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Introduction

Le poisson, qui joue un rdle crucial en tant que source majeure de protéines animales et
de vitamines dans de nombreuses parties du globe, se distingue également par sa teneur élevée
en acides gras insaturés oméga 3, reconnus pour leurs bienfaits sur la santé. Il représente une
remarquable source des différentes Vitamines. Plus récemment, la recherche s'est tournée vers
I'étude du tube digestif du poisson et sa composition bactérienne. Ce tractus digestif héberge
une variété d'especes bactériennes, parmi lesquelles figurent les bactéries lactiques telles que
Carnobacterium, Vagococcus, Lactobacillus, Enterococcus et Lactococcus. (Sahnouni et al.,
2012).

Les bactéries lactiques jouent un r6le essentiel dans la préservation des denrées
alimentaires, principalement grace a la production d'acide lactique qui contribue a I'abaissement
du pH. De plus, elles ont la capacité de synthétiser divers composés antimicrobiens, notamment
le peroxyde d'hydrogéne, le CO2, le diacétyle, l'acétaldéhyde, des acides aminés et des
bactériocines. Cette capacité leur confére une protection contre les souches pathogenes

responsables de maladies alimentaires (Yang et al., 2012).

Cette étude visait a examiner l'effet antibactérien de certaines souches de bactéries

lactiques envers des souches pathogénes spécifiques, notamment Escherichia coli, Salmonella

et Staphylococcus aureus. Ces souches pathogénes ont été isolées a partir de poissons, en

particulier le poisson Latcha. Les souches bactériennes ont ensuite été purifiées et identifiées

au moyen de tests morphologiques.

Ce projet est structuré en deux sections distinctes : la premiere section théorique propose une
vue d'ensemble des bactéries lactiques, de leur capacité antibactérienne, et de leur fonction dans
le processus de bioconservation. La seconde partie traite des expérimentations entreprises, les

résultats obtenus, ainsi que les analyses et échanges qui en découlent.
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Chapitre I Généralités sur les bactéries lactiques

1. Historique des bactéries lactiques

Il a été découvert dans des sediments des micro-organismes tres anciens appelés bactéries
lactiques, datant d'environ deux milliards d'années, avant l'apparition de I'oxygene dans
I'atmosphere. Les bactéries lactiques ont la particularité de pouvoir vivre sans oxygene, ou de
maniere anaérobie, ce qui pourrait étre lie a leur origine précoce. En effet, les bactéries lactiques
auraient précédé Les cyanobactéries réalisant le processus de photosynthese. (Quiberoni et al.,
2001 ; Drider et Prevost, 2009).

2. Définition des BL

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes Gram-positif dépourvus de spores,
adoptant une morphologie en Cocci ou en batonnets., ne produisent pas de catalase et ont une
tolérance élevée aux faibles pH (Van Geel-Schuttena et al., 1998 ; De Vuyst et Leroy, 2007;
Kaban et Kaya, 2008).

Leur trait principal réside dans leur capacité a générer de l'acide lactique a partir de glucose,
ainsi que de substances inhibant la croissance telles que les bactériocines, le peroxyde
d'hydrogene, les diactyles...etc, et qui empéchent la prolifération de bactéries et d'agents

pathogenes dans les aliments (Alakomi et al., 2000; De Vuyst et Leroy, 2007).

Les bactéries lactiques affichent une variété de métabolismes : elles peuvent adopter un
métabolisme homofermentaire (ou plus de 90 % du produit de la fermentation se transforme en
acide lactique), un métabolisme hétérofermentaire facultatif (produisant soit de I'acide lactique,
soit de I'acide acétique), ou un métabolisme strictement hétérofermentaire (générant de I'acide

lactique, de I'acide acétique, ainsi que de I'éthanol et du CO2) selon (Vandamme et al. (1996).
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Généralités sur les bactéries lactiques

Tableau I: Certaines caractéristiques des grands groupes de bactéries lactiques (Stiles et
Holzapfel, 1997; Carr et al., 2002).

Famille

Forme

Catalase

Nitrate
réductase

Fermentation

Genres
bactériens

Betabacterium

Bacille

Hétérofermentaire

Lactobacillus

Weissella

Thermobacterium

streptobacterium

Bacille

Bacille

Homofermentaire

Homofermentaire

Lactobacillus
Lactobacillus

Carnobacterium

Streptococcus

Homofermentaire

Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus

Vagococcus

Betacoccus

Hétérofermentaire

Leuconostoc
Oenococcus

Weissella

Tetracoccus

Coque

Homofermentaire

Pediococcus

Tetragenococcus

Bifidobacteria

Polmorphe

Homofermentaire

Bifidobacterium
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3. Habitat

Les bactéries lactiques forment un groupe de bactéries largement répandu dans la nature,
fréquemment trouvé dans des environnements laitiers (fermentés), de viande et de légumes,
dans le tractus gastro-intestinal et urogénital humain et des animaux, ainsi que dans le sol et
I'eau (Liuet al., 2014). L'écologie des bactéries lactiques a évolue au fil du temps de leurs
habitats dans le sol et les plantes a I'intestin des mammiféres. L'intestin des mammiferes est un
réservoir de 100 billions de micro-organismes généralement appelés microbiote (Hooper et al.,
2010).

4. Classification et taxonomie des bactéries lactiques

(Orla-Jensen (1919) a été le premier a identifier les bactéries lactiques en les
caractérisant comme des cocci ou des batonnets Gram-positif non sporulants et dépourvus de
mobilité. Les bactéries lactiques présentent la capacité de métaboliser les sucres en acide
lactique. L'introduction de la phylogénie moléculaire basée sur les séquences d'ARN
ribosomiques a conduit a une reclassification significative de certaines especes et sous-
especes (Sun et al., 2015 ; Konig et Frohlich, 2017).

Ces bactéries font partie du regne Bacteria, du phylum Firmicutes, de la classe Bacilli et de
I'ordre Lactobacillales. Elles se regroupent en six familles comprenant 38 genres et plus de 400
especes (Figure 01). Parmi les genres de bactéries lactiques les plus courants, on compte
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium et Weissella (Vandamme et
Peeters, 2014).
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Strepiococcus

Lacrococcus
Lenuconosroc
Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus
bagococcus
Carnobacterium
Lacrosphacra

Beissella
Lacrobacillus
terococcus

ANl oiococcies

Dotosigranlum

Propionibacterium

Figure 1 : Arbre phylogénétique consensus, basé sur la comparaison de séquence d’ ARNr
16S (Holzapfel et al., 2001).

5. Les Caracteres des genres des bactéries lactiques
5.1. Lactobacillus

Au cours de I'année 1901, Beijerinck a propose le terme "Lactobacillus”, qui actuellement
identifie plus de 100 espéces de bactéries présentes dans les regnes animal et végétal. Ces
bactéries se distinguent par leur grande diversité, avec des pourcentages de GC variant de 32 a
53 %, et sont présentes dans différents milieux, tels que les produits laitiers fermentés, les
Iégumes fermentés, Les lactobacilles sont présents dans divers environnements tels que les
viandes fraiches ou fermentées, I'ensilage, le vin ainsi que le tractus digestif des humains et des
animaux (Guiraud, 2003 ; Gaivez et al., 2008). Ces bactéries adoptent une forme de bacilles
longs et fins, disposés en chaines, et ne possedent pas de spores. Elles sont négatives au test de
catalase et préferent les températures comprises entre 30 et 40°C. Leur croissance nécessite une
gamme variée de nutriments incluant des vitamines, des minéraux, des acides aminés, des
nucléotides et des sucres (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).
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Figure 2: Lactobacillus casei sous microscope électronique (Corrieu et Luquet, 2008).

5.2.Le genre Lactococcus :

L'histoire des dénominations de ces bactéries est intrigante. Initialement désignée comme
Bacterium lactis par (Lister en 1873), cette espece a ensuite été rebaptisée Lactococcus lactis
par (Schleifer et al. en 1987). Jusqu'a ce jour, ce genre englobe 7 espéces et 4 sous-especes
selon (Euzeby (1997), et il est principalement présent dans les produits végétaux, le lait et les
produits laitiers (Pilet et al., 2005).

Figure 3: Lactococcus lactis sous microscope électronique (Corrieu et Luquet, 2008).
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5.3.Le genre Streptococcus :

Les streptocoques représentent I'un des premiers genres de bactéries identifiés en raison de
leur association avec de nombreuses maladies chez I'nomme et les animaux (Schottmduller,
1903 ; Brown, 1919). Ils sont genéralement regroupés en trois catégories : les streptocoques
pyogénes (majoritairement pathogenes et hémolytiques), les streptocoques oraux (comme St.
Salivarius et St. bovis), Leur forme est sphérique ou ovale, disposée en paires, tétrades ou
chaines, ce qui les rend morphologiquement difficiles a distinguer des genres Enterococcus,

Leuconostoc et Lactococcus (Wijtzesetet al., 1997).

Figure 4: Streptococcus thermophilus sous microscope électronique (Corrieu et Luquet,
2008)

5.4.Le genre Enterococcus

Le genre Enterococcus est connu pour former des coques, seules ou groupées en paires,
chainettes ou amas, dont la forme varie en fonction des conditions de la croissance (Devriese
et al., 1993). Ces bactéries possédent la particularité de prospérer dans des environnements a
pH élevé, ainsi que de tolérer les fortes concentrations de sel (Ruiz-Moyano et al., 2008). Elles
sont reconnues pour leur capacité a résister aux conditions acides et a se développer dans des
milieux salins, ce qui les rend adaptées a des habitats divers tels que le tractus intestinal chez
I'nomme et les animaux, les produits végétaux, le sol et les produits laitiers (Ruiz-Moyano et
al., 2008).
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Figure 5: Enterococcus faecalis sous microscope électronique (Wallace et al., 2003).

5.5. Pediococcus

Pediococcus compose de coques homofermentaires qui se regroupent souvent en tétrades.
Ces bactéries sont mésophiles et ont souvent besoin de divers facteurs de croissance pour se
développer, étant généralement incapables d'utiliser le lactose (Simpson et Taguchi, 1995).

Effectivement, certaines espéces de ce genre ont une caractéristique unique qui leur permet
de prospérer a des concentrations de sel tres élevées. Par exemple, Pediococcus halophilus peut
tolérer allant jusqu'a 18 % de chlorure de sodium selon (Pilet et al. (2005). Cette capacité a
survivre dans des environnements salins extrémes est remarquable et démontre I'adaptabilité de

ces bactéries lactiques a des conditions variées.

Figure 6: Pediococcus sous microscope électronique (Wallace et al., 2005)
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6. Intéréts technologiques des bactéries lactiques

6.1. Synthese d'acide lactique

Les bactéries lactiques produisent de I'acide lactique en tant que produit final lors de la
fermentation des glucides. 1l est reconnu pour sa saveur légérement acidulée et est souvent
employe pour l'acidification, I'aromatisation, la conservation ainsi que I'inhibition de la

croissance bactérienne (Das et Goyal, 2012).

6.2.Activité de dégradation des protéines

Les bactéries lactiques ont une capacité limitée a produire des acides aminés, mais elles
possedent un systeme protéolytique élaboré qui peut transformer les protéines alimentaires en
peptides et en acides aminés. Cette aptitude influe sur le goQt, I'odeur et la texture des produits
fermentés. Le systéeme protéolytique comprend des peptidases intracellulaires qui dégradent les
peptides en acides aminés, ainsi que des protéases liées a la membrane cellulaire qui

décomposent les protéines en oligopeptides (Savijoki et al., 2006).

6.3. Activité lipolytique

La lipolyse joue un réle important dans I'affinage du fromage car elle transforme les acides
gras en méthyl-cétones, lactones et thioesters, qui participent a la saveur du produit fermenté
en plus des acides gras (Holzapfel et Wood, 2014). Les bactéries lactiques possedent une
variété d'enzymes lipolytiques capables d'hydrolyser plusieurs esters d'acides gras et des
substrats de tri-, di- et mono-acylglycérols (Meyers et al., 1996). La génération des enzymes
lipolytiques se produit tout au long de la phase de croissance exponentielle (Kenneally et al.,
1998).

6.4. Production des exopolysaccharides

Les exopolysaccharides générés par différentes souches de bactéries lactiques ont de
nombreuses applications dans les industries alimentaire et pharmaceutique. Gréace a une
enzyme extracellulaire appelée glucane sucrase produite a partir de saccharose. Il est possible
de synthétiser trois types de glucanes a partir des bactéries lactiques : le dextrane, le mutane et
I'alternane. Parmi les quatre genres de bactéries lactiques capables de produire ces glucanes,
on compte Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Lactobacillus (Das et Goyal, 2012).
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Les exopolysaccharides ont le potentiel d'avoir des effets thérapeutiques car ils peuvent
réduire le taux de cholestérol dans le sang, contribuant ainsi a la diminution du risque de
maladies cardiovasculaires. La viscosité naturelle des glucanes peut épaissir le contenu
gastrique et ralentir I'absorption du glucose. Dans le domaine de I'industrie alimentaire, les

exopolysaccharides jouent un role crucial en tant que agents épaississants (Das et Goyal, 2012).
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Chapitre II La bioconservation des produit marins (poissons)

1.Microorganismes dans l'industrie agroalimentaire
Dans l'industrie agroalimentaire, on peut rencontrer différents types de microorganismes .Ces
microorganismes sont classés en trois catégories : bénéfiques, d'altération et pathogeénes.

e Les microorganismes bénéfiques jouent un réle important dans la production
alimentaire tel que le fromage, le yaourt et les boissons ainsi que dans la fabrication de
médicaments, tels que la pénicilline. Les bactéries lactiques sont un exemple de
microorganismes bénéfiques (Dubois- Brissonnet et Guillier, 2020).

Les microorganismes d'altération, quant a eux, ne présentent aucun effet néfaste sur la
santé des consommateurs, toutefois peuvent altérer la qualité organoleptique des
aliments en leur donnant une apparence, une odeur ou un golt désagréable. Les
moisissures sont un exemple de microorganismes d‘altération (Houansou et al., 2019).
Les microorganismes pathogenes sont responsables de certaines maladies et peuvent
méme étre mortels. Les virus et les bactériophages sont des exemples de
microorganismes pathogénes (Baba- Moussa et al., 2006).
2. Les éléments contribuant a la dégradation des produits marins
Apreés le déces, le poisson entre dans un processus naturel de décomposition, résultant de
réactions enzymatiques, chimiques et microbiologiques. Les cathepsines, des enzymes
provenant des lysosomes qui sont endommagés par l'abaissement du pH apres la mort du
poisson, sont les premiers acteurs de la dégradation du tissu musculaire dans les produits marins
(Kolodziejska et al., 1995). Leur action assouplissante sur la chair du poisson survient
généralement apres 5 a 30 heures de stockage a 0 °C (Cheftel et al., 1992). Cela favorise la
diffusion des liquides biologiques et la propagation des bactéries dans le tissu musculaire du
poisson, qui est normalement stérile. Le muscle du poisson contient tres peu d'hydrates de
carbone (comme indiqué dans le Tableau I1), ce qui limite la diminution post-mortem du pH,

principalement due a la production d'acide lactique a partir du glycogene (Huss, 1986).
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Tableau I1: Pourcentage moyens des principaux constituants de filet de poisson et du muscle
de beeuf (Stansby, 1962).

Constituants Beeuf Poisson (filet)

(Muscle isolé) Min Moyennes

Protéines 20 6.0 16-21

Lipides 3 0.1 0.2-25

Glucides <0.5

Minéraux ) 1.2-15

Eau . 66-81

Les bactéries qui proliféerent dans le poisson peuvent engendrer une variété de composés
responsables d'odeurs désagréables et de godts indésirables, notamment de I'ammoniac, du
sulfure d'hydrogéne, du diméthylsulfure et du méthyl mercaptan. De plus, elles peuvent
produire des substances toxiques qui nuisent a la qualité sensorielle et sanitaire des produits
(Cheftel et al., 1992 ; Gram et al., 2002).

La formation d'histamine est courante chez certaines familles de poissons riches en histidine,
comme les thonidés, les scrombidés et les clupéidés. Les décarboxylases, enzymes
principalement produites par des entérobactéries mésophiles, sont responsables de la
conversion de I'histidine. La plupart des bactéries décarboxylase-positives ne font normalement
pas partie de la flore naturelle des poissons ; leur présence est probablement due a une
contamination lors des manipulations initiales apres la capture. Une flore mésophile totale de
1076 a 10"7 UFC/g peut conduire a la production potentielle d'histamine dépassant le seuil
tolérable (Bulushi et al., 2009).

Le tableau 111 résume les principales bactéries et métabolites d'origine bactérienne présents dans

les produits de la mer.
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Tableau I11: Principales pathologies bactériologiques potentielles liées a la consommation de
produits de la mer mal conservés (Huss et al., 2000 ; Spanggaard et al., 2001).

Pathologie Agent étiologique Source

Bactéries. Métabolites

Intoxication Histamine Décarboxylation de [I’histidine par les

histaminique bactéries mesophiles.

Intoxication botulinique | Clostridium botulinum Aquatique. Tube digestif du poisson
Types ABetE

Toxi-infection Staphylococcus aureus Réservoir animal et humain

alimentaire

A staphylocoque

Gastroenteérite Vibrio parahaemolyticus | Aquatique (mers chaudes. Eau lagunaire

3. Conséquences de la dégradation microbienne

La décomposition des aliments par les micro-organismes entraine une altération
progressive de leur odeur, de leur couleur, de leur goQt et de leur aspect. (Saulnier et Micard,
2012).

Odeurs : Les odeurs évoluent en fonction de la molécule responsable, telles que la
triméthylamine, le mercaptan, I'ammoniac et I'acide butyrique, qui peuvent
entrainer un godt rance.

Couleurs : Les changements de couleur des aliments sont principalement dus a la
syntheése, a la destruction ou a la transformation de pigments naturels tels que le
carotene, la myoglobine et les polyphénols.

Golt : Les altérations du go(t sont principalement caractérisées par une
augmentation d'acidité dans le produit. Les altérations alimentaires d'origine
microbienne peuvent également induire des modifications de la valeur nutritionnelle
(Ghafir et Daube, 2007)
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4. La bioconservation
La bioconservation consiste a utiliser des bactéries spécifiques sélectionnées pour leur capacité
a inhiber la prolifération de micro-organismes nuisibles, tout en préservant les qualités
organoleptiques et sanitaires du produit. Les bactéries lactiques sont particuliérement bien
adaptées a cette méthode car elles générent divers composés antimicrobiens. (Aymerich et al.,
2019 ; Siedler et al., 2019).

5. Le role bactéries lactiques dans la conservation des produits marins (poissons)

Le principe fondamental des cultures bactériennes en tant que conservateurs alimentaires
est leur origine naturelle et leur utilisation sdre avec un impact minimal sur les propriétés
sensorielles des aliments. Les cultures bactériennes sont actives contre les bactéries pathogénes,
les levures et les moisissures, offrant ainsi une protection efficace contre la dégradation
microbiologique des aliments (Melo et al., 2021 ; Nurgaliyeva et al., 2021).

e Etendre la période de fraicheur et garantir la sécurité des produits alimentaires réfrigérés
en raison de leur capacité a produire des bactériocines et d'autres composes
antimicrobiens tels que la réutérine, tout au long du processus de production, de
distribution et de stockage des denrées alimentaires. (Langa et al., 2018 ; Duru et al.,
2021).

L'utilisation de cultures bactériennes comme conservateurs alimentaires peut contribuer
aréduire le risque d'antibiorésistance et I'émergence de souches bactériennes résistantes,

contrairement & l'utilisation d'antibiotiques (Siedler et al., 2019)
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L'utilisation d'une culture protectrice pure ou de ses métabolites peut en effet réduire
I'effet toxique di a l'utilisation des agents de prescription chimique dans I'industrie
alimentaire. Les agents de specifications chimiques tels que les solutions de chlore, les
peroxydes ou les quaternaires d'ammonium peuvent laisser des résidus chimiques qui
peuvent affecter la qualité de I'aliment ou méme étre toxiques pour les consommateurs.
L'utilisation d'une culture protectrice pure ou de ses métabolites peut permettre de
réduire ou méme d'éliminer l'utilisation de ces agents spécifiques de produits chimiques,
offrant ainsi une alternative plus slre et plus naturelle pour protéger les aliments
(Carvalho et al., 2021).




Partie Il : Partie pratigue

CHAPITRE I

MATERIEL ET METHODES




Chapitre I

Lieu de travail

Matériels et Méthodes

Cette etude a été réalisée au sein du laboratoire de microbiologie géenérale de la Faculté

des Sciences de la Nature et de la Vie de l'université. Akli Mohand Oulhadj, a Bouira. Il a été

supervisé par Mme BENBARA.T et s'est déroulé de mars a juin 2023.

1. Matériels et Produits

Le matériel de traitement des échantillons utilisé dans les laboratoires Microbiologique

comprend divers utiles qui sont mentionné dans le tableau 1V

Tableau 1V: Le matériel utilisé au laboratoire

Le matériel

Les appareilles et leurs marques

Milieu de culture

e La verrerie : tubes a essali,
erlenmeyer, flacon de
500ml, boites de Petrie,
béchers, pipettes Pasteur
Plaque chauffante
Bec Bunsen
L’eau distillée
Lame de microscope

électronique

e Les tubes de conservation

e Les embouts

e Micropipette

e Agitateurs Tech

(LMS003).

(Lab

e Autoclave (wiseclave (WAC-
80).

e Bain marin (Nuve (210.NB20).
e Balance OHAUS (SE402F).
e Incubateur (Binder).

e Microscope optique (OPTIKA)
e Réfrigérateur (IRIS)

e La plaque chauffante (Stuart)

Bouillon MRS
Gélose MRS
Gélose EMB
Gélose Chapman
Gélose Hektoen
Gélose PCA
Gélose PDA
Gélose OGA

Bouillon nutritif
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2. Méthodologie

2.1 Origine des échantillons
Les échantillons utilisés dans cette étude sont d’origine d’un type de poisson, sardine, dont

il a été ramené a partir d’une poissonnerie de la ville de Bouira.

La sardine est un petit poisson appartenant a la famille des Clupéidé. Elle est largement
présente dans les eaux cotiéres et les océans du monde entier, La sardine est une source

importante de nourriture et de protéine pour I’Homme et les animaux marins. Dans ce travail nous allons

choisir I’espéce de LATCHA.

Embranchement : Vertébrés

Classe : Ostéichtyens (poissons 0sseux)
Sous-classe : Actinoptérygiens

Ordre : Clupéiformes

Famille : Clupeidae

Genre : Sardina

Espéce : Latcha
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2.2. Procédure d'isolement des bactéries lactiques

La collecte des BL a été effectuée a partir de différentes parties du tube digestif du
poisson. Cet isolement a été fait selon le protocole de Hanol et al., (2020) et Patel et al., (2020).
avec quelques ajustements. La surface du corps du poisson a été stérilisee avec 70% d'alcool

pour éviter contamination.

Figure 7: Les individus de poisson utilisé

Apres avoir isolé le tube digestif d'un poisson, on la diviser en trois parties distinctes :
I'intestin gréle, l'intestin gros et l'estomac. Cette division permettra d'analyser séparément
chaque segment du tube digestif et d'étudier les différentes populations bactériennes présentes

dans chacun.

Figure 8: Les parties de tube digestif utilisées dans I’isolement
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Aprés le prélevement de chaque partie du tube digestif du poisson, on les a placés
individuellement dans des tubes de culture stériles contenant 5 ml de bouillon MRS (Man,
Rogosa, Sharpe). Les tubes et le bouillon MRS sont stériles pour éviter toute contamination.
Une fois les échantillons placés dans les tubes contenant le bouillon MRS, on a utilisé un
vortex pour les mélanger ce qui permet d’avoir un mélange homogéne d'échantillons dans le

bouillon. Ensuite, on a procédé a I'incubation des tubes pendant 24 heures a 37°C.

Figure 9 : L’isolement des bactéries lactiques dans de bouillon MRS

Apreés, nous avons préparé des boites de Petri renfermant de la gélose MRS et les diviser en
trois parties correspondant aux trois parties du tube digestif du poisson. Ensuite, on a effectué
le repiquage a partir du bouillon MRS contenant les parties du tube digestif du poisson dans la

gélose MRS. L'incubation a été faite pendant 48 heures a 37°C.

|

-

-

~e

L

Figure 10: Isolement des bactéries lactiques sur gélose MRS
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2.3. Purification des souches lactiques
La purification des souches microbiennes est d'obtenir des colonies pures, c'est-a-dire des

colonies qui présentent une seule souche de micro-organismes, sans contamination d'autres
souches. Pour cela, des repiquages successifs sont effectués sur des milieux liquides tels que
les bouillons et gélose MRS (Milieu de Rogosa-Sharpe). Les milieux liquides offrent des

conditions nutritives propices a la multiplication des micro-organismes.

Le processus de purification commence en ensemencant les colonies dans des boites de Petri
contenant un milieu solide, dans ce cas la gélose MRS. Les souches sont ensemencées en
stries, c'est-a-dire qu'elles sont étalées en lignes a la surface du milieu gélosé a I'aide d'une
boucle ou d'un étaleur. Les boites de Petri sont ensuite incubées a dans ce cas a 37°C, pendant

une période de 24 a 48 heures.

Ce processus de repiquage et d'incubation est répété plusieurs fois, en prélevant et en
transférant sélectivement les colonies qui semblent pures, jusqu'a ce que des colonies
totalement pures soient obtenus. Cela permet d'éliminer les contaminations éventuelles ou les
mélanges de souches, assurant ainsi I'obtention de colonies microbiennes pures et

représentatives d'une seule souche.
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Bowllons MES contenant des colomes
de hacténes lactiques

!

c——

Enzemencement sur géloze MES

Incubées 4 37 pendent 48 h

L A

Eepiquage dans Bouillons MES
A
': ™
\ J
N
Incubées 4 37°C pendent 24 h

l

Ensemencement sur gélose MRS

—

Col oties pures

Figure 11: Les etapes de la purification des souches lactiques
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2.4. L’identification phénotypiques des souches lactiques
Repose en effet de ’examen de caractéristiques morphologiques (observation a 1'eeil nu

et au microscope) ainsi que sur le test de la catalase.

2.4.1. Etude macroscopique
Les isolats ont été cultivés sur gélose MRS pour permettre 1'observation a I'ceil nu des

caractéres morphologiques des colonies, en vue de caractériser leur apparence macroscopique.

2.4.2. Etude microscopique

Elle repose sur la coloration de Gram qui a été utilisée pour révéler l'aspect
microscopique des souches, permettant de distinguer les bactéries Gram-positives des bactéries
Gram-négatives et aussi connaitre la forme et le regroupement des cellules (Benbou, 2012).

La procédure pour préparer une lame microscopique pour observation est la suivante :

1. Placer une goutte d'eau physiologique stérile sur une lame propre et soigneusement prépareée.
2.Utiliser une boucle ou une spatule pour prélever une petite quantité d'une colonie bactérienne,

puis mélanger doucement avec la goutte d'eau physiologique sur la lame.

3. Réaliser des stries en faisant glisser la boucle ou la spatule sur la lame pour répartir
uniformément les bactéries.

4. Passer rapidement la lame dans la flamme d'un bec Bunsen pour fixer les bactéries a la
chaleur.
5. Ajouter le colorant Violet de Gentiane sur les bactéries et laisser agir pendant 1 minute.

Ensuite, retirer le colorant en rincant la lame avec de I'eau.

6. Ajouter le Lugol (solution d'iode) sur les bactéries pendant 1 minute pour réaliser une
coloration iodee.

7. Décolorer les bactéries avec 1’alcool 30 secondes. Ensuite laver la lame & l'eau pour
I’¢limination de 1’alcool.

8. Ajouter le deuxieéme colorant, la Fuchsine, sur les bactéries et laisser agir pendant 1 min et
laver la lame a I'eau pour I’¢limination de I'exces de colorant.

9. Sécher délicatement la lame a l'aide d'un papier absorbant et appliquer une goutte d'huile a
immersion sur la zone ou se trouvent les bactéries.
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10. Observer la lame microscopique au grossissement x100, en utilisant I’objectif @ immersion
dans I'huile, pour une visualisation claire et précise des bacteéries.

2.4.3. Test de catalase

Pour détecter la catalase implique de mettre une colonie de la bactérie a tester en contact avec
une goutte d'eau oxygénée. Si un dégagement gazeux important se produit sous forme de
mousse (résultant de la libération de dioxygene), cela indique la décomposition de I'eau

oxygénée sous l'effet de I'enzyme en question (Belyagoubi, 2014 ; Kassas, 2017).
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2.5. L’étude de la microflore de poisson
2.4.1. Recherche d’E. coli

Nous avons prélevé chaque partie du tube digestif du poisson, on les a places
individuellement dans des tubes de culture stériles renfermant de bouillon nutritif (5 ml).
Ensuite, on a incubé les tubes de 24 heures a 37°C. Apres l'incubation, on a ensemencé sur
gélose EMB. L'incubation des boites a été faite pendant 24 heures a une température de 37°C

2.4.2. Recherche de Staphylococcus aureus

On a prélevé chaque segment du systéme digestif du poisson, puis de les placer
séparément dans des tubes de culture stériles renfermant de bouillon nutritif (5 ml). Ensuite,
nous procéderons a une incubation des tubes pendant 24 heures a une température de 37°C.
Apres cette période d'incubation, on a effectué I'ensemencement sur une gélose Chapman. On
a incubé ensuite les boites de 24 heures a 37°C.

2.4.3. Recherche de Salmonella

Les différentes parties du tube digestif du poisson seront prélevées et placées
individuellement dans des tubes de culture stériles renfermant de bouillon nutritif (5 ml). Apres
une incubation de 24 heures a 37°C, on a fait I’ensemencement sur la gélose Hektoen. On a

incubé des boites pendant 24 heures a une température de 37°C.

2.4.4. Recherche de moisissures

Chaque partie du tube digestif du poisson sera prélevée et placée individuellement dans
des tubes de culture stériles renfermant de bouillon nutritif (5 ml). Ensuite, les on a incubé les
tubes dans 37°C a 24 heures. Aprés l'incubation, on a procédé a I'ensemencement des
échantillons sur une gélose PDA. On a incubé les boites pendant 24 heures a une température
de 37°C.

2.4.5. Recherche de levures

Chague partie du tube digestif du poisson a été prélevé et placé individuellement dans
des tubes de culture stériles renfermant de bouillon nutritif (5 ml). Ensuite, on a passé a
I’incubation a 37°C pendant 24 heures. Apres l'incubation, ont effectué I'ensemencement des
échantillons sur la gélose OGA. Aprés en a fait I’incubation pendant 24 H avec une température
de 37°C.
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2.4.6. Recherche de la flore totale mésophile

Chaque partie du tube digestif du poisson a été prelevée et placée dans des tubes de culture
stériles renfermant de bouillon nutritif (5 ml) individuellement. Ensuite, on a passé a
I’incubation de 24 heures a une température de 37°C. Apres l'incubation, on a ensemencé les

échantillons sur une gélose PCA. L’incubation a été réalisé pendent 48 h a 37 C°
3. Etude de I'activité antimicrobienne

3.1. Préparation des pré-cultures

» Laculture de 18 heures des souches lactiques

D’apres les boites de gélose MRS contenant des colonies de souches lactiques en phase de
croissance, quelques colonies ont été préelevées (4 colonies).
Les échantillons de colonies recueillies ont été déplacés dans des tubes a essai qui renfermaient
5 ml de milieu de culture MRS a un pH de 6,5. Les tubes ont ensuite été incubés a une
température de 37°C pendant 18 heures.

» Laculture de 18 heures des souches pathogenes

D’apres les boites de déférentes géloses spécifiques pour chaque type des souches
pathogénes en phase de croissance, Deux colonies ont été extraites de chaque boite a I'aide d'une
pipette Pasteur. Les colonies ainsi collectées ont été introduites dans des tubes a essai
renfermant 5 ml de milieu nutritif liquide a un pH de 7. Les tubes contiennent les colonies de
tels pathogenes dans le bouillon nutritif sont incubés a une température de 37°C pendant 18

heures.

Ces étapes ont été réalisées pour la création des cultures de souches lactiques et de souches
pathogeénes pendant une période de 18 heures., qui seront utilisées dans le test de spot pour

évaluer I’activité antibactérienne des souches lactiques sur les souches pathogenes.
3.2. Test de spot

Le test de spot décrit ici est utilisé pour déterminer si les souches lactiques produisent
des substances antibactériennes. Pour cela, des pre-cultures des souches lactiques sélectionnées

sont préparées et incubées pendant 18 heures a 37°C. Ensuite, 5 pl de ces cultures sont
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Ensemencés sous forme de spot sur une gelose MRS séche. Trois a quatre spots sont réalisés

par boite.

Les boites contenant les spots sont laissées sécher pres d’un bec Bunsen a moitié ouvert pendant
30 minutes. Ensuite, les boites sont incubées en anaérobiose de 24 H a 37 C. Aprés I’incubation,
10 ml de gélose nutritive molle (0,75% d’agar) sont versés sur les boites (9 ml de gélose
nutritive moelle Est ensemencée avec 1 ml de pré-cultures de 18 heures de chaque agent

pathogene (E. coli, Salmonella, S. aureus).

D’apres une période supplémentaire d'incubation de 24 heures a 37°C, les boites sont
inspectées en vue de repérer les zones d'inhibition autour des points d'application. On mesure
le diametre des zones d'inhibition pour évaluer I'efficacité inhibitrice des souches lactiques sur
les souches pathogeénes.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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1. Résultats d’isolement et identification des souches lactiques
1.2 Isolement des souches lactiques

Au total, Nous avons réussi a isoler un total de 38 souches de bactéries lactiques a partir
du tube digestif des poissons. Ces cultures ont été obtenues en les incubant a 37 °C pendant 48
heures sur milieu MRS. D'apres nos résultats, la majorité des colonies des souches lactiques

présentaient des caractéristiques de petites tailles et une couleur blanchatre (Annexes 2)

Les colonies de bactéries lactiques qui ont été isolées dans une étude présentent une forme
circulaire, une élévation convexe et un bord entier. Elles se caractérisent par deux couleurs, a
savoir blanc et blanc trouble. En se fondant sur les similitudes de leurs caractéristiques
biochimiques, les bactéries lactiques ont été regroupées ou classifiées. Les isolats lactiques de
cette étude ont été étroitement associés a Enterococcus sp. (R1 et R2), Lactobacillus sp. (R3)
et Lactococcus sp. (R4 et R5) (Agustina, 2022)

1.2. Résultats de I’identification des souches lactiques

1.2.1. Etude macroscopique

> La caractérisation visuelle des bactéries lactiques sur un milieu solide.

>  Sur gélose MRS sont examinées a 1'ceil nu pour déterminer la forme, la taille, I'aspect et la
couleur des colonies. Dans notre cas, les colonies ont montré les caractéristiques suivantes
. elles étaient de petite taille, de forme circulaire ou lenticulaire, avec une couleur

blanchétre. De plus, le contour des colonies pouvait étre régulier ou irrégulier.

La figure 12 montre 1’aspect macroscopique des colonies de bactéries lactiques cultivées sur
gélose MRS
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Figure 12: Aspect macroscopique de quelques colonies de souches lactiques isolées sur

1.2.2 Etudes microscopiques de souches lactiques
Les 38 échantillons un certain nombre de ces isolats ont été choisis pour subir une coloration

de Gram. A la suite de I'observation microscopique, il a été remarqué que les colonies isolées
et purifiées... présentaient une coloration Gram positive. Se présentant la forme de bacilles avec
diverses associations (chaines, tétrades, diplocoques, etc.).

Toutes les bactéries isolées ont été identifiées comme étant Gram positives car leur paroi
cellulaire est restée violette aprés la coloration de Gram. Cela indique qu'elles appartiennent
aux bactéries lactiques. De plus, la forme prédominante des cellules était celle de
coccobacilles et elles étaient négatives pour la catalase, ce qui correspond aux caractéristiques
typiques des bactéries lactiques (Fothergill, 2012)

En comparant nos résultats aux donnés théoriques, on peut suggérer que les souches isolées

appartenaient au genre Lactobacillus.

Résultats et discussions

gélose MRS




Figure 13: Aspect et mode d’association de quelques souches lactiques apres coloration de
Gram.
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1.2.3 Résultats de test de catalase

D’apreés les résultats, présentés dans la figure 14, ont révélé I'absence de dégagement de

gaz (0O2), confirmant ainsi que les isolats lactiques étaient catalase négative.

Figure 14: Résultats de test de catalase pour les souches lactiques (catalase négative)

2. Résultats d’identification des souches pathogénes

D'apres nos résultats, les bactéries pathogénes que nous avons identifiées sont Escherichia
coli, Staphylococcus aureus et Salmonella.

Dans I'étude menée par Kalaou et al. (2004) des bactéries pathogeénes telles Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus., Klebsiella pneumoniae et Bacillus cereus. que Escherichia coli,
ont été identifiées.
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2.1. Etudes macroscopiques
» Escherichia coli

Les colonies d'Escherichia coli cultivées sur milieu EMB se caractérisent par une
couleur violet fonce. Elles sont bombées, Iégerement regroupées, avec un diameétre compris
entre 2 et 3 mm. Les colonies ont un centre noir qui s'étend a plus des 3/4 du diametre et
présentent un éclat métallique verdatre lorsqu'elles sont observées sous une lumiére réfléchie.

Cet éclat est d0 a la fermentation rapide du lactose par Escherichia coli

Figure 15: Colonies d’E. coli sur gélose EMB
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» Salmonella

Salmonella est classée parmi les entérobactéries, faisant partie de la famille des
Enterobacteriaceae. Ces bactéries sont des bacilles mesurant approximativement 2 a 3 mm de
long. Les salmonelles sont caractérisees en tant que bactéries mésophiles, indiquant qu'elles se
développent de maniére optimale a des températures semblables a la chaleur corporelle des
organismes a sang chaud, c'est-a-dire entre 35 et 37°C. Leur exigence nutritive est modérée et
elles sont également reconnues pour leur résistance robuste face a des conditions
environnementales peu favorables, ce qui leur permet de subsister dans divers milieux et de
provoquer des infections.

Figure 16: Colonies de Salmonella sur gélose Hektoen

» Staphylococcus aureus

Sur la gélose Chapman, les souches de Staphylococcus aureus produisent leur propre pigment,
ce qui se manifeste par des colonies entourées d'une auréole jaune résultant de la fermentation
du mannitol dans un délai de 24 a 48 heures
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Figure 17 : Colonies de S. aureus sur gélose Chapman

2.2. Etudes microscopiques

La réalisation de la coloration de Gram, certaines souches purifiées ont présenté une apparence
sous forme de bacilles roses. Lorsque les cellules colorées ont été exposées a l'alcool, celui-ci
a dissous les lipides de leur paroi cellulaire. Cette action a entrainé la perte des lipides, ce qui a
rendu la paroi cellulaire perméable. Consécutivement, la fuchsine a pénétré a l'intérieur des
cellules, occupant la place des phospholipides qui avaient été solubilisés. En conséquence, les
cellules ont pris une teinte rose. En vertu de ce résultat, ces bactéries ont été classées comme
étant de type Gram négatif.

> Escherichia coli

L'observation microscopique et la coloration de Gram d’E. coli révelent la présence de cellules
roses, prenant la forme de batonnets et étant dispersées

(Figure 18)

Figure 18: E. coli observée sous microscope
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» Staphylococcus aureus

L'observation microscopique et la coloration de Gram de Staphylocoques aureus révélent qu'ils
apparaissent sous la forme de Cocci a Gram positif, regroupés en amas (Figurel9)

Figure 19: S. aureus observés sous microscope

» Salmonella

L'observation microscopique et la coloration de Gram de Salmonella révelent qu'elles
apparaissent sous la forme de bacilles mesurant de 2 a 3 mm de long. Elles sont classées comme
étant a Gram négatif et ne forment pas de spores (Figure 20)

Figure 20 : Salmonella observée sous microscope
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3. Larecherche de quelques Bactéries dans le tube digestive de poisson

3.1 Les levures et les moisissures

Les resultats d'identification macroscopique sur les milieux de culture OGA et PDA montrent
la présence de colonies de couleur blanche dans les trois parties du tube digestif de poisson
(Figure21).

Figure 21 : Colonies des levures sur OGA et les moisissures sur PDA

Les résultats d'identification macroscopique sur les milieux de culture OGA et PDA montrent
la présence de colonies de couleur blanche dans les trois parties du tube digestif de poisson

3.2 La flore totale mésophile

Les résultats d'identification macroscopique sur la gélose PCA montrent la présence de
colonies de couleur blanche dans les trois parties du tube digestif de poisson (Figure22)

Figure 22 : Colonies de la flore totale mésophile sur PCA
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Les résultats d'identification macroscopique sur la gélose PCA montrent la présence de
colonies de couleur blanche dans les trois parties du tube digestif de poisson

4. Mise en évidence de ’activité antimicrobienne
Dans notre étude nous avons procédé a I'évaluation de I'effet antagoniste de 38 isolats de

bactéries lactiques en employant la méthode directe (connue sous le nom de méthode du spot)
contre trois souches cibles : Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella. Cette
activité s'est révélée par la création d'une zone transparente dotée de frontieres nettement

délimitées autour des souches lactiques appliquées.

Les Reésultats des présents que tous les isolats lactiques étudiés ont un effet inhibiteur sur les
trois souches pathogeénes utilisées, bien que l'intensité de I'effet puisse varier selon la souche.
Nous avons procedé a la mesure des diametres des zones d'inhibition entourant les points
d'application (spots) et calculé leurs moyennes et leurs écarts-types.

Cependant, certaines souches lactiques ont montré une activité antibactérienne plus marquée
que d'autres. Parmi les souches lactiques du genre Lactobacillus étudiées, nous avons observé
une activité antibactérienne contre E. coli, S. aureus et Salmonella. Une activité inhibitrice est
considérée comme positive lorsque conformément aux critéres établis par (Schillinger et
Lucke (1989), le diametre de la zone de I'effet inhibiteur est supérieur a 1 mm. Nos
expéerimentations ont ainsi révélé que les diametres des zones d'activité inhibitrice fluctuent
entre 30 mm et 50 mm a I'égard d'E. coli, entre 16 mm et 72 mm en ce qui concerne S. aureus,

et entre 25 mm et 60 mm en ce qui concerne Salmonella.

Dans I'étude menée par Kumaret al. (2015) et Chopade et al. (2019), il a été constaté que
I'activité inhibitrice la plus élevée a été observée contre E. coli (14,17 mm), tandis que I’isolant
a montré I'activité inhibitrice la plus faible contre B. cereus (5,50 mm). Bien que tous les
isolants aient présenté des zones d'inhibition plus faibles contre B. cereus par rapport a d'autre

agents pathogeénes.
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4.2. L activité des bactéries lactiques vis-a-vis de la souche Staphylococcus aureus :

S.aureus
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Figure 23: L’activité des bactéries lactiques vis-a-vis la souche pathogene Staphylococcus
aureus

Les bactéries lactiques présentent une activité antibactérienne significative contre

Staphylococcus aureus, avec des diametres de zones d'inhibition variant de 30 a 72 mm.

Deux souches lactiques en particulier, E3P1LB7 et E4P3LB19, Présentent l'activité la plus
marquée, affichant des diametres de zones d'inhibition se situant entre 60 et 72 mm. (Figure
23)

Selon I'étude réalisée par (Liasi et al. (2009), la croissance de S. aureus est freinée avec une
zone d'inhibition variant entre 15 et 18 mm de diameétre. Nos résultats, en comparaison,
dépassent les valeurs indiquées dans cette étude. Une autre recherche menée par Ilyanie et al.
(2022) a démontré que la croissance de S. aureus est inhibée avec des zones d'inhibition se
situant entre 8 et 12 mm de diamétre. Par conséquent, ces conclusions sont également

inférieures a nos propres constatations.
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Les résultats de I'inhibition de Staphylococcus aureus sont présentés dans la figure ci-dessous :

Figure 24 : Les zones d’inhibition de quelques souches lactique vis-a-vis de S. aureus.

4.2. L’activité des bactéries lactiques vis-a-vis de la souche E. coli :
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Figure 25 : L’activité des bactéries lactiques vis-a-vis de la souche pathogéne Escherichia
coli
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Selon les résultats des tests de spot, il est notable que toutes les souches de bacteéries lactiques
ne manifestent pas la capacite d'inhiber la croissance d'E. coli. Certaines souches révélent une
absence d'activité, tandis que d'autres peuvent afficher un diametre de zone d'activité inhibitrice

atteignant jusqu'a 50 mm.

Plus spécifiquement, il a été remarqué que les souches lactiques E5P1LB25 et E5P1LB26
démontrent une activité antibactérienne particulierement significative, avec des diametres de
zones d'inhibition de 44 mm et 50 mm respectivement. En contraste, les souches E7P1LB33 et
E7P2LB34 présentent une activité moins marquée, avec des diametres de zones d'inhibition

mesurant 30 mm .Donc ces résultats aussi sont inférieurs a nos résultats

Conformément a I'étude menée par (Liasi et al. (2009), la croissance d'E. coli est enrayée avec
une zone d'inhibition dont le diamétre oscille entre 10 mm et 18 mm. Ces découvertes sont en
deca de nos propres résultats. De méme, les travaux (llyanie et al. (2022) évoquent une
inhibition de la croissance d'E. coli avec des zones d'inhibition allant de 7 mm a 14 mm de
diamétre. Par conséquent, ces constatations sont également inférieures a nos observations

actuelles.

Les résultats d’inhibition d’E. coli sont illustrés dans la figure ci-dessous :

Figure 26: Les zones d’inhibition de quelques souches lactiques vis-a-vis d’E. coli
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4.3 L’activité des bactéries lactiques vis-a-vis de la souche Salmonella :

=]
=

Salmonella
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= (=] = = (=] = (=]
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les souches lactiques

Figure 27 : L’activité des bactéries lactiques vis-a-vis de la souche Salmonella

D'apres les résultats de test de spot contre cette souche pathogene, il a été montré que ce n’est
pas toutes les souches lactiques présentent une activité antibactérienne. Certaines souches
lactiques n’exercent aucun effet antagonisme , par contre, d’autres souches lactiques présentent

des zones trés importantes allons jusqu’a 60 mm.

Les souches lactiques les plus performantes sont ESP1LB31 et E5P2LB32, ayant affiché une
activité tres significative avec un diameétre de zone d'inhibition de 60 mm. Par ailleurs, les
souches E7P1LB36 et E6P2LB24 ont également démontré une activité notable, avec des

diamétres de zone d'inhibition de 34 mm et 40 mm respectivement.

En corrélation avec les résultats de I'étude menée par (Liasi et al. (2009), nos propres résultats
surpassent les valeurs rapportées en ce qui concerne l'inhibition de la croissance de Salmonella,

ou les zones d'inhibition s'étendent entre 15 mm et 18 mm de diamétre.
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Les résultats d’inhibition de Salmonella sont illustrés dans la figure ci-dessous :

Figure 28 : Les zones d’inhibition de quelques souches lactique vis-a-vis de Salmonella

L'activité antibactérienne observée peut étre attribuée a la production de diverses substances

antimicrobiennes, incluant des métabolites et des bactériocines.

Il est probable que les souches lactiques possedent une efficacité antibactérienne est attribuée a
la synthese de divers agents antibactériens par les souches lactiques. L'acide lactique joue un
réle inhibiteur en acidifiant le milieu, ce qui permet de freiner la croissance de différents types
de bactéries. Parallelement, le diacétyle, reconnu pour son pouvoir d'inhibition, contribue

également a cette action.
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Les souches lactiques libérent du peroxyde d'hydrogéne (H202), qui exerce une action
inhibitrice sur les bactéries dépourvues de méecanismes de protection contre le stress oxydatif.
Effectivement, plusieurs recherches ont attesté de I'activité inhibitrice des bactéries lactiques
envers les bactéries pathogenes gréce a la libération de substances protéiques dénommées
bactériocines. Ces bactériocines jouent un réle critique dans la capacité des bactéries lactiques
a se defendre contre les souches pathogeénes et contribuent a leur potentiel de préservation
biologique dans divers environnements alimentaires et intestinaux. (Labioui et al., 2005;
Mami et al., 2010 ; Tabak et Bensoltan,2012).

Selon les travaux de Leonard (2013), I'action bactéricide des souches lactiques peut étre
attribuée a divers facteurs, notamment la compétition pour les ressources nutritionnelles et
I'espace, ainsi qu'a la production d'un ensemble de métabolites dotés de propriétes
antimicrobiennes. Parmi ces métabolites figurent les acides organiques (en particulier I'acide
lactique), le peroxyde d'hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle, la reutérine et les

bactériocines.

L'acide lactique, principal métabolite antibactérien produit par les bactéries lactiques, exerce
son effet en modifiant le pH du milieu, ce qui peut influencer les bactéries pathogenes telles
que Staphylococcus aureus. Selon les conclusions de ( Jagoda Suskovic et al. (2010), I'acide
lactique provoque une altération par acidification. Son action inhibitrice est principalement due
a sa capacité a pénétrer la membrane cellulaire et a se diffuser dans le cytosol, rendant ainsi ce
dernier plus alcalin et interférant avec les fonctions métaboliques essentielles. Les effets
toxiques de I'acide lactique incluent la réduction du pH intracellulaire ainsi que la perturbation

du potentiel membranaire.

Comaetal., (2001) ; Charlier et al., (2009) montrent que le potentiel antagoniste des bactéries
lactiques peut également attribuer a la production de bactériocines qui sont actives contre S.
aureus. La bactériocine caractérisée et les plus frequemment utilisée pour lutter contre
Staphylococus est la Nisin (un lantibiotique, produit par certaines souches de L. lactis) est un
peptide antimicrobien efficace contre les bactéries Gram positives et de la pédiocine (un non-

lantibiotique, produit par certaines souches de Pediococcus acidilactici).
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Les probiotiques agissent en inhibant la croissance des bactéries pathogenes a travers differents

mécanismes, notamment I'utilisation de composés antimicrobiens. Parmi ces mécanismes, on
peut citer la diminution du pH environnant, ce qui entraine une perméabilisation de la
membrane externe des bactéries Gram-négatif. Cela facilite la pénétration de substances

antimicrobiennes telles que les bactériocines (Bey, 2009).

Une étude menée par (Huiying et al. (2011) a révélé que les bactéries lactiques ont un effet
antimicrobien sur Escherichia coli grace a la présence de deux types d'isomeéres d'acide lactique,

a savoir I'acide D-lactique et I'acide L-lactique.




CONCLUSION




Conclusion

Au cours de cette recherche, des souches de bactéries lactiques ont été extraites a partir du
tractus digestif de poissons. en utilisant des méthodes de culture sur milieu liquide et solide.
Par la suite, nous avons soumis ces isolats a des tests biochimiques et microbiologiques. Nous
avons également évalué leur capacité antagoniste envers divers microorganismes pathogenes

tels que Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella, en utilisant la méthode de spot.

Les résultats ont montré que 1’échantillons démontraient la capacité d'entraver différentes
variétés des germes pathogeénes, qu'elles soient de type Gram positif ou négatif, , en particulier
envers les bactéries de type Gram négatif. Sur le plan microscopique, toutes nos souches
lactiques étaient identifiées comme des bacilles a Gram positif, présentant différentes formes

d'association telles que les tétrades, les amas et les diplocoques.

Pour approfondir cette étude, il serait pertinent de procéder a une identification moléculaire des
souches lactiques. , d'étendre cette gamme d'efficacité en examinant d'autres souches
pathogenes, et de déterminer la composition exacte des substances inhibitrices. Par ailleurs, il
serait pertinent d'évaluer les impacts de ces souches lactiques et d'élaborer un additif alimentaire
dérivé d'elles en vue de son application dans la préservation biologique des poissons.
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» ANNEXE 01 : Milieux

Plusieurs milieux de cultures ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale, il s’agit des
milieux suivants
A. Milieux de cultures solides
- Milieu MRS (de Man-Rogosa et Sharp)
- Milieu Chapman
- Milieu Hektoen
- Milieu EMB (Eosine Bleu de Méthylene)
- Gélose nutritive
- Gélose nutritive molle
B. Milieux de cultures liquides
- MRS : de Man-Rogosa et Sharp
- Bouillon nutritif
C. Produits chimiques et réactifs
e Colorants : Violet de Gentiane, fuschine,
e Alcool et autres : Ethanol, Lugol, eau oxygéneée,
D. Appareillage
- Autoclave

- Bain marie

- Microscope optique (Optika)
- Micropipette 1000ul
- Micropipette 0.5 a 10ul (Accumax PRO)

- L’étuve (Jouan)

E. Autres

- Les boites de Petrie - les gants - les pipettes

- Les tubes a essai - les bavettes - les eppendorfs
- Pince - les lames - support

- Bec benzene - les lamelles - Les écouvillons

- ’huile a émersion




» ANNEXE 02 : Résultats de ’identification des souches lactiques

Les

souches

Colonies

Les Annexes

Gram

Forme

Catalase

E1P2LB1

E1P3LB2

E1P3LB3

E2P2LB4

E2P2LB5

E3P2LB6

E3P3LB7

E3P1LB8

E3P3LB9

E3P1LB10

E3P2LB11

Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies
blanchatres
Colonies

blanchatres

petites

petites

petites

petites

petites

petites

petites

petites

petites

petites

petites

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille




E3P3LB12

Les Annexes

Colonies petites et blanchatres

Bacille

E3P1LB13

E3P2LB14
E3P3LB15

E4P1LB16

E4P2LB17

E4P3LB18

E4P1LB19

E4P2LB20

E4P3LB21

ESP1LB22

ESP2LB23

ESP3LB24

ESP1LB25

Colonies petites et blanchatres

Colonies grandes et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies grandes et blanchétres

Colonies petites et blanchatres

Colonies grandes et blanchétres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies grandes et blanchétres

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille




ESP2LB26

Les Annexes

Colonies petites et lanchatres

Bacille

ESP3LB27

E6P1LB28

E6P2LB29

E6P3LB30

E6P1LB31

E6P2LB32

E7P1LB33

E7P2LB34

E7P3LB35

E7P1LB36

E7P2LB37

E7P3LB38

Colonies grandes et blanchétres

Colonies grandes et blanchétres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchétres

Colonies petites et blanchétres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies petites et blanchétres

Colonies grandes et blanchatres

Colonies petites et blanchatres

Colonies grandes et blanchétres

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille
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» ANNEXE 03 : Les souches des bactéries lactiques
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» ANNEXE 04 : Résultats de test catalase

» ANNEXE 05 : Activité antibactérienne des bactéries lactiques étudiées évaluée vis-a-

vis de différentes souches pathogenes
> E. coli




» Salmonella

> S. aureus
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» ANNEXE 06 : Résultats de coloration de Gram
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» ANNEXE 07 : composition des milieux de culture
e Gélose MRS

Ingrédients g/l

Peptone

Extrait de viande
Extrait autolytique de
levure

Glucose

Phosphate dipotassique
Acétate de sodium

Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganése
Agar

PH final 6.5, autoclavage 120C/20min

e Gelose Chapman

Ingredients g/l
Peptones 10 g/l
Peptones 11 g/l
Extrait de viande 19/l
Chlorure de sodium 75 g/l
Mannitol 10 g/l
Rouge de phénol 0.025 g/l
Agar 15 g/l

PH=7

e Gélose hektoen

Ingrédients
Protéose-peptone
Extrait de levure
Lactose
Saccharose
Salicine

Citrate de fer 111 et
d'ammonium
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Sels biliaires 9 g/l
Fuchsine acide 0.1g/1
Bleu de bromothymol 0.065¢/I
Chlorure de sodium 5¢g/1
Thiosulfate de sodium 5¢/1
Agar 149/

PH=75

e Gélose EMB

Ingrédients

Peptone

Lactose

Eosine

Bleu de méthyléne
Hydrogénophosphate de
potassium

Agar

e Bouillon MRS

Ingrédients

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose

Acétate de sodium trihydraté
Citrate d'ammonium
Hydrogénophosphate de
potassium

Sulfate de magnésium
heptahydraté

Sulfate de manganese
tétrahydraté

Tween 80

Eau distillée

PH=6.2

Autoclavage =120 C° /20min
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e Bouillon nutritif

Ingrédients
Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone

NaCl

Eau distillée 1000ml

PH=7.4
Autoclavage : 120 C°.20 Min
Pour avoir la gélose nutritive molle on ajoute 7.5g d’agar
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Résumé

Résumé

Cette étude avait pour objectif d'isoler et d'identifier les souches lactiques présentes dans le tube digestif de la sardine (Sardina
Latcha). Les souches ont été caractérisées en utilisant des méthodes physiologiques, biochimiques. En outre, leur potentiel
inhibiteur vis-a-vis de trois germes pathogenes a été évalué.

Les résultats obtenus ont démontré que les souches lactiques isolées de la sardine présentent un pouvoir inhibiteur significatif.
Elles ont montré une capacité a inhiber la croissance d'Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella, des germes
pathogenes couramment associés a des infections gastro-intestinales.

Ces résultats mettent en évidence le potentiel des souches lactiques provenant de la sardine en tant qu'agents inhibiteurs
efficaces contre les germes pathogenes. Cette découverte suggere que ces souches lactiques pourraient étre bénéfiques pour la
santé gastro-intestinale en contribuant a la prévention des infections.

Cette étude constitue une avancée dans la compréhension des propriétés inhibitrices des souches lactiques présentes dans le
tube digestif de la sardine. Des recherches ultérieures pourraient étre entreprises pour explorer davantage leur activité
inhibitrice, identifier les composés responsables de cette activité et évaluer leur potentiel d'application en tant qu'additifs
alimentaires ou probiotiques.

Mots clés : souches lactiques, Sardina Latcha, germes pathogénes, pouvoir inhibiteur.

Summary

The aim of this study was to isolate and identify the lactic strains present in the digestive tract of the sardine (Sardina Latcha).
The strains were characterized using physiological, biochemical and technological methods. In addition, their inhibitory
potential against three pathogenic germs was evaluated.

The results obtained demonstrated that the lactic strains isolated from sardines have a significant inhibitory power. They have
shown an ability to inhibit the growth of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella, pathogens commonly
associated with gastrointestinal infections.

These results highlight the potential of lactic acid strains from sardines as effective inhibitory agents against pathogenic germs.
This finding suggests that these lactic strains may benefit gastrointestinal health by helping to prevent infections.

This study is a step forward in understanding the inhibitory properties of lactic strains present in the digestive tract of sardines.
Further research could be undertaken to further explore their inhibitory activity, identify the compounds responsible for this
activity and assess their potential for application as food additives or probiotics.

Key words: lactic strains, Sardina Latcha, pathogenic germs, inhibitory power.
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