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Résumé

Les bactéries lactiques font naturellement partie de notre environnement et notre
alimentation .On reconnait depuis longtemps, aux bactéries lactiques la propriété de
produire des substances antimicrobiennes et sont utilisées dans la fermentation et la
bio-préservation des aliments.

L’¢tude de souches bactériennes lactiques productrices des bactériocines a été
entreprise a partir du lait cru de chévre, I’isolement des bactéries lactiques nous a
permis d’obtenir 6 souches (Gram positif et catalase négative) et sont par la suite
purifiées et conservées. L’étude de I’ensemble des caractéristiques phénotypiques ,
biochimiques et physiologiques (teste de type fermentaire ,test de croissance a pH 3,
pH 9, pH 7 , pH 4.5, test de croissance a différentes températures ,le test de la
thermo résistance et test d’effet d’oxygeéne ont permis d’identifier les critéres des

bactéries lactiques isolées. Les 6 souches ont été testées pour leur pouvoir inhibiteur a

I’encontre de trois souches pathogénes référencées qui sont : Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923.Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, par la méthode de diffusion en puits et la méthode de

disque .L’interaction de nos souches lactiques et les bactéries pathogénes a donné des
résultats positifs pour toutes les souches observées par la formation des zones
d’inhibition.

La souche 4, a été retenue pour sa forte activité bactéricide, notamment vis-a-vis de
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 par la méthode
de disque et vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 par méthode des
puits.

Mots clés : bactéries lactiques, bactériocines, activité bactéricide, lait cru de chévre,

interactions.



Abstract

Lactic acid bacteria are a natural part of our environment and our diet, and have long
been known to produce antimicrobial substances and are used in the fermentation and
biopreservation of food.

The study of lactic bacteria strains producing bacteriocins was undertaken from raw
goat milk. The isolation of lactic bacteria from raw goat milk allowed us to obtain 6
strains (Gram positive and catalase negative), which were purified and preserved.

The study of all the phenotypic, biochemical and physiological characteristics
(fermentative type test, growth test at pH 3, pH 9, pH 7, pH 4.5, growth test at
different temperatures: 30°C, 45°C, 37°C and the thermoresistance test, and the
oxygen effect test) allowed us to identify the criteria of the isolated lactic bacteria

The 6 strains were tested for their inhibitory povoire against three referenced
pathogenic strains which are: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, by the method of diffusion in
wells and the method of disk . The interaction of our lactic strains and the pathogenic
bacteria gave positive results for all the strains, observed by creating zones of
ihnibtion.

Strain 4 was selected for its strong bactericidal activity, in particular against
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 by the disk
method and against Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 by the well method.

Key words: lactic acid bacteria, bacteriocins, antibacterial activity, raw goat milk,

interactions.
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Liste des abréviations

FAO: Food and Agriculture Organization.
Zi : Zone d’inhibition.

CO2:: Dioxyde de Carbone
kDa : Kilo-Dalton

1g : microgramme

pl: microlitre

Lb: Lactobacillus.

pL : Microlitre.

°C : Degr¢ Celsiu

h : Heure

HCI: Chlorure d’hydrogene
mm : Millimétre

min: Minute

pH : Potentiel d’hydrogene
ATP : adénosine triphosphate.

ADP : adénosine diphosphate.

NAD+/ NADH, H+: Couple oxydant/réducteur du nicotinamide adénine dinucléotide.
Pi : phosphate inorganique. ,

S. aureus : Staphylococcus aureus.

LAB : lactic acid bacteria ( bactérie lactique)

MRS: milieu de Man, Rogosa and Sharpe.

ml: millilitre ;

Ps.aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa, E .coli: Escherichia Coli
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Introduction

Les bactéries lactiques forment un groupe hétérogéne composé¢ de coques et de
bacilles, dont la principale caractéristique est la production d'acide lactique a partir de
la fermentation des sucres. Non pathogeénes, ces bactéries a coloration de gram
positive (Gram+) ont un métabolisme anaérobie facultatif et ne produisent pas de
catalase. Les bactéries colonisent des milieux naturels varié€s tel que la surface des
végétaux et les muqueuses des mammiferes (intestin, bouches, vagin et surface de la
peau). Leur utilisation est apparue, depuis des millénaires, dans la fabrication des
aliments comme les fromages, les charcuteries, les boissons fermentées, le pain au
levain, les sauces, les saumures, les légumes fermentés, les ensilages etc. Elles
permettent, de part leur métabolisme, d'augmenter la durée de conservation d'origine
des denrées et leur conférent une saveur et une texture différente (Badis et al., 2005),
ces bactéries synthétisent des molécules a actions bactéricides et ou bactériostatiques
comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, le
diacetyle, la reuterine et les bactériocines (De Vuyst et Vandamme, 1994),qui sont
des peptides, produits et secrétés a 1’extérieure de la cellule des bactéries lactiques.
Leur spectre d’activité peut €tre plus ou moins large, quelquefois limité aux especes
proches phylogénétiquement des bactéries productrices (Jack et al, 1995 ; Matilla et
al, 1999).Ces bactériocines naturelles, produites par les bactéries lactiques,
pourraient étre utilisées pour améliorer la qualité et la sécurité des aliments. La seule
bactériocine dont 1’utilisation est actuellement autorisée en tant qu’additif alimentaire
est la nisine (E234), produite par la souche Lacfococcus lactis (Delves-Broughton,
1990 ; De Vuyst et al., 1996).

L’objectif de notre étude consiste a isoler des souches de bactéries lactiques a partir
de lait cru de chévre et d’évaluer leur activité antagoniste vis-a-vis de certaines
souches pathogénes.

L’intérét des bactériocines des bactéries lactiques réside d’une part dans leur effet
antimicrobien a spectre large ou étroit et d’autre part dans leur slireté pour la santé
humaine, vue leur sensibilité aux protéases digestives, et leur non toxicité pour les
cellules eucaryotes.

Ces substances antimicrobiennes ont la capacité de cibler sélectivement les bactéries
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Pathogenes ou altérantes, sans pour autant inhiber les bactéries indispensables. 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 (Dortu et Thonart,
2009).L’activité inhibitrice des bactéries lactiques peut étre attribuée a plusieurs
substances telles les acides organiques (I’acide lactique, acétique,...etc.), le CO2, la
reutérine, le peroxyde d’hydrogene, le diacétyl et les bactériocines (Dortu et Thonart,
2009).
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I.  Généralités sur le lait

Le lait est un des produits de base de 1'alimentation humaine. Il est, comme la plupart
des matieres premicres d'origine biologique, tres périssable : il s'altére rapidement par
voie enzymatique et par voie microbienne. Sa forte dérivabilité naturelle, a contraint
I'homme a inventer des moyens de différer son altération. Ainsi plusieurs procédés de
transformation du lait en produits dérivés (fromages, laits fermentés, laits en poudre)
sont connus depuis des sic¢cles. Ces procédés ancestraux sont encore de nos jours
utilisés dans la préparation des produits laitiers fabriqués dans les usines ultra
modernes.

Le lait, destiné a 1’alimentation humaine, est le produit intégral de la traite totale et
ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée.
Contaminé, il peut étre un vecteur de transmission de germes pathogenes a 1’homme
et peut présenter un risque pour la santé humaine (AGGAD, F., et Mebrouk 2009).

Le lait est le liquide sécrété par les mammiféres femelles dans le but de nourrir leur
progéniture. Le lait est considéré comme un aliment humain presque complet qui peut
étre généralement consommé sans autre transformation. Bien qu'il soit trés essentiel
pour l'alimentation des nourrissons, le lait et les produits laitiers occupent une place
importante dans notre alimentation tout au long de la vie. Le lait peut étre défini
comme la sécrétion lactée entiere, fraiche et propre obtenue par la traite compléte dun
ou de plusieurs animaux laitiers en bonne santé, a I'exclusion de celle obtenue dans les
15 jours précédant la parturition et les 15 jours suivant le vélage ou pendant les
périodes nécessaires pour rendre le lait pratiquement exempt de colostrum et
contenant les pourcentages minimums prescrits de maticres grasses du lait et de

solides non gras du lait (SNF) (Mehta ,2015).

[.1.Définition du lait
Au sens du réglement européen CEE n° 1898/87, concernant la protection de la

dénomination du lait et des produits laitiers lors de leur commercialisation, les
produits laitiers sont définis comme « les produits dérivés exclusivement du lait, étant
entendu que des substances nécessaires pour leur fabrication peuvent étre ajoutées ,
pourvu que ces substances ne soient pas utilisées en vue de remplacer ,en tout

partie ,I’un quel- conque des constituants du lait » (Luquet et Corrieu ,2005)
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Le lait est un aliment nutritif pour les étres humains, il constitue un milieu propice
pour la croissance de nombreux micro-organismes, en particulier les bactéries
pathogenes (Chye et Ayob ,2004). Et d’aprés Mehta le lait est un produit complexe et
nutritif qui contient plus de 100 substances qui sont soit en émulsion, en suspension
ou en solution dans l'eau. Divers facteurs tels que des facteurs génétiques, le stade de
la lactation, 1'état de santé de l'animal et des facteurs environnementaux sont
responsables de la grande variation de la composition du lait (Mehta ,2015).

Le Congrés International de la répression des fraudes qui s'est tenu a Paris en 1909 a
défini le lait comme : "le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d'une
femelle laitiére, bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli
proprement et ne pas contenir de colostrum". Cette définition a caractére général est
applicable aux laits de vache, de chévre, de brebis, et, bien qu'ancienne, reste valable
(Le Mens, 1985). Les laits des différentes familles de mammiféres ont dans
I'ensemble des compositions semblables. Toutefois, les proportions des principaux
constituants peuvent varier de fagcon notable d'une famille a l'autre, et au sein d'une
méme famille d'une espéce a l'autre. En revanche, les variations sont moindres d'une
race a l'autre au sein d'une méme espéce (Jenness et Sloan, 1970).Le lait, destiné a
I’alimentation humaine, est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Contaming, il peut
étre un vecteur de transmission de germes pathogénes a I’homme et peut présenter un
risque pour la santé¢ humaine. L’évaluation de la qualité sanitaire et hygiénique du lait
cru destiner a la consommation ou a la transformation est donc essentielle pour la

protection du consommateur (AGGAD, F., et Mebrouk ,2009).

[.2.Composition du lait
Le lait est un systéme complexe constitué d’une solution vraie, d’une solution

colloidale, d’une suspension colloidale et d’une émulsion. Les constituants les plus
importants sont 1'eau , les matieres grasses ,les protéines , les glucides , les minéraux ,

les vitamines et les enzymes (Lapointe-Vignola et Québec, 2002).
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Tableau 1 : composition moyenne du lait de différentes espéces animales (Lapointe-
Vignola et Québec ,2002).

Animaux Eau (%) | Matiére grasse (%) | Protéines(%) | Glucides (%) | Minéraux (%)
Vache 87.5 3.7 3.2 4.6 0.8
Chévre 87.0 3.8 2.9 4.4 0.9
Brebis 81.5 7.4 53 4.8 1.0

Chamelle 87.6 54 3.0 33 0.7
Jument 88.9 1.9 2.5 6.2 0.5

Chimiquement, le lait est un mélange hétérogeéne qui peut étre défini comme une
substance chimique complexe dans laquelle les mati¢res grasses sont émulsionnées
sous forme de globules (2 000-6 000 nm), les principales protéines du lait (caséine,
50-300 nm) et certaines matieres minérales a 1'état colloidal, ainsi que certains
minéraux et protéines de lactosérum solubles (4-6 nm) sous forme de de solution vraie.
Le lactose, le sel et les autres constituants solubles mineurs ont un diamétre de 0,5 nm.
Le nombre de globules de matiére grasse du lait, de micelles de caséine, de protéines
de lactosérum et de lactose par ml de lait est de 1010, 1014, 1077 et 1019,
respectivement. Les multiples constituants dans différents états et phases existent dans
un équilibre délicat qui assure la stabilité du lait dans des conditions normales. Le pH

du lait normal varie de 6,5 a 6,7 (Mehta, 2015).

1.3.Définition du lait de chevre
Le lait est un liquide blanc a reflets plus ou moins bleuatres, onctueux et gras ; il est

doué d’une 1égére odeur aromatique qui rappelle un tant soit peu 1’animal dont il
provient. Sa densité varie entre 1028 et 1035 (lait de vache) («°Traité pratique de

laiterie: lait, créme, beurre, fromages - Albert Larbalétrier.).

Le lait de chévre est un liquide blanc composé de lipides en émulsion sous forme de
globules, de caséines en suspension colloidale, de protéine du sérum en solution
colloidale, de lactose et de minéraux en solution. comparé au lait de vache , il est

légérement plus blanc (Lapointe-Vignola et Québec, 2002).

Le lait de chévre, en raison de ses caractéristiques de composition, est considéré
comme une matiére premicre de haute qualité pour la production d'aliments pour
bébés, pour les personnes adgées et pour certains secteurs de la population ayant des

besoins particuliers. Par rapport au lait de vache, sa fraction protéique est plus digeste
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et moins allergéne, sa fraction lipidique est plus digeste, et sa teneur en minéraux et sa
disponibilité nutritionnelle sont de meilleure qualité que celles du lait de vache (Picon

et al.,2019).

Le lait de chevre est I'aliment le plus complet que 1'on connaisse, un aliment naturel
hautement compatible et nourrissant. Il est tellement nutritif qu'il peut en fait servir de
substitut a un repas. Il est également préféré en raison de sa faible teneur en graisses
et de sa capacité a neutraliser les acides et les toxines présents dans l'organisme
(Dagnaw et al., 2016). Son golt l1égérement sucré Il est caractérisés par une flaveur
particuliere et un gout plus relevé que le lait de vache ( Jouyandeh et Abroumand,
2010). Du point de vue de ces qualités nutritives et digestives, le lait de chévre
possede une valeur de premier ordre. Il est moins allergéne et subit plus lentement la

fermentation lactique que celui de la vache ( Gelais, 2002).

I.3.1.La population caprine en Algérie
Les chévres laitiéres sont traditionnellement utilisées pour la production de lait dans le

monde entier, et en particulier en Asie, en Afrique et en Europe, qui produisent
respectivement 58,4 %, 24,1 % et 14,2 % du lait de chévre mondial. Les systémes de
production de chévres laitieres se développant dans des environnements arides et
semi-arides tels que I'Asie et 1'Afrique, la production mondiale de chévres laitieres
représente principalement des systémes de production extensifs dont le lait est
autoconsommé. Cependant, une plus petite proportion du lait de chévre mondial,
produite principalement en Europe et en Amérique latine, est transformée en produits
laitiers. Bien que 1'¢levage de chevres laiticres soit traditionnellement pratiqué dans le
sud de I'Europe, y compris dans des systémes de production d'intensité variable

(Wassie et Wassie ,2016).

En Algérie, 1’élevage caprin vient en seconde position (14%) apres les ovins (26%). 11
se trouve concentré essentiellement dans les zones de montagnes, des hauts plateaux
et des régions arides. Il est caractérisé par son adaptation aux conditions climatiques
du pays et contribue a la formation du revenu et a la couverture de besoins en lait et
viande d’une large couche de la population dans la plupart des zones difficiles
(montagnes, hauts plateaux et régions arides). Au cours de la derni¢re décennie, la
production laitiere annuelle est d’environ 1 milliard de litres dont 13% de lait de

chévre. La transformation du lait de chévre en Raib, Lben et Jben (fromage
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traditionnel), le plus souvent de qualité¢ sensorielle vari¢e, se fait par fermentation

spontance (Badis et al., 2005).

1.3.2.Population locale

Caractérisée par son corps anguleux, taille appréciable, mamelle développée et des
poils longs des robes différentes couleurs. Le poids des chevreaux a la naissance est
de 2 kg 500 g et a 5 mois 25 kg (Khelifi Y, 1999).Bien que relativement homogéne,
mais selon plusieurs auteurs comme (Kerboua et al, 2003; Madani et al, 2003 ;

Fantazi, 2004) la population locale est divisée en trois sous populations :

La chévre arabe divisée en deux races : 1’Arabia et la Makatia
La chévre Kabyle
La chévre du M’zab

Figure 1 : le régne caprine en Algérie

1.3.3.La production du lait de chévre en Algérie

La production moyenne du lait de chévre en Algérie est de 1 /jour pendant 4 a 5
mois. Ce lait est utilis¢ pour la consommation familiale et la fabrication des sous-
produits laitiers en plus de 1’allaitement des chevreaux. Cette faculté du caprin a incité
certains ¢éleveurs a s’intéresser a la création d’¢élevages semi-industriels actuellement
trés encouragés par la politique participative de 1’état vis-a-vis de la production

laitiéres tant bovine que caprine (Khelifi Y,1999).
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tonnes
»

K =mille

Figure 2 : représente 1’évolution de la production de lait de chévre en Algérie pendant
les quinze derniéres années (FAQ, 2015).

Le graphe montre une évolution en dent de scie de la collecte national du lait de

cheévre, malgré que cette derniere progresse notamment a partir de 2002 en passant de

154,5 milles de litre pour atteindre 275 milles de litre en 2013, mais elle reste toujours

faible comparativement aux besoins de consommation.

I.4.Caractérisation du lait de chévre

L.4.1.Les caractéres physico-chimiques
Les principales propriétés physicochimiques utilisées dans 1’industrie laitiere sont :

La masse volumique
La densité

Le point de congélation
Le point d’ébullition

L’acidité

1.4.2.Les caractéres organoleptiques

Couleur : blanc mat, contrairement au lait de vache, le lait de chévre ne contient pas

de a-Caroténe, aussi le beurre de chévre a -t-il une couleur blanche.

Odeur : fraichement trait, le lait de chévre a une odeur assez neutre parfois en fin de

lactation, il a une odeur dite Caprique
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Saveur : douceatre agréable particulierement au lait .le lait de chévre fraichement
trait possede une saveur plutot neutre ; par contre, apres stockage au froid il acquiert

une saveur caractéristique.

Dans certains pays anglo-saxons, la saveur du lait de chévre est un critére de sélection

car sa commercialisation en 1'état est trés répandue.

Aspect : propre, sans grumeaux (Lapointe-Vignola et Québec, 2002).

L.5.Composition de lait de chevre
Les recherches menées au cours des dernieéres décennies ont permis d'étendre les

connaissances sur les caractéristiques fondamentales sur la composition et les
propriétés de lait de cheévre. La composition varie en fonction de plusieurs facteurs,
tels que l'animal, la race, l'alimentation, 1'age de la lactation, le stade de la lactation et

I'environnement (Kalyankar, Khedkar, et Patil ,2016).

L5.1.Eau
L’eau est le constituant le plus important du lait, en proportion. La présence d’un

dipdle et de doublets d’électrons libres lui confére un caractere polaire Ce caractere
polaire lui permet de former une solution vraie avec les substances polaire telles que
les glucides, les minéraux et une solution colloidale avec les protéines hydrophiles du
sérum (Amiot et al, 2002). D’apres ( Brugeére , 2003) le lait de chevre constitué de
99% du I’eau.

Tableau 2 : Composition chimique du lait d’apreés Guegen (1997).

Composants chimiques Lait de cheévre (g/I)
Eau 90
Matiére protéique 30.8
Matiére grasse 34.4
Lactose 48
Calcium 1.25
Phosphore 0.95

1.5.2.La matiére grasse

La matiére grasse est présente dans le lait sous forme de gouttelettes de triglycérides

entourées par une membrane complexe provenant de la cellule épithéliale mammaire,

)
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appelée membrane des globules gras. Le pourcentage de maticre grasse totale et la
composition en acides gras dépend du régime alimentaire des especes. La graisse est
composée de plusieurs centaines d'acides gras dont la part dans le pool total d'acides
gras est considérablement différenciée. La part de cinq de ces acides (C10:0, C14:0,
C16:0, C18:0, et C:18-1 cis) représente plus de 75 % des acides gras totaux du lait.

L’¢épaisseur de la membrane des globules gras de la chevre est plus épaisse que celle

du lait de vache (Kalyankar, Khedkar, et Patil ,2016).

phospholipides

. triglycérides solides

charges négatives

Lipoprotéines, enzymes, ~ il © triglycérides liquides
agglutinines

Figure 3 : Composition de la mati¢re grasse du lait (Bylund, 1995).

1.5.3.Les protéines
Les protéines de lait de chévre comme celles des autres espéces de mammiferes, sont

composées de deux fractions 1’une majoritaire dénommée caséines (représentent
environ 807) (Mahé et al, 1993).Cette dernier précipite a pH 4,2 pour le lait de
chévre et 4,6 pour le lait de vache (Masie et Morgan, 2001). L’autre minoritaire et
dénommeée protéine sériques se caractérise par leur solubilit¢ dans le pH 4,2
(chanokphat, 2005). Cinq protéines principales de lait de chévre qui sont : l'a-
lactalbumine, la b-lactoglobuline, k-caséine, b-caséine et as2-caséine (Kalyankar,

Khedkar, et Patil, 2016).
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pont phosphate ™ ’ ; r caséines

de calcmm v - hydrophobes ‘

phosphate

Figure 4 : Mod¢le de micelle de caséine avec sous-unités (Amiot ef al., 2002).

Le pourcentage relatif de protéines est similaire chez la vache et la chevre, malgré les
affirmations passées selon lesquelles la teneur en protéines du lait de cheévre est plus
faible. Cette variation de la teneur en protéines est due en partie 4 un manque de
normalisation des procédures de testage des protéines ainsi qu'aux grandes différences
rencontrées parmi les animaux considérés comme étant de la méme race et aux

différences entre les races (Dagnaw et al., 2016).

1.5.4.Matiére azotée
Selon Lupient (1995). Les maticres azotées du lait constituent un ensemble complexe

dont la teneur totale avoisine (35g/1 ). on distingue deux types de maticres azotées
dans le lait :
¢ Les matiéres azotées non protéiques pour 5%.

e Les protéines pour 95%.

I.5.5.Les glucides

Comme dans la majorité des laits de Mammiferes, le lactose représente la principale
forme de glucide. En présence d’une enzyme, la B-galactosidase présente dans les
bactéries lactiques la molécule de lactose est coupée en deux pour libérer le galactose
et le glucose, ce derniers sont utilisés pour la production d’acide lactique (Gelais et
al,,1999). Le pourcentage de lactose est légerement inférieur dans le lait de chévre par

rapport au lait de vache (Amiot et al, 2002).
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1.5.6.L’énergie

Le lait de chevre est une source importante d'énergie, apportant 700 kcal. Cette
Caractéristique peut probablement expliquer de nombreuses observations de gain de
poids chez I'enfant malade. En fait, l'utilisation du lait de chévre dans cette situation

est recommandée depuis fort longtemps (Desjeux, 1904).

1.5.7.Les vitamines

Le lait de chévre se distingue du lait de vache par sa teneur beaucoup plus faible en
B1 (thiamine). La signification de cette différence n'est pas tout a fait claire. Il est
remarquable que le lait de chévre tire sa puissance en vitamine A entiérement de la
vitamine elle-méme et qu'il est entierement dépourvu des précurseurs pigments
caroténoides caractéristiques du lait bovin, ce qui explique également que le lait et la
maticre grasse du lait de chévre soient de couleur beaucoup plus blanche que le lait de
vache, en raison de leur teneur plus élevée en caséine. Il contient généralement 25 %
de plus de vitamine B6 et 47 % de plus de vitamine A que le lait de vache ordinaire et

contient principalement de la vitamine A2 (Amigo et Fontecha, 2020).

1.5.8.Les enzymes

Les enzymes du lait de chévre sont similaires a celles de la vache, bien que certaines
différences spécifiques sauf que ou niveau de le site de phosphatase alcaline est
légerement inférieur a celui trouvé chez les vaches. L’enzyme présente le méme degré
de sensibilité a la chaleur et sert donc tout aussi bien de marqueur de pasteurisation.
L'activité de la peroxydase dans le lait des deux espéces est la méme a tous égards,
tandis que le niveau de la xanthine oxydase est plus faible dans le lait de chévre. Des
niveaux d'activité sont plus élevés pour la ribonucléase et le lysozyme(Dagnaw et al,

2016).
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1.5.9.Les sels minéraux

Le lait contient des minéraux majeurs et des oligo-¢léments, notamment Ca, Na, Mg,
P, K et Zn, Mn, Se, Co, Cu, Fe respectivement. Par exemple, le lait est une bonne
source de calcium, contenant environ 13 % de plus de calcium par portion que le lait
de vache, ce qui en fait I'un des minéraux naturels prédominants dans le lait et
contenant environ 134 % de plus d'¢lément K, Ce programme d'alimentation en
minéraux naturels comprenant du lait de chévre peut apporter d'excellents bénéfices
pour la santé (Dagnaw et al, 2016).

Tableau 3 : Concentration des minéraux et oligoéléments dans le lait de chévre
(Favier et al, 1995).

Lait de chevre Concentration(%o)
Minéraux 0,37
Sodium
Potassium 1,55
Calcium 1,35
Magnésium 0,14
Phosphore 0,92
Chlore 2,20

Oligo — éléments

Fer 0,55
Cuivre 0,40
Zinc 3,20
Manganése 0,06

1.6.Les caractéristiques microbiologiques du lait de chévre
Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonne

conditions, a partir d’un animal sain ( moins de 5 000 g/ml).Il s’agit essentiellement
de germes saprophytes du pis et des canaux galactophores, microcoques,
streptocoques lactiques et lactobacilles (Larpent ,1991).

La présence d’agents pathogenes dans le lait peut s’expliquer par une infection de

B
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I’animal par d’autres animaux ou par 1’homme (brucellose, salmonellose, la
staphylococcie et la listériose) ( Paraf et Paltre , 1991).

Les microorganismes, principalement, présents dans le lait sont les bactéries. Mais, on
peut aussi trouver des levures et des moisissures, voire des virus. De trés nombreuses
especes bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait qui constitue, pour
elles, un excellent substrat nutritif (Billon et al, 2009).

Certains microorganismes constituent un danger pour le consommateur du lait cru ou
de produits fabriqués avec du lait cru. D'autres sont seulement des agents d'altération
de ces produits, ils dégradent les composants du lait en donnant des produits de

métabolisme indésirables (Guiraud, 1998).

1.6.1.1a flore originelle
La flore originelle des produits laitiers se définit comme 1’ensemble des

microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les genres dominants sont

essentiellement des mésophiles (Vignola, 2002).

1.6.2.Les bactéries lactiques
Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques. Elles sont

partout dans la nature, et se trouvent aussi dans le systéme digestif de I’homme. Si
elles sont surtout connues pour le role qu’elles jouent dans la préparation des laitages
fermentés, elles sont utilisées également dans le saumurage des légumes, la
boulangerie, la fabrication du vin, le saurissage des poissons, des viandes et des
salaisons. Ces bactéries produisent de [’acide lactique, éventuellement d’autres
produits de Fermentation. L’acidité produite permet la conservation de 1’aliment en

inhibant la culture de trés nombreuses bactéries.

1.6.3.Flore de contamination
Cette flore est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte

jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera
des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une

flore pathogeéne dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).

I.7.Valeur nutritionnelle du lait de chévre
La plupart des habitants de la planéte boivent du lait de chévre parce qu’il est :

le plus proche du lait humain et facilement accepté, notamment par les personnes

E

jeunes ou fragiles.
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e Le lait de chévre ne forme pas de mucus (flegme) et est mieux toléré par les
asthmatiques et les personnes allergiques et contient plus de chlore, de fluor et de
silicium que tout autre animal domestique. Le chlore et le fluor sont des substances
naturelles.

e Le lait de chévre est plus digeste, car les molécules de graisse sont plus petites que
celles du lait de vache et présente moins de séparation de la créme en raison des
molécules de graisse plus petites et contient aussi le précurseur de la vitamine A dans
la maticre grasse du lait, ce qui permet a l'organisme de l'utiliser facilement (Dagnaw

et al., 2016).

I.8.Importance du lait de chévre
Le microbiote du lait cru de chévre joue un réle important dans les caractéristiques

sensorielles et texturales des fromages au lait cru, et il peut également avoir des effets
bénéfiques sur la santé des consommateurs. Cependant, les bactéries décarboxylase-
positives présentes dans le lait cru sont également responsables de la production
d'amines biogénes, et l'accumulation d'amines biogénes dans le fromage est un
probléme de santé publique (Picon et al, 2019).Le lait de chévre est une excellente
source d'alimentation, le nombre de chevres dans le monde a augmenté d'environ 55%
entre 1991 et 2011, alors que, le nombre de bovins a augmenté de 9% et que le
nombre de moutons a diminué d’environ 7 %. La production de lait de chévre a
augmenté d'environ 70% entre 1991 et 2011, ce qui laisse présager un avenir
prometteur pour ce secteur. L'un des facteurs les plus déterminants de la croissance de
la consommation de lait de chévre et de produits dérivés est leur effet bénéfique pergu
sur la sant¢ humaine, qui est d'ailleurs pleinement reconnu par la communauté
scientifique. le lait Chévre a une odeur et un goiit acceptables et attrayants. Peut étre
consommé comme une alternative au lait de vache car il est moins allergene, et d'une

digestibilité supérieure (Garcia et al,2014).

Le lait de chévre et ses produits ont gagné en popularité récemment en raison de la
recherche d'une consommation alimentaire verte et favorable a la santé. Le lait de
chévre contient moins de caséine, notamment d'aS1-caséine, que le lait de vache, ce
qui contribue a ses propriétés hypoallergéniques. En outre, le lait de cheévre est plus
digeste que le lait de vache en raison de sa teneur élevée en acides gras a chaine
courte et de ses petits globules gras. Toutefois, en raison de la présence de lipases et

d'enzymes lipolytiques dans le lait de chévre, certaines manipulations inadéquates
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(par exemple, une traite inadéquate, une réfrigération et une pasteurisation dans un
laps de temps relativement court apres la traite activeront les enzymes et donneront au
lait de chévre un aspect caractéristique de chévre. et donnent au lait de cheévre un gott
caractéristique de cheévre. Cette saveur affecte l'appréciation des produits a base de lait
de chévre, ce qui pourrait probablement limiter la croissance du marché des produits a
base de lait de chevre. Cette limitation est considérable pour certains consommateurs
qui souffrent d'une allergie aux protéines du lait de vache, notamment dans les pays

en développement (Huang et a/,2020).

E
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Il. Généralités sur les bactéries lactiques

Introduction
Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans 1’industrie. Elles sont

largement utilisées dans 1’¢laboration des produits alimentaires par des procédés de
fermentations lactiques. Les bactéries lactiques assurent non seulement des
caractéristiques particuliéres d’ardmes et de texture mais aussi une bonne sécurité
alimentaire. Cette sécurité est favorisée grace a les productions des acides organiques
(acides lactiques et acétiques) qui font baisser le pH dans le milieu et par la synthése
de bactériocines qui renforce cette conservation. La flore originelle lactique des laits
crus a fait ’objet de plusieurs travaux de recherche Les techniques de biologie
moléculaires ont permit de mettre en évidence une forte diversité génomique des
bactéries lactiques (BEKHOUCHE et BOULAHROUF ,2005).

Les bactéries lactiques sont généralement reconnues comme étant sans danger par les
autorités (microorganismes Generally Recognized As Safe). Lorsqu’elles sont
ingérées vivantes en grandes quantites, elles peuvent survivre dans le tractus digestif
de I’hdte, ou elles sont susceptibles d’exercer diverses actions bénéfiques sur 1’hote
aprés leur ingestion (ex. amélioration de la digestion des fibres, stimulation du
systeme immunitaire et prévention ou traitement des diarrhées)(Bermudez-Humaran
et Langella, 2009).

I1.1.Historique
De la préhistoire au XIXc© siecle, les bactéries lactiques sont de trés ancien

microorganismes dont les ancétres auraient pu voir le jour il y a trois milliards
d’années. Elles seraient donc apparues avant les cyanobactéries photosynthétiques qui
ont transformé I’atmosphere terrestre ancienne sans oxygene en atmosphere aérobie et
dont les fossiles trés bien conservés datent d’environ 2,7 milliards d’années.

Il ya environ 8000 ans pour que les bactéries puissent jouer un réle dans
I’alimentation des hommes. Dans le 19¢ siecle et surtout I’époque fondatrice de la
microbiologie entre 1860 et 1900 les bactéries et parmi elles les bactéries lactiques
ont été identifiées et leurs réle compris. Du XIXc¢ siecle a nos jours, le réle et

’utilisation des bactéries lactiques Conn, en 1889 aux USA et Storck, en 1890 au
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Danemark identifieront le réle des bactéries lactiques dans la coagulation acide du
lait. En 1897 Von Freudeinreich isole un Streptocoque lactique. La production des
cultures de bactéries lactiques et I’emploi de ferment se développent au début du

20 eme siécle (Drider Djamel ,2009).

11.2.Définition
Le terme "bactéries lactiques” désigne les especes des genres suivants :

Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus et Leuconostoc. Les especes incluses sont
toutes capables de produire de l'acide lactique en quantités considérables. Elles sont
Gram-positives et catalase et oxydase-négatives et sont fastidieuses dans leurs besoins
nutritionnels. Leur croissance est considérablement améliorée par des conditions
microaérophiles (Reuter ,1985).

Les bactéries lactiques forment un groupehétérogéne composé de coques et de
bacilles, dont la principale caractéristique est la production d'acide lactique a partir de
la fermentation des sucres. Non pathogenes, ces bactéries ont un métabolisme
anaerobie facultatif (Badis et al., 2005).Elles sont impliquées dans un grand nombre
de fermentations spontanées de produits alimentaires. Actuellement, les bactéries
lactiques regroupent treize genres bactériens différents :

Lactobacillus,  Bififidobacterium, Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Weissella, Aerococcus,
Tetragenococcus et Vagococcus.Elles sont principalement utilisées en tant que starter
dans les produits alimentaires fermentés ou elles permettent de développer certaines
caracteristiques organoleptiques et d’augmenter la durée de conservation (Dortu et
Thonart ,2009).

11.3.0rigine des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques sont rencontrées dans des sédiments datant de 2,75 milliards

d’années bien avant [’apparition d’oxygéne dans I’atmosphére, ce qui pourrait
expliquer leur caractére anaérobiemaisdes autres études antérieures sur la phylogénie
bactérienne mentionnent leur apparition avant celle des cyanobactéries (Quiberoni et
al., 2001).

I1.4.Habitat des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques (LAB) sont naturellement présentes dans le lait et les produits

laitiers. et sont généralement associées a des habitats riches en nutriments tels que le

]
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lait, le fromage, la viande, les boissons et les [égumes. En outre, des études ont montré
que les bactéries lactiques pouvaient également étre isolées du sol, des lacs, du tractus
intestinal des animaux et des humains (Wassie et Wassie ,2016).sont des habitants
indigenes du tractus gastro-intestinal humain. et sont utilisées depuis longtemps dans
les aliments et les produits fermentés comme cultures de départ (de Almeida Junior
et al., 2015).

I1.5.Culture des bactéries lactiques
Une approche courante de l'isolement des bactéries lactiques consiste a utiliser un

milieu d'usage général tel que APT Agar, Rogosa Agar, ou MRS Agar et ensuite de
employer un milieu différentiel homofermentaire et hétéro-fermentaire (HHD) ou un
milieu MRS modifié. L'utilisation d'un bouillon ou d'une gélose MRS a gagné
’acceptation comme milieu polyvalent en raison de sa capacité a supporter une
variété de bactéries lactiques. Le nom MRS provient de la formule de Man, Rogosa,
et Sharpe (1960) (Carr, Chill, et Maida, 2002).

11.6.La taxonomie des bactéries lactiques
La taxonomie des BL reposait sur des caractéristiques morphologiques et

Physiologiques. La premiére définition technique, celle deOrla-Jensen, reconnaissait

les BL comme :

Des cocci ou des bacilles a Gram positif.

Des bactéries non sporulés et non mobiles.

La capacité de cataboliser les sucres principalement en acide lactique comme
principal produit final de la fermentation des sucres.

Des bactéries micro-aérophiles ou anaérobies

Catalase et cytochrome négatifs, fastidieux, aérotolérants et tolérants aux

acides

Bactéries non pathogenes

Des bactéries polyauxotrophes ( capacité de biosynthése faible , exigence pour les
acides aminés , bases nucléiques , vitamines , acides gras).

Ces criteres de classification ont conduit a une définition large des BL comprenant
diverses bactéries. Au cours des années 1990, les progrés des techniques moléculaires
ont permis une description plus élaborée des BL qui ont généralement une faible

teneur en GC (50 mol%), alors que certains lactobacilles ont été signalés comme

-
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pouvant atteindre jusqua 57 % en moles. Les genres les plus courants de BL
considérés comme étant liés aux aliments sont Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Tetragenococcus, Carnobacterium, et Weissella (Papadimitriou et al. 2016).

Les LAB comprennent un groupe génétiqguement et écologiquement diversifié, y
compris plusieurs genres (Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Lactococcus, Streptococcus, Weissella, etc. dans l'ordre des
Lactobacillales) appartenant a I'embranchement des Firmicutes. Et le genre anaérobie
Bifidobacterium appartenant au phylum Actinobacteria. Les cultures de départ les
plus commercialisées sont représentées par les especes Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, tandis que les probiotiques les plus couramment cités appartiennent
aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium, en particulier les premiers en raison de
leurs effets antimicrobiens connus et d'autres avantages pour la santé. Les génomes
des BL sont caractérisés par une petite taille allant de 1,23 Mb (Lactobacillus
sanfranciscensis) a 4,91 Mb (Lactobacillus parakefiri) (Hatti-Kaul et al., 2018).

I1.7.Diversité des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques regroupent de nombreux genres bactériens tels que

Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc,  Oenococcus,  Pediococcus,  Streptococcus,  Tetragenococcus,
Vagococcus, Weissella. Et ’utilisation des séquences de genes codant les ARN 16S et
23S a conduit a I’identification de nouveaux genres bactériens parmi des bactéries
lactiques, tels que Carnobacteria, Enterococcus, Tetragenococcus et VVagococcus issue

d’une évolution taxonomique (Vandamme et al., 1996).

Lb. delbrueckii

Weissella
Leuconostoc
Oenococcus

Tetragenococcus

Lb. casei-Pediococcus

Lactococcus

Vagococcus

Enterococcus
Streptococcus

Carnobacterium

Bacillus

Straphylococcus

Aerococcus Listeria

Figure 5 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques et comparaison avec les genres

Aerococcus, Bacillus, Listeria et Staphylococcus (Axelsson, 2004).

.
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11.8.Classification des bactéries lactiques
Le groupe des bactéries lactiques compte apres plusieurs révisions taxonomiques des

genres qui appartiennent tous au phylum Fermicute ( Leonard ,2013).

11.8.1.Le genre Lactobacillus :
C’Est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de nombreuses

especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de nombreuses
industries.Il s’agit de bacilles longs et fins (parfois incurvés) souvent groupés en
chaines, immobiles, asporulés, catalase négative, se développent & un optimum de
température situé entre 30 et 40°C.

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés,
en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et
Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-
Jensen en trois groupes et cette classification est encore utilisée en milieu industriel
(Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004) :

Groupe | « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires
thermophiles qui se développent a 45°C mais pas a 15°C. Les espéces les plus
fréquentes dans 1’alimentation (lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb.
delbrueckii, Lb. acidophilus.

Groupe Il « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires
mésophiles et peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du
substrat. Les especes les plus fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb.
curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

Groupe Il « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il
comporte les espéces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.

A: Lactobacillus helveticus B : Lactobacillus delbrueckii

Figure 6: observation microscopique a transmission (x1000) référence électronique
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11.8.2.Le genre Lactococcus
Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits «

lactique », car ils sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne
possedent aucun caractére pathogéne. Les produits végétaux constituent leur réservoir
principal, mais ils sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et
al., 2005).

Figure 7 : Morphlogie en microscopie électronique d’lactococcus lactic.

11.8.3.Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est tres mouvementée. Ce
genre est généralement divisé en trois groupes : pyogéne (la plus part des espéces
pathogenes et hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres

streptocoques (Scheilfer, 1987).

11.8.4.Le genre Enterococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type A
et B et qui appartiennent au groupe D. Ce sont des commensaux de ’intestin. Les
espéces rencontrées dans 1’alimentation sont essentiellement En faecalis et les especes
proches. Les entérocoques sont des coques qui peuvent étre mobiles,
homofermentaires, généralement différenciés par la fermentation de I’arabinose et le

sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C (Tamime, 2002 ; Ho et al., 2007).

-
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Figure 8 : Morphologie en microscopie électronique d’Enterococcus lactic SSp

11.8.5.Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Ils ressemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui
possedent un caractere hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique
(isomére D), de CO2 et d’éthanol. Les caractéristiques telles que 1’hydrolyse de
I’esculine, la formation de dextrane, les conditions de croissance, la capacité a croitre
a différents pH et température, I’assimilation de citrate et/ou malate permettent la
différenciation entre les genres Leuconostoc et Weissella(Pilet et al., 1998 ; Ho et al.,
2007).

Figure 09 : Morphologie en miroscopie életronique de Leuconostoc ssp.

11.8.6.Le genreBifidobacterium
Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries

lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa
présence dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal.

Les bifidobactéries se caractérisent par leur forme trés irréguliére souvent en forme V
mais pouvant étre coccoides, la présence d'une enzyme, la fructose-6-phosphate

phosphocétolase, celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant de
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I'acide acétique et de l'acide lactique. Leur température de croissance varie de 36°C a
43°C (Axelsson et al., 2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007)

Figure 10 : Morphologie en microscopie éléctronique de bifidobactéruim longum ssp

11.8.7.Les genresPediococcus et Tetragenococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le
lactose, et leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance.
Certaines especes se distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels
tres élevées, comme Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et

Tetragenococcus muriaticus qui tolére jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et al., 2005).

Figure 11 : Morphologie en microscope electronique de Pediococcus ssp.
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11.9.Principales voies fermentaires des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques (BL) sont utilisées pour la fermentation des produits

alimentaires depuis I'Antiquité. Sont les bactéries les plus importantes dans les
fermentations alimentaires souhaitables, car elles sont responsables de la fermentation
du pain a pate aigre, des aliments et des boissons fermentés, les laits. Elles jouent un
role essentiel dans la production de tous les produits laitiers et participe a la
production de nombreux autres aliments et de saucisses, de cornichons, de boza, etc.,
et sont regroupées en fonction du produit final de la fermentation du glucose en deux
types de fermentaires (Wassie et Wassie, 2016).Selon le mode de scission du
squelette de carbone en trois voies principales de fermentation des hexoses les BL

peuvent étre divisées en deux groupes physiologiques :

homofermentaire (Lactococcus lactis, L. delbrueckii, et L. casei)
hétérofermentaire (L. amylovorus, L. reuteri, et L. manihotivorans).

Homo-fermentaires : métabolisent une molécule de sucre hexose tels que le glucose

en deux molécules d'acide lactique et deux molécules d'ATP, ce qui permet d'obtenir
plus de 85 % d'acide lactique a partir d'une molécule de glucose.
Hétéro-fermentaires : ne produisent que 50 % d'acide lactique en fermentant une

molécule de glucose en une molécule d'acide lactique, une molécule de molécule
d'éthanol/acétate, une molécule de CO2, et une seule molécule d’ATP.

Le rapport acétate/éthanol dépend du potentiel d'oxydoréduction du systeme et La
différence dans la production d'acide et le changement de pH pourrait servir de base a
la différenciation de ces deux groupes de BL (Hayek et Ibrahim, 2013). Leur
capacité de fermentation permet d'améliorer la sécurité alimentaire, les attributs
organoleptiques, I'enrichissement en nutriments et les avantages pour la santé (Wassie
et Wassie, 2016).

-
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Figure 12 : Représentation schématique des principales voies de fermentation des

Hexoses chez les bactéries lactiques (Makhloufi, s. d, 2011).

Tableau 4: type fermentaire des bactéries lactiques (Dilmi Bouras ,1991).

Genre Type de fermentation Produit principale

Streptocoques fécaux Homofermentaire Lactate

Pedicoccus Homofermentaire Lactate

Lactobacillus Homofermentaire Lactate

Thermobacterium Homofermentaire Lactate

Streptobacterium Homofermentaire Lactate

Hétérofermentaire Lactate et acétate (1 :1)

Betabacterium Hétérofermentaire Lactate, CO? et acétate
(1:1:1)

Lleuconostoc Hétérofermentaire Lactate, CO? et acétate

1:1:1)
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11.10.Aptitudes technologiques des bactéries lactiques :

11.10.1.Aptitude acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la
production de I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au
cours de la croissance bactérienne (Mayra- Makinen et Bigret, 2004 ; Monnet et
al., 2008).Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent

se résumer ainsi par (Béal et al., 2008):
- Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés ;
- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;

- Limitation des risques de développement des flores pathogéne et d’altération dans

les produits finaux.
11.10.2. Aptitude protéolytique

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques
d’assurer les fonctions de fermentation repose sur un systeme protéolytique capable
de satisfaire tous les besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les
bactéries lactiques demontrent des potentialités différentes, liées a leur équipement
enzymatique, pour l’utilisation de la fraction azotée. Les lactobacilles présentent
généralement une activité protéolytique plus prononcée que les lactocoques (Donkor
et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009).

11.10.3.Aptitude lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus
et les lactobacilles. Elles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines

applications fromageres (Béal et al., 2008).

11.10.4.Aptitude aromatisante
Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques

(tels que : l'a-acétolactate, l'acétaldéhyde, le diacétyle, lI'acétoine et 2,3-butanediol,

I’éthanol, 1’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate,
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des acides aminés et des matieres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement
importante lors de 1’élaboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et
beurre, dont I’ardbme principal est li¢ a cette activité microbienne (Bourgeois et

Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006).
11.10.5.Aptitude texturante

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

viscosité des produits laitiers fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007).
11.10.6.Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont
utilisés dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005).
Les acides organiques, comme [’acide lactique, I’acide acétique ou 1’acide
propionique, élaborés lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des
levures, des moisissures et des bactéries. Le peroxyde d’hydrogéne produit par les
bactéries lactiques s’accumule dans I’environnement et peut inhiber certains

microorganismes (Alakomi et al., 2000 ; Ammor et al., 2006).

I1.11.Utilisation des bactéries lactiques

I1.11.1.Utilisation des bactéries lactiques productrices de bactériocine(s) :

Parmi les propriétés métaboliques a intéréts technologiques attribuées aux bactéries
lactiques est la production de bactériocines qui sont substances antagonistes de
germes Indésirables ou pathogenes, elle est importante car ces antimicrobiens
pourraient étre une alternative aux conservateurs chimiques.La nisine est la premiéere
bactériocine autorisée en industrie alimentaire. D’autres bactériocines font 1I’objet
d’études pour des applications en industries agro-alimentaires (N-E, s. d).

Les bactéries lactiques sont reconnues comme sdres (GRAS) par "la Food and Drug
Administration américaine”. En raison de leur sécurité prouvée et leur puissance

antagoniste contre divers microbes d'altération des aliments et bactéries pathogenes,

-
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ces bactériocines ont attiré une plus grande attention et ont été utilisées comme agents
de conservation naturels dans l'industrie alimentaire. Cette révolution a conduit a la
découverte d'un répertoire de bactériocines et de technologies de conservation
permettant de les utiliser dans une série de matrices alimentaires Ces bactériocines se
distinguent des antibiotiques en ce sens qu'elles ne nécessitent pas de systeme multi-
enzymatique pour leur synthese, contrairement a ces derniers. En outre, les
bactériocines sont trés efficaces a tres faible concentration et la plupart des
bactériocines bien caractérisées, dont l'innocuité est prouvée, ne présentent
pratiguement aucune toxicité ou effet secondaire provoquant des interactions

indésirables comme celles des antibiotiques (Johnson et al., 2018).

11.11.2.Utilisation des bactéries lactique comme des probiotiques
11.11.2.1.Définition des probiotiques

Les probiotiques sont des "micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont consommés
en nombre suffisant conférent un bénéfice pour la santé a I'néte (Rodriguez et al.,
2010). Autre définition du probiotiques a été proposée en 2001 par Schrezenmeir et
De Verse"une préparation ou un produit contenant des micro-organismes viables,
définis, en nombre suffisant, qui modifient le microflore par implantation ou
colonisation, dans un compartiment de I'hdte lorsqu'ils sont administrés en quantités
adéquates, conférent exercent des effets bénéfiques sur la santé de I'hdte” Les micro-
organismes, pour étre classés comme souches probiotiques, doivent étre définis
précisément en déterminant des critéres appropriés concernant la sécurité de leur
utilisation et leurs caractéristiques fonctionnelles et technologiques. Les micro-
organismes, candidats a l'appellation “probiotiques"”, doivent répondre a trois
exigences essentielles :

+ |Is doivent étre vivants au moment de lI'administration et doivent étre
des micro-organismes.

+ |ls doivent étre administrés a une dose suffisamment élevée pour avoir
un effet bénéfique sur la santé. La dose efficace recommandée est
strictement liée a la documentation clinique sur laquelle elle doit étre
basee.

+ Les micro-organismes administrés doivent avoir un effet bénéfique sur
L’hote.

.
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11.11.2.2.Application des probiotiques
Les probiotiques doivent étre identifiés au niveau de la souche et étre sirs pour

l'utilisation chez 1'homme. C’est pourquoi ils doivent provenir du tractus gastro-
intestinal d'un individu sain et étre résistants aux enzymes gastriques, au faible pH et a
la forte concentration de sels biliaires (Zielinska et Kolozyn-Krajewska ,2018).

Les aliments probiotiques contenant des bactéries lactiques lactiques (LAB) ont été
utilisés dans le traitement de divers troubles gastro-intestinaux, tels que les ulceres
gastriques et les inflammation liés a l'infection par H. pylori, les infections gastro-
intestinales ou la diarrhée associée aux antibiotiques , en fournissant des effets
bénéfiques pour I'néte en modulant les fonctions immunitaires, par exemple la
production de cytokines systémiques (Rodriguez et al., 2010).

Les bactéries lactiques présentes dans le lait de chévre peuvent avoir un role potentiel
dans la lutte contre le cancer. Ces bactéries lactiques peuvent également agir comme
des probiotiques et étre prises comme un complément alimentaire sur une base
réguliere .le lait de chevre contient environ 61 % de bactéries lactiques
hétérofermentaires et 39% d'entre elles ont des caractéristiques homofermentaires
(Bhartimittu ,2015).
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I11. Les bactériocines « les inhibiteurs spécifiques » des bactéries lactiques
I11.1.Généralités sur les bactériocines

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des peptides
antimicrobiens de faible poids moléculaire. Elles ont une activité inhibitrice dirigée
contre les bactéries proches de la souche productrice. Leur spectre d’action est
généralement étroit. Cependant, la plupart ont une activité contre des pathogenes
alimentaires tels que Listeria monocytogenes. L’application des bactériocines ou des
souches productrices dans les aliments pour y éviter le développement de bactéries

pathogenes ou altérantes a donc été envisagees (Carine Dortu et Thonart ,2009).

Les bactériocines ont une trés grande importance car elles peuvent étre utilisées pour
la bio-préservation, Elles ont aussi le potentiel d'étre utilisées comme antibiotiques,
exploitées dans le domaine de la santé animale et de l'environnement marin
(Kaskoniené et al., 2017).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques présentent plusieurs avantages.
En effet, elles permettent aux bactéries lactiques bactériocinogenes d'exercer un effet
compétitif pour I’accés aux nutriments dans les écosystémes naturels qui regroupent
une diversit¢ de microorganismes. Elles présentent un intérét certain pour I’homme,
notamment pour la conservation des aliments, mais également pour étre utilisées
comme alternatifs aux antibiotiques ou en association avec les antibiotiques naturels
(Kassaa ,2019).

I11.2.Historiques des bactériocines
L'histoire de la bactériocine remonte aux années 1920. En 1925, Gratia a découvert

qu'il existait un antagonisme entre les souches d'Escherichia coli, qu'il pensait étre
causée par une substance produite par la souche d'E. coli. Il a ensuite isolé le
métabolite de la souche. Il semblait qu'il sagissait d'une substance semblable a un
phage, qui a alors a été nommeée colicine. Plus tard, il a été découvert que non
seulement les bactéries gram-négatives mais aussi de nombreuses bactéries gram-
positives peuvent produire des substances similaires. Donc ces substances sont

connues sous le nom de bactériocines (Zhang, 2019).
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En 1988 Klaenhammer a définies les bactériocines comme des protéines ou des
complexes de protéines avec une activité bactéricide dirigée contre espéces qui sont

généralement étroitement liees a la bactérie productrice”(Duhan et al., 2013).

111.3.Définition
Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps.

Cependant, la definition qui reste la plus largement acceptée est celle de
Klaenhammer (1988) qui définit les bactériocines comme des protéines, ou complexes
de protéines, avec une activité bactéricide contre des espéces proches de la souche
productrice. Les bactériocines représentent une large classe de substances
antagonistes qui varient considérablement du point de vue de leur poids moléculaire,
de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre d’action et de leur mode d’action .
Toutes les bactériocines produites par des bactéries lactiques décrites jusqu’a présent
ont une activité dirigée contre les bactéries Gram + . Aucune bactériocine produite
par des bactéries lactiques avec une activité contre des bactéries Gram - n’a été
décrite, la membrane externe des bactéries Gram- ne permettant pas aux
bactériocines d’atteindre la membrane interne, siége de leur activité (Carine Dortu et
Thonart, 2009).

Les bactériocines sont des métabolites protéiques présentant une activité
antimicrobienne excrétés par différents groupes de bactéries .De nombreuses bactéries
lactiques sont capables de produire des bactériocines. Plus de 230 bactériocines
provenant de bactéries lactique sont été isolées et rapportées, mais seulement la moitié
d'entre elles ont été identifiées au niveau des protéines ou de 'ADN (Alvarez-Sieiro et
al.2016). La nisine est la bactériocine la plus populaire et la plus étudiée.la plus
populaire et la plus étudiée, probablement en raison de son approbation en tant
Qu’additif alimentaire (Code E234) depuis 1969 (Kaskoniené et al., 2017).

I11.4.Nature
Les bactériocines représentent une large classe de substances antagonistes qui varient

considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés
biochimiques, de leurs spectres d’action et de leurs modes d’action. Une bactériocine
est généralement un compose protéique de 20 a 60 acides aminés. Les bactériocines
ne sont pas des antibiotiques mais elles possedent des propriétés antibiotiques car

elles peuvent étre bactéricides ou bactériostatiques (Taale et al., 2016).

-
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Les bactériocines sont des substances naturelles de nature protéique, produites par des
micro-organismes et qui présentent une activité bactéricide ou bactériostatique
(Boyaval et al., 1998).

I11.5.La classification des bactériocines
On trouve des souches productrices de bactériocines chez tous les genres de bactéries

lactiques .Le nombre de bactériocines de bactéries lactiques caractérisées a augmenté
de facon exponentielle au cours des dix derniéres années. Leurs classification est
essentiellement fondées sur des données structurales (Luquet et Corrieu ,2005).
Tableau 5 : La classification des bactériocines de bactéries lactiques (Luquet et
Corrieu ,2005).

Classes Sous-catégories

Classe 1 : lantibiotiques Type A : molécules linéaires

Type B : molécules globulaires

Classe 2 : bactériocines non- Classe lla : anti-Listeria
modifiées Classe b : bactériocines a deux
, thermostables composants

Classe llc : autres bactériocines

Classe 3 : bactériocines de grande
taille, sensibles a la chaleur

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne

d’inhibiteurs peptidiques comprenant lantibiotiques (classe I, par exemple la Nisine),
de petits peptides thermostables (classe I, par exemple la pédiocine AcH/PAL) et de
gros protéines thermolabiles (classe 11, par exemple I'helvéticine J). De nombreuses
appartenant aux deux premiers groupes peuvent étre utilisées avec succes pour inhiber
les micro-organismes indésirables dans les aliments, mais seule la Nisine est produite
industriellement et est autorisée comme conservateur alimentaire sous une forme
partiellement purifiée (De Vuyst et Leroy, 2007). Les bactériocines produites par les
bactéries lactiques sont réparties en quatre classes, comme proposé par Klaenhammer

(1993). Ces quatre classes sont :

g
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11.5.1. Classe I. Lantibiotiques

Les lantibiotiques : peptides de taille inférieure a (< 5 kDa), stables a la chaleur et qui
contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-traductionnellement,
c’est-a dire la lanthionine, la [1-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la
déhydroalanine.

La structure des lantibiotiques varie essentiellement en fonction de la localisation de

ponts établis entre les acides aminés modifiés, ce qui permet de distinguer :

les types A (lantibiotiques linéairs )

les types B (lantibiotiques globulaires ) (Carine Dortu et Thonart ,2009).

e Lantibiotigues de type A

Le type A rassemble les lantibiotiques linéaires et cationiques structurés en hélice —
amphiphile et de masse moléculaires ( < 4kDa). Ces peptides présentent des
similitudes d’arrangements de leurs ponts « lanthionine ». Ces bactériocines sont
principalement synthétisées par les genres  Lactococcus , Lactobacillus
Streptococcus et egalement par des genres n’appartenant pas aux bactéries lactiques

comme Staphylococcus ou Bacillus (Carine Dortu et Thonart, 2009).

e Lantibiotigues de type B

Les lantibiotiques de type B sont des peptides de 1,8 & 2,1kDa adoptant une structure
globulaire et plus rigide que celle des peptides de type A et une charge globalement
nulle ou négative. Ces molécules agissent en inhibant certaines enzymes comme celle
intervenant dans la biosynthese de la paroi cellulaire. Cette sous-classe de
lantibiotique regroupe les duramycines et leurs variants naturels (I’ancovénine et
cinnamycine ). La mersacidine , I’actagardine et la mutacine A (Luquet et Corrieu,
2005).

e Autres lantibiotiques

Les lantibiotiques a deux composants comme la cytolysine , la lacticine 3147 et la
plantaricine W .Certains de ces lantibiotiques a deux composants montrent des

peptides s’apparentant a chacun des types A et B , ce qui rend difficile leur
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classification. De plus, d’autres lantibiotiques a simple peptide montrent des
caractéristiques structurales et/ou fonctionnelles communes a ces deux types, ce qui
laisse penser que cette classification devra é&tre remniée , au fur et & mesure de la

caractérisation de nouvelles molécules (Luquet et Corrieu 2005).
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Figure 13 : Séquence et structure de lantibiotiques de type A (Nisine), B
(Mersacidine) et d’un lantibiotique « two-peptides » (Lacticine 3147 Al et A2) —
Sequence and structure of a type A lantibiotic (Nisin), a type B lantibiotic
(Mersacidin) and a « two-peptides » lantibiotic (Lacticin 3147 Al and A2) (C. Dortu
et Thonart ,2009).

I11.5.2.Classe Il. Peptides non modifiés
Les bactériocines de la classe Il sont de faible masse moléculaire (<10kDa),

thermostable et ne subissent pas de modification post traductionnelle. Cette classe
comporte un grand nombre de bactériocines et a été divisée en trois sous-classes,
appelées lla, llb et llc.

Les bactériocines de la classe lla présentent un motif consensus dans leur partie N-
terminale et ont une activité anti-Listeria . Les bactériocines de classe Ilb sont les
bactériocines a plusieurs composant et les bactériocines de la classe llc sont les
peptides présentant des résidus thiol (Drider Djamel ,2009).

e Les bactériocines de la sous-classe Ila

Les bactériocines de la sous-classellaContiennent entre 27 et 48 acides aminés et ont
toutes une partie N-terminale hydrophobe contenant la séquence consensus YGNGV
ainsi qu’un pont disulfure et une partie C-terminale moins conservée, hydrophobe ou
amphiphile qui détermine la spécificité d’action .Elles ont toutes une activité contre
Listeria monocytogenes. Certaines bactériocines de cette sous-classe contiennent

également un deuxieme pont disulfure dans leur domaine C-terminale qui semble étre
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important dans la stabilisation de la structure tertiaire. Il semble par ailleurs qu’il leur
conférerait une meilleure activité antimicrobienne, une meilleure résistance a
I’exposition a des hautes températures et un spectre d’action plus large (Carine Dortu
et Thonart ,2009),les bactéries lactiques productrices de bactériocines de classe lla
sont isolées de produits alimentaires comme le lait, les charcuteries et divers produits
fermentés. D’autres sources et environnements comme les féces d’animaux d’¢élevage,
les eaux usees et les sécréetions vaginales recelent des bactéries lactiques productrices

de bactériocines de classe lla (Kassaa, 2019).

%r
L
Leucocine A (PDB : 1ICW6) Sakacine P (PDB . 10G7)

(Fregeau Gallagher eral.  1997) (Uteng er gl., 2003)

Curvacine A (P

DB : 2A2B) Carnobactériocine B2 (PDB - 1CWS5)
(Haugen er al., 2005)

(Wang er al., 1999)

Figure 14 : Structures tridimensionnelles de quelques bactériocines de classe lla.

e Les bactériocines de la sous-classe 11b

Les bactériocines de la sous-classe Ilb comprennent la lactacine F et la lactococcine
G. Les lactacines F et G sont des bactériocines a deux composants. deux peptides
distincts agissent en synergie pour générer un effet antimicrobien. (Negash et Tsehai
2020).Comprend les bactériocines ayant besoin de deux peptides pour avoir une
activité. Deux types de bactériocines de classe Il1b peuvent étre distingués : le type E
(Enhancing) ou la fonction d’un des deux peptides est d’augmenter 1’activité de

I’autre et le type S (Synergy) ou les deux peptides sont complémentaires.
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e Les bactériocines de La sous-classe llc

La sous-classe llc contient des bactériocines circulaires telles que la gassericine A, la
circularine A et la carnocycline A .carnocycline A . Ces peptides portent deux
segments transmembranaires qui facilitent la formation de pores.qui facilitent la
formation de pores dans les cellules cibles (Negash et Tsehai ,2020),.Cette classe
contient les bactériocines ne pouvant pas étre classées dans les autres sous-classes
(Dortu et Thonart ,2009).

111.5.3. Classe I11.Protéines
Protéines de taille supérieure & 30 kDa et sensibles a la chaleur. La structure et le

mode d’action de ces bactériocines différent complétement des autres bactériocines
produites par les bactéries lactiques. Cette classe ne contient que quatre
bactériocines :I’helveticin J produite par Lactobacillus helveticus A, 1’enterolysin A
produite par Enterococcus faecium, la zoocin A produite par Spreptococcus
zooepidemicus et la millericin B produite par Streptococcus milleri (Carine Dortu et
Thonart ,2009).

111.5.4. Classe 1V. Bactériocines complexes
Les bactériocines de classe IV étaient définis comme des protéines associées a une

composante non protéique, lipidique et / ou oligosaccharidique, nécessaire a leur
activité¢ biologique. La plantaricine S, par exemple, possede une activité
antibactérienne sensible a des enzymes lipolytiques et glycolytiques .Cette classe
présentée par Klaenhammer (1993) a été contestée par la suite par de nombreux
auteurs, puisque aucun de ces peptides n’a été copurifié avec sa partie glucidique ou
lipidique.Cette classe ne sera pas prise en compte dans le systeme de classification
(Luquet et Corrieu 2005).
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(a) Classificationde Klaenhammeren 1993 (b) Classificationde Cotter et Collaborateursen 2005

Classe I : Lantibiotiques Classe 1: Lantibiotiques

Sous-classes : 11

ClasseIle

11z : Pseud dioe y’ 11 - Non-lantbiotiqu
2 Ila : Pseudo-pédiocines Tan s Classe I1 : Non-lantbiotiques

Sous-classe Ila : Pediocin-like ou and-histena

Sous-classe Ilc : Bacténiocines activéss perua thiol _> Sous-classe IIb : Bacténocines 3 deux composantss
Sous-classe Ilc : Bacte cycliques (ancienns classe IV

Classe III : Peptides ut poids moléculaire thermolabiles

Sous-classe IIb : Bacténocines a deux composantes restaurées dans laclasse Il

Classe IV : Bacténiocines complexes

etdelaclansell

Classe IV devient les peptides cycliques Les peptides cycliques tranmsferes dans laclasse IV

(¢) Classificationde Heng et Tagg en 2006

Figure 15 : Classification universelle des bactériocines reprise avec quelques
modifications. (a) Classification proposée par Klaenhammer (1993), (b) Classification
proposée par Cotter et al. (2005) et (c) Classification proposée par Heng et Tagg
(2006) (Taale et al., 2016).

111.6.Production et conditionnement des bactériocines
Les bactériocines sont genéralement produites a la fin de la phase exponentielle et au

début de la phase stationnaire de croissance. Elles peuvent ensuite étre dégradées par
les protéases produites par la bactérie lactique productrice ou étre adsorbées a sa

surface, ce qui mene a la baisse de la concentration de bactériocines dans la culture.

Les facteurs influencant la production de bactériocines sont principalement :

la souche productrice

la température

le pH

la composition du milieu

la technologie de fermentation employee

La composition du milieu

Les sources et concentrations de carbone et azote, affectent fortement la production de
bactériocines. Les bactéries lactiques productrices requierent de nombreux nutriments

pour leur croissance et des milieux riches contenant de 1’extrait de viande, de levure et

=
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des hydrolysats de protéines sont nécessaires. Il a déja été montré que 1’augmentation
des concentrations en extrait de levure, extrait de viande ou peptone peut permettre
une augmentation de la production de bactériocines, D’autre part, quelques études ont
montré que la source de carbone utilisée et sa concentration est un facteur important
dans I’optimisation de la production de bactériocines ,L’ajout de ces nutriments lors
d’une culture fed-batch permet souvent d’augmenter la production et 1’utilisation de la
technique des cellules immobilisées peut permettre d’augmenter la durée et la stabilité
de la production de bactériocines. Les cellules peuvent étre immobilisées dans des
biofilms ou des billes d’alginates de calcium. Cette technique a déja été utilisée avec

succes pour la Lacticine 3147 et la Nisine (Carine Dortu et Thonart ,2009).

I11.7.Le conditionnement des bactériocines
Il est trés difficile de conditionner les bactériocines sous une forme purifiée. La

purification des bactériocines est une procédure longue et couteuse qui nécessite la
mise en ceuvre de nombreuses techniques, a savoir une précipitation des protéines au
sulfate d’ammonium, différentes combinaisons de chromatographies sur colonne
telles que des échanges d’ions ou des interactions hydrophobes et une étape finale de
chromatographie liquide a haute performance en phase inverse. Les bactériocines
semi-purifiées peuvent alors étre conditionnées sous forme seche par atomisation ou
lyophilisation. La Nisine, la seule bactériocine Iégalement approuvee comme additif
alimentaire, est commercialisée sous une forme semi-purifiée (C. Dortu et Thonart,
2009) .

111.8.0rganisation génétique des bactériocines
Toutes les bactériocines sont produites par voie ribosomale dans le cytoplasme de la

Cellule productrice sous forme d’un précurseur inactif appelé prébactériocine reconnu
par le transporteur. Le peptide « signal » ou « leader » permet la sécrétion de la

bactériocine dans le milieu extérieur et protége la bactérie contre I’action de sa propre
bactériocine. Les genes impliqués dans la production des bactériocines sont
généralement organisés sous forme d’opéron et les génes de structure et les génes
d’immunité sont généralement cotranscrits. Les éléments nécessaires au transport de
la bactériocine synthétisée sont généralement trouvés sur un autre locus. De plus, un
troisieme locus codant pour un systeme de transduction du signal peut étre identifié.

Ce systéme a deux ou trois composants permet I’induction de la production du peptide
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antibactérien Cette production est souvent régulée par un systéeme de Quorum
Sensing (Taale et al., 2016).

I11.9.les mécanismes d’action des bactériocines
Le siege d’activité des bactériocines est la membrane cellulaire, raison pour laquelle

les bactériocines n’ont pas d’activité contre les bactéries Gram - . Cependant, les
mécanismes d’action des bactériocines sur la membrane sont variés (C. Dortu et
Thonart ,2009).

Les mécanismes d'action des bactériocines peuvent étre divisés en deux grandes
catégories ceux qui fonctionnent principalement au niveau de I'enveloppe cellulaire et
ceux qui sont actifs principalement a l'intérieur de la cellule, en affectant I'expression
génétique et la production de protéines (Cotter, Ross, et Hill ,2013).

Le mode d’action des bactériocines sur une bactérie cible se fait par adsorption sur la

surface cellulaire suivie d’un effet 1étal. Les bactériocines peuvent avoir un effet
bactériostatique ; un effet bactéricide au cours duquel les bactéries meurent tout en
gardant leur intégrité physique (pas de lyse cellulaire) et un effet bactériolytique qui
conduit a une dissolution de la cellule bactérienne.L’état physiologique de la bactérie
productrice et les conditions expérimentales (concentration et pureté de la
bactériocine, concentration de la cellule cible et milieu de culture) peuvent influencer
I’action des bactériocines. Le mode d’action différe d’une bactériocine a une autre.

Par contre, le mécanisme d’action des bactériocines se décompose en trois étapes :

la fixation du peptide sur la membrane de la cellule cible (durant cette étape le peptide
adopte sa conformation tridimensionnelle lui permettant d’exprimer son activité).
I’insertion de la bactériocine dans la membrane cytoplasmique avec recrutement de
plusieurs peptides antibactériens pour former un pore.

la formation de pores conduisant aux fuites de composés intracellulaires vitaux Cette
perte entraine des effets néfastes pour la cellule cible, allant d’un simple
ralentissement de la vitesse de croissance bactérienne a la mort

cellulaire (Taale et al., 2016).
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Figure 16: Principaux mécanismes d’action des bactériocines produites par les
bactéries Gram positif. Schéma proposé par Fernandez (2014) et repris ici sans
modifications (Taale et al., 2016).

I11.9.1.Le mécanisme d’action des antibiotiques et bactériocines de classe 11 et la
classe I11.

Certains membres de la classe | (bactériocines lantibiotiques), comme la Nisine, ont
un double mode d'action. Ils peuvent se lier au lipide Il, le principal transporteur des
sous-unités de pepti- doglycane du cytoplasme vers la paroi cellulaire et par
conséquent, empécher la synthese correcte de la paroi cellulaire, ce qui entraine la
mort cellulaire. En outre, ils peuvent utiliser le lipide Il comme molécule d'amarrage
pour initier un processus d'insertion membranaire et de formation de pores qui conduit
a une mort cellulaire rapide. Un lantibiotique a deux peptides, comme la lacticine
3147, peut avoir ces deux activites réparties sur deux peptides, alors que la
mersacidine n'a que l'activité de liaison au lipide Il, mais ne forme pas de pores.

Les peptides de classe Il ont une structure hélicoidale amphiphile, qui leur permet de
s'insérer dans la membrane de la cellule cible, entrainant une épolarisation et la mort.
De grandes protéines bactériolytiques, anciennement des bactériocines de classe 11
appelées bactériolysines, comme la lysostaphine, peuvent agir directement sur la paroi
cellulaire de cibles Gram-positives, entrainant la mort et la lyse de la cellule cible
(Cotter et al., 2005).
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Figure 17 : le mécanisme d’action de bactériocines (Cotter et al., 2005).

111.10.Comparaison entre les bactériocines et les antibiotiques
Un grand nombre de bactéries Gram (+) et Gram négatif (-) produisent, au cours de

leur croissance, des substances de structure protéique soit des protéines, soit des
polypeptides possédant des activités antimicrobiennes, appelées bactériocines. Bien
que les bactériocines puissent étre classées comme des antibiotiques, elles ne le sont
pas. La principale différence entre les bactériocines et les antibiotiques est que les
bactériocines limitent leur activité aux souches d'espéces apparentées a l'espéce
productrice et particuliérement aux souches de la méme espece, Les antibiotiques, en
revanche, ont un spectre d'activité plus large et, méme si leur activité est limitée, ils
n'ont pas d'effet préférentiel sur les souches étroitement apparentées. Effet préférentiel
sur les souches étroitement apparentées. En outre, les bactériocines sont synthétisées
par les ribosomes et produites pendant la phase primaire de la croissance, alors que les
antibiotiques ont un spectre d'activité plus large. phase primaire de la croissance, alors
que les antibiotiques sont généralement des métabolites secondaires (Zacharof et
Lovitt, 2012).

Les bactériocines ont une nature synthétisée par un ribosome, tandis que les
antibiotiques sont produits par des complexes d'enzymes multiples Les bactériocines
présentent souvent des effets bactéricides ou bactériostatiques sur un spectre étroit de
bactéries, alors que les antibiotiques traditionnels ont un spectre plus large .En outre,
la plupart des bactériocines sont plus efficaces contre leurs bactéries cibles que les
antibiotiques a des concentrations plus faibles. Les bactériocines sont souvent
considérées comme plus naturelles parce qu'elles car elles sont censées avoir été

présentes dans de nombreux aliments consommés depuis les temps anciens. Les

9
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bactériocines sont inactivées par les enzymes, telles que la trypsine et la pepsine,
présentes dans le tractus gastro-intestinal et n'altérent donc pas le microbiote du tube
digestif (Negash et Tsehai ,2020).

I11.11.Les applications des bactériocines
Ces dernieres décennies, les bactériocines compte tenu de leur innocuité, ont connu

plusieurs applications dans I’agro alimentaire et en médecine.

I11.11.1.application des bactériocines dans le secteur alimentaire
Les bactériocines peuvent étre appliquées sous une forme purifiée, semi-purifiée ou

sous la forme d’un concentré obtenu apres fermentation d’un substrat alimentaire. Les
bactéries productrices peuvent également étre appliquées dans les produits
alimentaires, la bactériocine sera alors produite in situ.Elles peuvent également étre
appliquées sous la forme d’un concentré obtenu apres fermentation par la souche
productrice et atomisation d’un substrat alimentaire tel que le lait.Un autre mode
d’application des bactériocines consiste en leur immobilisation sur les cellules
productrices, dans des gels ou des films telle que 1’alginate de calcium, la gélatine, la

cellulose, les protéines de soja (C. Dortu et Thonart ,2009).

Tableau 6 : Quelques bactériocines utilisées dans la conservation des aliments (Taale
et al., 2016).

Application Bactériocine Classe Effet

Prévenir la prolifération
d’endospores de Clostridium

DEISES Nisine I botulinum et la contamination

produits

e par Listeria monocytogenes dans
Lacticine 3147 I le fromage.

Inhibition de Listeria

e ) monocytogenes dans les yaourts
Fltlloelie #mlines L naturels et le fromage écrémé.
Inhibition de L. monocytogenes
dans les fromages blancs, crémes
et sauces a base de fromage.

Inhibition de L. monocytogenes et
inhibition lente de Staph. aureus
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Entérocine AS-4S lic dans le lait écrémé.

Dans Nisine, En

lesviandes et combinaison avec I Décontamination des surfaces de
lesvolailles des acides préparations de viandes crues.

organiques,
lysozyme et

chélateurs
Inhibition des entérobacteéries et
des espéeces appartenant a
sous forme de film, I Carnobacterium dans les
activée par de tr,an_ch,es (_1e beeuf pendant la
réfrigération.
I'EDTAEn
combinaison avec Inhibition d’Escherichia coli et

HPH I des Staph. sp. dans le jambon cuit

Dans les Traitée a la chaleur Inhibition totale de L. innocua
dans le caviar d'esturgeon ou de

poissons (65 °C) I saumon (ikura).

111.11.2 application des bactériocines dans le secteur médicale

Traitements d’infections cutanées :On utilise la mersacidine, la lacticine 3147,
I’épidermine et la gallidermine.

Traitements de la gingivite :La nisine et la BLIS K12TM (BacteriocinLike Inhibitory
SubstancesK12TM).

Traitements de la mastite : Administrée par voie intra-mammaire chez les vaches, la
Nisine A inhibe la prolifération des souches de Staphylococcus et Streptococcus.
Traitements de 1’otite: On utilise dans son traitement la nisine ; La bactériocine

STASA (Taale et al., 2016).

I11.11.3.application des bactériocines dans le secteur d’Hygiene et santé

-
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Hygiéne dentaire (chwing-gum composition contient des bactériocines des agents
anti-bactériens)

Dans les compostions des dentifrices, et les lingettes désinfectants.

Applications des bactériocines dans le secteur de cosmétique (Luquet et Corrieu
,2005).

111.12.Impact économique des bactériocines
La commercialisation de la nisine occupe la part la plus importante car elle est a ce

jour la seule bactériocine autorisée par la FAO a étre utiliser comme additif
alimentaire. Ces derniéres années, la production et la commercialisation des
Différentes bactériocines ont atteint des valeurs records car en suivant le taux de
Croissance annuel ; aujourd’hui, on atteint un chiffre d’affaire de plus de 50 milliards
de dollars US. Les principales sociétés productrices sont : Danisco A/S (Danemark),
Royal DSM (Hollande), Kerry Group Plc (Irlande), Rhodia S.A. (France),
SyscoFoods (USA), Schreiber Foods (USA), etc. L’utilisation des halocines dans les
industries du textile permet de limiter la croissance des organismes halophiles
présents a cause de I’emploi massif de sel lors des procédés de tannage. Cette

utilisation réduirait les codts de production (Taale et al., 2016).

.
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IV. Matériel et Méthodes

IV.1.L’objectif du travail
Les objectifs de cette étude s’articulent autour les points suivants :

* Jsolement et identification des bactéries lactiques a partir d’un produit laitier qui
est le lait de chévre dans la région de la wilaya de Sidi bel Abbes.

= L’étude des bactéries lactiques productrices des bactériocines par la réalisation de
I’activité antagoniste sur les souches suivantes : Escherichia-coli, Pseudomonas

aeruginosa,Staphylococcus aureus.

IV.2.Lieu et période d’étude
Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie générale dans le

département de biologie, universit¢ de Djilali Liabes de sidi bel Abbes, durant la

période de trois mois (avril — Juin) de I’année 2021.

IV.2.1.Provenance et collection d’échantillon
Les souches des bactéries lactiques utilisées dans notre ¢tude ont été bien isolée a

partir de I’échantillon qui est le lait cru de chévre (Espéce : Capra de couleur noire)
qui provient d’une ferme d’élevage située dans I’institut (L’itma) a Sidi bel Abbes

Algérie.

Figure 18 : présentation de la race chevre (Capra de couleur noire).
IV.2.2.Conditions de prélévement de I’échantillon

Aprées lavage a I’eau savonneuse, ringage a 1’eau puis séchage du pis, le lait a été
recueilli dans des flacons stériles (100ml /flacon).

Et transporter immédiatement, et ne dépassant pas 24h apreés le prélévement.

E
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e Les échantillons sont acheminés au laboratoire de microbiologie générale dans une
glaciere a 4°C, puis sont mis au réfrigérateur pour qu’ils soient utilisés ultérieurement,

au maximum dans les 4&h.

Figure 19 : La méthode de prélévement d’échantillon a partir du lait de chévre (Capra)

de la région de Sidi bel Abbés.

IV.3.Matériels
Pour la réalisation des différentes parties expérimentales, on s’est servi du matériel

suivant :
IV.3.1Matériel biologique

e Echantillon : lait cru de chévre, les bactéries lactiques sont isolées directement a
partir de ce lait
e Souches indicatrices pour D’effet antagoniste : Il s’agit de trois souches indicatrices

représentées par les especes suivantes :

- Escherichia coli ATCC 25922.
- Staphylococcus aureus ATCC 25923.
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire central du CHU a Sidi bel Abbes.

E
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IV.3.2.Matériel non biologique

IV.3.2.1.Milieux et condition de cultures

Plusieurs milieux de cultures ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale
¢taient soit liquides soit solidifiés par addition d’agar a différentes concentrations, les
milieux sont stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 15 min conservées a 4°C, il

s’agit des milieux suivants :

Milien MRS (selon Man, Rogoza, et Sharpe) : milieu nutritif destiné a
I’enrichissement, la culture et a I’isolement de toutes les espéces de Lactobacilles.
Milieu Mueller Hinton : est une gélose riche, utilis¢é pour la réalisation de
I’antibiogramme standard il permet de tester 1’action des antibiotiques sur les
bactéries.

Bouillon nutritif : utilisé pour la croissance des germes.

Mannitol mobilité : milieu de culture caractérisé par l’utilisation de Mannitol et

permet de mettre en évidence (ou non) la mobilité bactérienne.

La composition des milieux de culture est mentionnée dans I’annexes|

1V.3.2.2.Produits chimiques et réactifs

Colorants : Violet de Gentiane, fuschin, bleu de méthyléne.
Acide et bases : 1’acide chloridrique (HCl), le chlorure de sodium (NaCl).

= Réactifs : I’huile a immersion, 1’huile de paraffine

Alcool et autres : Ethanol, lugol, eau oxygénée (H202), alcool (70%), Eau distillée
stérile, eau distillée, Eau physiologique, AGAR ~AGAR

Sucres: mannitol.

1V.3.2.3.Les Disques d'antibiotiques

Pour étudier le comportement des bactéries lactiques vis-a-vis des antibiotiques, cinq
disques (laboratoire de microbiologie appliqué) ont été utilisés pour réaliser un
antibiogramme sur milieu solide, il s’agit de Gentamicine (GEN 10ug) ,Céphaléxine
(CL 30 ng), Lincomycie (LIN 1530 ng)

E
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I1V.4.Méthodes
IIV.4.1.Préparation de I’inoculum et I’isolement
Le lait cru de chévre a été dans une premicre étape homogénéisé et dilu¢ pour obtenir

la prise d’essai destinée a €tre inoculée dans les différents milieux de culture.
I1V.4.2.Préparation des dilutions décimales

Agiter pendant 10 secondes le flacon contenant 1’échantillon du lait cru de chevre a
diluer.

Prélever aseptiquement a 1’aide d’une micropipette stérile 1 ml de la solution mere (1
ml de lait de chévre).

Introduire le volume prélevé dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique.
Agiter bien a laide d’un vortex pendant 10 secondes.

Transfere de 1ml du premier tube dans le deuxieme, de la méme facon des dilutions

décimales successives sont effectuées jusqu’au 6 eme tube (10°6).

Figure 20: la préparation des dilutions décimales

I1V.4.3.Isolement des bactéries lactiques

L’isolement effectué¢ le jour méme de la réception des échantillons de lait dilué¢ a
partir des dilutions suivantes (102, 10-3, 10, 10-,10).
L’ensemencement a été réalisé a partir des dilutions décimales mentionnées en

surface des boites de pétri par la techniques d’étalement en stries.

E
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= 3 boites pétris stériles sont utilisées pour chaque dilution ont été ensemencé sur milieu

gélose MRS.

= La gélose MRS a été coulée dans des boites pétries stériles, ces boites ont
¢été bien fermées en utilisant le systéme (anaerocult + bougie) pour assurer
I’anaérobiose qui aide au développement rapide des bactéries lactiques.

= les boités ont été incubées a 37 °C pendant 48h a 72h.

Figure 21 : Solidification de milieu MRS gélose inoculés dans les boites de pétri.

IV.4.4.Etape de I’enrichissement
Dans cette étape un volume de Iml du lait de chevre dilué a été ensemencé dans un

tube a essai contient Sml de bouillon MRS et incubés ensuite a 37 °C pendant 72h en

condition d’anaérobiose.

Figure 22 : Enrichissement des bactéries lactique isolées et incubé dans une jarre.

s
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IV.4.5.Purification des isolats de bactéries lactiques
Apres incubation 72h, les colonies obtenues ont ét¢ sélectionnées apres :

* analyse macroscopique
» coloration de Gram pour définir la forme des cellules bactériennes (coques ou
bacilles).

= Test de catalase

Seules ceux qui présentent un aspect typique des colonies de bactéries lactiques, et qui
ont Gram + et catalase -, ont été présumées comme étant des bactéries lactiques, puis

ils ont été mis dans des tubes contenant le bouillon MRS pour leur enrichissement.

Afin de purifier les souches obtenues :

Des repiquages successifs sont effectuées sur le MRS gélose et le bouillon
La purification des souches consiste a les ensemencer en stries sur les boites de pétri
coulées avec des milieux MRS solide.

Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24h.
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ImL 1mL 1mL ImL ImL ImL
i >@ 0> 0> 0> 0>
Une

série des
=> dilutions
] ] i ] i l_ décimale

\/ X! S S A T

Lait cru de chévre Ensemencement 0.1 ml dans chaque boite de pétri

3 boites
pour
chaque
dilution

Incubation des boites a2 37 °C pendant (48h a 72h)

En anaérobiose Jarre + anaerocult

Figure 23 : schéma de la préparation et I’ensemencement des dilutions décimales
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Figure 24 : Schéma représentative des étapes d’isolement et la purification des

bactéries lactiques.

IV.5. Identification des souches: L’identification est basée sur la détermination des

caracteres morphologiques et biochimiques.
IV.5.Caractérisation phénotypique des souches

IV.5.1.Examens macroscopique des cultures

L’examen macroscopique est le premier examen effectué a partir de I’isolement apres
incubation 72h a 37°C en anaérobiose, les colonies obtenues sur les boites de pétris
contenant du milieu MRS solide sont examinées (a 1’ceil nu). L’examen
macroscopique permet de décrire 1’aspect de chaque colonie (sa forme et relief, sa

taille, sa couleur, ses contours, sa texture, la pigmentation, la viscosité).

IV.6.Caractérisation morphologique des souches

Afin de déterminer la morphologie des cellules bactériennes et leur disposition, et a
partir des colonies blanchatres caractéristiques aux Lactobacillus ,on réalise une
coloration de Gram (Larpent & Larpent-Gourgaud, 1997) pour s'assurer de la
présence de cellules a Gram positif et également pour noter leur morphologie et leur

mode d’agencement.

Les bactéries Gram positives et catalase négatives sont présumées des bactéries
lactiques.

IV.6.1.La coloration de Gram
Se réalise sur des cultures jeunes de moins de 24h.

Principe
= Réaliser un frottis sur une lame en verre propre et préalablement dégraissée ;

= Colorer le frottis avec du violet de gentiane durant 2 minutes ;

= Rejeter le colorant et ajouter le Lugol 2x 45secondes.
= Rincer a I’eau.

= Décolorer a I’alcool 96° durant 10 secondes.

= Rincer abandonment a I’eau.

= Faire une contre-coloration avec de la fuchsine diluée a 1/10 durant 2 minutes.

E
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=  Rincer a ’eau et observer a I’immersion x100.

Lecture :
Les bactéries Gram positives apparaissent en violet alors que les Gram

Négatives apparaissent en rose (FUGLSANG et EDWARDS, 2007).

1okt de Gentiane 2- lugol

/ -

3- Almol 4- Fuschine

Figure 25 : les étapes de la coloration de Gram
IV.7.Caractérisation biochimiques
L’¢tude des caractéres biochimiques est basée essentiellement sur la recherche

d’oxydase, de catalase.

IV.7.1.Test de catalase
La catalase est une enzyme retrouvée chez la plupart des bactéries aérobies strictes et

Anaérobies facultatives. En effet, En présence d’oxygeéne moléculaire, certaines
réactions métaboliques conduisent a la formation d’eau oxygénée qui est un composé
cellulaire toxique Cette, empéche l'accumulation de cette eau oxygénée en la

décomposant en eau et en oxygene (DELARRAS, 2007; FUGLSANG et

EDWARDS, 2007).

2H202 . > 2H20+02

Technique

Le test consiste a déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (10 volume) dans
Laquelle sera dissocié un petit prélévement de la colonie.

Lecture

s
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La souche est dite catalase positive si un dégagement gazeux est observé et le

contraire indique 1’absence de 1’enzyme catalase.

Figure 26 : Réalisation de test de catalase

IV.7.2.Test oxydase

Principe

Ce test permet la recherche du cytochrome oxydase qui est la derniére enzyme de la
Chaine respiratoire (la phényléne diamine oxydase). Cette enzyme est capable

d’oxyder un réactif: le N diméthyle paraphényléne diamine (LEVEAU et al, 1991).

Technique

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

Lecture

Le changement de couleur indique le résultat positif, si le disque prend une couleur
violette I’oxydase est positive, si le disque reste incolore 1’oxydase est négative.

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

IV.7.3.Type fermentaire

Principe

C’est un test qui permet de séparer les especes bactériennes homo-fermentaires et des
bactéries hétéro-fermentaires.

Technique

s
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Nous réaliserons la technique a la cloche de Durham, nous utiliserons le bouillon

MRS et nous procédons comme suite :

Remplir des tubes a essai a vis renfermant la cloche de Durham de 10 ml du bouillon

MRS

Ensemencer avec 1’isolat correspondant et homogénéiser en évitant 1’introduction de

bulles d’air dans la cloche.

Incuber les tubes a 37°C pendant 24h a 48h.
Lecture :

e Bactéries homofermentaires : absence de bulles de gaz dans la cloche.

e Bactéries hétérofermentaires : présence de bulles de gaz dans la cloche.

(LEVEAU et al., 1991).

Figure 27 : Réalisation de test de type fermentaire des bactéries lactiques.

IV.8.Caractérisation physiologiques

Les souches isolées ont été testées a différents conditions hostiles pour vérifier leur

résistance a ces conditions qui sont les suivants :

IV.8.1.Test de Mannitol-mobilité
Ce test est réalisé sur milieu de mannitol-mobilité , permet de rechercher la

fermentation du mannitol et de vérifier la mobilité de germes .Le mannitol est un

produit de réduction du mannose .La dégradation en anaérobiose du mannitol conduit

)
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a la formation du fructose dont I’attaque conduit elle-méme a la formation d’acides a

chaines courtes (Guillaume,2004).

Technique

Remplir des tubes a essai avec le milieu mannitol-mobilité.
A I’aide d’une anse de platine le milieu mannitol est ensemencé par une piqure
centrale contient les isolats bactériennes.

Incuber a 37°C pendant 24h.

Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Il permet de rechercher

simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité des germes.

Lecture

Les bactéries immobiles se développent uniquement au long de la piqure centrale
tandis que les bactéries mobiles envahissent le tube de part et d’autre (GUIRAUD,
2003; LEVEAU et al. 1991).

Figure 28 : Réalisation de test de Mannitol-mobilité sur les bactéries lactiques.

IV.8.2.Test de Croissance a différentes températures
L’aptitude a la culture est testée a 30°C, 37°C et a 45°C en ensemencant des tubes de

bouillon MRS. Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques
mésophiles des bactéries lactiques thermophiles (Leveau et al, 1991). Les tubes sont
examingés au bout d’un délai de 24 heures, la croissance est appréciée par 1’apparition

de trouble.

s
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IV.8.3.Thermorésistante a 62°c pendant 30 minutes :

Ce test permet d’isoler ou identifier les souches résistantes a une température de 62°C
Pendant 30 minutes.
Technique
- Pour chaque souche, ensemencer 300ul de la solution bactérienne dans un tube du
Bouillon MRS (5 ml) ;
- Le placé dans un bain-marie a 63°C pendant 30 minutes ;
- Refroidir immédiatement sous le robinet et incuber a 37 °C pendant 48h.
Lecture
L’apparition d’un trouble implique la poussée de la souche et donc la thermorésistante
IV.8.4.Test de croissance en déférentes pH: (pH=3 ; pH=4.5 ; pH=7 ; pH=9)
Ce test est réalisé uniquement pour les cocci en milieu MRS solide dont le pH est
ajusté a 3 ,4.5, 7, 9. Ensemencement de chaque souche sur boite pétri en culée sur

milieu MRS et incubée en anaérobiose a 37°C pendant 24a 48h.

IV.8.5.L effet d’oxygéne
Le principe de ce test est de tester I’effet d’oxygene sur la croissance des bactéries

lactiques, et de voire si les bactéries lactiques exige la présence de oxygéne ou non.
La technique

Ensemencement en surface de chaque souche sur une boite pétri coulées en MRS

gélose et incubée en suite en aérobiose a 37°C pendant 24h a 48h.
IV.9.Test de résistance aux antibiotiques (Antibiogramme) :
Principe

La culture permet aussi d’étudier la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques
Cette sensibilité a été testée par la méthode de diffusion (méthode de disques) sur les
milieux (Muller-Hinton et MRS solide) en utilisant plusieurs antibiotiques.
Technique

e Coulée la gélose Muller- Hinton, el la gélose MRS dans des boites pétri

e Laisser sécher les boites de pétri contenant les milieux a la température de

laboratoire
e Les boites sont ensemencées par une suspension bactérienne par

inondation, sur lesquelles sont disposés les disques d’antibiotiques.

s
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e Chaque boite recoit (2 a 3) disques d’antibiogramme (Gentamicine (GEN
10), Céfalexine (CN 30), Lincomycine (LIN 15)).
e L’incubation s’effectue a 37°C pendant 24 heures en anaérobiose.
Lecture
La lecture des résultats s’effectue par la mesure des diametres de la zone d’inhibition
apparue provoqué e par I’antibiotique. Apres incubation a 37 C° pendant 24h
Le classement des isolats bactriennes en 3 catégories (Sensible (S) ; Résistante (R) ;

Intermédiaire (I)) se fait selon les diameétres des halos d’inhibitions.

IV.10.TEST DE L’ANTAGONISME (LA RECHERCHE DES
BACTERIOCINES)

IV.10.1.Mise en évidence de la production de bactériocines

Le but de notre étude, est de mettre en évidence l'effet antagoniste des souches de

bactéries lactiques que nous avons isolé par l'action de bactériocines ; ce qui nous
conduit a travailler dans des conditions expérimentales ¢élimant l'effet conjugué des
acides organiques (notamment l'acide lactique et l'acide acétique) et du peroxyde

d'hydrogéne (H202) (DACOSTA, 2000 ; YAAKOUBI et al., 2006) :

Elimination de l'effet de l'acidité par la neutralisation du pH

Elimination de l'effet du peroxyde d'hydrogéne par la création de la condition
d’anaérobiose.

Pour la mise en évidence de la production de bactériocines, les 06 souches de
bactéries lactiques isolées sont testées pour leur pouvoir antibactérien suivant la
méthode de diffusion par puits décrite par TAGG et McGiven en 1971 et la méthode

des disques.

IV.10.2.La méthode de diffusion en puits
Principe

La recherche de la substance inhibitrice dans le milieu extracellulaire de I’isolat
producteur est I’élimination de I’effet du pH et du H202.

Technique

Pour réaliser le test d’antagonisme par la méthode de diffusion en puits, il faut avoir

des pré-cultures des souches lactiques et le pré culture de la souche indicatrice

D
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(Pathogene).

A partir des tubes inclinés de gélose MRS, nous avons ensemencé chacune des 6
souches lactiques isolées dans un tube a essais contenant 5 ml du bouillon approprié
(bouillon MRS). Le Tube est incubé a 37°C pendant 18 heures en anaérobiose.

La pré-culture des souches indicatrices : FEscherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
ont été ensemencé dans des tubes de bouillon nutritifs et incubée pendant 18 heures.
Inoculer la gélose de (Muller Hinton et MRS solide) dans des boites pétri et fondue
et refroidie a 45°C.

Apres solidification, les boites sont ensemencées a 1’aide d’écouvillon par la souche
test.

Des puits sont creusés a I’aide d’un emporte-piéce ou un embout, puis remplis par
(100ul) de surnageant brut de la culture lactique a tester préalablement stérilisé par
filtration sur membrane de la culture a tester.

Les boites sont incubées pendant 24h a 37°C.

Lecture

L’activité antimicrobienne se révele par 1’apparition de zones d’inhibition autour des
puits. Celles que sont entourés d’une zone claire d’inhibition de la souche test et ayant

un diameétre supérieur a 2mm sont considérées comme positive.

BL incubdées 48h & 30°C n

Bacténes pathogdénes
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mm sont cons idéréos comme
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Figure 29 : digramme explicatif les étapes de la méthode des puits
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IV.10.3.La méthode des disques

Principe

Elle consiste a déposer des disques vierges imprégnés des souches lactiques en
bouillon, a la surface des boites de Pétri préalablement inoculées par les souches
cibles.

Technique

Dans cette méthode :

un tapis de la souche indicatrice est réalisé sur la surface d’un milieu solide
Des disques stériles de papier Whatman imbibés de surnageant de la culture a tester
sont déposés sur ce tapis.

Incubation de 24 heures a 37°C.

Lecture

La persistance des zones claires autour des disques bruts et neutralisés témoigne sur la

présence d’un effet éventuel de bactériocines.

Figure 30 : préparation et réalisation de test des disques.
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L’activité antimicrobienne vis-a-vis des souches pathogenes se révele par I’apparition
des zones claires d’inhibition autour des disques.

La mesure des diameétres des zones d’inhibition (Zi) qui apparaissent autour des

disques, se fait selon la formule suivante :

)



Les resultats
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V. Isolement et identification des bactéries lactiques isolées a partir du lait de
chevre:

V.1.Isolement et identification

Il est important de signaler que I’isolement des bactéries lactiques était difficile a
réaliser, puisque celles-ci sont trés exigeantes en conditions de croissance. Lors de
cette étude Un total de (6) souches des bactéries lactiques ont été isolés a partir du lait
cru de chevre sur un milieu sélectif, qui est le milieu MRS.

Les colonies obtenues sur milieu MRS sont identifiées par les procédures
phénotypiques conventionnelles basées sur les tests physiologiques, morphologiques
et biochimiques, Les isolats Gram positif, catalases négatifs sont étudiées.

Aprés la détermination de leurs caractéres les souches sont designées par un code

constitué de trois a quatre lettres et d’un chiffre, Les souches isolées nommées : S1,
S2,S3, S4 et S5 et S6

Tableau 7 : Les codes des souches lactique isolées.

Milieux d’isolement Code des souches isolées

S1
S2
Milieu MRS S3
S4
S5
S6

V.2.Purification et caractérisation des isolats
La caractérisation des isolats selon leur apparence macroscopique permet de déecrire

I’aspect des colonies et de déterminer les critéres relatifs aux colonies des bactéries

lactiques (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosité).

Des colonies blanches avec une formes circulaires des contours réguliers, de tres
petites tailles environ (0.5 et 1mm).
Autres colonies de couleur creme avec des formes circulaires de contours irréguliers,

de tailles environ (1 a 3 mm).
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Ces colonies sont obtenues a partir des boites pétri contenant le milieu MRS
solide apres 72h d’incubation a 37°C, et repiquées dans le bouillon MRS et incubé

a 37°C pendant (48h a 72h) en anaérobiose.

V.3.Pré —identification des souches lactiques

V.3.1.Caractérisation macroscopique

= L’observation macroscopique des isolats lactiques sur le milieu solide montre
I’existence des petites colonies d’environ Im de diamétre, de forme lenticulaire de
couleur blanchatres ou laiteuses, avec une surface lisse et un contour circulaire

régulier (fig...)

Figure 31 : aspect macroscopique des colonies des bactéries isoleé obtenus 27h

d’incubation a 37°C sur milieu MRS solide.

= [’observation macroscopique de la croissance des bactéries lactiques dans le milieu
MRS liquide est caractérisée par I’apparition du trouble au fond du tube avec une

zone transparente de Smm d’épaisseur a la surface du milieu liquide (fig.....)

Les souches présentes un trouble homogene sur MRS bouillon caractérise le groupe des
bactéries lactiques.

E
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Un trouble
)

Figure 32 : Aspect macroscopique des bactéries isolées obtenus 2h d’incubation a

37°C sur bouillon MRS.

V.3.2.Caractérisation microscopique
Apres la coloration de Gram, on a passé a I’observation microscopique au (Gx10),

(Gx40) et (Gx100) avec I’huile a immersion afin de déterminer la forme cellulaire des
bactéries isolées. La coloration de Gram révele que ces souches sont tous Gram positif
parmi les 6 souches isolées quatre isolats avaient une forme circulaire c’est des COCCI.
Le reste apparait sous forme de batonnets, c’est des bacilles avec différents modes

d’associations : isolés, en paires, en chainettes de longueur variable et en amas.

(A) Coque Gram + (B) Bacille Gram +
Figure 33: Aspect microscopique des bactéries lactique apres coloration de Gram
(Gx100).
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Tableau 8 : présentation des criteres morphologiques et biochimiques, des 6 isolats

présumés des bactéries lactiques isolées a partir de lait cru de chevre.

+ : positif ; - : négatif.
Les critéres Aspect Aspect Etude
morphologiques | macroscopique microscopique biochimique
et biochimiques | des colonies Laforme | La Test catalase
des cellules | coloration
de Gram
S1 Petites taille (2mm), Cocci + -
rondes, laiteuse Courte
blanchétre, a .
contour régulier Chainette
S2 Petite (Imm), Cocci + -
ronde, blanchéatre,
. N En amas
laiteuse, a contour
régulier
S3 Petites (Imm), Cocci + -
Le code ronde, possue_, En amas
blanchétre, laiteuse,
des .
translucide
souches .
S4 Moyenne (2mm), Bacille i -
blanchatre, laiteuse,
ronde, a bord
régulier
S5 Moyenne (2mm), Bacille + -
blanchétre, laiteuse,
ronde, a bord
régulier
S6 Cocci + -
Petite (1Imm), . )
ronde, blanchatre, Disperses et
contour régulier en amas
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V.4.Les tests physiologiques
V.4.1.Recherche de catalase
Le test de catalase a été réalisé sur toutes les isolats lactiques obtenues apres
purification .Les résultats de ce test ont révélé que toutes les souches isolées sont
catalase négatives. Il s’agit bien que le groupe des bactéries qui sont caractérisées par

I’absence de cet enzyme responsable de la production de cette réaction.

Figure 34 : résultats de test catalase des bactéries lactiques isolées

V.4.2.Recherche de type fermentaire
Les souches isolées et testées sont toutes homofermentaires, aucune production de gaz

(CO2) dans les cloches n’a été enregistrée.
La réalisation de ce test permet de distinguer entre les souches bactériennes homo-
fermentaires et les autres souches qui sont hétéro-fermentaire en utilisant un milieu

glucosé stérile qui contient des cloches de Durham dans les tubes.

Figure 35 : résultats de test type fermentaire des bactéries lactiques
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V.4.3. Test de mannitol mobilité
Apres incubation des tubes a essai, on observe gue toutes les bactéries ont été

développées tout au long de la pique sans envahissement du milieu, généralement
elles sont immobiles.

La fermentation de mannitol par les isolats bactériens est exprimée par le virage de la
coloration du rouge vers le jaune.

7
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Figure 36 : les résultats de test de mannitol mobilité

V.4.4.Croissance a différentes température
Les variations de température d’incubation pour les différents isolats est un critere

Physiologique de sélection pour 1’identification des souches et permet de faire la
différence entre la flore thermophile et mésophile.

L’étude de la croissance des isolats bactériennes aux températures suivantes : 30°C,
37°C, 45°C et incubation pendant 24h, indique que toutes les souches isolées (S1, S2,
S3, S4, S5 et S6) sont capables de se croitre sur le bouillon MRS aux températures
déja mentionnées.

E
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V.4.5.Test de thermorésistante
La thermo résistance est un caractere physiologique permettant de distinguer entre les

souches pouvant tolérer une température de 62°C pendant 30. Le résultat positif se
traduit par un trouble. Seules les souches thermophiles poussent, contrairement aux
souches mésophiles qui sont incapables de se développer.

La majorité des souches isolées sont thermorésistantes, on observe une croissance sur

le MRS bouillon aprés le traitement thermique.

Figure 37 : résultats du test de croissance a différentes températures

| B :
" Un trouble

V] -
W
{

Figure 38 : les résultats de la thermorésistante.
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V.4.6.Effet d’oxygéne
Apres incubation des souches sur le milieu MRS gélose en aérobiose, on a observé

une croissance pour la pluparts des souches testées en aérobiose.

a) I’effet d’oxygene sur S4 b) I’effet d’oxygene sur S6

Figure 39 : les résultats de I’effet d’oxygeéne sur les bactéries lactiques isolées

V.4.7.Test de croissance a différent valeurs de pH
La culture des souches lactiques dans différents pH, montre dans les résultats qu’ilya

une croissance bactérienne des souches au pH=4.5, pH=7, pH=9.A pH=3 nous avons
remarqué une absence de croissance.

Figure 40: les résultats de la croissance des bactéries lactiques a différents pH.
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Tableau 9: les critéres physiologigues et biochimiques des bactéries

lactiques isolées a partir de lait cru de chévre

Les T= °C pH Type Mannitol T=62°
. . mobilité C
Criteres Effet | fermentaire
30 |37 |45 7 |45 a°0
S1 + + + + | + + Homo Immobile +
S2 + + + + | + + Homo Immobile +
S3 + + + + | + + Homo Immobile +
S4 + + + + | + + Homo Immobile +
Les -
S5 + + + + | + + Homo Immobile +
souches
S6 + + + + | + + Homo Immobile +

+ Présence de croissance, - absence de croissance.

V.5.Test de ’antibiogramme :(résistance des bactéries aux antibiotiques).

La culture des bactéries lactiques permet d’étudier la sensibilité des souches isolées

aux antibiotiques .Les résultats d’antibiogramme indiquent que la plupart des souches

lactiques sont sensibles aux antibiotiques.

Apres incubation de 24h a 37°C, la mesure des diameétres des zones d’inhibitions

(zones d’inhibition de croissance bactériennes) trouvée autour des disques
d’antibiotique permet de grouper les souches (résistante, sensible, intermédiaire) . Les

souches présentant un diametre de zone d’inhibition supérieur a 30 mm sont

considérées comme sensibles.

Les résultats de 1’antibiogramme sont mentionnés au tableau (10)
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Figure 41 : les résultats d’antibiogramme des souches lactiques aprés incubation 24h

a 37°C sur le milieu Muller Hinton solide

5
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Figure 42 : les résultats d’antibiogramme des souches lactiques incubées pendant 24h

a 37°C sur milieu MRS geélose.

E
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Tableau 10 : les résultats de 1’antibiogramme des souches lactiques isolées.

Les souches testées

Antibiotique | charge | Symbole Milieu MRS Solide Mueller-Hinton
de de disque
. S1 |S2 S3 sS4 S5 S6 S4 | S5 S6
disque

Céphaléxine | 30pg CL

Gentamicine | 10pg GEN

14 0 24 21 20 20 30 25 25

Lincomycie 15ug LIN

S : des bactéries sensibles, R : des bactéries résistantes en mm

V.6.Test de ’antagonisme (recherche des bactériocines)

V.6.1.Méthode de diffusion en puits

Elle se traduit par la formation d’un halo autour de la souche ensemencé en touche, la
lecture de résultats consiste a mesurer le diamétre de 1’halo d’inhibition.

V.6.1.1 Activité antagoniste des souches vis-a-vis d’Escherichia coli ATCC 25922 :
Sur le milieu MRS solide : les résultats obtenus ont révélé la présence de zone
d’inhibition chez deux souches sur: S2, S4 et 1’absence des zones chez le reste des
souches (S1, S3, S5, S6) donc ces souche ne présentes aucune activité antibactérienne
contre E- coli.

Sur le milieu Muller-Hinton : aucune zone d’inhibition n’a été observée autour des

puits, donc on n’a pas d’activité bactérienne.
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Figure 43: les résultats d’effet inhibiteur des souches lactiques sur le milieu MRS

solide vis-a-vis de la souche d’E- coli par la méthode de diffusion en puits.

V.6.1.2.Activité antagoniste des souches vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC
25923 :
Sur les deux milieux (MRS et Muller-Hinton) : les résultats obtenus ont révélé

I’absence total des zone d’inhibition chez toutes les souches donc ces souche ne
présentes aucune activité antibactérienne contre la souche pathogéne Staphylococcus

aureus.

Figure 44: les résultats d’effet inhibiteur des souches lactiques sur le milieu MRS
solide vis-a-vis de la souche de Staphylococcus aureus par la méthode de diffusion

en puits.
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V.6.1.2.Activité antagoniste des souches vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 :
Sur le milieu MRS solide : les résultats obtenus ont révélé la présence de zone

d’inhibition chez deux souches sur: S4, S5 et 1’absence des zones avec le reste des
souches (S1, S3, S2, S6) donc ces souches ne présentent aucune activité
antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa .

Sur le milieu Muller-Hinton : aucune zone d’inhibition n’a été observée autour des

puits, donc pas d’activité bactérienne.

@
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Figure 45 : Les résultats d’effet inhibiteur des souches lactiques sur le milieu MRS

«
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solide vis-a-vis de la souche de Pseudomonas aeruginosa par la méthode de diffusion

en puits.

V.6.2.Méthode de disques
Les résultats obtenus des souches lactiques testés par la méthode des disques vis-a-vis

de trois souches pathogenes, ont révélé la présence des zones d’inhibition. Donc la
production des bactériocines, la plupart des isolats possedent un effet inhibiteur
indiqué par la formation des halos autour la souche.

V.6.2.1.Activité antagoniste des souches vis-a-vis d’Escherichia coli ATCC 25922 :
Les résultats obtenus sur le milieu MRS solide ont révélé la présence de zone

d’inhibition chez la souche 4 (S4) et 1a souche 5 (S5) et I’absence des zones chez les
autres souches (S1, S2, S3, S6) donc ces souches ne présentent aucune activité

antibactérienne contre E- coli.
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Figure 46: les résultats d’effet inhibiteur des souches lactiques vis-a-vis de la souche

d’E- coli par la méthode de disque.

V.6.2.2.Activité antagoniste des souches vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 :

Les résultats obtenus ont révélé la présence des zones d’inhibition autour des disques.
Les 5 souches lactiques (S2, S3, S4, S5, S6) ont manifesté une activité
antibactérienne a 1’encontre de Pseudomonas aeruginosa 27853. Par contre nous
avons remarqué 1’absence des zones chez la souche 1 (S1) , donc cette souche ne

présente aucune activité antibactérienne contre la souche de Pseudomonas aeruginosa.

Figure 47: Les résultats d’effet inhibiteur des souches lactiques vis-a-vis de la souche

de Pseudomonas aeruginosa par la méthode de disque.
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V.6.2.3.Activité antagoniste des souches vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC
25923 :

Les résultats obtenus ont révélé la présence des zones d’inhibition autour des disques.
Les souches lactiques (S3, S4) possédent une activité antibactérienne a I’encontre de
Staphylococcus aureus. Nous avons observé 1’absence des zones chez les souches

(S1, S2, S5, S6) donc ces souches ne présente aucune activité antibactérienne contre

la souche de Staphylococcus aureus.

Figure 48: les résultats d’effet inhibiteur des souches lactiques vis-a-vis de la souche

de Staphylococcus aureus.par la méthode de disque.
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Tableau 11: le spectre d’activité antibactérienne des souches lactiques par la méthode

de diffusion en puits et la méthode de disque vis-a-vis des souches pathogeénes.

Les souches

P’activité antagoniste par la méthode de diffusion en puits

Diameétre des zones d’inhibition en mm

ndicatrices Pseudomonas Escherichia  coli  ATCC | Staphylococcus aureus ATCC
aeruginosa ATCC | 25922. 25923.
27853
Inhibtrices
S1 00 mm 00 mm 00 mm
S2 00 mm 10 mm 00 mm
S3 00 mm 00 mm 00 mm
S4 12 mm 10 mm 00 mm
S5 29 mm 00 mm 00 mm
S6 00 mm 00 mm 00 mm
L’activité antagoniste par la méthode de disque
S1 00 mm 00 mm 00 mm
S2 14 mm 00 mm 00 mm
S3 13 mm 00 mm 00 mm
S4 15mm 19 mm 15 mm
S5 16 mm 20 mm 20 mm
S6 19 mm 00mm 00mm
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V. Discussion

Les bactéries lactiques jouent un rdle important que se soit dans la bioconservation
des aliments ou dans la biothérapie grace a leur pouvoir d’inhiber les bactéries
pathogenes et altérantes (Uehara et al, 2006 ; Dortu et Thonart, 2009 ; EI-Ghaish
et al, 2011).

Dans notre étude 6 souches de bactéries lactiques ont été isolées a partir du lait cru de
chévre. Elles ont été cultivées et isolées sur le milieu MRS qui est un milieu riche
offre aux bactéries lactique différents sources des nutriments qui facilitent la
croissance des bactéries telles que le glucose et I’azote, les peptones et le tween80. Du
fait des exigences nutritionnelles des bactéries lactiques, les milieux de cultures
doivent étre trés riches en sucres, en matiéres azotées et surtout en facteurs de

croissances (Pilet M-F, et al, 2005)

L’étude des principaux caractéres morphologiques, biochimiques et physiologiques
ont montré une diversité de genres et d’especes isolées a partir du lait cru de chevre et
de vache. Les especes de bactéries lactiques détectées essentiellement de la nature de

lait cru et des conditions d’analyses (Saidi et al, 2002)

La présence de divers genres de bactéries lactique dans le lait de chévre était
prévisible car des bactéries lactiques ont été trouvées dans la microflore de tous les

laits étudiés.

Les résultats de la culture des bactéries lactiques dans cette étude montrent que la
plupart des souches sont des coques avec 90% par rapport aux bacilles qui montrent
une faible présence 10 %. le méme type de résultats est apporté par Franciosi et al,
(2009) ; (Cheriguene A,2008) ; (Bekouche Fet Boulahrouf A,2005) et Kacem M.
et al, 2002).

Les analyses morphologiques, physiologiques et biochimiques ont mis en évidence
toute la diversité de la flore lactique isolée a partir du lait de chévre, la composition de
bactéries lactiques est relative et dépend des différents critéres utilisés dans chaque

¢tude. L’identification phénotypique des souches conventionnelles basées sur les tests

E

morphologiques, physiologiques et biochimiques.
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L’identification des isolats lactiques incubées sur le milieu MRS solide selon leurs
aspects macroscopiques est permet de distingués des colonies de petites a moyenne
taille avec une couleur blanchatre, laiteuses a contour régulier, lisse et une forme
ronde et selon leurs aspects microscopiques sont des couques et d’autres souches en
forme batonnet a Gram positif, et catalase négative non sporulée (Teuber M. et Geis
A.,2006 ; Guiraud,2003).

Les résultats d’identification phénotypique de la souche cinq (S5) indiquent que cette
souche de forme batonnet, a Gram positif et de catalase négative elle s’agit de
lactobacillus qui est capable de fermenter le glucose sans dégagement de gaz elle est

homofermentaire (Hammes et Hertel, 2006).

Les résultats de test de la croissance des bactéries lactiques a des différentes
températures indiquent qu’il ya des souche qui peuvent croitre a 45C° et d’autres qui
sont thermorésistantes, et selon le test de type fermentaire toutes les souches sont
homofermentire,et immobiles. Des résultats similaires ont été rapportés par

(Bensalah,2006).

Les résultats de la croissance des souches lactiques a des différents pH obtenues a
indiquer la présence de croissance a pH=9, pH= 7 , et I’absence de croissance a pH
=3. Ces résultats trouvés sont similaires a les résultats rapportés par

(Abdlmalek,2016).

Le test d’antibiogramme indique que la majorités des souches sont résistantes aux
antibiotiques utilisées (Céphaléxin 30pg , Gentamicine ,10ug , Lincomycie ,15ug) ,
avec des diametre inferieur a 35mm , et la souche 5 et sensible & Céphalexine avec un

diamétre égale a 35mm.

Les résultats de test d’activité antagoniste obtenus par les deux méthodes (méthode
des diffusions en puits, et la méthode de disque) ont démontré la présence de zones
d’inhibition autour des puits et autour des disques traduisant ainsi une activité
inhibitrice des souches lactiques testées contre les trois souches pathogenes utilisées.
Le tableau (11) représente les moyennes des diamétres d’inhibition exprimées en
millimétres obtenues pour chaque souche.

Le pouvoir inhibiteur des bactéries lactiques, d’origine laitiére ou autre, contre des

bactéries pathogenes et altérantes a ¢t€¢ mentionnée par plusieurs auteurs (De
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Martinis et al, 2001 ; Anas et al, 2008 ; Yateem et al, 2008 ; Moraes et al, 2010 ;
Abrams et al, 2011 ; Castro et al, 2011).
Les 6 souches ne présentent aucune activité inhibitrice contre la souche pathogéne par

la méthode de diffusion en puits.

Par la méthode de disque les souches lactiques 4 et 5 présentent des zones
d’inhibition 19 mm et 20 mm vis-a-vis Escherichia coli ATCC 25922 et les souches 3
et 4 vis-a-vis Staphylococcus aureus ATTCC 25923 avec un diameétre 15 mm et 20
mm respectivement. Gonzalez et al ,2007 ont isolé et identifi¢ 125 souches de
lactococcus dont 13 souches étaient capable d’inhiber la croissance de Staphylococcus
aureus.

Parmi les 6 souches lactiques isolées, 4 souches (S2, S3, S5, S6) présentent une forte
activité inhibitrice contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 par la méthode de

disque donc elles possédent des bactériocines.

Une remarque importante sur 1’effet inhibiteur des souches isolées qui varié¢ selon la
méthode de test utilisé .L’effet inhibiteur de la souche S5 vis-a-vis Escherichia coli
ATCC 25922 obtenu par la méthode de disque a disparu avec la méthode de diffusion
en puits , la méme chose pour les souches et (S3) et (S4) vis-a-vis Staphylococcus
aureus ATTCC 25923 et I’effet inhibiteur des souches S2 , S3 vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 obtenu par la méthode de disque a disparu avec la méthode
de diffusion en puits.

La méthode de disque est efficace pour indiquer la formation des zones d’inhibition et
la production des bactériocines parce que 1’agent pathogéne sera en contacte directe
avec la souche testé, une forte concentration pour établir la réaction d’inhibition.

Les bactéries lactiques synthétisent des agents bactéricides qui varient dans leur
spectre d'activité. Beaucoup de ces agents sont des bactériocines de structure
protéiques (Zacharof et Lovitt, 2012).

Les bactéries présentent des mécanismes de compétition pour les nutriments et
I'espace dans leur habitat. Parmi ces mécanismes : l'acquisition de défense par la
production de peptides antimicrobiens (AMP) qui font références aux bactériocines.
Les bactéries lactiques peuvent produire un a plusieurs types de bactériocines
(STOYANOVA et al, 2007); ayant un large ou étroit spectre d’activité contre des
bactéries Gram-positives et Gram négatives (OSAMA, 2019 ;WALA’A, 2018).
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Le pouvoir antibactérien confirmé des souches isolées a partir du lait cru de chévre
pourrait favoriser leur utilisation en tant que bio conservateurs ou starters dans les
produits fermentés aprés €valuation de leur pouvoir fermentaire ou en tant que
probiotiques apres la réalisation de plusieurs tests in vitro et in vivo (tolérance aux
conditions hostiles du tube digestif, tolérance aux sels biliaires, adhérence au mucus
intestinal, ...etc.). De plus, ces souches peuvent étre exploitées dans la transformation
biotechnologique des produits laitiers, et dans 1’industrie agro-alimentaires .Le
pouvoir antagoniste peut servir pour une meilleure bio-préservation des aliments a

grand échelle.
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Conclusion

Les bactéries lactiques ont un intérét primordial en alimentation il ya au moins quatre
milles ans que I’homme sert de ces bactéries pour la fermentation des aliments, et
¢tant de se développer préférentiellement dans divers écosystémes mais aussi d’étre
utilisées en tant que bio-conservateurs. Ces bactéries jouent un réle important dans la
prévention et le traitement des maladies bactériennes et virales par différents
mécanismes.

L'exploration des antimicrobiens d'origine naturelle fait I’objet d'une attention
croissante en raison de la fréquence alarmante de la résistance bactérienne qui menace
la vie humaine. Largement utilisés comme des cultures starter dans les produits
laitiers, les viandes et les fermentations végétales. Les bactéries lactiques présentes
dans les écosystémes humains ou animaux. En effet, plusieurs études portant sur les
bactériocines produites par les bactéries lactiques isolées a partir du lait et des
produits laitiers, ont mis en évidence le potentiel remarquable de ces agents
antimicrobiens.

Dans cet apergu, notre présente étude a ét€¢ congue dans le but de rechercher des
bactéries lactiques productrices de bactériocines.

Au cours de ce travail, les bactéries lactiques ont été isolées a partir du lait cru de
chévre originaire de la région de Sidi bel Abbes ; suivi d’une étude de 1’antagonisme
par deux méthodes (méthode de diffusion en puits, méthode de disque) vis-a-vis a
trois souches pathogenes (Escherichia coli ATCC 25922. Staphylococcus aureus
ATCC 25923 .Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

Les résultats d’étude de 1’activité antagoniste par la méthode de diffusion en puits ont
révélé un potentiel antimicrobien des souches lactiques (S4), (S5) a I’encontre de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 .Les zones d’inhibitions obtenues, ont montré
une tendance prometteuse en ce qui concerne 1’activité inhibitrice envers P.
aeruginosa, avec I12mm et 25 mm respectivement. Contrairement aux résultats
obtenus par la méthode de disque, 4 souches (S2), (S3), (S5), (S6) présentent une

activité antagoniste avec 14 mm, 13mm ,12 mm ,19 mm respectivement.

L’absence d’activité inhibitrice vis-a-vis a Staphylococcus aureus ATCC 25923 par la
méthode des puits, et présence en méthode des disques chez les souches (S3) avec un

diamétre 15mm, et 20 mm pour (S4).
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Conclusion

La présence d’activité inhibitrice par la méthode de disque vis-a-vis a Escherichia coli
ATCC 25922 chez les souches (S4), (S5) avec le diamétre de 19mm et 20 mm

respectivement. Et chez les souches (S2), (S4) le diametre est égale a 10 mm.

Les résultats de notre recherche permettent d’ouvrir de nouvelles perspectives, nous

Proposons :

% L’identification génomique des bactéries lactiques productrices de bactériocines,
I’étude a un intérét en industrie agro-alimentaire, en bioconservation des aliments et la

fermentation.

% [’optimisation de la production des bactériocines par les bactéries lactiques.
# Détermination de la structure des bactériocines et I’étude de leurs intéréts en industrie

agro-alimentaire et en biotechnologie.
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Annexe 1 : Les composants des Milieux de culture

1. Milieu MRS gélose (De Man ; Rogosa et Sharpe, 1960)

Extrait de Levure 05¢g
Extrait de Viande 10g
Peptone 10g
Acétate de Sodium 05g
Citrate d’ammonium 02g
Glucose 20g
Phosphate di-potassique (K2Hpo4) 02¢g
Sulfate de magnésium (MgSo4) 0.25¢g
Sulfate de manganése (MnSo4) 0.05¢g
Tween80 Iml
Agar-agar 18¢g
Eau distillée 1000ml

pH=6.8 stérilisation a I’autoclave 120°C pendant 15 minutes

2. Milieu MRS bouillon (De Man ;: Rogosa et Sharpe, 1960)

Extrait de Levure 05g
Extrait de Viande 10g
Peptone 10g
Acétate de Sodium 05g
Citrate d’ammonium 02¢g
Glucose 20g
Phosphate di-potassique (K2Hpo4) 02g
Sulfate de magnésium (MgSo4) 0.25¢g
Sulfate de manganése (MnSo4) 0.05¢g
Tween 80 01ml
Eau distillée 1000ml

PH=6.8 et stérilisation a I’autoclave 120°C pendant 15 minutes
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3.

Milieu Mueller Hinton

Infusion de viande de beeuf déshydratée

Hydrolysat acide de caséine

Amidon de mais

Agar-agar

pH=7.74 et stérilisation a autoclave 15 minutes a 120°C

Annexe 1 : le matériel utilisé

1)

2)

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

Les Verreries

Pipettes graduées.

Pipettes pasteur et micropipettes.
Boites de pétries (90mm de diamétre).
Béchers, burette.

Lames et lamelles.

Ecouvillons plastiques.

Poire en plastique.

Pipettes graduées 1 ml, 2 ml, 5 ml et 10 ml
pince stérile.

Cloche de Durham.

Tubes a essai stériles.

Tubes de centrifugation.

Flacons de 250 ml, 500 ml et 1000 ml.

L’appareillage

Agitateur magnétique thermique.
Portoir

Anse a boucle et anse a fil droit
Papier aluminium

Papier film

06g
17.5g
1.5g
10g
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Barreur magnétique.
Bain-marie.

Bec bunsen.
Dessiccateur.

Etuve.

Microscope optique.

Microscope ¢électronique.

Ph métre.
Centrifugeuse.
Autoclave.
Réfrigérateur.
Congélateur.

Four pasteur
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