various morphological and physiological tests. All bacteria were tested against five pathogenic strains

referenced using the disc diffusion method.

The eight isolated strains were pre-identified as four Enterococcus sp. (L1, L4, L5, L7), three Lactobacillus sp. (L3,
L6, L8), and one Lactococcus sp. (L2).

The results of the antimicrobial activity testing revealed that most of the strains tested were weakly inhibitory against

the various indicator strains, with inhibition zone diameters ranging from 0 to 3 mm.

Key words : antimicrobial activity, lactic strains, pathogenic strains, inhibition zone.
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