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Introduction

L'aviculture est actuellement le sous-secteur agricole qui connait la croissance la
plus rapide, particuliérement dans les pays en développement (notamment en Algérie). Ce
systeme de production animale devrait continuer a se développer a I'échelle mondiale, car la
demande de viande et d'ceufs est stimulée par la croissance démographique, I'é¢talement urbain
et l'augmentation des revenus dans cette industrie. La volaille est considérée comme la source
de protéines la plus efficace au Monde. Au cours des 6 ou 7 derniéres décennies, cet élevage
de volailles est régi par un processus de sélection intensif, les poulets qu'il produit
convertissent efficacement la nourriture en masse musculaire, et constituent ainsi une partie
essentielle de la chaine alimentaire humaine pour la production des protéines de haute qualité
qui répondent aux besoins des consommateurs (Fenardji, 1990 ; Mottet et Tempio, 2017).

Le microbiote intestinal du poulet est doté d'un ensemble de micro-organismes
commensales, symbiotiques et pathogénes, qui colonisent généralement le tractus gastro-
intestinal. Les bactéries pathogenes peuvent affecter la qualité de la viande de poulet, lors des
processus de fabrication tels que I'élevage, I'abattage ou la manipulation de la viande ou des
abats en absence des mesures sanitaires. Cependant, les poulets de chair peuvent constituer
une menace pour la santé humaine, notamment en tant que vecteur de maladies infectieuses et
en raison de leur role dans la résistance aux antibiotiques. La contamination la plus connue
associee aux maladies dans les élevages de poulets de chair est provoguée par la bactérie
Salmonella enterica sérotype Enteritidis qui se transmet verticalement a la progéniture, ce qui
entraine une mortalité élevée dans les troupeaux de poulets de chair (Barbour et al., 1999 ;
Braden, 2006 ; Clavijo et Florez, 2018).

Les antibiotiques sont utilisés comme facteurs de croissance et agents thérapeutiques
dans l'industrie de I'¢levage depuis plus de 50 ans. Cependant, la recherche d’alternatives
aux antibiotiques est devenu une priorité cruciale car leur utilisation excessive et immodérée
chez les poulets est devenu néfaste a cause de 1’apparition des antibiotiques résiduels dans
les viandes, la population bactérienne résistante qu'elle soit pathogene ou commensale, et la

demande croissante d’une production biologique (Sanders et al., 2011).

Ces derniéres décennies, les chercheurs ont accordés une attention accrue aux
bienfaits des espéces bactériennes notamment les bactéries lactiques chez les humains et les

animaux. La raison en est que ces espéces sont des habitants naturels de systéeme digestif et
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sont donc déja familiéres avec le tractus gastro-intestinal et peuvent facilement proliférer
sans effet néfaste sur 1’hdte. Les souches lactiques sont capables d’ interagir avec les cellules
épithéliales et de renforcer le systeme immunitaire de I'nbte. Elles sont capables de produire
des métabolites bactéricides et bactériostatiques tels que les bactériocines et les acides
organiques. Cette activité antimicrobienne permet de contréler les agents pathogenes et
d’inhiber leur croissance. L’application des souches natives de bactéries lactiques en tant que
probiotiques dans I’industrie d’avicole pourrait donc constituer le substitut le plus approprié
pour le contrdle et la prévention des maladies infectieuses d’origine bactérienne de poulets
de chair. Des bactéries lactiques aux propriétés fonctionnelles remarquables ont été évaluées
dans plusieurs études comme des candidats probiotiques possibles (Smith, 2014 ; Arasu,
2016).

Le but de ce travail est d'étudier l'activité antibactérienne des souches lactiques
préalablement isolées, purifiées et identifiées vis-a-vis des bactéries indicatrices pathogenes
chez le poulet de chair. Cette activité est étudiée suivant la méthode de diffusion sur gélose
(méthode de spot), afin de révéler le pouvoir antagoniste des isolats de bactéries lactiques, et

d'évaluer leur spectre d'action envers les bactéries pathogenes utilisées dans ce test.



Synthese
Bibliographique




Chapitre |

|_a flore Intestinale
de poulet de chalir




Chapitre | La flore intestinale de poulet de chair

1. Tractus intestinal du poulet de chair

Le systeme digestif des poulets décompose les aliments mécaniquement et
chimiquement, ce qui permet aux nutriments d'étre absorbé. La segmentation de tube digestif
favorise la croissance de plus de 900 especes de bactéries diversifiées. Ce microbiote participe
aux processus qui assure une digestion, une absorption et une excrétion efficaces de
l'alimentation, et joue un réle important en matiére de croissance et de santé de I'héte
(Apajalanti et al., 2004). L'étude de 1’anatomie du tractus gastro-intestinal (TIG) du poulet
permet de comprendre le fonctionnement du tube digestif a savoir le transport, le stockage, et
la décomposition des aliments, et repére directement la relation avec le microbiote intestinal
(Clavijo et Flérez, 2018). Selon Larbier et Leclercq, 1992, le bon fonctionnement des
différents organes de tractus digestif reflete la croissance et I'état sanitaire de poulet

(Larbier et Leclercq, 1992). La figure 01 représente l'anatomie du tractus digestif du poulet
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Figure 01: Vue latérale du tractus digestif de poulet (Guérin et al., 2001)
2. Microbiote intestinal de poulet de chair

Le microbiote est défini comme la communauté microbienne, y compris les micro-
organismes commensales, symbiotiques et pathogénes, qui colonisent généralement les
différents organes des humains et animaux, et sont environ deux fois plus nombreux que les

cellules somatiques et germinales de I'h6te, le génome collectif de ces symbiotes est connu
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sous le nom de microbiome (Sender et al., 2016). La voie intestinale de la volaille abrite une
communauté microbienne complexe et dynamique constituée principalement de bactéries que

I'on appelle le microbiote intestinal (Zhu et al., 2002)

2.1. La composition du microbiote intestinal du poulet

Chague organe du systeme digestif exerce des fonctions importantes dans le processus
digestif et I'absorption des nutriments. La composition du microbiote se diversifie selon les
organes de tractus gastro-intestinal de sorte que ces microorganismes pourraient étre
considérés comme des écosystemes séparés, malgré le fait qu'ils sont fortement interconnectés
et remplissent des fonctions dépendantes des organes dans les quelles elles se trouvent (Snel
et al., 2002).

Ce microbiote a été reconnu pour avoir un rdle important dans la croissance et la santé
de I'ndte. L'étude de la diversité de cet écosysteme et le plus souvent basée sur la culture sur
des milieux sélectifs, mais moins de 20% des microorganismes trouvés dans ce tractus ont été
cultivés, car la plupart des bactéries intestinales sont exigeantes et elles ont des besoins
souvent inconnus. Bien que l'avénement des techniques moléculaires a permet aux
chercheurs d'identifier la majorité de ces microorganismes (Gaskins et al., 2002 ; Yegani et
Korver, 2008).

Une étude réalisée pour analyser la diversité de microbiome intestinal des poulets de
chair a établi la présence de 915 unités taxonomiques opérationnelles (UTO), définies comme
ayant une distance phylogénétique de 3%, équivalentes aux especes classées en 13
embranchements, dont les Firmicutes (70%), les Bacteroides (12,3%) et les Proteobacteria
(9,3%) qui représentent plus de 90% de toutes les séquences. Au total, 117 genres ont été
décrits, parmi lesquels Clostridium, Ruminococcus, Lactobacillus et Bactéroides étaient
prédominants (Wei et al., 2013).

2.2. Les fonctions de microbiote intestinal

Divers types d'interaction ont été trouvés entre les poulets de chair et leur microbiote

intestinal (Clavijo et Flérez, 2018), principalement axé sur:

2.1.1. L'échange de nutriments: les bactéries commensales du systeme digestif

apportent des métabolites qui sont importants pour le métabolisme et la santé des
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poulets. Il s'agit notamment des acides gras a chaine courte (AGCC), de I'ammonium, des

acides aminés et des vitamines (Pan et Yu, 2014).

2.1.2. La modulation du systeme immunitaire: le systeme immunitaire des poulets
comprend a la fois la réponse immunitaire innée et acquise. Le microbiote joue un role
important dans la modulation de la régulation et de l'activation de ces deux éléments
(Carter et al., 2009).

2.1.3. Le développement du systeme digestif: les organes du systéme digestif subissent
des modifications anatomiques et physiologiques a la période suivant I'éclosion de
I'ceuf. Le développement rapide du tractus intestinal offre une niche idéale pour la
colonisation par des microorganismes, ces derniers jouent également un réle important

dans le développement du tube digestif (Uni et al., 1999).

2.1.4. L'exclusion des agents pathogenes: le microbiote intestinal peut ajuster
I'environnement intestinal et contréler les agents pathogénes dans le tube digestif par la
stimulation du systeme immunitaire, la concurrence pour les sites d'adhésion et les
nutriments et par la sécrétion des substances antimicrobiennes (Chaucheyras-Durand et
Durand, 2010).

3. Les bactéries pathogenes de poulet de chair

L’environnement intestinal des volailles peut étre colonisé par des bactéries
pathogenes, donc les poulets peuvent jouer un rdle important en tant que réservoirs
contribuant a la transmission d'agents pathogénes d'origine alimentaire. Parmi les taxons qui
peuvent causer des maladies chez les animaux et qui ont été signalés dans le microbiote du
poulet, on trouve Campylobacter (principalement Campylobacter jejuni et Campylobacter
coli), Salmonella enterica, Escherichia coli et Clostridium perfringens (Oakley et al., 2014)

3.1. Salmonella

Les salmonelles appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae et sont classées
dans le genre Salmonella sur la base de déterminants morphologiques et biochimiques
homogénes. Les salmonelles sont des bacilles a Gram négatif, non sporulées et non
encapsulées, de type aéro-anaérobies facultatives. La mobilité est assurée par des flagelles
péritriches, néanmoins, les sérovars Pullorum et Gallinarum et certains mutants ne sont pas

mobiles. Ces batonnets sont de 2 a 3 um de long et les colonies ont généralement un diamétre
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de 2 a 4 mm. Leur développement est optimal pour des températures proches de la
température corporelle des animaux a sang chaud, 35 a 37 °C (mésophiles), il s'agit alors d'un
pathogene facultatif qui infecte I'hdte par voie orale. Ces microorganismes sont extrémement
résistants aux conditions environnementales, méme au gel, ce qui explique leur caractére
ubiquitaire (Korsak et al., 2004).

Salmonella est un taxon mineur du microbiome intestinal du poulet, dont la
distribution dans la volaille est occasionnelle et transitoire (Wegener et al., 2003). Elle est
capable de provoquer des maladies pathogenes chez I'Homme et chez les espéces aviaires.
Les sérotypes Enteritidis, Gallinarum, et Pullorum sont actuellement les plus répandus dans
le secteur avicole, mais la sensibilité a la maladie dépend de I'age, du statut immunitaire de

I'n6te ou la charge bactérienne ingérée (Castagnos, 2003 ; Van Immerseel, 2005).

Les salmonelles ubiquitaires peuvent donner des septicémies chez les jeunes sujets ou
alors des entérites banales chez les adultes, mais certaines salmonelles, par exemple
Salmonella sérotypes Enteritidis et Typhimurium, envahissent les organes (ovaires et
oviductes) et peuvent étre responsables de somnolence avec des yeux clos, d'anorexie, de
retards de croissance, de chutes de ponte, une diarrhée liquide profuse, entérites, hépatites et
parfois des malformations. La contamination des ceufs par les salmonelles peut mener a un
niveau trés élevé de mortalité embryonnaire et une mort rapide des poussins nouvellement

éclos, avant lI'observation de signes cliniques (Gast et Porter, 2020).

Les poulets en abattoir indiquent un taux de contamination de la surface des carcasses
allant de 17,6% a 27,2%, tandis que 34,6% a 49,0% des viandes découpées sont infectées par
Salmonella. C'est pourquoi le contrble des agents pathogenes de la ferme est d'une grande
importance (Bornert, 2000).

3.2. Escherichia coli

Escherichia coli est une gammaprotéobactéria a Gram négatif, anaérobies
facultatives, non sporulée et négative a l'oxydase, de 2-3 micrométre de long pour 0.6
micrometre de large avec des extrémités arrondies. Cette bactérie est un batonnet en général
mobile et possede une couronne flagellaire (Barnes et al., 1989). E. coli est présente dans
I'intestin des animaux, et en faible abondance durant le long du cycle de vie des poulets en

bonne santé. Cependant, seules certaines souches ont les facteurs de virulence spécifiques qui
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peuvent provoquer des maladies chez les poulets, ces souches sont connues sous le nom E.
coli pathogéne aviaire ou " Avian Pathogenic Escherichia coli "(APEC). Les APEC
appartiennent fréquemment a trois sérogroupes : Ol1, 02 et O78 (Dho-Moulin et
Fairbrother, 1999).

L'APEC est principalement associée a des infections extra intestinales, dont la plupart
affectent les voies respiratoires, ce qui entraine une dépression, de la fievre et la mort. Les
Iésions respiratoires comprennent l'aérosacculite (ou maladie de l'air) avec un exsudat séreux
a fibrineux. Ls infections respiratoires et si elles ne sont pas maitrisées, peuvent évoluer en
bactériémie et en septicéemie mortelle qui se manifeste par une polyserosite, péricardite, de
périhépatite, d'entérite, et d'une péritonite des ceufs; appelées collectivement colibacillose.
Les infections du tractus ou les infections généralisées entrainent une variété de maladies qui
sont responsable de graves pertes économiques (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999). Il est
cependant clair que le microbiote intestinal, y compris E. coli, peut agir comme un réservoir
pour la dissémination de la résistance aux antibiotiques dans d'autres bactéries pathogénes
telle que Salmonella (Castellanos et al., 2017).

La contamination de I'APEC chez le poulet de chair peut étre une contamination
verticale qui résulte de la transmission d'E. coli provenant d'éleveurs, via les coquilles a
I'éclosion, ou in ovo, qui en résultent de salpingite, ou une contamination horizontale: se fait
généralement par le contact avec d'autres oiseaux, ou par les excréments, I'eau et la nourriture

contaminées par E. coli (Dho-Moulin et Fairbrother, 1999).

3.3. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens est une bactérie anaérobie stricte a Gram positif, en forme de
batonnet, sporulé, encapsulé et non mobile, tellurique, sulfito-réducteurs. Cette espéce est
thermophile, sa température optimale de croissance étant comprise entre 40 et 45 °C. Elle
provoque un spectre de maladies humaines et animales comme I'entérite nécrotique chez les
poulets. La virulence de cette bactérie résulte en grande partie de sa capacité prolifique de
production de plusieurs toxines, y compris l'entérotoxine de C. perfringens et la B-toxine
(McClane et al., 2012).

Les maladies entériques sont une préoccupation importante pour l'industrie avicole en

raison des pertes de production, de l'augmentation de la mortalité, de la diminution du bien-
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étre des oiseaux et du risque accru de contamination des produits avicoles destinés a la
consommation humaine. Les souches de C. perfringens peuvent étre isolées a partir d'intestin
de poulet sain. Cependant, la présence de certains facteurs prédisposent les poulets a
contracter la maladie, notamment les lésions des muqueuses et les régimes alimentaires de
croissance a forte teneur en polysaccharides non amylacés solubles (Timbermont et al.,
2011).

L'entérite nécrotique survient généralement chez les poulets de chair environ
4 semaines apres I'éclosion et se retrouve dans toutes les zones avicoles du Monde. Elle peut
se manifester sous la forme d'une maladie clinique aigué caractérisée par une nécrose des
muqueuses de grandes parties de l'intestin gréle, recouvertes d'une pseudomembrane jaune-
brun ou biliaire (Helmboldt et Bryant, 1971), ou d'une affection subclinique qui entraine des
pertes de production dues a une mauvaise digestion et absorption, une réduction de la
moyenne du gain de poids et une augmentation du rapport de conversion alimentaire
(Elwinger et al., 1992).

3.4. Staphylococcus aureus

Appartenant au genre de Staphylococcus, parfois appelée staphylocoque doré,
Staphylococcus aureus est un coque Gram positif, il mesure de 0,5 a 1 um de diamétre, non
sporulé, immobile, aéro-anaérobie facultatif et posséde une catalase et une coagulase. C’est
un germe mésophile, capable de se multiplier entre 4 et 46 °C, de maniere optimale a 37 °C,
pour un pH allant de 5 a 9, avec un optimum de 7,2 a 7,6. C’est une bactérie halotolérante et
xérophile car elle se développe méme en presence de sel et dans les aliments déshydrateés.
S. aureus produit de nombreuses toxines dont les entérotoxines staphylococciques qui sont

responsables d’épidémies liées a cette bactérie (Salifou et al., 2013).

S. aureus est un commensal et un pathogene bien connu d'un grand nombre d'espéces
animales, y compris les humains. Une grande variété d'infections peut étre causée par
S. aureus, des infections superficielles de la peau et des tissus mous a la septicémie
potentiellement mortelle. L'intoxication alimentaire par Staphylococcus aureus affecte des
centaines de milliers de personnes chaque année. S. aureus provoque également des maladies
invasives telles que l'arthrite (chez la volaille) et la septicémie (chez la volaille et 'Homme)
(Hazariwala et al., 2002).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus-aureus
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S. aureus provoque un probleme économique et présente une cause majeure de
maladies animales associées au bétail notamment les infections squelettiques de la volaille
(Lowder et al., 2009). Chez les poulets, plusieurs symptémes de la maladie ont été décrites,
telles que la nécrose du peigne, nécrose des cellules hépatiques, nécrose liquéfiée des cellules
épidermiques avec hyperplasie, la formation de vésicules dans I'épiderme, une congestion et
des hémorragies avec thrombus fibrineux du derme sous-jacent dans le rayon. S. aureus n'était
présent qu'en petit nombre (environ 10 UFC/g) sur la peau des poulets de chair avant
transformation. Au cours du traitement, la contamination des carcasses augmente jusqu'a plus
de 10® UFC/g de peau (Nakamura et al., 1997 ; Fluit, 2012).

3.5. Compylobacter

Compylobacter jejuni est une bactérie Gram-negative, oxydase positive classée
comme microaérophile et capnophile (sa croissance est favorisée par la présence d'anhydride
carbonique), il nécessite des conditions atmospheériques de 3 a 10% d'oxygeéne et de 5 a 10%
de dioxyde de carbone pour une croissance optimale, avec une plage de températures de
croissance entre 30 et 47 °C. Les cellules de C. jejuni peuvent étre courbes, en forme de
batonnet ou spirale, de taille de 0,2 a 0,8 um de largeur et de 0,5 a 5,0 um de longueur. Sa

mobilité est assurée par des flagelles amphitriches (Gundogdu et Wren, 2020).

C. jejuni est généralement considéré comme un commensal non pathogene chez les
oiseaux. Il est présent en forte concentration dans le microbiote intestinal des poulets (10’
UFC/g) (Clavijo et Florez, 2018). Des études épidémiologiques ont révélé que la
colonisation intestinale est le facteur le plus important qui contribue a la contamination des
carcasses (Meade et al., 2009 ; Meunier, 2017). Ces infections extra-intestinales dépendent
de plusieurs facteurs dont la virulence de la souche infectieuse et la sensibilité de la souche
aviaire a l'infection. Campylobacter entrainerait une dégradation de la muqueuse intestinale
des oiseaux conduisant a des infections systémiques avec diarrhée associées a des réponses

inflammatoires prolongées (Sanyal et al., 1984).

3.6. Pseudomonas aeroginosa

Pseudomonas aeruginosa est un bacille, Gram négatif, strictement aérobie, mobile,
non capsulé et non sporulé, et phototrophe. Sa température optimale de croissance est

comprise entre 30 et 37 °C. P. aeruginosa est omniprésente dans lI'environnement tels que, le


https://doi.org/10.1601/nm.10649
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sol, I'eau et les environnements humides et peut étre commensale du tube digestif (Wolfgang
et al., 2003).

L'infection par P. aeruginosa est responsable d'une mortalité importante dans les
troupeaux de poulets contaminés. Les signes cliniques incluent des problemes respiratoires,
des diarrhées et des septicémies, ce qui produit une dyspénie, des altérations sur les surfaces
séreuses tapissant les sacs aeriens et la cavité péritonéale. Cet agent provoque également une
hypertrophie des organes internes, une périhépatite et une péricardite. Le taux le plus élevé
d'isolement de P. aeruginosa a été enregistré dans le foie, le poumon, les sacs aériens, le nez
et le ceeur. Les principaux symptomes observés chez les oiseaux vivants étaient des plumes
ébouriffées, des ailes tombantes et de la diarrhée avec un risque de mortalité élevé (Shukla et
Mishra, 2015).

S. aureus C. jejuni P. aeroginosa

Figure 02: Morphologie des bactéries pathogenes de poulet de chair sous microscope
électronique (Salifou et al., 2013).
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1. Généralités sur les bactéries lactiques

1.1. Historique

Un examen de données d’études moléculaires, métaboliques et de la paléontologie a
conduit a suggérer que les bactéries lactiques dont les lactobacilles existent bien avant
I’apparition d’oxygene dans 1’atmosphere, ces microorganismes ont été retrouvés dans des
sédiments datant de 2,75 milliards d’années, ce qui peut expliquer leur caractére anaérobie
(Quiberoni et al., 2001 ; Bernandeau et al., 2006). En 1857, Pasteur a établit le lien entre la
fermentation et les bactéries. Une premiere culture pure était d’ailleurs une culture de
Lactococcus lactis a 1’époque appelée "Bacterium lactis" obtenue et décrite par Lister en
1873 (Teuber, 1995 ; Quiberoni et al., 2001). Au début du XX*™ siécle, Elie Metchnikoff
remarque que la bonne santé des paysans bulgares est liée a leur consommation de produits
laitiers fermentés et suggere donc que certains microorganismes pourraient exercer des effets
bénéfiques sur la santé humaine (Samot, 2012).

Les bactéries lactiques ont été décrites pour la premiere fois par Orla-Jensen en 1919
(Orla-jensen, 1919), en se basant sur les caractéeres phénotypiques classiques (la
morphologie, le mode de fermentation des glucides, la croissance a certains températures, et
la forme de I’acide produit (Carr, 2002 ; Khalid, 2011).

1.2. Habitat

Les bactéries lactiques sont ubiquitaires, elles se trouvent généralement dans les
habitats riches en nutriments. Elles peuvent exister a 1’état libre dans le sol, I’eau (Liu et
al., 2014), les plantes (Choi, 2018), la viande (Yordshabhi et al., 2020), les aliments fermentés
(Mokoena, 2017) ou vivent en association avec ’Homme ou 1’animal dans un écosystéme
bactérien comme le tractus gastro-intestinal (Reuben et al., 2019 ; Pasolli et al., 2020) ou le

systeme génital des femmes (Florou-Paneri et al., 2013 ; Adeoshun, 2019).

1.3. Description générale

Les bactéries lactiques sont définies comme des microorganismes procaryotes
hétérogenes et chimioorganotrophes (Sanchez et al., 2019). La description générale de ces
microorganismes est des cocci ou batonnets, Gram positif, non sporulées et généralement
immobiles, elles sont tolérantes aux acides (Salminen et Von Wright, 2004 ; Mokoena,
2017 ; Ozogul et Hamed, 2018 ; Ringo et al., 2018) et ont une teneur en G+C moins de

55%. Ce sont des anaérobies mais certaines sont des aéro-tolérantes, leur caractére principale
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est la capacité de produire I’acide lactique comme produit final de la fermentation des
glucides (Axelsson, 2004 ; Salminen et Von Wright, 2004 ; Ghaffar et al., 2014 ; Ringo et
al., 2018). Elles ont des besoins nutritionnels complexes, notamment les minéraux
specifiques, des vitamines, et plusieurs acides aminés (Abdel-Rahman et al., 2013 ; Taskila
et Ojamo, 2013). Elles sont négatifs a I’oxydase, et a la benzidine, manquent de cytochromes
et ne réduisent pas les nitrates en nitrites et sont incapables de produire la catalase a
I'exception de certaines souches qui possédent un pseudo-catalase (Taskila et Ojamo, 2013 ;
Ozogul et Hamed, 2018 ; Sanchez et al., 2019).

1.4. Classification

Le groupe des bactéries lactiques est actuellement classé dans le phylum Firmicutes,
classe Bacilli, et I’ordre Lactobacillales (Ozogul et Hamed, 2018). Les especes sont classées
sous forme de 20 genres mais d’un point de vue pratique de la technologie alimentaire 14
genres sont considérés comme les principaux dont : Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Aerococcus, Alloeococcus, Carobacterium, Dolosigranulum, Dolosigranulum,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vaagococcus et Weissella (Axelsson, 2004 ;
Mokoena, 2017).

Selon le produit final de la fermentation, les bactéries lactiques sont regroupées en
trois groupes : les homofermentaires obligatoires produisent 1’acide lactique comme produit
majeur de leur fermentation du glucose ; les hetérofermentaires obligatoires produisent un
certain nombre de produit en plus de 1’acide lactique notamment du dioxyde de carbone,
d’acide acétique et d’¢thanol. Les souches homofermentaires utilisent la voie
hétérofermentaire en certain conditions comme une concentration limitante des substrats, un
pH élevé ou une température basse. Ces souches sont qualifiées d’hétérofermentaire
facultatives (Carr et al., 2002 ; Abdel-Rahman et al., 2013 ; Ganzle, 2015 ; Essma, 2019).

2. Caracteristiques des principaux genres des bactéries lactiques

2.1. Lactobacillus

Décrit la premiére fois par Beijerinck en 1901, ce genre comprend 261 espéces (en
Mars 2020) (Zheng, 2020) et regroupe des especes batonnets ou des coccobacilles avec une
teneur en G+C comprise entre 33% et 55%. Ces bactéries sont strictement fermentatives

(Bernandeau et al., 2006 ; Duar et al., 2017). La température optimale de leur croissance est
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de 30 °C a 40 °C, mais certaines peuvent se développer a un intervalle de température allant
de 2°Ca53°C (Duar et al., 2017).

D0 a leur variété, les lactobacilles sont répondues dans les différents habitats, les
aliments fermentés ou détériorés, I’environnement y compris la surface des plantes, le sol le
corps des humains et animaux et dans le systéeme génital des femmes (Parolin et al., 2015).
Elles se répartissent en trois groupes selon la température de croissance optimale et la voie de
fermentation: les homofermentaires obligatoires qui sont thermophile, les hétérofermentaires
facultatives et les hétérofermentaires obligatoires qui sont mésophiles (Bernandeau et al.,
2006 ; Bintsis, 2018).

2.2. Enterococcus

Le terme "entérocoque” a été créé par Thiercelein en 1899. Les cellules sont ovoides
isolées, en paires ou en chaines courtes. Elles possedent une pseudo-catalase, tolérantes au sel
(jusqu'a 6,5%), résistantes a la bile a 40% et a un pH d'environ 9,6. La température optimale
de leur croissance se situe entre 10 °C et 45 °C avec une croissance optimale pour la plupart
des espéces entre 35 °C et 37 °C (Garcia-Solache et Rice, 2019). Elles sont des membres du

microbiote humain et se sont également répondu dans la nature (Gao et al., 2018).

2.3. Pediococcus

Ce genre comprend neuf espéces ayant un métabolisme homofermentaire et rassemble
des cellules immaobiles de forme sphérique et parfois ovoide qui peuvent étre isolées ou en
paires et se divisent dans deux directions perpendiculaires formant ainsi des tétrades et non
jamais des chaines. Certaines espéces produisent une pseudo-catalase. Les cellules sont
acidophiles mais non halophiles et se développent a pH 5. La température optimale de leur
croissance varie dans ’intervalle de 25 °C a 35 °C. Elles sont couramment présentes dans les
legumes fermentés, les produits laitiers, la viande et le tractus intestinale des animaux et des

humains, elles ont un rapport G+C compris entre 35% et 44% (Holzapfel et al., 2015).

2.4. Streptococcus

Ce genre rassemble des cellules immobiles, sphériques ou ovoides, qui ont un
diametre inférieur a 2 um avec une disposition en paires ou en chaines longues. Elles sont
des anaérobies facultatives et homofermentaires. Les streptocoques peuvent croitre dans un
intervalle de températures entre 20 °C et 42 °C, cependant leur température optimale de

croissance est 37 °C. lls sont incapables de se développer a 15 °C et a un pH de 9,6.
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Plusieurs espéces sont commensales ou parasites de I’THomme et des animaux et certaines

sont hautement pathogenes (Hardie et Whiley, 1995).

2.5. Lactococcus

Les lactocoques sont des coques homofermentaires, anaérobies facultatifs et non
mobiles, se présentent en paires ou en chaines. Elles peuvent croitre a des températures de
10 °C, mais pas a 45 °C, et la température optimale de leur croissance est voisine de 30 °C.
Les especes de ce genre ne poussent pas a pH 9,6 ou en présence de 6,5 de NaCl. La teneur
en G+C comprise entre 34% a 43% (Alomar, 2007 ; Teuber, 2015).

2.6. Leuconostoc

Ce genre comprend 10 especes hétérofermentaires obligatoires. Ces bactéries ont un
aspect ellipsoidale a sphérique généralement allongée et s’arrangent en paires ou en
chaines. Elles sont non acidophiles avec un pH optimal de croissance égal a 6,5. La
température optimale de leur croissance est comprise entre 20 °C et 30 °C, néanmoins

certains Leuconostoc peuvent croitre méme a 5 °C (Vos et al., 2009).

3. Intéréts des bactéries lactiques

3.1. Amélioration des caractéristiques organoleptiques

Les bactéries lactiques dégradent les hexoses et disaccharides pour produire de
I’énergie (Bintsis, 2018 ; Nuryana et al., 2019). Le catabolisme fermentaire de ces glucides
produit de l'acide lactique et d’autres acides organiques tels que l'acide acétique et 1’aldéhyde
(Tejero-Sarifiena, 2012). Cette qualité est trés recherchée dans l'industrie alimentaire et
particulierement dans la fabrication de produits laitiers (Piard et Desmazaud, 1991 ;
Savijoki et al., 2006).

L'acide lactique a pour r6le de favoriser la déstabilisation des micelles de caséine et la
coagulation du lait et participe donc a la synérese du caillé (Béal et al., 2008 ; Monnet et al.,
2008 ; Aryana et Olson, 2017). L'abaissement du pH par la génération d'acides est aussi a
l'origine de la mise en place des conditions physico-chimiques favorables a différentes
transformations dans l'industrie laitiére, égouttage du caillé en fromagerie, et butyrification
(Luquet et Corrieu, 2008).

Les bactéries lactiques générent également des exopolysaccharides qui ont des
propriétés rhéologiques uniques. Ces exopolysaccharides sont capables d’interagir avec les

protéines et améliorer la rétention d’eau, augmenter la viscosité, I’épaississement et maintien
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la texture. lls sont utilisés pour fabriquer le yaourt, le fromage et les desserts a base de lait
(Duboc et Mollet, 2001 ; Deepak et al., 2016).

La protéolyse des protéines du lait améliore la digestibilité des produits, une
caractéristiques hautement souhaité par I’industrie des préparations pour nourrissons
(Dingir et Kivang, 2018 ; Garcia-Cano et al., 2019), alors que les peptidases sont utilisés
pour la dégradation des peptides hydrophobes amers résultants de métabolisme de quelques
protéines (Savijoki et al., 2006).

De nombreux composés aromatiques volatils comme 1’ammoniac, les amines, le
diacétyle, les aldéhydes, les alcools et les acides gras sont libérés par les bactéries lactiques
a partir du métabolisme des hexoses, du citrate, des acides aminés et des matiéres grasses
(Cholet, 2006 ; Clark et Winter, 2015 ; Chen et al., 2017 ; Pangallo et al., 2019).

3.2. La bioconservation

Gréace a leur capacité a synthétiser des substances antimicrobiennes capables de
controler et d’empécher les microorganismes d’altération et les pathogénes (les champignons
et les bactéries) et leurs toxines (les mycotoxines), les bactéries lactiques en particulier
Lactobacillus et Pediococcus sont utilisé avec succés comme des conservateurs et des
additifs alimentaires naturels dans les aliments, par exemple les végétaux fermentés, les
viandes séchés, les fromages. L’utilisation de ces genres offre une durée de conservation
améliorée et un meilleur potentiel de conservation que les conservateurs chimiques (Park et
Kim, 2011 ; Ortiz-Riveraet al., 2017 ; Russo et al., 2017 ; Guimaraes et al., 2018).

3.3. Additifs alimentaire

Les probiotiques sont des microorganismes vivants, lorsqu’ils sont administrés en
quantités suffisantes conférent un avantage pour la santé de 1’hote (Zielinska et Kolozyn,
2018). Les bactéries lactiques sont les probiotiques les plus couramment utilisés dans les
aliments chez les humains et les animaux grace a leur capacité a libérer des nutriments
bénéfiques et d'augmenter la digestion et I’absorption des aliments par la libération d” un
large éventail d’enzymes digestives (Ringo et al., 2020). Les probiotiques peuvent également
ajuster I’environnement intestinale en inhibant les agents pathogénes dans le tractus gastro-
intestinal par la production des substances antimicrobiennes, la concurrence pour les sites de
liaison sur la surface des cellules épithéliales ou par la stimulation de systeme immunitaire

intestinale (Yang et al., 2015 ; Ringo et al., 2020). Les espéces Lactobacillus acidophilus,
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Enterococcus faecium et Bifidobacterium bifidums sont les probiotiques les plus utilisés pour

I’alimentation des animaux.

4. Activité antibactérienne des bactéries lactiques

L'activité antibactérienne des bactéeries lactiques est due a la production des
substances antibactériennes dont les principaux sont les acides organiques, le peroxyde
d'hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle, la reutérine et les bactériocines (Siedler et

al., 2019).
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Figure 03: Structure chimique de divers composés antimicrobiens produits par les bactéries
lactiques (Siedler et al., 2019).
4.1. Les acides organiques

De nombreux acides organiques sont produits par les souches lactiques selon la voie
adoptée. L’acide lactique est le seul acide libéré par les homofermentaires, alors que les
hétérofermentaires produisent en plus I’acide acétique et proprionique (Carr, 2002 ; Tejero-
Sarifiena, 2012). Elles produisent également le formiate, le lactate et 1’acétate (Nuryana et
al., 2019).
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L’effet antagoniste des acides organiques résulte généralement de 1’action de leur
forme non dissocié, cette forme peut traverser passivement la membrane et acidifie le
cytoplasme par libération du proton H+ ce qui diminue donc le pH neutre intracellulaire.
Pour surmonter I’abaissement du pH, les microorganismes activent les pompes a protons
consommant de 1’énergie, en méme temps I’anion ROO+ est toxique pour la réplication de
I’ADN, elle perturbe les fonctions métaboliques et augmente la pression des cellules
osmotiques. La combinaison de ces deux actions inhibe la croissance bactérienne, conduisant
a des effets bactériostatiques et bactéricides (Nuryana et al., 2019). Les acides peuvent
encore empécher le développement de certains microorganismes par la diminution du pH du
milieu dans lequel elles se multiplient (Deniv et al., 2018). D’autres activités antibactériennes
moins directes ont encore été attribués aux acides organiques et comprennent une interférence
avec le transport des nutriments, dommages a la membrane cytoplasmique résultant de fuites
des protéines, perturbation de la perméabilité de la membrane externe et influence sur la

synthese des macromolécules (Ricke, 2003).

4.2. Les bactériocines
4.2.1. Aspects généraux

Les bactériocines sont des petits peptides bioactifs synthétisés par ribosome et
produits par différents groupes de bactérie (Géalvez et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ;
Aryana et Olson, 2017). Ces peptides sont généeralement des molécules cationiques et
hydrophobes de faible poids moléculaire, composées de 20 & 60 résidus d'acides amines
(Mora-Villalobos et al., 2020). Elles présentent une activité antimicrobienne contre des
bactéries apparentées (spectre étroit) ou non apparentées (large spectre) (Galvez et al., 2007 ;
Arqués et al., 2015). La synthese de ces proteines a lieu pendant ou a la fin de la phase de
croissance exponentielle et leur production peut souvent étre induite par des conditions de
stress telles que l'augmentation de la population et la pénurie de nutriments, ainsi que par le
type de sources de carbone, d'azote et de phosphate présentes dans les milieux, ou méme par
des surfactants cationiques et autres inhibiteurs et ils peuvent encore étre régulé par une
communication de cellule a cellule ou ils produisent des molécules auto-induites en raison de
la densité de population (Galvez et al., 2007; Mora-Villalobos, 2020).
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4.2.2. Classification des bactériocines

Les bactériocines synthétisees par les bactéries lactiques sont réparties en trois classes
en fonction de leur poids moléculaire, les propriétés physicochimiques, le mode d’action,
leurs propriétés génétiques et leur stabilité thermique (Dortu et Thonart, 2009).

Tableau I: Classification des bactériocines produites par les bactéries lactiques (Dortu et
Thonart, 2009).

Les classes Caractéristiques

Classe | Les lantibiotiques: peptides de taille inférieure a 5 KDa,

stables a la chaleur et contenant des acides aminés modifiés

Classe Il Peptides de taille inférieure a 10 KDa , stables a la chaleur et

contenant des acides aminés non modifiés

Classe 11l Protéines de taille supérieure a 30 KDa sensibles a la chaleur

Classe IV Peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique

4.2.3. Mode d’action des bactériocines

Le siege d’activité des bactériocines est la membrane cellulaire, raison pour laquelle
les especes Gram-négatives sont protégées des bactériocines produites par les espéces Gram-
positives (Dortuet Thonart, 2009). Généralement, les bactériocines synthétisés par les
souches lactiques agissent par la perturbation du fonctionnement de la membrane
cytoplasmique (McAuliffe et al., 2001 ; Gravesen et al., 2002 ; Arous et al., 2004 ; Bauer et
al., 2005). Certaines bactériocines de la classe I, et celles de la classe 11 se lient avec des
récepteurs cellulaires spécifiques (reconnaissance d’une cible) ou non spécifiques
(interactions électrostatiques ou hydrophobe avec la membrane cellulaire). Cette liaison
provoque la formation des pores non spécifique dans la membrane ce qui entraine un efflux
de petits métabolites tels que les ions, les nucléotides et les acides aminés. L’augmentation de
la perméabilité va conduire a un déséquilibre ionique et a la perte de la force proton motrice
(FPM) qui joue un rdle crucial dans la synthése de I’ATP, le transport actif et la mobilité
bactérienne. La perte de la force proton motrice entraine la cessation rapide des activités
cellulaires et enfin la mort cellulaire (Héchard et al., 2001 ; McAuliffe et al., 2001 ; Bauer
et al., 2005 ; Patton et al., 2005 ; Zimina et al., 2020). Les autres bactériocines de la classe |
empéchent la synthése des peptidoglycanes (Bauer et al., 2005 ; Patton et al., 2005), alors

que les bactériocines de classe Il ont une activité antibactérienne via la lyse des cellules
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sensibles en catalysant I'nydrolyse des liens peptidiques des peptidoglycanes de la paroi
cellulaire (Nilsen et al., 2003 ; Meade et al., 2020).

4.3. La reutérine

La reutérine est un composé antimicrobien de faible poids moléculaire, neutre et
soluble dans l'eau (Axelsson, 1989). C’est est un mélange de différentes formes de 3-
hydroxypropionaldéhyde (3-HPA) généré lors du métabolisme anaérobie du glycérol (Morita
et al., 2008 ; Ortiz-Rivera, 2017 ; Asare et al., 2018 ; Mu et al., 2018).

Produit par la plupart des souches de Lactobacillus reuteri de la lignée humaine et
avicole (Axelsson, 1989), la reutérine est un agent antimicrobien a large spectre, elle a des
puissants effets antimicrobiens contre les bactéries Gram positives et Gram négatives, les
levures, les champignons et les protozoaires (Jay et al., 2005 ; et al., 2014 ; Ang et al., 2016
; Ortiz-Rivera, 2017). L’effet antimicrobien de cet agent reste speculatif bien que l'inhibition
de la synthése de I'ADN et I'induction du stress oxydatif chez les microorganismes cibles aient
été proposées (Jay et al., 2005 ; Schaefer, 2010 ; Ang et al., 2016).

4.4. Le dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone est principalement produit par les hétérofermentaires durant la
fermentation des hexoses, il peut avoir un effet antagoniste par la création d’un
environnement anaérobie ce qui inhibe la décarboxylation enzymatique. L’accumulation du
dioxyde du carbone dans la bicouches lipidiques peut étre une cause possible de
dysfonctionnement de la perméabilité (Lindgren et Dobrogosz, 1990 ; Ouwehand et
Vesterlund, 2004 ; Dinev et al., 2018).

4.5. Le peroxyde d’hydrogéne

En présence d’oxygéne, les bactéries lactiques sont capables de libérer le peroxyde
d’hydrogéne (H,O,) (Ouwehand et Vesterlund, 2004) sous I’action de flavoprotéines
oxydases ou NADH peroxydase, mais sa production est influencé par la disponibilité de
I’oxygene et les souches présentent dans le milieu (Lindgren et Dobrogosz, 1990). A cause
de leur incapacité de synthétiser du catalase pour dégrader le peroxyde d’hydrogene en eau
et oxygene, le peroxyde peut s’accumuler et étre inhibiteur de différentes microorganismes
(Schnirer et Magnusson, 2005). Son activité antimicrobienne est le résultat d’oxydation des
groupes sulfhydryle provoquant une dénaturation d’un certain nombre d’enzymes, il

provoque aussi la peroxydation des lipides membranaires menant a une permeabilité accrue
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de la membrane, il peut aussi étre un précurseur pour la production des radicaux libres

bactéricides tels que le superoxyde et I’hydroxyle qui peuvent endommager 1I’ADN (Ozogul
et Hamed, 2018).

4.6. Le diacétyle

Le diacétyle est produit par certaine genres des bactéries lactiques, notamment
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Oenococcus lors du métabolisme du citrate. Sa
fonction biologique semble étre un substrat de régénération du NAD pour les besoin
énergetique des microorganismes. Il est responsable de I’ardme attrayant de beure et de
nombreux aliments (Clark et Winter, 2015). Son activité antimicrobienne est due a
I’inactivation d’utilisation de 1’arginine par sa réaction avec la protéine de liaison a I’arginine

(Langaet al., 2014).
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Lieu de d’étude

Notre étude a été effectuée au niveau de laboratoire de microbiologie (N° 5) de la
faculté des sciences de la nature et de la vie (Université Akli Mohand Oulhadj- Bouira), sous

la direction de Mme. BENBARA T. et la présence de 1’ingénieur de laboratoire.
1. Origine des souches de bacteéries lactiques

1.1. Souches lactiques

Dans le but de tester et sélectionner une souche de bactérie lactique a bonne activité
antibactérienne, le test d’antagoniste a été réalisé en utilisant le test de spot. Ainsi, nous avons
utilisé huit souches de bactéries lactiques (Lbl, Lb9, Lbl2al, Lb15, Lb23, Lb30, Lb23,
Lb33). Ces souches sont isolées a partir de la matiére fécale des poulets de chair agés de 30

jours de certains poulaillers de la wilaya de Bouira.
1.2. Souches pathogenes

Quatre souches pathogenes (souches indicatrices) ont été utilisées dans cette étude a
savoir : Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus spp et Staphylococcus clinique. Ces
souches font partie de la collection des bactéries pathogenes de Laboratoire de Microbiologie
Appliquée (LMA) de I’'université de Béjaia. Ces bactéries pathogénes sont utilisées dans cette

étude car se sont des bacteries qui posent un risque d'infections graves chez le poulet de chair.
2. La revivification des souches

Chaque souche de bactéries lactiques a été inoculée dans 5 ml du bouillon MRS et
incubé a 37 °C pendant 24 h. Par la suite, ces cultures de 24 h ont été ensemencées par la

technique des stries sur la gélose MRS et incubées a 37 °C pendant 48 h.

Pour la revivification des bactéries pathogénes, nous avons repiqués les especes de
Salmonella, Escherichia coli dans 5ml du bouillon nutritif et les souches de Staphylococcus
dans 5 ml du bouillon Chapman. Ces bouillons sont incubés a 37°C pendant 24 h. Apres cette

incubation, les bouillons sont isolés sur gélose spécifique et incubé 24 h a 37°C.

Les bouillons et les géloses utilisés sont mentionné dans le tableau Il et tableau Il1.
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Tableau 11: Bouillons de revivification des bactéries utilisées.

Bactéries Milieux de culture (Bouillon)
Bactéries lactiques MRS (pH =6.7)

E. coli Bouillon nutritif (pH =7.2)
Salmonella Bouillon nutritif (pH =7.2)
Staphylococcus clinique Bouillon Chapman (pH =7.4)
Staphylococcus spp. Bouillon Chapman (pH =7.4)

Tableau I11: Les bactéries utilisées et leurs milieux de cultures appropriés.

La bacterie Milieux de culture (Gélose)
Bactéries lactiques MRS (pH = 6.7)

Salmonella HEKTOEN (pH =7.5)
Escherichia coli EMB (pH =7.2)
Staphylococcus clinique Chapman (pH =7.4)
Staphylococcus spp. Chapman (pH =7.4)

3. Pré-identification des isolats

L’identification des bactéries lactiques consiste a réaliser un examen macroscopique,

un examen microscopique et un test de recherche de la catalase (Badis et al., 2004).
3.1. Examen macroscopique

Cet examen est réalisé a partir des colonies sur gélose MRS. Il s’effectue a 1’ceil nu
afin de déterminer les caracteres culturaux des colonies & savoir : la forme, ’aspect, la taille,

la couleur, I’opacité et le contour (Harrigan et Mc Cane, 1976).
3.2. Examen microscopique apreés coloration de Gram

L’observation microscopique par coloration différentielle (coloration de Gram) nous
permet de distinguer les isolats Gram positif et Gram négatif, leur morphologie (bacille ou
coque) et leurs modes d’associations (isolés, en chainettes ou en tétrades) (Harrigan et Mc

Cane, 1976).
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Cet examen se déroule en 4 étapes (Harrigan et Mc Cane, 1976 ; Kanak et Yilmaz,
2020). On commence par déposer quelques gouttes de violet de gentiane sur un frottis fixe.
On laisse agir pendant une minute puis on rince la lame et on redépose quelques gouttes de
lugol pendant une minute pour fixer la couleur. Aprés, un deuxiéme ringage avec l’eau
distillée, on décolore les bactéries a 1’aide d’alcool pendant 30 secondes, puis on verse
quelques gouttes de fushine sur la lame et on laisse agir pendant 1 min. On lave la lame une
autre fois par 1’eau distillée et on la seche. Aprés le séchage, on passe a 1’observation
microscopique sous microscope optique (Grossissement x40). L’apparence des bactéries

violettes au microscope est définie comme Gram positive.
3.3. Recherche de catalase

La catalase est une enzyme qui a la propriété de décomposer I’ecau oxygénée (H,O,)

avec dégagement d’oxygene selon la réaction suivante :
2 H,0, + catalase =~—» 2H,0+0;

Ce test s’effectue en mettant une goutte du peroxyde d’hydrogeéne a 3% sur une lame
contenant la bactérie a tester. Le résultat est considéré comme positive s‘il ya 1’apparition

d’une bulle aprés 2 minute (Sobrun et al., 2012 ; Islam et al., 2020).

Les batonnets ou les coccis, Gram positive et de catalase négative sont présumes étre
des bactéries lactiques et sont retenues et conservées pour le test de I'activité antibactérienne
(Jones et al., 2008 ; Kanak et Yilmaz, 2020).

4. Etude de Pactivité antibactérienne

Afin d’évaluer le spectre d’activité des espéces lactiques (inhibitrices) contre certains
bactéries pathogénes (indicatrices), nous avons utilisé la méthode direct appelée la méthode
de Fleming qui repose sur la co-culture des souches inhibitrices et les souches indicatrices des

18 heures.
4.1. Préparation des cultures des 18 heures des bactéries lactiques

Quatre a cing colonies de chaque culture jeune des bactéries lactiques ont été prélevé a
partir d’une culture de 48 h sur gélose MRS a I’aide d’une pipette Pasteur stérile. Ces colonies
sont inoculées dans un tube a essai contenant 5 ml de bouillon MRS dans des conditions

aseptiques puis incubé a 37 °C pendant 18 h.
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4.2. Préparation des cultures des 18 heures des souches pathogénes

A partir des boites de géloses de 24 h contenant les souches pathogénes, nous avons
prélevé une a deux colonies par boites a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile. Ces colonies ont
été inoculées dans des tubes a essai contenant 5 ml de bouillon nutritif et incubé a 37 °C

pendant 18h. Deux tubes ont été préparés pour chaque bactérie pathogene.
4.3. Réalisation de test de spot

La solution fraiche des souches de bactéries lactiques des 18 h est ensemencée par la
méthode des spots en déposant 5ul a l'aide d'une micropipette sur la gélose MRS séchée
devant le bec bunsen & moitié ouvertes, de fagon a obtenir quatre a cing spots identiques et de
petite taille dans chaque boite. Les boites sont laissées sécher prés de bec bunsen pendant 30

minutes, puis incubés a 37 °C pendant 24 h.

Aprés I’incubation, les spots sont recouverts par 10 ml de la gélose nutritif molle contenant
1 ml de la culture de 18h d’une souche indicatrice et homogénéisé délicatement afin d’éviter
le décollement des spots. Aprés 1’incubation a 37 °C pendant 24h, les zones d’inhibition ont
été mesurees. L’apparition d’une zone transparente auteur du spot témoigne de I’effet
antagoniste des bactéries lactiques (Fleming et al., 1975). La méthode est schématisée dans
la figure 04.
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Figure 4: Méthode de test de spot.
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1. Etude morphologique des bactéries lactiques

1.1. Les bactéries lactiques dans un milieu liquide

La croissance des bactéries lactiques dans le bouillon MRS se traduit par 1’apparition
d’un trouble concentré au fond du tube a la recherche des conditions anaérobiques de ces

microorganismes.

(b) (©

Figure 05: Développement des bactéries lactiques sur bouillon MRS. a. Bouillon MRS
témoin, b. trouble des bactéries lactiques, c. précipitation des bactéries lactiques.

1.2. Aspect macroscopique des bactéries lactiques sur milieu solide

L’observation a I’ceil nu des cultures obtenues sur les boites de Petri contenant de la gélose
MRS a permet de déduire les caractéristiques macroscopiques des colonies. Des colonies bien
distinctes de 0.5 a 2 mm de diametre, de forme rond, bombés ou plates, de bords réguliers de
couleur blanchatres, creme ou grise avec une surface lisse sont apparues sur la gélose MRS

(figure 06). Les résultats sont résumés dans le tableau IV.
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Figure 06: Aspect macroscopique des colonies des bactéries lactiques sur gélose MRS.

Tableau IV: Les caractéristiques macroscopiques des colonies des bactéries lactiques.
Code de | Lataille de | Lacouleur | Laforme | L’élévation | La surface | L’opacité
lasouche |la colonie des

en mm colonies
Lb1 1 Blanche arrondie bombée Lisse opaque
Lb9 1 Creme arrondie bombeée Lisse opaque
Lb 12al 2 Blanche arrondie Bombée lisse opaque
Lb 15 2 Blanche arrondie Bombée lisse opaque
Lb 22 1 grisatre arrondie plate lisse opaque
Lb 23 1,5 créeme arrondie bombée lisse opaque
Lb 30 1,5 créeme irréguliére | plate lisse opaque
Lb 33 2,5 creme arrondie bombée lisse opaque

1.3. Etude microscopique

L’étude microscopique par microscope optique aprés coloration de Gram, nous a

révélé que toutes les souches sont a Gram positif. Ce test nous a permis aussi de distinguer la

morphologie qui peut se présenter en forme de coques ou batonnets. Le mode d’association

varie d’une souche a ’autre en paires ou en chainettes ou en amas (figure 07).
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(@) (b)

Figure 07: Aspect microscopique des bactéries lactiques apparues sous microscope optique
(G x40) (a. forme coccis, b. forme bacille).

1.4. Test de catalase

L’identification des bactéries lactiques est complétée par le test de recherche de
catalase. Le test a révélé 1’absence de dégagement de gaz (O,), les résultats obtenus montrent

donc que toutes nos souches ont une catalase négative (figure 08).

[t h [ LD [Llodo LeASNLLAG LL 2% \ Loy 130 L2

Figure 08: Résultat de test de catalase (catalase négative).

Les différents caractéres microscopiques et biochimiques des bactéries lactiques sont résumés
dans le tableau V.
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Tableau V: Résultats de I'étude microscopique et biochimique des bactéries lactiques.

Code de souche Gram Catalase Forme Mode d’association
Lb 1 + - coccis Coccis en chainettes et en
amas
Lb 9 + - bacille En amas
Lb 12al1 + - coccis Diplocogues et en chainettes
Lb 15 + - coccis Diplocoques,  coccis  en

tétrades et en amas

Lb 22 + - coccis Diplocoques et en chainettes
Lb 23 + - coccis En amas

Lb 30 + - coccis En amas

Lb 33 + - coccis En chainettes

D’aprés les résultats des ces trois tests (examen macroscopique, coloration de Gram et
le test de catalase), on peut dire que les huit souches possedent les caractéres décrites par la
littérature pour les bactéries lactiques, c’est-a-dire les bactéries sont : Gram positif, catalase
négative, en forme de coques ou batonnets isolées ou disposées en paires ou en chaines.
Donc, nos souches appartiennent au groupe des bactéries lactiques ( Jones et al., 2008 ;
Kanak et Yilmaz, 2020).

2. Résultats de ’effet antagoniste des bactéries lactiques

Dans cette partie nous sommes focalisée sur la mise en évidence de I’effet antagoniste
des bactéries lactiques vis-a-vis des quatre souches pathogénes a savoir Escherichia coli,
Salmonella, Staphylococcus spp, Staphylococcus clinique, par la méthode des spots

(Fleming et al., 1975). Les différentes associations ont été réalisées en trois réplicas.

Les résultats sont exprimés en mm, par mesure du diamétre de la zone d’inhibition de la
souche pathogene. Les zones d’inhibition sont claires avec des bordures bien distinctes au

tour des spots de bactéries lactiques, avec des pelages d’inhibition variables (entre 10 mm et
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40 mm). L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est supérieur a 1 mm (Schillinger et

Lucke ,1989). Toutes les souches présentaient un effet inhibiteur (figure 09).

V "(d)

Figure 09: Résultats de test de spot a I'égard des bactéries pathogenes testées

(a. envers E. coli b. envers salmonella, c. envers S. spp, d. envers S. clinique)

Les résultats d’interactions entre les bactéries lactiques et les bactéries pathogénes
sont représentés sous forme d'histogramme qui décrivent les diamétres des zones d'inhibition
en mm apres l'interaction avec les huit bactéries lactiques, ces résultats sont mentionnés dans
les figures 10, 11, 12, 13.
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2.1. L’activité antibactérienne vis-a-vis d’E.coli

Ces résultats montrent que sur le totale de huit souches, sept souches lactiques ont un
effet inhibiteur plus au moins important (un diametre varie de 10 mm a 30 mm) vis-a-vis
d’E. coli. Par contre la souche Lb 12al n'a pas pu inhiber la croissance de la bactérie
indicatrice. Lb 30 possede l'activité antibactérienne la plus importante avec une zone

d'inhibition de 30 mm, par contre la souche Lb 1 a montré un effet le plus faible (figure 10).
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Figure 10: Résultats obtenus par le test de spot a I'égard d’E. coli.

Les résultats trouvés dans notre étude sont en accord avec ceux obtenus par Cadirci et
al.,, 2005. Leur étude a révélé que les deux souches: Lactobacillus helveticus et
Lactobacillus plantarum possédent une activité inhibitrice contre E. coli avec un diametre
d'inhibition de 24.5 mm et 28 mm respectivement. Les travaux de Abedi et al., 2013 ont
montré que Lactobacillus delbrueckii a la capacité d'inhiber la croissance d' E. coli avec une
zone d'inhibition de 21,1 mm. D'autre part, les chercheurs Reuben et al., 2019 ont mis en
évidence un puissant pouvoir inhibiteur de Pediococcus acidilactici et de Lactobacillus
reuteri contre E. coli avec une zone d'inhibition de 20 mm. Selon Dib et al., 2012,
Lactobacillus plantarum avait une activité antibactérienne envers E. coli avec une zone

d’inhibition la plus large de 21 mm.
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D'autre part, nos résultats sont plus intéressants que ceux obtenus par Anes et al.,
2014, qui ont enregistré une zone de 14 mm lorsqu’ils ont étudié I'activité antibactérienne de
Lactobacillus plantarum contre E. coli et ceux trouvés par Dib et al., 2012 qui ont étudié
I'activité antibactérienne de Lactobacillus paracasei envers E. coli et qui ont enregistré une
zone plus réduite (12 mm).

2.2. L’activité antibactérienne vis-a-vis de Salmonella

Au total, les huit souches bactériennes ont présenté un effet antagoniste contre
Salmonella, cette interaction positive indique I'inhibition de la croissance de la souche testée,
et montre une activité antagoniste qui est traduite par I'apparition des zones d'inhibition.

La souche ayant l'activité la plus importante ¢’est la souche Lb 1 avec une zone d'inhibition de
35.5 mm de diametre. Les souches Lb 9, Lb 12al, Lb 15, Lb 22, Lb23, Lb30, Lb33, montrent
des activités inhibitrices convergentes, avec des zones d'inhibition allant de 19 mm a 27 mm
(figure 11).
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Figure 11: Résultats obtenus par le test de spot a I'égard de Salmonella.
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Nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par I'étude réalisée par Miyamoto et al.,
2000 sur l'activité antibactérienne des bactéries lactiques isolées du contenu cloacal du mucus
vaginal de poules Cette étude a montré un effet inhibiteur envers Salmonella enteritidis par
des souches de lactobacilles. Un diamétre de 12 mm est enregistré avec Lactobacillus
salivarius et 11 mm pour Lactobacillus acidophilus. Selon Dib et al., 2012, la croissance des
souches de Salmonella a été inhibée avec un halo d’inhibition de 20 mm de diamétre par
Lactobacillus casei, ce qui est en accord avec nos résultats, bien que Lactobacillus plantarum
a montré une faible activité antibactérienne contre Salmonella (14 mm). Une activité
antibactérienne des isolats naturels de lactobacilles contre Salmonella typhi suivant la
méthode de diffusion par puits d'agar a révélé une zone d'inhibition de 25.25 mm enregistrée

par Lactobacillus plantarum et 11.33 mm par Lactobacillus acidophilus (Halder et al., 2017)

L'étude de Reuben et al., 2019, a révélé un effet antagoniste vis-a-vis de S. Enteritidis des
souches probiotiques potentielles de bactéries lactiques provenant de tractus gastro-intestinal
de poulets de chair contre les bactéries pathogenes. Les résultats montrent une zone
d'inhibition de 17 mm obtenu par Pediococcus acidilactici et 14 mm par Lactobacillus
reuteri. L'interaction des isolats de Pediococcus acidilactici contre Salmonella typhimurium
est traduite par un halo d'inhibition de 20,41 mm (Salehizadeh et al., 2020).

2.3. L’activité antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus

Les résultats de l'interaction entre les bactéries lactiques et Staphylococcus spp.
montrent une activité antibactérienne importante avec un diametre de zone d'inhibition allant
de 18.5 mm a 29 mm. Les souches qui ont enregistré le large diameétre sont Lb 1 et Lb 12al
avec un diameétre de 29 mm. Par ailleurs Lb 23 a montré un diamétre le plus réduit avec une

mesure de 18.5 mm (figure 12).
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Figure 12: Résultats obtenus par le test de spot a I'égard de Staphylococcus spp.

Ces résultats montrent que toutes les souches lactiques ont un effet inhibiteur plus au
moins important (un diameétre varie de 15.33 mm a 29 mm) vis-a-vis de Staphylococcus
clinique. Les souches Lb 1, Lb 12al et Lb 15 possedent l'activité antibactérienne la plus
importante avec des zones d'inhibition de 26 mm, 29 mm et 27.5 mm respectivement, par
contre la souche Lb 23 a montré un effet plus faible avec un diameétre de 15.33 mm de
mesure.

34



Résultats et discussion

35

30 I

25 +—] 1
20 +— I

T
I J- Staphylococcus
15 +— I —  clinique

10 +— .

Diameétre des zones d'inhibitoin en mm

Lb1 LBS Lb12al Lb15 LB 22 Lb23 Lb30 Lb33
Souches lactiques

Figure 13: Résultats obtenus par le test de spot a I'égard de Staphylococcus clinique.

Les diameétres d'inhibition enregistrés par notre étude sont convergents a ceux obtenus
par Allouche et al.,, 2010, qui ont révélé [lactivité antimicrobienne des souches de
Lactobacillus thermophilus sélectionnées vis-a-vis de S. aureus avec un diametre d'inhibition
de 21.5 mm, et Zanzan et al., 2018 qui ont montré I'effet antagoniste des entérocoques
(E. faecium et E. faecalis) envers S. aureus, avec un halo d'inhibition de 20 mm a 30 mm de
diameétre. Karska-Wysocki et al., 2010 ont aussi trouvé que des melanges contenant
différents rations de souches lactiques (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei)
présentent une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, dont la zone d'inhibition
mesure environ 30 mm. En revanche, I'¢tude de Djadouni et Kihal, 2012 a révélé que
Lactobacillus sp et Leuconostoc sp ont un effet inhibiteur envers S. aureus, dont la zone
d'inhibition est de 14 mm. Selon Alebiosu et al., 2017, Lactobacillus fermentum présente
une zone d’inhibition de 11 mm vis-a-vis le Staphylococcus aureus, alors que le diamétre de

la zone d'inhibition a mesuré 13 mm pour Lactobacillus plantarum.

Parmi les quatre souches indicatrices étudiés, S. spp et Salmonella étaient les bactéries
les plus sensibles, les huit bactéries lactiques testés ont pu inhiber leur croissance. Par contre

E. coli et S. clinique étaient moins sensibles.
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2.4. Spectre d'action des bactéries lactiques

D'aprés l'analyse des résultats obtenus, on remarque que la bactérie lactique Lb 15 est
douée d'un large spectre d'action, traduit par des grands pelages d’antagonisme allant de
26.5 mm a 28.5 mm envers les quatre souches pathogénes. Sachant que Lb 15 présente
I'activité la plus importante contre S. spp. Cela indique que cette souche possede une activité
antibactérienne importante (figure 14).
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Figure 14: Spectre d'action de la souche Lb 15 envers les bactéries pathogénes.

La souche Lb 1 présente une zone d'inhibition de 35.5 mm a I'égard de Salmonella, par
ailleurs elle a enregistré un diametre le plus réduit (17 mm) envers E. coli.

Lb 9 a présenté des zones d'inhibition convergentes de 26.6 mm, 24.33 mm, 27 mm,
envers E. coli, Salmonella, S. spp respectivement. Par contre un diamétre de 17.5 mm est

enregistré envers S. cliniqgue comme étant le plus réduit.
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Lb 12al ne présente pas un effet inhibiteur contre E. coli, néanmoins elle présente des
larges pelages d'inhibition de 29 mm contre les staphylocoques, et de 27 mm envers

Salmonella.

La souche Lb 23, présente des zones d'inhibitions modérées, dont les diamétres sont de
26.3 mm et 24.5 mm envers E. coli et Salmonella respectivement, alors que les diamétres
contre les staphylocoques sont plus réduits (18.5 mm pour S. spp. et 15.3 mm pour

S. clinique).

L'interaction de Lb 30 contre les bactéries indicatrices presente des diametres
d'inhibition allant de 25 mm a 30 mm a I'égard de E. coli, Salmonella et S. spp.. Par ailleurs,

cette souche a enregistré un diametre moindre contre S. clinique (18 mm).

Pour Lb 33, l'activité antibactérienne la plus importante a été enregistree envers E. coli
avec un diametre de 27 mm. Pendant que elle a enregistré des pelages réduits et convergents
envers les autres bactéries pathogénes allant de 19 mm a 23 mm.

Parmi les bacteéries lactiques qu'on a testé, Lb 22 a présenté un spectre d'action contre
les quatre souches indicatrices, cependant les diametres d'inhibition enregistrés sont les plus
réduits par rapport aux autres bactéries lactiques, l'activité la plus elévé etait envers S. spp.
(25 mm), des daimétres de 19 mm, 20.5 mm et 21 mm ont été enregistré envers E. coli,

S. clinique et Salmonella respectivement (figure 15).
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Figure 15: Spectre d'action de la souche Lb 22 envers les bactéries pathogenes.

D'apres les résultats obtenus apreés l'interaction des isolats de bactéries lactiques testés
avec les bactéries a Gram négatif, E. coli, Salmonella et a Gram positif a savoir S. spp. et
S. clinique, on a déduit que les huit isolats ont montré des effets antagonistes contre tous les
micro-organismes indicateurs testés, a I'exception de Lb 12al qui n'a montrer aucun effet

inhibiteur envers E. coli. Cependant, les degrés d'antagonisme variaient entre eux.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Musicasang et al., 2009, leur
étude révele gque vingt souches lactiques ont un effet antagoniste contre les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif, notamment E. coli, Salmonella sp., et S. aureus. Labiou et al.,
2005, ont aussi trouvé les mémes résultats lorsque ils ont étudier l'activité de 20 souches
lactiques isolées a partir des biotopes différentes contres des microorganismes pathogenes
Gram positif et négatif. Par contre Anas et al., 2008, ont montré que les bactéries a Gram
positif (S. aureus), sont plus sensibles aux effet antagoniste des lactobacilles que les Gram
négatif (E. coli).
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L'effet antagoniste des bactéries lactiques est du a la production de nombreuses
molécules antibactériennes dont les plus étudiées sont les bactériocines, les acides organiques,

le peroxyde d’hydrogene, la reutérine et le diacétyle (Siedler et al., 2019).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont surtout actives sur les
pathogenes a Gram positif, elles agissent en formant des pores dans la membrane
cytoplasmique, ce qui entraine un déréglement de fonctions cellulaires (McAuliffe et al.,
2001 ; Gravesen et al., 2002). D'apres Allouche et al., 2010, [I'effet antagoniste de
Lactobacillus acidophilus contre Escherichia coli est du a une activité antimicrobienne, qui
est entierement détruite sous 1’action des enzymes protéolytiques, ceci suggere que la partie
biologiquement active de la bactériocine est de nature proteique (Allouche et al., 2010). Les
travaux de Najett, 2018, portent sur le criblage pour la production de substances
antagonistes qui a été réalisé dans des conditions excluant toute inhibition éventuelle qui
pourrait étre due a I’acidité ou a la production du peroxyde d’hydrogéne ou aux peptides
bioactifs ont conduit a conclure que la croissance de Salmonella sp. peut étre inhiber par les

bactériocines.

Toutefois et en basant sur des études récentes, Al Kassaa et al., 2015 déduiraient
que certains bactériocines produites par des bactéries lactiques appartenant aux genre
Lactobacillus et Enterococcus ont un spectre d'activité plus large incluant des bactéries a
Gram positif et a Gram négatif également. Les bactériocines produites par les bactéries
lactiques présentent plusieurs avantages, En effet, elles permettent aux bactéries lactiques
bactériocinogenes d'exercer un effet compétitif auprés des microorganismes dans les
écosystémes naturels. Elles peuvent étre utilisées comme alternatifs aux antibiotiques, ou

en association avec les antibiotiques naturels (Al Kassaa et al., 2015).

Selon Hassanzadazar et al., 2014, l'activité antibactérienne des bactéries lactiques
envers les bactéries a Gram négatif s'est avérée étre due a leur production d'acide organique,
et non de peroxyde dhydrogene ou de bactériocines. Alors que, Entérococcus spp. a la
capacite d'inhiber les bactéries par différents mecanismes tels que la production

d'entérotoxines (Zanzan et al., 2018).

Daprés Karska-Wysocki et al., 2010, I'optimisation de l'activité antibactérienne des
bactéries lactiques envers Staphylococcus aureus peut se faire par la combinaison des
différents isolats lactiques, ces isolats peuvent produire plusieurs composants antibactériens,
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qui sont absents lorsque chaque espéce a été cultivée séparément en monoculture pure. Les
données montrent que les cultures des bactéries lactiques ont produit les composés
antibacteriens réduisant le nombre de cellules de Staphylococcus aureus de plus de
5 log 10 UFC de population en 24 ha 37 °C (Karska-Wysocki et al., 2010).

Suivant Cleusix et al., 2007 ; Amara et Shibl, 2015 ; Mu et al., 2018 ; Mohammed
et al.,, 2020, la reutérine produite par Lactobacillus reuteri possede une activité
antibactérienne contre les bactéries a Gram positif a savoir Staphylococcus et les bactéries a

Gram négatif y compris Salmonella et E. coli.

L'étude de Lanciotti et al., 2003, a révélé que le diacétyle est capable d'empécher la
croissance d’E. coli et S. aureus. D'autre part, Tejero-Sarifiena et al., 2012 ont déduit que
I'inhibition de la croissance de Salmonella typhimirium, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, est due a la diminution du pH provoqué par la libération des acides organiques

produits par les bactéries lactiques.
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Conclusion

Les bactéries lactiques constituent une partie de la microflore naturelle de poulet. Elles
possedent un large éventail des propriétés bénéfiques dont la plus intéressante est leur
capacité de synthétiser des molécules antibactériennes telles que les bactériocines et les acides
organiques. Notre travail a été consacré donc a I’identification de huit souches lactiques,
isolées a partir de la matiere fécale de poulet de chair, a travers un examen microscopique,
macroscopique et biochimique ainsi que 1’étude de leur pouvoir antagoniste vis-a-vis des
microorganismes pathogénes de poulets de chair qui appartiennent aux espéces suivantes :

Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus spp, et Staphylococcus clinigue.

Les résultats obtenus montrent que les huit souches lactiques possédent une activité
inhibitrice envers les quatre especes indicatrices, Gram positif et Gram négatif. Les isolats
Lb 1 et Lb 30 ont présenté les zones d'inhibition les plus larges (30 mm) envers Salmonella et
E. coli respectivement. La souche Lb 15 est douée d'un large spectre d'action, traduit par des
diametres d'inhibition allant de 26.5 mm a 28.5 mm envers les quatre souches pathogenes.
Alors que Lb 22 a présenté un spectre d'action contre les quatre souches indicatrices,
néanmoins, les diametres d'inhibition enregistrés sont les plus réduits par rapport aux autres

bactéries lactiques.

En perspectives, ce travail peut étre approfondi par I'étude génomique des bactéries
lactiques productrices des molécules antibactériennes, ainsi l'identification et la purification
de ces substances antibactériennes et la détermination de leurs propriétés physicochimigues,
ce qui peut aboutir a leur optimisation, production et a leur utilisation comme des
succédanés des antibiotiques pour la prévention, voire le traitement de certaines maladies

infectieuses.
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Tableau VI: Caractéres morphologiques et physiologiques des genres présumés de bactéries
lactiques, T°C: température optimales d'isolement, type de fermentation, nombres des isolats.

Macromorphologie | Micromorphologie | Type de Température | Groupes

Fermentation | (nombre

(°C) )
d’isolats)
Colonies blanches, | Coccis, Homo
rondes ou diplocoques et  en | fermentaire
o R 42-48 Streptocoques
lenticulaires chainette
Colonies blanches, | Coccis, diplocoque | Homo
rondes ou et en chainette fermentaire 20 Lactocoques
lenticulaire
Colonies Coccis, ovales, en | Hétéro Leuconostocs
transparentes tres chainette fermentaire 30
petites, rondes
Colonies Lisses Coccis en tétrades | Homo Pediocoques
arrondies, grisatres Fermentaire 20
ou blanchatres
colonies Petites, Batonnets longs Homo Lactobacilles
blanches a centre enroulés ou fermentaire 45 thermophiles
) filamenteux isolés
marron et bombees R
ou en chainettes
colonies Petits Batonnets en | Homo Lactobacilles
) chainettes fermentaire mésophiles

Petites, blanches, 30

rondes ou

lenticulaires

+

hétéro

fermentaire




TableauV VI: Diametre des zones d'inhibition (en mm) obtenues par le test de spot a I'égard

des souches pathogénes.

E, coli Salmonella
Code
Ib Moy (mm) Ecartype Moy (mm) Ecartype
Lb1 17 1,41421356 35,5 0,70710678
LB9 26,6666667 1,15470054 24,3333333 0,57735027
12al - - 27 1,41421356
Lb 15 | 26,6666667 1,15470054 27,5 0,70710678
LB 22 19 1,41421356 21 1,41421356
Lb 23 | 26,3333333 1,52752523 24,5 0,70710678
Lb 30 30 0 25 1,41421356
Lb 33 27 1,41421356 19 1,41421356
Staphylococcus spp, Staphylococcus
clinique
Moy (mm) Ecartype Moy (mm) Ecartype
Lb 1 29 1 26 2,82842712
LB 9 27 1,41421356 17,5 2,12132034
12al 29 1,73205081 29 1
Lb 15 | 28,3333333 0,57735027 27,5 2,12132034
LB 22 25 1,41421356 20,5 1,52752523
Lb 23 18,5 0,70710678 15,3333333 1,15470054
Lb 30 28 0 18 2,82842712
Lb 33 23 1,41421356 20,6666667 1,15470054

|




Tableau VVII: La composition de la gélose nutritive et bouillon nutritif.

Composants Quantité (g/)
Peptone de viande 10
Extrait de viande 3
Extrait de levure 3
Chlorure de Sodium 5
Agar 18
pH final 7,2

NB:
v" Pour avoir la gélose nutritive, on ajoute 15 g/l d'agar .
v Pour avoir une gélose nutritive molle : on ajoute 7,5 g/l d'agar.

Tableau 1V: La composition de la gélose et bouillon MRS.

Composants Quantité (g/l)

Peptone de caséine 10
Extrait de viande 8
Extrait de levure 4
Glucose 20
Phosphate di-potassique 2
Di-ammonium citrate 2
Acétate de Sodium 5
Sulfate de Magnésium 0,2

Sulfate de Manganese 0.04

Tween 80 1ml

Agar 20

pH final 6,5
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Figure 16: Aspect macroscopique des bactéries pathogénes sur gélose appropriées.

(‘a. Salmonella sur Hektoen, b. E. coli sur EMB, c. S. clinique sur Chapman) .

Figure 17: Aspect des spots des isolats lactiques sur gélose MRS.
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Figure 18: Spectre d'action de la souche Lb 1 envers les bactéries pathogenes.
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Figure 19: Spectre d'action de la souche Lb 9 envers les bactéries pathogenes.
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Figure 20: Spectre d'action de la souche Lb 12al envers les bactéries pathogénes.
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Figure 21: Spectre d'action de la souche Lb 23 envers les bactéries pathogenes.
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Figure 22: Spectre d'action de la souche Lb 30 envers les bactéries pathogénes.
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Figure 22: Spectre d'action de la souche Lb 33 envers les bactéries pathogénes.



Résumé

Les bactéries lactiques sont considérées comme des habitants naturels de systéme
digestif de poulet et sont dotés d’une activité antibactérienne bactéricide et bactériostatique.
C’est dans ce contexte nous avons lancé une étude sur 1’activité antibactérienne de huit
bactéries lactiques contre quatre souches pathogenes de poulets de chair a savoir Salmonella,
Escherichia coli, Staphylococcus spp, Staphylococcus clinique. D'abord, nous avons réalisé
une identification des genres en se basant sur certains caracteres morphologiques et
biochimiques. Par la suite, nous avons réalisé un test de spots qui repose sur l'interaction
entre des souches lactiques et des souches indicatrices. Les résultats obtenus montre que les
huit souches étudiées possedent une activité inhibitrices vis —a-vis des quatre souches
pathogénes mais avec un effet plus ou moins déférents. Lb 1 et Lb 30 présente la plus
grande zone d'inhibition avec 30 mm de mesure envers Salmonella et E. coli respectivement.
Lb 15 posséde l'activité inhibitrice la plus importante, par ailleurs Lb 22 a I'effet antagoniste
le plus faible.

Mots clés: Souches lactiques, activité antibactérienne, bactéries pathogenes, zone d'inhibition.
Abstract

Lactic acid bacteria are considered natural inhabitants of the chicken digestive system
and have bactericidal and bacteriostatic antibacterial activity. In this context, we initiated a
study on the antibacterial activity of eight lactic acid bacteria against four pathogenic strains
of broilers, namely Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus spp, Clinical
Staphylococcus. First, we identified the genera on the basis of certain morphological and
biochemical characteristics. Then, we performed a spot test based on the interaction between
lactic strains and indicator strains. The results obtained show that the eight strains studied
have an inhibitory activity towards the four pathogenic strains but with a more or less
deferential effect. Lb 1 and Lb 30 present the greatest zone of inhibition with 30 mm of
measurement towards Salmonella and E. coli respectively. Lb 15 has the highest inhibitory
activity, on the other hand Lb 22 has the lowest antagonistic effect.

Key words: Lactic acid strains, antibacterial activity, pathogenic bacteria, inhibition zone.



