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Introduction



Les bactéries sont considérées comme potentiellement bénéfiques plutdt que
pathogénes aprés la découverte d'une relation symbiotique entre les humains et les bactéries.
L'intérét des microbes est né au milieu du XIXe siecle avec la decouverte des « bactéries
lactiques ». En 1857, Louis Pasteur a montré que le processus de fermentation était causé par
des micro-organismes et se produisait peu de temps aprées l'isolement réussi des bactéries
lactiques. En 1887, Joseph Lister a isolé Lactobacillus a partir de lait fermenté (Preedy,
2010).

Les produits laitiers, les olives vertes, les cornichons et d’autres produits alimentaires

contiennent de nombreux nutriments essentiels et se caractérisent par une flore lactique riche
et diversifiée. Les bactéries lactiques sont parmi les bactéries les plus couramment utilisées
dans la fermentation des aliments en raison de la production d'une large gamme de
métabolites, participant ainsi a I'amélioration du godt et de la texture des aliments fermentés
(Mokoena, 2017).
Les bactéries lactiques sont utilisées comme agents protecteurs depuis des siécles, elles se
caractérisent par la synthése de métabolites antibactériens ; de par leurs propriétés, les
bactéries lactiques ont différents réles : dans la conservation des aliments, dans la prévention
des intoxications, dans l'augmentation de la valeur nutritionnelle et améliorer la qualité
sensorielle des aliments et en matiere de santé, certaines bactéries lactiques sont largement
utilisé comme probiotique tel que : Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus (Ajao et
al., 2021).

Les probiotiques, sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés en
quantité suffisante, conferent des bienfaits a I'h6te. Leur mécanisme d'action est basé sur
I'inhibition des agents pathogénes, y compris la production d'acides organiques et de

substances antimicrobiennes, notamment les bactériocines (Ibrahim, 2019).

A travers de cette étude, nous avons essayé¢ d’évaluer 1’activité antibactérienne de
quelques souches de bactéries lactiques locales isolées a partir des divers produits
alimentaires. Notre manuscrit est structuré en deux parties, la premiére partie est consacrée a
une synthése bibliographique articulée autour d’un premier chapitre qui donne une vue
générale sur les bactéries lactiques et un deuxiéme chapitre intitulé 1’activité antibactérienne
des bactéries lactiques. Dans la deuxiéme partie du manuscrit nous exposons le matériel et les
méthodes mis en ceuvre dans le cadre de la réalisation des objectifs de notre travail et on

termine avec une discussion générale.
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Chapitre | Les bactéries lactiques

1. Géneéralités

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes tres anciens dont les ancétres sont
peut-étre apparus il y a 3 milliards d'années (avant l'apparition des cyanobactéries). Ils sont
utilisés dans la fermentation des aliments depuis plus de 4000 ans sans comprendre la base
scientifique de leur utilisation et en essayant de produire des aliments mieux conservés et de
meilleure qualité (Boudersa et al., 2017).

Au début du XXe siecle, Elie Metchnikoff a noté que la longévité et la santé des
agriculteurs bulgares étaient liées a leur consommation de produits laitiers fermentés
(Brahimi, 2015 ; Daoudi et al., 2018).

Elles sont, historiqguement, définies comme une famille hétérogéne de microbes qui
peuvent fermenter divers nutriments principalement en acide lactique et pourraient avoir des
effets bénéfiques sur la santé humaine. L'hétérogénéité de ce groupe de bactéries est évidente
dans leurs caracteéristiques morphologiques, car elles peuvent étre en forme de batonnet, cocci,
ou coccobacille, unicellulaires ou par paires, tétrades, chaines courtes ou longues (Daoudi et
al., 2018).

En général, ce sont des bactéries a Gram positif, le pourcentage en GC inférieur a 50,
non mobiles, non sporulées, aérobies, anaérobies ou micros aérophiles. Elles sont également
négatives pour I'oxydase, la catalase et la benzidine, ne réduisent pas le nitrate en nitrite, sont
négatifs pour la gélatinase, ne peuvent pas utiliser I'acide lactique et sont exceptionnellement
halotolérants (Benhamada et al., 2019).

2. Habitat

Les bactéries lactiques sont omniprésentes et existent dans différentes niches
écologiques riches en nutriments. Ils sont naturellement associés aux surfaces muqueuses, en
particulier le tractus gastro-intestinal, le vagin et la cavité buccale des humains et des
animaux, sur les plantes (fruits, légumes et céréales), dans I’environnement et dans les
aliments (le lait et ses dérivés: lait fermenté, fromages, ...). D'autre part, les bactéries
lactiques ont été utilisées comme ferments (cultures starter) dans les produits laitiers (yaourt,
fromage), la viande fermentée, les légumes fermentés et les produits de poisson fermentés
(Miranda, 2021).

3. Taxonomie et classification
La premiéere classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen. Elle
est basee sur des caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques,
biochimiques et physiologiques. Des marqueurs chimio-taxonomiques, tels que la
3



Chapitre | Les bactéries lactiques

composition en acides gras et la composition de la membrane cellulaire, sont également
utilisés pour la classification (Belyagoubi,2014)

La classification classique basée sur la morphologie, le mode de fermentation du
glucose, la croissance a différentes températures, la structure de l'acide lactique produit et la
tolérance aux fortes concentrations de sels et d'acides ou de bases (Bouguerra, 2021)

La classification récente des bactéries lactiques montre que le groupe des bactéries
lactiques peut étre subdivisé en plusieurs genres : Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Aerococcus, Lactobacillus et Carnobacterium
(Mechai, 2009).

Oenacoccus

Streplococcus
i Leuconostoc

Lactococcus

Enterococcus,
Melissococcus,

Terragenococcus Weissella

Vagococcus

Carnobacterium I acrobacillus

Lactospheara

Alloicoccus
Dalasigranulum

Aerococcus

Rifidobacterium

Prapionobacterium

Figure 01 : Arbre consensus montrant les principaux groupes phylogénétiques de bactéries

lactiques (Holzapfel et al., 2001).

3.1. Le genre Lactobacillus

Lactobacillus est le genre essentiel de la famille des Lactobacillaceae, il inclus
plusieurs espéces qui sont des ferments lactiques intervenant dans de nombreuses industries.
Ce sont des bacilles longs et fins (parfois incurvés) ou des coccobacilles courts isolés, souvent
groupés en chaines (Bessila et Messaoudi, 2021). Elles sont généralement immobiles a
I’exception de quelques especes qui possedent des flagelles péritriches. Les souches sont
acidophiles et peuvent croitre a un pH égal a 5 ou moins avec un optimum de 5.5 a 6.2. La
température optimale de croissance est de 30°C a 40°C, mais peuvent se développent a un

4
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intervalle de température situe entre 2°C et 53°C. Les thermophiles ne peuvent pas se
développer en dessous de 15°C (Ababsa, 2012).
Selon le type fermentaire, le genre Lactobacillus peut étre divisé en trois groupes :

» Groupe 1 « Thermobacterium » : ce sont des lactobacilles thermophiles
homofermentaires stricts qui se développent a 45°C, et produisent uniquement de
I’acide lactique a partir du glucose et qui sont incapables de fermenter les
pentoses ou le gluconate. Il est principalement constitué d'espéces présentes chez
I'Homme et I'animal et qui contribuent a I'équilibre du la flore intestinale comme :
Lb. acidophilus, Lb. helveticuset L. lactis.

» Groupe 2 « Streptobacterium » : ce sont des lactobacilles mésophiles
hétérofermentaires facultatifs, qui utilisent une voie homofermentaire, mais elles
sont capables d'utiliser une voie hétérofermentaire dans des conditions
particuliéres (concentration limitée en glucose), comme : Lb. casei, Lb. sake, Lb.
curvatuset Lb. plantarum.

» Groupe 3 « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires
strictes. Il englobe les especes Lb. fermentum, Lb. breviset Lb. sanfrancisco.
(Tahlaiti, 2019).

3.2. Le genre Lactococcus
Ce sont des cellules sphériques ou ovales, isolées ou disposées par paires ou par
chaine, mésophile, a une température optimale varie entre 10 et 40°C, mais ne peut se
développer a 45°C. lls se développent généralement a 4 % de NaCl et a un pH proche de la
neutralité, et leur croissance s'arréte lorsque le pH du milieu atteint 4,5. Leur habitat principal
c’est les produits végétaux, mais ils sont majoritairement présents dans le lait et les produits

laitiers (Ababsa, 2012).

3.3. Le genre Streptococcus

La famille de Strepococcaceae est une grande famille de bactéries y compris les
streptocoques lactiques, de forme sphérique ou ovoide, mais peuvent se manifester sous forme
de batonnets courts dans certaines conditions de culture. Elles sont généralement disposées en
longes chaines ou en paires, Gram-positif, catalase-négatif, immobile, et a métabolisme
homofermentaire. Leur type respiratoire est anaérobies facultatifs mais certaines souches
nécessitent du CO2 pour leur croissance, en particulier lors de I'isolement initial. Non
sporulant, catalase négative, se développent géneralement entre 20 et 42°C, avec optimum de

37°C et incapables de se développer a pH 9,6 (Benhamada et al., 2019).



Chapitre | Les bactéries lactiques

La plupart des streptocoques sont opportunistes ; ils sont trouvés sur les muqueuses
membranaires humaines et animales, et généralement sur la peau, la gorge et les voies
respiratoires supérieures. La plupart des espéces de ce genre sont commensales, parasitaires
et certaines sont hautement pathogénes ex : Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae
ou Streptococcus pneumoniae, seulement Streptococcus thermophilus est utilisée dans

I'industrie alimentaire (Taiba et al., 2022).

3.4. Le genre Enterococcus

Les entérocoques sont de la famille de Streptococaceae, sous-groupes des streptocoques
fécaux qui peuvent étre mobile, généralement différenciés par la fermentation de ’arabinose
et de sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C (Bessila et Messaoudi., 2021). Les
entérocoques ont une forme de cellules ovoides, allongées dans le sens de la chaine, isolées en
paires ou en courtes chaines. Elles sont des bactéries anaérobies facultatives Gram positif,
catalase négative, non sporulées, a métabolisme homofermentaire produisant l'acide lactique a
partir du glucose. Elles sont capables de survivre dans des conditions extrémes de température
entre 5 et 65°C, pH de 4,5 a 10 et de concentration élevée de NaCl (Benhamada et al., 2019).

Elles sont majoritairement présentes dans I’intestin humain et animal, les produits
vegétaux, le sol et les produits laitiers. Anciennement, les espéces Enterococcus faecalis et
Enterococcus faecium, représentés des streptocoques fécaux sont manipulées aujourd’hui

comme probiotiques (Tahlaiti, 2019).

4. Intérét et applications industrielles des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un role majeur que ce soit dans 1’industrie alimentaire, dans
le domaine thérapeutique ou dans le domaine cosmétique.
4.1. Domaine d’industrie alimentaire

Les bactéries lactiques interviennent dans la fermentation et la conservation de différents
aliments. Les souches de Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus sont utilisées
dans la production de yaourt, de fromage et de lait fermenté. Le vin, le poisson, la viande, la
charcuterie, le pain au levain, etc. sont également des produits de la fermentation des bactéries
lactiqgues (Ababsa, 2012). Ces bactéries sont utilisées pour améliorer les propriétés
organoleptiques des produits fermentés et de prolonger leur durée de conservation sans avoir
recours a des conservateurs chimiques grace aux substances antimicrobiennes qu'ils
produisent (Ababsa, 2012).
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4.2. Domaine thérapeutique

Les bactéries lactiques sont considérées comme des probiotiques, bénéfiques pour I'n6te
en maintenant I'équilibre de la flore intestinale, ont des effets préventifs et thérapeutiques sur
différents types de diarrhées, et leur capacité a réduire les allergies d'origine alimentaire en
raison de leur activité protéolytique. Cependant, au fil des années, I'utilisation des bactéries
lactiques dans d'autres écosystemes (vagin, glande mammaire) a été estimée, ouvrant ainsi de
nouvelles perspectives thérapeutiques (contre les métrites ou les mammites), également dans
le développement de vaccins (Taiba et al., 2022).
4.3. Domaine cosmétique

La capacité de rétention d'eau de l'acide lactique le rend approprié pour une utilisation
dans les formulations cosmétiques comme substance d’hydratation. Le lactate d'éthyle est
I'ingrédient actif de différents produits anti-acnéiques. L'acide lactique naturellement présent
dans le corps humain le rend utile comme molécule active dans le domaine (Wee et al.,
2006).
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Chapitre 11 L’activité antibactérienne

Plusieurs études ont montré que les bactéries lactiques présentent une activité
inhibitrice contre les bactéries pathogenes (Rodriguez et al., 2005 ; Reis et al., 2012 ;
Mercha et al., 2020). Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre
liées a plusieurs molécules a actions bactéricides et/ou bactériostatiques synthétisé par ces
bactéries telles que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le diacétyle, le reuterine

et les bactériocines (De Vuyst et Vandamme, 1994).

1. Les métabolites antibactériens non peptidiques
1.1. Les acides organiques

Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques au cours du processus
de fermentation. Les principaux acides produits sont : l'acide lactique, I'acide acétique et
I'acide propionique. Ceux-ci inhibent la croissance des microorganismes qui ne peuvent pas
se développer dans des conditions de pH acide. L'effet inhibiteur de ces acides organiques
est principalement di a molécules non dissociées diffusant a travers la couche lipidique des
membranes des microorganismes provoquant ainsi une diminution de la valeur du pH dans
le cytoplasme, qui a pour conséquence la déstabilisation des cellules (Zhitnitsky et al.,
2017).
1.2. Le dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone (CO2) est un métabolite secondaire synthétisé par des
bactéries lactiques hétérofermentaires. Son accumulation dans le milieu extérieur crée une
anaérobiose qui peut étre toxiques pour les microorganismes aérobies présents dans
I’aliment (Singh, 2018).
1.3. Le diacétyle

Le diacétyle (C4HesO2) est un produit du métabolisme du citrate. Il est synthétisé par
différents genres des bactéries lactigues comme : Lactococcus sp, Leuconostoc sp,
Lactobacillus sp et Pedsiococcus sp (El Ziney et al., 1998). Il est responsable de I'aréme
"beurre” des produits laitiers et qui inhibe la croissance des bactéries en interferant avec les
mécanismes controlant I'utilisation de 1’arginine. Il est rarement présent dans les aliments en
quantités suffisantes pour y exercer une activité antibactérienne importante (Heita, 2014).
1.4. Le peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d'’hydrogene (H20-) est un produit antibactérien qui peut étre expliqué
par la production de radicaux libres tels que les groupements superoxydes (Oz¢) et les
groupements hydroxyles (OH¢) capables d'endommager I'ADN bactérien de la bactérie cible

comme Listeria monocytogenese (Kalam, 2019 ; Silva et al., 2019). De plus, la capacité
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inhibitrice du peroxyde d'’hydrogéne peut étre due a la réaction d'oxydation des groupes
sulfhydryles conduisant a un changement de conformation des protéines, ce qui conduit a la
perte de la fonction enzymatique. De plus, il induit une peroxydation des lipides
membranaires, augmentant ainsi la perméabilité membranaire des microorganismes cibles
(Nair et al., 2017).
1.5. La reutérine

La reutérine (ou 3-hydroxy propionaldehyde) est une substance antibactérienne qui
est produite comme metabolite intermédiaire lors de la fermentation anaérobique du
glycérol par certaines especes de Lactobacillus. La reutérine s'accumule dans le
microorganisme producteur. A des concentrations élevées, elle est excrétée dans le milieu
de culture. Sa toxicité vis-a-vis des cellules productrices limite sa production, et certaines
especes comme Lactobacillus reuteri sont plus résistantes (Langa et al., 2014).
2. Les métabolites antibactériens peptidiques (Les bactériocines)
2.1. Définition

Le terme « bactériocine » est employé pour la premiere fois par Jacob et al., (1953)
pour les peptides a spécificité importante, produits par certaines souches et actifs contre les
souches de la méme espéce. Les bactériocines sont des peptides ou protéines antimicrobiens
synthétisés de maniére ribosomale par une gamme variée de bactéries lactiques et sécrétées
dans le milieu extracellulaire. Une bactériocine consiste généralement en un composé
protéique de 20 a 60 acides aminés. Ces bactériocines ont des effets bactéricides ou
bactériostatiques sur les souches bactériennes étroitement liées aux producteurs mais qui
n’affectent pas négativement les organismes producteurs eux-mémes (Christian et al., 2022).

D’une manicre générale, les bactériocines sont thermostables, solubles, amphiphiles,
cationiques, modifiés ou non, de masse moléculaire entre 2 et 6 kDa et actives a pH acide
(Taale et al., 2016).

La premiére bactériocine entiérement identifiée et la plus connue dans les bactéries
lactiques etait la nisine, synthétisée par Lactococcus lactis (Baptista et al., 2020 ; Christian
et al., 2022).

2.2. Mécanismes d’action des bactériocines
Plusieurs mécanismes peuvent se présenter chez les bactériocines, mais qui varie d’une
classe a une autre. La figure 02 résume les différents mécanismes d’action des bactériocines

des bactéries lactiques.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9
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Figure 02 : Mécanisme d’action des bactériocines des bactéries lactiques
(Fernendez et al., 2014)

Les lantibiotiques interagissent avec les membranes cellulaires par des interactions
électrostatiques ou en se liant a des récepteurs spécifiques, tels que le lipide 1l (Kirtoniaetal.,
2021). En raison de cette liaison, les lantibiotiques peuvent former des pores larges et non
spécifiques dans la membrane plasmique des cellules, ce qui entrainera un efflux rapide des
petites molécules et des composés cytoplasmiques tels que les acides aminés, les molécules
d’ATP, les ions...etc. Ces efflux provoquent un déséquilibre des forces protons motrices
d’une part et d’autre part de la membrane cytoplasmique ainsi que ’arrét de la fonction
cellulaire et la mort des cellules (Benmouna, 2012 ; De freire Bastos et al., 2015).

Les bactériocines de classe Il agissent par adsorption a la membrane et la formation
des pores (Bali et al., 2016). Les bactériocines de cette classe utilisent le systeme mannose
phosphotransférase (Man-PTS) comme une molécule d'abordage, a travers laquelle elles
exercent leurs activités, conduisant a la perméabilisation de la membrane cellulaire et
perturbation des forces protons motrices, ce qui cause I’arrét de la machinerie de biosynthéese
cellulaire, provoquant une fuite de composés intracellulaires vers I'extérieur des bactéries
sensibles (Nissen-Meyer et al., 2009 ; De freire Bastos et al., 2015).

Le mode d'action de cette troisieme classe est différent. Elles agissent par hydrolyse des
liaisons peptidiques entre les peptidoglycanes des membranes des bactéries sensibles (Dortu
et Thonart, 2009 ; Tenea et Yépez, 2016).
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Cette etude a été réalisée dans le laboratoire de microbiologie, département des sciences

biologiques, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Science de la Terre, université

Matériel et méthode

Akli Mohand Oulhadj -Bouira- durant la période mars-juin de I’année 2023.

1. Matériel utilisée

Durant la réalisation des travaux de ce mémoire, plusieurs matériaux, milieux de culture et

réactifs sont utilisées.

Tableau | : Matériel, milieu de culture et réactif utilisés au laboratoire

Matériel

Milieu de culture

Réactif

¢ Agitateur électrique
e Autoclave

e Bain marie

¢ Balance

eEtuve

e Micropipette

e VVortex électrique.

eBarreau magnétique

¢Gélose Chapman
eGélose MRS

eGélose nutritive
eGélose nutritive molle
¢Gélose EMB
eBouillon MRS

eBouillon nutritive

o[ ’cau distillée
e Ethanol 96°
oGlycérol

o[ ’cau OXygéné
eLugol
eFushine

e Violet de gentiane

2. Meéthodologie

2.1.0rigine des échantillons

Tableau Il : Les échantillons utilisés

Produits d’origine animale (produits laitiers)

Produit d’origine végétale

Lait de vache.

Fromage frais (Soummam).

Fromage en portion (la vache qui rit).

Yaourt nature (Soummam).

Yaourt aromatisé (Soummam).

Olives de table.

Cornichons.
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2.2. Isolement des bactéries lactiques

L’isolement des bactéries lactiques a partir des produits laitiers se fait en prenant une
petite quantité de chaque produit par une pipette Pasteur stérile et on I’ensemence dans des
tubes stériles contenant le bouillon MRS et on le mélange par vortex pour faire détacher les
bactéries lactiques des produits alimentaire. L’incubation se fait a 37 °C pendant 24h. Le
développement des bactéries lactiques se traduit par un trouble et une pastille blanche au fond
de tube caractéristique des bactéries lactiques.

Pour les olives vertes et les cornichons, I’isolement se fait on le coupant en petits morceaux
d’olive par un bistouri et 1’écraser par un mortier et verser dans des tubes stériles contenant
bouillon MRS et I’incubation se fait a 37 °C pendant 24h, et c’est le méme protocole qu’on a
suivie pour les cornichons.

L’isolement a été réalisé sur gélose MRS a partir de la culture en bouillon MRS, puis on
incube a 37 °C pendant 48h.

2.3. Purification des souches lactiques

La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur gelose et bouillon MRS.
Sur gélose, I’ensemencement a été effectué par la méthode des stries éloignés, l'incubation a
¢été faite a 37°C pendant 48h jusqu’a I’obtention des colonies homogenes de méme forme,

méme taille et de méme couleur.

2.4. Identification des souches isolées

2.4.1. Test macroscopique

Cette identification macroscope est réalisée par 1’observation a 1’ceil nu des colonies sur
gélose MRS, en observant la couleur, la taille et I’aspect des colonies. L’observation
macroscopique est faite aprés 48heures d’incubation a 37°C.

2.4.2. Test microscopique

L’aspect microscopique consiste a observer la forme, taille, le mode d’association et le
type de Gram des cellules apres coloration de Gram. Pour chaque type de colonie isolée, la

coloration de Gram a été réalisée et 1I’observation des cellules est faite a Grossissement X100.
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2.4.3. Caracteres biochimiques

Le métabolisme oxydatif des bactéries est realisé en utilisant le systeme respiratoire
comprend des enzymes telles que la catalase, qui décompose le peroxyde d'hydrogéne selon la
réaction suivante :

Catalase
2 HO?2 e—) H>0 + 02

Ce test se fait par mettre en contact sur une lame stérile une colonie de la bactérie a tester en
présence d’une goutte d'eau oxygénée. Un dégagement gazeux sous forme de bulles signifier

la décomposition de 1’eau oxygénée sous ’action de I’enzyme a tester (Belyagoubi, 2014).

2.5. Etude de Pactivité antibactérienne
L’activité antibactérienne des isolats lactiques a 1’égard des souches cibles a été mise en
évidence par un test d’antagonisme direct : test des spots.
2.5.1. Préparation des précultures
> Les bactéries lactiques
A partir d’une culture sur gélose MRS de 48h, 4 a 6 colonies selon la taille ont été
repiquées dans 5 ml de bouillon MRS et on fait la culture a 37 °C pendant 18h.
> Les bactéries pathogénes
A partir de gélose spécifique pour chaque bactérie pathogéne, a savoir : E. coli sur gélose
EMB, S. aureus sur gélose Chapman, Enterobacter et Bacillus sur gélose nutritive, on mit 2 a
3 colonies dans 5 ml de bouillon nutritif et on fait la culture a 37 °C pendant 18h.
2.5.2. Test de spot
Sur gélose MRS solidifiée et séchée, 5 pl des suspensions bactériennes des souches
lactiques sont déposées en spots sur la surface. Les boites sont séchées prés du bec benzene
pendant 30 min puis incubées a 37°C pendant 18 h. Apres la période d’incubation, les spots
sont recouverts d’une couche de 10 ml d’une gélose nutritif molle en surfusion ensemencée
avec 1 ml d’une culture jeune des souches pathogenes, puis les boites sont incubées a 37°C
pendant 24 h. L’apparition d’un halo clair autour du spot détermine 1’inhibition par la souche

lactique. L’inhibition a été considérée positive lorsqu’on a 1’apparition de la zone d’inhibition.
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1. Isolement, purification et identification macroscopique des bactéries lactiques
L’isolement de souches de bactéries lactiques a été réalisé dans de bouillon MRS,
I’observation macroscopique a indiqué la présence d’un trouble homogeéne avec une pastille

blanche au fond de tube désignant la viabilité de la souche lactique.

Figure 03 : Aspect des souches de bactéries lactiques isolées dans de bouillon MRS.

Sur la gélose MRS, I’ensemble des colonies étudiées révele un aspect presque semblable ;
elles sont lisses 1égérement bombées, de petite taille, de couleur blanche, de formes circulaire

ou lenticulaire, et a contour régulier ou irrégulier.

Figure 04 : Aspect macroscopique de souches de bactéries lactiques isolées sur gélose MRS.
Selon Bouabellou et Bouzzenir (2018), Lactobacillus bulgaricus montre des colonies de

couleur blanchéatre, de formes rondes, a contour régulier appartient au Lactobacillus

bulgaricus. Mami et Kihal, (2019) ont observé des petites colonies d'environ 1mm de
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diametre, de forme lenticulaire de couleur blanchatres ou laiteux, avec une surface lisse et un
contour circulaire régulier. Ces souches isolées appartiennent au genre Lactobacillus. De
méme, Badis et al., (2005) ont réussis a isoler des colonies blanches, rondes ou lenticulaires,
qui appartiennent au genre Streptococcus et Lactococcus.
2. ldentification microscopique
Les 49 isolats ont été retenus pour réaliser une coloration de Gram. L’observation
microscopique a révélé que les colonies isolés et purifiés sont & Gram positif, apparaissant

sous formes cocci et d’autres sous formes des bacilles avec un grossissement X100.

Figure 05 : Aspect microscopique de souches de bactéries lactiques aprés coloration de Gram

(grossissement x100)

3. Caracteres biochimiques
Parmi les tests biochimiques utilisés dans 1’identification des bactéries lactiques, le
test de catalase est toujours réalisé. Toutes les 49 souches de bactéries lactiques montrent un

résultat négatif pour le test de catalase.

17



Chapitre 11

4. Laculture des souches pathogenes

Résultats et discussion

Tableau 111 : L’observation macroscopique des souches pathogénes sur bouillon et gélose.
Souche Gélose Observation macroscopique sur Bouillon L’observation
pathogéne gelose macroscopique
sur bouillon
E. coli EMB : des Bouillon
colonies nutritif :
vertes a présence de
éclat
métallique.
S.aureus Chapman : Bouillon
des colonies nutritif :
de couleur présence de
jaune et une Wtrouble.
coloration \
jaune du
milieu.
Bacillus Gélose Bouillon
nutritive: nutritif :
des colonies présence de
blanchétres trouble.
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Enterobacter | Gélose Bouillon
nutritive: nutritif :
des colonies présence de
blanchatres trouble.

5. Mise en évidence de I’activité antibactérienne
Les 49 souches de bactéries lactiques ont été testées pour leurs activités
antibactériennes a 1’égard de quatre bactéries pathogénes : Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Enterobacter et Bacillus. Les résultats obtenus montrent que la plupart des souches
lactiques ont un effet antibactérien vis-a-vis des souches pathogénes, mais avec un effet plus
ou moins déférents. Les diamétres des zones d’inhibition apparaissant autour de ces spots ont

été mesurés ainsi leurs moyennes est calculée.

5.1. Activité antibactérienne vis-a-vis d’Escherichia coli
D’apres les résultats de test d’antagonisme, on observe que toutes les souches lactiques
ont une activité antibactérienne important envers E.coli, dont I’intervalle des diamétres des
zones d’inhibition est situé entre 23 et 36.5mm. On remarque que les 7 souches lactiques
suivantes : YN6, O1, L6, FP6, L2, C6, O2 montrent ’activité la plus importante avec un
diamétre des zones d’inhibition se situe entre 30.5 et 35 mm. Ainsi, les souches FF6 et L3

montrent I’activité la plus marquante de 36.5mm de diametre.
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5.1.1. L’activité antibactérienne des souches lactiques isolées des produits laitiers

E.coli
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Figure 06 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques du yaourt et
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Figure 07 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques du fromage

du lait contre E. coli.
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5.1.2. L’activité antibactérienne des souches lactiques isolées des produits végétaux

E.coli
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Souches lactiques des olives et des cornichones

Figure 08 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques des olives et

des cornichons contre E. coli.

Figure 09 : Les meilleurs zones d’inhibition contre E. coli.

5.2. Activité antibactérienne vis-a-vis de S. aureus
D’aprés les résultats de test d’antagonisme, on observe que presque toutes les souches
lactiques ont une activité antibactérienne important envers Staphylococcus aureus, dont
I’intervalle des diamétres des zones d’inhibition Se situe entre 15.5 et 39.5mm. On remarque
que les 13 souches lactiques suivantes : YA5, FP1, FP2, YN1, YN3, L1, L2, O1, O2, YA7?,
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C6, FF4, FF2 montrent I’activité la plus importante avec un diametre des zones d’inhibition

allant de 32 a 38.5mm. La souche FF6 montre I’activité la plus marquante de 39.5 mm

5.2.1. L’activité antibactérienne des souches lactiques isolées des produits laitiers

S.aureus
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Figure 10: Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques du yaourt et

du lait contre S. aureus.
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Figure 11 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques du fromage

contre S. aureus.
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5.2.2. L’activité antibactérienne de souches lactiques isolées des produits végétaux

S.aureus
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Figure 12 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques des olives et

des cornichons contre S. aureus.

Figure 13 : La meilleure zone d’inhibition contre S. aureus.

5.3. L’ Activité antibactérienne vis-a-vis de Bacillus
D’aprés les résultats de test d’antagonisme, on observe que toutes les souches
lactiques ont une activité antibactérienne important envers Bacillus, dont I’intervalle des
diamétres des zones d’inhibition est entre 14 et 30mm. On remarque que les 9 souches
lactiques suivantes : FF2, FP3, L3, L7, O1, C2, C8, YA2, YA6montrent 1’activité la plus
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importante avec un diamétre des zones d’inhibition se situe entre 20et 29.5mm. La souche
YAl montre I’activité la plus marquante de 30mm de diametre.

5.3.1. L’activité antibactérienne des souches lactiques isolées des produits laitiers

Bacillus
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Figure 14 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques du yaourt et

du lait contre Bacillus.
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Figure 15 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques du fromage

contre Bacillus.
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5.3.2. L’activité antibactérienne des souches lactiques isolées des produits végétaux

Diamétre (mm)
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01

Bacillus

C1 Cc2 C3 C4 c5 C6 Cc7 C8

Souches lactiques des olives et des cornichones

Figure 16 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques des olives et

des cornichons contre Bacillus.

Figure 17 : La meilleure zone d’inhibition contre Bacillus.
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5.4. L’ Activité antibactérienne vis-a-vis d’Enterobacter
D’aprés les résultats de test d’antagonisme, on observe que toutes les souches
lactiques ont une activité antibactérienne important envers Enterobacter, dont I’intervalle des
diamétres des zones d’inhibition entre 15 et 30mm. On remarque que les 9 souches lactiques
suivantes : FF4, O1, L6, L1, C8, C6, YA8, YA5, C5 montrent I’activité la plus importante
avec un diamétre des zones d’inhibition se situe entre 23 et 29.5 mm Les souches YA2, YABG,
FP5, FP6, FP7, FP8 montrent 1’activité la plus marquante de 30 mm.

5.4.1. L’activité antibactérienne des souches lactiques isolées des produits laitiers
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Figure 18 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques du yaourt et

du lait contre Enterobacter.
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Enterobacter
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Figure 19 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques du fromage

contre Enterobacter.

5.4.2. L’activité antibactérienne des souches lactiques isolées des produits végétaux
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Figure 20 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches lactiques des olives et

cornichons contre Enterobacter.
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Figure 21 : Les meilleures zones d’inhibition contre Enterobacter.

6. Discussion genérale

Ces resultats montrent que la plupart des souches lactiques ont une activité
antibactérienne plus ou moins différente, mais il y a quelques souches ne possedent pas une
activité a savoir les souches isolées a partir de YN3 jusqu’a YN8 contre Bacillus et
Enterobacter et FF8 contre Enterobacter, et de FP5 jusqu’a FP8 contre S. aureus.
Les bactéries lactiqgues ont une capacité de produire plusieurs types de substances
antimicrobiens : les acides organiques, les bactériocines, les acides gras a courte chaine, le
diacétyle et le peroxyde d'hydrogéne (Armas et al., 2017 ; Reuben et al., 2020).
Allouche et al., (2010) montrent que toutes les souches de Lactobacillus isolées du lait cru et
d'un ferment lactigue commercial produisent et excretent dans le milieu de culture des
substances inhibitrices capables d'inhiber la croissance de Bacillus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli. Fang, et al., (1996) ont isolé et étudier I’effet antagoniste des
Lb.acidophilus, Lb,bulgaricus, Lb,casei vis-a-vis de certaines souches pathogénes. Les
résultats montrent des diameétres entre 19.5 et 33.5 contre S.aureus, et un diametre entre 24 et
38.5 contre E. coli. Ces résultats sont semblables a nos résultats obtenus. Lactococcus lactis
est connu pour produire diverses bactériocines envers S.aureus (Stoyanova et al., 2007).
Lactobacillus plantarum (Lb1) inhibe la croissance de Staphylococcus aureus et la croissance
d’Escherichia coli avec un spectre d’activité important de 10 mm et plusieurs auteurs ont déja
montré que L. acidophilus produisait une substance inhibitrice agissant aussi contre les

bactéries pathogenes (Juillardet al., 1987). Lima et al., (2007) ont réalisé une identification
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des souches comme étant Lactobacillus reuteri, L. salivarius, ou Lactobacillus spp.et qui ont
inhibé Enterococcus faecalis, E. faecium, Listeria monocytogenes, et Salmonella spp.

Une activité inhibitrice des souches Enterococcus faecalis vis-a-vis d’Escherichia coli, S.
aureus et Salmonella sp. est observé par Hwanhlem et al., (2011). Izquierdo et al., (2009) et
Molinos et al., (2009) ont suggéré que I’entérocine produite par Enterococcus faecalis a un
intérét potentiel car elle inhibe : Salmonella enterica, L. monocytogenes, S. aureus, et
B.cereus. Hittu et Ravinder., (2007), ont examiné des souches d’entérocoques isolés de 68
produits laitiers et 28 échantillons fécaux humains et ont trouvé une haute production de
bactériocine dans les échantillons laitiers, et que les isolats avaient un effet anti-listeria.

Ponce et al., (2008) ont reportés I’activité antibactérienne de Lactococcus lactis subsp lactis,
isolé des produits végétaux., et des lactocoques ont un effet inhibiteur contre les souches de
références pathogenes testés E. coli et S.aureus. Pulusani et al., (1979) ont trouvé que
S. thermophilus produit une substance inhibitrice qui agit envers les bactéries pathogenes.

Les bactéries lactiques ont généralement un réle dans la production des acides organique dans
le milieu ce qui se constate par la présence de zone claire, et produisent aussi d’autres
substances antimicrobiennes tel que le peroxyde d'hydrogene (Barefoot et Klaenhammer.,
1984). A partir de ces chercheurs (Barefoot et Klaenhaller., 1984 ; Dalache., 2006 ; Lima
et al., 2007) on peut dire que I’activité antibactérienne de nos souches lactiques peut étre due
aux substances suivantes : des bactériocines, des acides organiques, le pH acide ou le

peroxyde d'hydrogeéne.
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Conclusion

L’intérét des bactéries lactiques est primordial dans l'alimentation depuis au
moins quatre millénaires, sont utilisées dans la fermentation des aliments et sont
connues pour leur capacité a produire des composés antimicrobiens, ce qui leur
permet d'étre priorisées dans divers écosystemes, et surtout étre appliquéees en tant que
bio-conservateur.

A travers cette étude, on a isolé et identifié des bactéries lactiques a partir des
produits d‘origine animale (les produits laitiers) et d’origine végétale. Leur culture sur
milieu bouillon et gélose MRS permet I’isolement et la purification et la coloration de
Gram qui s’orienter vers ces bactéries, leurs caractéres macroscopique, microscopique
et biochimique permettent de les différencier entre groupes bactérien de forme cocci
ou batonnet, Gram+, et catalase négative.

L’étude de I’activité antibactérienne par la méthode du spot des 49 isolats
lactiques contre 4 souches pathogénes a été réalisée a montré des diametres
d’inhibition pour E. colid’avec23-36.5 et le meilleur diameétre est obtenus avec les
deux souchesFF6 et L3. Contre S.aureus les diamétres sont entre 15.5 et 39.5 et le
meilleur diameétre est obtenu avec la souche FF6. Pour Bacillus, le diametre est de 14
a 30 et le meilleur diametre est obtenu avecYAl. Dans le cas de Iactivité
antibactérienne contre Enterobacter les diamétres variés de 15 a 30 mm et le meilleur
diamétre est obtenu avec les souchesYA2, YA®6, FP5, FP6, FP7, FP8.

Ces résultats montre la plupart des souches lactiques ont une activité antibactérienne
plus ou moins différente, mais il y a quelques souches ne possédent pas une activité a
savoir: YN3 jusqu’a YN8 contre Bacillus et Enterobacter et FF8 contre
Enterobacter, et de FP5 jusqu’a FP8 contre S.aureus.
Les perspectives de cette étude sont les suivants :

% ldentification biochimique et moléculaire des souches lactiques.

%+ Tester I’activité contre d’autres souches pathogénes,

«»+ ldentification et connaitre la nature exacte de la substance inhibitrice.
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ANNEXE 01 : La compositions des milieux de culture

1- Gélose Chapman :

Ingredients

Peptone

Extrait de viande de boeuf
Chlorure de sodium
Mannitol

Rouge de phénol

Gélose

pH final

2- Geélose EMB :
Ingrédients
Digeste peptique de tissu animal
Phosphate dipotassique
Lactose
Sucrose
Eosine — Y
Bleu de méthyléne
Gélose

3- Gélose nutritive :

Sans agar = Bouillon nutritif.

Ingrédients

Tryptone

Extrait de viande

Extrait de levure
Chlorure de sodium

Agar agar bactériologique

4- Gélose MRS :
Sans agar = Bouillon MRS.

Ingrédients gramme/litre
Peptone 10g

Extrait de levure 5g

Extrait de 10g

viande

Glucose 209

Polysorbate 80 1g

gramme/litre
109
1g
759
10g
0,025g
15¢
7,4+0,2

Gramme/litre
10 000

2.000

5000

5000

0,400

0.065

13.500

gramme/litre
5,09
1,09
2,049
5049
12,09

Ingrédients gramme/litre

Acétate de sodium 5¢
Sulfate de magnésium 0.1g
Sulfate de manganése 0.05g

Phosphate disodique 29

15g


https://microbiologie-clinique.com/gelose-agar-agar.html
https://microbiologie-clinique.com/ph-echelle-ph.html
https://microbiologie-clinique.com/gelose-agar-agar.html
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5- Gélose nutritive molle :
7-12 g/l d’agar
8 g/l de bouillon nutritif

ANNEXE 2 : Coloration de Gram

- Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre.

- Prélever un ose d’une colonie et mélanger avec la goutte d‘eau physiologique, strier
et fixer a la chaleur par passage rapide sur la flamme d‘un bec benzéne.

- Ajouter le Violet de Gentiane pendant 1mn, jeté le colorant.

- Ajouter le Lugol pendant 1mn.

- Décolorer avec de 1’alcool pendant 30 secondes.

- Ajouter le deuxiéme colorant, la Fushine et laisser 1 mn puis laver a I’eau.

- Sécher la lame et puis passer a I’observation microscopique au grossissement X100.



ANNEXE 3 : Résultat de la coloration de Gram des souches lactiques

Les bactérieslactiques Gram Forme
FF
+ Bacille
FP
+ Bacille
YA
+ Cocci
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YN

Cocci
C

Bacille
@]

Bacille
L

Bacille
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ANNEXE 04 : Activité antimicrobienne des bactéries lactiques étudiées évaluée

vis-a-vis de différentes souches pathogenes.
Les zones d’inhibition en mm
S.aureus

Souche

YAl
YA2
YA3

<
>
&~

<
>
o

=
1SN

RZC
[YA6 |
[ YAT |
| YA |
[YNL |
[ YN3 |
[ YN4 |
[ YN5 |
[YN6 |
[YN7_ |
[ YNg |
[FF1 |
[FF2 |
[FF3 |
[FF4 |
[FF5 |
[FF6 |
[FF7 |
[FF8 |
[FP1L |
[EP2
[FP3 |
[FP4 |
[FP5 |
[FP6 |
[FPT_ |
[FP8 |
e

E. coli

215
25
30
28
30

28.5
23

24.5

26.5

26.5
30
30

30.5

28.5

25.5

26.5

28.5

27.5

29.5

26.5

36.5

28.5
30
30
30
26
26
30

33.5

27.5

27.5
30
34

36.5

29.5
30
32
25
31
35
30
30
27

26.5

27.5
27
22.5
20
34
25
37
20
32
32.5
15.5
22.5
25.5
22.5
27
32
38.5
35
37
27.5
39.5

36.5

28.5

325
32
30

Bacillus

30
28.5
215
245

27
29.5
245
22.5

15

e e e )

175
20
19

17.5
20
15
20
20

20.5
19
21
14

195

18.5
20
20
19

22.5

155
20

22.5

20.5

22.5
23
18

145
26
20
18

Enterobacter

255
30
20

235

28.5
30

26.5
28
15

/

/
/
/
/

/
20
195
22.5
23
17
15
15
/
22.5
21
20
22
30
30
30
30
255
25
25
22
20
245
155
24
22.5
235
225
22.5
245



C5
C6
C7
C8

30
35
30
29

315
37
31
32

255

225

215
27
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29.5
27
24

26.5



Résumé

Les bactéries lactiques jouent un role dans la fermentation et la conservation des
aliments en produisant une variété de facteurs inhibiteurs, elles sont donc largement utilisées
dans l'industrie agroalimentaire. Pour mettre en évidence I'effet antibactérien de telles
bactéries, nous avons étudié I'antagonisme des souches lactiques provenant de sources
alimentaires locales : lait, fromage, yaourt, olives vertes et cornichons contre des bactéries
pathogenes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter et Bacillus. L'activité
antibactérienne a été effectuée en utilisant la méthode des puits. Les résultats ont montré que
toutes les souches lactiques testées produisaient et secrétaient dans le milieu des substances
inhibitrices capables d'inhiber la croissance de souches pathogenes. Ceci a été observé par
I'apparition de zones d'inhibition distinctes dont le diametre varie de 14 a 39.5mm.

Mots clé : Bactéries lactiques ; activité antibactérienne ; substance inhibitrice ; souches
pathogenes.

Abstract

Lactic acid bacteria play a role in fermentation and preservation of food by producing a
variety of inhibitory factors, so they are widely used in the food industry. To demonstrate the
antibacterial effect of such bacteria, we studied the antagonism of lactic bacteria species from
local food sources: milk, cheese, yogurt, green olives and pickles against pathogenic bacteria:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter andBacillus. The antibacterial activity
was performed using the methodof spot. The results showed that all strains oflactic bacteria
tested produced and secreted inhibitory substances in the medium capable of inhibiting the
growth of pathogenic strains. This was observed by the appearance of distinct inhibition zones
with diameters of 14 to 39.5 mm.

Keywords: Lactic bacteria; antibacterial activity; inhibitory substance; pathogenic strains.
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