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Résumé

Au cours de notre travail, les Lactobacilles isolés a partir du lait de vache de la région de
Blida et de Tipaza sur milieu Man Rogosa Sharpe (MRS) ont fait I’objet d’une étude sur
quelques caractéristiques biochimiques, physiologiques et technologiques avec leur activité
antibactérienne vis-a-vis des souches pathogénes responsables d’altération des produits
alimentaires.

D’aprés les résultats obtenus, les trois souches isolées (S1, S2 et S3) sont
homofermentaires et immobiles. Nous avons noté que la souche (S1) est thermorésistantepar
rapport a la S2 et S3 qui sont mésophiles. Ces derniéres n’ont aucune activité protéolytique
devant la S1 qui a donné une zone claire de 5 mm.

L’étude de I’activité antibactérienne des Lactobacillus est réalisée par trois méthodes
(meéthode de spot, des disques et des puits) vis-a-vis des souches pathogenes (Escherichia

coli, Salmonella et Pseudomonas aeruginosa).

Les résultats de I’effet antagoniste ont montré que les trois souches de Lactobacillus sont
capables d’inhiber la croissance d’Escherichia coli, Salmonella et Pseudomonas aeruginosa
avec des zones d’inhibition variables entre 5 a 23 mm de diamétre par laméthode de spot et

puits.

Mots clés : Lactobacillus, des souches pathogenes, activité antimicrobienne, une zone
d’inhibition.



Abstrat

During our work, Lactobacilli isolated from cow’s milk from the Blida and Tipaza
region on Man Rogosa Sharpe (MRS) medium were the subject of a study on some
biochemical, physiological and technological characteristics with their antibacterial activity
against pathogenic strains responsible for spoilage of food products.

According to the results obtained, the three isolated strains (S1, S2 and S3) are
homofermentative and immobile. We noted that the strain (S1) is heat resistant compared to
the S2 and S3 which are mesophilic. The latter have no proteolytic activity in front of the S1
which gave a clear zone of 5 mm.

The study of activity of lactobacillus is carried out by three methods (spot method,
discs and wells) against pathogenic strains (Escherichia coli, Salmonella and Pseudomonas
aeruginosa).

The results of the antagonistic effect showed that the three strains of lactobacillus are
able to inhibit the growth of Escherichia coli, Salmonella and Pseudomonas aeruginosa with
variable zones of inhibition between 5 to 23 mm in diameter by the spot method and well.

Keywords: Lactobacillus, pathogenic strains, antimicrobial activity, zone of inhibition.
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Introduction

L’Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, il occupe une place
stratégique dans l'alimentation quotidienne de I'nomme (Belarbi, 2011). Ce produit est
indispensable a I’équilibre de I’alimentation humaine. Il représente un milieu biologique
fortement altérable par voie microbienne en raison de sa forte teneur en eau, de son pH voisin
de la neutralité et de sa richesse en composants biodégradables. Bien que ces microorganismes
soient le principal facteur de dégradation du lait, ils sont historiquement utilisés dans sa

transformation et sa conservation (Huyghebaert, 2006).

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis plusieurs siécles comme inhibiteurs du
développement de bactéries pathogenes, ils sont caractérisés par la synthése de deux types de
métabolites antimicrobiennes : les inhibiteurs non spécifiques comme les acides organiques et
le péroxyde d’hydrogeéne et des inhibiteurs spécifiques tel que les bactériocines. Les bactéries
lactiques ayant des roOles différents : dans la préservation des aliments, la prévention
d’empoisonnement, ’augmentation de la valeur nutritive et I’amélioration de la qualité
organoleptique des aliments et dans la santé. Certaines bactéries lactiques sont largement
utilisées comme probiotiques tels que : Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus (Ajao
et al., 2021).

Les Lactobacilles sont des microorganismes utilisés dans I’industric laitiére, elles
participent dans la fermentation des glucides en produisant de I’acide lactique selon le mode
de fermentation obligatoire ou préférentiel et aussi dans la fermentation de beaucoup d’autres
produits alimentaires (Novel, 1993 ; Klaenhammer et al., 1994). Elles sont naturellement
présentes ou ajoutées intentionnellement, pour des raisons technologiques ou pour générer des
bénéfices santé chez le consommateur (Stiles et Holzapfel, 1997). et jouent un réle majeur
dans leur conservation et contribuent a I’inhibition des germes contaminants (Guessas, 2006).
Cette préservation est conféree par la production de plusieurs métabolites ayant une activité

antimicrobienne.

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail dont I’objectif de :
v" Isoler des souches de Lactobacillus a partir de lait de vache de la région de Blida et Tipaza.
v Etude l’activité antibactérienne des Lactobacillus vis-a-vis des bactéries pathogénes

d’origine alimentaire (Escherichia coli, Salmonella et Pseudomonas aeruginosa).

1




Introduction

Le mémoire comprend trois parties : la premiere est relative aux données bibliographiques
sur le lait, les bactéries lactiques, les Lactobacilles. La seconde, décrit le matériel et les

méthodes utilisés. La troisieme partie porte sur les résultats et la discussion et a la fin une

conclusion.




Chapitre |
Synthese Bibliographique



Chapitre | Syntheése bibliographique

Généralité sur le Lait
Définition du lait

Le lait était défini en 1908 au cours du congres international de la répression des fraudes
a Geneve comme étant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompues d’une femelle
laitiere bien portante bien nourrie et non surmenée, le lait doit étre colostrum» (Pougheon et
Goursaud, 2001).

Le lait est un liquide sécrété par les glandes mammaires des femelles mammiferes
apres la naissance du jeune. C’est un liquide de composition complexe, blanc et opaque, d’une
saveur douce, d'une réaction ionique (pH) voisin de la neutralité. La fonction naturelledu lait
est d’étre un aliment exclusif des jeunes mammiféres pendant la période critique de leur
existence, apres la naissance, alors que la croissance est rapide et qu'il ne peut lui étre substituée
d'autres aliments. La grande complexite de la composition du lait répond a cette fonction
(Alais, 1984 ; Amiot et al., 2002).

Importance du lait

Le lait occupe une place importante dans la ration alimentaire de la population mondiale.
En effet, ce produit, irremplacable pour les nourrissons, est aussi vital pour les autres tranches
d’age, du fait de son apport important en nutriments de base (matiereprotéique, matiére grasses
et glucides (lactose)) et sa richesse en éléments minéraux, notamment le calcium et vitamines
et caseines. Cette matiére alimentaire, source de protéines animales relativement bon marché
et ayant une bonne digestibilité connait une hausse croissante de sa demande, soit en tant que
produit commercialisé a 1’état de lait frais ou transforme en produits dérivés (fromages, beurre,
yaourt, etc.) (Amellal, 1995).

Les composants du lait de différents especes

La composition des différents laits d'animaux varie considérablement d'une espece a
l'autre, mais aussi a l'intérieur d'une méme espece, voire a l'intérieur des types ou des races
d'especes identiques. Cette variabilité peut dépendre de la nutrition, du débit lacté, de
I'époque de l'année, du stade de lactation et de I'age (Florence, 2010). Le tableau | donne la

composition chimique des différents mammifeéres.
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Tableau | : Composition moyenne du lait des différentes espéces animales
(Vignola, 2002)

Eléments en g/L Vache Chévre Brebis Chamelle
Eau 87.5 87.0 81.5 87.6
Matiére grasses 3.7 3.8 7.4 54
Matiéres protéiques 3.2 2.9 5.3 3.0
Glucides 4.6 4.4 4.8 3.3
Matiéres minérales 0.8 0.9 1.0 0.7

Lait de vache

Le lait de vache est le lait produit par la vache dés la naissance de son veau pour le
nourrir. Il est tres utilisé en alimentation humaine transformé sous forme de fromage, yaourt,
etc.

Le lait de vache est un liquide blanc opaque, Il contient un pourcentage élevé d'azote,
de calcium et de vitamines fournit un Intérét alimentaire exceptionnel, les proportions des
différents composants du lait de vache varient quelque peu selon les especes de mammiferes
font partie de ces espéces par race (Belarbi, 2011).

Le lait de vache possede des propriétés physico-chimiques comme sa majeure
composition en eau, son pH plus ou moins neutre, sa densité qui lui conférent une
hétérogeneéité dans sa nature biologique (Alais, 1984), Le tableau Il présente les principaux
parametres physico-chimiques du lait de vache.

Tableau Il : Caractéristiques physico-chimiques du lait de vache (Alais, 1984)

Constantes Valeurs
pH (20°C) 6,5a6,7
Acidité titrable (°D) 152318
Densité 1,028 41,036
Température de (-0,51) a (-0,55)
congélation (°C)
Point d’ébullition (°C) 100,5

Quialité organoleptique du lait de vache

«+ La couleur

Le lait est de couleur blanc mat, qui est due en grande partie a la matiére grasse, aux pigments

de carotene (la vache transforme le B -caroténe en vitamine A) qui passe directement dans le
lait (Fredot, 2005).
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% L’odeur
L’odeur caractéristique du lait provient du fait que la matie¢re grasse qu’il contient fixe des

odeurs animales. Elles sont liées a ’ambiance de la traite, a ’alimentation, a la conservation

(Vierling, 2003).

% Lasaveur

e La saveur du lait normal frais est agréable.

e Les laits chauffés (pasteurisés, bouillis ou stérilisés) ont un goQt légérement différent de
celui du lait cru.

e Les laits de rétention et de mammites ont une saveur salée plus ou moins accentuée.

e [’alimentation des vaches laitiéres a I’aide de certaines plantes de fourrages ensiles, etc.
Peut transmettre au lait des saveurs anormales en particulier un godt amer.

e La saveur amere peut aussi apparaitre dans le lait par suite de la pullulation de certains
germes d’origine extra-mammaire (Larpent et al., 1997).

% La Viscosité
Elle est fonction de I’espéce, on distingue :
* Un lait visqueux chez les monogastriques (jument, anesse, carnivores et femme). On parie
du lait aloumineux.
* Un lait moins visqueux chez les herbivores (lait de brebis plus visqueux que celui de la
vache). Le lait est dit caséineux (Alais, 1984). Le tableau Il résume les caractéristiques

organoleptiques du lait.

Tableau I11 : Caractéristiques organoleptiques du lait (Larpent et al., 1997)

Caractére normal Caractére anormal

Blanc mat Gris jaunatre : Lait de mammite
Bleu, jaune.

Couleur Blanc jaunatre : Lait riche en | Lait coloré par des substances

Creme chimiques ou des pigments

bactériens.
Odeur Odeur faible Odeur de putréfaction, de moisi,

de rance, etc.

Saveur salée : Lait de mammite
Saveur Saveur agréable Go0t amer : Lait tres pollué par
des bactéries.

Grumeleuse : mammite
Consistance Homogene Visqueuse ou coagulée : Pollution
Bactérienne
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La microflore du lait

On répartit les microorganismes du lait, selon leur importance, en deux grandes classes : la
flore indigéne ou originelle et la flore contaminants. La flore contaminante est subdivisée en
deux sous-classes : la flore d’altération et la flore pathogene (Plommet, 1987).

» Flore indigéne ou originelle
Le lait prélevé chez un animal sain contient peu de micro-organismes, sont des bactéries
saprophytes des canaux galactophores. Le lait est protégé pour 1 heure par une substance
inhibitrice ’actinine (Guiraud, 1998).
Il s’agit essentiellement des germes saprophytes de pis et des canaux galactophores :
microcoques, streptocoques lactiques, lactobacilles (tableau 1V). Des germes pathogénes
et dangereux du point de vue sanitaire peuvent étre présents lorsque le lait est issu d’un
animal malade (Streptococcus pyogene, Corynebacterium pyogenes, des Staphylococcus)
qui sont des agents des mammites et peut exceptionnellement Listeria monocytogenes,

Mycobacterium, Bacillus anthracis et quelques virus (Guiraud, 2003).

Tableau IV : Flore originelle de lait cru (Michel et al., 2002)

Microorganismes Pourcentage%
Lactobacillus 10-30
Gram négatif <10
Micrococcus sp 30-90
Streptococcus <10

» Flore contaminant
C’est ’ensemble des microorganismes ajoutes au lait. Elle peut se composer de :

e Flore pathogene

Les principaux microorganismes pathogenes associés aux produits laitiers sont : Salmonella sp,
Staphylococcus aureus, Brucella sp, Bacterium tuberculosis, Clostridium botulinum et
Clostridium perfringens, Escherichia coli, Shigella sonei, Mycobacterium tuberculosis,
Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni,

Brucella abortis. Certaines moisissures peuvent étre associées a ces derniéres (Lambin et

German, 1961).

La présence de microorganismes pathogenes dans le lait peut avoir trois sources : I’animal,

I’environnement et I”’homme (Andelot, 1983).
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e Flore d’altération
Incluse dans la flore contaminante, la flore d’altération causera des défauts sensoriels de gotit,
d’arémes, d’apparence ou de texture et réduira la vie de tablette du produit laitier. Parfois,
certains microorganismes nuisibles peuvent aussi étre pathogenes, I’'un n’exclut pas I’autre. Les
principaux genres identifiés comme flore d’altération sont : Psuedomonas sp, Proteus sp, les
coliformes (les genres Escherichia et Enterobacter), les sporulées telles que Bacilus sp et
Clostridium sp et certaines levures et moisissures (Andelot, 1983).

Les bactéries lactiques
Découverte des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont tres anciennes et sont apparues avant les cyanobactéries, il y
environ 3 milliards d’années. La premiére culture pure était des Bacterium lactis probablement
des Lactococcus lactis obtenue par Lister en 1873. Les bacteéries lactiques ont été isolées pour
la premiere fois a partir du lait (Metchnikoff, 1908 ; Sandine et al., 1972 ; Carr et al., 2002).
Ces bactéries jouent un role essentiel dans la conservation des alimentsce qui a entrainé un
intérét scientifique de leur étude au cours des quelques dernieres décennies alors que le
concept de bacteries lactiques (LAB) a été mis au point au début des années 1900. (Fennema
et al., 2004).

Définition et caractéristiques

Les bactéries lactiques sont définies comme des cellules vivantes, procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes (De-Roissart, 1986) et non pathogene, elles forment
un groupe hétérogene composé de coques (genre Streptococcus, Lactococcus) et de bacilles
(genre Lactobacillus). Dont la principale caractéristique est la production d’acide lactique a
partir de la fermentation des sucres (Badis et al., 2005).
Les bactéries lactiques regroupent les bactéries a coloration de Gram positif. Généralement,
immobiles non sporulées et micro-aérophiles. Elles ne possédent ni catalase, ni nitrate-
réductase, ni cytochrome-oxydase.
Ce sont des bactéries anaérobies facultatives. Elles ont des exigences nutritionnelles
complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les
glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994 ; Ho-thi, 2009). Les bactéries lactiques sont
un groupe hétérogene de microorganismes produisant de ’acide lactique comme produit

principal du métabolisme fermentaire.
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Habitat
Les bacteéries lactiques sont ubiquistes, leur permettant de se développer préférentiellement dans
divers écosystéemes. Elles ont pour habitat de nombreux milieux naturels. Elles setrouvent
généralement associées a des aliments riches en sucres simples. Les bactéries colonisent des
milieux naturels variés tel que la surface des végétaux et les muqueuses des mammifeéres

(intestin, bouches, vagin et surface de la peau) (Badis et al., 2005).

Classification des bactéries lactiques

Selon la derniere édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les bactéries
lactiques (BL) sont classées dans le Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et 1’Ordre
des Lactobacillales renfermant trente-cing genres (Aerococcus, Alloiococcus, Atopobium,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weisella (Pot, 2008), répartis sur
six familles. Les BL appartiennent toutes au groupe des bactéries a Gram positif, mais si la
plupart d’entre elles appartiennent au groupe des bactéries a Gram positif a bas %G+C
(Holzapfel et al., 2001).

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur le mode de
fermentation de glucose, la morphologie, la croissance a différentes températures, la capacité
de croissance a de hautes concentrations de sel (6.5%, 18%), la tolérance aux pH acides, alcalins
et a I’é¢thanol, I’hydrolyse de 1’arginine, la configuration de 1'acide lactique produit a partir de
glucose, la formation d’acétone, etc. Les marqueurs chimio taxonomique comme la
composition en acides gras et les constituants de la paroi cellulaire peuvent aussi étre utiles dans
la classification (Konig et Frohlich, 2009).

Meétabolisme des bactéries lactiques

a. Voie Homofermentaire

Les bactéries lactigues homofermentaires comprennent les espéces de lactocoques,
pédiocoques, ainsi que certains lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions optimales
de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par
molécule de glucose consommée (Thompson et Gentry-Weeks, 1994).

La fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA), est une enzyme clé présente chez toutes les
espéces homofermentaires et indispensable au fonctionnement de la voie Embden-
Meyerhoff- Parnas (EMP).
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b. Voie Hétérofermentaire

Doit sa dénomination au fait qu’en dehors du lactate, elle aboutit a la formation d’éthanol, du
CO2 et éventuellement d’acétate. Les bactéries lactiques hétérofermentaires ne contiennent
pas de FDP aldolase ni de triose-phosphate isomérase (Djidel, 2007). Les groupes principaux
de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostoc et certains lactobacilles
(Thompson et Gentry- Weks, 1994).

Intérét des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques jouent un rdle important que ce soit dans 1’industrie alimentaire ou dans
le domaine thérapeutique.
v Dans I’industrie alimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bio-conservation des
différents aliments (grace aux substances antimicrobiennes qu’elles secretent). Elles sont aussi
utilisées pour la production des laits fermentés, yaourt et des fromages et d’autres produits
alimentaires (produits carnés, végétaux, etc.) (Yateem et al., 2008). Les viandes, les poissons,
le vin, les charcuteries, le pain au levain entres autres sont aussi des produits de fermentation
par des bactéries lactiques.

Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains criteres :
e Absence de pathogénicité ou activité toxique.
e Capacité d’améliorer les caractéristiques organoleptiques.
e Capacité de dominance.
e Facilité de culture et de conservation.

e Maintenance des propriétés désirables durant le stockage.

v' Dans le domaine thérapeutique

Selon Salminen et al. (2004), certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme
probiotiques c'est-a-dire des micro-organismes vivants dont I’application a ’homme ou a
I’animal exercent un effet bénéfique sur ce dernier par amélioration des propriétés de la flore
intestinale.

e Jouent également un réle important dans la maturation du systéme immunitaire.

e Les souches lactiques sont également utilisées dans le traitement de certaines affections

telles que les diarrhées, les allergies alimentaires gréace a leur activité protéolytique.

e Certaines souches sont utilisées sous forme des suppositoires pour empécher lacolonisation
du vagin par les bactéries pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les
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Femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétées de la vessie (Yateem et al.,
2008).

e D’autres effets comme la prévention des gastro-entérites nosocomiales chez le
nourrisson, des propriétés anti cancérigenes, anti hyper cholestérolémiques.

Les lactobacilles
Caractéristiques générales

Les bactéries du genre Lactobacillus ont des aspects variés allant du bacille long et fin au
coccobacille en passant par la forme batonnet court ou légerement flexueux. lls sont Gram
positif, non sporulés, fréqguemment associés en chainettes et habituellement immobiles. Les
lactobacilles se montrent généralement plus résistants au stress acide que les lactocoques
(Siegumfeldt et al., 2000). Cette différence pourrait s’expliquer par un pH optimal plus faible
pour ’enzyme chargée de réguler le pH intracellulaire (translocation de protons par une
ATPase) chez les lactobacilles (Nannen et al., 1991). Le métabolisme des sucres chez
Lactobacillus est hétéro- ou homofermentaire.

Les Lactobacilles, de par leur varieté, sont présents dans des milieux trés différents
(Novel, 1993) : cavité buccale, tractus digestif, organes génitaux chez I’homme, produits
vegétaux, lait et produits laitiers (differents types de fromages), produits carnés, poissons
marinés ou fumés. Les Lactobacillus sont subdivisés par leur type fermentaire par Orla-Jensen
en trois groupes (Tableau V) (Hammes et VVogel, 2012 ; Belhamra, 2017) :

v' Le groupe Thermobacterium : comprend les Lactobacilles homofermentaires stricts,
thermophiles qui se développent a 45°C et non a 15°C. Fermentent le glucose et le gluconate
sans production de CO2. Les especes les plus fréquentes sont Lactobacillus helveticus,
L.jugurti, L.bulgaricus, L.lactis, L.acidophilus, L.leichamnii, L.delbrueckii, L.kifirofaciens,
L.mali .

v' Le groupe Streptobacterium : regroupe les Lactobacilles homofermentaires mais qui
peuvent étre hétérofermentaires facultatives en fonction du substrat, mésophiles qui se
développent a 15°C, le CO2 est dégagé lors de la fermentation de gluconate et non produit
lors de la fermentation du glucose. Il comporte les espéces Lactobacillus casei, L. plantarum,
L. curvatus, L. sakei, L. acetotolerans, L. graminis, L. rhamnosus...etc.

v' Le groupe Betabacterium : comprend les Lactobacilles hétérofermentaires stricts qui sont
Lactobacillus fermentum, L. buchneri, L. brevis, L. viridiscens, L. kefir, L. fructivorans, L.

hilgardii, L. sanfrancisco.

10
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Tableau V : Criteres différentiels des trois groupes de Lactobacilles (Sharpe, 1981 ;
Kandler et Weiss, 1986)

Group |, Group I, Group I,
Caractéristiques homofermentaires hétérofermentaires hétérofermentaires
Stricts Facultatifs Stricts
Fermentation - + -
des pentoses
CO2a partir du - - +
glucose
CO2a partir du - + +
gluconate
FDP aldolase + + -
Phosphokeétolase - + +
Lb. acidophilus Lb. Casei Lb. brevis
Lb. delbrueckii Lb. Curvatus Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. Plantarum Lb. fermentum
Lb. salivarius Lb. Sakei Lb. Reuteri

FDP : Fructose 1-6 diphosphate aldolase

Systématique des Lactobacillus (De vos et al., 2009)

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales
Famille : Lactobacillaceae

Genre : Lactobacillus

Application des Lactobacillus

Utilisation des lactobacilles en industrie laitiére

Parmi le genre Lactobacillus, la sous espéce bulgaricus, indispensable a la préparation du

yaourt est la plus utilisée en industrie laitiere (Codex Alimentarius, 2003).

La proportion de yaourts est supérieure a celle des fromages. En fromagerie, les

lactobacilles sont généralement utilisés pour la préparation de péates dures ou semi dures

typiques des fromages suisse et italien. Jusque dans les années 80, quelques espéces de

Lactobacillus étaient considérées comme des contaminants (ou NSLAB : No starter lactic acid

bacteria) Dans les années 1990, plusieurs auteurs ont démontré que ces especes participaient

u



Chapitre | Syntheése bibliographique

al’affinage des fromages par leur activité protéolytique, et la formation d’arémes qui en résulte
(Lane et al., 1996).

Cependant, I’arrivée des techniques de traitement du lait de fromagerie, telle que la
pasteurisation basse température couplée a la microfiltration, a contribué a une diminution
significative dans le lait de ces NSLAB. Cette constatation a incité les producteurs de ferments
fromagers a développer et commercialiser de nouvelles cultures, dites auxiliaires, contenant
des souches de Lactobacillus capables d’accentuer et d’accélérer ’affinage des fromages (El
Soda et al., 2000).

Les mécanismes enzymatiques impliqués dans I’activité protéolytique des lactobacilles sont
moins documentés que ceux de Lactococcus lactis sp. Toutefois, les voies métaboliques
empruntées par ces deux genres bactériens semblent relativement proches (Pritchard et al.,
1993). La protéolyse est cependant plus prononcée pour les lactobacilles (Marilley et al.,
2004). Ces dernieres années, de nombreuses études ont été menées sur le caractere probiotique

des souches de bacteéries lactiques.
Différentes raisons peuvent expliquer ce choix pour le consommateur (Heller, 2001) :
e Les produits laitiers fermentés sont percus comme bénéfiques pour la santé.

e Les consommateurs sont habitués au fait que les produits fermentés contiennent des
microorganismes vivants.

e Les probiotiques utilisés comme agent de fermentation combinent les images positives
probiotique et fermentation.

e L’image bénéfique pour la santé des produits de type yaourt facilite la recommandation
d’une consommation quotidienne. D’un point de vue technologique, les procédés
utilisés pour la préparation des produits laitiers fermentés sont déjaoptimises pour
permettre la croissance des microorganismes nécessaires a la fermentation. Par
conséquent, la technologie existante ne nécessite pas de changements majeurs afin de

garantir la survie des probiotiques dans le produit.
Effets des lactobacilles sur la santé

Depuis Metchnikoff et ses théories sur l'effet bénéfique des ferments lactiques, I'effet
probiotique de certains lactobacilles a été et est encore largement étudié (Isolauri et al., 2004).
Un des effets majeurs des lactobacilles sur la santé humaine décrits dans la littérature est leur
r6le antagoniste vis a vis des bactéries pathogenes (Servin, 2004). Les effets des lactobacilles

sur les bactéries pathogénes reposent sur différentes propriétés telles que la capacité a

2
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adhérer aux cellules et d'inhiber ainsi I'adhésion des pathogénes, l'inhibition de la croissance des
pathogénes, la capacité d'entrer en compétition avec les pathogénes pour les ressources
nutritives et la modulation de la réponse immunitaire de I'hdte (Reid et Burton, 2002).
Aujourd'hui, le débat reste encore ouvert sur l'innocuité des probiotiques, qui pourraient étre

des opportunistes notamment chez les patients immunodéprimés (Cannon et al., 2005).
Application des Lactobacillus en tant que probiotiques

Différents effets positifs sont ainsi attribués aux probiotiques. Cependant, des études doivent
encore étre réalisées afin de confirmer certains bienfaits. Ces effets sont décrits dans le

tableau VI et expliqués ci-dessous.

Il est a noter que la validité scientifique de ces effets bénéfiques est tres variable. Pour certains
effets, des preuves scientifiques irréfutables appuyées par des études cliniquesexistent et
permettent d’attribuer certaines allégations-santé aux produits probiotiques (Moroni, 2007).
Tableau VI : Effets positifs des probiotiques sur la santé (effets probables ou
suspectés) (Moroni, 2007)

Evidences scientifiques fortes

Effets des probiotiques Mécanismes des probiotiques
Aide a la digestion du lactose = Action de la B- galactosidase bactérienne
Réduction du risque des diarrhées = Activité antipathogene

= Stimulation du systéme immunitaire

= Amélioration de la fonction barriere de la
Diminution des allergies alimentaires mugueuse

= Stimulation du systéme immunitaire

= Dégradation des protéines allergenes
Evidences scientifiques prometteuses

Effets des probiotiques Mécanismes des probiotiques

Activité hypocholestérolémiante » Assimilation du cholestérol

= Déconjugaison des sels biliaires

» Production de composés antimutagéniques

Prévention du cancer du c6lon =  Modulation des enzymes fécales
carcinogéniques

= Stimulation du systéme immunitaire

Résistance contre les maladies = Activité antipathogene

Inflammatoires et irritables des = Stimulation du systéme immunitaire
intestins

Diminution des infections a = Activité antipathogene
Helicobacterpyroli

Effet antihypertenseur = Action des peptidases sur les protéines

du lait donnant des peptides bioactifs

3
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Pouvoir antimicrobiens des Lactobacillus
Les acides organiques
Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques lors du processus de fermentation
Les principaux acides produits sont : I’acide lactique, 1’acide acétique et propionique. Ces
derniers permettent d’inhiber la croissance des levures et d’autres bactéries qui ne peuvent se
développer a pH acide. L’effet inhibiteur de ces acides organiques est principalement provoqué
par les molécules non dissociées qui diffusent a travers les couches lipidiques des membranes
des microorganismes provoquant ainsi un abaissement du pH dans le cytoplasme qui a pour

conséquence la déstabilisation des cellules (Zhitnitsky et al., 2017).

Le Peroxyde d*hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogene (H202) présente un effet antimicrobien qui peut étre expliqué par la
production de radicaux libres tels que le groupement superoxyde (O2¢) et le groupement
hydroxyle (OHe¢) capables d’endommager I’ADN bactérien.

Le pouvoir inhibiteur du peroxyde d'hydrogene pourrait étre di a des réactions d’oxydation des
groupes sulfhydriles provoquant une modification de la conformation des protéines et donc la
perte de fonction des enzymes. De plus, il peut engendrer la peroxydation des lipides
membranaires, augmentant ainsi la permeabilité de la membrane du microorganisme cible (Nair
et al., 2017).

Le dioxyde de carbone
Le COz peut jouer un role antimicrobien en créant un environnement anaerobique, qui empéche
les décarboxylations enzymatiques, et I'accumulation de CO2 dans le milieu peut causer un
dysfonctionnement de la perméabilité. Toutefois, le dioxyde de carbones peut aussi,a faible

concentration, stimuler la croissance de certaines bactéries (Singh, 2018).

Le Diacétyle
Le diacétyle (C4H602) est un produit du métabolisme de citrate qui est responsable de I'aréme
"beurre” de produits laitiers et qui inhibe la croissance bactérienne en interférant probablement
avec les mécanismes gouvernant l'utilisation de l'arginine. Il est rarement présent dans I'aliment

en quantité suffisante pour y exercer une activité antimicrobienne importante (Heita, 2014)

E
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La reutérine
La reutérine est une substance antimicrobienne qui est produite comme métabolite
intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par certaines especes de
Lactobacillus. La reutérine s’accumule alors dans le microorganisme producteur. A haute
concentration, elle est excrétée dans le milieu. Sa toxicité contre la cellule productrice limite
sa production, certaines espéces comme Lactobacillus reuteri sont plus résistantes (Langa et
al., 2014).

Les bactériocines

La détection de la premiére bactériocine remonte a 1925 par Andre Gratia qui a observé que
la croissance des certaines souches d'Escherichia coli a été inhibée en présence d'un composé
antibactérien, dont il a donné le nom de colicin V.

La definition qui reste la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer (1988) qui définit
les bactériocines comme des protéines, ou complexes de protéines, avec une activité bactericide
contre des espéces proches de la souche productrice. Les bactériocines représentent une large
classe de substances antagonistes qui varient considérablement du pointde vue de leur poids

moléculaire, de leurs proprietés biochimiques, de leur spectre d’action et de leur mode d’action.

Bactéries pathogeénes responsables d’altération d’aliments

Salmonella
Les salmonelles appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae est un groupe de bactérie a
Gram négative, non sporulant (Shveta Sethi et al., 2017) en forme de bacille (Korsak, 2004).
Généralement de 2 a 5 microns de long et de 0,5 a 1,5 micron de large ; mobile avec des flagelles
en position péritriche a I’exception de sérovars aviaires : S. Gallinarum et S. Pullorum, qui sont
immobiles (Andino et Hanning, 2015).
Les salmonelles sont des bactéries du tube digestif des vertébrés. Elles sont essentiellement
répandues dans le milieu extérieur a partir des excrétas (Rodriguez-Rivera et al., 2014). Elles
peuvent survivre plusieurs mois dans I’environnement (Sol-Eau- Végétaux) ; lorsque les

conditions du milieu sont favorables (température et humidité) (Danyluk et al., 2008).

s
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Escherichia coli
Le genre Escherichia fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Escherichia sont des
bactéries bacilles & Gram négatifs, aérobie-anaérobies facultatifs, mobile, parfois immobile,
avec une structure flagellaire péritriches et non-sporulée. E. coli est une bactérie non exigeante
avec une température optimale de croissance de 37°C (Lobry, 1991). Le Tableau VII résume

quelques caractéres biochimiques d’Escherichia coli.

Tableau VII : Les caracteres biochimiques de Escherichia coli (King et al., 2014)

Tests Résultats
Catalase +
Oxydase -

Uréase -

Indole +

Citrate de Simmons -
Hydrogene sulfuré -

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa appartiennent a famille des Pseudomonadaceae (Moore et al., 2006).
Est une bactérie a coloration de Gram négative, dépourvue de capsule, batonnets, aérobie stricte.
Habituellement chimioorganohétérotrophes, tres variés dans leur nutrition. Croissent souvent
sur sels inorganiques, additionnés d’une source de carbone organique, certaines souches sont
chimio lithoautotrophes, Catalase-positifs, oxydase-positifs. Se trouvent dans le sol, les eaux
et comme agents pathogenes chez I’homme, animaux et les plantes. Les cultures de P.
aeruginosa dégagent une odeur caractéristique, et produisent le plussouvent des pigments de
pyocyanine et de pyoverdine (Christiane, 2013).

Le Tableau VIII représente le pouvoir pathogene des bactéries d’origine alimentaire

(Salmonella, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa).

16



Chapitre |

Synthese bibliographique

Tableau VII1 : Pouvoir pathogéne des bactéries pathogénes d’origine alimentaire

Souches
Pathogenes

Les maladies

Salmonella

-La salmonellose (gastro-entérite a Salmonella) est
causée par plus de 2000 sérovars de Salmonella,
provoquant des symptdmes fréquents, dont les douleurs
abdominales, diarrhées, qui durent de quelques jours a
quelques semaines. La salmonellose la plus fréquente
est due a Salmonella Typhimurium. (Prescott et al.,
2003).

-Elle est rencontrée dans tous les pays elle est isolée chez
I’homme, les animaux et dans I’environnement, elle
occupe la premiere place dans 1’étiologic des toxi-

infections alimentaires (Avril et al., 1992).

Escherichia coli

E. coli est la bactérie la plus fréeguemment impliquee
dans les infections urinaires, elle peut provoquer des
diarrhées par des mécanismes trés divers ainsi que
diverses infections communautaires ou nosocomiales,
initialement sensible a beaucoup d’antibiotiques, elle a
acquis une résistance fréquente, surtout en milieu
hospitalier (Nauciel et Vildé, 2005).

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est un pathogene opportuniste
responsable  d’infections  nosocomiales  graves,
d’infections  potentiellement mortelles chez les
personnes  immunodéprimées et  d’infections

chroniques chez les patients atteints de mucoviscidose.

L'intoxication alimentaire
Les toxi-infections alimentaires (TIA) sont des infections causées par 1’ingestion d’aliments
ou de boissons contaminés par certains agents infectieux ou par leurs toxines. Les bactéries
responsables de TIA ont la capacité de fabriquer des toxines et de les libérer dans 1’aliment
permettent le développement microbien (Lagrange, 2012). Il peut arriver, trés rarement, que

les toxines provenant de produits chimiques ou de pesticides causent une intoxication

alimentaire (Schlundt et al., 2010).

@
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Il. Objectif de travail
Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’hygiéne Tipaza et du laboratoire
de microbiologie au niveau de la station expérimentale au sein de 1’université Saad Dahleb
Blida 1, sur une durée de 3 mois (mars a mai).
L’objectif de ce travail repose sur :
e Isoler les bactéries lactiques (Lactobacillus) a partir de lait de vache.

e Etude de Ieffet antagoniste des Lactobacillus vis-a-vis des souches pathogénes responsables
d’altération des produits alimentaires.

Matériel

Matériel biologique

Au cours de notre étude, le matériel biologique utilisé est compose de :

- Lait de vache de la région de Blida et Tipaza.

-Souches pathogénes d’origine alimentaire deja isolées et identifiées par laboratoire d’hygiéne
de Tipaza (Escherichia coli, Salmonella et Pseudomonas aeruginosa ATCC : les souches de

références).

2. Matériel non biologique
Le matériel non biologique (I’appareillage, la verrerie, composition des milieux de culture,

réactifs) utilisé dans cette étude est décrit en Annexe I11.

Meéethodes
Echantillonnage
L’échantillon de lait a été aseptiquement prélevé a partir d’une vache de la station
expérimentale de la faculté de SNV (université de Blida) et Tipaza (Tableau IX, Figure 1).
Nous avons réalisé trois prélevements du lait de vache en respectant les conditions suivantes :
e Un nettoyage préalable de I’extérieur de la mamelle a 1’aide d’un linge préalablement
trempe dans une solution désinfectante, la mamelle doit ensuite étre séchée.
e Se laver soigneusement et se sécher les mains avant la traite.
e Les premiers jets de lait sont éliminés (plus charges en germes).
e Les échantillons sont recueillis dans des flacons stériles de 250 ml et acheminés dans une
glaciere (4 °C) au laboratoire.
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Tableau IX : Des échantillons du lait de vache

Les échantillons Source Origine
Echl Lait de vache Station expérimentale Blida
Ech2 Lait de vache Tipaza
Ech3 Lait de vache Tipaza

Figure 1 : Prélevements des échantillons du lait de vache de la station expérimentale Blida

Isolement des Lactobacillus
Pour I’isolement des Lactobacillus, nous avons préparé une solution mere, en mélangeant un
volume de 25ml de I’échantillon de produit laitier avec 225ml de 1’eau physiologique a 1’aide
d’une seringue stérile.
Les ensemencements sont réalisés sur milieu MRS gélosé en masse. Par la suite incubées en
anaérobiose (versé la deuxiéeme couche du milieu MRS pour réaliser la condition anaérobiose)
a 37°C pendant 72h.

Purification des souches
La purification consiste, a réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS, pour les
lactobacilles avec une incubation a 37°C pendant 24h, jusqu’a I’obtention de colonies de méme
taille, méme forme et méme couleur, renseignant sur la pureté des souches (Karam et Karam,
1994 ; Larpent et al., 1997 ; Idoui et al., 2009).

La conservation des souches
Nous avons appliqué les deux méthodes de conservation citée par (Badis et al., 2005 ; Brahimi,
2015).




Chapitre 11 Matériel et méthodes

» Laconservation a court terme : des souches pures est effectuée sur bouillon MRS apres
croissance a la température optimale, les cultures sont maintenues a +4°C et le renouvellement
des souches se fait toutes les 4 semaines. (Figure 2.A).

» Laconservation a long terme : a partir des cultures de lactobacillus de 18 h sur le bouillon
MRS, nous avons pris 70% de bouillon MRS dans d’éppendorfs et ajouté 25% de glycérol
stérile. Le tout est congelé & -20 °C (Figure 2.B).

Figure 2 : Conservation a courte terme (A), Conservation a longue terme(B)

Pré identification des lactobacilles
Critére morphologique
«» Examen macroscopique : Consiste a étudier la forme, 1’aspect, le contour, la surface, la
couleur des colonies sur le milieu MRS (Joffin et Leyral, 2006).
+« Etude microscopique : L’observation microscopique au grossissement (Gx100) permet de
classer les bactéries selon leur Gram, leur morphologie cellulaire, leur mode d’association

(Joffin et Leyral, 2006).

A. Coloration de Gram

= Principe

La coloration de Gram est la plus utilisée en histologie pour étudier la classification des
bactéries. Le processus permet de séparer la plupart des bactéries en 2 groupes par rapport a

la proportion de peptidoglycanes contenue dans les membranes (Tortora et al., 2003).
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=  Technique
Préparation du Frottis

e A partir de la suspension bactérienne, prendre une goutte et I’étaler sur une lame par des
mouvements circulaires du centre a la périphérie,

e Laisser sécher a température du laboratoire ou a 37C°.
e Fixer a la chaleur 03 fois (Joffin et Leyral, 2006).
Réalisation de la coloration

Coloration par le violet de
Coloration primaire | gentiane. Laisser agir 1
minute. Rincer brievement a

I'eau du robinet.

Recouvrir la lame par le Lugol et

Mordancage au laisser agir 60 secondes puis
Lugol rincer briévement a I’eau du
robinet.

Verser goutte a goutte l'alcool

sur la lame jusqu’a ce que le
Décoloration violet ne s’¢coule plus du frottis,

rapide a I’alcool puis stopper la décoloration par

un nouveau lavage a I’eau du

robinet.

Laisser agir 1 minute. Laver
Contre-coloration doucement a I'eau du robinet.
a la fuchsine. Puis Sécher la lame entre

deux feuilles des papiers

filtres.

= Lecture

L’observation se fait au microscope optique avec une goutte d’huile & immersion sur le frottis
a I’objectif X 100 (Larpent et Larpent G, 1997)

- Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet.

- Les bactéries a Gram négatif apparaissent en rose.




B. Etat frais
Une goutte de la suspension bactérienne est mise entre lame et lamelle apres additionné du Bleu

de méthylene (et de I'huile de vaseline) est observée au microscope optique au Grossissement
X100 pour observer et confirmer la forme et leur mode de regroupement de chaque souche

utilisée (Figure 3).

(&

Figure 3 : Realisation de 1’état frais

Identification biochimique
Test de catalase
= Principe
C’est une enzyme de la chaine respiratoire qui a la propriété de décomposer I’eau oxygené en

eau et en oxygeéne gazeux. (Kandler et Weiss, 1986 ; Sharpe, 1979).

Catalase

= Technique
v Déposer sur une lame propre une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes
v" Prélever un petit fragment de la colonie a I’aide d’une pipette Pasteur scellée et dissocier
dans I’eau oxygénée

= Lecture
La présence de catalase se manifeste par le dégagement de bulles gazeuses.




Test d’oxydase
= Principe

L’oxydase est une enzyme du cytochrome qui intervient dans les divers couples
d’oxydoréduction et qui assure la fixation de ’oxygeéne moléculaire sur le cytochrome réduit

(Marshal et al., 1987).
=  Technique

A l’aide de la pipette Pasteur, prélever un fragment de la colonie et le déposer sur une plaque

imprégnée d’oxalate de diméthyle-paraphenyléne diamine.

= Lecture
v' L’apparition d’une coloration violacée en présence d’oxygene et en quelques secondes
montre que la souche est oxydase (+)

v Pas de coloration : oxydase (-)

Mannitol mobilité
= Principe

Le milieu mannitol mobilité permet d’étudier la mobilité des germes, et la recherche de la
fermentation du mannitol (Le-Minor, 1993).

La dégradation en anaérobiose du mannitol conduit a la formation de fructose dont I’attaque
conduit elle-méme a la formation d’acides a chaines courtes (la couleur du milieu devient
jaune).

- Les bactéries tres mobiles peuvent se déplacer dans la gélose molle : étude de lamobilité.
- Les nitrates du milieu peuvent étre réduits en nitrites puis en N2 : test nitrate réductase.
= Technique

A T’aide d’une pipette pasteur, ensemencer le milieu par pigure centrale avec la souche a
étudier puis incuber a 37°C pendant 24h (figure 4).
= Lecture

v Virage de la couleur du milieu vers le jaune indique la dégradation du mannitol.

v’ Diffusion des germes autour de la piqure en tour- billant indique la mobilité.
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Figure 4 : Test de mannitol mobilité

11.2.6.4 Type fermentaire

= Principe

Ce test permet de différencier entre les bactéries lactigues homofermentaires et
hétérofermentaires (production du gaz CO2) (Copolla et al., 1997). Certaines especes sont
homofermentaires (homolactiques) ne produisant que 1’acide lactique, d’autres
hétérofermentaires (hétérolactiques) produisant de I’acide acétique, de I’acétaldéhyde, de
1’éthanol et du dioxyde de carbone (CO2) a c6té de I’acide lactique (Devos et al., 2009).

= Technique

Les souches ont été ensemenceées dans des tubes contenant chacune 10 ml du bouillon lactosé
au Bromo Creésol Pourpre (BCPL) et une cloche de Durham. Apres incubation a 37°C pendant
24h a 48h, le CO2 produit par les bactéries hétérofermentaires s’accumule dans les cloches de
Durham (Copolla et al., 1997).

Identification physiologique

Croissance a différentes températures

Ce test est important pour distinguer les bactéries lactiques mésophiles des bactéries lactiques
thermophiles. Apres inoculation de bouillon MRS par les souches de lactobacillus, ensuite les
tubes sont incubés pendant 24-48 h aux températures : 4 °C, 37 °C et 44°C. la croissance est

appréciée par ’apparition de trouble (Badis et al., 2005).

Croissance a différentes concentrations de NaCl
Quiatre tubes stériles contenant 5 ml de bouillon MRS a 2%, 4%, 6,5% de Na Cl ont été
ensemenceés par une colonie de lactobacillus et incubés a 37 pendant 48h. La croissance est

appréciée par ’apparition d’un trouble (Badis et al., 2005).
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Test de thermorésistante
Les souches a tester sont préalablement réparties dans des tubes de milieu MRS. Ces tubes sont
par la suite exposés a une température de 63,5°C pendant 30 min (dans un bain marie), apres
refroidissement brusque, les tubes sont incubés a 37°C pendant 48h (Samelis et al., 1994).

1.2.7.4. Tolérance au pH acide et alcalin

La croissance des souches a été testée a différents pH (4 et 9,6) pour les lactobacilles.
Lacroissance se manifeste par un trouble en milieu liquide MRS (Guiraud, 1998).

Pour diminuer le pH a 4, nous avons ajouté quelques gouttes de Hcl. Une autre quantité du
bouillon MRS est ajustée apres & 9,6 en ajoutant du NaOH (Guiraud, 2003) (figure 5).

Figure 5 : Ajustement de bouillon MRS a un pH=4 et a un pH=9.6
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Caractéristiques technologiques des isolats

Etude de Pactivité protéolytique des souches

L’activité protéolytique des souches isolées a été découvert sur milieu MRS contenant
10%(m/v) de lait semi écrémé en utilisant la méthode de spots. Un volume de 20ul d’une
culture fraiche de chaque souche a été déposé en spots puis les boites ont été incubées a
37°C pendant 24 a 48h. La protéolyse se manifeste par une zone claire autour des spots
(Boulouf, 2016) (figure 6).

Figure 6 B: Test de I’activité protéolytique des lactobacillus

Résistance au téllurite de potassium

La tolérance au téllurite a été recherchée par ensemencement, en stries tres serrees, sur une
gélose MRS a 0.5% de téllurite de potassium par les souches de Lactobacillus (Figure 2,
annexe I1). Aprés une période de 24h d’incubation a 37°C, les souches résistantes donnent des

colonies noires (Guiraud et al., 2003).

Galerie Miniaturisé (api 20E)
C’est une Galerie de 20 micros tubes préts a I’emploi permettant de reéaliser 23 tests
biochimiques destinés bien que ce type de galerie recommandé pour I’identification des
Enterobacteriaceae, elle a été employée pour profiter de certains tests biochimiques. (Figure
7).
= Principe
e La fermentation des carbohydrates : glucose, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose,
saccharose, melibiose,B amylase et arabinose.
e Ladécarboxylation des acides aminés : lysine, ornithine et arginine.

e La production d’H2S, I’hydrolyse de I'urée, la formation d’indole, la production d’acétone
(VP), I’hydrolyse de la gélatine et I’hydrolyse de I’ONPG.
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=  Technique

v' Préparation de la galerie : Réunir fond et couvercle d’une bofte d’incubation et remplir les
alvéoles avec de I’eau distillée pour créer une atmosphére humide, ensuite déposer
stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

v' Préparation de I’inoculum : Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu géloseé et la
mettre dans un tube d’eau distillée stérile pour réaliser une suspension bactérienne de 0,5
Mc Farland.

v Inoculation de la galerie : Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie
a l'aide de la méme pipette (pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la
pointe de la pipette sur le c6té de la cupule, en inclinant légérement la boite d'incubation
vers l'avant) (Debabza, 2015).

Pour les tests CIT, VP, GEL remplir tube et cupule.
e Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes (et non les cupules).
e Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en
remplissant leur cupule d’huile de vaseline.

e Refermer la boite d'inoculation et I’incuber a 37°C pendant 24h.

noculat' nde la gal\e\r‘ie\ Détaiud’:r;?ns.
6888888888 Doo0B00000 "

Nom
ONPG ADH LDC ODC Cl‘l’ H2S URE TDA IND VP GE GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA Prénom

microcupule

Figure 7 : galerie miniaturisé api 20 E

= | ecture

Apres I’incubation pendant 24h a 37°C, nous rajoutons les différents réactifs pour la
lecture :

e Le réactif de Kovacs pour la recherche de la production de I’indole (IND).
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e Le chlorure ferrique pour le tryptophane désaminase (TDA).

e Le réactif VPI (solution [ naphtol), et le réactif VP2 (solution aqueuse d’NaOH4N)
pour le test de VVoges Proskawer (\VP).

Etude de I’effet antibactérien des Lactobacillus
L’activité antibactérienne est réalisée par la méthode directe de double couche et par diffusion
sur milieu gélosé selon Izquierdo (2009). Cette derniére a été réalisée par les trois méthodes
directes des puits, des disques selon Shehata et al. (2016) et de spot selon Fleming et al.
(1975).

Revivification des souches pathogenes
Les bactéries pathogénes testées sont cultivées a 37°C sur 10 ml de bouillon de la gélose

nutritive pendant 24h.

Standardisation des inoculas

Afin d’avoir un méme nombre de cellules bactériennes dans un 1ml de culture au cours de cette
expérimentation, nous avons réalisé une standardisation de I’inoculum bactérien par I’isolement
de chaque souche de Lactobacillus sur gélose MRS. Aprés incubation a 37°C pendant 48h, des
colonies identiques et bien isolées de chaque souche ont été repiquées dans 9ml de bouillon
MRS, puis incubées a 37°C durant 24 h.

La méme procédure a éte répétée avec les souches pathogenes en repiquant une colonie (aprés
24h d’incubation sur gélose nutritive) dans le bouillon nutritif incubé a 37°C pendant 24h

(Figure 8).

Figure 8 : Standardisation des inoculas




Meéthode de spot (méthode de Fleming et al., 1975)
Ce test d’antagonisme est réalis€ dans le but de révéler la production ou non de produits
antibactériens par les souches de bactéries lactiques ; par contre pour connaitre la nature exacte
de la substance un autre test peut étre réalisé qui est le test des puits.
A partir des pré-cultures de souches lactiques sélectionnées obtenues aprés 18 heures
d’incubation a 37°C, 5 ul ont été ensemencées sous forme de spots sur gélose MRS sécher
devant bec bunsen a moitié ouverte de fagcon a obtenir trois spots par boite de méme taille et
identiques. Ces boites sont laissées séchées prés de bec bunsen pendant 30minute. L’incubation
se fait en anaérobiose & 37°C durant 24 heures.
Apreés incubation, les boites ont été ensuite recouvertes par 10 ml de gélose nutritive semi solide
inoculée par 1 ml d’une pré-culture de 18 h de chaque souche pathogéne (E.coli, Salmonella,
Pseudomonas).
Apres faire une autre incubation a 37°C pendant 24h en aérobiose, les boites ont été examinées
en vue de détecter les zones d’inhibition autour des spots et le diamétre de zone d’inhibition est

mesuré (Figure 9).

Gelose Nutritif
Gelose MRS
g Bouillon
Colenies "/ nutritf
. ‘ 5UI 9 ml de GNM
Bouillon MRS e
Spot+ incubation incubation
Ty Culturede 18 h des Souches
Culturede 18 h desBL pathogénes

Leszonesd’innibition

Figure 9 : Mise en évidence du pouvoir antibactérienne par la méthode de spot
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Meéthode des disques

Le milieu Mueller-Hinton est coulé dans des boites de Pétri steriles, aprés solidification du
milieu, les boites sont ensemencées en surface par la suspension de la souche pathogéne avec
un écouvillon stérile, les disques stériles de 05 mm de diamétre sont ensuite déposés sur le
milieu de culture (trois disques : un disque pour chaque souche de Lactobacillus et chaque
disque recoit un volume de 10 pl de la suspension des Lactobacillus (S1, S2 et S3). Une fois les
boites sont séchées a température ambiante, elles sont incubées a 37°C pendant 24h.
souche indicatrice se traduit par la formation de zones claires autour des disques et les diamétres
des zones sont mesurés (Shehata et al., 2016).

Meéthode des puits (méthode de Barefoot et Kaenhammer, 1983)

Cette méthode est réalisée sur les bactéries lactiques inhibitrices possédant les plus grandes
zones d’inhibition montrant la présence de substances inhibitrices, ces substances peuvent
diffuser dans un milieu de culture solide.

Les Lactobacillus sont repiquées dans milieu MRS liquide et incubées pendant une période de
18h a 30°C. Apres incubation une centrifugation réfrigérée (4°C) est réalisée L’inhibition de
la a 4000 tr/min pendant 15 min (Figure 10).

Des puits de 5 mm de diamétre sont creusés stérilement a I’aide d’une pipette pasteur sur
la gélose nutritive inoculé par la souche pathogéne et seront remplies avec 100 uL du
surnageant de culture. Les boites de Petri sont mises a une température de +4°C/4h pour
permettre la bonne diffusion de la substance antibactérienne (Doumandji et al., 2010). Les
boites sont incubées a 37°C et la présence de zones d’inhibition formées autour des puits est

examinée aprés 24h d’incubation (Hwanhlem et al., 2011).

Figure 10 : Réalisation de I’effet antibactérien par la méthode des puits
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Pré identification des isolats

Trois isolats lactiques ont été isolés et purifiees sur gélose Man Rogosa Sharpe (MRS), qui est
un milieu spécifique pour les Lactobacillus.

L’identification des isolats lactiques a été conduite en utilisant des tests portant sur les
caracteristiques culturales, morphologiques (macroscopique et microscopique), physiologiques

et biochimiques sur des cultures pures.

Caractéres morphologiques
Examen macroscopique
» Sur milieu liquide : L’observation macroscopique des cultures en milieu MRS liquide a
permis de constater que les trois isolats possedent un trouble homogéne concentré au fond du

tube indiquant une bonne croissance aprés 24 h d’incubation (Tableau X, Figure 11).

Figure 11 : cultures des isolats en milieu liquide MRS apreés 24h

d’incubation.

Tableau X : Caractéres macroscopiques des colonies isolées sur le milieu

MRS liquide
Culot Trouble
S1 + +
S2 + +
S3 + +

.
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» Sur milieu solide : La culture des souches isolées sur le milieu MRS est observee par 1’ceil

nu. L’ensemble des colonies étudiées révele un aspect presque semblable ; elles sontlisses

Iégérement bombées, avec contour régulier et arrondi, translucides ou opaques, de petite

taille 1 — 3 mm, et de couleur crémeuse (Tableau XI, Figure 12)

Figure 12 : Aspect macroscopique des colonies cultivées sur milieu solide MRS

Tableau XI : caractéres macroscopiques des colonies isolées

aracter. Dimension | Couleur | Forme Elévation Surface Conteur
Souche Mm

S1 3 mm Crémeuse | Bacille Bombée Lisse Arrondi (régulier)
S2 2 mm Crémeuse | Bacille Bombée Lisse Arrondi(régulier)
S3 2 mm Crémeuse | Bacille Bombée Lisse Arrondi(régulier)

D’aprés Boukezzoula (2020), les colonies de lactobacillus sont de petites tailles arrondis

(régulieres) et lisses. Ce qui est similaires avec nos résultats.

Examen microscopique

A) Etat frais

L’examen microscopique des cultures sur milieux MRS au Bleu de méthyléne montre des

colonies bleues immobiles, sous forme de bacilles regroupées en chainettes et parfois en paires
(Figure 13).

5
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Figure 13 : Observation microscopique de la souche S2 (GX100) apreés la coloration de
Bleu de méthylene, isolées sur milieu MRS.

B) Coloration de Gram

Apres coloration de Gram et observation microscopique, la pureté des isolats a été constatée
et nous a orienté sur l'aspect cellulaire des souches. lls sont tous Gram positif apparaissent sous

forme bacilles fins (Tableau XII), d’une couleur violette dont le mode d’associations varie
d’une espéce a une autre et lls sont non sporulés (Figure 14).

Figure 14 : Observation microscopique de la souche 1 de Lactobacillus aprés la
coloration de Gram (Gx100).

Tableau XII : Résultats de I’étude microscopique

Souches Forme et mode d’association | Gram
S1 Bacille en chainette +
S2 Bacille en chainette/libre +
S3 Bacille en chainette +
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Selon Mami (2013), La coloration de Gram montre que tous les isolats sont de Gram
positif et de forme bacille, isolés ou regroupées en chainette ou libre. Ce qui est similaires

avec nos résultats.

Caractéristiques physiologiques et biochimique

Les caractéres biochimiques, physiologiques et technologiques des isolats de Lactobacillus

sont présentées dans le tableau suivant.

Tableau X111 : Résultats des tests d’identification des souches Lactobacillus

isolées a partir du lait de vache.

Tests biochimiques, physiologiques et Résultats
Technologiques
Catalase -
Oxydase -
Mannitol mobilité mobile/ mannitol +
Type fermentaire Homofermentaire
Croissance a Temperature 4°C +
Croissance a Température 37°C +
Croissance a Température 44°C +/-
Mesure de pH 4 a2 9,6 +/-
Croissance de NaCl a2 % +
Croissance de NaCl a 4 % +
Croissance de NaCl a 6.5 % +/-
Thermo-résistance +
Activité protéolytique + /-
Résistance au téllurite -

(-) : test négatif / (+) : test positif / (+/-) : faible croissance

Test de catalase

La confirmation de la pureté est complétée par la recherche de la catalase. Nous avons noté une
absence de la formation des bulles d’air donc I’absence de ’enzyme ce qui refléte I’incapacité

des souches & dégrader le peroxyde d’hydrogéne, représente une réaction négative(Figure 15).
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L’absence des bulles d’air

Figure 15 : Résultat négatif du test de catalase

L’analyse de ces résultats démontre que tous les isolats appartiennent au groupe des bactéries a
Gram positif et a catalase négative, caractéristique des bactéries lactiques. Ces résultats sont
similaires a ceux de Benhouna (2019).

Test oxydase

Les souches (S1, S2 et S3) n’ont pas produit une couleur violette et n’ont pas réagi avec les
disques d’oxydase donc absence de I’enzyme la phényléne diamine oxydase qui capable
d’oxyder le réactif N-diméthyl-paraphényléne-diamine Ce qui signifie qu’elles sont oxydase
négative (Figure 16)

Absence de couleur
violet

Figure 16 : Résultat de test d'oxydase par les disques d’oxydase.

Test de mannitol mobilité

Le test de mannitol mobilit¢ a montré une croissance seulement dans la pigdre
d’ensemencement des tubes testés, ce qui prouve que les souches (S1, S2 et S3) de lactobacilles
¢tudiés sont mobiles tant qu’il y a virage de milieu donc La présence de réduction de D
mannose qui ferment le mannitol donc mannitol positif (Figure 17).
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Piqure
d’ensemencement

Figure 17 : Résultats de test de mannitol mobilité
Type fermentaire

Le développement d’une souche homofermentaire conduit a I’apparition d’un trouble sans
production de gaz (Figure 18).

Aucune production du gaz (COz) a partir du glucose n’a été observée chez les trois souches, elles
sont considérées comme homofermentaires donc la présence de I’enzyme fructose -1,6-
bisphosphate aldolase (FBA), c’est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie
homofermentaire (la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP).

Selon Mami et al. (2010), les résultats obtenus confirment que toutes nos souches sont de type

homofermentaire.

Cloche de
durham

Figure 18 : Résultat de test de type fermentaire des souches de Lactobacillus
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Croissance a différente tempeératures

Cette étude est réalisée a 4, 37 et a 44°C pendant 24h. Ce test permet de faire la différence
entre la flore thermophile et mésophile (Badis et al., 2005). Les trois souches isolées poussent
biena 4 °C et 37 °C aprés 24h d’incubation, cependant la souche S1 pousse légérement a 44°C.
Donc les souches (S2) et (S3) sont de type mésophile (Carr et al., 2002) alors que la souche

(S1) est qualifiée thermophile (Figure 19).

Selon Belhamra (2017), les souches de genre Lactobacillus se cultivent a 15 °C et 45 °C, ce
qui est semblable a nos résultats.

Figure 19 : Résultats du test de croissance a différentes températures

(4 °C, 37 °C et 44°C).

Croissance a différent pH

Le pH est un parameétre essentiel en terme technologique qui permet de diviser la souche en
plusieurs groupes selon leur adaptation aux différents pH. Dans notre étude les bactériesretenues
ont été testées pour leur pouvoir a résister et de se croitre & différentes pH (4 et 9.6). A pH =4, la
croissance différe d’une souche a une autre, les souches S1, S2 et S3 ont présenté unelégere
croissance, ce qui traduit que toutes les souches sont acido-tolérantes.

Tandis que, la souche (S3) ne présente aucune croissance comparativement aux souches (S1) et
(S2) qui croient a pH= 9.6 (Figure 20).
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Figure 20 : Résultat de test de croissance des isolées du lait de vache a différent
pH (4 et 9,6)
D’aprés Chahrour (2014), les Lactobacillus résistent a pH acide (pH=4) ce qui est similaires
avec nos résultats.
Selon Leveau et Bouix (1993), les Lactobacilles résistent a des pH acides allant jusqu’a 3,5.
Cette acidité est due a la sécrétion des métabolites de la part de plusieurs ferments lactiques
dans les milieux utilisés. Les variations du pH sont reliées a des variations physiologiques telles

que la température du milieu.

Croissance a différentes concentrations de NaCl

Les lactobacilles isolés dans le lait de vaches, ont montré des comportements trés différents
vis- a-vis de leur sensibilité aux différentes concentrations de NaCl. Ce test de croissance a
différente concentration de Nacl, nous a permis de déterminer les souches résistantes au stresse
salin.

Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches (S1, S2 et S3) présentes une tres bonne
croissance en 2% et 4% de NaCl.

En présence de 6.5% de NaCl, seulement la souche (S1) qui présente une croissance,
comparativement aux souches (S2 et S3), qui ont montré une incapacité a croitre a ce taux
de NaCl (Tableau XIV).

D’aprés De-Angelis et Gobbett (2004), cette souche peut étre placer au rang de
microorganisme facilement inductible en industrie laitiére vu que la plupart de ces paramétres

sont des facteurs limitant dans le cas de plusieurs lactobacilles.
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Tableau X1V : Résultat du test de croissance des lactobacillus isolés du lait de vache a

différentes concentrations de NaCl

% de NaCl 2% 4% 6.5%
Les souc

S1 + + +

S2 T + i

s3 ¥ ¥ :

(-) : test négatif / (+) : test positif

Thermorésistante

La thermo résistance est un caractere physiologique permettant de distinguer entre les
isolats pouvant tolérer une température de 63,5 °C pendant 30 min de celles qui en sont
incapables.

Apres exposition a une température de 63,5 °C pendant 30 min suivie d’une incubation
de 48 h, uniquement la souche (S1) est révélée un resultat positif (figure 21). Seule la souche
thermophile a pousseé, contrairement aux isolats mésophiles qui sont incapables de se
développer.

Selon Klein et al. (1998), la souche (S1) obtenue appartienne au groupe des
thermobacterieum. La membrane plasmique joue un rdle essentiel dans la physiologie
bactérienne en assurant l'interface entre le milieu intérieur et extérieur. Elle est le siége de
nombreux transports actifs et passifs assurant I'équilibre osmotique et l'apport de nutriment a
la cellule. Ces fonctions ne peuvent étre assurées que si elle est dans un état fluide. Un
changement de température (un choc ou une chute thermique), entraine la transition d'un état
fluide (désordonné) vers un état non fluide (ordonné) dont le résultat est une rigidification de la
membrane. Un déséquilibre sur les fonctionnalités membranaire peut limiter la croissance

bactérienne et nuire a la qualité de la production a 1’échelle industrielle.

@
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Figure 21 : Résultat de test de thermorésistante de la souche (S1) isolée a

partir du lait devache

Caracteristiques technologiques des isolats

Activité protéolytique

Le test du pouvoir protéolytique, il est important a 1’échelle biotechnologique et
industriel. La protéolyse est l'un des processus biochimiques les plus importants impliqués
dans la fabrication de beaucoup de produits laitiers fermentés. La capacité de produire des
proteinases extracellulaires est une caracteristique trés importante des lactobacillus. Ces
enzymes hydrolysent les protéines du lait, en fournissant les acides aminés et les caséines
essentiels pour la croissance. Il est connu que le systeme protéolytique des lactobacillus

dégrade les protéines et par conséquent, change la texture, le godt et les arémes des produits

fermentés (EI-Ghaish et al., 2011).

Les résultats obtenus ont montré que la souche (S1) présente une activité

protéolytique positive sur le milieu MRS avec la concentration de 10% du lait semiécrémé.

Ceci se traduit par ’apparition d’une zone claire de Smm qui entoure les colonies de la

souche (S1). Tandis que les souches (S2 et S3) n’ont présenté aucune activité protéolytique,

absence de zone claire dans la concentration testée du lait écrémé (Tableau XV, figure

22).

Tableau XV : Résultats de I’activité protéolytique des isolats de Lactobacillus.

Souches

S1

S2

S3

Zone de Pactivité
Protéolytique(mm)

5

0

0

o
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Zone claire

Figure 22 : Résultat de ’activité protéolytique de la S1 isolée du lait de vache

Résistance au téllurite

Les résultats obtenus de la présente étude ont montré une absence totale des colonies noires
sur la surface de la gélose MRS additionné de 0.5% de téllurite de potassium, et ce pour les
trois souches testées (S1, S2 et S3).

Etude de la fermentation des sucres

Afin de compléter I’identification des Lactobacillus isolés a partir du lait de vache,
la galerie Api 20E a été exploitée seulement pour la souche (S1) vu qu’elle a présenté une
meilleure croissance dans les tests précédents.

La galerie Api20E utilisée pour déterminer le profil fermentaire de certains tests a savoir :
I’arginine dihydrolase (ADH), I’utilisation du citrate (CIT), réaction de voges-proskauer (VP),
liguéfaction de la gélatine (GEL) et la réduction du nitrate (figure 23). Les résultats obtenus

sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau XVI : résultats des tests de la galerie Api20E

Lessucres | MAN| SAC AMY ARA INO SOR RHA MEL
Résulta

Résultats + + + + - - - -
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Ai m-wil_

Figure 23 : Résultats des tests de la galerie APi 20E de la souche S1

L’identification des espéces repose sur la comparaison de divers caractéres phénotypiques
de la souche a étudier vis-a-vis de ceux d’une souche de référence (Carr et al., 2002) et les
caractéres étudiés durant notre travail sont insuffisant pour pouvoir identifier la souche

sélectionnée a I’échelle espece, mais nous pouvons identifier le genre (Lactobacillus).

Observation microscopiques et macroscopique des souches pathogenes

L’ensemencement des bactéries pathogenes (Escherichia coli, Salmonella et Pseudomonas
aeruginosa) isolées a partir des produits alimentaires dans le milieu liquide (Bouillon nutritif)
résulte I’apparition d’un trouble homogeéne.

L’observation microscopique des colonies a permis d’obtenir des différents aspects, selon les
bactéries isolées (Tableau XVII).
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Tableau XVII : Observation microscopique des bactéries pathogenes d’origine alimentaire

Les souches pathogénes Gram Observation
microscopique
Bacilles roses isolées
Gram - ou en amas
s
\ ——
) ¢
il *
r
/ ;/;— . ” > l SE
' A \ Gram - Bacilles roses libres
/ - ¥ x \ ¢
e , T, ‘
%\ b= 3 ; 7
At :
i 28
8N
Gram -

Pseudomonas aeroginosa

Bacilles roses en amas
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Activité antibactérienne des Lactobacillus

Les Lactobacillus sont connues par la production de plusieurs types de composés
antimicrobiens : les acides organiques, les bactériocines, les acides gras, le diacétyle et le
peroxyde d'hydrogene (Armas et al., 2017 ; Reuben et al., 2020).

D’un autre coté, l'activité antibactérienne des Lactobacillus est de grande importance pour
une colonisation réussie des muqueuses intestinales. Ces organismes peuvent fonctionner comme
des barrieres microbiennes contre les pathogenes gastro-intestinaux par exclusion compétitive,
modulation du systeme immunitaire de I'h6te et la production de composés inhibiteurs (Al-Dhabi
et al., 2020 ; Barzegar et al., 2021).

Dans cette partie nous avons testé le pouvoir inhibiteur des trois souches des
Lactobacillus (S1, S2 et S3) isolées du lait de vache a 1’égard des souches pathogénes a Gram
négatif d’origine d’altération alimentaire (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa et
salmonella sp). Plusieurs méthodes ont eté utilisées (méthode de spot, de disques, de puits)
(figure 24).

En général, les tests d'antagonisme sont basés sur la diffusion de I’agent antimicrobien dans des
milieux de cultures solides impliquent la détection de l'inhibition de la croissance des micro-
organismes indicateurs sensibles.

L’inhibition des bactéries pathogenes se traduit par la formation de zones claires, autour
de ces souches ensemencées. D’aprés les résultats obtenus, les Lactobacilles ont montré un
spectre d’activité inhibiteur important, Les diametres des zones d'inhibition varient entre les
souches, une zone d'inhibition maximale était de 23 mm observé contre Pseudomonas aeruginosa
par la souche (S2). Un diamétre minimum égal a 5 mm a été obtenu par la souche (S3) contre

Escherichia coli.

Figure 24 : Résultats de I’effet antagoniste des souches de Lactobacillus isolées a partir du

lait de vache vis-a-vis des bactéries pathogénes d’origine alimentaire par trois méthodes

(A : de disque, B : de spot, C : de puits).
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Meéthode de spot

L’activité antimicrobienne des Lactobacillus a été testée sur milieu MRS (milieu
favorisant la croissance des Lactobacillus par la méthode des spots. A travers les résultats
obtenus, nous avons constaté que les trois souches (S1, S2 et S3) possedent une activité
antagoniste a 1’égard des souches indicatrices utilisées et I’effet inhibiteur différe d’unesouche
a une autre dont nous avons noté des zones d’inhibition importante avec les trois souches
pathogénes. Cependant, certaines souches présentent des activités antibactériennes plus
importantes que d’autres souches.

L’isolat (S2) de Lactobacillus isolé & partir de lait de vache a montré une zone d’inhibition
de 18 mm en contact avec Escherichia coli, 17 mm (S1), et 5 mm (S3). Un diamétre plus élevé
de 23 mm et un autre de 14 mm a été enregistré avec la S2 et S1 en contact avec Pseudomonas
aeruginosa, respectivement. Les résultats sont représentés dans le tableau XVII1 suivant.

Concernant les Salmonella, un diamétre d’inhibition de 10 mm a été noté vis-a-vis (S1) et
aucun effet inhibiteur avec les autres souches (S2) et (S3). Ce diameétre d’inhibition est inférieur
a celui trouvé par Dib et al. (2012), la croissance des Salmonelles est inhibée avec une zone
d’inhibition de 20 mm de diamétre. Leur activité reste toutefois supérieure a celledes
probiotiques lactiques commerciaux comme L. acidophilus et L. rhamnosus qui ontmontré un

diametre d’inhibition de 11 et de 8 mm respectivement.

Tableau XVIII : Résultats des diametres des zones d’inhibitions (ZDI en mm) des
souches de Lactobacillus isolées du lait de vache par la méthode de spot

Zone d’inhibition des
isolats (mm)
Souches des S1 S2 S3
Lactobacillus
Escherichia coli 17 18 5
Méthode de | Pseudomonas aeruginosa 14 23 0
spot Salmonella 10 0 0

En utilisant la méme technique, les résultats obtenus avec la souche (S1) sont similaires a
ceux obtenus par Belhamra (2017). Il est a noter que tous les isolats représentent un effet actif
contre E. coli (24.5 mm) et Salmonella (35 mm). Par contre, aucun effet inhibiteur n’aété
observé pour les souches (S2) et (S3) vis-a-vis les Salmonelles. Tandis que des diamétres de

18 mm pour (S2) et de 5 mm pour (S3) ont été enregistrés contre E.coli.
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Figure 25 : Résultats des diamétres des zones d’inhibitions (ZDI en mm) des souches de
Lactobacillus isolées du lait de vache par la methode de spot

Méthode des disques

Une deuxiéme technique des disques sur milieu Mueller-Hinton a été appliquée pour tester
I‘effet d’antagonisme des Lactobacillus vis-a-vis des bactéries pathogenes d’origine
alimentaire. Cette méthode est la plus utilisée pour le dépistage de ce type d’activité. Le
milieu Mueller-Hinton est recommandé pour I'étude de la sensibilité des bactéries aux agents
antimicrobiens par la méthode de diffusion.

Les isolats (S1, S2 et S3) ne présentent aucun effet inhibiteur en contact avec les souches
pathogenes testées a savoir : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella
(Tableau 8, annexe I1). Contrairement a ceux trouvés par Hadjazzem et Mazouz (2021) .il a
noté que d’aprés souches de Lactobacillus testées ont une activité inhibitrice contre les
microorganismes pathogénes de gram négatif et elles ont donné un bon spectre d’activité contre

Salmonella gallinarum (10.9 mm), E.coli (11.5 mm) et Pseudomonas aeruginosa (8 mm).
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Meéthode des puits
Pour mieux comprendre les mécanismes de I’activité inhibitrice des Lactobacillus, la méthode
de diffusion en puits a été aussi effectuée dans cette présente étude. Cette technique permet de
mettre en contact la suspension bactérienne des Lactobacillus (S1, S2 et S3) avec les souches
pathogenes d’origine alimentaire. Cela peut indiquer 1’agent responsable impliqué dans le
phénomeéne d’inhibition. L’activité inhibitrice se traduit par ’apparition de zones d’inhibition

autour des puits.

Concernant cette méthode, I’isolat (S1) de Lactobacillus a montré une zone d’inhibition
de 7mm en contact avec Escherichia coli, 10 mm en contact avec Pseudomonas aeruginosa
et un diametre de 9 mm avec Salmonella. Cependant, aucun effet antibactérien n’a été
enregistré avec les deux souches (S2 et S3) en contact avec les trois bactéries pathogenes
(Tableau X1X).

Tableau XIX : Resultats des diamétres des zones d’inhibitions (ZDI en mm) des
souches de Lactobacillus isolées du lait de vache par la méthode de puits

Zone d’inhibition des
isolats (mm)
Souches des S1 S2 S3
Lactobacillus
Escherichia coli 7 0 0
Méthode des | Pseudomonas aeruginosa 10 0 0
pulits Salmonella 9 0 0

D’apres Allouche et al. (2010), les souches de Lactobacillus testées ont une activité
inhibitrice négative contre Escherichia coli et Salmonella. Ce qui est similaire avec nos
résultats pour les souches (S2) et (S3).

D’apres ces résultats, nous pouvons conclure que la souche (S1) a un meilleur pouvoir
antibactérien par rapport aux deux autres.

Dans cette présente étude, 1’effet antagoniste de la souche (S1) est di probablement a la
synthése des substances inhibitrices. Selon Loso (2007), I’apparition des zones d’inhibitions
peut étre justifiée par ’effet des substances antibactériennes produites par les Lactobacilles.
Divers facteurs peuvent étre impliqués dans l'activité antimicrobienne des bactéries lactiques,
parmi ces facteurs la concurrence pour les nutriments, la diminution du pH suite a la production
d'acides organiques notamment 1’acide lactique et acétique (les lactobacillus ont la capacité

une grande résistance au pH acide) qui est due a I’inhibition des souches pathogénes de
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composes tels que le peroxyde d'hydrogéne (H202) qui est connu comme 1’agent majeur de
’activité antimicrobienne des bactéries lactiques particulierement celle des lactobacilles. Le
diacétyle qui est plus actif quand le pH du milieu est inférieur a 7 et il peut inhiber la croissance
des bactéries a Gram négatif (Salminen et al., 2004), et d’autres substances aussi qui ont une
action bactéricide ou bactériostatique y compris les bactériocines (Ammor et al., 2006 ;
Tulumoglou, 2013). Les bactéries lactiques produisent une variété de composés
antimicrobiens qui sont utilisées dans la fermentation et la bio conservation des aliments
(Labioui et al., 2005).

D’apres nos résultats nous avons enregistré une différence des zones d’inhibition des souches

de Lactobacillus isolés et testé allant de (5 a 23 mm) et ce en fonction des méthodes utilisées,

nous avons remarqué que la méthode de spot c’est la meilleure méthode pour I’activité

antibactérienne vis-a-vis les bactéries pathogénes.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont des microorganismes qui ont un effet bénéfique sur la santé

en inhibant le développement d’autres microorganismes indésirables ou pathogeénes.

Les résultats obtenus a partir des trois prélevements de lait de vache de la région de Blida
et de Tipaza, ont montré trois isolats de Lactobacillus (S1, S2 et S3) ayant les caractéristiques
suivantes : des bacilles a gram négatif, catalase négatif, oxydase négatif, homofermentaires,
immobiles. Parmi les trois souches purifiées la S1 est thermorésistante avec une activité
protéolytique de 5mm de zone claire. Alors que la S2 et S3 sont des mésophiles et sans aucune
activité protéolytique.

Trois méthodes ont été utilisées (méthode de spot, des disques et des puits), afin de
déterminer I’effet antagoniste des isolats des Lactobacilles vis-a-vis les bactéries pathogenes
d’origine alimentaire a savoir : Escherichia coli, Salmonella et Pseudomonas aeruginosa.

D’apres le test d’antagonisme, les Lactobacillus testées étaient productrices des
substances inhibitrices dont I’activité la plus importante est obtenue par la souche (S2) vis-a-
vis Pseudomonas aeruginosa (23 mm) par la méthode de spot. Une zone d’inhibition de 14
mm a été notée avec la souche (S1) et absence totale pour la souche (S3).

D’apres ces résultats, les souches 1 et 2 pourront contribuer a I'amélioration du godit,
de l'aspect et de l'innocuité microbiologique de l'aliment (utilisées comme agent de
conservation sous forme d’additif). Ces souches du genre Lactobacillus possedent un effet
antagoniste sur les bactéries pathogénes testées a gram négatifs. L’application de ces souches
a effet antagoniste aura un grand intérét dans I’industric agroalimentaire et dans la

conservation des aliments.

En perspective, il serait intéressant d’envisager les études suivantes :

L’utilisation de techniques moléculaire afin d’identifier les souches isolées.

Elargir la gamme des bactéries cibles de I’activité antimicrobienne (Gram positif et Gram
négatif)

L’utilisation des galeries biochimique (la galerie APIC50 CH) pour identifie ’espece.

Recherche la nature des facteurs inhibiteurs a 1’égard des souches.
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Annexe I

Tableau 1 : composition de Milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Composants Quantités
Extrait de levure 59
Extrait de viande 59
Acétate de sodium 5¢
Citrate de sodium 29
Glucose 20g
KH2PO4 29
MnSO4 0.05¢g
MgSO4 0.1g
Tween80 1ml
Peptone 10g
Agar 129
Eau distillée g.s. p 1000 ml — .
PH 6.5+0.2 2 37°C e
Autoclavage : 121°C /15min.
Tableau 2 : composition de Bouillon MRS
Composants Quantités
Extrait de levure 49
Extrait de viande 89
Acétate de sodium tri 5¢
hydraté
Citrate d'ammonium 29
Glucose 209
Sulfate de manganése 29
tétra hydraté
Sulfate de magnésium 0,29
heptahydraté
Tween80 1ml
Peptone 10g
Hydrogénophosphate de 2,09¢
potassium _
Eau distillée g.s. p 1000 ml , '
PH 6.5+0.2 L




Tableau 3 : composition de Milieu Mueller Hinton.

Composant Quanti
té (g/1)
Extrait de viande 2
Hydrolysat acide de caséine 17,5
Amidon 15
Agar 10
pH final 7,4

Tableau 5 : Composition de bouillon nutritif

Composant Quantité
Extrait de viande 5¢
Peptone 10g
Chlorure de 59
Sodium
Eau distillée 1000ml
pH final 7,2

Autoclave a 120°C pendant 20 minutes

Tableau 6 : composition de gélose nutritif (GN)

Composants Quantités
Extrait de levure 29
Extrait de viande 19
NaCl 5¢
Peptone 59
Agar 159

Eau distillée 1000 ml
PH 7

Autoclavage : 121°C /15min.




Tableau 7 : Composition de gélose Hektoen

Composant Quantité
Protéose-peptone 129
Extrait de levure 39

Chlorure de sodium 5¢
Thiusulfate de sodium 59
Sels biliaires 99
Citrate de fer ammoniacal 1,59
Salicine 29
Lactose 129
Saccharose 129
Fushine acide 0,19
Bleu de bromothymol 659
Gélose 13g
Eau distillée 1000ml
pH final 7,6

» Composition du colorants utilisés

v Violet de gentiane au cristal

Composants Quantité
Violet de gentiane 10g
Phénol. 209
Ethanol 4 0.95 100cm 3
Eau distillée 1dm?®
v Lugol
Composants Quantité
lode 5
lodure de potassium 10
Eau distillée gsp 1dm3
v Fuchsine de Ziehl
Composants Quantité
Fushine basique 10g
Phénol 50g
Ethanol 0,5cm?®
Eau distillée 1dm?®




Figure 2 : Test de résistance au télérutte

Tableau 8 : Résultats des diametres des zones d’inhibitions (ZDI en
mm) des souches de Lactobacillus isolées du lait de vache par la méthode des disques

Zone inhibition
(mm)

Souches des Lactobacillus S1 S2 S3
Test de Escherichia coli - -

disque Pseudomonas aeruginosa - -

Salmonella - -




Annexe 111 : Matériel non biologique

Balance éelectronique Vortex

Etuve a 37 Etuve a 44 Bain marie

Autoclave Microscope optique Bec bunsen
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Verrerie et accessoires :

Anse de platine

Barreau magnétique

Becher graduée de 100ml
Erlenmeyer de 1000ml

Flacons stériles de 250 ml

Lame et lame et Lamelle en verre
Portoir

Pipette pasteur

Seringue stérile

Tubes stériles
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