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Résumé

Résumeé

Au cours de notre travail, les 12 souches de Lactobacilles préalablement isolées du lait de
chévre provenant de deux régions (BLIDA et ALGER) sur milieu MRS ( Man—Rogosa—
Sharpe), ont fait 1’objet d’une étude sur quelques caractéristiques biochimiques,
physiologiques et aussi technologiques, avec leur activité antimicrobienne vis-a-vis un groupe
de bactéries pathogénes. Les résultats obtenus semblent plus au moins intéressants, la majorité
des souches testées sont signalées mésophile et homofermentaires. La moitié des souches sont
thermorésistantes, mais aucunes souches ne possedent une activité protéolytique. Les résultats
de I’étude de I’activité antibactérienne montrent que les douze souches de Lactobacillus sont
douées d’une activité antibactérienne variable vis-a-vis de I’ensemble des pathogénes
(Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC 25912, Pseudomonas sp ATCC
27812, Bacillus cereus, Proteus mirabilis) avec des zones d’inhibitions de 3 a 45 mm, en
particulier a I’égard de Staphylococcus aureus ATCC25923, Proteus mirabilis et Escherichia
coli ATCC 25912).

Mots clés : Lactobacilles, caractérisation, inhibition, activité antimicrobienne, bactéries

pathogeénes.



Abstract

Abstrat

During our work, the 12 strains of Lactobacillus previously isolated from goat milk from two
regions (BLIDA and ALGER) on MRS medium were studied in a few biochemical, physiological and
also technological characteristics, with their antimicrobial activity screwed a group of pathogenic
bacteria. The results obtained seem more or less interesting. The majority of strains tested are reported
mesophil and homofermentary. Half of the strains are heat-resistant, but none of the strains have
proteolytic activity. The results of the antibacterial activity study show that the twelve strains of
Lactobacillus are endowed with a variable antibacterial activity with respect to all the pathogens
(Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC 25912, Pseudomonas sp ATCC 27812,
Bacillus cereus, Proteus mirabilis) with a zones of inhibition varied from 3 to 45 mm, especially with

regard to Staphylococcus aureus ATCC25923, Proteus mirabilis and Escherichia coli ATCC 25912).

Keywords : Lactobacillus, characterization, inhibition, antimicrobial activity, pathogenic

bacteria
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Introduction

Depuis I‘antiquité, les bactéries lactiques ont été utilisées pour la fabrication et la
conservation des aliments (Chammas et al., 2006 ; Zamfir et al., 2006). Elles sont
géneralement reconnues comme étant saines et de statut "GRAS"(Generally Recognized As
Safe) (O'Sullivan et al., 2002). Les bactéries lactiques appartiennent & un groupe de bactéries
bénéfiques, sont largement impliquées dans la fabrication des produits laitiers fermentés du fait
de leurs activités métaboliques particuliéres. La production d'acide lactique est essentielle a la
production des produits laitiers fermentés et leur confére une saveur typique (Labaoui et al.,
2005).

Dans I’industrie laitiére, les souches lactiques sont sélectionnées sur la base de leur
propriétés technologiques (production d’acide lactique, production d’arémes, activité
protéolytique et cinétique de croissance), et leur caractéristiques fonctionnelles (activité
antibacterienne) (Tamime, 2002 ; Molin, 2008). Etant des probiotiques, elles apportent des
bénéfices a I’hote en conférant une balance de la microflore intestinale, et en jouant également

un réle important dans la maturation du systéme immunitaire (Yateem et al., 2008).

Malgré la disponibilité de plusieurs techniques de conservation fiables et adéquates
(réfrigération, congélation, stérilisation, séchage, préservation, etc.), la contamination et la
détérioration des produits alimentaires par les micro-organismes n’est pas encore sous controle.
Par ailleurs, les consommateurs refusent de plus en plus les aliments préparés avec des agents
conservateurs d’origine chimique. Ainsi, les industries agroalimentaires se tournent de plus en
plus vers des techniques de préservation plus douces qui peuvent conduire a I’obtention
d’aliments sécurisés mais présentant un aspect plus naturel et une qualité nutritive affectée au
minimum. Ces techniques sont notamment basées sur 1’activité antimicrobienne naturelle

associée a des souches bactériennes agissant comme des cultures protectrices.

Ces derniéres années les bactériocines produites par les bactéries lactiques ont attiré une
grande attention due a leur application dans les aliments comme conservateur contre certains
micro-organismes indésirables. Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques
fonctionnelles permettent de réduire le nombre d’autres micro-organismes indésirables dans les

produits laitiers (Abee et al., 1995).

L’origine du I’effet inhibiteur des bactéries lactiques peut étre a I’origine de la production
d’acides organiques. En effet, les lactobacilles sont connus pour une grande résistance aux pH
acides (jusqu’a un pH voisin de 3,5) contrairement aux autres genres de bactéries lactiques qui

sont plus sensibles (Martinez-Cuesta et al., 2000).

(1]



Introduction

Actuellement, les scientifiques exploitent les interactions microbiennes des bactéries
lactiques pour réduire d’une fagon considérable la présence des microorganismes indésirables
et nuisibles. En plus de I’effet protecteur de 1’acide lactique, I’acide acétique, le diacetyle et le
peroxyde d'oxygene, la découverte des bactériocines a donné un plan pour le développement

des aliments de qualité sanitaire meilleure.

Notre travail s’inscrit dans ce contexte qui consiste a isoler des souches de lactobacilles a
partir de lait de cheévre et d’étudier quelques caractéristiques morphologiques, biochimiques
physiologiques, et leurs croissances a différents pH et a différentes concertation de NaCl, leurs

propriétés protéolytiques et antibactériennes.

(2]
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I.1. lait de chévre

D’apres la FAO/OMS, le concept lait est exclusivement réservé au produit de la
sécrétion mammaire normale obtenue par une ou plusieurs traites sans aucune addition ou

soustraction (Boudier et Luquet, 1981).

Le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laiticre,
vache, jument, chevre, brebis, etc. Bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre
recueilli proprement et ne doit pas contenir de colostrum (Bourgeois et Larpent, 1996 ;

Mahaut et al., 2000 ).

Le lait constitue I'un des produits de base de I’alimentation. Il apparait comme un
produit indispensable a la santé et fait partie des produits de premi¢re nécessité. En effet
c’est un produit nécessaire a la croissance, compte tenu de ses vertus nutritionnelles
spécifiques (FAQ, 1995). Il est un liquide blanc opaque, plus ou moins jaunatre (selon la
teneur en matiere grasse et en P-caroteénes), de saveur légérement sucrée et d'odeur peu

marquée, mais caractéristique (Louaileche, 1998).

Une connaissance approfondie de sa composition, de sa structure et de ses propriétés
physiques et chimiques est indispensable a la compréhension des transformations du lait et

des produits obtenus lors des différents traitements industriels (Vignola, 2002).

Le lait doit étre en outre collecté dans de bonnes conditions hygiéniques et présenter
toutes les garanties sanitaires. Il peut étre commercialisé en I’état mais le plus souvent apres
avoir subi des traitements de standardisation lipidique et d’épuration microbienne pour

limiter les risques hygiéniques et assurer une plus longue conservation (Jeantet et al., 2008).

Franworth et Mainville (2010), évoquent que, le lait est reconnu comme étant un
aliment complet et bon pour la santé. Etant source de calcium et de protéines, il peut étre
ajouté a notre régime sous plusieurs formes. Cependant, Les laits restent les seuls aliments
naturels complets qui existent, chacun d'eux étant adapté a la race qui permet de le
développer. Le lait est une source importante de protéines de trés bonne qualité, riches en
acides aminés essentiels, tout particuliérement en lysine qui est par excellence I’acide aminé
de la croissance. Ses lipides, caractérisés par rapport aux autres corps gras alimentaires par

une forte proportion d’acides gras a chaine courte, sont beaucoup plus riches en acides gras

3]
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saturés qu’en acides gras insaturés. Ils véhiculent par ailleurs des quantités appréciables de

cholestérol et de vitamine A ainsi que de faibles quantités de vitamine D et E.

Le lait de chévre est un aliment de grande importance a I'échelle mondiale. Il contribue
grandement a l'alimentation humaine dans les pays en voie de développement (Wehrmiiller

et Ryffel, 2007).
I.1.1 Composition du lait de chévre

Le lait de chevre se rapproche plus du lait de vache que de celui de femme (Coveney et
Darnton-Hill, 1985 ; Grandpierre et al., 1988) (Tableau 1). 11 a des qualités nutritionnelles
bien plus importantes que le lait de vache. Le lait de chévre est une source de bienfaits pour
la santé de I’homme. Il mériterait d’€tre plus consommé. Il faut cependant noter que le lait

de cheévre produit un caillé qui est plus friable que celui du lait de vache (Jaubert, 1980).

Tableau 1 : Composition nutritionnelle moyenne de 3 laits (pour 100g) (Coveney et

Darnton-Hill, 1985 et Grandpierres et al., 1988).

Nutriments Unité Cheévre Vache Humain
Eau G 87.5 87.7 87.1
Energie KJ/keal 296/71 272/65 289/69
Protéines G 33 33 1.3
Caséines/lactalbumine - 83/17 82/18 40/60
Lipides G 4.5 3.8 4.1
Glucides G 4.6 4.7 7.2
Na mg 40 50 14

K mg 180 150 58

Ca mg 130 120 34

Mg mg 20 12 3

P mg 110 95 12

Fe mg 0.04 0.05 0.07
Cu mg 0.05 0.02 0.04
Zn mg 0.30 0.35 0.28

[4]
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I.1.2. Les critéres organoleptiques

La qualité organoleptique d’un produit se dégrade au fil du temps, la durée de stockage,
la température et leur action combinée affectent considérablement les attributs sensoriels
totaux. Les critéres organoleptiques du lait (Coveney et Darnton-Hill, 1985 ;

Grandpierres et al., 1988) sont :

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

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

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

lactation, il a une odeur dite Caprique.

- Saveur : douceatre agréable particulierement au lait .le lait de cheévre fraichement trait
possede une saveur plutdt neutre ; par contre, apres stockage au froid il acquiert une saveur

caractéristique.

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

sa commercialisation en 1'état est trés répandue.

- Aspect : propre, sans grumeaux.

1.1.3 La microflore du lait

Le lait est un milieu de culture et de protection de plusieurs microorganismes, y
compris les microorganismes pathogéne pour I’humain. La microflore du lait est tres
hétérogene qui peut comprendre des bactéries, des virus et des mycetes, on peut diviser cette

microflore en deux grands groupes (Lamontagne et al., 2002) :

v microflore non pathogéne responsable de I’altération des caractéristiques
organoleptiques et sensorielles du lait ;
v la microflore pathogéne dont 1’ingestion peut causer différentes pathologie
chez ’humain.
Les microorganismes de lait se répartissent, selon leurs importances, en deux grandes

classes : la flore indigene ou originelle et la flore contaminant.
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La flore contaminant est subdivisée en deux sous classes : la flore d'altération et la flore

pathogéne (Lamontagne et al., 2002).

1.1.3.1 Flore indigene ou originelle

C’est I'ensemble des microorganismes dans le lait a la sortie du pis. Le lait devrait
contenir moins de 5.10° UFC/ml. Les germes dominants sont principalement des

microorganismes mésophiles (Tableau 2) (Michel et al., 2002).

Tableau 2 : Flore indigene de lait cru (Michel et al., 2002)

Pourcentage
Microorganismes
(%)
Micrococcussp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou lactococcus <10
Gram négatif <10

1.1.3.2 Flore Contaminant

C’est l'ensemble des microorganismes qui contaminent le lait de facon accidentel et

semble indésirable de la récolte a la consommation. Elle peut se composer de :

a. La flore d'altération

Elle cause des défauts sensoriels ou réduire la durée de conservation du produit. Les
principaux genres identifiés sont Pseudomonas sp, Proteus sp, les coliformes (Escherichia
et Enterobacter) et les sporulées tel que Bacillus sp et Clostriduim sp, et certaine levure et

moisissure (Michel et al., 2002).

eLes coliformes : sont des bacilles, Gram négatif, non sporulés, oxydase négatif,
aérobies ou anaérobies facultatifs, capables de se multiplier en présence des sels biliaires ,
capables de fermenter le lactose avec production d’acide lactique et de gaz(CO,) en

48heures, a température 35 a 37°C. Leur présence indique une faute hygiénique, relevant
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soit d’une mauvaise qualité du produit soit de la male puretés du matériel de fabrication ou
de conditionnement (Bourgois et al.,1996).

e Les moisissures : Sans importance dans le lait liquide, elles intéressent un grand
nombre d’autres produits laitiers. Elles se développent en surface ou dans les parties internes
aérées. Elles sont productrices de lipases et de protéases (FAQO, 2007).

e Les levures : Les levures sont immobiles, leur cellule est limitée par une paroi riche en
polysaccharides antigéniques. La taille des cellules est grande environ 5-20um, sa
production de type végétatif. La multiplication s’effectue par bourgeonnement et par

scissiparité chez quelques especes (Guiraud, 1998).
b. La flore pathogéne

Elle peut avoir trois sources : I'animal, I'environnement et 'hnomme. Les principaux germes
sont : Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium
perfrigens, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Campylobacter jejuni, Shigella sonei et certaines moisissures (Lamontagne et al.,

2002).

1.2. Les contaminants du lait et leurs risques

Le lait et les produits laitiers renferment une flore microbienne naturelle et/ou
additionnelle a I'origine de la diversité des produits, ’origine des contaminants par les
bactéries pathogeénes varie en fonction de la nature du produit et de son mode de production
et de transformation.

La contamination du lait et des produits laitiers par les germes pathogeénes peut étre
d’origine endogene, et elle fait alors suite a une excrétion mammaire de I’animal malade,
elle peut aussi étre d’origine exogene, il s’agit alors d’un contact direct avec des troupeaux
infectés ou d’un apport de I’environnement (eaux, personnel).

Les germes les plus souvent évoqués sont les Mycobactéries, Brucella, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, les Entérobactéries, parmi lesquelles les
Escherichia coli producteurs de toxines et les Salmonella.

» Les Staphylocoques : Sont des cocci Gram positif, non sporulés, regroupés en
amas, immobilisés. Ils sont classés dans une famille des Staphylococcaceae, anaérobies
facultatifs (Figure 1). Ils produisent une catalase et résistants au lysozyme (Bourgeois et

al., 1996). La présence des staphylocoques dans les aliments représente un risque pour la
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sant¢ humaine, parce que certaines souches appartenant principalement a I'espéce S. aureus
produisent des entérotoxines dont l'ingestion provoque une toxiinfection alimentaire a

staphylocoques (De-Buyser, 1996).

Figure 1 : Cellules de S.aureus apres coloration de Gram sous microscope

électronique (Yves et Michel, 2009).

» Salmonella : Sont des bactéries a Gram négatif de type aérobie-anaérobie
facultatif appartenant a la famille des Enterobacteriaceae et possédant toutes leurs
caractéristiques biochimiques. Les Salmonella peuvent se multiplier a des températures
comprises entre 5 °C et 45 °C avec un optimum a 35 °C-37 °C et a des pH de 4,5 a4 9 avec

un optimum compris entre 6,4 et 7,5 (Figure 2).

Figure 2 : Image générée par ordinateur en trois dimensions (3D) d'un certain

nombre de bactéries Salmonella sérotype Typhi (Archer, 2013).

Le pouvoir pathogene est différent pour les salmonelles typhiques, paratyphiques et pour
les salmonelles non typhiques. Les Salmonella responsables des fi¢vres typhoides ayant

omme pour seul réservoir, la contamination se fait par ingestion d'eau ou d'aliments ayan
I'h | ) t t fait tion d' d'al t t
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subi une contamination fécale d'origine humaine. Les fievres typhoides et paratyphoides sont
causées par des Salmonella strictement adaptées a
I'homme, Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A. Aussi, La salmonellose est une
maladie grave qui peut méme parfois étre mortelle.

» Listeria monocytogenes : Le genre Listeria appartient a la branche
phylogénétique des Clostridium tout comme Staphylococcus, Streptococcus, Lactococcus et
Bacillus. Listeria monocytogenes peut étre considérée comme un agent pathogene
alimentaire « parfait » car elle est ubiquiste, trés résistante aux conditions difficiles
(température, Aw, pH...) et surtout elle est capable de se développer aux températures de
réfrigération des aliments. La virulence des souches pourrait d'ailleurs €tre exaltée par leur

développement a basse température (Figure 3) (Larpent, 1995).

Figure 3 : Micrographie en microscopie électronique a balayage (MEB) de Listeria

monocytogenes, grossissement: x 3 710 (Dennis, 2004).

» Escherichia coli : Forment un groupe de bacilles mobiles ou immobiles, a Gram
négatif, de la famille des Enterobacteriaceae (Figure 4). Ils peuvent se multiplier a des
températures comprises entre 4 °C et 46 °C, avec un optimum de croissance a 37 °C et a un
pH compris entre 4,6 et 9,5. Des criteres de différenciation basés sur leur sérotype, leur
virulence et leurs conséquences cliniques ont permis de classer ces souches pathogénes en
quatre groupes. On distingue les E. coli entéropathogeénes (EPEC), les E. coli
entérotoxinogenes (ETEC), les E. coli entéroinvasifs (EIEC) et les E. coli

entérohémorragiques (EHEC).

[9]



Chapitre I synthése bibliographique

Figure 4 : Micrographie électronique a balayage colorisée numériquement (MEB)

de bactéries Escherichia coli (Niaid, 2002).

» Clostridiums sulfito-réducteurs : Leur recherche et dénombrement sont
réalisés car les Clostridium sulfito-riducteurs (ou leurs spores), sont des bactéries
commensales de I’intestin ou saprophytes du sol (Joffin et Joffin, 1999). Leur résistance est
beaucoup plus importante que celle des autres germes car sont sporulées. Lorsque des
bactéries anaérobies sulfito-réductrices sont présentes dans les aliments, il y a présomption
de la présence de Clostridium perfringens qui est I'un des plus fréquemment impliqués dans
les intoxications alimentaires (Guiraud, 2003).

» Proteus sp : Les bactéries du genre Proteus sont des bacilles (en forme de
batonnets) Gram négatif aérobies mobiles qui fait partie de la famille des entérobactéries
(Figure 5) (Abbott, 2007). les especes pathogeénes pour I’humain comprennent P.
mirabilis, P. vulgaris, P. penneri et P. hauseri). Les bactéries du genre Proteus sont parfois
qualifiées de membres de la tribu des Proteeae (Kim et al., 2003).

Les especes du genre Proteus sont fréquemment en cause dans les infections des voies
urinaires (IVU) (Kim et al., 2003., Abbott, 2007 et Ronald, 2003). II sont habituellement
considérées comme pathogeénes chez les jeunes patients et opportunistes chez les patients

ages (Coker et al., 2000).
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Figure 5: Proteus mirabilis ATCC 29906au microscope électronique a balayage

sous un grossissement 3296 X (Janice, 2003).

» Autres germes pathogénes

D'autres micro-organismes pathogenes peuvent étre rencontrés dans le lait et les produits
laitiers, parmi lesquels Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Coxiella burnetii,
Streptococcus agalactiae, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, les moisissures
productrices de toxines et les virus. La présence et la persistance de ces germes dans les laits
et les produits laitiers dépendent de leur résistance aux traitements que peut subir le lait cru
(pasteurisation, acidification, chauffage du caillé, conditions d'affinage) et du niveau initial
de contamination dans le lait cru.

En ce qui concerne les risques liés aux moisissures productrices de toxines, les quantités
de toxines produites (Penicillium camemberti, P. roqueforti, Aspergilus flavus, A.

parasiticus) sont trop faibles pour provoquer des intoxications.

1.3. Description générale des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ou "bactéries de I’acide lactique", désignent les bactéries
produisant de I’acide lactique par fermentation des hydrates de carbones (Djide, 2007). Elles
sont de trés anciens micro-organismes, dont les ancétres auraient pu voir le jour il y a trois
milliards d’années. Elles seraient donc apparues avant les cyanobactéries photosynthétiques
qui ont transformé 1’atmosphére terrestre ancienne sans oxygene en atmosphere aérobie

(Drider et Prévost ,2009).

[11]



Chapitre I synthése bibliographique

Elles sont principalement utilisées en tant que starter dans les produits alimentaires
fermentés ou elles permettent de développer certaines caractéristiques organoleptiques et
d’augmenter la durée de conservation (Abee et al., 1995). Leur utilisation est apparue,
depuis des millénaires, dans la fabrication des aliments comme les fromages, les
charcuteries, les boissons fermentées, le pain au levain, les sauces, les saumures, les Iégumes
fermentés, les ensilages etc... (Badis ,2005). Aussi, elles jouent un role déterminant dans
I'¢laboration de nombreux produits fermentés, tels que les produits laitiers, les salaisons et
la choucroute. Elles participent également a la production du pain, du café, du cacao, du vin,
de l'ensilage (Drider et Prévost, 2009).

Les bactéries lactiques forment un groupe hétérogene composé de coques et de
bacilles, dont la principale caractéristique est la production d'acide lactique a partir de la
fermentation des sucres. Non pathogenes, ces bactéries a coloration de gram positive
(Gram+) ont un métabolisme anaérobie facultatif et ne produisent pas de catalase (Badis,
2005). Elles colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers, la
viande, les végétaux et les céréales et font partie de la flore intestinale et vaginale humaine
ou animale. Elles sont impliquées dans un grand nombre de fermentations spontanées de

produits alimentaires (Stiles et al ; 1997).

1.3.1. Classification des bactéries lactiques
Leur classification est réalisée en fonction de leur morphologie, de leur type de
fermentation et de leur température optimale de croissance. Elles forment un groupe
hétérogéne composé de coques et de bacilles, dont la principale caractéristique est la
production d’acide lactique a partir de la fermentation des sucres, ou se distinguent deux

groupes homofermentaires et hétérofermentaires (Badis et al., 2005).

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

6 ,Tableau 3) (Drider et Privost, 2009).
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Figure 6 : Observation au microscope électronique de (a) Lactobacillus casei, (b)
Streptococcus thermophilus, (¢) Lactococcus lactis (Corrieu et Luquet, 2008) ., (d)

Enterococcus faecalis, (e) Pediococcus sp, (f) Leuconostoc mesenteroides (Wallace et al.,

2003).
Tableau 3 : Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales
caractéristiques (Laurent et al., 1998).
Température Nombre
Genre Morphologie Fermentation
optimale d’espéces
G1:23
Lactobacilles Homo ou thermophiles
Bacilles G2 :16
hétérofermentaires ou mésophiles
G3 :22
Lactococcus Coques Homofermentaires Mésophiles 5
thermophiles
Streptococcus Coques Homofermentaires 19
ou mésophiles
Leuconostoc Coques Hétérofermentaires Mésophiles 11
forme Acide acétique et
Bifidobacterium Mésophiles 25
irréguliére lactique
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De plus, I'utilisation des séquences de génes codant les ARN 16S et 23S a conduit a
I’identification de nouveaux genres bactériens parmi des bactéries lactiques, tels que
Carnobacteria, Enterococcus, Tetragenococcus et Vagococcus issue d’une évolution
taxonomique (Vandamme et al., 1996).

Les études d’hybridation ADN + ADN, puis des structures et des séquences d’ARN
ribosomaux sont aussi devenues depuis quelques années des éléments essentiels permettant
I’identification et ainsi la classification taxonomique des bactéries lactiques (Mékeli et al.,
1992, Stanckebrandt et Teuber, 1988, Vandamme et al., 1996, et Woese et al.,
1990)(Figure 7).

Lb. delbrueckii

Weissella

Leuconostoc . .
Lb. casei-Pediococcus
Oenococcus
Tetragenococcus Lactococcus
Vagococcus
Enterococcus

Streptococcus

Carnobacterium ;
Bacillus

Staphylococcus

Aerococcus Listeria

Figure 7 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques et comparaison avec les

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

1.3.1.1. Genre Lactobacillus
Les especes du genre Lactobacillus appartiennent a la famille des Lactobacillaceae.
Ce sont des batonnets ou des coccobacilles Gram positif qui forment a I’occasion de courtes

chaines (Felis et al., 2007) .

Les lactobacilles sont des bactéries non mobiles, ne formant pas de spores, tolérantes
a l'acide, et qui produisent de 'acide lactique comme principal produit fini métabolique de

la fermentation des glucides (Cho et al., 2009 ).

[14]
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Ces bactéries sont chimio-organotrophes et micro-aérophiles. Bien qu’elles aient
besoin de milieux riches pour croitre, elles sont omniprésentes et peuvent survivre partout
ou il y a des hydrates de carbone (p. ex. aliments ; appareil respiratoire, tube digestif et
appareil urogénital des humains et des animaux ; eaux usées ; et matériel végétal). Ils sont
couramment utilisés pour la fermentation d’aliments et comme probiotiques (Cannon et al.,
2005).

Les lactobacilles sont sensibles a la pénicilline, a "ampicilline et aux aminosides
(généralement la gentamicine) administrés par voie intraveineuse (Cannon et al., 2005).

Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du groupe
des bactéries lactiques. Cré¢, pour la premiere fois, par Beijerinck (1901).

Le genre Lactobacillus fait partie du phylum des Firmicutes, classe des Bacilli, la
famille des Lactobacellaceae, ordre des Lactobacillales. 11 regroupe des especes présentant
des caracteéres phénotypiques tres hétérogenes, cette hétérogénéité est due a un GC% allant

de 32-55% (Beijerinck ,1901).

a) Caractéres morphologiques

Les lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, non sporulées et généralement non
mobiles. Les souches mobiles le sont grace a une ciliature péritriche. Ils peuvent se présenter
sous la forme de batonnets longs et fins ou trés courts ou coccobacilles (figure 8). La

formation de chaines de cellules est courante (De Vos et al., 2009).

Les colonies des lactobacilles sont généralement de petites tailles, lisses, brillantes non
pigmentées et souvent opaques. Dans les cas rares, certaines espéces comme Lb. plantarum
donnent des colonies jaunatres ou rougeatres. Les lactobacilles se cultivent également, bien
que plus difficilement, sur gélose enrichie en sang frais ou cuit donnant de petites colonies

sans zones d’hémolyse (Denis et al., 2007).
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Figure 8: Micrographes montre les différent morphologies cellulaire de
lactobacillus (A, Lactobacillus gasseri; B, Lactobacillus agilis; C, Lactobacillus
curvartus; D, Lactobacillus minor; E, Lactobacillus fermentum; et F, involution de

lactobacillus dans une section mince de grain du kéfir) (Bergey’s manual, 2009).

b) Caracteres culturaux et exigence nutritionnelles des

lactobacilles

La plupart des lactobacilles se multiplient dans une gamme de température comprise
entre 15°C et 42°C. Certaines souches dites « thermophiles » restent viables a 55 °C

(Tailliez, 2004).
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Les lactobacilles se développent au mieux dans des conditions acides, quand le pH
avoisine les 4,5 a 6,4, mais leur croissance s’arréte lorsque le pH avoisine 3,5 (De Vos et al.,
2009). Le milieu le plus adapté a leur culture est celui De Man, Rogosa et Sharpe (MRS).
Sur ce dernier, les colonies se développent en 24 a 48 heures. Elles sont généralement petites,
incolores, blanchatres ou jaunatres, lisses ou rugueuses, arrondies ou lenticulaires (De Vos
et al.,2009).

En plus de la source de carbone et d’azote, les lactobacilles sont caractérisés par des
exigences nutritionnelles nombreuses qui peuvent étre classées selon De Man et al., (1960)

et De Vos et al., (2009) comme suit :

» exigences en vitamines
Toutes les espéces ont un besoin absolu en vitamines telles que la pantothenate (B5), en
niacine (B3) et en cobalamine (B12). Les déficiences en vitamine B12 peuvent induire une
diminution de la synthése de ’ADN et entrainer des changements morphologiques et les
cellules deviennent filamenteuses.
» exigences en bases azotées
Dans les milieux synthétiques, les lactobacilles, exigent la présence d’adénine, de
cytosine, de désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et d’uracile. Ces exigences sont
variables selon les especes (De Man et al.,1960).
» exigences en cations
Les ions Mg2+ et Mn2+ ou Fe2+ sont nécessaires pour la croissance des lactobacilles. 11
a été démontré que le manganese et le magnésium interviennent comme activateurs d’un
grand nombre de réactions enzymatiques et comme stabilisateurs de la structure des acides
nucléiques, de I’intégrité des ribosomes et de la membrane cellulaire des lactobacilles (De

Man et al., 1960).

¢) Caracteéres biochimiques et physiologiques

Le métabolisme énergétique des lactobacilles est exclusivement le saccharolytique et
le lactate, généralement non fermenté, représente au moins, 50% des métabolites finaux

produites a partir des sources de carbone assimilées (Hammes et Hertel, 2009).

La voie hétérofermentaire, communément appelée voie des pentoses phosphate
(transcétolases) se produit chez les especes appartenant a Lactobacillus, telles que

Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermenti et chez Leuconostoc, telles que Leuconostoc
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mesenteroides et Leuconostoc pentosaceus. Ces bactéries dégradent les hexoses avec
formation quasi steechiométrique d’une molécule d’acide lactique, d’une molécule de CO,
et d’une molécule d’éthanol. Les sucres a cinq atomes de carbone ou pentoses, peuvent
parfois étre fermentés et donnent alors une molécule d’éthanol et une molécule d’acide
lactique. Outre ces produits, qui représentent plus de 80% des métabolites obtenus, on

obtient également de I’acide acétique et du glycérol (Makhloufi, 2012).

Les lactobacilles se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire,

d’apres la classification de Kandler et Weiss (1986) :

» Les lactobacilles du groupe I (LBI), sont des bactéries homofermentaires
strictes, ne fermentant que des hexoses. Les especes de ce groupe fréquemment rencontrées
dans les produits laitiers sont : L. delbrueckii subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. delbrueckii,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus et L.helveticus. Dans ce groupe, les écarts
de contenu G+C sont élevés (33 a 53%).

» Les lactobacilles du groupe II (LBII), lactobacilles hétérofermentaires
facultatifs sont des bactéries qui fermentent les hexoses et produisent presque exclusivement
de l’acide lactique. Ils peuvent également fermenter les pentoses apreés induction d’une
phosphocétolase et produire de I’acide lactique et de 1’acide acétique. Ce groupe rassemble
entre autres : L. plantarum, L. pentosus, L. rhamnosus, L. casei et L. paracasei. Les contenus
en G+C sont compris entre 35 et 47%.

» Les lactobacilles du groupe III (LBIII), sont hétérofermentaires stricts.
L’utilisation des sucres suit la voie des pentoses phosphate et conduit a la formation de
lactate, d’acétate ou d’éthanol et de CO,. Les contenus en G+C sont trés variables : de 33%

a 53% (Axelsson, 2004 et Felis et Delaglleo, 2007).

Ces caracteres biochimiques sont fortement influencés par les conditions de culture.
Ainsi, en présence d’héme (gélose au sang) certaines espéces de Lb peuvent synthétiser une
vrai catalase et tous les cytochromes de la chaine respiratoire, tout en se comportant comme

des aérobies-anaérobies facultatives (Coudeyras et al., 2008).

Le mode de fermentation des sucres est une caractéristique utilisée pour différencier les
genres des bactéries lactiques, il est étudier dans des conditions standards, concentration non
limitée du glucose et des facteurs de croissance (acide amingé, vitamine, et précurseurs

d’acide nucléique), et limiter la disponibilité de I’oxygéne. Sous ces conditions les bactéries
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lactiques peuvent étre divisées en deux groupes : les homofermentaires, convertissant
presque toute la quantité du glucose en acide lactique et les hétérofermentaires, ferment le

glucose en acide lactique, éthanol, acide acétique, et CO, (Figure 9) (Klein et al.,1998 et
Axelsson,2004).
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Figure 9 : Schéma succinct des principales voies métaboliques des lactobacilles

(Perry et al., 2004 ).

d) Habitat

Les bactéries lactiques sont présentes a 1’état libre dans I’environnement ou vivent en
association avec un hote, tel que I’homme ou I’animal, dans un écosystéme bactérien comme

le tractus gastro-intestinal ou génital des mammiféres (Tableau 4) (Klein, 1998).
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Tableau 4 : Habitat des Lactobacillus (Perry et al., 2004).

Activité ou

Habitat Espéces rencontreés
produit
Matériel végétal en Lb. plantarum, Lb. Cornichons,
décomposition casei, Lb. acidophilus, ensilage et
choucroute,
Laiterie Lb. delbrukii, Lb. lactis
Fromage,
yoghourts,
Tractus gastro-intestinal Lb.  Salivarus, L.
des animaux gasseri, L. rhamnosus
-(Oral) Lb. casei, Lb Formation de
-(Intestinal) plantarum, Carie dentaire
Lb. gasseri Flore normale
Lb. vaginalis
Vagin des mammiferes Flore normale

Lactobacillus spp.

1.3.2. Identification des bactéries lactiques

Schillinger et Lucke (1989), ont été les premiers a proposer une clef d’identification
des bactéries lactiques basée sur la comparaison des caractéristiques physiologiques et
biochimiques typiques des différentes especes. Néanmoins cette clef permettait uniquement

d’orienter I’identification et non une identification précise (Schillinger et Lucke (1989).

Généralement, il existe plusieurs critéres pour identifier les bactéries lactiques au
niveau phénotypique : la forme des cellules bactériennes, la température de la croissance, la
fermentation des sucres, les activités physiologiques et biochimiques et la production des

exopolysaccharides (Wood et al., 1995).

[20]



Chapitre I

Forme réguliére

S

Coccei

W
Enterococcus, Pediococcus

Leuconosioc, Streptococcus, Lactococcus

synthése bibliographique

Bactéries lactiques Gram +, Catalase —

e

Croissance sur milieu MRS

l

Lactobacillus

—p Bacilles

Forme irréguliére

N\

Bifidobacterium

MRS + Cystéine

Pas de croissance sur milieu MRS (présence d’acétate)

Carnobacterium

Figure 10 : Identification des genres des bactéries lactiques (Sutra et al., 1998).

L’utilisation des outils de taxonomie moléculaire comme I’hybridation quantitative

ADN/ADN et le séquencage des génes d’ADNr 16S , ont permis de lever des ambiguités et

de nommer précisément les espeéces de lactobacilles d’intérét en santé et en alimentation

humaine parmi plus d’une centaine d’especes de lactobacilles décrites (Dellaglio et Felis,

2005).

I.4. Intérét technologiques des bactéries lactiques

Les lactobacilles sont répondu dans la nature, et beaucoup d’espéces ont des applications

dans I’industrie agroalimentaire, elles sont en général plus tolérante a 1’acidité que les autres

bactéries et peuvent ainsi terminer beaucoup de fermentation lactiques spontané comme

I’ensilage et les fermentations végétales (Mayra et Bigret, 2004).

Les lactobacilles sont utilisé dans plusieurs domaine dont la manufacture des produit

laitier comme :
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1.4.1. Fabrication du yaourt

e Acidification

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques permet la coagulation du lait (en facilitant
l'action de la présure) et l'augmentation de la synérése du caillé ; la participation aux
propriétés rhéologiques du produit final et l'inhibition de la croissance des bactéries nuisibles
(Papamanoli et al., 2003).

Le yaourt est fabriqué grace a I’association de Streptoccocus thermophilus et de
Lactobacillus bulgaricus (Figure 11). Ces organismes croissent en symbiose qui en résulte
une rapide acidification. La présence des lactobacilles stimule la croissance de S.

thermopilus en libérant des acides aminés et de peptides de caséine (Rajagopal et Sandine,

1990).

g

nec

=@ Inra, M.C. Le Tar

Figure 11 : (A) Observation microscopique des bactéries, a I’état frais, contenues dans le
yaourt : Streptococcus thermophilus (fléche en pointillés) et Lactobacillus bulgaricus (fléche
pleine). (B) Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus colorés en bleu de

méthyléne et observés au microscope (Righi, 2006).

e Aromatisation
L’ar6me idéal d’un yaourt est un mélange équilibré de I’acidité et de I’acétaldéhyde. Ce
processus est réalisé lors de la sélection des souches, de 1’équilibre entre bacilles et cocci et
lors du contrdle de la fermentation (Hickey et al., 1983). Certains lactobacilles comme
Lb.acidophilus, produisent de I’alcool déshydrogénase, cette derniere convertie

I’acétaldéhyde en éthanol (Marshall et Cole, 1983).
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Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composé€s aromatiques
(tels que : I'a-acétolactate, I'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butanediol, 1’éthanol,
I’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés
et des matieres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de
I’¢laboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont I’ardme principal
est lié a cette activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 et
Cholet, 2006).

» Les lactobacilles participent aussi dans la fabrication de certains pains, tel que
les lactobacilles homofermentaires et hétérofermentaires (Lb.delbreuckii, Lb.acidophilus,
Lb.plantarum...) qui interviennent a coté des levures (Guiraud et Rosec, 2004; Giraffa et
al., 2010).

» Les lactobacilles participent également dans la production du vin grace a la
fermentation malolactique (Lb.plantarum, Lb.brevis, Lb.casei,.....) et a la dégradation de

I’acide tartrique : Lb.plantarum, Lb.brevis (Guiraud et Rosec, 2004 ; Giraffa et al., 2010).

1.4.2. Conservation des aliments

L’homme utilise depuis longtemps, constamment ou non, les propriétés
antimicrobiennes des bactéries lactiques. Ces propri€tés se sont avérées €tre intéressantes
pour la conservation des aliments dans lesquels cette flore se développe. Les bactéries
lactiques inhibent le développement de certains microorganismes grace a la synthese de
molécules antimicrobiennes parmi lesquelles se trouvent les acides organiques et les

bactériocines (Wilson et al., 2005).

1.4.3. production d’enzymes protéolytiques
Les bactéries lactiques possédent des protéinases et des peptidases nécessaires a la
dégradation des protéines du lait en peptides et acides aminés. Ceux-ci peuvent alors étre
transformés en alcools et en acides. Cette activité protéolytique intervient de ce fait sur le
rendement fromager, la texture et la saveur typique du fromage et par conséquent sur les

caractéristiques du produit final (Buist et al., 1998).
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L.5. Les Lactobacilles et les probiotiques

Le terme "probiotique", dérive de deux mots grecs “pros” et “bios” qui signifient «

pour la vie» (Bernier, 2010).

La définition actuelle des" probiotiques" est celle adoptée par le comité mixte
d’experts FAO/WHO (2002) qui les définit comme "des microorganismes vivants qui,
lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent un effet bénéfique sur la santé

de I’hote".

Les probiotiques ont pour but d’aider la flore microbienne naturelle intestinale et par
conséquent, leur plus grande évidence, sur la sant¢ humaine, leur role sur 'intestin est
exprimé par I’inhibition des germes pathogenes et la prévention et/ou le traitement des

diarrhées infectieuses (FAO/OMS, 2002).

La figure 12 montre I’effet des probiotiques sur la muqueuse intestinale dans le cas
d’infection a Clostridium difficile observé par microscopie ¢lectronique (Hickson et al.,

2007).

Mugqueuse intestinale saine (présence
de probiotique B et absence
d’infection par Clostridium difficile).

Muqueuse intestinale infectée
par Clostridium difficile (absence
de probiotique B).

Retour de la muqueuse intestinale a
I’état normal sous I’effet du probiotique
B.

Figure 12 : Effet des probiotiques sur la muqueuse intestinale - Cas d’infection a
Clostridium difficile. (Photos observées par microscopie électronique) (Hickson et al.,

2007).
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Les probiotiques peuvent étre considérés comme un moyen de véhiculer les principes
actifs qu'ils contiennent (enzymes, composants de paroi, substances antimicrobiennes)
jusqu'a leurs cibles d'actions dans le tractus digestif. Les mécanismes d'action des
probiotiques sur I'hdte sont complexes, souvent multiples et dépendent de la souche
bactérienne considérée. Ils agissent en particulier en inhibant les bactéries indésirables, en
neutralisant les produits toxiques, en améliorant la digestibilité alimentaire et en stimulant
I'immunité. Ceci suggere qu'il faut un contact direct de ces probiotiques avec les différents
constituants de la barriére intestinale, tels que la microflore endogene, le mucus intestinal,
les cellules épithéliales. Ils sont également une source de vitamines (essentiellement du

groupe B), et de sels minéraux assimilables (Figure 13) (Ait-Belgnaoui et al., 2006).

Probiotiques

Mécanisme 2 : Mécanisme I :
Compet'ltlon Mécanisme 4 : Meécanisme 3 : Compétition
non spécifique Stimulation des Production de spécifique
mécanismes de substances
défense immunitaire antimicrobiennes

Mécanisme 5 : Compétition au
niveau de 1’utilisation des
nutriments

Figure 13 : Mécanismes d’action des probiotiques contre les microorganismes

pathogénes (Kaur et al., 2002).

De nombreux microorganismes sont considérés comme probiotiques, parmi eux des
bactéries lactiques telles que Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, Lb acidophilus, Lb bulgaricus, Lb casei, et Streptococcus
thermophilus, sont les premicres souches bactériennes qui ont été utilisées pour la fabrication

de yaourt (Dias et al., 1995).

De nos jours, les probiotiques font I'objet de recherches intensives et on trouve de plus en
plus de preuves démontrant la variabilité des effets bénéfiques associés a la consommation
de probiotiques (tableau 5). Ces effets peuvent étre répartis en deux groupes : des effets

bénéfiques sur 1'équilibre de la microflore intestinale et des effets thérapeutiques.
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Tableau 5: Effet bénéfique des lactobacilles probiotiques sur la santé humaine

(FAO/OMS, 2001 ; WGO, 2008) :

Effet probiotiques Mode d’activité proposé

-Résistance a la colonisation des
Réduction des risques des diarrhées | pathogenes.

-Stimulation du systéme immunitaire.

-Diminution du passage des protéines
Diminution des allergies alimentaires par diminution de la
alimentaires perméabilité membranaire intestinale.

-Stimulation du systéme immunitaire.

Amélioration de la digestion du Action de la  galactosidase dans I’intestin
lactose gréle
Traitement des maladies -Modulation de la flore intestinale.
inflammatoires -Stimulation du systéme immunitaire.

-Assimilation du cholestérol.
Réduction du cholestérol - o
-Déconjugaison des sels biliaires.

, . " -Stimulation du systéme immunitaire.
Prévention du cancer du célon
-Production de composés antimutagéniques
-Modulation des enzymes fécales
carcinogéniques.

-Dégradation des carcinogénes.

-Elimination des bactéries impliquées dans

la production de carcinogénes.

De nos jours, les produits probiotiques sont commercialisés sous trois formes (Patterson, C.A.,

2008) :
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 Un concentré de culture ajouté a des aliments et boissons a base de produits laitiers, de fruits
et de céréales;

 Un ingrédient ajouté a un aliment a base de lait ou de soja et auquel on permet d’atteindre une
concentration ¢levée par fermentation;

* Des cellules séchées, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimé

1 - L
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Figure 14 : Quelque exemple de probiotiques et compléments alimentaires a base
des lactobacillus, A : Lb rhamnosus, B : Lb plantarum, C : Lb rhamnosus.

(https://www.amazon.fr/lactobacillus-rhamnosus)

I.6. Effet inhibiteur des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques peuvent empécher l'adhésion de plusieurs bactéries
pathogénes par la sécrétion d'inhibiteurs d'adhérence. Cette capacité se retrouve chez
plusieurs bactéries lactiques telles que les Lactobacillus, Streptococcus thermophilus et

Bifidobacteéries (Matto et al., 2006).

Certaines souches présentent une activité antibactérienne et ’application de souches
lactiques bactériocinogéniques peut étre considérée comme un outil complémentaire pour

prévenir le développement des bactéries pathogenes (Todorov et al., 2004).

Certaines espéces de bactéries lactiques comme les Lb brevis, Lb plantarum, Lb
acidophilus, Lb delbrueckii subsp. bulgaricus produisent des antibiotiques actifs contre les

bactéries Gram positives (Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus, Sarcina) ou Gram

[27]
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négatives (Pseudomonas, Escherichia, Shigella, Salmonella, Serretia, Proteus, Vibrio)

(Savadogo et Traoré, 2012).

Certaines souches présentent une activité antibactérienne et ’application de souches
lactiques bactériocinogéniques peut tre considérée comme un outil complémentaire pour

prévenir le développement des bactéries pathogenes (Figure 15) (Todorov, 2004).

Figure 15: Activité antibactérienne d’une souche de L. fermentum contre
Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes. Les images (B) et (E) montrent des
cellules détériorées de S. aureus et L. monocytogenes respectivement. Les images A et
D correspondent a leurs cultures sans Lactobacillus (Microscopie ¢électronique a

balayage) (Klayraung et Okonongi, 2009).
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Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de

carbone, le diacétyl et les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

e Acides organiques
La production d‘acides organiques cause une acidification du milieu qui peut limiter la
croissance de certaines bactéries indésirable de ce fait une longue expositions dans un milieu
acide peuvent entrainer la mort de plusieurs bactéries (kostineket al., 2005).
L’acide lactique et I’acide acétique pénetrent passivement la membrane cytoplasmique,
des fortes concentrations d’acides, le milieu intracellulaire peut s’acidifier et les fonctions

cellulaires sont inhibées et le potentiel membranaire est annulé (Ammoret al., 2005).

e Dioxyde de carbone (CO,)
Il crée un milieu anaérobique, qui empéche les décarboxylations enzymatiques.
L’accumulation de CO, peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité, il est

principalement produit par les Lb hétérofermentaires (Eklund, 1984).

e Acétaldéhyde L'acétaldéhyde
Empéche la croissance de Staphylococcus aureus, de Salmonella typhimurium et d‘E.
coli a une concentration de 10 a 100 ppm dans les produits laitiers (Piard et Desmazeaud,

1991).

e Peroxyde d’hydrogéne
Les bactéries lactiques sont capables de convertir 1‘'oxygéne moléculaire (O,) en super
oxyde excité (O,), en peroxyde (H,O,) ou en eau (H,O). Ces réactions sont catalysées par
des enzymes spécifiques en présence d‘un substrat a oxyder. Ces enzymes ont été trouvées
chez des souches de Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus
(Condon, 1987). Ce composé¢ bloque le fonctionnement de certaines enzymes-clés
intervenant dans la glycolyse résultant I’inhibition de la croissance des microorganismes

(Desmazeaud, 1996).
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e Les bactériocines

Il existe plusieurs définitions du terme bactériocine. A ’origine, ce terme a été utilisé
pour désigner les protéines et peptides antimicrobiens synthétisés selon la voie ribosomique.
Plus précisément, les bactériocines sont considérées comme des substances protéiques
présentant une activité antimicrobienne (Klaenhammer, 1988).

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens le plus souvent cationiques, modifiés
ou non post-traductionnellement, de masses moléculaires comprises entre 2 et 6 kDa (Heng
et al., 2007).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont généralement actives a faible
concentration contre des bactéries phylogénétiquement proches (Belguesmia et al., 2011,
Cotter et al., 2005).

L’activité antimicrobienne des bactériocines a un effet soit bactéricide, provoquant la
mort de la bactérie cible, soit bactériostatique inhibant la croissance bactérienne. Les
bactériocines les plus étudiées sont celles produites par les bactéries lactiques connues pour
leur réle dans la bonne conservation des aliments (Cotter et al., 2005).

Selon KLAENHAMMER, 1993, les bactériocines sont réparties en trois classes :

e Les bactériocines de classe I ou lantibiotiques ;
e Les bactériocines de classe II : La classe II peut étre subdivisée en quatre
sous classes Ila a I1d ;

e Les bactériocines de classe I11.

Tableau 06 : Classification des bactériocines de bactéries lactiques (Luquet et

Corrieu, 2005).

Classe Sous-catégorie

Classe I : ’antibiotique Type A : molécules lin€aires

Type B : molécules globulaires

Classe 11 : bactériocines non- Classe : anti-listeria
modifiées thermostables Classe : bactériocines a deux
composants

Classe : autres bactériocines
Classe III : bactériocines de grande

taille, sensibles a la chaleur.
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Les bactéries lactiques produisent des substances antimicrobiennes de nature protéique
appelées bactériocines. Cette caractéristique est utilisée industriellement pour la destruction
des bactéries indésirables et pathogénes dans la fabrication d'aliment comme la nisine
produite par les lactocoques dirigée contre Bacillus et Clostridium, la plantaricine et la
sakacine produites toutes les deux par les lactobacilles actives sur E. coli, Listeria et
certaines levures (Ogunbanwo et al, 2003).Certaines bactériocines produites par les

lactobacilles sont résumées dans le tableau 07 .

Tableau 7: Exemples de bactériocines décrites chez des lactobacilles

Souches Bactériocines Références
L. acidophilus strain M46 acidocine B (Leer, 1995)
L. johnsonii lactacine F (Abee, 1994)
L. salivarius BGHO1 LS1 et LS2 (Busarcevic, 2012 ;
Busarcevic,2008)
L. gasseri LA39 gasséricine A (Kawai, 1998)
L. helveticus 481 helvéticine J (Joerger, 1990 ; Joerger,
1986)
L. salivarius UCC118 Abp118 (Riboulet-Bisson,2012)
L. curvatus LTH1174 curvacine A (Tichaczek, 1993)
L. brevis SB27 brévicine 27 (Benoit, 1997)
L. plantarum Al plantaricine (Hata, 2010)
ASM1
L. sakei 1 sakacine 1 (Gomes, 2012)
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Le but de notre étude qui porte sur I’isolement des souches de lactobacilles a partir de lait de
chévre et I’étude de leur activité antimicrobienne vis-a-vis des souches indésirable (qui
contaminent les produits laitiers et qui possédent un danger pour la santé¢ de I’homme) a été
réalis€¢ au niveau de laboratoire d’hygi¢éne de Blida durant la période, du mois de Février

jusqu’au mois d’Avril.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique
> Echantillonnage

Les échantillons du lait de chevre( race Malti) analysés proviennent des deux fermes une de

la commune de Reghaia (Wilaya d’Alger), et une autre de Bouaarfa (Wilaya de Blida).

La collecte, le transport, le stockage de lait de chévre peuvent tous affecter la qualité des

résultats des tests, pour cette raison, nous avons suivi les étapes ci-dessous :

e La collecte des échantillons est faite juste apres la traite matinale (7h du matin) a la
main.

¢ Les mains et le matériel utilisé ont était nettoyé avec des lingettes désinfectantes, et
d’autres ont était flamber a 1’alcool comme (matériel inox).

e Prélevement de notre échantillon a partir de trois parties différentes du seau a lait,
surface, profond, mélange, (le seau a lait était fermé pendant 10 a 20 minutes)

(Figure 16).

Surface ——

(Seau a lait)

93ueRIN

Profond ——M8M»

Figure 16 : Prélévement a partir de seau a lait.

e le lait était recueilli dans des flacons stériles de 50 ml et identifi¢ par étiquetage.

[32]



Chapitrel Matériel et méthode

e Les échantillons sont réfrigérés (dans une glaciére contenant des blocs réfrigérants)

pour préserver la qualité et la composition du lait.

Bloc réfrigérant

Figure 17 : Pots stériles et glaciére utilisés dans I’échantillonnage.
» Souches pathogénes

Pour I’étude de I’activité antimicrobienne, cinq (5) souches pathogenes isolées a partir

des urines (Tableau 8) ont été utilisées dans notre étude.

Tableau 8 : L’origine des bactéries pathogénes

Souches pathogénes Isolement Origine
Escherichia coli ATCC 25912 Urine Hopital Brahim tirichine/faubourg de Blida
Staphylococcus aureus ATCC 25923  Urine Hopital Brahim tirichine/faubourg de Blida
Pseudomonas sp ATCC 27812 Urine Hopital Brahim tirichine/faubourg de Blida
Bacillus cereus Urine Laboratoire d’hygiene de Blida
Proteus mirabilis Urine Laboratoire d’hygi¢ne de Blida

1.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé dans notre étude représenté par les géloses, les bouillons,

produits chimiques et réactifs, ’appareillage est consigné en Annexe I.
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2. Méthode
2.1.Isolement et purification des isolats

a. Isolement

Le milieu de culture utilisé pour I’isolement des lactobacillus est celui de Man Rogosa et
Sharpe (MRS) (Guiraud et Rosec, 2004). Afin d'isoler les lactobacilles, 1 ml de chaque
¢chantillon a ét¢ déposé dans 9 ml d’eau peptonée stérile ; c’est la solution mere. Apres
homogénéisation, 1ml de cette solution mére a été transféré dans 9 ml d’eau peptonée ; c’est la
dilution 107". De la méme manicre, les dilutions suivantes ont été préparées jusqu’a la dilution
10*. Un ml de chaque dilution a été ensemencé sur gélose MRS (pH 5,95) a raison de 3 boites
par dilution. Les boites de Pétri ont ét€¢ incubées en anaérobiose a 37°C pendant 24 a 72 h

(Figure 18).

Figure 18 : isolement des Lactobacillus.

b. Purification

Afin de purifier les souches de bactéries lactiques, plusieurs repiquages successifs ont été
réalisés sur gélose MRS. Le prélevement et la remise en suspension ont été réalisés,
uniquement, pour des colonies bien distinctes, homogenes et bien développées. La pureté de la
souche a été vérifiée par examen macroscopique et microscopique.

Les souches considérées comme pures et qui possedent les caractéristiques des
lactobacilles (petite colonies blanchatres, Gram +, forme bacilles) sont conservées sur gélose

MRS et bouillon MRS a une température de 4°C (Saidi et al., 2002) (Figure 19).
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Lait Lait Lait
(Surface) (Mélange) (Profond)
1ml
v
9ml 9Iml 9ml
Eau peptonée
v ) — \/
N A

—

Une série de dilution décimale de 1/10 jusqu'a 10~* pour chaque tube

Ensemencement et incubation a 37°c/48h
(trois boites pour chaque tube)

Aprés incubation a 37°c/48h

o O Oo OO
O Purification 1
Conservation sur o ©O o O o0

Bouillon MRS a 4°C.

) e

Figure 19 : Schéma illustratif des étapes de I’isolement.
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2.2.Identification
2.2.1. Caractéres morphologiques et culturaux

a. Examen macroscopique

L’étude macroscopique a permis de décrire 1’aspect, la forme, le contour, la surface et

la couleur des colonies obtenus sur milieu solide (Prescott et al., 2003).
b. Examen microscopique

L’examen microscopique est révélé par la coloration de Gram (APHA, 1992). Celle-
ci permet de faire la différentiation entre les bactéries Gram positives et Gram négatives et
renseigne sur la forme et la disposition des bactéries (Prescott et al., 2003).

La coloration de Gram a été réalisée selon la méthode classique sur des cultures jeunes
pures de moins de 24h. Un frottis de cellules a été réalisé sur une lame propre et en laissant
évaporer quelques gouttes d'alcool versées directement sur le prélévement. Apres fixation,
de Violet de Gentiane, égoutter sans rincer, puit, on dépose quelques gouttes de 1égol et
laisser agir 4 a 6 secondes, qui ensuite a été traité avec, la fushine pendant 30 seconds. Le
frottis a €ét¢ observé au microscopique sous immersion au grossissement X100. Les isolats
ayants une coloration violettes sont Gram positifs (+) tandis que ceux présentant une

coloration rose sont Gram négatifs (-).

2.2.2. Caracteres biochimiques

a. Test catalase

Catalase est une enzyme possédant la faculté¢ de décomposer le peroxyde d'hydrogeéne
en eau et oxygene. Cette enzyme est fort répandue dans la nature. L’ importance de la catalase
consiste en ce qu'elle paralyse l'activité de 1'H,O, qui se forme a l'oxydation des matieres
organiques, 'et qui est pernicieux pour les cellules (DagmaraTalce, 1936).

Une goutte de H,O, est déposée sur une lame qui contient une colonie prélevée a partir
de la gélose MRS. La décomposition de H>O, est traduite par un dégagement gazeux sous

forme de mousse et de bulles, selon la réaction suivante (Guiraud, 2003).

Catalase
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Au terme de cette étude macroscopique et microscopique seules, les souches a Gram

positif de forme bacille et a catalase négative sont retenues pour le reste du travail.

b. Production de gaz
Les tubes de 10ml de bouillon MRS, contenant une cloche de Durham (il faut vider les
cloches) ont été¢ ensemencés avec une colonie bien distincte, puis incubés a 37°C pendant
48h (Figure 20).
Le développement d’une bactérie hétérofermentaire se manifeste par I’apparition de gaz
dans la cloche de Durham, qui est absente chez les bactéries homofermentaires (Bourgeois

et al., 1991).

Cloche de
Durham

Figure 20 : Présentation d’une Série de tubes contenants la cloche de Durham

c¢. Fermentation des sucres

Les lactobacilles possédent la capacité de dégrader différentes sources de carbone et

ceci constitue un critére indispensable dans I’identification.

Le test est réalisé en cultivant les souches (une colonie) dans 2ml de bouillon MRS sans
extrait de viande et sans glucose, qui est remplacé par le sucre a tester introduit en solution

a une concentration finale de 1%.
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Les carbohydrates utilisés sont : maltose, saccharose, fructose et L-arabinose. Le choix
et le nombre des sucres ont été effectués selon leur disponibilité. Les solutions de sucres sont
préparées au laboratoire, on ajoutant 1gramme de sucre dans 100 ml de bouillon MRS.
Apres inoculation du milieu MRS a 1% de sucre, il est recouvert d’une fine couche de I’huile

de paraffine afin d’assurer les conditions d’anaérobiose (Figure 21).

Huile de
paraffine

Figure 21 : Test de fermentation des sucres

Apres incubation pendant 48h, la fermentation des sucres se traduit par un trouble du
milieu accompagné par le virage de couleur du pourpre vers le jaune. Dans le cas d’absence
de virage de couleur, on en déduit que le sucre testé n’est pas fermenté par la souche

(Tourneur, 1972; Samelis et al. ,1994).

2.2.3. Tests physiologiques
a. Croissance a différentes températures

Ce test est important de point de vue taxonomique, car il permet de distinguer les
bactéries lactiques (lactobacilles) mésophiles des bactéries lactiques thermo tolérantes (Leveau
et al., 1991).

Ce test a été réalisé apres inoculation du bouillon MRS par des cultures fraiches des 12
souches des lactobacilles déja obtenue. Les cultures ont été incubées a différentes
températures15°C, 30°C, 37°C et 44°C.

La croissance est révélée par un trouble du milieu apres 24 a 48 heures en comparaison

avec un témoin non ensemencé (Guiraud et Galzy, 1980).

[38]



Chapitrel Matériel et méthode

b. Croissance en présence de différentes concentrations de NaCl

Ce test permet de déterminer la résistance des souches au stress salin (Larpent et al.,

1990 ; Samelis et al., 1994).
Pour chaque souche, quatre tubes stériles contenant 5 ml de bouillon MRS a 2%, 4%,
6,5% et 10% de NaCl ont été ensemencés par une colonie de Lb, incubé a 37 °C pendant 48h.
La croissance de ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison avec

un tube témoin non ensemencé (Guiraud, 2003).

¢. Croissance a pH 4, 5 et 9.6

Ce test a été réalisé sur bouillon MRS, dont le pH est ajusté a 4 et 9,6, et cela en ensemencant
un tube stérile contenant 1ml du bouillon MRS a pH voulue avec une colonie prise de la gélose
MRS.

La premicre étape c’était de mesuré le pH de notre bouillon MRS. Ce dernier a été ajusté a
pH=4 avec une quantité¢ du bouillon MRS suffisante pour I’ensemencement de 12 souches de
lactobacilles. Pour diminué le pH a 4, ont été ajoutés quelque gouttes de HCL. Une autre

quantité du bouillon MRS est ajusté aprés a 9,6 en ajoutant du NaOH.
La croissance se traduit par un trouble du milieu apres 24 a 48 heures a 30°C (Guiraud et

Galzy, 1980).

2.2.4. Tests technologiques

Nous avons effectué une étude technologique de ces souches afin de pouvoir les utiliser

ultérieurement dans I’industrie laitiere. Parmi les tests technologique réalisés :
a. Thermo résistance : a 60,5°C

Le test de thermo résistance permet de sélectionner des especes thermorésistantes. Des
tubes contenant du bouillon MRS sont inoculés par les souches isolées de 48h, ensuite les tubes
sont déposés dans un bain marie a 60,5°C pendant 30 min, puis soumis a un choc thermique a
I’eau froid, ensuite, elles sont incubées a 37°C pendant 48 a 72 h. Un résultat positif se traduit

par un trouble (Figure 22) (Badis et al., 2005).
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Figure 22 : Test de thermorésistance

b. Activité protéolytique

Selon Van den berg et al,. (1993), ’activité est recherchée en milieu MRS gélosé
additionné de lait écrémé a 1% et 2%.

Un volume de 5pul d'une culture fraiche de chaque souche été déposé en spots puis les boites

ont été incubées a 37°C pendant 48h en anaérobiose. La protéolyse se manifeste par une zone

claire autour des spots (Figure 23) (Moulay et al., 2006).
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Gélose MRS avec 2%
de lait écrémé

= E—

" —

v

Gélose MRS avec 1%
de lait écrémé

N— U
—

Laisser les boites se solidifier

Déposer 5 pl en spot Déposer 5 pl en spot

L

v

S—— — e ]
Culture fraichesde 18hde  ~
chaque souche de Lb

Incubation a 37°C pendant 48h

Observation des zones de protéolyse

Figure 23 : Schéma de I’étude du pouvoir protéolytique.
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c. Effet antimicrobien

Ce test permet d’étudier la capacité des lactobacilles a inhiber les souches pathogénes par la
méthode de double couche. Cette activité est mise en évidence par le test de spots (Fleming et

al., 1975). Le test est adopté avec quelques légeres modifications.

i. Standardisation des inoculas

Le but de la standardisation de I’inoculum bactérien, est d’avoir le méme nombre de
cellules bactériennes dans 1 ml de culture durant toute I’expérimentation.

Dans un premier temps, nous avons vérifié la pureté des souches pathogeéne par observation
macroscopique et microscopique. Des repiquages des colonies sur gélose nutritive ont été
réalisés avec incubation de 24h.

Apres 24h d’incubation sur gélose nutritive, six colonies identiques et bien isolées de
chaque souche (Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC 25912,
Pseudomonas sp ATCC 27812, Bacillus cereus, Proteus mirabilis) ont été repiquées dans 9ml
de bouillon nutritive et cultivées a 37°C pendant 18 a 24h.

La méme procédure a été répétée avec les souches Lb. Apres incubation a 37°C durant une
période de 48h, six colonies identiques et bien isolées de chaque souche ont été repiquées dans

9ml de bouillon MRS.

i. Méthode des spots

5 ul de la suspension de chaque souche des lactobacilles a tester provenant d'une culture
fraiche (18h) a raison de 10° UFC/ml a été déposés en spot sur la gélose MRS (4 raison de trois
spots par boites). Les spots ont été séchés 10 min devant le bec benzéne. Pour permettre le
développement de colonies visibles macroscopiquement, les géloses sont incubées pendant 24
h a 37°C en aérobiose.

Par la suite, nous avons recouvertes les spots par 9ml de gélose nutritive en surfusion
ensemencée a raison de 1 ml (10° UFC/ml) des souches cibles. Une fois solidifiées, les boites

sont incubées a 37°C pendant 18h a 24h (Figure 24).
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Une zone claire autour du spot de bactéries lactiques est considérée comme une inhibition
de la croissance des pathogenes cibles. Cette activité inhibitrice est déterminé par la mesure

des diamétres d’inhibition.

—\ Isolement S8y
L gélose MRS
a37°C/48h

N
v
Transfert de 6

Transfert de 6 colonies dans
colonies dans bouillon nutritive
bouillon MRS

v

Incubation a 37°C/18h v
Incubation a 37°C/18h

Dépot de 5ul de
h
c aqu.e 1ml 9ml
suspension N

bactérienne en
spot

v Gélose

-—.| nutritive

S ——

Incubation a 37°C/ 18h a 24h

\ / Homogénéisation

Incubation a 37 C pendant 18h a 24h

Observation des zones d’inhibition

Figure 24 : Schéma de la réalisation du test d’Effet antibactérien
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I. Résultats et interprétation

1. Résultats d’isolement et de purification
L’isolement et la purification des souches prélevées a partir de 6 échantillons du lait de
chévre provenant de deux régions différents (ALGER/BLIDA), sur bouillon et gélose MRS
(ensemencement par strie) a permis d’obtenir 15 isolats purs répondant aux caractéristiques
des lactobacilles. Les colonies sont d'un aspect (couleur, taille et forme) typique et homogenes,

ils ont été gardés pour la suite de 1'étude.

2. Résultats d’identification

L’identification des souches appartiennent au genre Lactobacillus a été étudiée selon les
caractéristiques morphologiques, biochimiques (test de catalase, production de gaz,
fermentation des sucres), physiologiques (croissance a différentes températures, différentes
concentration de NaCl et croissance a différents pH), et technologiques (la thermorésistance

a 60.5°C, lactivité protéolytique et I’effet antimicrobien).

2.1. Résultats de I’étude des caracteres morphologiques
2.1.1. L'aspect macro et microscopique

» Aspect macroscopique

Sur milieu MRS solide, les cultures obtenues des isolats, apparaissent sous différents
aspects macroscopiques. Nous avons remarqué des colonies lenticulaires de couleur jaune claire
et marron, des colonies rendent parfois bombées de couleurs blanchatres et transparentes soit
de tailles différentes avec une surface lisse ou crémeuse, parmi lesquelles on trouve des colonies
a contour régulier (Figure 25).

La croissance des bactéries en bouillon, se traduit par une voile microbienne. Chez les
cultures pures un précipitdt microbienne apparait au fond des tubes avec une zone clair au-

dessus duquel (Figure 26).
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Colonies des Lb

Figure 25 : Aspect macroscopique des isolats sur gélose MRS a I'il nu.

Présence de trouble/tube ———
témoin

Figure 26: Aspect de culture pure sur bouillon MRS (T : témoin ; E : ensemencé)

» Aspect microscopique

L'étude microscopique repose sur les criteéres de la coloration de Gram : le Gram positif
ou négatif, la forme (bacille, coccobacille, cocci ...) et le mode d'association (grappe,
chénette, diplocoque, tétrade...).

Apres la coloration de Gram, I’observation microscopique au (Gx10), (Gx40) et (Gx100)
avec I’huile a immersion, nous a permis de déterminer le type de Gram des isolats
retenus(Gram positif) et qu’ils apparaissent généralement sous formes coccobacille, libre ou
en chainette. Certaines formes des bactéries isolées sont représentées dans les figures

suivantes (Figure 27).
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Figure 27 : Aspect microscopique de deux souches lactobacilles S8 et S10

(grossissement x100).

3. Résultats des tests des caractéres biochimiques

3.1. Résultat de test de catalase

Les 15 souches isolées, ont €té retenues pour la recherche de la catalase. Sur 15 isolats de
bacilles, 12 souches sont catalase négative (absence défervescence) (Figure 28).Ce qui nous

laisse déduire que les souches isolées sont des lactobacilles.

Absence
défervescence

Figure 28 : Exemple d’un résultat négatif du test de catalase.

Toutes les souches catalase positives (S6,S13,S15) ont été éliminées, seule 12 souches a
catalase négative sont retenues et conservées pour la suite de I’étude. Les résultats

microscopiques des souches correspondent a ceux du genre Lactobacillus (Tableau 9).
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Tableau 9 : Résultats de I’étude microscopique des souches retenues.

T + Coccobacille en chainette/libre
_ + Coccobacille en chainette
s + Coccobacille libre
s + Coccobacille en chainette/libre
I + Coccobacille en chainette
s + Coccobacille
s + Coccobacille en chainette/libre
- s8 + Coccobacille en chainette
_ + Coccobacille libre

- s10 + Coccobacille en chainette
s + Coccobacille libre

- s12 + Coccobacille en amas/libre
- s + Coccobacille
sS4 + Coccobacille chainette /libre
N + Bacille

(+) : positive ;( -) : négative.

3.2. Résultat de test de Production du gaz

Ce test permet de différencier les isolats homolactiques et hétérolactiques apres une

incubation a 37°C pendant 24 heures jusqu'a 48 heures (Figure 29).

Absence de

— bulle d’air a
P’intérieure de

cloche

Présence de

trouble

Figure 29 : Résultat du Test de production de gaz
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D’aprés nos résultats, la répartition selon le type fermentaire était inégale entre les
souches. 11 sur 12 sont homofermentaires représentant presque totalité contre une souche

(S12) hétérofermentaire.

3.3. Résultat de test de fermentation des sucres

La détermination des genres et des espéces bactériennes, réside essentiellement dans
leur capacité a fermenter les sucres en acide lactique et autres acides organiques.

L’analyse des profils fermentaires, révele une diversité métabolique des isolats retenus
vis a vis des carbohydrates. Les souches S1, S3, S7 ont la capacité de fermenter les quatre sucres
utilisés dans notre étude (maltose, saccarose, fructose et L-arabinose). Les souches S2 et S4
fermentent tous les sucres sauf le L-arabinose. Le Maltose n’est pas fermenté par les souches
S5, S9, S11, S12 et S14, et les souches S8, S10 fermentent que le fructose et L-arabinose
(Tableau 10, Figure 30).

Tableau 10 : Profile fermentaire des isolats

+ + + + - + - - - - - -
+ + + + + + - + - + + +
+ + + + + + + + + + + +
+ - + - + + + + + + + +

Tube témoin non

) Virage de couleur du
ensemencé

milieu et présence de
trouble

Figure 30: Exemple de résultat positif du test de fermentation des sucres.
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Cependant, le nombre de sucres utilisés ne permet pas de déterminer 1’espéce des souches

étudiées.

4. Résultats de I’étude des caractéres physiologiques

4.1. Résultats de Croissance a différentes températures

Ce test permet de faire la différence entre la flore thermophile et mésophile. La croissance
des isolats a été testée a 15°C, 37°C et 44°C.

Nos résultats montrent que la majorité des souches testées sont signalées mésophile, elles
poussent bien a 15°C et 37 aprés 48h d'incubation sauf la souche S1 qui est incapable a se
développer a 15°C. Les souches S1, S3, S4, S5, S7, S8 sont incapable & se développer a
44°C (Tableau 11, Figure 31).

Tableau 11 : Résultats du test de croissance a différentes températures.

Souches S1 S2 S3 S4 S5 S7 S8 S9 S10 Si11 S12 S14
3 é - + + + + + + + + + + +
, 37
Température oC + + + + + + + + + + + +
44
oC - + - S S - - + + + + +

(+) : positive, (-) : négative

Figure 31 : Exemple de résultat positif du test de croissance a différentes températures :
(a) T =15°C, (b) T=44°C.
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L’emploi des tests (croissance a différentes températures, recherche du type fermentaire)
nous ont permis d’établir une pré-identification pour les souches, nous avons subdivisé ces
derniéres en deux groupes (groupe 1 : homofermentaires et hétérofermentaires, groupe 2 :

mésophiles et thermophiles).

4.2. Résultats de croissance a différentes concentration de NaCl

Les lactobacilles, isolés dans notre travail, ont montré des comportements trés différents vis-
a-vis de leur sensibilité aux différentes concentrations de NaCl.

Les résultats obtenus montrent que les souches S5 et S7 présentent une trés bonne croissance
en 2% de NaCl, les souches S9 et S5 en 4% de NaCl et la souche S7 en présence de 10% de
NaCl. En présence de 6.5% de NaCl, seulement les souches S2,S3, S4, S5 et S7 qui présentent
une croissance, comparativement aux souches S1, S8, S9, S10, S11, S12 et S14 qui ont montré

une incapacité a croitre a ce taux (Tableau 12, Figure 32).

Tableau 12 : Résultats du test de croissance a différentes concentration de NaCl.

2% - - - -+ - + - - +
4% - - S + - 4+ - + -
65% - + + + + + - - - - -
10% - 1 - - -+ - + + - -

(+) : positive, (-) : négative

Figure 32 : Exemple de résultat positif du test de Croissance a différentes concentration
de NaCl (T : témoin, E : échantillon).
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4.3. Résultats de croissance a différents pH

La mise en culture des souches a pH 4, 5, 9.6 nous a permis d'évaluer leurs aptitudes a croitre
Aux diffirentes PH. A pH 4, la croissance différe d’une souche a une autre, une croissance
moyenne a pH=4 pour les souches S7 et S9, et les souches S1, S3, S4, S5, S8, S11, S12 et S14
ont presenté une légere croissance, par contre les souches S2 et S10 ne présentent aucune
croissance. A ph 5, seulement les souches S4 et S9 ont donné une croissance sur milieu MRS
comparativement aux souches S1, S3, S7, S8, S9, S12 et S14 qui croient a pH= 9.6 (Tableau
13, Figure 33).

Tableau 13: Résultats du test de croissance a différentes pH.

Figure 33 : Résultat du test de croissance a pH 4 et pH 9.6.
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5. Résultats de I’étude des caractéres technologiques
5.1. Résultats de test de thermorésistance

D’apres les résultats de thermorésistances. La moitié des souches sont thermorésistantes,

révélée par une croissance sur bouillon MRS aprés un traitement thermique pendant 30 minutes

a 60,5°C (Figure 34).

Figure 34: Résultat de la thermorésistance (T: témoin, E: échantillon)
5.2. Résultats de I’activité protéolytique

Aucunes souches ne possédent une activité protéolytique dans le milieu MRS a 1 et 4 2%

de lait écrémé (pas de zone clair autour des spots).

5.3. Résultats de I’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des souches de lactobacilles a été étudiée par la technique des
spots contre un groupe de germes pathogenes : Escherichia coli ATCC 25912, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas sp ATCC 27812, Bacillus
cereus. D’apres nos résultats, les Lb possédent un spectre d’activité inhibiteur trés important
et varié. L’effet inhibiteur des Lactobacillus a été déterminé par la mesure des zones

d’inhibition (en mm). Les résultats sont représentés dans le tableau 14.
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Tableau 14. Résultats des diamétres des zones d’inhibitions des lactobacilles en (mm).

Souches Lb

Souches pathogen

S1| S2 | S3 ' S4 | S§S  S7 | S8 | S9 | S10  S11 | S12 | S14

Escherichia coli ATCC
15 18 18 15 15 15 - - 15 15 8 -
25912
Proteus mirabilis 3| 35 3 - 25 28 25 3 - - -
Staphylococcus aureus
- - 25 3 28 17 15 - - 35 13 15
ATCC 25923
Pseudomonas sp 35
ATCC 27812
Bacillus cereus - 15 45 - 3 - - - - 35 2 -

(-) absence d’activité antimicrobienne, diamétre = 0.

» Escherichia coli
Les résultats montrent que neufs souches (S1, S2, S3, S4, S5, S7, S10, S11, S12) possédent
une activité antimicrobienne contre Escherichia coli ATCC 25912, dont le diamétre de la zone

d’inhibition varie entre 8 a 18 mm enregistrés respectivement par S12 et S2 / S3 (figure 35,36

S1 S2 S3 S4 S5 S7 S8 S9

M Escherichia coli ATCC 25912

18
16
1
1
1

o N B

|~

o N A O ©

TDiameétre des zones d'inhibition en mm

S10 S11 S12 S14

Souche Lb

Figure 35 : Résultat de I’effet antimicrobien de Lb sur Escherichia coli ATCC 25912.
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Figure 36 : Observation de la zone d’inhibition de I’activité antibactérienne de

Lactobacillus sp vis- a - vis Escherichia coli ATCC 25912.

» Pseudomonas sp
Seule la souche S3 a montré une activité contre Pseudomonas sp ATCC 27812 avec un

diametre de 35 mm (figure 37).

La zone
d’inhibition

Figure 37 : Observation de la zone d’inhibition de I’effet antimicrobien de Lb sur
Pseudomonas sp.
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» Proteus mirabilis
Un diamétre maximal de 35 mm a été obtenu avec la souche S2 a I’égard de Proteus
mirabilis. La souche S7 vient en deuxiéme position avec un diamétre de 28 mm. Un diamétre
de 25 mm a été observé par les souches S5 et S8, et de 3 mm par les souches S1, S3 et S10

(figure 38,39).

35
30 28
— 25 25

g 25 —
c
o 20
&
2 15
€
SER0
o

5 3

0 0 0
. = = = -_— - -
S1 S2 S3 S4 S5 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S14

@ Proteus mirabilis souches Lb

Figure 38: Résultat de I’activité antibactérienne de Lactobacillus sp vis- a — vis
Proteus mirabilis

Figure 39 : Observation de la zone d’inhibition de I’activité antibactérienne de

Lactobacillus sp vis- a — vis Proteus mirabilis.
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» Staphylococcus aureus

Huit souches de Lactobacillus sp ont la capacité d’inhiber la croissance de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 avec un diamétre qui varie entre 3 et 35 mm. Les souches S1, S2, SO et
S10 n’ont pas une activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus ATCC 25923

(figure 40,41).

Diameétre des zones d'inhibition en

Sil S2 S3 sS4 S5 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S14

souches Lb
[ Staphylococcus aureus ATCC 25923

Figure 40 : Résultat de I’activité antibactérienne de Lactobacillus sp vis- a — vis

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Figure 41 : Observation de la zone d’inhibition de I’activité antibactérienne de

Lactobacillus sp vis- a — vis Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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> Bacillus cereus

La zone d’inhibition a été remarqué seulement par cinq souches S2, S3, S5, S11 et S12
vis — a — vis de Bacillus cereus avec des diamétres différents. Le faible diamétre (2 mm et 3
mm) est marqué respectivement par la souche S12 et S5. Le plus important diameétre

d’inhibition est obtenu par la souche S3 vis-a-vis Bacillus cereus de 45 mm (figure 42,43).

45
40
35
30
25
20
15
10

(6]

Diameétre de zone d'inhibition en mm
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Figure 42 : Résultat de I’activité antibactérienne de Lactobacillus sp vis- a — vis Bacillus
cereus.

Figure 43 : Observation de la zone d’inhibition de I’activité antibactérienne de
Lactobacillus sp vis- a — vis Bacillus cereus.
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I1. Discussion

Le lait de chevre pourrait constituer une source intéressante d’isolement des bactéries
lactiques pourvues de propriétés industrielles importantes. L’identification phénotypique des
bactéries nous permet d’identifier rapidement et simultanément un nombre ¢élevé des souches
bactériennes et d’étudier leur propriété biotechnologique. elle présente un pouvoir discriminant

b A | b ! : \ by \
qui s’étend du groupe a I’espéce et dans une moindre mesure a la sous-espéces et a la souche

(Curk et al., 1994).

Dans notre étude, I’isolement et la purification des bactéries lactiques sur milieu MRS
gélosé¢ a conduit a une collection de 15 souches. Afin de les différencier, des caracteres
macroscopiques, microscopiques et biochimiques ont été étudiés. L’identification du genre est
d’abord orientée par la morphologie, puis par le type fermentaire et les conditions

physiologiques de croissance.

Nos résultats concorde avec ceux de Sutra et al .,(1998), les colonies obtenus étaient
circulaire ou lenticulaire de couleur blanchatre, rugueuses ou lisse. Selon Sutra et al., (1998) ,

les colonies appartenaient via ces critéres au genre lactobacillus.

D’autres examens microscopiques et biochimiques ont étaient réalisés, telle que le teste de
GRAM qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et classifier les
bactéries selon le type et la forme, et le teste de catalase qui est important pour la premicre
orientation dans I'identification d'une souche pure. Ces tests ont permis d’obtenir 12 souches a
GRAM positive et a catalase négative. Selon Axelsson (1998), les lactobacilles, sont des
bactéries Gram(+), Catalase (-), leur morphologie va de cocci plus ou moins allongées a des
formes longues. Les 12 souches positives a la coloration de Gram et possédent une catalase

négative, de formes bacillaires et cocciques ont été retenues pour la suite de I’étude.

Apres les teste d’identification microscopiques, d’autres analyses ont été effectués sur les
12 souches pour la détection des especes. L’analyse du type fermentaire permet de diviser les
souches en différents groupes selon leur métabolisme énergétiques en homofermentaires
(homolactiques) ne produisant que I’acide lactique et d’autres hétérofermentaires
(hétérolactiques) produisant de I’acide acétique, de I’acétaldéhyde, de 1’éthanol et du dioxyde
de carbone (CO,) a coté de I’acide lactique (De Vos et al., 2009 ; Nanatani et Abe, 2011). Le
test réalisé ne détermine pas le caractére obligatoire ou facultatif du type fermentaire. Notre

analyse a révélé que toutes les souches étaient homofermentaires, seule la souche S12 était
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hétérofermentaires. Par ailleurs, les Lactobacillus retrouvés dans notre étude se subdivisent
selon leur type fermentaire en deux groupes en suivant la classification d’Orla-Jensen
remani¢e par Kandler et Weiss et donnée par le Bergey’s Manuel de la Systématique
Bactérienne « les Firmicutes » (De Vos et al., 2009) en :

o L.acidophilus, L. gasseri, L. ruminis et L. salivarius sont homofermentaires

obligatoires,

o L. brevis, L. fermentum, L. reuteri et L. vaginalis sont hétérofermentaires obligatoires.

La détermination des especes bactériennes réside essentiellement dans leur capacité a
fermenter les sucres en acide organiques. Le teste de profil fermentaire permet de classer les
souches étudiés en especes selon leur capacité a dégrader les différents sucres. Dans notre étude
4 sucres ont était utilisé : maltose, fructose, saccarose, L-arabinose (selon leur disponibilité).
L’analyse des profils fermentaires a révélé une certaine diversit¢ métabolique chez les isolats
retenus. Seul les souches S1, S3, S7 ont donné des résultats positives a tous les sucres utilisés.
Notre analyse du profil fermentaire et les caracteres étudiés durant notre travail était insuffisante
pour pouvoir identifier les souches sélectionnées a 1I’échelle espece.

L’utilisation des techniques moléculaires d’identification a travers [’utilisation des
séquences d’ADN spécifiques des micro-organismes cibles est nécessaire afin de les identifier
et de les dénombrer telle que 1’analyse de la séquence ARNr 16S qui permet I’identification
bactérienne universelle et ’analyse de la séquence du géne rpoB qui est un outil universel
complémentaire d’identification. L’utilisation de la plaque API 50 CHL est nécessaire aussi
pour différencier les espéces, puisque elle est constituée de 50 microtubes permettant I’étude
de la fermentation de substrat, appartenant a la famille des hydrates de carbone et dérivés
(hétérosides, polyalcools, acides uroniques) et 1’identification se fait selon la composition
enzymatique pour dégrader les différents sucres .

Pour but de discriminé les souches selon le caractere physiologiques, le teste de croissance
a différentes températures a été réalisé. Ce test permet de faire la différence entre la flore
thermophile et mésophile (Carr ef al.,2002). Dans notre étude les résultats des souches testées
concordent avec ceux de Tailliez.,(2004). La plupart des lactobacilles testés se multiplient dans
une gamme de températures comprise entre 15 °C et 44 °C. Selon Carr et al.,(2002), les 12
souches sont signalées mésophile.

Pour la sélection des souches a des fins biotechnologiques, des tests technologiques ont été
réalisés. Le teste de croissance a différente concentration de NaCl, nous a permet de déterminer

les souches résistantes au stresse salin. Dans notre étude seul souche S7 tolére toutes les

[59]



Chapitre 11 Résultats et Discussion

concentrations de NaCl. D’aprés De Angelis et Gobbett., (2004), cette souche peut étre placée
au rang de microorganisme facilement inductible en industrie laitiére vu que la plupart de ces
parametres sont des facteurs limitant dans le cas de plusieurs lactobacilles.

Le pH est un paramétre essentiel en terme technologique qui permet de divisé la souche en
plusieurs groupes selon leur adaptation aux différentes pH. Dans notre étude les bactéries
retenues ont été testés pour leur pouvoir a résister et de se croitre a différentes pH (4, 5, et 9.6).
Toute les souches poussent a pH 4, sauf les souches S2 et S10 qui étaient négative aux
différentes pH utilisés. D’autre part seule les souches s4 et s9 poussent a un pH 5, par contre
les souches S1, S3, S7, S8, S9, S12, et S14 poussent a pH 9.6.

D’apres Federighi et al.,, (2005), les lactobacilles qui croient a pH 4 sont des
acidotolérants dont de nombreuses especes sont impliquées dans des fermentations alimentaires
,et 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 tell
que la température du milieu. Selon Guillouard,et al, (2004) , le mécanisme d’adaptation des
lactobacilles est dii a la sécrétion des protéines lors du stress .Cela est confirmé par le marquage
, ’extraction des protéines du milieu et I’analyse par électrophorese .

Un autre testes technologiques de la thermo résistance a été réalisé sur les souches retenues.
Les variations des températures influent d’une maniere importante sur la stabilité de 1’espece
bactérienne (Kurtmann et al., 2009). Ce test nous a permis d’obtenir 6 souches S2, S3, S7, S9,
S10, S11 qui résistent a la température 60.5 et qui poussent apres refroidissement direct. Selon
Klein et al (1998), les 6 souches obtenues appartiennent au groupe des thérmobacteria.

La membrane plasmique joue un role 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 1'apport de nutriment a la cellule. Ces fonctions ne
peuvent Etre assurées que si elle est dans un état fluide (Mansilla et al., 2004). 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 I’échelle industrielle.

Suite au testes précédentes, nous avons réalisé un autre teste du pouvoir protéolytique, il
est important a I’échelle biotechnologique et industriel. La protéolyse est I'un des processus

biochimiques les plus importants impliqués dans la fabrication de beaucoup de produits laitiers
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fermentés. La capacité de produire des protéinases extracellulaires est une caractéristique tres
importante des bactéries lactiques. Ces enzymes hydrolysent les protéines du lait, en fournissant
les acides aminés essentiels pour la croissance. Il est connu que le systéme protéolytique des
bactéries lactiques dégrade les protéines et par conséquent, change la texture, le gott et les
aromes des produits fermentés (El-Ghaish et al, 2011).Dans notre étude toute les souches
utilisées étaient signalé négatif au teste de la protéolyse .

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont utilisés
dans la fermentation et la bio conservation des aliments (Labioui et a/ , 2005). Dans notre
¢tude, le test d’activité antimicrobienne révele I’aptitude des 12 souches de lactobacilles a
inhiber un large groupe de bactéries pathogenes (Escherichia coli ATCC 25912, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas sp ATCC 27812, Bacillus
cereus). Le choix de ces especes pathogenes est basé sur leur origine et leur action indésirable
sur la santé humaine et les produits alimentaires.

D’apres nos résultat, seule la souche S3 avait une action antimicrobienne sur tous les
germes pathogénes utilisés avec un diamétre le plus important de 35mm vis a vis Pseudomonas
sp ATCC 27812 et de 45mm vis-a-vis Bacillus cereus. La zone d’inhibition est en générale plus
large lorsque on utilise Bacillus cereus et Staphylococcus aureus car les bactéries lactiques sont
surtout actives sur les bactéries pathogénes a Gram positives (O’sullivan et al., 2002).

Les bactéries a Gram positives sont généralement plus sensibles a I’effet bactéricides des
bactéries lactiques (Biswas et al., 1991). Dans notre étude cette activité antimicrobienne est
due probablement a la synthése des substances inhibitrices. Selon Loso (2007), ’apparition des
zones d’inhibitions peut €tre justifiée par 1’effet des substances antibactériennes produites par
les Lactobacilles comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le diacétyle ainsi que
des substances de nature protéique comme les bactériocines. Les plus connues de ces dernier
sont : la nisine, la diplococcine, I’acidophiline et la bulgaricane (Ogunbanwo et al , 2003 ;
Dortu et Thonart , 2009). La plupart des bactériocines produites par les bactéries lactiques
partagent le méme mode d’action, basé¢ sur la formation de pores dans la membrane de la
bactérie cible (Leroy, 2007 ; Kumari et al ., 2009). D’autre part les acides organiques, comme
I’acide lactique, I’acide acétique ou I’acide propénoique, élaborés lors de la fermentation des
glucides, peuvent aussi inhiber des levures, des moisissures et des bactéries, tandis que Le
peroxyde d’hydrogéne produit par les lactobacilles s’accumule dans I’environnement et peut

inhiber certains microorganismes pathogenes.
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Les bactéries lactiques hétérofermentaires, notamment les lactobacilles hétérofermentaire
synthétisent du dioxyde de carbone comme métabolite secondaire. Son accumulation dans le
milieu extérieur crée une anaérobiose qui s’aveére toxique pour certains microorganismes
aérobies présents dans I’aliment. Le diacétyle peut inhiber la croissance des bactéries a Gram

négatif, des levures et des moisissures (Alakomi et al , 2000 ; Ammor et al , 2006).
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans les industries agro-alimentaires dans
le but d‘exploiter leur activité aromatisants et acidifiantes. On les emploie surtout dans la
fabrication des fromages et de yaourts. Une autre activité a été envisagé ces derniéres années
sur ces germes lactiques est celle de leur capacité d’inhiber certains microorganismes
indésirable. Ce qui a intéressé les chercheurs et les investisseurs afin d* augmenter la durée de
conservation des produits alimentaires telle que les produit laitier par 1‘utilisation de ces

bactéries bio conservatrices.

Au terme de notre étude qui porte sur I’isolement et caractérisation des bactéries lactiques
du genre Lactobacillus a partir de le lait de chévre et 1’étude de leur pouvoir antimicrobien sur
des souches contaminants des produits laitier, il ressort :

Qu’apres isolement, purification et détermination des caractéristiques morphologiques,
physiologiques et biochimiques (identification), 12 souches correspondants aux caractéristiques
de lactobacilles ont était retenues. Ces derniéres ont été signalées acidotolérantes, appartiennent
au groupe des mésophiles et elles tolérent aussi la température de 60.5° C. Les 12 souches
étaient du type homofermentaire contre une souche hétérofermentaire. Cependant, aucune de
ces souches n’étaient positives au test de la protéolyse. La présence d’une seule souche qui
tolére la salinité a différente concentration nécessite de la classer comme souche performante.
Les 12 souches testées avaient de bonnes fonctionnalités technologiques. Ces derniéres peuvent
faire I'objet d'une étude plus poussée pour étre destinées a l'utilisation comme cultures starters
en industrie laitiére.

L’étude de I’activité antimicrobienne réalisé par la méthode des spots a permis d’avoir des
résultats importants en point vue des diameétres des zones d’inhibition. Toutes les souches
testées avaient des résultats importants contre au moins une souche cible. Une seule souche de
lactobacilles (S3) qui a montré une activité antimicrobienne vis a vis de toutes les souches
cibles (100%) dont I’activité la plus importante a été signalée contre Bacillus cereus avec un
diamétre de 45mm.

D’aprés nos résultats, nous pourrons déduire qu’une exploitation biotechnologique de ces
souches a la place des produits chimiques comme bioconservateur des produits laitiers est
intéressante pour éviter les pertes des produits laitiers et assurer sa qualité a 1’échelle industrielle

et aussi pour minimiser les dégats des intoxications et les problémes de santé pour I’homme.
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Conclusion

Cette etude reste préliminaire, Il faudrait alors en perspective :

Etablir une identification des souches isolées en utilisant des galeries biochimiques (la
galerie APIC50 CH).

Identification génotypique des isolats

Etudier d’autres propriétés technologiques tel que : le pouvoir acidifiant, aromatisant,
texturant, épaississant...

Elargir la gamme des germes cibles

L’extraction et [I’identification des molécules impliquées dans [Dactivité

antimicrobienne.
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Annexel

Matériel non biologique

1. Composition des milieux de culture

1.1. Composition de bouillon MRS (Guiraud, 2003)

Composant Quantité
Peptone 10 g
Extrait de viande 10 g
Extrait de levure 5g
Glucose 20g
Tween 80 | ml
Phosphate bipotassique 2g
Acétate de sodium 5g
g
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnesium, TH20 02g
Sulfate de manganése, 4H20 005¢g
Eau distillée 1000 ml
pH final 6,5 +/-0.1

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes

# La composition de la gélose MRS : Bouillon MRS plus 15 g d’agar.
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1.2. composition du bouillon nutritif (Guirand, 2003)

Composant Quantité
Extrait de viande 5g
Peptone 10 g
Chlorure de sodium 5g
Eau distillée 1000 ml
pH final 7.2

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes

» La composition de la gélose nutritive : Bouillon nutritif plus15 g d’agar.

1.3. Eaux physiologie (Guiraud, 2003)

Composant Quantité
NaCl Qg
Eau distillé 1000 ml

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes

1.4. Eau peptonnée g/L

e Peptone exempte d’indole 10 g

e Chlorure de sodium 5 g

e pH7,2
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» Bouillon MRS sans extrait de viande et sans glucose, utilis¢ pour I’étude de la

fermentation des sucres.

» La gélose MRS additionnée du lait écrémé (1%, 2%), utilisé pour I'étude du pouvoir

protéolytique.

2. Produits chimiques, réactifs et autres :

>
>
>

Les colorants : Violets de Gentiane, fuschine.

Les acides et bases : NaOH, HCL, pour ajuster le pH des milieux utilisés.
Alcool et autres : lugol, I’eau oxygénée H,0,, huile de paraffine (pour assurer les
conditions d’anaérobiose).

NaCl en poudre : utilisé pour I'é¢tude de la croissance en présence de différentes
concentrations de NaCl.

Les carbohydrates : maltose, saccharose, fructose, L-arabinose, utilisés pour

I’étude de fermentation des sucres.

3. Outils et appareil de la microbiologie

>

>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>

Bec benzéne

Boite pétri

Falcons (100ml, 50ml)
Pipette Pasteur
Lame et lamelle
Microscope optique
Tubes a essai
Cloche de Durham
Etuve d’incubation
Réfrigérateur
Agitateur

Balance

Pince

Portoirs pour tubes
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