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RESUME

Dans cette étude, 172 isolats bactériens ont été obtenus a partir de lait cru d’origine animale
collect¢ dans différentes régions d’Algérie. Parmi eux, 103 ont ¢été identifiés comme
bactéries lactiques présomptives, et 82 ont présenté une activité antibactérienne contre quatre
pathogénes alimentaires (deux Gram-positifs et deux Gram-négatifs). Douze isolats ont

montré une activité inhibitrice marquée (diametre > 17,5 mm).

L’identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF MS a révélé que les souches
sélectionnées appartenaient a deux especes : Enterococcus faecium (6 souches) et
Lactococcus lactis ssp. lactis (6 souches). L’évaluation phénotypique de leur sécurité a
montré une sensibilité globale aux antibiotiques testés et ’absence d’activités hémolytique,
DNase et gélatinase. En revanche, les souches d’E. faecium ont produit de la tyramine, et
trois d’entre elles (LMBMR23, LMBMR28 et LVBBR25) ont également formé de

I’histamine.

Sur le plan fonctionnel, les souches d’E. faecium ont démontré une meilleure résistance a
I’acidité (pH 2 et 1,5) et aux sels biliaires. Cinq souches présentant un taux de survie
supérieur a 38 % aprés 3 h a pH 2 ont été retenues et soumises a une réidentification par
séquencage du gene 16S rRNA. Aucun geéne de virulence ni de résistance a la vancomycine
n’a été détecté¢ par PCR. Parmi les souches sélectionnées, LMMDR27, LMMDRI16 et
LVBBRI13 ont présenté les meilleures propriétés d’auto-agrégation, d’hydrophobicité, et un

profil fermentaire diversifi¢ (API 50 CH).

Ces trois souches d’ Enterococcus faecium ont été identifiées comme candidates probiotiques
prometteuses, a valider par des études in vivo pour des applications fonctionnelles en sécurité

alimentaire et en santé humaine.

Mots-clés : Lait cru ; Bactéries lactiques ; Activité antibactérienne ; Innocuité ; Probiotiques

; Enterococcus faecium.



ABSTRACT

Title: Indigenous Probiotics Isolated from Raw Milk: Assessment of Safety and Functional

Potential

In this study, 172 bacterial isolates were obtained from raw milk of animal origin collected
in various regions of Algeria. Among them, 103 were presumptively identified as lactic acid
bacteria, and 82 exhibited antibacterial activity against four foodborne pathogens (two
Gram-positive and two Gram-negative). Twelve isolates showed marked inhibitory activity

(inhibition zone diameter > 17.5 mm).

Identification using MALDI-TOF MS mass spectrometry revealed that the selected strains
belonged to two species: Enterococcus faecium (6 strains) and Lactococcus lactis ssp. lactis
(6 strains). Phenotypic safety assessment indicated overall sensitivity to the tested antibiotics
and absence of hemolytic, DNase, and gelatinase activities. However, E. faecium strains
produced tyramine, and three of them (LMBMR23, LMBMR28, and LVBBR25) also

formed histamine.

Functionally, E. faecium strains demonstrated better resistance to acidic conditions (pH 2
and 1.5) and bile salts. Five strains showing a survival rate above 38% after 3 hours at pH 2
were retained and reidentified by 16S rRNA gene sequencing. No virulence or vancomycin
resistance genes were detected by PCR. Among the selected strains, LMMDR27,
LMMDRI16, and LVBBRI13 exhibited the highest levels of auto-aggregation,
hydrophobicity, and diverse sugar fermentation profiles (API 50 CH).

These three Enterococcus faecium strains were identified as promising probiotic candidates,
to be validated through in vivo studies for potential functional applications in food safety

and human health.

Keywords: Raw milk; Lactic acid bacteria; Antibacterial activity; Safety; Probiotics;

Enterococcus faecium.
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INTRODUCTION

Les bactéries lactiques (BL) sont des micro-organismes largement répandus dans divers
environnements, tels que les produits laitiers, les végétaux fermentés et le tractus gastro-
intestinal des humains et des animaux. Elles jouent un role essentiel dans 1’industrie
agroalimentaire, notamment dans la fermentation de produits comme les fromages, les
yaourts ou les laits fermentés [1, 2]. En plus de leur intérét technologique, les LAB attirent
une attention croissante pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine, notamment en tant

que probiotiques [3].

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantité suffisante, procurent un bénéfice pour la santé¢ de 1’hote [4]. Pour
qu’une souche soit considérée comme probiotique, elle doit répondre a plusieurs critéres :
survivre au transit gastro-intestinal, présenter un profil sécuritaire (absence de genes de
virulence ou de résistance acquise aux antibiotiques), pouvoir adhérer aux cellules
intestinales, et produire des substances antimicrobiennes capables d’inhiber les pathogénes

[S, 6].

Dans de nombreux pays, y compris en Algérie, 'usage industriel de ferments lactiques
repose essentiellement sur des souches importées [7, 8]. Celles-ci ne sont pas toujours
adaptées aux conditions locales ni aux substrats disponibles, ce qui limite I’optimisation des
procédés fermentaires locaux et freine le développement de produits valorisant les ressources
endogenes. En parallele, les recherches portant sur les LAB autochtones issues de lait cru
restent limitées, en particulier concernant leur profil de sécurité et leur potentiel en tant que

probiotiques [9, 10].

Ce manque de données souléve une problématique centrale : existe-t-il, parmi les souches
lactiques locales, des candidats probiotiques sirs, actifs contre des pathogenes alimentaires

et capables de survivre au transit digestif humain ?

L’identification de telles souches permettrait non seulement de réduire la dépendance aux
souches importées et développer des solutions adaptées aux besoins locaux, mais aussi de
répondre a une demande croissante en solutions probiotiques naturelles et adaptées aux

habitudes alimentaires locales [11].
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La diversité microbienne intestinale, qui peut atteindre jusqu’a 10'> microorganismes par
gramme de contenu luminal, est étroitement liée a la santé de I’hdte. Elle influence la
digestion, la fonction immunitaire et la protection contre diverses maladies [12, 13]. Une
dysbiose intestinale peut résulter de nombreux facteurs tels que les antibiothérapies, une
alimentation déséquilibrée, ou certaines pathologies chroniques [14, 15]. Pour préserver cet
équilibre, 1’apport régulier de probiotiques résistants aux conditions gastriques et biliaires

est nécessaire [5].

Dans cette optique, I’objectif de cette étude est de contribuer a la caractérisation de souches
de bactéries lactiques autochtones, en mettant 1’accent sur leur activité antimicrobienne, leur

sécurité et leur fonctionnalité probiotique. L’étude comprend les étapes suivantes :

e Isolement et purification de souches de bactéries lactiques a partir de lait cru issu de
différentes especes animales élevées en Algérie ;

e Sélection des souches présentant une activité antibactérienne marquée vis-a-vis de
quatre pathogenes alimentaires majeurs ;

e Identification des souches retenues par spectrométrie de masse MALDI-TOF MS et
séquencage du géne 16S ;

e Evaluation de leur sécurité a travers des tests phénotypiques (antibiogramme, activité
hémolytique, DNase, gélatinase, production d’amines biogenes) et génotypiques
(présence de genes de virulence ou de résistance) ;

e Analyse de leur tolérance a des conditions simulant le tractus gastro-intestinal
(acidité gastrique, sels biliaires), et étude de leurs propriétés d’adhésion (auto-
agrégation, hydrophobicité) ;

e Détermination de leurs profils fermentaires a partir de différents substrats

glucidiques.

Ce travail s’inscrit dans une démarche de valorisation des ressources microbiologiques
locales, en vue d’applications agroalimentaires et éventuellement thérapeutiques. Il vise
également a poser les bases pour la création d’une banque de souches autochtones a potentiel

probiotique, utile tant pour la recherche que pour I’industrie.



PARTIE 1
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CHAPITRE 1

1 GENERALITE SUR LES BACTERIES LACTIQUES

1.1 Historique et découverte

Selon Tailliez [16], en se basant sur les données de paléontologie et de biologie moléculaire,
ainsi que sur certaines caractéristiques du métabolisme carboné, I'apparition des bactéries
lactiques dans l'univers remonte a environ 3 milliards d'années. La fermentation est I'un des
processus les plus anciens de transformation et de bio-conservation des denrées alimentaires.
Elle est provoquée par les micro-organismes naturellement présents dans la matiére premiére
(produit lui-méme ou son contenant). Ce phénomene a été historiquement observé de
manicre empirique [17]. Les premicres observations des micro-organismes ont été réalisées
par Hooke et Leeuwenhoek entre 1665 et 1683 [18]. Les travaux de Lister en 1873 ont permis
d'isoler la souche de Lactococcus lactis, ce qui a contribué a I'avancement des connaissances
sur les bactéries lactiques. L'expression « bactéries lactiques » a été introduite pour la
premiere fois en 1919 dans la monographie d'Orla-Jensen, et la notion de ces bactéries en

tant que catégorie d'organismes n'a émergé que dans les années 1990 [19].

Au fil du temps, des avancées notables ont été accomplies dans ce domaine, et ces derniéres
décennies, le développement technologique dans le secteur de la microbiologie alimentaire
a connu une croissance significative concernant la sélection des souches a effets
technologiques, responsables de la fermentation (starters) et de diverses autres fonctions
telles que la saveur, les aromes et la texture [20]. Cette question concerne également les

probiotiques employés dans la fabrication des aliments fonctionnels [21].
1.2 Taxonomie

Les bactéries lactiques forment un groupe varié de micro-organismes essentiels a la
fermentation alimentaire et a la santé humaine. Ces bactéries gram-positives, aéro-
anaérobies facultatives, non sporulées, négatives pour la catalase et I'oxydase, se distinguent
par leur aptitude a générer de 1'acide lactique comme produit final [22]. Phylogénétiquement,
les bactéries lactiques appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli et a
I’ordre des Lactobacillales. Les familles présentant les genres les plus fréquemment
observés sont les Lactobacillaceae (genres : Lactobacillus, Paralactobacillus et

Pediococcus) ; les Enterococcaceae (genre : Enterococcus) ; les Leuconostocaceae (genres
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: Leuconostoc et Weissella) et les Streptococcaceae (genres : Streptococcus et Lactococcus).

[1, 23]. D’aprés Sionek et al [17]. Les LAB se réunissent en 26 genres et 261 espéces.

Selon la classification de Bergey (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology) [1]. Les

caractéristiques possédées par les genres les plus employés sont présentées ci-apres.
1.2.1 Lactobacillus

Les lactobacilles présentent une forme microscopique le plus souvent en batonnet (Bacille)
long ou court, et parfois en coccobacille. Elles se regroupent fréquemment en chaine. La
croissance dépendra des milieux complexes en nutriments, d’une température comprise entre
2 et 53°C, avec un optimal situé entre 30 et 40°C et d’un pH compris entre 5.5 et 6.2. Les
especes de ce genre se différencient, phénotypiquement, en premicre lieu selon le type

fermentaire, apres selon la capacité a fermenter les hydrates de carbone [24].

1.2.2  Paralactobacillus

Les espéces de ce type ont une forme microscopique bacillaire et se regroupant en chaine.
Elles croissent a un pH identique a celui des lactobacilles et elles se développent lentement

a une température de 15°C et ne pas a 45°C. Leur type fermentaire est homolactique [25]
1.2.3  Pediococcus

Ce genre comprend neuf especes ainsi que deux sous-espeéces appartenant a Pediococcus
pentosaceus. Les cellules de ce genre se présentent sous une forme cocci au niveau
microscopique, parfois en coccobacilles. Elles s’organisent en diplocoques ou en tétrades et
sont homofermentaires. La croissance optimale se situe dans une plage de température

comprise entre 25 et 35 °C, avec un pH optimal autour de 5 [26].
1.2.4  Enterococcus

Le genre Enterococcus é€tait auparavant inclus dans celui des Streptococcus. Les cellules
d’Enterococcus sont ovoides et se présentent généralement en paires, mais peuvent
également apparaitre isolées ou en courtes chaines. Certaines souches manifestent une
activité pseudo-catalytique lorsqu’elles sont cultivées sur gélose au sang. Leur activité
hémolytique est variable, certaines souches n’étant pas considérées comme siires. Ces
bactéries se développent dans une plage de température allant de 10 a 45 °C, avec une
température optimale comprise entre 35 et 37 °C pour la majorité des especes. Elles

nécessitent un milieu de culture riche en nutriments et possédent un métabolisme
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homofermentaire. Les especes d’Enterococcus sont réparties en six groupes principaux :
Enterococcus faecium (7 especes), Enterococcus avium (6 espeéces), Enterococcus faecalis
(6 especes), Enterococcus gallinarum (2 especes), Enterococcus italicus (2 especes) et
Enterococcus cecorum (2 especes). La distinction phénotypique des especes est délicate,
rendant les approches moléculaires, telles que le séquengage du géne de I’ARNTr 168, la

méthode la plus fiable pour leur identification [27].
1.2.5 Leuconostoc

Le genre Leuconostoc comprend dix espéces et trois sous-especes appartenant a Leuconostoc
mesenteroides. Microscopiquement, ces bactéries se présentent sous forme de cocci parfois
légeérement allongés, donnant un aspect ovale (coccobacilles), et s’organisent en paires
(diplocoques) ou en courtes chaines. Ces especes se développent préférentiellement a un pH
de 6,5 et dans une plage de température comprise entre 20 et 30 °C. La culture de ce genre
est exigeante, les colonies apparaissant seulement aprés 3 a 5 jours d’incubation sous forme
de colonies tres fines. Les espéces de Leuconostoc produisent du dioxyde de carbone (COx2)

et présentent des profils de fermentation des glucides variables selon les especes [28]
1.2.6 Weissella

Les souches du genre Weissella apparaissent au microscope sous la forme de petits bacilles
aux extrémités arrondies ou ovoides. Les cellules se regroupent en paires ou en courtes
chaines. Elles nécessitent des milieux de culture complexes et possédent un métabolisme
hétérofermentaire du glucose. Leur croissance optimale se situe a un pH compris entre 6 et
7 et dans une plage de température allant de 15 a 42 °C. Il est important de noter que la
distinction phénotypique entre les especes de Weissella, celles de Leuconostoc et les

Lactobacillus hétérofermentaires est difficile [29].

1.2.7 Streptococcus

Les cellules du genre Streptococcus sont généralement coccoides, parfois ovoides, et
s’organisent principalement en chaines, rarement en paires. Leur métabolisme de glucose est
homofermentaire. La majorité des especes se développent a une température proche de 37
°C et a un pH neutre [30]. Parmi ces especes, Streptococcus thermophilus est
particuliérement utilisée a des fins technologiques, notamment dans la fabrication du yaourt
[31]. En revanche, la plupart des autres especes sont impliquées dans des infections

nosocomiales [32]. Les Streptococcus thermophiles ne se développent pas a 15 °C, a un pH
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de 9,6 ni en présence de 0,1 % de bleu de méthylene. Leur multiplication optimale se situe

a 45 °C, avec une tolérance a 65 °C pendant 30 minutes.
1.2.8 Lactococcus

Le genre Lactococcus comprend cing espeéces et trois sous-especes appartenant a
Lactococcus lactis. Ces bactéries se présentent sous forme de cocci, seuls, en paires ou en
courtes chaines, et posseédent un métabolisme homofermentaire. Elles se développent dans
une plage de température comprise entre 10 et 40 °C, tolérent une concentration en NaCl
jusqu’a 4 % et croissent dans du lait additionné de 0,1 % de bleu de méthyléne. Elles sont
incapables de se multiplier a 45 °C ni en présence de 6,5 % de NaCl. Les espéces de
Lactococcus présentent des profils fermentaires différents, ce qui permet de les distinguer

notamment par la fermentation des hydrates de carbone [33].
1.3 Habitats

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes ubiquistes [16]. Elles colonisent divers
habitats ou les hydrates de carbone sont disponibles, notamment les aliments destinés a la
consommation humaine ou animale tels que les produits laitiers, céréaliers, carnés et
piscicoles, ainsi que la bicre, le vin, les fruits et jus de fruits, les Iégumes marinés, la purée,
la choucroute, 1’ensilage et le levain. Elles sont également présentes dans ’eau, le sol, les
eaux usées, ainsi que sur les muqueuses de la cavité buccale et au niveau des voies
respiratoires, gastro-intestinales et génitales de ’homme et des animaux [19]. Chaque niche
écologique se caractérise cependant par la présence d’especes spécifiques. Cette diversité

peut étre influencée par les pratiques appliquées aux produits [34].

D’apres les données bibliographiques, comparativement aux différentes matrices hébergeant
des bactéries lactiques, le lait constitue un milieu particulierement favorable a la majorité
des genres. Toutefois, la composition nutritionnelle du lait, qui varie selon 1’espece animale,
ainsi que les conditions d’hygiéne variables chez les éleveurs, ainsi que les modalités de
transport et de stockage du lait, influencent significativement la dominance de certaines

especes.
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Genre lactique Matrice Références
Lactococcus Lait et produits laitiers. [33, 35]
Lactobacillus Lait et produits laitiers, Végétaux et leurs | [19, 24,
produits fermentés, Poisson et poisson maring, | 35]
Viande et dérivés, Cavité orale et tractus
intestinal de 1’homme et des animaux,
Céréales. Boissons fermentées, Levain, Eaux
usées, Fumier et Ensilage.
Leuconostoc Lait, Végétaux, Produits a base de viandes et | [19, 28,
Vin 35]
Pediococcus Lait, Produits laitiers, Viande, Végétaux et | [19, 26,
produits fermentés, Céréales et Biere. 35]
Enterococcus Lait cru, Tractus intestinal et la maticre fécale | [19, 27]
de I’homme et des animaux, Eaux usées,
Matériel clinique et Environnement.
Streptococcus thermophilus | Lait et produits laitiers. [30, 35]

1.4 Types fermentaires

Selon les métabolites produits lors de la dégradation des glucides par les souches lactiques,

trois types de bactéries peuvent étre distingués [24, 36].

1.4.1 Bactéries homofermentaires obligatoires

Ces bactéries produisent exclusivement de I’acide lactique a partir de la fermentation des

hexoses via la voie d’Embden-Meyerhof (glycolyse) [24]. Elles possedent la fructose-1,6-

bisphosphate-aldolase mais ne possedent pas la phosphokétolase, ce qui implique qu’elles

ne fermentent ni le gluconate ni les pentoses, comme illustré dans la figure 1.1. [37].
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Glucose
Glucokinase ou hexokinase ( ATP Glucokinase ou hexokinase
ADP )
Glucose 6-P Glucose 6-P
] Glucose 6-P déshydrogénase
Phosphoglucose isomérase + Gluconolactonase
Fructose 6-P 6-P Gluconate
ATP . .
) 6-P Gluconate déshydrogénase
Phosphofructokinase 1 I( ADP + Ribulose 5-P 3-epimerase
Fructose 1,6-biP Xylulose 5-P + CO2
Fructose 1,6-biP Aldolase Phosphokétolase
Triose 3-P Triose 3-P + Acetyl P
ADP ADP
I( ATP C ATP )
Pyruvate Pyruvate
Lactate Lactate Acétate (Ethanol)
Voie d’Embden-Meyerhof (glycolyse) Voie de 6-phosphogluconate (6-PG)

Figure 1.1 : Schéma représentant les différentes voies de la fermentation des hexoses par

des bactéries lactiques [36].

1.4.2 Bactéries homo-hétérofermentaires facultatives

Ces bactéries fermentent le glucose principalement par la voie d’Embden-Meyerhof,
produisant majoritairement de 1’acide lactique. En cas de limitation en glucose, elles peuvent
utiliser d’autres hexoses et produire, en plus de 1’acide lactique, de I’acide acétique, de
I’éthanol et de 1’acide formique (figure 1.2). Ces micro-organismes possedent a la fois des

aldolases et la phosphokétolase, ce qui leur permet de fermenter les pentoses en formant de
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I’acide lactique et de 1’acide acétique [24, 38]. En présence de glucose, les enzymes de la

voie du phosphogluconate sont réprimées [37].

D-Arabinose D-Glucose
ATP
8 ICADP
D-Ribose ATP D-Ribulose D-Glucose 6-P

6\.< ADP ATP /

D-Ribose 5-P 7 ( D-Gluconate 6-P

\ ADP / Acétate
5 ADP

D-Ribulose 5-P (
ATP
4
0 0 1 ~ Acetyl P
D-Xylose = D-Xylulose memm | D-Xylulose 5-P N
ATPf\ADP Phosphokétolase Triose 3-P
ADP
L-Ribulose 5-P (
T ADP ATP
2 CATP Pyruvate
L-Ribulose
1
L-Arabinose Lactate

1 = L-Arabinose ketol-isomerase ; 2 = L-Ribulose 5-phosphotransferase ; 3 = L-Ribulose 5-
phosphate 4-epimerase ; 4 = D-Ribulose 5-phosphate 3-epimerase ; 5 = o-Ribose 5-
phosphate ketol-isomerase ; 6 = o-Ribose 5-phosphotransferase ; 7 = D-Ribulose 5-
phosphotransferase ; 8 = D-Arabinose ketol-isomerase ; 9 = D-Xylose ketol-isomerase ; 10
= D-Xylulose 5-phosphotransferase ; 11 = o-Xylulose 5-phosphate D-glyceraldehyde 3-
phosphate lyase.

Figure 1.2 : Schéma de la fermentation des pentoses par les bactéries lactiques [36].

1.4.3 Bactéries hétérofermentaires obligatoires

Les bactéries hétérofermentaires obligatoires dégradent les hexoses via la voie du 6-
phosphogluconate (6-PG), produisant de I’acide lactique, de I’acide acétique et du dioxyde
de carbone (COz) (figure 1.1). Les pentoses peuvent également étre fermentés par cette voie,

conduisant a la formation d’acide lactique et d’acide acétique (figure 1.2) [24, 38].
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1.5 Métabolites générés par les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques catabolisent divers macronutriments, tels que les polysaccharides
indigestes (prébiotiques) et les protéines complexes, ainsi que des micronutriments comme
les glucides simples, les acides aminés et les acides gras, afin de produire de 1’énergie,
soutenir certaines activités biologiques et générer des métabolites qui contribuent
directement ou indirectement aux processus de transformation des denrées alimentaires et a

la régulation de réactions biochimiques dans 1’organisme [39].

1.5.1 Acides organiques

Les principaux acides organiques produits par les bactéries lactiques comprennent 1’acide
lactique, 1’acide acétique, 1’acide propionique, 1’acide 3-hydroxypropionique, 1’acide
formique et 1’acide succinique. L’acide lactique est majoritairement produit lors de
fermentations homofermentaires, tandis que 1’acide acétique est prédominant dans les
fermentations hétérofermentaires. Certaines espéces métabolisant le glycérol peuvent
synthétiser de 1’acide 3-hydroxypropionique via une voie spécifique. L’acide succinique est
généralement produit en conditions anaérobies. Ces acides se forment aussi bien dans les
matrices alimentaires que dans 1’intestin, ou ils peuvent étre produits par des probiotiques

[39].

1.5.2 Peroxyde d’Hydrogéne (H20»)

La majorit¢ des bactéries lactiques produisent du peroxyde d’hydrogéne en présence
d’oxygene. Ce composé posséde une activité antibactérienne méme a faible concentration,
ciblant notamment les bactéries pathogenes, les micro-organismes altérants et certains

champignons [40].

1.5.3 Dioxyde de carbone (CO2)

Le dioxyde de carbone est principalement généré par les bactéries hétérofermentaires
obligatoires via la voie du 6-phosphogluconate. Ce gaz joue un double rdle : il favorise la
création d’une atmosphere anaérobie et exerce un effet antibactérien contre les micro-
organismes aérobies stricts responsables de la détérioration de nombreuses matrices, en

particulier végétales [40].
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1.5.4 Vitamines

La production de vitamines par les bactéries lactiques a été largement démontrée,
principalement pour les vitamines hydrosolubles du groupe B et la vitamine C. Parmi les
vitamines fréquemment synthétisées figurent 1’acide folique (B9), essentiel a la biosynthése
des protéines et des nucléotides ; la pyridoxine (B6) ; la riboflavine (B2) ; la cobalamine
(B12) ; ainsi que I’acide ascorbique (vitamine C). La vitamine K2 peut également étre
produite, notamment par Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 lors de la fermentation

du fructose ou du tréhalose [39].

1.5.5 Exopolysaccharides

Les exopolysaccharides (EPS) sont des polymeéres de monosaccharides produits par
polymérisation. Ils présentent des fonctions probiotiques et technologiques, et sont
largement utilisés dans I’industrie agroalimentaire et cosmétique comme agents de

gélification, de stabilisation et d’émulsification [39].

1.5.6 Acide Gamma-Aminobutyrique (GABA)

Certaines souches dotées de I’enzyme glutamate décarboxylase peuvent produire de 1’acide
gamma-aminobutyrique (GABA) a partir du glutamate. Le GABA est un neurotransmetteur
majeur du systeme nerveux central, dont la concentration cérébrale est liée a diverses

pathologies neurologiques [39].

1.5.7 Substances aromatiques

Au cours de la transformation des denrées alimentaires, les bactéries lactiques peuvent
convertir certains compos€s en substances aromatiques telles que des acides organiques,
alcools, cétones et esters. Ces substances se forment généralement par biosynthese, action
enzymatique, décomposition oxydative ou pyrolyse. Deux voies principales sont reconnues
: la voie métabolique de I’acide citrique, générant du diacétyle et de 1’acétoine, et la

décomposition des acides aminés, conduisant a la formation d’acétaldéhyde [39].

1.5.8 Composés antioxydants

Les radicaux libres sont impliqués dans de nombreuses maladies, notamment le cancer. Les
antioxydants jouent un rdle crucial en les neutralisant. Ils sont également importants pour la
conservation des aliments, notamment pour prévenir le brunissement. Les bactéries lactiques

sont capables de produire divers composés antioxydants, incluant des vitamines, des
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polysaccharides, des métabolites phénoliques actifs et des glucosides d’acide chlorogénique

[39].
1.5.9 Bactériocines

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens synthétisés ribosomialement, caractérisés
par une forte activité antibactérienne. Elles ciblent une large gamme de micro-organismes,
incluant bactéries altérantes, pathogenes, levures et virus. Leur mode d’action consiste a
augmenter la perméabilité membranaire, inhiber la synthése de la paroi cellulaire, la
production d’acides nucléiques ou la synthése protéique, agissant ainsi comme des agents

bactéricides ou bactériostatiques similaires aux antibiotiques [39].

1.5.9.1 Classification des bactériocines

Selon Zacharof et Lovitt [41], les bactériocines sont classées en fonction de leur poids
moléculaire et de la composition de leurs chaines peptidiques. La majorité des bactériocines
produites par les bactéries lactiques ont une masse inférieure a 10 kDa, sont cationiques,

thermostables et amphiphiles. Elles se divisent en trois classes principales :

1.5.9.1.1 Lantibiotiques

Cette classe regroupe des peptides de masse moléculaire inférieure a 5 kDa, caractérisés par
la présence d’acides aminés thioéthers polycycliques (lanthionine ou méthyllanthionine). Ils

se subdivisent en deux types :

» Type A : peptides allongés (2—4 kDa) formant des structures hélicoidales, agissant
principalement par formation de pores dans les membranes cytoplasmiques.
Exemples : Nisine, Lacticine 3147.

» Type B : peptides globulaires (2—3 kDa) avec des modes d’action variés.

1.5.9.1.2 Non Lantibiotiques

Composés de peptides de moins de 10 kDa, ces bactériocines ne contiennent pas de

lanthionine. Elles se répartissent en deux sous-classes :

» Sous-classe II-a (pediocines) : actives principalement contre Listeria, caractérisées
par une séquence N-terminale Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys. Exemples : Pediocin
PA-1, Saccaine A.

» Sous-classe II-b : composées de deux peptides distincts agissant en synergie, comme

Lactacine F et Lactococcine G.
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1.5.9.1.3 Bactériolysines

Peu fréquentes, ces bactériocines ont un poids moléculaire supérieur a 30 kDa et sont
thermolabiles. Leur activité bactéricide peut étre détruite par la chaleur, ce qui nécessite un
controle rigoureux de la température lors de leur concentration. Elles sont principalement

produites par des especes des genres Lactobacillus et Enterococcus.

Tableau 1.2 : Bactériocines produites par des bactéries lactiques [40, 41]

Bactériocine Espéce productrice
Lactacin F Lactobacillus johnsonii
Lactocin 705 Lactobacillus casei
Lactocin G Lactobacillus lactis
Helveticin Lactobacillus helveticus
Plantaricin (EF, W, JK, S) L. plantarum spp
Lactococcin MN Lactococcus lactis ssp cremoris
Nisin Lactococcus lactis ssp lactis
Leucocin H Leuconostoc spp
Pediocin A Pediococcus pentosaceus
Pediocin AcH Pediococus acidilactici
Enterocin Enterococcus faecium

1.6 Mise en évidence des bactéries lactiques

L’isolement et I’identification des bactéries lactiques reposent sur diverses méthodes, dont
le choix dépend essentiellement des objectifs de 1’étude et des équipements disponibles. Pour
évaluer la diversité microbienne présente dans une matrice, les avancées récentes en
microbiologie moléculaire, notamment la métagénomique, ont considérablement amélioré
la sophistication et la fiabilité¢ des analyses [42]. Toutefois, dans le cadre de la valorisation
d’une souche spécifique, le recours aux méthodes classiques reste indispensable. En
laboratoire, la mise en évidence des bactéries lactiques s’effectue généralement par des

approches phénotypiques, génotypiques ou combinées.

1.6.1 Meéthodes phénotypiques

Traditionnellement, les bactéries lactiques sont classées selon leurs caractéristiques

phénotypiques, incluant les traits morphologiques, physiologiques et biochimiques. Ces
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méthodes sont particulierement utilisées dans les analyses de routine des laboratoires de
microbiologie industrielle et appliquée [43]. En recherche, elles permettent une présomption
d’especes mais ne garantissent pas une identification précise, car des especes appartenant a
un méme genre peuvent partager des caractéristiques similaires [44, 45]. Par ailleurs, les
tests visant a détecter des micro-organismes a intérét probiotique ou technologique doivent
étre confirmés phénotypiquement, car la simple présence d’un géne dans I’ADN ne garantit
pas son expression, qui peut étre réprimée [46]. Ces méthodes restent efficaces pour le

criblage initial des bactéries en fonction des objectifs spécifiques.

1.6.2 Meéthodes moléculaires

Les approches moléculaires permettent soit la détection de molécules produites

(protéomique), soit I’analyse des séquences génétiques.

1.6.2.1 Approche protéomique (MALDI-TOF)

L’identification par spectrométrie de masse par désorption/ionisation laser assistée par
matrice couplée a un analyseur de temps de vol (MALDI-TOF MS) est devenue une méthode
courante pour le diagnostic et I’identification microbienne. Cette technique se distingue par
sa rapidit¢é et sa faible exigence en main-d’ceuvre. Outre [’identification des
microorganismes, elle permet également de détecter des métabolites produits. Cependant,
son efficacité dépend de la disponibilité des profils spectraux dans la base de données,
limitant 1’identification des especes nouvelles [47]. Le principe consiste a mélanger
I’échantillon avec une matrice absorbant 1’énergie, qui, une fois cristallisée, permet
I’1onisation par laser. Les ions générés sont ensuite séparés et détectés selon leur rapport

masse/charge (m/z) [48].

1.6.2.2 Approche génotypique

Cette méthode repose sur I’analyse du matériel génétique, en particulier du gene codant pour
I’ARN ribosomal 16S (ARNr 16S), qui constitue une empreinte génétique fiable chez les
bactéries [49]. Ce géne comprend environ 1500 paires de bases, réparties en 19 régions dont
10 sont conservées et 9 variables (voir figure 1.3), permettant ainsi une identification précise

des especes [50].
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Figure 1.3 : Schéma de la composition du géne de I'ARNr 16S [50]. V1 a V9 : Régions
variables (V pour variable) de I’ARNr 16S ; 27F, 341F, 530F, 685R, 907R,
1100R, 1392R, 1492R : Amorces utilisées pour I’amplification de différentes
régions du géne 16S rRNA (F = forward, R = reverse).

Pour procéder a I’identification, il est d’abord nécessaire d’obtenir une séquence d’ADN
pure. Cette derniére est extraite soit a I’aide de kits commerciaux, soit par choc thermique.
L’étape suivante consiste a amplifier le géne codant pour I’ARN ribosomal 16S (ARNr 16S)
par réaction en chaine par polymérase (PCR), en utilisant les réactifs adéquats et des
amorces. Deux types d’amorces sont couramment employés pour le gene ARNr 16S : des
amorces universelles, utilisables pour la plupart des bactéries (notamment 27F et 1492R), et
des amorces spécifiques ciblant des régions variables bien définies [51]. La réussite de
I’amplification est vérifiée par électrophoreése sur gel d’agarose. Les fragments amplifiés

(amplicons) sont ensuite purifiés en vue de 1’étape de séquengage [S2].

Bien que des techniques de séquencage de nouvelle génération (NGS) permettent
aujourd’hui de séquencer un génome entier en un temps réduit, leur usage reste limité en
raison de leur colt et de leur accessibilité. La méthode de Sanger demeure ainsi la technique
la plus répandue dans les laboratoires de microbiologie moléculaire. Dans le cas d’amorces
spécifiques, I’identification peut étre réalisée par simple analyse électrophorétique, tandis
que pour les amorces universelles, le séquencage des amplicons est indispensable afin de

déterminer 1’ordre des nucléotides et d’identifier précisément la souche bactérienne [53].
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1.7 Maintenance des bactéries lactiques

Pour assurer la viabilité des bactéries lactiques, comme pour tout autre microorganisme, il
est essentiel de leur fournir un support nutritif adéquat. Dans les denrées alimentaires, la
teneur en maticre organique doit rester suffisante tout au long de la période de stockage afin
de préserver leur survie. Le froid, en ralentissant la croissance bactérienne, réduit également
leur consommation de nutriments. Cependant, certains produits, tels que le levain,
nécessitent un rafraichissement régulier pour maintenir la population bactérienne active [54,

55].

Au cours de la digestion, la dégradation des macronutriments est assurée par des enzymes
spécifiques localisées dans différentes parties du tube digestif. Les fibres alimentaires,
considérées comme des prébiotiques, sont des glucides indigestes dont la dégradation
requiert la présence de bactéries probiotiques dans I’intestin gréle et le colon. Ces
prébiotiques contribuent a I’équilibre de la microflore intestinale et favorisent I’activité des

bactéries lactiques, notamment par la sécrétion de leurs postbiotiques [56].

1.8 Innocuité des bactéries lactiques

La colonisation du tractus intestinal des mammiferes par des microorganismes probiotiques
a été largement démontrée [57]. En général, les bactéries lactiques bénéficient du statut
GRAS (Generally Recognized As Safe) et ne provoquent pas d’effets secondaires
immunologiques résistances bactériennes transmissibles entre micro-organismes lors de la
compétition [58]. Cependant, une évaluation rigoureuse de leur sécurité est indispensable,
notamment en raison de 1’usage excessif et non controlé des antibiotiques, particulierement
en agriculture, qui a favorisé le développement de résistances bactériennes transmissibles

entre micro-organismes lors de la compétition [S9].

Outre la résistance aux antibiotiques, les bactéries lactiques destinées a un usage
probiotiques doivent étre exemptes de genes de virulence et ne présenter aucune activité
hémolytique susceptible d’endommager les érythrocytes, ni de gélatinase pouvant altérer les

membranes cellulaires, ni de DNase capable de dénaturer le matériel génétique (ADN) [60].
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CHAPITRE 2

2  POTENTIEL FONCTIONNEL ET TECHNOLOGIQUE DES BACTERIES
LACTIQUES.

2.1 Role des bactéries lactiques dans la santé humaine

2.1.1 Définition et critéres des probiotiques

La définition des probiotiques selon 1I’Organisation mondiale de la santé (OMS) stipule qu’il
s’agit de micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquate,
conférent un effet bénéfique a 1’hdte [4]. Historiquement, les produits fermentés étaient
utilisés pour soulager certains troubles digestifs bien avant la compréhension des
mécanismes liés aux probiotiques [57]. Les avancées en microbiologie ont permis
d’identifier les bactéries lactiques comme agents responsables de cette activité probiotique.
Pour exercer leur role efficacement, ces bactéries doivent atteindre leur site d’action «
généralement ’intestin » en restant viables, ce qui nécessite une résistance aux conditions
extrémes du tube digestif et la capacité a produire des métabolites favorables au bien-étre de

I’hote (figure 2.1) [5, 61].

Selon les données de littératures [60-66], les critéres de sélection des souches probiotiques

incluent :

e Tolérance au stress digestif

- Résistance a I’acidité gastrique : I’estomac présente un pH inférieur a 3,6 selon
I’¢état de jetine. Les souches probiotiques doivent donc résister a un pH < 3 lors
des tests de criblage.

- Résistance aux sels biliaires : la digestion des lipides s’effectue principalement
dans le duodénum, ou la concentration en sels biliaires varie en fonction de la
quantité de lipides ingérés. Les souches doivent résister a une concentration > 0,3
% de sels biliaires pour étre considérées comme probiotiques.

e (Capacité d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales
- Auto-agrégation : la capacité des souches a s’agréger entre elles et a former des

agrégats favorise leur persistance dans I’intestin.
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- Hydrophobicité : lors du transit du chyme dans I’intestin gréle, la forte
hydrophobicité des souches facilite leur contact et adhésion aux parois
intestinales (entérocytes et colonocytes).

- Adhésion cellulaire : la capacité d’adhésion aux cellules intestinales assure la
colonisation et la stabilité¢ des probiotiques dans le tractus digestif.

e Activité antimicrobienne

- Production de métabolites : les probiotiques synthétisent des acides organiques
et des bactériocines ayant une activité inhibitrice contre les pathogénes.

- Compétition : ils rivalisent avec les microorganismes indésirables pour les sites
d’adhésion et les nutriments, limitant ainsi leur colonisation.

- Co-agrégation : cette propriét¢ empéche la prolifération et la formation de
biofilms par les pathogénes.

e Innocuité

Les bactéries probiotiques doivent étre exemptes de toute pathogénicité [61]. Ne pas porter
de genes de virulence ni de résistance aux antibiotiques. Les génes de virulence codent pour
des enzymes toxiques (hémolysines, DNase, gélatinase) pouvant endommager les cellules
de I’hote. Les genes de résistance peuvent €tre transférés aux bactéries pathogenes,

compliquant leur controle.

Selon Klein et al [67], les genres Lactobacillus, Enterococcus et Bifidobacterium sont les

plus fréquemment utilisés en applications probiotiques pour la santé humaine et animale.
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Figure 2.1 : Critéres de screening des bactéries probiotiques [63]

2.1.2 Microbiote intestinal et probiotiques

Le microbiote est défini comme l'ensemble des micro-organismes, incluant les bactéries, les
virus et certains eucaryotes unicellulaires, qui résident dans un environnement particulier
[68]. Le microbiote intestinal, anciennement appelé microflore intestinale, constitue la plus

grande communauté microbienne chez I’homme [69].

Un microbiote intestinal équilibré joue un rdle crucial dans la physiologie et la survie de
I’hdte, notamment par la transformation des glucides alimentaires non digestibles en acides
gras a chaine courte et autres métabolites. Ces composés constituent une source d’énergie
pour 1’hdte et exercent une fonction régulatrice contribuant a la prévention de diverses

pathologies [14, 70].

Les avancées récentes des technologies de séquencage de nouvelle génération ont
considérablement optimisé la recherche en métagénomique, ¢élargissant ainsi la
compréhension du microbiome et de ses interactions symbiotiques avec 1’organisme humain.
C’est pourquoi certains chercheurs qualifient le microbiote intestinal de « notre organe

négligé » [68].

Le maintien de 1’équilibre microbien intestinal permet de prévenir et d’atténuer plusieurs

troubles, notamment :
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- Les pathologies inflammatoires systémiques [71]
- La dépression et I’anxiété [72]

- Les maladies cardiovasculaires [73]

- L’obésité [74]

- Les diarrhées [75]

- Les maladies métaboliques [76]

La colonisation intestinale par le microbiote commence dés la naissance et se stabilise
habituellement pendant I'enfance (voir figure 2.2) [77]. Le microbiote d'un adulte abrite plus
de 1000 especes microscopiques distinctes, comptant entre 10'2 et 10'* microorganismes,
avec un poids estimé entre 1 a 2 kg [78]. Néanmoins, différents ¢léments peuvent affecter sa
diversité, comme I’environnement, I’alimentation, le systéme immunitaire, les pathologies
et le recours aux antibiotiques [79]. D'aprés D'Argenio et Salvatore [68], le microbiote

intestinal chez I'adulte est largement constitué de bactéries appartenant principalement aux

phylums : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria.
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Figure 2.2 : Evolution du microbiote intestinal au cours de la vie [77].

Un déséquilibre dans la composition du microbiote intestinal (dysbiose) conduit a
I'émergence de différentes maladies comme les 1€sions intestinales, le syndrome métabolique
et le cancer, entre autres. Plusieurs éléments contribuent & ce phénomeéne, les antibiotiques

et le stress oxydatif étant les principaux facteurs perturbateurs (figure 2.3) [14].
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Figure 2.3 : Facteurs affectant I'équilibre du microbiote intestinal [80]

Les nutriments, les cellules de I'hote et le microbiote intestinal entretiennent une interaction
étroite qui donne naissance a une collaboration fonctionnelle. Les microorganismes du
microbiote décomposent les glucides non assimilables en composés que les cellules de 1'hote
peuvent utiliser. Plusieurs auteurs mettent en avant I'importance de ce lien fort entre le
microbiote intestinal et la sant¢ générale du corps. Il est nécessaire de préserver
I'homéostasie du microbiote pour garantir un fonctionnement optimal dans différentes
conditions physiologiques. Cette régulation implique en particulier une nutrition variée,
riche en probiotiques et prébiotiques, qui contribuent a la restauration et a 1'équilibre des

communautés microbiennes intestinales [69].

L'impact des probiotiques est essentiellement lié¢ a la régulation de la composition et de la
fonction du microbiote résidant [81]. L'un des principes d'action clés est 1'effet barriere, ou
résistance a la colonisation, qui restreint la multiplication des bactéries nuisibles par
différentes stratégies, comme la concurrence pour les lieux d'adhésion et la géne de
l'accrochage des pathogenes. De plus, les probiotiques jouent aussi un role dans la régulation
du systéme immunitaire et dans la préservation de l'intégrité des jonctions serrées entre les

cellules épithéliales de l'intestin [61].

Un équilibre du profil microbien intestinal des le plus jeune age est fortement associé a une

sant¢ future optimale. L'établissement précoce du microbiote par des souches de
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bifidobactéries commence dés la naissance, surtout lors d'une délivrance naturelle et selon
la qualité¢ du lait maternel. Pour un enfant en bonne santé, de 1 a 12-18 mois (période

d’allaitement), la flore intestinale est surtout prédominée par les bifidobactéries [82].

L'intérét mondial pour la recherche sur les probiotiques continue de croitre. Malgré une
documentation abondante de leurs effets positifs, notamment a travers des recherches in vitro
et sur des modéles animaux, les processus d'action précis demeurent partiellement non
résolus. Selon I'autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA), il n’existe toujours pas

une compréhension totale des mécanismes probiotiques jusqu'a présent [61].

2.1.3 Effets des probiotiques sur la santé digestive

L’organisme humain ou animal est constamment expos¢ a des agressions externes causées
par des micro-organismes pathogeénes. Ces derniers peuvent pénétrer dans 1’organisme
notamment via 1’alimentation. Lorsqu’ils entrent en contact avec les muqueuses, ces
microbes colonisent ces surfaces et fermentent les substrats de maniére inappropriée,
produisant des toxines susceptibles d’altérer la santé en provoquant divers dommages [83].
De nombreuses études ont ét€¢ menées afin d’évaluer les effets préventifs et/ou

thérapeutiques des bactéries probiotiques sur les troubles digestives.

2.1.3.1 Maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de 1'intestin (MICI) regroupent plusieurs affections
caractérisées par une inflammation persistante du systeme digestif. Quatre entités majeures
sont incluses sous ce terme : la colite ulcéreuse, la maladie de Crohn, la pouchite et la colite
microscopique [84]. Parmi elles, la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn sont les plus

fréquemment rencontrées [85, 86].

La colite ulcéreuse débute généralement au rectum et progresse vers le colon, provoquant
une ulcération de la muqueuse, des saignements rectaux, des selles fréquents, une sécrétion
de mucus purulent ainsi que des douleurs abdominales basses. En revanche, la maladie de
Crohn peut affecter n’importe quelle partie du tractus gastro-intestinal et se manifeste par
des diarrhées fréquentes, parfois accompagnées de saignements, de douleurs abdominales,

de fievre, de fatigue et de perte de poids [85].

La cause exacte de ces deux pathologies reste mal €lucidée, bien qu’une interaction
complexe entre facteurs génétiques, environnementaux, immunitaires et des altérations du

microbiote intestinal semble impliquée [86]. Des bactéries pathogenes spécifiques telles que
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Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter, Aeromonas, Clostridium difficile et
l'Escherichia coli peuvent également jouer un role déclencheur. Le traitement conventionnel
repose sur l'usage de corticostéroides, d’aminosalicylates, d’antibiotiques et
d’immunosuppresseurs [87]. Toutefois, les probiotiques représentent une alternative
thérapeutique prometteuse. Leur efficacité a été démontrée a travers de nombreuses études
in vitro et in vivo chez I’animal [88-91]. Une méta-analyse de Derwa et al [86] indique que
les probiotiques sont bien tolérés chez I’homme et pourraient remplacer partiellement les
traitements a base de 5-aminosalicylates dans le cas de la colite ulcéreuse. En revanche, les

preuves concernant leur efficacité pour la maladie de Crohn restent insuffisantes.

2.1.3.2 Diarrhées infectieuses

Les diarrhées infecticuses sont causées par des virus, bactéries ou protozoaires [92]. Les
nouveau-nés et les animaux pré-sevrés sont particuliérement vulnérables aux infections
bactériennes pathogenes [93]. Ces infections représentent un facteur majeur de morbidité et

de mortalité, surtout dans les pays en développement [94].

D’apres une étude de Toualbia et al [95], Lactobacillus plantarum, isolé du lait camelin, a
montré une activité antagoniste contre des bactéries responsables de diarrhées infantiles,
telles que Escherichia fergusonii, Salmonella enterica ssp. diarizonae et Proteus mirabilis.
L’implication de E. coli et de Salmonella a également été confirmée par d’autres travaux [96,
97]. Ces agents pathogenes, souvent d’origine alimentaire, proliférent dans un intestin

appauvri en probiotiques.

Les bactéries lactiques exercent une action antibactérienne contre ces pathogenes. Ainsi, leur
capacité d’inhibition figure parmi les critéres de sélection clés des souches probiotiques, en
particulier celles utilisées contre les diarrhées infantiles. De nombreuses études ont

corrobor¢ cette propriété protectrice [75, 95, 98].

Les traitements conventionnels des infections intestinales s’appuient principalement sur des
antibiotiques, antifongiques ou antiviraux [99]. Toutefois, leur passage dans I’intestin
perturbe souvent la flore et peut induire une dysbiose, se traduisant par des troubles digestifs
comme les diarrhées ou les ballonnements [100]. La disparition de ces symptomes est
généralement associée a une reconstitution du microbiote. C’est pourquoi la consommation
d’aliments fermentés riches en probiotiques, de fruits et Iégumes riches en prébiotiques, ou

encore d’alicaments combinés, est fortement recommandée [101].
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Par ailleurs, 1’'usage abusif et non ciblé des antibiotiques, y compris en agriculture,
aquaculture et médecine humaine, contribue a I’émergence de résistances bactériennes. Cette
pratique favorise aussi I’accumulation de résidus dans les sols, les riviéres et les eaux usées.
Chaque écosysteéme constitue une niche propice a la sélection de bactéries résistantes [102].
Le phénomene est aggravé par le transfert horizontal de geénes de résistance, rendant la

maitrise des infections encore plus difficile [59, 103].

Bien que les traitements classiques demeurent essentiels, la montée des résistances souligne
la nécessité de développer des approches alternatives. A ce titre, des travaux récents comme
ceux de Cheruvari et Kammara [4] se sont orientés vers la découverte de métabolites

bioactifs issus de micro-organismes capables de lutter contre les pathogénes multirésistants.

2.2 Exploitation industrielle et technologique des bactéries lactiques

La fermentation et la conservation des aliments reposent depuis longtemps sur 1’activité des
bactéries lactiques, dont le role a été initialement découvert de manicre fortuite. Ces
microorganismes sont aujourd’hui reconnus comme un groupe majeur dans I’industrie
agroalimentaire, en raison de leur role multifonctionnel dans de nombreuses applications
[104]. Par ailleurs, les bactéries lactiques métabolisent les substrats présents dans les
matieres premicres (glucides, protéines, lipides) et confeérent ainsi des propriétés
organoleptiques spécifiques aux produits fermentés, en générant des composés aromatiques

et texturants [57].

2.2.1 Utilisation dans les produits laitiers fermentés

Le lactose est le sucre le plus abondant dans le lait et constitue la principale source d’énergie
et de carbone pour la croissance des bactéries lactiques. Toutefois, celles-ci peuvent
¢galement assimiler d’autres substrats comme les acides aminés et les acides gras, ce qui

favorise le développement d’aromes et de textures spécifiques [105].

Toutes les bactéries lactiques partagent la capacité commune de produire de 1’acide lactique
a partir de la fermentation des glucides [104]. Sur le plan industriel, on distingue deux
catégories de souches : les bactéries lactiques de démarrage (SLAB), responsables du
déclenchement de la fermentation, et les souches non starters (NSLAB), impliquées dans
d’autres activités telles que la production d’enzymes ou de bactériocines. Lors de la
transformation du lait, I’accumulation d’acide lactique entraine une baisse du pH, ce qui

modifie la structure physique du lait [106].
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Le yaourt est habituellement produit par I’ajout de ferments contenant Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus et Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. D’autres souches
telles que Leuconostoc et Lactococcus lactis, identifiées grace aux avancées en
microbiologie, contribuent a 1’arome du produit. Ce dernier est principalement di a
I’acétaldéhyde, avec une concentration variant entre 2,0 et 41 mg/kg, accompagné de
diacétyle, acétoine et 2,3-butanediol, qui conférent une note beurrée caractéristique [105,
107]. Par ailleurs, ces souches influencent également la texture du produit, modifiant la
cohésion, la viscosité et la consistance [108, 109]. Ces dernieres décennies, la production de
yaourts a base de probiotiques connait une croissance constante, favorisant le développement

de produits laitiers fonctionnels.

Concernant les fromages et autres produits laitiers fermentés, les ferments sont sélectionnés
en fonction du type de produit fini. Chaque type de fromage posséde un microbiote
spécifique. Généralement, les micro-organismes utilisés sont ceux responsables de la
fermentation (acidification) et/ou de I’activité protéolytique et lipolytique [110]. Le systéme
protéolytique, impliqué dans la dégradation de la caséine, fournit aux cellules les acides
aminés essentiels durant leur croissance dans le lait et joue un rdle industriel majeur en
contribuant au développement des propriétés organoleptiques des produits laitiers fermentés
[111]. En production fromagére, une collection de micro-organismes (champignons et
bactéries) est souvent utilisée en association, a condition qu’il n’existe pas d’activité

antagoniste entre eux [112].

Par exemple, dans la fabrication du camembert, deux types de ferments sont ajoutés : ceux
responsables de la fermentation, principalement composés de Lactococcus lactis ssp lactis
et ssp cremoris, et ceux d’affinage, comprenant des champignons responsables de la crotite
tels que Penicillium camemberti (ou candidum) et Geotrichum candidum. D’autres souches,
telles que Lactobacillus paracasei et Lactobacillus plantarum, peuvent étre ajoutées pour
renforcer les caractéristiques organoleptiques [113]. En revanche, les fromages de type
gruyere sont produits a partir d’'un mélange de bactéries lactiques (Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus helveticus), de bactéries propioniques (Propionibacterium
freudenreichii ou Propionibacterium jensenii), ainsi que de ferments d’affinage tels que

Brachybacterium tyrofermentans [114].

En ce qui concerne les matieres grasses d’origine laiticre, les ferments utilisés possédent une

activité lipolytique, comme c’est le cas pour Lacticaseibacillus paracasei [115]. La
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dégradation des triglycérides en acides gras libres confére des ardmes caractéristiques au

beurre ou a la créme fraiche [105].

La contribution réelle des bactéries lactiques dépend de leur capacité métabolique a convertir
les composants alimentaires en divers composés, notamment par la production d’ardmes in
situ, ainsi que de leur contribution relative par rapport a d’autres micro-organismes ou
enzymes simultanément actifs dans I’aliment [116]. Afin d’assurer I’efficacité des bactéries
lactiques lors des processus de transformation, il est primordial de garantir que le produit cru

soit exempt de substances antimicrobiennes, notamment de résidus d’antibiotiques [117].

En Algérie, les ferments utilisés dans les industries de transformation laitiére sont
majoritairement importés. Plusieurs études ont ét¢ menées afin d’isoler des souches

autochtones et d’évaluer leur potentiel technologique et probiotique [118-121].

La mise en place d’une base de données nationale recensant ces souches autochtones, dotées
de propriétés fonctionnelles ou technologiques, apparait cruciale. Cela permettrait d’étudier
leurs interactions et de développer des ferments et/ou compléments adaptés aux matrices
locales. Un tel effort contribuerait a réduire la dépendance a I’importation et favoriserait

I’innovation dans les aliments fonctionnels.

2.2.2  Propriétés fonctionnelles utiles a I’industrie

Pour étre utilisés dans les aliments fonctionnels, les micro-organismes doivent é&tre
probiotiques et sirs pour la consommation humaine [122]. Les probiotiques participent
activement a la fabrication de produits fermentés a valeur ajoutée. Leur aptitude a survivre
dans des conditions extrémes du tube digestif, notamment 1’acidité gastrique, leur confere
une résistance aux contraintes rencontrées lors des processus de transformation [123].
L’hydrophobicité et 1’auto-agrégation sont deux propriétés clés qui assurent leur viabilité
dans les produits finis et pendant le stockage, particuliérement important dans la

transformation laitiere ou le lactosérum est majoritairement éliminé [124, 125].

Les bactéries lactiques présentent des profils fermentaires variés. Afin de déterminer les
substrats glucidiques assimilés par les souches a potentiel technologique ou fonctionnel, la
galerie miniaturisée API 50 CH, comprenant 49 tests, est couramment utilisée [126]. Le
choix des souches dépend alors de la composition de la matrice alimentaire, de leur profil

fermentaire, ainsi que de leur capacité a métaboliser protéines et lipides.
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2.2.3  Sécurité microbiologique des souches

En plus de leurs propriétés probiotiques ou technologiques, les souches de bactéries lactiques
doivent répondre a des critéres stricts de sécurité avant tout usage agroalimentaire ou
pharmaceutique. Selon I’autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) [127], les

critéres de sécurité indispensables incluent :

2.2.3.1 Sensibilité aux antibiotiques :

Les souches utilisées ne doivent pas porter de résistances transmissibles. La présence de
genes de résistance dans les probiotiques peut constituer un réservoir au niveau intestinal,
favorisant leur transfert aux pathogeénes cohabitant, ce qui peut entrainer de graves
conséquences cliniques [128]. L’évaluation de la sensibilité antibiotique s’effectue
généralement par la technique de diffusion sur gélose ou en milieu liquide (CMI), avec
comparaison des résultats aux normes publiées par des organismes de contrdle tels que
I’institut des normes cliniques et de laboratoire (CLSI) et I’autorité européenne de sécurité

des aliments (EFSA).

2.2.3.2 Activité hémolytique, DNase et gélatinase

Certaines souches peuvent produire des enzymes extracellulaires déléteres pour 1’hote
notamment L’hémolysine, DNase et gélatinase [129]. Ces activités sont évaluées par des
tests phénotypiques reposant sur I’incorporation de substances spécifiques (sang, ADN,
gé€latine) dans un milieu gélosé, complétés si nécessaire par des révélateurs afin de détecter

I’hémolyse, 1’activité DNase ou gélatinase.

2.2.3.3 Production d’amines biogenes

Les amines biogenes, issues de la dégradation des acides aminés, peuvent étre toxiques
lorsqu’elles dépassent certains seuils. Parmi celles les plus étudiées dans les denrées
alimentaires figurent 1’histamine, la tyramine, la putrescine et la cadavérine. Il est
souhaitable que les bactéries lactiques soient dépourvues des décarboxylases responsables
de leur formation. Toutefois, la présence de la tyrosine décarboxylase ne constitue pas un
danger potentiel pour les souches d’Enterococcus a effet probiotique [130]. Plusieurs
méthodes permettent de détecter cette activité, notamment des techniques de quantification
directe en milieu liquide et des tests qualitatifs sur gélose additionnée de 1’acide aminé cible

et d’un indicateur coloré, la libération d’amines biogeénes alcalinisant le milieu.
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2.2.3.4 Risques liés a Enterococcus faecium

Les souches d’Enterococcus faecium se répartissent en deux catégories principales : celles
pathogénes, généralement isolées a partir d’échantillons cliniques de patients, et celles
probiotiques, d’origine alimentaire ou issues d’organismes en bonne santé [131, 132]. Ces
bactéries, habituellement commensales du microbiote intestinal, sont néanmoins connues
pour leur forte propension a acquérir et transférer des génes de virulence et de résistance aux

antibiotiques [133].

La résistance a la vancomycine, particulicrement ¢élevée chez certaines souches
d’Enterococcus, complique significativement leur prise en charge thérapeutique [134]. La
présence de geénes de virulence accroit 1’agressivité des souches, ces derniers codant
notamment pour la production d’enzymes extracellulaires telles que la gélatinase (gelE),
I’hyaluronidase (hyl) et la cytolysine (cyl). Par ailleurs, certains genes favorisent
I’expression de protéines de surface facilitant 1’adhésion et la formation de biofilms sur les
sites d’action, a I’instar de la protéine de surface entérocoque (esp), qui permet 1’adhésion a
I’épithélium, et de I’antigéne spécifique d’endocardite (efaAfm), impliqué dans I’adhésion

endothéliale et le développement d’endocardites [135].

I1 est donc essentiel de rechercher ces génes a 1’aide de méthodes moléculaires, notamment
la PCR avec amorces spécifiques. La combinaison de techniques phénotypiques et
génotypiques permet une évaluation plus fiable du profil de sécurité. Certains genes, bien
que présents, peuvent étre réprimés et indétectables par les tests classiques, mais peuvent se
réactiver dans certaines conditions. Ainsi, il est recommandé de compléter ces analyses par

la PCR et le séquencage génomique complet (WGS).

2.2.4 Propriétés de bio-conservation

Les techniques les plus couramment employées pour la conservation des denrées
alimentaires comprennent les méthodes chimiques, basées sur 1’utilisation d’acides
organiques synthétiques, ainsi que les méthodes physiques telles que les traitements
thermiques (pasteurisation, stérilisation), les modifications de 1’atmosphere dans les
emballages par injection de dioxyde de carbone (CO:) et d’azote (N2) afin de limiter la
prolifération des micro-organismes aérobies stricts, 1’ionisation, ainsi que des approches
innovantes telles que la nano-conservation [136]. Cependant, les avancées
biotechnologiques ont mis en évidence les effets déléteres de ces méthodes. Les additifs

chimiques, omniprésents dans les aliments, peuvent entrainer un dépassement systématique
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de la dose journaliére admissible (DJA) pour chaque substance, induisant ainsi des toxicités
chroniques. Par ailleurs, les traitements physiques modifient souvent la composition

nutritionnelle des aliments, compromettant leurs propriétés fonctionnelles [137].

Parmi les approches émergentes visant a pallier ces limitations tout en garantissant la qualité
des produits et la sécurité alimentaire, la bio-conservation occupe une place prépondérante.
Cette méthode repose sur I’utilisation de micro-organismes vivants et/ou de leurs métabolites
sécrétés pour inhiber la prolifération des agents responsables de la détérioration ou
pathogeénes [138]. Selon JORA, les bactéries pathogenes les plus fréquemment recherchées
dans les denrées alimentaires sont Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella.
Plusieurs études ont été réalisées pour contrdler ces bactéries indésirables par I’introduction
de bactéries lactiques dans diverses matrices alimentaires. A titre d’exemple, une étude
algérienne menée par Madi et Boushaba [139], a mis en évidence 1’effet bio-conservateur
des bactéries lactiques autochtones isolées du lait cru de vache contre Staphylococcus aureus
dans le fromage. Par ailleurs, Kaveh et al [140] ont étudié la conservation de la viande et des
produits carnés, tandis que Gomez-Sala et Herranz [141], ont exploré 1’utilisation des

bactéries lactiques dans les produits de la mer .

Les bactéries lactiques présentant une activité antimicrobienne sont capables de produire
diverses substances bioactives agissant a différents niveaux (paroi cellulaire, ADN, etc.).
Parmi ces métabolites figurent principalement les acides organiques (lactique, acétique et
propionique), le peroxyde d’hydrogéne (H20:) et les bactériocines. Ces composé€s, en
particulier les bactériocines, exercent une action bactéricide ou bactériostatique sur un large
spectre de micro-organismes. Leur mécanisme d’action repose sur la formation de pores
membranaires, la dégradation de I’ADN cellulaire, la perturbation induite par le clivage
spécifique de ’ARNr 168, ainsi que ’inhibition de la synthése du peptidoglycane, comme
illustré dans la figure 2.4 [142].
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Figure 2.4 : Mode d'action des bactériocines en tant qu'agents antimicrobiens. Man-PTS :
phosphotransferase system spécifique au mannose ; MptC et MptD : sous-
unités membranaires de ce systéme ; ATP : adénosine triphosphate. [142].

2.2.5 Intérét stratégique de la valorisation des souches locales

2.2.5.1 Réduction de la dépendance aux cultures importées

Les ferments utilisés dans I’industrie de transformation laitiére sont majoritairement
importés. Or, ces cultures, n’étant pas autochtones, peuvent présenter une adaptation limitée
aux spécificités des matrices alimentaires locales [143]. Le développement de ferments a
base de souches autochtones constitue une stratégie efficace pour réduire les cofits liés a
I’importation, tout en renfor¢ant I’autonomie des chaines de production locales et en assurant

une souveraineté biotechnologique.

2.2.5.2 Valorisation du patrimoine laitier algérien

Plusieurs produits laitiers fermentés locaux (Raib, Lben, S’men, Zebda, etc.) possedent une
richesse microbienne unique [144, 145]. Industrialiser leur production avec des ferments

adaptés préserverait leurs qualités traditionnelles [119, 146].
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2.2.5.3 Développement de probiotiques locaux

De nombreuses souches autochtones présentant un potentiel probiotique ont été isolées a
partir de divers substrats, notamment des produits laitiers fermentés [11, 147-149]. Ces
souches pourraient étre intégrées dans des matrices alimentaires, en privilégiant le maintien
de leur origine d’isolement, afin de produire des aliments fonctionnels locaux ainsi que des
compléments alimentaires probiotiques destinés a restaurer la flore intestinale, notamment
aprés une antibiothérapie [150]. Il convient de souligner que les compléments probiotiques
actuellement disponibles en Algérie sont importés. Le développement local dans ce domaine

permettrait ainsi de réduire la dépendance a I’importation de ces produits.



PARTIE 2

EXPERIMENTATION
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CHAPITRE 3

3 MATERIEL ET METHODES

Lieux de réalisation de la partie expérimentale

La partie expérimentale de cette étude a été réalisée dans plusieurs laboratoires spécialisés,

chacun contribuant a une étape spécifique du travail :

Le Laboratoire d’Hygiene de la Wilaya de Blida a été mobilisé pour I’isolement, la
purification ainsi que la conservation des isolats lactiques.

La préparation des milieux de culture a été¢ effectuée au Laboratoire de Contrdle de
la Qualité et de la Répression des Fraudes de la Wilaya de Blida, ainsi qu’au
laboratoire privé de contrdle de qualité et de conformité « ALTESSE LAB ».
L’étude de I’activité antibactérienne a été menée au Laboratoire Central de Biochimie
et de Microbiologie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Frantz Fanon de
Blida.

L’¢évaluation phénotypique de la sécurité des souches lactiques a été réalisée au
Laboratoire de Biochimie et de Microbiologie de I’Etablissement Hospitalier
Spécialisé dans la Transplantation d’Organe et de Tissus (EHS-TOT) de Blida.
L’identification protéomique par spectrométrie de masse MALDI-TOF MS a été
effectuée au Centre de Recherche en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC) situ¢ a
Bouismail, Tipaza.

L’identification génotypique a été réalisée au laboratoire Géne Life Science (GLS)
de Sidi Bel Abbes.

Enfin, 1’évaluation moléculaire de 1’innocuité des souches a ¢té menée au Centre de

Recherche en Biotechnologie (C.R.Bt) de Constantine.

Organisation de I’expérimentation

Notre étude s’est structurée en neuf étapes principales :

1.
2.

Isolement, purification et conservation des souches lactiques.

Criblage des isolats selon leur activité antibactérienne a I’encontre de quatre
pathogenes alimentaires.

Identification protéomique des isolats sélectionnés par MALDI-TOF MS.

Evaluation phénotypique de la sécurité des souches sélectionnées.
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Criblage des souches selon leur potentiel fonctionnel.
Confirmation génotypique de 1’identité des souches retenues.
Evaluation génotypique de la sécurité des souches retenues.

Détermination du profil fermentaire des sucres chez les souches retenues.

Y 0 N W

Analyse statistique des résultats.

3.1 Matériel

3.1.1 Matériel biologique

3.1.1.1 Laitcru

Le lait cru a été prélevé a partir d’animaux divers, notamment la chamelle, la vache, la chévre
et la brebis, élevés en Algérie (voir Tableau 3.1). Avant la traite, les mains du fermier ainsi
que les mamelles des animaux ont été soigneusement nettoyées a 1’eau savonneuse, rincées
a I’eau propre, puis séchées a 1’aide d’une lingette stérile. Les trois premiers jets de lait ont
été écartés afin de réduire la contamination. Le lait a ensuite été recueilli a raison de 100 mL

dans des flacons en verre stériles d’une capacité de 250 mL. [151].

Apres la collecte, les échantillons ont été placés dans une glaci¢re afin de maintenir une

basse température, puis transportés directement au laboratoire pour analyse.

Tableau 3.1 : Répartition des échantillons de lait cru selon les animaux et les régions.

Animaux Régions Identifiant Nombre
d’échantillons
Chamelle Boughezoul, Médéa LMBM 5
Al-Mosran, Djelfa LMMD 5
Vache Berbissa, Chaiba, Tipaza LVCB 5
Ben Saleh, Blida LVBB 5
Chévre Ben Saleh, Blida LCBB 5
Brebis Ben Saleh, Blida LBBB 5

3.1.1.2 Souches de références

Listeria monocytogenes ATCC 7644 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 ont été fournies
par I'Institut Pasteur d’Algérie (IPA).
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Escherichia coli ATCC 8739 et Salmonella enterica subsp. enterica serotype aboney ATCC
6017 ont été fournies par le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) « Frantz Fanon » de

Blida.

3.1.2 Matériel non biologique

- Milieux de culture (Appendice B).

- Réactifs pour la coloration de GRAM (Appendice C).

- Réactifs de MALDI-TOF.

- Réactifs pour la PCR et séquencage de gene de I’ARNr 16s.

3.2 Méthodes

3.2.1 Isolement, purification et conservation des souches lactiques

3.2.1.1 Enrichissement

Afin de garantir la présence de la flore lactique mésophile et thermophile, un enrichissement
a été réalisé directement sur le lait cru, comme illustré a la figure 3.1. Les échantillons ont
¢été incubés dans des étuves réglées respectivement a 37 °C et 44 °C, jusqu’a coagulation du

lait [152].

3.2.1.2 Isolement et conditions de culture

Avant ’isolement, des dilutions décimales ont été préparées dans de 1’eau physiologique
stérile (0,9 % NaCl). A I’aide d’une pipette graduée stérile, 1 mL de lait coagulé a été
transféré dans un tube contenant 9 mL d’eau physiologique, correspondant a la dilution 107"
Cette technique a été répétée successivement jusqu’a la dilution 10°°, conformément a

I’étape illustrée a la figure 3.1.

Pour isoler la majorité des genres lactiques présents et obtenir des boites de culture peu
chargées, 1 mL des cinq derniéres dilutions (de 10~ a 10°) a été ensemencé en double sur
les milieux MRS (TM MEDIA, Inde) [153] et M17 (LIOFILCHEM, Italie) [154] (voir
Appendice A). L’incubation a été effectuée a 37 °C et 44 °C, en conditions aérobies et

anaérobies. Les conditions de culture sont détaillées dans le Tableau 3.2.

Les boites présentant des colonies bien isolées et distinctes ont été sélectionnées. Chaque
colonie a été purifiée par des repiquages successifs sur gélose et bouillon, alternativement,

jusqu’a obtention d’une culture pure, confirmée par coloration de Gram.
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Tableau 3.2 : Milieux et conditions de culture des souches lactiques.

Milieux | T(°C)/ D(H) Genre bactérien Condition de | Références
respiration
MRS 44°C /24-48H | Lactobacillus thermophiles | Anaérobiose [139, 155]
37°C/24-72H | Lactobacillus mésophiles [24]
Pediococcus Aérobiose [156]
Lactococcus [157]
Enterococcus [130, 157]
M17 44°C/72H Streptococcus Thermophilus | Aérobiose [139, 155]
Enterococcus [27]
37°C/24-72H | Lactococcus [157]
Enterococcus [27, 157]

3.2.1.3 Etude des caractéres morphologiques et biochimiques

Afin de différencier les isolats lactiques des autres catégories bactériennes, 1’étude des
caractéres morphologiques a été réalisée conformément aux recommandations de Schillinger

et Liicke [158], Gonzalez et al [159] et Ludwig et al [22].

Macroscopiquement, les colonies lactiques se présentent sous une forme lenticulaire, avec
un contour généralement régulier, une couleur blanchatre a jaunatre, et une taille variante
entre 1 et 5 mm selon les espéces. Microscopiquement, ces bactéries sont Gram-positives et
peuvent étre cocciques, bacillaires ou coccobacillaires. Leur mode d’arrangement varie selon
les genres : isolées (Lactobacillus, Enterococcus), en paires (Lactococcus, Enterococcus),
en tétrades (Pediococcus), en courtes chaines (Lactobacillus) ou en longues chaines

(Streptococcus thermophilus). Elles ne forment pas de spores.

Cependant, ces criteres morphologiques ne suffisent pas a identifier de maniere certaine les
bactéries lactiques, car d’autres especes présentent des caractéristiques similaires sans
appartenir a ce groupe. Par conséquent, des tests complémentaires ont été réalisés,
notamment le test de la catalase (avec du H202 a 3 %) et le test d’oxydase, afin de confirmer

I’appartenance des isolats aux bactéries lactiques.
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3.2.1.4 Conservation des isolats présélectionnés

La conservation des isolats lactiques a été effectuée selon deux méthodes. La premicre
méthode, destinée a la conservation a court terme, consiste a stocker les isolats a 4 °C sur

gélose sélective inclinée, avec un repiquage effectué toutes les quatre semaines [155].

La seconde méthode, utilisée pour la conservation a long terme, implique le stockage des
isolats dans des tubes Eppendorf a -20 °C, comme représenté dans la figure 3.1. Les cultures
jeunes (18 heures) sont conservées dans leurs bouillons sélectifs additionnés de 30 % de
glycérol (700 uL de culture en bouillon + 300 uL de glycérol) [160], ce qui permet de

préserver la viabilité des souches sur une période prolongée (jusqu’a 18 mois).
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Figure 3.1 : Schéma d’isolement, purification et conservation des souches lactiques.
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3.2.2 Criblage antibactérien des souches lactiques

3.2.2.1 Souches indicatrices

L’activité antibactérienne des isolats lactiques a été évaluée vis-a-vis des principaux
pathogénes fréquemment rencontrés dans les denrées alimentaires, notamment le lait et ses
dérivés, responsables de toxi-infections alimentaires. A cet effet, deux bactéries Gram-
positives (Listeria monocytogenes ATCC 7644 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 ) ainsi
que deux bactéries Gram-négatives (Escherichia coli ATCC 8739 et Salmonella Abony
ATCC 6017) ont été sélectionnées. Ces souches de référence ont été fournies par I’ Institut

Pasteur d’Algérie et le Centre Hospitalier Universitaire « Frantz Fanon » de Blida.

3.2.2.2 Préparation des inocula

3.2.2.2.1 Isolats lactiques

Les isolats lactiques test ont été repiqués deux fois successivement dans les bouillons MRS
ou M17, avec un intervalle de 18 heures entre chaque repiquage. Ils ont ensuite été
ensemenceés sur gélose MRS ou M 17 puis incubés dans leurs conditions optimales de culture

pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir des colonies fraiches.

Apres incubation, les colonies obtenues ont été prélevées puis suspendues dans de 1’eau
physiologique stérile (0,9 % NaCl). Les suspensions bactériennes ont été ajustées a une
densité équivalente a 0,5 McFarland (DENSIMAT, Biomérieux, France), correspondant a

environ 10® UFC/mL, en vue des analyses ultérieures.

3.2.2.2.2 Souches indicatrices

Les souches indicatrices ont été revivifiées deux fois sur bouillon TSB (LIOFILCHEM,
Italie) a une température de 37°C pendant 18 heures, puis repiquées sur gélose TSA
(LIOFILCHEM, ltalie). A partir d’une culture jeune de 18h, des suspensions bactériennes
ont été préparées dans de I’eau physiologique stérile a une densité de 0,5 McFarland (= 10®
UFC/mL). Un millilitre de cette suspension a ensuite été¢ dilué dans 9 mL d’eau
physiologique stérile, afin d’obtenir une concentration de 10 UFC/mL. Puis, 1 mL de cette
dilution a été incorporé dans 9 mL de gélose TSA molle (0,75 % agar p/v) pour atteindre une

concentration finale de 10 UFC/mL (voir Figure 3.2).
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3.2.2.3 Inoculation et conditions de culture

Le criblage de I’activité antibactérienne a été réalisé selon la méthode des spots, telle que
décrite par Madi et Boushaba [139]. Cette méthode permet de mettre en évidence le pouvoir

inhibiteur des isolats lactiques a I’aide de la technique des doubles couches.

Dans un premier temps, les isolats ont été classés en fonction du milieu et de la température
d’isolement. Ensuite, 5 uL de chaque suspension lactique (10® UFC/ml) ont été déposés en
spot (formant un diametre d’environ 6 mm) sur la gélose MRS ou M 17, préalablement coulée
et séchée (5 spots par boite). Les boites ont été incubées a la température optimale de

croissance de chaque isolat (37 °C ou 44 °C) pendant 24 heures.

Apres incubation, les spots ont été délicatement recouverts d’une couche de gélose TSA
molle, en surfusion, inoculée avec chaque souche indicatrice a une concentration de 10°

UFC/mL. Les boites ont alors été réincubées a 37 °C pendant 24 heures.

Les zones d’inhibition formées autour des spots ont été mesurées (y compris le diamétre du
spot =~ 6 mm) a I’aide d’un pied a coulisse. Un résultat a été considéré comme positif lorsque
le diamétre de la zone d’inhibition (en excluant le diamétre du spot) dépassait 2 mm.
L’ensemble de I’analyse a été répété deux fois pour assurer la reproductibilité des résultats

(Figure 3.2).
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3.2.3 Identification protéomique des isolats criblés

Les isolats présentant une forte activité antibactérienne contre 1’ensemble des pathogénes
testés, sélectionnés suite a une analyse statistique, ont été identifiés par spectrométrie de
masse basée sur 1’analyse des protéines totales. L’identification a été réalisée a 1’aide de la
technique MALDI-TOF MS, en utilisant ’instrument MALDI-TOF MICROFLEX LT
(BRUKER), associ¢ aux logiciels FlexControl 3.4 et Biotyper RTC 4.0.

3.2.3.1 Méthode analytique

Chaque isolat lactique a été réactivé deux fois dans du bouillon MRS, puis ensemencé sur
gélose MRS et incubé pendant 24 heures a 37 °C. Les cultures ayant montré une croissance
ont été préparées selon la méthode dite « Extended method », recommandée par le CRAPC,

consistant a :

Etaler une colonie fraiche sur un puits (spot) de la cible MALDI-TOF ;
Déposer 1 pL d’acide formique directement sur la colonie ;
Laisser sécher a température ambiante ;

Ajouter 1 pL de matrice HCCA (acide alpha-cyano-4-hydroxycinnamique) ;

YV V V VY V

Laisser a nouveau sécher a température ambiante.

Une fois la cible préparée, elle a été insérée dans 1’appareil MALDI-TOF pour ’analyse.
L’appareil a été calibré a I’aide d’un étalon standard (kit d’extrait protéique d’Escherichia
coli DH5a) contenant notamment la RNase A et la myoglobine [161] . Les spectres ont été
acquis en mode linéaire. Chaque spectre généré a été automatiquement converti en une série
de pics, puis comparé¢ a ceux enregistrés dans la base de données de référence. Un score de
similarité¢, compris entre 0,000 et 3,000, a été attribué pour évaluer la fiabilit¢ de

I’identification [162, 163].
Les scores sont interprétés comme montrés dans le Tableau 3.3

Tableau 3.3 : Interprétation des scores MALDI-TOF MS.

Valeur du score Interprétation Symbole | Couleur
2,300 — 3,000 Identification treés probable de l'espéce +++ Verte
2,000 — 2,299 Identification stire du genre, probable de l'espece ++ Verte
1,700 — 1,999 Identification probable du genre + Jaune
0,000 — 1,699 Identification non fiable - Rouge
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3.2.4 Evaluation phénotypique de I’innocuité

L’innocuité des souches lactiques sélectionnées a été¢ évaluée a travers une série de tests
phénotypiques standard, incluant la sensibilité aux antibiotiques, I’activité hémolytique, la
production de DNase et de gélatinase, ainsi que la formation d’amines biogenes. Ces essais
visent a détecter d’éventuels facteurs de virulence ou de résistance pouvant compromettre

leur usage en alimentation ou en santé.

3.2.4.1 Sensibilité des souches lactiques aux antibiotiques

La sensibilité¢ des souches lactiques sélectionnées aux antibiotiques a été évaluée selon la
méthode de diffusion sur disque décrite par Sakoui et al. [164], avec quelques modifications.
Quinze antibiotiques appartenant a neuf classes différentes ont été testés. A partir d’une
culture fraiche de bactérie lactique agée de 24 heures, un inoculum a été préparé dans de
I’eau physiologique stérile, standardisé a une densité équivalente a 0,5 McFarland (10®
UFC/mL). L’ensemencement a été effectué a I’aide d’un écouvillon stérile sur des boites de
gélose Mueller-Hinton (MH) (IPA, Algérie). Des disques d’antibiotiques commerciaux
(Bioscan Industrie, Algérie) ont ensuite été déposés sur la surface (Tableau 3.4). Un disque
blanc (vierge) a servi de témoin négatif. L’incubation a été réalisée a 37 °C pendant 24

heures.

Apres incubation, les diametres des zones d’inhibition autour des disques ont été mesurés a
’aide d’un pied a coulisse. L’interprétation s’est faite selon les criteres du CLSI [165] pour
Enterococcus faecium et ceux de Jawan et al. [166] pour Lactococcus lactis ssp. lactis,
classant les souches comme sensibles (S), intermédiaires (I) ou résistantes (R). Le test a été

réalisé en double afin de garantir la fiabilité des résultats.



55

Tableau 3.4 : Antibiotiques testés a 1’égard des souches lactiques sélectionnées

Antibiotique i
Abbreviation Charge/disque
Classe Nom (ng)
10
Amoxycilline AX
Pénicillines 25
Amoxycﬂhng + Acide AMC 20/10
clavulanique
Gentamicine GEN 10
Aminosides Amikacine AK 30
Kanamycine K 30
Céfalexine CL 30
Céphalosporines Céfazoline Ccz 30
Céfotaxime CTX 30
Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIP 10
Glycopeptides Vancomycine VA 30
Macrolides Erythromycine E 15
Rifamycines Rifampicine RA 5
Phénicolés Chloramphenicol C 30
Tétracyclines Tetracycline TE 10

3.2.4.2 Activité hémolytique

L’activité hémolytique des souches lactiques a été évaluée selon la méthode décrite par
Colombo et al. [167]. A partir d’une culture fraiche (24 heures) de chaque souche obtenue
sur bouillon MRS, une goutte a été ensemencée par stries sur une gélose TSA additionnée
de 5 % (v/v) de sang de cheval défibriné. L’incubation a été réalisée a 37 °C pendant 24

heures.

Aprés incubation, I’apparition d’un halo clair autour de la colonie indique une hémolyse de
type B ; un halo verdatre correspond a une hémolyse de type a ; I’absence de halo autour de
la colonie traduit une absence d’activité¢ hémolytique (hémolyse de type ). Staphylococcus

aureus ATCC 25923 a été utilisée comme témoin positif.
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3.2.4.3 Test de DNase

L’activité DNase des souches lactiques a été évaluée par ensemencement 10 pL. de chaque
culture jeune (incubée a 37 °C pendant 24 h dans un bouillon MRS), par spot, sur une gélose
DNase (Merck, Allemagne) additionnée de 0,005 % (p/v) de vert de méthyle (Réactifs RAL,

France). L’incubation a été conduite a 37 °C pendant 48 heures [168].

La formation d’un halo clair autour de la zone d’ensemencement traduit une activité DNase

positive. Staphylococcus aureus ATCC 25923 a servi de souche témoin positive.

3.2.4.4 Détection de I’activité gélatinase

La capacité¢ des souches lactiques a produire de la gélatinase a été évaluée par
ensemencement, par spot, de 10 pL de chaque culture jeune (incubée a 37 °C pendant 24 h
dans un bouillon MRS) sur une gélose nutritive (TM MEDIA, Inde) supplémentée en
gélatine a 3 % (p/v) (Merck, Allemagne), selon la méthode de Sonei et al. [169]. Apres
incubation a 37 °C pendant 48 heures, la surface de la gélose a été inondée d’une solution
saturée de sulfate d’ammonium (750 g/L) et laissée a température ambiante pendant 5
minutes. L’apparition d’un halo clair autour du spot indique une activité gélatinase positive.

La souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 a été utilisée comme témoin positif.

3.2.4.5 Formation des amines biogénes

L’analyse de la formation d’amines biogenes par les souches lactiques a été réalisée selon la
méthode de Bover-Cid et Holzapfel [170] en deux étapes, a partir des acides aminés

histidine, tyrosine et lysine :
> Premiére étape : stimulation de I’activité des décarboxylases

A partir d’une culture jeune (incubée a 37 °C pendant 24 heures) obtenue sur gélose MRS,
chaque souche lactique a été subcultivée successivement (cing passages) a 1 % (v/v) dans
un bouillon MRS supplémenté de 0,005 % (p/v) de pyridoxal-5-phosphate et de 0,1 % (p/v)
de chaque acide aminé : tyrosine base, L-histidine monohydrochloride monohydrate et L-

lysine) (Sigma-Aldrich, USA).
» Seconde étape : mise en évidence des activités HDC, TDC et LDC

Apres la phase de stimulation, 1’activit¢é des enzymes histidine décarboxylase (HDC),
tyrosine décarboxylase (TDC) et lysine décarboxylase (LDC) a été recherchée a travers la

formation des amines biogénes correspondantes : histamine, tyramine et cadavérine.
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Pour cela, 10 pL de chaque subculture ont été déposés en double, par spot, sur une gélose
décarboxylase supplémentée a 1 % du méme acide aming, ainsi que sur une gélose
décarboxylase sans acide amin¢ (témoin négatif). L’incubation a été réalisée a 37 °C pendant

4 jours, en conditions aérobies et anaérobies.

La production d’amines biogénes a ét¢ confirmée par 1’apparition d’un halo clair autour du

spot pour la tyrosine, et d’un halo violet pour I’histidine et la lysine.

3.2.5 Evaluation des propriétés probiotiques des souches lactiques sélectionnées

Cette étude a ¢été menée uniquement sur les souches présentant une forte activité

antibactérienne. Elle visait a évaluer leur potentiel probiotique en analysant :
e Leur capacité a survivre dans des conditions digestives hostiles (pH acide et sels
biliaires),
e Ainsi que certaines propriétés de surface cellulaire (hydrophobicité et auto-

agrégation).

3.2.5.1 Résistance des souches lactiques aux conditions gastro-intestinales

Un criblage initial a été réalisé afin de déterminer la capacité des souches sélectionnées a
survivre dans un environnement simulant les conditions gastriques, notamment en présence

de pH acides et de concentrations croissantes de sels biliaires (voir figure 3.3).

3.2.5.1.1 Préparation des inocula

Les inocula ont été préparés selon la méthode décrite par Dinger et Kivang [64], avec
quelques modifications. A partir de cultures pures sur gélose MRS, deux colonies ont été
prélevées avec une anse de platine et transférées dans 5 mL de bouillon MRS. Apres
incubation a 37 °C pendant 18 heures, les cellules ont été récupérées par centrifugation (4000
rpm, 30 min, 4 °C), lavées deux fois avec de I’eau physiologique stérile, puis resuspendues
et standardisées a une concentration de 5 McFarland (= 10° UFC/mL). Comme illustré dans

la figure 3.3.

3.2.5.1.2 Tolérance aux pH acides

La tolérance des souches aux pH acides (3, 2 et 1,5) a été évaluée en double, selon la méthode
d’Avaiyarasi et al. [171]. Le bouillon MRS a été ajusté au pH requis a 1’aide d’une solution

d’HCI 5 M, distribué en tubes de 9 mL et autoclavé a 121 °C pendant 15 minutes.
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Chaque tube a été inoculé avec 1 mL de la suspension bactérienne (= 10° UFC/mL), de
manicre a obtenir une concentration finale d’environ 10® UFC/mL. L’incubation a été
réalisée a 37 °C, et le dénombrement des cellules a été effectué aux temps To, T1 (1 heure),
T2 (2 heures) et Ts (3 heures). A chaque temps, des dilutions décimales (107! jusqu’a 10°)
ont été préparées, puis 100 pL de chaque dilution ont été ensemencés sur gélose MRS
préalablement coulée et séchée (voir figure 3.3). Aprés incubation a 37 °C pendant 24 a 48
heures, les boites contenantes entre 30 et 300 colonies ont été retenues pour le comptage,

selon la formule suivante :

Ni+N, 1 1
Nombre de cellules (UFC/mL) :T * ; * E

Ou:

e NI et N2 sont les nombres de colonies sur les deux boites retenues pour une méme
dilution,
e v estle volume ensemencé (0,1 mL),

e dest le facteur de dilution correspondant.

Le taux de survie (%) a été calculé selon la formule suivante :

Log Nx (UFC/mL)
%

100
Log NO (UFC/mL)

Taux de survie (%) =

Ou:

e Nx est le nombre de cellules a T1, T2 ou Ts,

e NO est le nombre de cellules a To.

3.2.5.1.3 Tolérance aux sels biliaires

L’évaluation de la tolérance des souches aux sels biliaires a été réalisée en double, selon la
méthode de Kim et al. [172]. Le bouillon MRS a été préparé avec des concentrations de sels
biliaires de 0,3 %, 0,5 % et 1 % (p/v) (IPA, Algérie), réparti dans des tubes de 9 mL, puis

autoclavé a 121 °C pendant 15 minutes.

Un millilitre de chaque suspension bactérienne (= 10° UFC/mL) a été inoculé dans chaque
tube. L’incubation a été réalisée a 37 °C, et le dénombrement cellulaire a été effectué aux

temps To (avant incubation) et T24 (aprés 24 heures).
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Comme pour le test de tolérance au pH, des dilutions décimales ont été réalisées (107! jusqu’a
10®), comme indiqué dans la figure 3.3, puis 100 pL de chaque dilution ont été ensemencés
sur gélose MRS. Apres incubation a 37 °C pendant 24 a 48 heures, seules les boites contenant

entre 30 et 300 colonies ont été retenues pour le comptage.

Le taux de survie (%) a été calculé a I’aide de la méme formule que pour le test de résistance

au pH, en remplacant Nx par N24 (nombre de cellules apres 24 heures d’incubation).
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Figure 3.3 : Résistance des souches lactiques aux conditions digestives simulées
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3.2.5.2 Propriétés fonctionnelles de surface cellulaire

3.2.5.2.1 Auto-agrégation

La capacité des souches retenues a s’auto-agréger a été évaluée selon la méthode décrite par
Sonei et al. [169]. Les cellules ont été récoltées a partir d’une culture jeune de 18 heures par
centrifugation (10 000 g, 5 minutes, 4 °C). Le culot cellulaire a été lavé deux fois avec du
tampon phosphate salin (PBS), puis resuspendu dans le méme tampon. La densité optique

(DO) a 600 nm a été ajustée a environ 0,3 (DO-0).

Quatre millilitres de cette suspension ont été vortexés pendant 10 secondes, puis incubés a
37 °C. Aux temps 3 et 24 heures d’incubation, 1 mL de la phase supérieure a été prélevé

pour mesurer la DO résiduelle (DO-t).

Le taux d’auto-agrégation (%) a été calculé selon la formule suivante :

Auto — agrégation (%) = [1 — <—t)] 100
_ bo "
uto — agrégation (% D00

Ou:

e DO-0 est la densité optique initiale a To,

e DO-t est la densité optique a t heures (t =3 ou 24 h).

3.2.5.2.2 Hydrophobicité

L’hydrophobicité a été évaluée par la méthode d’adhésion des microorganismes aux solvants

(Microbial Adhesion to Solvents, MATS), en utilisant le xylene comme solvant apolaire.

Les cellules des souches lactiques ont été récupérées par centrifugation (10 000 g, 5 minutes,
4 °C) a partir d’une culture jeune de 18 heures. Le culot cellulaire a été lavé deux fois avec
du PBS, puis resuspendu dans une solution de KNOs 0,1 M. La densité optique (DO) a 600

nm a été ajustée a environ 0,3 (DO-0).

Trois millilitres de cette suspension ont été mélangés avec 1 mL de xyléne. Le mélange a été
incubé a température ambiante pendant 10 minutes, vortexé pendant 2 minutes, puis laissé
au repos pendant environ 20 minutes jusqu’a séparation des phases. Apres retrait de la phase

organique, la DO de la phase aqueuse restante (DO-f) a été mesurée [156].

Le taux d’hydrophobicité (%) a été calculé selon la formule suivante :
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DO-0—DO-f
DO-0

Hydrophobicité (%) = ( ) * 100

Ou:
e DO-0 est la densité optique initiale,

e DO-fest la densité optique apres retrait de la phase organique.

Les souches de bactéries lactiques présentant les meilleures aptitudes probiotiques, sur la
base des tests de tolérance aux conditions gastro-intestinales et des propriétés de surface

cellulaire, ont été sélectionnées pour la suite de I’étude

3.2.6 Identification génotypique des souches présentant le meilleur profile probiotique

L’identification moléculaire des souches présentant les meilleures propriétés probiotiques a
été réalisée en ciblant le géne codant pour I’ARN ribosomique 16S (ADNr 16S). Ce geéne
est largement utilisé¢ pour I’identification bactérienne en raison de sa conservation au sein

des espéces et de sa variabilité entre especes.

L’ensemble des étapes a été¢ mené conformément au protocole établi par le laboratoire Gene
Life Science, incluant I’extraction d’ADN génomique, I’amplification du géne 16S par PCR,
I’¢lectrophorése, la purification des amplicons, le séquencage, 1’analyse bio-informatique et

la soumission des séquences.

3.2.6.1 Extraction de I’ADN génomique

L’ADN génomique a été extrait a ’aide du kit GF-1 (Vivantis, Malaisie), selon les
instructions du fabricant. La qualité et la concentration de I’ADN ont été évaluées par

spectrophotométrie (NanoDrop™ 2000, USA), puis conservées a 4 °C jusqu’a utilisation.

3.2.6.2 Amplification du géne de ’ARNr 16S

L’amplification a été réalisée par PCR a 1’aide d’amorces universelles :

» 27F :5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3°
» 1492R : 5'-CCG TCAATT CCT TTG AGT TT-3’

Le mélange réactionnel (50 pL) a été préparé selon la composition du Tableau 3.5, puis

amplifié sur un thermocycleur iCycler (Bio-Rad, USA) selon le protocole suivant :

e Dénaturation initiale : 94 °C pendant 12 min

e 30 cycles:
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- Dénaturation : 94 °C pendant 30 s
- Hybridation : 55 °C pendant 30 s
- Elongation : 72 °C pendant 1 min 40 s

e Elongation finale : 72 °C pendant 7 min

Tableau 3.5 : Composition du mix réactionnel pour I'amplification du geéne de 'ARNr 16S

Composant Concentration
Hot Start Taqg DNA Polymerase 1.25U
Tampon PCR 1 X
Chlorure de Magnesium (MgCl») 1.5 mM
dNTP 200uM
Amorces 0.3 uM pour chaque
DNA template 25-50 ng

Eau distillée sterile (H2Ods) Compléter a 50 pL

3.2.6.3 Séparation par électrophorese

Les produits d’amplification ont été séparés par électrophorése sur gel d’agarose a 1,5 %
(Sigma-Aldrich, Etats-Unis). Un marqueur de poids moléculaire (100 bp DNA ladder, Solis
Biodyne, Estonie) a été utilisé pour estimer la taille des fragments. De ’eau distillée stérile

a servi de témoin négatif.

Chaque puits a été chargé avec 8 pL d’échantillon. L’¢lectrophorese a été réalisée dans un
tampon TAE (pH 8), a 80 V pendant 20 minutes. Le gel a ensuite été coloré avec ROTI® red
gel Stain (Nippon Genetics, Japon) et visualis€ sous lumiere UV a 1’aide d’un

transilluminateur.

3.2.6.4 Purification des amplicons

Les produits PCR correspondant a une taille attendue d’environ 1500 pb ont été purifiés a
I’aide du kit Clean-Up (Vivantis), conformément au protocole du fabricant, en vue du

séquencage.

3.2.6.5 Séquencage des amplicons purifiés

Le séquencage a été réalisé selon la méthode de Sanger. Les amplicons purifiés ont été
séquencés en double, dans les directions « forward » et « reverse », dans des réactions

distinctes. Chaque réaction comprenait les composants détaillés dans le Tableau 3.6.
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Tableau 3.6 : Composition du mix réactionnel pour le séquengage du géne de I'ARNr 16S

Composant Concentration
dNTP 0.2 mM
ddNTP 1-2 mM chacun
Amorces 2 uL chacune
Template DNA 40 ng
BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction 2ul

Mix

Eau distillée stérile (H2Osd) Compléter a 50 pL

Le cycle de séquencage a consisté en :

e Dénaturation initiale a 96 °C pendant 1 min
e 25cycles:

- 96 °C pendant 10 s

- 50°C pendant 5 s

- 60 °Cpendant 4 s

Les produits ont été purifiés par précipitation a 1’éthanol afin d’¢éliminer les réactifs résiduels.
Le mélange de précipitation comprenait 3 pL d’acétate de sodium, 62,5 uL d’éthanol a 95
%, et 14,5 uL d’eau. Apres centrifugation a 13 000 rpm pendant 15 minutes, le culot a été
lavé avec 200 pL d’éthanol & 75 %, puis centrifugé a nouveau a 13 000 rpm pendant 5
minutes. L’ADN séché¢ a lair libre a été réhydraté dans 15 pL de formamide et déposé sur
la matrice capillaire du systeme 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) pour la

détection.

Deux séquences « forward » et deux « reverse » ont été alignées pour chaque échantillon a
I’aide du logiciel Bionumerics v3.5 (Applied Maths). La qualité des séquences a été vérifice

manuellement ; les séquences dégradées ont été corrigées ou éliminées.

3.2.6.6 Identification et enregistrement dans GenBank

Les séquences obtenues ont été soumises a I’analyse BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
et comparées aux séquences de la base GenBank du NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Une identification fiable de 1’espece a été retenue lorsqu’une

forte similarité a été observée avec au moins deux séquences de référence.
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Les séquences spécifiques a chaque souche ont été déposées dans GenBank via le portail

https://submit.ncbi.nlm.nih.gov, et un numéro d’acces unique a été attribué a chacune.

3.2.6.7 Etablissement de I’arbre phylogénétique

Les séquences au format FASTA ont été alignées avec I’outil ClustalW. L’arbre
phylogénétique a été généré a 1’aide du logiciel MEGA 11, selon la méthode Neighbor-
Joining. L’analyse du bootstrap a été réalisée afin d’estimer la fiabilité des branches. L’arbre

obtenu illustre les relations évolutives entre les especes identifiées.

3.2.7 Détection génotypique des génes de virulence et de résistance

L’évaluation de la sécurité génétique des souches sélectionnées a été réalisée par PCR, en
ciblant des génes de virulence (esp, cylA, gelE, efaAfm, ace, hyl) ainsi que des genes de
résistance a la vancomycine (vanA, vanB). Les amorces spécifiques ont été¢ congues a partir
de données issues de la littérature scientifique, en se concentrant sur les marqueurs les plus
couramment recherchés chez les entérocoques a potentiel probiotique. Elles ont été

synthétisées par la société¢ Macrogen (Corée du Sud).

Les paramétres d’hybridation ainsi que la taille attendue des fragments amplifiés ont été
prédits a 1’aide de I’outil Primer-BLAST, disponible sur la base de données du NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

3.2.7.1 Extraction de I’ADN bactérien :

L’extraction de ’ADN a été réalisée selon la méthode décrite par Dimitrakopoulou et al.
[173], avec quelques modifications. A partir d’une culture jeune sur bouillon MRS, 5 mL
ont été prélevés et centrifugés a 14 000 g pendant 20 minutes. Le culot cellulaire a été
récupéré, lavé deux fois avec du PBS, puis resuspendu dans 500 uL d’eau ultrapure. La
suspension a ét¢ soumise a un choc thermique dans un bain-marie a 95 °C pendant 18
minutes. Elle a ensuite été centrifugée a 12 000 g pendant 5 minutes a 4 °C. Trois cents
microlitres du surnageant ont été récupérés, et 2 puL ont été utilisés pour mesurer la

concentration et la pureté de I’ADN a I’aide d’un spectrophotomeétre NanoDrop.

3.2.7.2 Réaction de PCR

La présence ou I’absence des geénes de virulence et de résistance a la vancomycine a été

évaluée par PCR.



3.2.7.2.1 Préparation du mélange réactionnel
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Le mélange réactionnel a été préparé dans un volume final de 10 pL, selon la composition

présentée dans le Tableau 3.7.

Tableau 3.7 : Composition du mélange réactionnel pour la détection des geénes ciblés

Concentration | Concentration Concentration
. . - . Volume
Composant de la solution | de la solution utilisée/mix
prélevé (ul)

mere diluée réactionnel
Tampon (inclut

10X 10X 1
MgClz (20 mM))
dNTP 10 mM 1 mM 0.2 mM 0.2
Amorce F 100 pM 10 pM 2 pM 0.2
Amorce R 100 pM 10 pM 2 pM 0.2
ADN 50-100 ng 50—-100 ng 1
Taq polymérase 5U 0.5U 0.1
H>O Ultra pure 7.3
Volume final 10

3.2.7.2.2 Amplification des génes cibles

L’amplification a été réalisée par PCR conventionnelle a 1’aide d’un thermocycleur Bio-Rad

série C1000 (USA). Les conditions d’amplification étaient les suivantes :

e Dénaturation initiale : 94 °C pendant 5 minutes.
e 35cyclesde:

- Dénaturation : 94 °C pendant 30 secondes.

- Hybridation : température spécifique a chaque paire d’amorces (voir Tableau3.8).

- Elongation : 72 °C pendant 1 minute.

o FElongation finale : 72 °C pendant 7 minutes.



Tableau 3.8 : Amorces utilisées pour la détection des génes de virulences et de résistance a la vancomycine.
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Taill T érat
Géne Nom Code Amorces (;L)e d,(;:;ll[::::ari:; Références
Enterococcal F : AGATTTCATCTTTGATTCTTGG
510 52°C pendant 1 minute. 174
surface protein | P | R : AATTGATTCTTTAGCATCTGG pendant & minute [174]
F : ACTCGGGGATTGATAGGC
lysi 1A ° 1 minute. 174
Cytolysin cy R : GCTGCTAAAGCTGCGCTT 688 57°C pendant 1 minute [174]
. F : ACCCCGTATCATTGGTTT o .
Gelatinase gelE R : ACGCATTGCTTTTCCATC 419 55.5°C pendant 1 minute. [175]
Génes de endocarditis faAf F : AACAGATCCGCATGAATA 700 500 dant 1 minut 176
viralences antigen | | R: CATTTCATCATCTGATAGTA C pendant 1 minute. [176]
adhesion of
F : GAATTGAGCAAAAGTTCAATCG
11 1 4.1° 1 minute. 1
co ag.en ace R : GTCTGTCTTTICACTIGTTTC 008 | 54.1°C pendant 1 minute [177]
protein
. F : ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG R .
Hyaluronidase hyl R : GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 276 57°C pendant 1 minute. [174]
Vancomycine F : ATGAATAGAATAAAAGTTGCAATAC .
A 102 ° 1 . 1
Geénes de resistance van R : CCCCTTTAACGCTAATACGAT 029 50°C pendant I minute [169]
résistance | Vancomycine F : GTGACAAACCGGAGGCGAGGA .
B 4 ° tl te. 1
resistance | " | R: CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA 33 | 63°Cpendant I minute [178]
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3.2.7.3 Révélation par électrophorése

Les produits de PCR ont été révélés par €lectrophoréese sur gel d’agarose a 2 %, additionné
de 0,01 % de colorant intercalant SYBR Safe (Invitrogen). Un marqueur moléculaire
GeneRuler 50 bp et 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, Lituanie) a été utilisé pour

estimer la taille des fragments.

Chaque puits a été chargé avec 5 pL de produit de PCR. La migration a été réalisée dans un
tampon TBE 1X (pH 8,0), a 100 V pendant 1 h 30 min. Les gels ont ensuite été visualisés
sous lumiere UV a I’aide du systeme Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad), et les images analysées

avec le logiciel Image Lab™,

3.2.8 Profil de fermentation des hydrates de carbone

L’aptitude des souches retenues a fermenter divers glucides a été évaluée a 1’aide des galeries
miniaturisées APl 50 CH (bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, France), en utilisant le milieu
spécifique API 50 CHL, conformément au protocole recommand¢ par le fournisseur. Cette

méthode permet de déterminer le profil métabolique glucidique de chaque souche.

3.2.8.1 Mode opératoire

3.2.8.1.1 Préparation des galeries

Les galeries API 50 CH sont constituées de 5 bandes comportant chacune 10 cupules

numérotées. Avant inoculation :

- Le code de la souche a ét¢ inscrit sur la languette latérale de la boite d’incubation.
- Environ 10 mL d’eau distillée stérile ont ét€ ajoutés au fond de la boite pour maintenir
une atmosphere humide.

- Les bandes ont été stérilement disposées dans les alvéoles prévues.

3.2.8.1.2 Préparation de I’inoculum

Les souches lactiques ont été cultivées sur gélose MRS et incubées a 37 °C en anaérobiose
pendant 24 heures. Leur pureté a été confirmée par examen macro et microscopique apres
coloration de Gram. Une suspension a été préparée dans le milieu API 50 CHL, ajustée a

une turbidité équivalente a 2 McFarland.
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3.2.8.1.3 Inoculation des galeries

La suspension a été répartie dans les cupules a I’aide d’une micropipette, en évitant la
formation de bulles. Les cupules ont ensuite été recouvertes d’huile de vaseline stérile pour
maintenir 1’anaérobiose. Les galeries ont été incubées a 37 °C. La lecture des résultats a été

effectuée apres 24 et 48 heures.
Les résultats ont été interprétés selon les critéres suivants :

e Positif (+) : changement de couleur vers le jaune ou le noir (tube 25).
e Négatif (—) : couleur violette conservée.

e Douteux (V) : teinte intermédiaire.

3.2.9 Etude statistique

Toutes les expériences ont été réalisées en double, et les résultats exprimés en moyennes +

écart-type.

e Pour le criblage de ’activité antibactérienne, les différences ont été analysées par
ANOVA a deux facteurs (Two-way ANOVA).

e Pour les tests d’hydrophobicité et d’auto-agrégation, une ANOVA a un facteur (One-
way ANOVA) a été utilisée.

Les analyses ont été réalisées a 1’aide du logiciel IBM SPSS Statistics version 20, avec un

seuil de signification fixé a p <0,05.
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CHAPITRE 4

4 RESULTATS ET DISCUSSION

4.1 Isolement et identification phénotypique des bactéries lactiques

Un total de 172 bactéries ont été isolées et purifiées a partir de lait cru provenant des animaux
étudiés, a savoir la chamelle, la vache, la chévre et la brebis. Les milieux sélectifs utilisés
pour I’isolement étaient le MRS, adapté aux Lactobacillus spp., et le M17, plus favorable a
la croissance des Lactococcus spp. La répartition des isolats est la suivante : 88 isolats issus
du lait de chamelle, 59 du lait de vache, 19 du lait de chévre et 6 du lait de brebis. Chaque
isolat a été codifié selon 1’espeéce animale, la région de collecte et le milieu d’isolement

utilisé.
Ces isolats ont ensuite fait I’objet d’une caractérisation phénotypique.

e Macroscopiquement, les colonies observées sur MRS et M17 étaient généralement
de forme lenticulaire, de couleur blanchatre a créme, aux contours réguliers et a
surface lisse, avec un diamétre variant entre 1 et 4 mm (Figure 4.1).

e Microscopiquement, les cellules observées étaient Gram-positives, avec des formes
cocciques, bacillaires ou coccobacillaires, et un agencement variable : isolées, en
paires ou en courtes chaines. Aucune formation de spores n’a été observée (Figure
4.1).

e Biochimiquement, sur les 172 isolats obtenus, 69 ont été écartés en raison d’un profil
catalase positif, incompatible avec les propriétés typiques des bactéries lactiques
(voir Tableau 4.1). Les 103 isolats restants, présélectionnés pour la suite des analyses,
se sont tous réveélés négatifs aux tests de catalase et d’oxydase, ce qui soutient leur

appartenance aux bactéries lactiques.
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Isolement sur gélose M17  Purification sur gélose MRS Morphologie sur gélose M17

Aspect macroscopique d’isolats lactiques sur gélose MRS et M17

Lactobacillus spp Enterococcus faecium Lactococcus lactis
LBBBRO02 LMBMR23 LMMDR22

Aspect microscopique apreés coloration de Gram (G : x1000)

Figure 4.1 : Morphologie d’isolat lactique sur gélose MRS/M17 (A, C, E) et observations
microscopiques apres coloration de Gram (B, D, F) des souches de
Lactobacillus spp., Lactococcus lactis et Enterococcus faecium isolées a partir
de lait cru. A : Colonies bactériennes observées sur gélose M17 lors de
I’isolement initial ; C : Colonies de la souche Enterococcus faecium LMBMR23
apres purification ; E : Morphologie des colonies d’un isolat lactique sur gélose
M17 ; B, D et F : Observation en microscopie optique, apres coloration de
Gram, des souches Lactobacillus spp. LBBBRO2, Enterococcus faecium
LMBMR?23 et Lactococcus lactis LMMDR22, respectivement.

Bien que les isolats obtenus sur les milieux MRS et M17 présentent des caractéristiques
macroscopiques similaires, des différences notables ont été observées au niveau

microscopique :

e Sur milieu MRS, les cocci et coccobacilles isolés a 37 °C et 44 °C, en aérobiose ou
anaérobiose, €taient généralement regroupés en paires ou en chaines courtes, tandis

que les bacilles apparaissaient isolés ou en chaines.
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e Sur milieu M17, tous les isolats étaient de forme coccique. Ceux incubés a 37 °C
formaient des paires ou chaines courtes, alors que la majorité des isolats a 44 °C

formaient des chaines plus longues.

Selon la littérature [2, 19, 24-30, 33, 37], les formes bacillaires isolées sur MRS pourraient
correspondre au genre Lactobacillus, tandis que les cocci en longues chaines observés sur
M17 a 44 °C pourraient appartenir au genre Streptococcus. Les autres formes cocciques et
coccobacillaires observées en paires ou courtes chaines sont susceptibles d’appartenir aux
genres Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus ou Leuconostoc, sous réserve de

confirmations par des analyses complémentaires.

Il convient de souligner que cette étude n’avait pas pour objectif d’isoler un genre spécifique
de bactéries lactiques (BL), visait plutdt a constituer une collection représentative des
bactéries lactiques présentes dans le lait cru d’animaux d’élevage. La majorité des isolats

présélectionnés présentaient une morphologie coccique ou coccobacillaire.

Le lait cru, riche en nutriments, constitue un milieu favorable au développement de
nombreux micro-organismes, notamment les bactéries lactiques. Les genres les plus
fréquemment retrouvés dans ce substrat sont Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Enterococcus et Streptococcus [179-181]. Les caractéres morphologiques
observés dans cette étude sont en accord avec les descriptions disponibles dans la littérature
pour ces genres, ce qui est confirmé par plusieurs travaux portant sur la microflore du lait et

des produits laitiers [139, 155, 182].

En ce qui concerne leur prévalence dans le lait cru, il n’existe pas de consensus clair quant
a la dominance d’un genre bactérien sur un autre. Par exemple, Franciosi et al. [183] ont
rapporté une prédominance des genres Lactococcus, Enterococcus et Streptococcus dans le
lait cru de vache, tandis que Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus étaient moins
abondants. En revanche, Idbeis [184] a observé une dominance du genre Lactobacillus, suivi

de Lactococcus, sans détection des autres genres dans une étude similaire.



Tableau 4.1 : Répartition et caractéristiques phénotypiques des isolats microbiens issus de laits crus d’animaux d’¢élevage.
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. . Morphologie i .
Origine de Codification Nombre Aspect Macroscopique Aspect Microscopique Tests préliminaires
lait MRS M17 disolats Forme Couleur ES;ES Gram Forme Arrangement | Catalase | Oxydase
Lenticulaire avec Bacille En Chaine
33 contour réeulier Blanche 1-4 + Cocci En Deux - -
LMMDR | LMMDM & Coccobacille Seul
12 Lentlculalrg avec Blanche | Variable . Bacﬂlg En Chaine . It
contour variables Cocci En Amas
Chamelle : -
Lenticulaire avec Bacille En Chaine
30 con tlour rg l‘i/er Blanche 1-4 + Cocci En Deux - -
LMBMR | LMBMM urregu Coccobacille Seul
13 Lentlculglr’e: avec | o he -4 . Bacille En Chaine . .
contour irrégulier Seul
Lenticulaire avec Bacille En Chaine
35 contour réeulier Blanche 1-4 + Cocci En Deux - -
LVBBR | LVBBM urregu Coccobacille Seul
Vache 07 Lentlculal}re avec Blanche 1-2 + Cocci En Amas + -
contour régulier
LVCBR | LVCBM 17 Lentlculalre.avec Blanche Variable n Bacﬂlp En Chaine . v
contour variable Jaune Cocci En Amas
01 I;Z?;gzilée;\;:: Blanche ~2 + Coccobacille En Deux - -
Chévre | LCBBR | LCBBM e £
18 enticd alrre avec Blanche 1-2 + Cocci En Amas + -
contour régulier
04 Lerlllt,: cuiarl're alxi/erc Blanche 3-4 + Bacille En Chaine - -
Brebis | LBBBR | LBBBM L°° t.oul ceule Y
02 enticuia 1r,e avec Jaune >4 + Bacille n *-haine + +
contour irrégulier Seul

LMMD (R/M) : Lait caMelin, Al-Mosran, Djelfa (MRS/M17) ; LMBM (R/M) : Lait caMelin, Boughezoul, Médéa (MRS/M17) ; LVBB (R/M) : Lait de Vache,
Ben Saleh, Blida (MRS/M17) ; LVCB (R/M) : Lait de Vache, Chaiba, Berbissa (MRS/M17) ; LCBB (R/M) : Lait de Chevre, Ben Saleh, Blida (MRS/M17) ;
LBBB (R/M) : Lait de Brebis, Ben Saleh, Blida (MRS/M17).
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4.2 Criblage antibactérien des souches lactiques

Les 103 isolats présumés appartenir aux bactéries lactiques ont été testés en double a I’égard
de quatre souches indicatrices . Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 8739 et Salmonella enterica ssp enterica sérotype
Abony NCTC 6017. Les diamétres des zones d’inhibition ont été¢ exprimés en moyenne +

écart-type.

Parmi ces isolats, six n’ont montré aucune activité antibactérienne significative (zone
d’inhibition < 2 mm) contre les quatre pathogeénes. En revanche, 97 isolats ont exercé un
effet antagoniste (zone d’inhibition > 2 mm) vis-a-vis d’au moins une souche indicatrice.
Parmi ces derniers, 82 isolats ont présenté¢ une activité antibactérienne contre toutes les
souches testées, tandis que 15 isolats ont montré une activité antibactérienne limitée,

n’inhibant que trois pathogénes au maximum (Figure 4.2).

Résultat positif
m Résultat négatif
=R +[4]

R +[1-3]

-

- Résultat positif : diamétre de la zone d’inhibition > 2 mm vis-a-vis au moins une
souche indicatrice.

- Résultat négatif : diametre de la zone d’inhibition < 2mm.

- R +[4]: inhibition des quatre souches indicatrices.

- R +[1-3] : inhibition d’un a trois pathogenes.

Figure 4.2 : Distribution des isolats lactiques selon leurs capacités a inhiber des souches
indicatrices.

Le criblage des isolats lactiques s’est basé, en premier temps, sur la capacité d’inhibition de
I’ensemble des pathogenes testés, puis sur I’intensité de cette activité. Ainsi, les 82 isolats
actifs contre toutes les souches indicatrices ont €t€ retenus pour une analyse statistique

approfondie. Les diametres des zones d’inhibition variaient significativement d’un isolat a
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I’autre, ainsi qu’entre les différentes souches indicatrices. La plus petite zone d’inhibition
observée était de 8,25 + 0,35 mm (incluant le diamétre du spot = 6 mm) pour I’isolat
LCBBRO4 contre Listeria monocytogenes ATCC 7644. A 1’inverse, I’isolat LMMDRI16 a
présenté la plus grande zone d’inhibition, atteignant 27,5 = 0,71 mm, contre Salmonella

enterica ssp enterica sérotype Abony NCTC 6017 (voir Appendice E).
e Sélection statistique :

Compte tenu de la présence de deux facteurs fixes (isolat lactique et souche indicatrice) et
d’une variable dépendante (diamétre des zones d’inhibition), une analyse de variance a deux
facteurs (Two-way ANOVA) a été réalisée avec un seuil de signification a = 0,05. Le test
post hoc de Tukey a été utilisé pour comparer les moyennes des zones d’inhibition entre
isolats, permettant d’identifier ceux présentant des différences significatives. Ce test
compare la moyenne globale des souches indicatrices a la moyenne individuelle pour chaque
isolat lactique, facilitant leur classification selon leur performance antibactérienne. En
comparant les moyennes des isolats lactiques vis-a-vis de 1’ensemble des souches
indicatrices, la valeur minimale observée était de 12,25 + 3,28 mm pour I’isolat LMMDR 14,
tandis que la valeur maximale a été enregistrée pour 1’isolat LMMDR27 avec une moyenne
de 19,75 £ 5,79 mm. Les résultats ont été ordonnés par ordre décroissant. Les critéres de
sélection des isolats les plus performants ont reposé sur les plus grandes valeurs moyennes,
en retenant au moins deux isolats par type de lait. Ainsi, douze isolats présentant des
moyennes des zones d’inhibition comprises entre 19,75 + 5,79 mm (LMMDR27) et 17,56 +
4,59 mm (LVBBR13) ont été retenus (voir Tableau 4.2 et Figure 4.3).
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Tableau 4.2 : Diameétres des zones d’inhibition des 12 isolats lactiques retenus.

Diametres des zones d’inhibition (mm)

Isqlats L S. aureus | E. coli ATCC S.See}iiotg iza
lactiques | monocytogenes| xyocyson3| 8730 | abomy NeTC | MoYemne
ATCC 7644 p.
LMMDR27 | 12,25+035 | 1725+1,06 | 255212 | 24+141 | 19,75+5.79
LMMDRI6 | 1125+035 | 14£0,00 | 23141 | 27,5£0,71 | 18,94+7,06
LMMDR33 | 12,5+0,00 | 18,5071 | 2275035 | 21+0,00 | 18,69+ 4,16
LMMDRO6 | 12,25+035 | 155+0,71 | 2025+ 1,06 | 26,5+2,12 | 18,63 581
LMMDR22 | 975+035 | 205+3,54 | 25141 | 19141 | 18.56+6,13
LMMDR26 | 11,75+035 | 145071 | 245212 | 23+141 | 1844+589
LMMDRO5 | 11£0,00 | 23,5£2,12 | 185+3,54 | 19+ 141 | 18,00+5,07
LMBMR28 | 1475+035 | 1825+ 1,06| 18,5+0,71 | 19,50,71 | 17,75 + 2,00
LMBMR23 | 18+ 141 | 17,5071 | 15,75+035 | 1925+0,35 | 17,63 + 1,48
LVBBR25 | 1225+035 | 22+141 | 21141 | 15+141 | 1756+445
LMMDR23 | 11,75+ 1,06 | 21+424 | 22283 | 155+2,12 | 17,56+ 4,94
LVBBRI3 | 1125+035 | 22£0,00 | 212000 | 16£0,00 | 17,56+ 4,59

B Listeria monocytogenes ATCC 7644

Escherichia coli ATCC 8739

® Diameétre moyen (souches indicatrices)

35

15

Diamétre des zones d'inhibition (mm)

u Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Figure 4.3 : Diamétres moyens des zones d’inhibition formées par les 12 isolats lactiques
sélectionnés contre quatre souches pathogenes de référence.
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La capacité¢ des bactéries lactiques a inhiber la prolifération de micro-organismes
indésirables constitue un critére essentiel dans la sélection de probiotiques. Ces bactéries
jouent un role important dans la prévention, dans certains cas, le traitement des toxi-
infections alimentaires d’origine bactérienne. Dans la présente étude, plusieurs isolats
présentant une forte activité antibactérienne a large spectre ont été présélectionnés. Bien que
leur identification moléculaire n’ait pas encore été réalisée a ce stade, leur profil
morphologique et biochimique suggeérent une appartenance probable aux genres
Lactococcus et Enterococcus. L’activité antibactérienne des genres Lactococcus et
Enterococcus est bien documentée dans la littérature [157, 185, 186]. Akbar et al. [187] ont
démontré le potentiel antibactérien de souches de Lactococcus vis-a-vis des mémes souches
pathogenes utilisées dans notre étude. De méme, Han et al. [188] ont rapporté un effet
antagoniste d’isolats appartenant au genre Enterococcus envers ces pathogenes. L’effet
inhibiteur exercé par les bactéries lactiques est généralement attribu¢ a la production de
métabolites antimicrobiens tels que les acides organiques (notamment 1’acide lactique et
I’acide acétique), le peroxyde d’hydrogéne (H=0:) et, potentiellement, les bactériocines
[189]. Dans la littérature, les souches présentant des zones d’inhibition importantes sont
souvent décrites comme productrices de bactériocines, peptides antimicrobiens d’origine

ribosomale.

Dans notre étude, bien que la production de bactériocines n’ait pas été directement
confirmée, il est possible que ces composés aient contribu¢ a I’activité¢ observée. Ces
substances sont également a I’étude, dans un contexte médical, comme alternatives
potentielles aux antibiotiques, notamment face a 1’émergence de souches bactériennes

multirésistantes [190].

4.3 Identification protéomique des isolats lactiques sélectionnés

L’identification protéomique par spectrométriec de masse MALDI-TOF MS a permis
d’assigner les isolats sélectionnés a deux genres distincts : Lactococcus et Enterococcus. La
répartition était équivalente, avec six isolats (50 %) attribués au genre Lactococcus,
identifiés comme Lactococcus lactis ssp. lactis, et six (50 %) au genre Enterococcus,

identifiés comme Enterococcus faecium (Tableau 4.3).
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Tableau 4.3 : Identification protéomique des isolats sélectionnés.

Isolat Organisme Valeur de score
LMMDR27 Enterococcus faecium 1,85
LMMDRI16 Enterococcus faecium 2,066
LMMDR33 Lactococcus lactis ssp lactis 2,113
LMMDRO06 Lactococcus lactis 1,869
LMMDR22 Lactococcus lactis ssp lactis 2,307
LMMDR26 Lactococcus lactis ssp lactis 2,274
LMMDRO5 Lactococcus lactis ssp lactis 2,203
LMBMR28 Enterococcus faecium 2,27
LMBMR23 Enterococcus faecium 2,221
LVBBR25 Enterococcus faecium 2,159
LMMDR23 Lactococcus lactis ssp lactis 2,289
LVBBRI13 Enterococcus faecium 2,157

Les spectres protéomiques générés, représentant le profil de masse de chaque isolat (voir
Appendice F), ont été comparés a ceux contenus dans la base de données fournie par le

fabricant. La similarité a été¢ exprimée par des valeurs de score.

Toutes les valeurs obtenues étaient supérieures a 1,700, indiquant une identification fiable
au niveau du genre. La majorité des isolats (10 sur 12, soit 83,33 %) ont présenté un score
supérieur a 2, correspondant a une identification trés probable au niveau de 1’espece. Deux
isolats, Enterococcus faecium LMMDR27 et Lactococcus lactis LMMDRO6, ont obtenu des
scores légerement inférieurs (1,85 et 1,869 respectivement), ce qui suggere une identification
probable mais nécessitant confirmation. Afin d’évaluer la similarité entre les isolats
appartenant a une méme espece, un dendrogramme a été¢ généré (Figure 4.4). Les isolats
identifiés comme Enterococcus faecium y sont représentés en bleu, tandis que ceux

correspondant a Lactococcus lactis ssp lactis apparaissent en rouge.
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Figure 4.4 : Dendrogramme généré par MALDI-TOF MS pour les souches d’Enterococcus
faecium (blue) et Lactococcus lactis ssp lactis (rouge).

Le lait cru constitue un réservoir naturel riche en bactéries lactiques, dont la diversité peut
étre significative. La caractérisation exhaustive de cette biodiversité nécessite des approches
avancées, telles que la métagénomique. L’identification phénotypique des micro-organismes
reste limitée en précision, tandis que les approches moléculaires ou protéomiques demeurent

les plus performantes pour une analyse qualitative et quantitative.

La présence prédominante des espéces Lactococcus lactis ssp. lactis et Enterococcus
faecium dans le lait cru est largement rapportée dans la littérature [185, 191]. Par exemple,
Kadri et al. [192] ont montré que dans le lait camelin marocain, le phylum Firmicutes était
dominé par ces deux especes, appartenant respectivement aux familles Streptococcaceae et

Enterococcaceae.

Ces especes sont largement étudiées pour leurs applications probiotiques et/ou
technologiques. Sonei et al. [169] ont évalué le potentiel de quinze souches d’Enterococcus,
parmi lesquelles quatre ont présenté des caractéristiques technologiques intéressantes et un
bon profil probiotique. Par ailleurs, une autre étude menée sur quatorze souches de
Lactococcus 1solées a partir de lait cru et de grains de kéfir a montré que les souches issues
du lait cru possédaient un fort potentiel technologique, tandis que celles issues du kéfir
présentaient un pouvoir probiotique ¢€levé [193]. Selon la littérature, ces deux especes

pourraient ainsi étre valorisées dans des applications probiotiques et/ou technologiques.
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4.4  Aspect sécuritaire des souches lactiques sélectionnées

Avant toute valorisation a des fins probiotiques et/ou technologiques, il est indispensable
d’évaluer I’innocuité des souches lactiques sélectionnées. Certaines bactéries lactiques
peuvent en effet porter des genes de virulence ou de résistance aux antibiotiques, avec un
risque potentiel de transfert horizontal vers des bactéries pathogénes au sein du tractus

gastro-intestinal [194].

4.4.1 Sensibilité aux antibiotiques :

Le profil de sensibilit¢ des souches testées aux différentes classes d’antibiotiques variait
entre les genres Lactococcus et Enterococcus, et méme entre les souches appartenant a une
méme espece (Lactococcus lactis ssp lactis ou Enterococcus faecium) (Figure 4.5, Tableaux

4.4 et4.5).

Antibiogramme de la souche Enterococcus faecium LMBMR28 face a 15 antibiotiques

Figure 4.5 : Profils d’antibiogramme des souches de Lactococcus lactis ssp lactis
LMMDR22 et Enterococcus faecium LMBMR28. CIP 10 : Ciprofloxacine 10
pg ; CL 30 : Céfalexine 30 pg ; CZ 30 : Céfazoline 30 pg ; C 30 :
Chloramphenicol 30 pug ; E15 : Erythromycine 15 pg ; AX (10 et 25) :
Amoxycilline (10 et 25 pg) ; AMC 30 : Amoxycilline + Acide clavulanique
20+10 pg ; GEN 10 : Gentamicine 10 pg ; AK 30 : Amikacine 30 pg ; K 30 :
Kanamycine 30 ng ; CTX 30 : Céfotaxime 30 ug ; VA 30 : Vancomycine 30
ug ; RA S : Rifampicine 5 pg ; TE 10 : Tetracycline 10 pg.
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e Lactococcus lactis ssp. lactis :

Toutes les souches testées étaient sensibles a la vancomycine, gentamicine, amoxicilline 25

ng, amoxicilline/acide clavulanique, céfotaxime, érythromycine, chloramphénicol,
céfazoline, kanamycine et tétracycline. En revanche, elles étaient toutes résistantes a
I’amoxicilline 10 pg et a la rifampicine. Concernant la ciprofloxacine, cinq souches (83,33
%) étaient sensibles, tandis que la souche LMMDROS5 (16,66 %) présentait une résistance
intermédiaire. Pour la céfalexine, cinq souches (83,33 %) étaient sensibles et une souche
(LMMDRO06, 16,66 %) présentait une résistance intermédiaire. En ce qui concerne
I’amikacine, quatre souches (66,66 %) étaient sensibles, tandis que les deux souches

(LMMDRO06 et LMMDR?26, soit 33,33 %) présentaient une résistance intermédiaire.

Tableau 4.4 : Profil de sensibilité des souches de Lactococcus lactis aux antibiotiques testés.

Antibiotique | EMMPR | LMMDR [ LMMDR [ LMMDR | LMMDR | LMMDR
q 33 06 22 26 05 23
Vancomycine | 30,630,53 | 26,88+0,53 | 26,25+0,71 | 25+0,00 | 29+0,00 | 25,130,18
30 g S S S) ) ) )
Gentamycine | 31,5+0,71 | 28,13+0,53 | 26,75%0,71 | 25,13%0,18 | 28,88%0,18 | 27,25+0,35
10 ug ) ) S S S S
Amoxycilline | 6+0.00 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00
10 ug (R) (R) (R) R) R) R)
Amoxycilline | 44,75+0,35 | 37,38+0,53 | 38+0,00 | 35,25+0,35 | 43,5+0,71 | 37,38%0,18
25 ug ) ) S S S S
Amoxycilline
+Acide | 44.25+1,06 | 39,75+0,35 | 39.38+0.88 | 39+0,71 | 44,88+0,18 | 39,75+0.35
clavulanique (S) (S) (S) (S) (S) (S)
30 pg
Céfotaxime | 38,5+0.71 | 34.63£0,53 | 33,88+0,53 | 34.254035 | 37+1.41 | 29.13+7.25
30 ug S S S) S S S
Erythromycine | 40,25+0,35 | 32,88%0,53 | 3240,00 | 31,5£0,71 | 37,38%0,18 | 34,38+0,18
15 ug ) S S) ) ) S
Ciprofloxacine | 25,5£0,71 | 21,88+0,18 | 22,38+0,18 | 21,5+0,71 | 19,88%0,18 | 25,19+0,53
10 pug S S S) S )] S
Chloramphenicol | 34,5£0,71 | 28,13£0.53 | 28,75£0.35 | 27.38+1.24 | 31,25£0,35 | 28,13+0,18
30 ug S S S) ) ) S
Céfazoline | 32.25+1,06 | 26.63+0.18 | 27+0,71 | 26.,5+141 | 29.63+0.53 | 29.75+0.35
30 ug S S S) S S S
Céfalexine 30 | 21,75£0.35 | 20,130.18 | 214035 | 21,13+0,18 | 21,25+0,35 | 23.130,53
ug S ) S) ) ) S
Rifampicine | 12,75£0,35 | 10,13+0,18 | 10,38%0,18 | 10,38+0,18 | 11,5£0,00 | 11,63+0,18
Sug (R) (R) (R) (R) (R) R)
Amikacine | 25,75£0.35 | 19,5£0.,71 | 2140,00 | 19.25£035 | 23,5+0,71 | 22.75+0.35
30 g S ) S D ) )
Kanamycine | 28+1,41 | 21,38+0,53 | 21,5£0,71 | 210,00 | 26£1,77 | 23,5+0,35
30 ug S S S) S S S
Tetracycline | 31,550,71 | 26,25+0,35 | 27,13%0,88 | 27,75+0,35 | 31,13%0,18 | 25,63+0,53
10 ug S S S) ) ) )

R : Résistante ; I : Intermédiaire ; S : Sensible. Normes des diamétres des zones d’inhibition
pour Lactococcus lactis ssp lactis (selon Jawan et al [158]) : Tous les antibiotiques testés, S
>21,1=16-20,R < 15.



82

Selon les seuils de sensibilité publiés par Jawan et al [166], ces résultats suggerent que les
souches de Lactococcus lactis ssp. lactis étudiées peuvent étre considérées comme stires. La
résistance observée a I’amoxicilline a faible concentration (10 pug) est contournée par la
sensibilité des souches a une concentration plus €levée d’amoxicilline (25 pg), ainsi qu’a
I’association amoxicilline/acide clavulanique testée a 30 pg. La résistance a la rifampicine
chez Lactococcus lactis a été rapportée par Jawan et al [166], dans une étude portant sur le
potentiel probiotique de la souche Lactococcus lactis Ghl et ses substances inhibitrices de
type bactériocine destinées a un usage agroalimentaire. Cette observation a été¢ confirmée
par Plumed-Ferrer et al [195], qui ont évalué la sensibilité aux antimicrobiens de souches de
Lactococcus lactis ssp. lactis et Lactococcus garvieae isolées d’infections intra-mammaires

bovines. Ils ont observé une résistance a la rifampicine chez 44 des 46 souches testées.
e Enterococcus faecium :

Les souches d’Enterococcus faecium étaient toutes sensibles (100 %) a la vancomycine,
gentamicine, amoxicilline 25pg, amoxicilline/acide clavulanique, céfotaxime,
chloramphénicol et tétracycline, ce qui constitue un profil favorable pour leur valorisation

probiotique et/ou technologique [196].

En revanche, des résistances intermédiaires ont ¢été observées pour plusieurs autres
antibiotiques. Concernant I’érythromycine, cinq souches sur six (83,33 %) présentaient une
résistance intermédiaire, tandis qu’une seule (LVBBR13 ; 16,67 %) était sensible. Pour la
ciprofloxacine, trois souches (509%) étaient sensibles (LMMDR27, LMMDRI6,
LVBBRI13), et trois autres (50 %) résistantes intermédiaires (LMBMR28, LMBMR23,
LVBBR25). En ce qui concerne la céfazoline, trois souches (50 %) étaient sensibles
(LMBMR28, LMBMR23, LVBBR25), deux (33,33%) résistantes (LMMDR27,
LMMDRI16), et une (LVBBR13) résistante intermédiaire. Pour la céfalexine, trois souches
(50 %) étaient résistantes, et trois autres résistantes intermédiaires. Enfin, pour I’amikacine,
une seule souche (16,67 %) était résistante (LMBMR23), les cinq autres (83,33 %)

présentant une résistance intermédiaire (voir Tableau 4.5).

Ces résultats sont en accord avec les données rapportées dans la littérature. Xiao et al. [197]
ont observé une résistance a la rifampicine chez la souche Enterococcus faecium B13, tandis
que Pereira et al. [198] ont noté une sensibilité a cet antibiotique chez des isolats de
Lactococcus et Enterococcus provenant d’environnements aquatiques. Kim et al. [199] ont

rapporté des taux élevés de résistance a I’érythromycine (55,4 %) et a la ciprofloxacine
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(43,8 %) dans des souches d’Enterococcus faecium isolées de viande de poulet vendue en
Corée. De plus, Valledor et al. [200] ont observé une résistance a 1’érythromycine chez deux

souches d’Enterococcus sélectionnées pour des applications probiotiques.

Tableau 4.5 : Profil de sensibilité¢ des souches d’Enterococcus faecium aux antibiotiques

testés.
Antibiotique | LMMDR [ LMMDR [ LMBMR | LMBMR | LVBBR | LVBBR
qu 27 16 28 23 25 13
Vancomycine | 24+0,00 | 25,13+0,18 | 240,00 | 22,38+0,53 | 24,25+0,35 | 26+0,00
30pg S S ) S) S) S
Gentamycine | 20,25+0,00 | 21,50,00 | 19,13+0,18 | 19+0,00 | 20,88+0,18 | 23,5+0,71
10 ug &) &) ) S S S
Amoxycilline | 60,00 6+0,00 6+0,00 6+0,00 6+0,00 6+0,00
10 pg (R) (R) (R) R) R) R)
Amoxycilline | 3240,00 | 33,25+0,35 | 32,38+0,18 | 30,63%0,88 | 35,38+0,18 | 36,63+0,53
25 ug ) &) S &) &) S
Amoxycilline
+Acide | 34,75£0,35 | 36,38+0,18 | 34.5+0,71 | 32,25£0,35 | 33.88+0,53 | 39,25+0,35
clavulanique S) S) S) (S) (S) (S)
30 pg
Céfotaxime | 22,75+0,35 | 22,75+0,5 | 22,25+0,35 | 22,25+0,35 | 21,88+0,18 | 24,88+0,88
30pug S S S) ) ) )
Erythromycine | 20+0,00 | 204035 | 16,75£0.35 | 16+0,00 | 18,63%0,18 | 25.13+0,18
15 ug ) M ) M M (S)
Ciprofloxacine | 21,75+0,35 | 21,75+0,35 | 20,25+0,35 | 19,63+0,53 | 20,63+0,53 | 23,13+0,53
10 ug S) S) @ D )] S
Chloramphenicol | 27,75+0,35 | 27,75+0,35 | 25,88+0,53 | 24,38+0,18 | 27,88+0,18 | 27,88+0,18
30 ug ) ) S) S S S
Céfazoline | 9,75£035 | 9+0.00 | 21,38+0,18 | 21,25+0.35 | 21,75£0,35 | 18,25+0,00
30 ug (R) (R) S) S S Q)
Céfalexine 30 | 110,00 | 11,25+0,35 | 18,13%0,18 | 18,25+0,35 | 19,75+0,35 | 13,88+0,18
ng R) R) ) M M (R)
Rifampicine | 12,75£0,35 | 1240,00 | 12,5£0,71 | 12+0,71 | 15,5£0,71 | 11,88+0,88
Sug (R) (R) (R) (R) (R) (R)
Amikacine | 15,13+0,18 | 15,25+0,35 | 15,13%0,18 | 14,5+0,71 | 16£0,00 | 15,75+0,35
30 ) ) ) (R) M M
Kar;%mggme 13,75+0,35 | 12,5+0,00 | 11,75+1,06 | 12,75£0,35 | 12+035 | 12,13+0,53
(R) (R) (R) (R) (R) (R)
Tetracycline | 26,63%0,35 | 26,88+0,18 | 25,25+0,35 | 22,88+0.18 | 25,75+0,35 | 25,630,18
10 ug S S S S) S) S

R : Résistante ; I : Intermédiaire ; S : Sensible. Normes des diamétres des zones d’inhibition
pour Enterococcus spp (selon les tableaux publiés par le Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) [165]) : Vancomycine, S > 17, I = 15-16, R < 14; Gentamicine, S > 10, [ =
7-9, R = 6; Erythromycine, S > 23, [ = 14-22, R < 13; Ciprofloxacine, S > 21, [ = 16-20, R
< 15; Chloramphénicol, S > 18, I = 13-17, R < 12; Rifampicine, S > 20, I = 17-19, R < 16;
Tétracycline, S > 19, I = 15-18, R < 14. Les autres antibiotiques : S > 21, [ =16-20, R < 15.
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4.4.2 Activité hémolytique, DNase et Gélatinase

Aucune des souches testées de Lactococcus lactis ssp lactis et Enterococcus faecium n’a
présenté d’activité hémolytique de type  ou o : toutes étaient de type y (absence d’hémolyse)
(Figures 4.6). De plus, aucune activité DNase ou gélatinase n’a été détectée (Figures 4.7, 4.8

et Tableau 4.6).

.
-
7

. -
2% -

s
A

Lactococcus lactis Enterococcus faecium Staphylococcus aureus

LMMDR22 LVBBR25 ATCC 25923
(y hémolytique) (y hémolytique) (B hémolytique)

Figure 4.6 : Activité hémolytique des souches Lactococcus lactis ssp. lactis LMMDR22,
Enterococcus faecium LVBBR25 et du témoin positif Staphylococcus aureus
sur gélose au sang.

Le test d’hémolyse permet d’évaluer la capacité d’une souche bactérienne a dégrader les

hématies sur gélose au sang. Cette propriété, lorsqu’elle est présente, est généralement

associée a un facteur de virulence. Dans notre étude, toutes les souches testées (Lactococcus
lactis et Enterococcus faecium) ont montré une hémolyse de type vy, c¢’est-a-dire aucune
activité hémolytique, contrairement au témoin positif Staphylococcus aureus, qui présente

une hémolyse B caractérisée par une zone claire de lyse autour de la colonie.

L’absence d’activité hémolytique chez les souches lactiques testées constitue un indicateur

important de leur innocuité pour un usage probiotique ou technologique.
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Lactococcus lactis ssp lactis Lactococcus lactis ssp lactis Enterococcus faecium
LMMDR (05, 06, 22 et 23) LMMDR (26 et 33) LMBMR28
Enterococcus faecium
LVBBR25

Figure 4.7 : Test de la gélatinase pour certaines souches de Lactococcus lactis ssp lactis et
Enterococcus faecium.

La gélatinase est une enzyme extracellulaire produite par certaines bactéries pathogénes,

capable de dégrader la gélatine, un dérivé du collageéne. Sa production est considérée comme

un facteur de virulence [198]. Dans notre étude, aucune des souches testées de Lactococcus

lactis ssp lactis et Enterococcus faecium n’a présenté d’activité gélatinase sur le milieu

spécifique, indiquant un profil non virulent a ce niveau.

Lactococcus lactis ssp lactis Enterococcus faecium Staphylococcus aureus

LMMDR (26 et 33) LVBBR13 ATCC 25923
Enterococcus faecium
LVBBR25

Figure 4.8 : Test de DNase pour certaines souches de Lactococcus lactis ssp lactis et
Enterococcus faecium.
La DNase est une enzyme qui hydrolyse I’ADN extracellulaire. Sa production par des
bactéries peut contribuer a la dégradation des barrieres immunitaires de 1’hdte et favoriser la
dissémination dans les tissus [201]. Aucune activité DNase n’a été détectée chez les souches

testées, ce qui constitue un critére favorable en matiere de sécurité.



86

Tableau 4.6 : Profil enzymatique (hémolyse, DNase, gélatinase) des souches sélectionnées
de Lactococcus lactis ssp. lactis et Enterococcus faecium.

Souche lactique Type d’hémolyse DNase G¢élatinase
Lactococcus lactis ssp lactis
LMMDR33 Y - -
LMMDRO06 Y - -
LMMDR22 Y - -
LMMDR26 Y - -
LMMDRO5 Y - -
LMMDR23 Y - -
Enterococcus faecium
LMMDR27 Y - -
LMMDRI16 Y - -
LMBMR28 Y - -
LMBMR23 Y - -
LVBBR25 Y - -
LVBBRI13 Y - -

Les résultats négatifs obtenus aux tests d’hémolyse, DNase et gélatinase appuient la sélection
rigoureuse des souches étudiées. Ce profil phénotypique sécuritaire est cohérent avec les
criteres d’évaluation fixés par les agences réglementaires telles que I’EFSA (I’ Autorité
européenne de sécurité des aliments) [202], qui stipulent qu’une souche probiotique ne doit

pas présenter d’activité associée a la virulence.

Ces observations contribuent ainsi a confirmer la possibilité d’une utilisation siire de ces
souches, tant pour des applications alimentaires que cliniques, notamment dans des produits

fermentés destinés a des populations sensibles.

4.4.3 Production d’amines biogénes a partir de ’histidine, la tyrosine et la lysine

La capacité des bactéries a produire des amines biogenes repose sur ’expression de
décarboxylases spécifiques, qui transforment certains acides aminés en composés
potentiellement toxiques, tels que la tyramine, 1’histamine ou la cadavérine. Ces métabolites
peuvent représenter un risque pour la santé¢ du consommateur lorsqu’ils s’accumulent dans

les aliments ou sont produits in situ dans 1’intestin.
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Aucune des souches de Lactococcus lactis ssp lactis n’a été capable de décarboxyler

I’histidine, la tyrosine ou la lysine pour former respectivement 1’histamine, la tyramine ou

la cadavérine. En revanche, toutes les souches appartenant a 1’espeéce Enterococcus faecium

ont présenté une activité positive pour la tyrosine décarboxylase (TDC). Cing souches (83,33

%) étaient négatives pour la lysine décarboxylase (LDC), a I’exception de la souche
LVBBR2S5, capable de dégrader la lysine. Concernant 1’histidine décarboxylase (HDC), 50
% des souches (LMBMR28, LMBMR23, LVBBR25) ont montré une activité positive, tandis
que les 50 % restantes (LMMDR27, LMMDR16, LVBBR13) étaient négatives (voir Tableau

4.7 et Figure 4.9).

Tableau 4.7 : Profil des souches lactiques pour la décarboxylation de la tyrosine, de la lysine

et de I’histidine.

Souche lactique

TDC

LDC

HDC

Lactococcus lactis ssp lactis

LMMDR33

LMMDRO6

LMMDR22

LMMDR26

LMMDRO5

LMMDR23

Enterococcus faecium

LMMDR27

LMMDRI16

LMBMR28

LMBMR23
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Lactococcus lactis ssp lactis  Lactococcus lactis ssp lactis Enterococcus faecium
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R pee:
Lactococcus lactis ssp lactis  Lactococcus lactis ssp lactis Enterococcus faecium
LMMDR (05, 06, 22 et 23) LMMDR (26 et 33) LVBBRI13
Enterococcus faecium
LVBBR25

Essai de mise en évidence de la Tyrosine décarboxylase (TDC)

Figure 4.9 : Test de Décarboxylase (HDC, TDC et LDC) pour certaines souches de
Lactococcus lactis ssp lactis et Enterococcus faecium. TDC : Tyrosine
décarboxylase ; LDC : Lysine décarboxylase ; HDC : Histidine décarboxylase
; + : Positif
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Lactococcus lactis ssp lactis  Lactococcus lactis ssp lactis Enterococcus faecium
LMMDR (05, 06, 22 et 23) LMMDR (26 et 33) LVBBR13
Enterococcus faecium
LVBBR25

Essai de mise en évidence de la Lysine décarboxylase (LDC)

7

Lactococcus lactis ssp lactis  Lactococcus lactis ssp lactis Enterococcus faecium
LMMDR (05, 06, 22 et 23) LMMDR (26 et 33) LMBMR23
Enterococcus faecium
LVBBR25

Essai de mise en évidence de I’histidine décarboxylase (HDC)

Figure 4.9 (Suite) : Test de Décarboxylase (HDC, TDC et LDC) pour certaines souches de
Lactococcus lactis ssp lactis et Enterococcus faecium. TDC : Tyrosine
décarboxylase ; LDC : Lysine décarboxylase ; HDC : Histidine
décarboxylase ; + : Positif

L’absence d’activité décarboxylase chez toutes les souches de Lactococcus lactis ssp. lactis

confirme leur excellent profil sécuritaire. Cette observation est en accord avec les données

de la littérature, selon lesquelles les Lactococcus ne produisent généralement pas d’amines
biogenes et peuvent méme contribuer a limiter leur accumulation dans les aliments
fermentés. Tabanelli et al. [203] ont ainsi montré que certaines souches de Lactococcus

peuvent inhiber la formation de tyramine et d’histamine dans des modéles alimentaires.
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A TP’inverse, la capacité de certaines souches d’Enterococcus faecium & produire de la
tyramine et, dans une moindre mesure, de I’histamine et de la cadavérine, est bien
documentée [130, 170, 196, 204]. Ces résultats justifient la prudence dans la sélection de

souches a usage probiotique au sein de ce genre.

En comparant les profils obtenus, la souche LVBBR25 est considérée comme non
sécuritaire, car elle exprime les trois décarboxylases (TDC, LDC, HDC) et présente plusieurs
résistances aux antibiotiques. A inverse, les souches LMMDR27, LMMDR16 et LVBBR13
répondent aux critéres d’innocuité recherchés. La souche LVBBRI13 se distingue
particuliecrement par 1’absence d’activité décarboxylase et une meilleure sensibilité
antibiotique, ce qui en fait une candidate potentielle pour une valorisation probiotique ou

technologique.

4.5 Aspect fonctionnel des souches lactiques sélectionnées

4.5.1 Tolérance aux conditions gastro-intestinales

Pour étre qualifiées de probiotiques, les bactéries lactiques doivent survivre au passage dans
le tractus gastro-intestinal, caractérisé par des conditions extrémes telles qu’un pH trés acide
dans I’estomac et une forte concentration en sels biliaires dans I’intestin gréle. Ainsi, les
souches lactiques sélectionnées ont été soumises a un criblage secondaire afin d’évaluer leur

tolérance a ces conditions.

4.5.1.1 Tolérance aux pH acides

4.5.1.1.1 Taux de survie a pH 3

Toutes les souches de Lactococcus lactis ssp lactis ont survécu trois heures a pH 3, avec des
taux de survie variables, selon la souche et la durée d’exposition (Figure 4.10). Aprés une
heure, une légere augmentation a été observée pour les souches LMMDR33 (106,08 % +
0,49) et LMMDRO6 (101,14 % =+ 0,26), tandis que les souches LMMDR23 et LMMDR?22
ont affiché des valeurs proches de 100 %. Une légere diminution a été notée pour LMMDR26
(94,02 % =+ 4,99) et LMMDROS5 (90,38 % =+ 0,36). Apres deux et trois heures, une baisse
modérée a été enregistrée chez toutes les souches, avec des taux allant de 92,15 % + 0,06 et

57,84 % + 2,15 a trois heures.
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Figure 4.10 : Taux de survie (%) des souches de Lactococcus lactis ssp lactis a un pH 3
apres 1 a 3 h d’incubation

Pour les souches d’Enterococcus faecium, toutes ont également survécu trois heures a pH 3,
avec des taux variant selon la souche et la durée (Figure 4.11). Aprés une heure, une légere
augmentation a ¢été¢ observée pour les souches LMBMR23 (107,98 % + 0,04), LVBBR25
(106,28 % =+ 0,14) et LVBBR13 (103,30 % =+ 0,24), tandis que LMMDR16 et LMBMR23
sont restées stables. Seule LMMDR27 a montré une 1égére diminution. Aprés deux heures,
la plupart des souches ont montré une 1égére diminution, sauf LVBBR25 et LVBBR13 qui
ont maintenu des taux supérieurs a 100 %, tandis que LMMDR27 et LMMDRI16 ont présenté
une légere augmentation. Apres trois heures, une baisse modérée a été observée, avec des

taux compris entre 102,05 % = 0,1 et 93,75 % + 0,12.

pH=3
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5 10000% LMBMR23
7]
g 9500% —#=LVBBR25
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= 90,00%
H

85,00%

0h 1h 2 h 3 h
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Figure 4.11 : Taux de survie (%) des souches d'Enterococcus faecium a un pH 3
apres 1 a 3 h d’incubation.
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4.5.1.1.2 Taux de survie a pH 2

Les résultats pour Lactococcus lactis ssp lactis a pH 2 sont illustrés en Figure 4.12. Toutes
les souches ont survécu apres une heure, avec des taux allant de 83,40 % + 0,97 (LMMDRO06)
a 22,72 % + 1,5 (LMMDROS5). Apres deux heures, la plupart ont montré une tolérance
réduite, avec des taux compris entre 34,39 % = 7,17 (LMMDR26) et 6,39 % + 9,04
(LMMDR23). La souche LMMDR22 n’a pas survécu, tandis que LMMDROS5 a montré une
prolifération faible. Aprés trois heures, seule LMMDRO06 a survécu, avec un taux de 22,62

% £ 2,34.
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1
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Figure 4.12 : Taux de survie (%) des souches de Lactococcus lactis ssp lactis a un pH 2
apres 1 a 3 h d’incubation

Pour les souches d’Enterococcus faecium, la majorité a toléré pH 2, avec des taux variables
selon la souche et la durée (Figure 4.13). Apres une heure, toutes ont présenté une baisse,
avec des valeurs allant de 74,4 % + 0,88 (LMMDR27) a 31,03 % + 5,52 (LVBBR25). Apres
deux heures, la tendance a la baisse s’est poursuivie, a I’exception de LMMDR16 (stable) et
LVBBR25 (non viable). Apres trois heures, les taux ont continu¢ de diminuer, sauf pour
LMBMR28 et LMBMR23, qui ont présenté une légere prolifération. Les taux variaient entre
63,27 % + 0,34 (LMMDR16) et 38,10 % = 0,77 (LMBMR28).
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Figure 4.13 : Taux de survie (%) des souches d'Enterococcus faecium a un pH 2
aprés 1 a 3 h d’incubation

4.5.1.1.3 Taux de survie apH 1.5

Aucune souche de Lactococcus lactis ssp lactis n’a survécu a pH 1,5 pendant une heure. En
revanche, certaines souches d’Enterococcus faecium ont présenté une tolérance variable
(Figure 4.14). Apreés une heure, les souches LVBBR13, LMMDRI16, LMBMR28 et
LMBMR23 ont survécu avec des taux respectifs de 48,19 % + 0,23, 35,44 % + 2,58, 25,14
% £ 0,75 et 16,65 % + 2,89. Les souches LMMDR27 et LVBBR25 n’ont pas survécu. Apres
deux heures, seule LVBBR13 a maintenu une survie (36,68 % =+ 2,62). Apres trois heures,

ne présentait de viabilité.
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Figure 4.14 : Taux de survie (%) des souches d'Enterococcus faecium a un pH 1,5
apres 1 a 3 h d’incubation



94

4.5.1.2 Résistance aux sels biliaires

4.5.1.2.1 Taux de survie a 0,3 % de sels biliaires

Les résultats relatifs a la survie des souches de Lactococcus lactis ssp lactis & une
concentration de 0,3 % en sels biliaires sont présentés en Figure 4.15. Toutes les souches ont
montré une bonne tolérance a cette concentration. Aprés 24 heures d’incubation, une
diminution des taux de survie a été observée pour la majorité des souches, a I’exception de
LMMDR33 qui a présenté une légere augmentation. Les taux variaient entre 25,24 % =+ 0,99

(LMMDRO6) et 101,51 % + 0,4 (LMMDR33).

0,3 % Sels biliaires

—+ —o—LMMDR33
100,00% ¢
Q LMMDRO06
=
< 80.00% LMMDR22
=
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= %
> 40,00% LMMDR23
=
< 0,
S 20,00%
0,00%
0h 24 h
Temps (h)

Figure 4.15 : Taux de survie (%) des souches de Lactococcus lactis ssp lactis a une

concentration de 0,3 % en sels biliaires apres 24 h d’incubation
Comme illustré en Figure 4.16, toutes les souches d’Enterococcus faecium ont également
démontré une trés bonne tolérance a 0,3 % de sels biliaires. Aprés 24 heures, une
prolifération a été observée pour les souches LVBBR25, LMMDR27 et LMMDRI16, avec
des taux respectifs de 106,06 % =+ 0,34, 103,88 % + 2,59 et 101,48 % = 2,83. Les souches
LMBMR28 et LMBMR23 ont maintenu des taux proches de la charge initiale, tandis que
LVBBRI13 a montré une 1égére diminution (98,41 % + 1,11).
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Figure 4.16 : Taux de survie (%) des souches d'Enterococcus faecium a une concentration
de 0,3 % en sels biliaires apres 24 h d’incubation

4.5.1.2.2 Taux de Survie a 0.5 % de sels biliaires

La survie des souches de Lactococcus lactis ssp lactis a 0,5 % de sels biliaires est illustrée
en Figure 4.17. Aprés 24 heures d’incubation, une tolérance a été constatée chez les souches
LMMDRO5 (97,84 % + 0,53), LMMDR26 (72,76 % + 7,90), LMMDR23 (72,22 % + 2,16)
et LMMDR33 (30,35 % £ 0,75). En revanche, les souches LMMDRO06 et LMMDR22 se

sont révélées totalement sensibles a cette concentration.
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Figure 4.17 : Taux de survie (%) des souches de Lactococcus lactis ssp lactis a une
concentration de 0,5 % en sels biliaires apres 24 h d’incubation
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Toutes les souches d’Enterococcus faecium ont survécu a 0,5 % de sels biliaires (Figure
4.18). Apres 24 heures, une augmentation du taux de survie a été observée pour les souches
LVBBR13, LMMDRI16 et LMMDR?27, avec des valeurs respectives de 110,04 % + 0,45,
108,95 % + 1,08 et 107,96 % + 0,22. A I’inverse, une diminution a été enregistrée pour

LVBBR25 (93,52 % + 0,03), LMBMR28 (70,24 % + 0,42) et LMBMR23 (30,76 % + 0,57).
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Figure 4.18 : Taux de survie (%) des souches de d'Enterococcus faecium a une concentration
de 0,5 % en sels biliaires aprés 24 h d’incubation

4.5.1.2.3 Taux de survie a 1 % de sels biliaires

La capacité de survie des souches de Lactococcus lactis ssp lactis a 1 % de sels biliaires est
présentée en Figure 4.19. Apres 24 heures d’incubation, une tolérance a été observée pour
les souches LMMDR26 (95,30 % + 0,38), LMMDROS5 (69,38 % + 0,39), LMMDR23 (47,12
% + 28,10) et LMMDR33 (37,9 % + 0,52). Aucune survie n’a été enregistrée pour
LMMDRO6 et LMMDR22.
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Figure 4.19 : Taux de survie (%) des souches de Lactococcus lactis ssp lactis a une
concentration de 1 % en sels biliaires apres 24 h d’incubation.

Toutes les souches d’Enterococcus faecium ont démontré une excellente tolérance a 1 % de

sels biliaires (Figure 4.20). Aprés 24 heures, elles ont toutes survécu, bien que les taux aient

varié selon la souche. Le taux le plus élevé a été enregistré pour LVBBR13 (95,01 % £ 2,08)

et le plus faible pour LVBBR25 (40,47 % + 0,28). Il convient de noter que 83,33 % des

souches ont présenté un taux de survie supérieur a 78,5 %.
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Figure 4.20 : Taux de survie (%) des souches d'Enterococcus faecium a une concentration
de 1 % en sels biliaires.
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Le passage des aliments dans le tube digestif est assuré par le phénoméne de péristaltisme.
Dés I’ingestion, la digestion débute dans la cavité buccale, puis se poursuit dans 1’cesophage
(péristaltisme de propulsion) et I’estomac (péristaltisme antral de mélange et de vidange),
ou les macronutriments commencent a étre dégradés. Le chyme atteint ensuite le duodénum,
premicere portion de I’intestin gréle, ou la digestion se poursuit et ou débute 1’absorption des
micronutriments. Chaque segment du tube digestif présente des conditions physico-
chimiques spécifiques. L’estomac constitue une premiere barriére physiologique,
principalement en raison de son acidité €¢levée. Selon Dilmi-Bouras et Sadoun [205], le pH
gastrique varie entre 1,6 et 3,6, selon 1’état de jetine ou la présence d’aliments [206]. Suba
et al. [207] estiment que le temps de transit gastrique est compris entre 2 et 3 heures. Quant
aux lipides, leur digestion s’acheéve dans I’intestin gréle sous 1’action des sels biliaires, qui
exercent également un effet antimicrobien, constituant ainsi une seconde barricre

physiologique.

Les micro-organismes sont omniprésents dans I’alimentation quotidienne, mais la majorité
d’entre eux est éliminée par ces barri¢res physiologiques. Pour qu'une bactérie lactique soit
considérée comme probiotique, elle doit étre capable de survivre au transit gastro-intestinal,
notamment aux conditions hostiles de 1’estomac et de I’intestin gréle [208]. Selon la
littérature, un probiotique efficace doit tolérer un pH inférieur ou égal a 3 et résister a une

concentration minimale de 0,3 % en sels biliaires.

Dans notre étude, toutes les souches lactiques, indépendamment de leur espece, ont démontré

cette capacité, confirmant leur potentiel probiotique.

Concernant Lactococcus lactis ssp. lactis, nos résultats sont concordants avec ceux de Zhang
et al. [209], qui ont montré que la souche L. lactis ZFMS559 survit a pH 3 pendant 4 heures
avec un taux de 64,54 % =+ 3,10, mais ne résiste pas a pH 2. De méme, Amenu et Bacha [210]
ont rapporté que, parmi 125 souches testées, 11 (soit 8,8 %) affichaient un taux de survie
supérieur a 60 % apres 3 heures a pH 3, tout en tolérant 0,3 % de sels biliaires pendant 24
heures, avec une résistance également observée a pH 2,5 et 2. De maniére comparable, dans
notre étude, la souche LMMDRO06 (16,66 %) a survécu 3 heures a pH 2. Sylvere et al. [211]
ont montré que la souche L. lactis ssp. lactis Lac3, isolée de lait fermenté, toleére un pH de
2,5 aprés 2 heures, mais ne survit pas a 0,3 %, 0,5 % ou 1 % de sels biliaires apres 24 heures.
Toutefois, apres 96 heures, une reprise de croissance a été observée, suggérant un phénomene

d’adaptation. Shivani et Sathiavelu [212] ont rapporté que la souche L. lactis MKLS8 résiste



99

apH 3 et pH 2 avec des taux de survie respectifs de 75 % et 72,05 % apres 4 heures, et tolére
0,4 %, 0,6 % et 1 % de sels biliaires, avec des taux de survie respectifs de 83,02 %, 81,4 %
et 79,04 %.

Pour les souches d’Enterococcus faecium, des résultats similaires ont été observés. Bs et al.
[206] ont montré que la souche E. faecium BSS5 survit 3 heures a pH 3 et pH 2 avec des taux
respectifs de 76 % et 25 %, mais ne survit pas a pH 1. Moussaid et al. [213] ont rapporté que
des souches d’E. faecium isolées du lait de chamelle marocain présentaient des taux de survie
allant de 31,85 % a 96,52 % aprés 3 heures a pH 2,5. Rajput et al. [214] ont montré que les
souches E. faecium GMB24 et E. hirae SMBI16 toléraient pH 2 avec des taux de 79,73 % et
74,58 %, ainsi que des concentrations de 0,5 % et 1 % de sels biliaires avec des taux de

survie supérieurs a 79 %.

Conformément a ces observations, toutes nos souches ont démontré un caractere probiotique
sur la base de leur résistance a pH 3 et a 0,3 % de sels biliaires. Pour affiner la sélection,
nous avons considéré la survie a pH 1,5 pendant une heure comme critére discriminant. Les
souches d’E. faecium LMMDR16, LMBMR28, LMBMR23 et LVBBR13 ont été retenues a
ce stade. Ensuite, la capacité a survivre pendant trois heures a pH 2 a conduit a 1’ajout de
LMMDR27 (E. faecium) et LMMDROG6 (L. lactis). Enfin, la sensibilit¢ de LMMDRO06 a 1
% de sels biliaires aprés 24 heures a conduit a son exclusion. En définitive, les souches
retenues pour la suite des analyses sont : Enterococcus faecium LMMDR27, LMMDRI16,
LMBMR28, LMBMR23 et LVBBR13.

4.5.2 Propriétés de la paroi cellulaire

Pour que les bactéries lactiques exercent leur role au niveau intestinal, elles doivent atteindre
une concentration cellulaire suffisante. Deux propriétés, I’agrégation cellulaire et
I’hydrophobicité, sont essentielles pour maintenir une concentration adéquate de bactéries
viables, leur permettant de résister aux conditions hostiles du tractus digestif. L’adhésion
aux cellules intestinales est étroitement liée a la structure et a la composition de la paroi
cellulaire, qui implique des mécanismes spécifiques (récepteurs, protéines de surface) et non
spécifiques, comme 1’hydrophobicité [215]. Ces parametres sont systématiquement évalués
dans les tests de criblage des bactéries a potentiel probiotique, en vue d’applications

humaines ou animales.
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4.5.2.1 Capacité d’auto-agrégation

Les résultats relatifs a 1’auto-agrégation des souches lactiques retenues sont présentés en
Figure 4.21. Apres 3 heures d’incubation, les taux d’agrégation variaient entre 8,94 % =+ 4,35
(souche E. faecium LMMDR27) a 21,42 % + 0,46 (souche LMBMR23). Apres 24 heures,
toutes les souches d’ Enterococcus faecium ont affiché des taux supérieurs a 65 %, atteignant
un maximum de 79,30 % + 1,21 pour LMBMR28, et un minimum de 66,92 % + 1,28 pour
LMMDR27.
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Figure 4.21 : Taux d’auto-agrégation des souches d’Enterococcus faecium aprés 3 h et 24 h

Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par Sonei et al. [169] [159], qui ont observé
des taux d’auto-agrégation variant entre 1,62 % et 28,44 % apres 3 heures d’incubation pour
la majorité des souches d’E. faecium et E. faecalis isolées de fromage, a I’exception de la
souche E. faecium M9, qui a présenté un taux plus élevé de 37,37 %. Apres 24 heures, leurs
taux d’agrégation étaient légerement inférieurs aux notres (entre 14,28 % et 75,3 %), bien
que plusieurs souches aient affiché des valeurs similaires comprises entre 66 % et 77 %. Des
résultats semblables ont été rapportés par Han et al [188] et Oztiirk et al [216] pour des
souches du genre Enterococcus, avec des taux d’agrégation compris entre 13,44 % et 25,74
% apres 3 heures, et entre 9,62 % et 14,69 % apres 4 heures d’incubation a 37 °C. Toutefois,
aprés 24 heures, les taux rapportés par Oztiirk et al [216] étaient plus faibles( 34,33 % et
49,17 %). Collado et Meriluoto [215] ont également décrit des profils similaires chez
Bifidobacterium et Lactobacillus, avec des taux allant de 7,4 % a 22,7 % apres deux heures,

etde 31,2 % a 76,4 % apres 24 heures.
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Un taux élevé d’auto-agrégation est considéré comme un indicateur fort de la capacité
d’adhésion aux cellules intestinales (entérocytes et colonocytes), favorisant ainsi la
colonisation du microbiote bénéfique tout en limitant les sites disponibles pour les agents

pathogénes [169].

4.5.2.2 Hydrophobicité

Les résultats concernant I’hydrophobicité des souches d’Enterococcus faecium, mesurée par
leur adhésion au xyléne, sont présentés en Figure 4.22. Les taux obtenus different
sensiblement de ceux de 1’auto-agrégation, bien qu’ils restent globalement corrélés. Les
valeurs les plus élevées ont été observées pour les souches LVBBR13 (55,36 % + 3,47) et
LMMDRI16 (47,70 % + 0,84). A ’opposé, la souche LMMDR27 a présenté un taux
relativement faible (16,41 % + 0,95), tandis que les plus faibles valeurs ont été enregistrées

pour LMBMR28 (5,06 % + 3,32) et LMBMR23 (2,62 % =+ 1,75).
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Figure 4.22 : Taux d’hydrophobicité des souches d’Enterococcus faecium mesuré par
adhésion au xylene

Ces résultats concordent avec ceux de Sonei et al [169], qui ont observé des taux
d’hydrophobicité chez les souches d’Enterococcus variant entre 3,46 % et 55,73 %. Oh et al
[156] ont examiné des souches de bactéries lactiques isolées de soja fermenté (Pediococcus
acidilactici, Streptococcus thermophilus, E. faecium et Weissella cibaria), avec des taux
d’adhésion au xyléne allant de 2 % a 11,8 %, et une valeur de 7,4 % pour E. faecium SC 54.
Bautista-Gallego et al [62] ont rapporté, chez Lactobacillus, des valeurs comprises entre 0

% et 40 %, la majorité des souches se situant entre 0 % et 5 %. Inversement, d’autres études



102

ont révélé des taux d’hydrophobicité beaucoup plus élevés chez certaines souches
d’Enterococcus, notamment Abdel Tawab et al [217] (86,40 % a 90,49 %), Han et al [188]
(93,99 % a 94,99 %) et Oztiirk et al [216] (47,44 % a 96,31 %), a I’exception de la souche
HC161.1, qui présentait un taux plus faible (8,63 %).

Selon Moussaid et al [213], la capacité¢ d’adhésion aux hydrocarbures est un critére
supplémentaire pour évaluer le potentiel probiotique, car elle refléte en partie I’aptitude des
bactéries a s’attacher aux cellules épithéliales. Toutefois, Sonei et al [169] rappellent que le
taux d’hydrophobicité ne peut étre utilisé comme indicateur unique d’adhésion. D’autres
facteurs entrent en jeu, tels que la présence de pili, la transaldolase, ou encore le pH local du
milieu, qui influencent significativement 1’interaction avec les cellules intestinales de type

Caco-2.

4.6 Confirmation génotypique de 1’appartenance des souches retenues

Les souches présentant un profil probiotique prometteur, et initialement identifiées par
spectrométrie de masse (MALDI-TOF), ont été soumises a une confirmation génotypique

basée sur I’analyse du gene de I’ARN ribosomal 16S.

L’amplification du geéne 16S a permis d’obtenir des produits spécifiques, visualisés par
¢lectrophorése sur gel d’agarose (Figure 4.23). Les fragments purifiés ont ensuite été
séquencés (Appendice G), puis comparés aux séquences de référence disponibles dans la
base BLAST (NCBI). L’identification des espéces a été confirmée pour chaque souche, avec
des taux de similarité supérieurs a 97 %. Les séquences ont ét¢ déposées dans la base de

données GenBank, et des numéros d’accession leur ont été attribués (Tableau 4.8).

Afin d’évaluer la proximité génétique entre les différentes souches d’ Enterococcus faecium,
un alignement multiple des séquences a été réalisé a 1’aide du logiciel MEGA 11. L’arbre
phylogénétique obtenu montre un regroupement cohérent des souches selon leur profil
génétique. La souche de Lactococcus lactis ssp. lactis a été incluse dans I’analyse en tant

que groupe externe (Figure 4.24).
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Figure 4.23 : Electrophorése des produits de PCR du géne 16S rRNA chez les souches
d’Enterococcus faecium

Tableau 4.8 : Résultats du séquengage 16S rRNA des souches retenues

Code souche

Espéce identifiée

Similarité avec

la séquence de

Numéro

d’accession

référence GenBank
Enterococcus faecium strain
LMMDR27 97.38% PP389534
HBUASS51879
Enterococcus faecium strain
LMMDR16 100% PP389535
DG109
Enterococcus faecium strain
LMBMR23 100% PP389536
BIOPOP-3
Enterococcus faecium strain
LMBMR28 99.91% PP389537
BIOPOP-3
LVBBRI13 Enterococcus faecium strain E1 99% PP389538




104

r Enterococcus faecium LIMMDRZ2T (PPRPI89534)

Enterocococus faescium LMBMRZ23 (FPP3I89536)

Enterococcus fascium LMMDR1ES (FPR389535)

Enterocococus faescium LMBMRZ28 (FP389537 )

Enterococcus fascium LWBBR13 (FPFRP389538)

L actococous lactis ssp. lactis W11 (JO364952)

o.olo

Figure 4.24 : Arbre phylogénétique basé sur la séquence 16S rRNA des souches
d’Enterococcus faecium sélectionnées, avec Lactococcus lactis ssp. lactis
utilisé comme groupe externe.

4.7 Résultats moléculaires de 1’aspect sécuritaire

A la suite de I’évaluation phénotypique de l’innocuité des souches, une confirmation
moléculaire a été effectuée afin de rechercher la présence de génes de virulence et de
résistance aux antibiotiques. En effet, certains génes peuvent étre présents mais non exprimeés
dans certaines conditions, ce qui justifie le recours a des approches génotypiques pour
garantir la sécurité des souches destinées a un usage probiotique. Au total, huit génes ont été

ciblés par PCR :

e Six genes de virulence : esp, cylA, gelE, efaAfm, ace, hyl ;

e Deux genes de résistance a la vancomycine : vanA et vanB.
Les fonctions associées a ces génes sont les suivantes [131] :

e esp: code une protéine de surface impliquée dans 1’adhésion aux cellules épithéliales
et la formation de biofilms ;

e cylA : code la cytolysine, une toxine protéique provoquant la lyse des érythrocytes
(hémolysine) ;

e gelE : code une gélatinase extracellulaire, capable de dégrader des protéines telles

que la gélatine, le collagene, I’hémoglobine et la fibrine ;
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o cfaAfm : spécifique a E. faecium, code une adhésine membranaire favorisant
I’adhésion aux cellules cibles, impliquée notamment dans 1I’endocardite ;

e ace: code une protéine de liaison au collagene ;

e hyl : code une hyaluronidase, enzyme participant a la dégradation tissulaire et a la
dissémination de I’infection ;

e vanA et vanB : génes responsables de la résistance a la vancomycine.

Suite a I’analyse par PCR et électrophorése sur gel, aucun de ces génes n’a été détecté chez
les souches d’Enterococcus faecium sélectionnées, confirmant leur innocuité génotypique

(Figures 4.25 a 4.27).

cylA hyl ace

e ————————— e ———————————————————————— . ——eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee——
~ LAMMDR LAMDR LASMR LMEMR LVEEBR LAMOR LMDR LMEMR LMEMR LVEBBR LAMMDR  LAMDR LMSMR LMBMR WWEBR
S0pb 27 16 . 23 28 13 27 16 23 28 2 27 16 232 28 12

Figure 4.25 : Electrophorése des produits de PCR pour les génes cylA, hyl et ace chez les
souches d’Enterococcus faecium sélectionnées.

gelE efaAfm

M LAMOR LMMOR LMEMRLMEMRLVESR 1 LASVOS LMMOR LMEMS LMEMSR LVESR
27 = = 1000 27 16 = 28 13 M LMAVOR DMMOR LMEMR LMEMRLVEER
10pd 27 L] 3 = 13

Figure 4.26 : Electrophorése des produits de PCR pour les génes esp, gelE et efaAfm chez
les souches d’Enterococcus faecium sélectionnées.
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Figure 4.27 : Electrophorése des produits de PCR pour les génes Van A et Van B chez les
souches d’Enterococcus faecium sélectionnées.

Ces résultats concordent avec ceux de Kouhi et al [218], qui ont montré que 6 souches sur
10 d’Enterococcus testées ne portaient aucun des geénes de virulence ciblés. De méme, Sonei
et al [169] ont rapporté que la majorité des souches analysées étaient négatives pour les génes

gelE, ace, cylA, efaAfs, vanA et vanB.

Dans une perspective probiotique, il est essentiel de démontrer rigoureusement I’innocuité
des souches, en combinant les données phénotypiques et génotypiques. Les souches
d’origine alimentaire présentent en général un risque plus faible que les souches cliniques.
Par exemple, Eaton et Gasson [175] ont comparé des souches d’Enterococcus issues
d’aliments, de levains industriels et d’infections humaines. Ils ont observé que les génes de
virulence sont plus fréquemment retrouvés chez E. faecalis que chez E. faecium. Cette
observation a €t¢ ¢galement confirmée par Dupre et al [219]. Les souches alimentaires d’E.

faecium sont généralement exemptes de ces genes, a I’exception possible du gene efaAfm.

Toutefois, la simple présence du géne efaAfm ne suffit pas a qualifier une souche de
virulente. Holzapfel et al [220] ont suggéré que son implication dans la virulence repose sur
sa similitude partielle (73 %) avec la protéine EfaA d’E. faecalis, dont I’effet pathogeéne a

été démontré dans un modéle murin de péritonite.
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4.8 Profils de fermentation des hydrates de carbone sur la galerie API 5S0CH

Les profils fermentaires ont varié¢ d’une souche a I’autre comme présenté dans le Tableau
4.9 et I’ Appendice H. Toutes les souches d’Enterococcus faecium retenues ont été capables
de fermenter les sucres suivants : L-arabinose, D-ribose, D-galactose, D-glucose, D-fructose,
D-mannose, D-mannitol, N-acétylglucosamine, arbutine, esculine, salicine, D-cellobiose, D-
maltose et D-lactose. En revanche, aucune fermentation n’a été observée pour les sucres
suivants : érythritol, D-arabinose, L-xylose, D-adonitol, méthyl-B-D-xylopyranoside, L-
sorbose, dulcitol, inositol, D-sorbitol, méthyl-a-D-mannopyranoside, méthyl-a-D-
glucopyranoside, inuline, D-mélizitose, D-raffinose, amidon, glycogene, xylitol, D-
turanose, D-lyxose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabitol, potassium 2-cétogluconate

et potassium 5-cétogluconate.

Des différences entre les souches ont été observées pour la fermentation des substrats
suivants : glycérol, D-xylose, L-rhamnose, amygdaline, D-melibiose, D-saccharose, D-

tréhalose, gentiobiose, D-tagatose et potassium gluconate.

Un fort degré de similitude (96 %) a été observé entre les profils fermentaires des souches
LMBMR23 et LMBMR2S. Toutefois, des différences notables ont été relevées pour la
fermentation de I’amygdaline et du gentiobiose, suggérant une divergence métabolique
spécifique malgré leur proximité globale. La fermentation de sucres courants comme le
lactose, le glucose et le mannitol est un avantage fonctionnel, notamment pour des
applications dans les produits laitiers fermentés, ou ces substrats sont naturellement
disponibles [221]. A D’inverse, ’incapacité a métaboliser certains prébiotiques tels que
I’inuline ou le xylitol pourrait limiter leur application dans des matrices végétales riches en
fibres [222]. Ces différences, bien que mesurées in vitro, fournissent des indications utiles

sur la plasticité enzymatique des souches [223, 224].
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Tableau 4.9 : Résultats de la fermentation de différents sucres par les souches d 'Enterococcus
faecium apres 48 h d’incubation.

T | GLY | ERY | DARA | LARA | RIB | DXYL | LXYL | ADO | MDX
LMMDR27 | - \% - - + + - - - -
LMMDRI16 | - - - - -+ + - - - -
LMBMR23 | - - - - -+ + - - - _
LMBMR28 | - - - - + + - - - -
LVBBRI13 - \ - - -+ - + - - -

GAL | GLU | FRU | MNE | SBE | RHA | DUL | INO | MAN | SOR
LMMDR27 | + - -+ + - Y, - - + _
LMMDRI16 | + - + + - + - - + _
LMBMR23 | + + + + - - - - n -
LMBMR28 | + + + + - - - - n _
LVBBRI13 + + + + - R _ - n _

MDM | MDG | NAG | AMY | ARB | ESC | SAL | CEL | MAL | LAC
LMMDR27 | - - + vV n n n T n n
LMMDRI16 | - - + \Y + + + + + +
LMBMR23 | - - - - + + + + + +
LMBMR28 | - - + Vv + + + + n n
LVBBRI13 - - + Vv + + + + + n

MEL | SAC | TRE | INU | MLZ | RAF | AMD | GLYG | XLT | GEN
LMMDR27 | - + + - - _ _ - _ Vv
LMMDRI6 | V + + - - R _ B _ n
LMBMR23 | V - \Y - - - - - - vV
LMBMR28 | V - \Y - - - - - - Vv
LVBBR13 \Y + + - - R _ B _ n

TUR | LYX | TAG | DFUC | LFUC | DARL | LARL | GNT | 2KG | 5KG
LMMDR27 | - - - - - - - - - _
LMMDRI16 | - - - - - - - - - _
LMBMR23 | - - + - - - - Vv _ -
LMBMR28 | - - + - - - - - _ -
LVBBRI13 - - - - - - - - _ _

() : plus de 90 % des réaction sont positives ; (-) : moins de 10 % des réactions sont
positives ; (V) : plus de 10 % et moins de 90 % des réaction sont positives ; (T) : témoin.
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CONCLUSION

Cette ¢tude a permis I’isolement et la caractérisation de bactéries lactiques autochtones
issues de lait cru algérien provenant de chamelle, vache, chévre et brebis, en mettant I’accent
sur leur potentiel fonctionnel et leur sécurité. Au total, 172 isolats bactériens ont été obtenus,
dont 103 présentaient les caractéristiques typiques des bactéries lactiques. Parmi ceux-ci, 82
ont montré une activité antibactérienne contre quatre pathogenes alimentaires, et 12 ont été

sélectionnés pour leur fort pouvoir inhibiteur.

L’identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF MS a attribué¢ ces souches a
Enterococcus faecium (6 souches) et Lactococcus lactis ssp. lactis (6 souches). Des tests
phénotypiques ont révélé que toutes les souches étaient sensibles a la majorité des
antibiotiques, sans activité hémolytique, DNase ni gélatinase. Les souches de L. lactis ssp.
lactis n'ont produit aucune amine biogeéne, tandis que celles d’E. faecium ont formé de la

tyramine, et trois d’entre elles de I’histamine.

Un second criblage fonctionnel a mis en évidence la capacité de cinq souches d’E. faecium
a survivre a des conditions digestives séveres. Ces souches, confirmées par séquencage 16S,
ne présentaient aucun géne de virulence ni de résistance a la vancomycine. Trois d’entre
elles (LMMDR27, LMMDR16 et LVBBR13) ont révélé les meilleurs profils d’adhésion,
d’hydrophobicité et de fermentation glucidique (API 50 CH).

Ces résultats positionnent ces souches comme des candidates probiotiques prometteuses
pour des applications dans la nutrition fonctionnelle et la sécurité¢ alimentaire. Leur
valorisation pourrait également renforcer la filiere laitiere algérienne, en développant des

produits fermentés typiquement locaux, avec une plus-value sanitaire et économique.
Perspectives

e Séquencage complet des génomes et exploration bio-informatique des genes
d’intérét.

e Réalisation d’essais in vivo pour valider I’efficacité probiotique.

e Optimisation des conditions de culture a 1’échelle pilote puis industrielle.

e FEtude de la stabilité et de la viabilité des souches en conditions de production et de

stockage.
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APPENDICES

APPENDICE A

LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

: Acide désoxyribonucléique génomique.
: Acide gras a chaine courte.
: Acide ribonucléique ribosomique de la sous-unité 16S.
: American Type Culture Collection.
: Bactéries lactiques
: Basic Local Alignment Search Tool.

: Bactéries multirésistantes

: Dose Journaliére Admissible.
: acide Ethylene Diamine Tetraacétique

: European Food Safety Authority

: Exopolysaccharides.

: Histidine décarboxylase.
: Institut Pasteur d’ Algérie.
: Lysine décarboxylase.
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry.
: Microbial Adhesion to Solvents.
: McFarland.
: Muller Hinton.

: Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin.

: National Center for Biotechnology Information.
: Non Starter Lactic Acid Bacteria.

: Organisation mondiale de la santé.
: Polymerase Chain Reaction.

: Phosphokétolase

: Starter Lactic Acid Bacteria

: Tris-Acétate-EDTA

: Tris-Borate-EDTA



TDC : Tyrosine décarboxylase.
UFC : Unité formant de colonie.
uL : Microlitre.

6-PG : 6 phosphogluconate.



APPENDICE B

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE

Tableau B.1 : Composition de la Gélose MRS (de Man Rogosa and Sharpe) (TM MEDIA,

Inde).
Ingrédients Quantité (g/L)
Peptone de caséine 10g
Extrait de viande 8¢
Extrait de levure 5¢
Dextrose 20¢g
Tween 80 1 mL
Di-sodium phosphate 2g
Acétate de sodium 5¢g
Citrate d’ammonium 2g
Sulfate de magnésium 100 mg
Sulfate de manganese 100 mg
Agar I5¢g
Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 15 Minute
pH Final a 25°C 6.5+0.2

- Bouillon MRS : mémes ingrédients de la gélose sans Agar.

Tableau B.2 : Composition de la Gélose M17 (LIOFILCHEM, Italie).

Ingrédients Quantité (g/L)
Soytone S5¢g
Peptone 25¢g
Tryptone 25¢g
Extrait de levure 25¢g
Extrait de viande S5¢g
Lactose S5¢g
Acide ascorbique 05¢g
Di-sodium-B-Glycérol phosphate 19¢g
Sulfate de magnésium 025¢
Agar I5g

Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 15 Minute
pH final a 25°C 7.2+0.2

- Bouillon M17 : mémes ingrédients de la gélose sans Agar.




Tableau B.3 : Composition de la Gélose TSA (Tryptic Soy Agar) (LIOFILCHEM, Italie).

Ingrédients Quantité (g/L)
Peptone de caséine 17¢g

Peptone de soya 3g

Chloride de sodium S5¢g

Di- potassium hydrogénophosphate 25¢g

Glucose monohydraté 25¢g

Agar I5¢g

Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 15 Minute
pH final a 25°C 7.3+£0.2

- Bouillon TSB : Mémes ingrédients de la gélose TSA sans Agar.
- Gélose TSA molle : Mémes ingrédients de la gélose TSA sauf que la quantité d’ Agar

=7.5¢g/L.
Tableau B.4 : Composition de la Gélose MH (Mueller Hinton).
Ingrédients Quantité (g/L)
Peptone de caséine 175¢
Extrait de viande 2¢g
Amidon soluble 15¢g
Agar 17¢g
Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 15 Minute
pH final a 25°C 7.3+0.1

Tableau B.5 : Composition de la Gélose DNAse (Merck, Allemagne).

Ingrédients Quantité (g/L)
Tryptose 20g

Chloride de sodium 5g

Acide désoxyribonucléique 2¢g

Agar I5¢g

Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 15 Minute
pH final a 25°C 73+0.2




Tableau B.6 : Composition de la GN (G¢élose Nutritive) (TM Media, Inde)

Ingrédients Quantité (g/L)
Peptone 5¢g

Chloride de sodium 5¢g

Extrait de viande 15¢g

Extrait de levure 15¢g

Agar I5¢

Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 15 Minute
pH final a 25°C 74+0.2

Tableau B.7 : Composition de la Gélose Décarboxylase (DC).

Ingrédients Quantité (g/L)
Tryptone 5¢g
Extrait de levure 5¢g
Extrait de viande S5¢g
Chloride de sodium 25¢g
Glucose 05¢g
Tween 80 I mL
Sulfate de magnésium 02¢g
Sulfate de manganese 0.05¢g
Sulfate de fer 0.04 g
Citrate d’ammonium 2¢g
Thiamine (Vitamine B1) 00l g
Phosphate de potassium 2
Carbonate de calcium 0.1g
Pyridoxal-5-phosphate 0.05¢
Acide aminé 10g
Pourpre de bromocrésol 0.06g
Agar 20g
Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 10 Minute
pH final a 25°C 53




Tableau B.8 : Composition de médium API 50 CHL.

Ingrédients Quantité (g/L)
Polypeptone d’origine bovin ou porcin 10g
Extrait de levure 5¢
Tween 80 1l mL
Di-potassium phosphate 2g
Acétate de sodium 5¢g
Citrate de di-ammonium 2g
Sulfate de magnésium 02¢g
Sulfate de manganeése 0.05¢g
Pourpre de bromocrésol 0.17 g
Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 15 Minute
pH final a 25°C 6.7
Tableau B.9 : Composition du tampon PBS (1X).
Ingrédients Quantité (g/L)
Chlorure de sodium 8g
Chlorure de potassium 02¢g
Phosphate de sodium dibasique 144 ¢
Phosphate de potassium 024 ¢
Eau distillée 1000 mL
Autoclavage 121°C pendant 15 Minute
pH final a 25°C 7.2
Tableau B.10 : Composition du tampon TAE (1X)
Ingrédients Quantité (g/L)
Tris 484 ¢
Acide acétique 1.14 mL
EDTA (0.5 M) 2 mL
Eau distillée 1000 mL
pH 8




Tableau B.11 : Composition du tampon TBE (1X)

Ingrédients Quantité (g/L)
Tris 10.8 g
Acide borique 55¢g
EDTA (0.5 M) 4 mL
Eau distillée 1000 mL
pH 8.3

APPENDICE C
METHODE DE LA COLORATION DE GRAM

- Préparation d’un frottis bien fixé.

- Recouvrir le frottis par le premier colorant « Violet de Gentiane ».
- Laisser agir pendant une minute puis rincer avec 1’eau de robinet.
- Fixer le violet de gentiane par Lugol.

- Laisser agir pendant une minute puis rincer avec I’eau de robinet.
- Recouvrir le frottis par 1’alcool.

- Laisser agir pendant 15 secondes puis rincer avec 1’eau de robinet.
- Appliquer le second colorant « fuschine ».

- Laisser agir pendant une minute puis rincer avec I’eau de robin

APPENDICE D

PRINCIPE DE MALDI TOF

Apres positionnement de la cible dans la chambre d’ionisation de I’instrument MALDI-TOF
MS, un laser a azote émet de courtes impulsions d’énergie sur chaque échantillon. Cette
énergie provoque la sublimation simultanée de la matrice et de 1’échantillon microbien,

entrainant leur passage de la phase solide a la phase gazeuse et 1’ionisation des molécules.



Les molécules ionisées sont ensuite accélérées par un champ électrique et se déplacent dans
un tube a vide vers un détecteur. Au cours de ce déplacement, elles sont séparées en fonction
de leur rapport masse/charge (m/z). L’analyseur de masse mesure précisément le temps de
vol (Time-of-Flight, TOF) nécessaire a chaque ion pour atteindre le détecteur, générant ainsi

un spectre de masse caractéristique (figure 1).

La technique MALDI-TOF MS détecte principalement des protéines trés abondantes,
notamment des protéines ribosomales et d’autres protéines cytosoliques abondantes, ce qui

permet une identification rapide et précise des micro-organismes [225].
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Figure D.1 : Schéma démonstratif du principe de MALDI-TOF [163]



APPENDCE E

DIAMETRES DES ZONES D’INHIBITION

Tableau E.1 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) de I’activité antibactérienne des
souches lactiques vis-a-vis de quatre pathogénes de référence.

Code de Ia Souches indicatrices
N° souche Listeria Staphylococcus Escherichia Salmonella
lactique | Monocytogenes aureus coli aboney
ATCC 7644 ATCC 25923 ATCC 8739 NCTC 6017
1 | LVBBRO1 11 +0.00 21.5+£0.71 11.5+0.71 21.25+0.35
2 | LVBBRO02 12.25+£0.35 22.5+£0.71 13 £0.00 17.5+£0.71
3 | LVBBRO03 11.25+0.35 19.5+0.71 12.5+0.71 18 +0.00
4 | LVBBR04 9.5+0.00 20.5+0.71 14 +£0.00 18.5+0.71
5 | LVBBROS 9.75+0.35 17.25+1.06 13 +1.41 18+ 1.41
6 | LVBBRO0O6 10.25 £ 0.35 20.5+0.71 15.5+0.71 17.5+0.71
7 | LVBBRO7 10.75 £ 1.06 16.75+1.06 18 £0.00 16 +0.00
8 | LVBBROS 10.75 £0.35 17.75 £0.35 16.5+0.71 155+0.71
9 | LVBBR09 10.25+0.35 19.75 £ 1.06 16 £1.41 16 £1.41
10 | LVBBRI10 11+0.00 20 +0.00 14.5+£0.71 155+0.71
11 | LVBBRI11 10 £0.00 17.75+0.35 13.5+0.71 14+141
12 | LVBBRI12 10.75 £ 1.06 15.5+0.71 15.5+3.54 15+0.00
13 | LVBBR13 11.25+0.35 22 +£0.00 21+£0.00 16 £0.00
14 | LVBBR14 10.25+0.35 20.5+£0.71 17.5+0.71 14.5+0.71
15 | LVBBRI15 8.5+0.71 18.25+0.35 12.5+0.71 15+0.00
16 | LVBBRI16 10.75+0.35 19 +0.00 17.5+2.12 17.5+0.71
17 | LVBBR17 11.5+£0.00 18 £0.00 16 £0.00 19 +0.00
18 | LVBBRI18 11+1.41 21.5+0.71 14.5+0.71 16 £0.00
19 | LVBBR19 11+0.71 22.5+£0.71 17 £0.00 17.5+£0.71
20 | LVBBR20 8.5+0.71 20.5+0.71 13.5+£0.71 15.75+0.35
21 | LVBBR21 10 £0.00 20 +0.00 15+0.00 16.5+0.71
22 | LVBBR22 10.5+0.00 19.5+0.71 14.5+£0.71 19.5+0.71
23 | LVBBR23 9.5+0.71 17.5+0.71 12 £0.00 15.75+0.35
24 | LVBBR24 8.75+0.35 17.5+0.71 12.5+£0.71 16.5 +0.71
25 | LVBBR25 12.25+0.35 22 +1.41 21 £1.41 15+ 1.41
26 | LVBBR26 13.25+0.35 21.75+1.77 20 +0.00 15+0.00




Tableau E.1 : Diameétres des zones d’inhibition (mm) de I’activité antibactérienne des
souches lactiques vis-a-vis de quatre pathogénes de référence (Suite).

Souches indicatrices

Code de la
N° souche Listeria Staphylococcus | Escherichia Salmonella
lactique | ™Mmonocytogenes aureus coli aboney
ATCC 7644 ATCC 25923 ATCC 8739 NCTC 6017
27 | LVBBR27 12.25+1.06 22 +£0.00 20.5+0.71 14 £ 1.41
28 | LVBBR28 10.5+0.71 15.5+0.71 16.5+0.71 12 +0.00
29 | LVBBR31 11.25+0.35 21.75+0.35 14.5+£2.12 15+ 0.00
30 | LVBBR32 12+1.41 21+1.41 20+ 1.41 12.5+0.71
31 | LVBBMOI 6+ 0.00 6+ 0.00 7.75 £0.35 6+ 0.00
32 | LVBBMO02 6+ 0.00 6+ 0.00 8 £0.00 6+ 0.00
33 | LVBBMO3 6+ 0.00 6+ 0.00 6.75+£0.35 6+ 0.00
34 | LVBBM04 6 +0.00 6+ 0.00 8+ 1.41 6+ 0.00
35 | LVBBMOS 6+ 0.00 6+ 0.00 6.75+£0.35 6+ 0.00
36 | LMBMRO1 9.25+1.77 10.5+3.54 21 £0.00 17.5+1.41
37 | LMBMRO3 | 10.75+0.35 12.25+2.47 17.75+£2.47 17.25+0.35
38 | LMBMRO04 10.5+£2.12 16.25 +£0.35 18.5+2.12 15.5+3.54
39 | LMBMROS5 11 +1.41 12.75+0.35 19 £3.54 17+4.24
40 | LMBMRO6 10.5+£0.71 8.5+0.71 20.25+£1.06 18 £ 1.41
41 | LMBMRO7 9.75+0.35 11.5+0.71 19 +£1.41 16.75 £ 0.35
42 | LMBMRO8 | 13.25+0.35 15.5+3.54 16.5+3.54 18.25+0.35
43 | LMBMRO09 | 11.75+£1.77 11+1.41 16.75 £ 1.06 18.25+1.06
44 | LMBMR10 12+2.83 15.5+£0.71 19.25 £ 1.06 18+ 1.41
45 | LMBMRI11 12 +1.41 17.75 £0.35 19 £0.00 21.25+2.47
46 | LMBMRI13 | 12.75+0.35 16 +2.83 17.5+1.41 19.5+0.71
47 | LMBMR14 12.5+0.71 17 +1.41 17.25+£2.47 20.75+0.35
48 | LMBMRI15 | 16.75+6.01 15.75+0.35 12.5+£3.54 16.5+0.71
49 | LMBMRI16 18 +4.24 15+0.00 16.75 £3.18 17.5+£0.71
50 | LMBMRI18 | 15.25+1.06 16.75 £ 1.06 16.25+1.77 15.5+0.71
51 | LMBMRI19 16.75+5.3 17 £ 1.41 14 +£4.24 16.75+1.06
52 | LMBMR20 | 12.25+2.47 15.75£0.35 15+ 1.41 17 £1.41
53 | LMBMR21 17.5+3.54 16.25 £0.35 16.25 +3.89 19.25+£0.35
54 | LMBMR22 | 15.25+0.35 18 £0.00 12.75£0.35 17 £1.41
55 | LMBMR23 18 +1.41 17.5+0.71 15.75+£0.35 19.25+£0.35
56 | LMBMR24 12.5+0.71 17.75 £ 3.89 18.25+£0.35 17+£0.71




Tableau E.1 : Diameétres des zones d’inhibition (mm) de I’activité antibactérienne des
souches lactiques vis-a-vis de quatre pathogénes de référence (Suite).

Souches indicatrices

Code de la
N° souche Listeria Staphylococcus |  Escherichia Salmonella
lactique monocytogenes aureus coli aboney
ATCC 7644 ATCC 25923 ATCC 8739 NCTC 6017
57 | LMBMR25 17+£0.71 16.5+0.71 18.25+1.06 17.5+0.71
58 | LMBMR26 15.5+0.71 15.5+0.71 18 +£1.41 18.5+2.12
59 | LMBMR27 17.5+£0.71 16.25 +0.35 17.75 £0.35 18.5+0.71
60 | LMBMR28 14.75+0.35 18.25+1.06 18.5+0.71 19.5+0.71
61 | LMBMMO3 6.25 +0.35 6+ 0.00 10.25 £ 1.06 6+ 0.00
62 | LMBMMO5 6.5+0.71 6 +0.00 10+£0.71 6+ 0.00
63 | LMBMMO08 6+ 0.00 6+ 0.00 8+0.71 6 +0.00
64 | LMBMMI10 6+ 0.00 6+ 0.00 825+ 1.77 6 +0.00
65 | LMBMM12 6+ 0.00 6+ 0.00 8.75+£0.35 6 +0.00
66 | LMMDRO1 10.5+0.71 20.5+4.95 13.5+3.54 17.5+0.71
67 | LMMDRO02 10.75 £ 1.06 19.5+2.12 13.5+2.12 17.75 +£0.35
68 | LMMDRO3 11 +£0.00 14 £ 1.41 21 £1.41 19.5+0.71
69 | LMMDROS5 11 +0.00 23.5+2.12 18.5 +£3.54 19 +£1.41
70 | LMMDRO06 12.25+£0.35 15.5+0.71 20.25 £ 1.06 26.5+2.12
71 | LMMDRI10 10.25+0.35 21.5+4.95 15+1.41 13.5+0.71
72 | LMMDRI13 10 £0.00 24.5+0.71 18 +1.41 15+4.24
73 | LMMDR14 85+0.71 16.5+2.12 13+£1.41 11 +0.00
74 | LMMDRI15 9.5+0.71 16 £2.83 12 +1.41 13.25+0.35
75 | LMMDRI16 11.25+0.35 14 £0.00 23 +1.41 27.5+0.71
76 | LMMDR17 10.25+0.35 13 +2.83 19+1.41 18.5+0.71
77 | LMMDRI19 8.75 £ 1.06 23 +2.83 16.75 £ 1.06 18 £1.41
78 | LMMDR22 9.75+0.35 20.5+3.54 25+ 1.41 19 +£1.41
79 | LMMDR23 11.75+1.06 21+4.24 22 +2.83 155+2.12
80 | LMMDR25 9.75+£0.35 19+4.24 19 +1.41 17 £1.41
81 | LMMDR26 11.75+0.35 14.5+£0.71 245+2.12 23 +1.41
82 | LMMDR27 12.25+£0.35 17.25+£1.06 25.5+2.12 24 +1.41
83 | LMMDR2S 9.5+0.71 19 +1.41 18.5+£2.12 16.5+0.71
84 | LMMDR29 9.75+£0.35 19.5+2.12 20.5+0.71 13+1.41
85 | LMMDR31 12.25 £ 1.06 13.5+2.12 20.5+2.12 20+ 1.41
86 | LMMDR32 11+0.71 15.5+0.71 22.5+2.12 18.5+0.71




Tableau E.1 : Diameétres des zones d’inhibition (mm) de 1’activité antibactérienne des
souches lactiques vis-a-vis de quatre pathogénes de référence (Suite).

Code de la Souches indicatrices
N° souche Listeria Staphylococcus |  Escherichia Salmonella
lactique monocytogenes aureus coli aboney
ATCC 7644 ATCC 25923 ATCC 8739 NCTC 6017
87 | LMMDR33 12.5+0.00 18.5+£0.71 22.75+0.35 21 +£0.00
88 | LMMDR34 10+ 1.41 17 £ 1.41 22+ 141 18.75+0.35
89 | LMMDMO8 6 +0.00 6 +0.00 12+ 1.41 7.5+2.12
90 | LMMDMO09 6.25 +0.35 6+ 0.00 15.5+0.71 7.5+2.12
91 | LMMDMI13 6 +0.00 6+ 0.00 14.75+0.35 7+1.41
92 | LMMDMI14 6 +0.00 6+ 0.00 15.5+2.12 6+ 0.00
93 | LMMDMI15 6.5+0.71 6 +0.00 15+1.41 6.75 +1.06
94 | LMMDMI16 6 +0.00 6 +0.00 13+2.83 6 +0.00
95 | LMMDM17 6 +0.00 6+ 0.00 14.5+0.71 6 +0.00
96 | LMMDMI19 6 +0.00 6+ 0.00 14.75+0.35 6 +0.00
97 | LMMDM20 6 +0.00 6+ 0.00 14.5+£0.71 6 +0.00
98 | LMMDM21 6 +0.00 6 +0.00 15+0.00 6 +0.00
99 | LBBBRO1 10.75+1.06 13.5+0.71 155+2.12 14.75+0.35
100 | LBBBRO02 7 +0.00 20.5+2.12 14 £ 0.00 10 £0.00
101 | LBBBRO3 11.75+0.35 11.5+0.71 15.5+£0.71 15.75+0.35
102 | LBBBR04 9.75 £0.35 20.5+£0.71 18 +1.41 155+0.71
103 | LCBBR04 8.25+0.35 14.5 +£3.54 15.5+0.71 15+1.41

Diametre de spot = 6 mm ; Un diametre < 6 mm indique I’absence d’effet antibactérien
mesurable.

LVBBR, LMBMR, LMMDR, LBBBR, LCBBR : isolées sur miliecu MRS ;
LVBBM, LMBMM, LMMDM : isolées sur milieu M17.




APPENDICE F
PROFILES SPECTRALES DES SOUCHES SELECTIONNEES
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Figure F.1 : Profils spectrométriques obtenus par MALDI-TOF MS pour les souches
sélectionnées.



APPENDICE G

SEQUENCES DU GENE 16S RRNA DES SOUCHES D’ENTEROCOCCUS
FAECIUM SELECTIONNEES

LMMDR?27 — Enterococcus faecium (GenBank : PP389534)

CACGATGCATAGCACAGACCTGAGAGGGTGATCGGCACACATTGGGTACTCGA
GACACGGACCCAAACTACCTAACAGGGAGGCAAGCAGATAGGGAATCTTCGGC
GAATGGCACGAAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATC
CCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA
GGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAAGTGCTAAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCC
TTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAACTCCGCCCTGGGGAGTACGACCGCA
AGGTTGAAACTCAAAGGAAATGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA

LMMDRI16 — Enterococcus faecium (GenBank : PP389535)

AAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGT
GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACAC
TTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGA
AAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAA
CTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA



TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT
TTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
TTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC

LMBMR23 — Enterococcus faecium (GenBank : PP389536)

GCAAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGA
GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAAC
ACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTT
GAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGT
AACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
AGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGA



LMBMDR28 — Enterococcus faecium (GenBank : PP389537)

GCAAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGA
GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAAC
ACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTT
GAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGT
AACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
AGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTATTGGTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCA

LVBBR13 — Enterococcus faecium (GenBank : PP389538)

TCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAAATTAGCTTAACCTCGCGACTTCGCAACTC
GTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGAT
TTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTGCTAGAGTGC
CCAACTGAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGCC
CCCGAAGGGGAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCCAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGC
TTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTC



ATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCC
TCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCA
CTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACA
TCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACG
CTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTG
GTTAGATACCGTCAAGGGATGAACAGTTACTCTCATCCTTGTTCTT



APPENDICE H

PROFILS DE FERMENTATION DES HYDRATES DE CARBONE PAR LES
SOUCHES D’ENTEROCOCCUS FAECIUM SELECTIONNEES (API S0CH)

Figure H.1 : Profils de fermentation des hydrates de carbone obtenus par API 50 CH chez
les souches d’Enterococcus faecium sélectionnée.



Tableau H.1 : Composition de la galerie API 50 CH

Bande 0 - 9
Tube Test Composants actifs Quantité (mg/cupule)
0 TEMOIN -
1 GLY GLYcérol 1,64
2 ERY ERY'thritol 1,44
3 DARA D-ARAbinose 1,4
4 LARA L-ARAbinose 1,4
5 RIB D-RIBose 1,4
6 DXYL D-XYLose 1,4
7 LXYL L-XYLose 1,4
8 ADO D-ADOnitol 1,36
9 MDX Meéthyl- B-D-Xylopyranoside 1,28
Bande 10 - 19
Tube Test Composants actifs Quantité (mg/cupule)
10 GAL D-GALactose 1,4
11 GLU D-GLUcose 1,56
12 FRU D-FRUctose 1,4
13 MNE D-MaNnosE 1,4
14 SBE L-SorBosE 1,4
15 RHA L-RHAmnose 1,36
16 DUL DULcitol 1,36
17 INO INOsitol 1,4
18 MAN D-MANRNitol 1,36
19 SOR D-SORbitol 1,36
Bande 20 - 29
Tube Test Composants actifs Quantité (mg/cupule)
20 MDM Méthyl-o-D-Mannopyranoside 1,28
21 MDG Méthyl-a-D-Glucopyranoside 1,28
22 NAG N-AcétylGlucosamine 1,28
23 AMY AMYgdaline 1,08
24 ARB ARButine 1,08
25 ESC Cilfrsatceu(liier:1 ier 01, ’11562




26 SAL SALicine 1,04
27 CEL D-CELlobiose 1,32
28 MAL D-MALtose 1,4
29 LAC D-LACtose 1,4
Bande 30 - 39
Tube Test Composants actifs Quantité (mg/cupule)
30 MEL D-MELibiose 1,32
31 SAC D-SACcharose 1,32
32 TRE D-TREhalose 1,32
33 INU INUline 1,28
34 MLZ D-M¢éléZitose 1,32
35 RAF D-RAFfinose 1,56
36 AMD AmiDon 1,28
37 GLYG GLYcoGéne 1,28
38 XLT XyLiTol 1,4
39 GEN GENtiobiose 0,5
Bande 40 - 49
Tube Test Composants actifs Quantité (mg/cupule)
40 TUR D-TURanose 1,32
41 LYX D-LYXose 1,4
42 TAG D-TAGatose 1,4
43 DFUC D-FUCose 1,28
44 LFUC L-FUCose 1,28
45 DARL D-ARabitoL 1,4
46 LARL L-ARabitoL 1,4
47 GNT potassium GlucoNaTe 1,84
48 2KG potassium 2-CétoGluconate 2,12
49 SKG potassium 5-CétoGluconate 1,8
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