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Introduction

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene de bactéries bénéfiques
(lactobacillus, Enterococcus, streptococcus.....) (Lettat, 2011). Elles sont considérées
comme une flore intestinale normale d’Homme et d’animal et elles ont toujours montré un
effet bénéfique sur la santé en agissant sur I’équilibre de la flore intestinale (Midassirou et
al., 2012).

Ces microorganismes ubiquitaires sont susceptibles d'étre retrouvés dans tous types
d'habitat. Elles accompagnent I'activité humaine au quotidien, en temps que bactéries de la
flore commensale, de laflore intestinale ou de laflore alimentaire.

Les bactéries lactiques sont connues pour avoir diverses fonctions bénéfiques telles que
I'activité anti-tumorale, réduction du cholestérol sérique, stimulation du systeme immunitaire,
amélioration de la résistance contre les agents pathogenes et |a prévention de la diarrhée du
voyageur (Lee et al., 2008). L’un des effets favorables des bactéries lactiques c’est la
production de métabolites aux propriétés antimicrobiennes telles que les acides organiques, le
dioxyde de carbone et |e diacétyle. Elles jouent un important réle hygiénique en abaissant le
pH et en sécrétant une variété de composés inhibiteurs qui empéchent le développement de
bactéries indésirables (Cenatiempo et al., 1996; Zarour et al., 2013)

Ains de nombreux genres ont un grand intérét biotechnologique et sont largement utilisées
dans des procédes d’élaboration de produits alimentaires destinés a I’Homme ou I’animal
(Gérald et al., 2001).

A I’heure actuelle, les bactéries lactiques sont recherchées pour leurs qualités nutritionnelle
et thérapeutique dans des préparations appelées probiotiques. Ces derniers sont utilisés
comme alternative aux antibiotiques qui induisent chague année des échecs thérapeutiques
chez I’Homme et I’animal a cause de phénomene d’antibiorésistance qui s’accroit

rapidement.

Le présent travail a pour objectif I’étude de I’activité antibactérienne de certaines souches
de bactéries lactiques vis-a vis des souches pathogénes (Escherichia coli, Salmonella,
Enterococus feacalis , Staphylococus aureus et Enterobacter) . Ces souches ont éte isolées de

poulet de chair, purifiées et identifiées par des tests morphologiques.



Introduction

Ce travail comprend deux parties : une partie théorique qui résume des généralités sur les
bactéries lactiques et leur activité antibactérienne sera détaillée dans le 2°™ chapitre. La 2°™

partie se consacra aux tests réalisés et leurs résultats obtenus avec sa discussion.
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1. Historique des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sediments datant de 2,75 milliards
d’années bien avant I’apparition d’oxygene dans I’atmosphére, ce qui pourrait expliquer leur
caractere anaérobie. De plus, des études sur la phylogénie bactérienne mentionnent leur
apparition avant celle des cyanobactéries (Belyagoubi, 2014)

De nos jours les bactéries lactiques représentent le deuxieme plus grand marché de
production de biomasse, aprés les levures. Principalement utilisées dans I’industrie
alimentaire, pour la production et la fermentation des aliments et auss dans I’industrie
chimique pour la production d’acide lactique et bio polymeres et acquiérent, depuis quelque
années, un réle croissant en santé humaine et animale (Brahimi, 2015)

2. Définition et caractéristiques des bactérieslactiques

Les bactéries lactiques sont un grand groupe des micro-organismes non pathogenes de
catégorie alimentaire regroupant un ensemble d’especes hétérogenes (Labioui et EImoualdi,
2005). Ces bactéries sont mésophiles avec une croissance de 10 °C a 40 °C et un optimum
entre 25 et 35 °C, mais certaines sont capables de se développer a 5 °C ou 45 °C, elles
supportent des pH de 4 a 8 (exceptionnellement de pH 3.2 a 9.6), il s’agit d’un groupe de
bactéries a Gram-positif sous forme cocci ou batonnet (José L uis et al., 2006; Ratisbonne-
Zafimahova, 2009). Ces bactéries exigeantes ne possedent pas de cycle de Krebs, ni de
cytochromes, ni porphyrines (composants de la chaine respiratoire) ni catalase, ni nitrate-
réductase et leur croissance requiert des acides aminés, des bases azotées et des vitamines.
(Abid, 2015 ; Adeyemo et al., 2017).

Elles ont en commun la capacité de fermenter les sucres en acide lactique. Certaines
sont dites homofermentaires alors que d’autres sont dites hétérofermentaires (Helmut et
Jirgen, 2009).

Les principaux genres qui constituent le groupe des bactéries lactiques sont :
Lactobacillus, Carnobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus,
Leuconostoc et le genre Bifidobacterium est actuellement considéré comme un genre de
bactéries lactiques (Guetar ni, 2007).

Les bactéries lactiques sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches
ecologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux (plantes et fruits), les

muqueuses et tube digestif humain et animal (Drouault et Corthier, 2001).
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3. ldentification des bactéries lactiques
3.1. Caracteres morphologiques

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, immobiles, non sporulés et
hétérotrophes (Yann, 2003 ; HO, 2008). Elles forment un groupe hétérogene composé de
coques et de bacilles ou batonnets (figure 1) (Badis, 2005 ; Khalisanni, 2011)

L= P - .
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Figure 1: (a) la forme cocci, (b) la forme bacille des bactéries lactiques observé au
Microscope é ectronique a transmission (M akhloufi, 2011)

3.2. Caracteres physiologiques et biochimiques
Les bactéries lactiqgues sont chimiotropes et ont un meétabolisme fermentaire

strictement saccharolytiques, c’est a dire elles trouvent I'énergie nécessaire a partir d’une
réaction de I’oxydation des sucres (K halisanni, 2011; Meziani, 2011).
La conversion des sucres en acide lactique utilise deux voies:

- La voie homofermentaire ou glycolyse qui donne deux molécules de lactate par

mol écules de glucose (Figure 2).

- Lavoie hétérofermentaire ou voie des pentoses phosphates donnant un lactate, un acétate

et une molécule de CO> par molécule de glucose (Figur e 2) (Savadogo, 2004)
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Figure 02: Principales voies cataboliques du glucose chez les bactéries lactiques.

(Matamor os, 2008)

3.3. Caracteresimmunologiques

Les bactéries lactiques peuvent étre sensibles a leurs propres substances de défense comme la

bactériocine, elles se prémunissent al'aide d'une protéine qualifiée «dimmunité».

C’est une lipoprotéine d’immunité codée par le géne Lanl : Cette protéine s’attache a la

surface externe de la membrane et interagit avec la bactériocine afin d’empécher son

insertion dans la membrane et ainsi former des pores. La structure de ces protéines est tres

variable (Dortu, 2008; M ameche, 2008)
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4. Taxonomie et classification des bactérieslactiques

L’élaboration de la taxonomie est basée sur un large ensemble de criteres regroupant les
caractéristiques écologiques, phénotypiques, biochimiques et génétiques, le mode de
fermentation du glucose, la croissance a différentes températures, I’isomére de I’acide lactique

produit et lafermentation des différents hydrates de carbone (tableau 01) (Zergoug, 2017),

4.1. LegenreLactobacillus
Au sein des bactéries lactiques, les lactobacilles forment un ensemble trés disparate. Ce
sont des bactéries a gram positif communément trouvés dans divers milieux, elles peuvent se
présenter sous forme de batonnets longs et fins, ou trés courts, ou incurvés ou méme ovoides
(Figure 03) (Patrick, 2004).
La multiplicité des niches écologiques des lactobacilles se refléte dans la diversité et de
I’hétérogene phylogénie du genre. Le genre comprend plus d'une centaine d'especes
différentes (L ahtinen et al, 2012)

Les lactobacilles ont été utilises comme mesure préventive dans la lutte contre
I'intolérance au lactose et inhiber la croissance des micro-organismes pathogénes nuisibles a
I'aide d’une réduction du pH de l'intestin. Certaines souches sont capables de produire des
bactériocines et d'autres produits métaboliques comme le peroxyde d'hydrogéne (H205), le

dioxyde de carbone (CO2) et de diacetyl (Elfahri, 2012)

WV

el .
Figure(03: Lactobacillus plantarum observé par microscope éectronique a

transmission (Aznar 1 et Zufigal, 2011)
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4.2. Legenre Leuconostoc

Les leuconostoc sont des microorganismes procaryotes, meésophile, saprophytes,
asporul és, habituellement non mobiles, dépourvus d’oxydase et de catalase, a Gram positif.
Sont définis pour la 1%° fois par Vantieghem (1878), appartenant a la famille des
Leuconostocaceae, anaerobie facultatif avec une forme ovoide (figure 04), associées en
paires ou en chaines courtes, elles colonisent des écosystémes trés variés tel que les végétaux
et les animaux (Hannachi, 2008)

Leur température optimale de croissance se situe entre 25 °C et 30 °C. Les leuconostoc
sont caractérisées par un métabolisme hétérofermentaire, ils produisent de I’acide lactique, du
CO: et de I’éthanol (HO, 2008)

Figure 04 : Leuconostoc lactis observé microscope éectronique atransmission (x 10000).
(Bendimerad, 2013)

4.3. L e genre Streptococcus

Des microorganismes appartenant a la famille de Streptococcaceae, ils ont une forme
ovoide, sphérique ou quelque fois alongées en fuseaux en paires ou en chainettes de moins de
2um de diametre (figure 05). Ce sont des bactéries a Gram positif, catalase négative,
anaérobie facultative, sont toujours ou presgue immobiles ils se distinguent par leur capacité
de croitre a45°C.

Les streptocoques sont nutritionnellement fastidieux avec une demande de variabilité
nutritionnelle (Diallo 2010 ; Rabah, 2010)
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Figure 05 : Streptococcus thermophilus (Franck Le Guerhier, 2013)

4.4. L e genr e Enterococcus

Le genre Enterococcus appartient a la famille des Enterococcaceae, il comporte
actuellement 40 espéces. Ce sont des bactéries & Gram positif, aéro-anaérobies, généralement
catalase négative, non sporulées qui se présentent sous forme de coques isolés ou arrangés en
paires ou en chainettes (figure 06), homofermentaires, et cultivant avec un optimum
thermique de 35°C, apH 9,6

Les espéces E. faecalis, E. faecium et E. durans sont de médiocres agents acidifiants et

protéolytiques du lait, E. faecalis présentant les plus fortes activités.

Certaines souches d’Enterococcus faecium possédent un effet favorable sur la croissance
des animaux par compeétition avec les germes pathogenes (Fisher et Phillips, 2009; Silva et
al., 2012; Bendimerad, 2013; Isnard, 2017)

Figure 06 : Enterococcus Faecium

(https://www.indiamart.com/pr oddetail/enter ococcus-faecium-pr obiotics
8411604530.html)
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4.5. Legenre Lactococcus

Les lactocoques sont des cocci en paires ou en chaines, de longueur variable de 0,5 al

um de diamétre, a Gram positif (Lazreg, 2017). Ce sont des bactéries aéro-anaérobie

facultatifs, immobiles, mésophiles, homofermentaires, ne produisant que de I’acide lactique

L(+). Seul Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis produit le diacétyle. Leur

température optimale de croissance est proche de 30°C, capables de se développer a 10°C,

mais pas a45°C (figure 07).

En technologie laitiére, les lactocoques jouent un role d’agent acidifiant « bioconservateur »
(Tchamba, 2007).

Figure 07 : Morphologie en microscope é ectronique de Lactococcus

lactis subsp lactis x1000 (M enad, 2017)
Tableau 01 : Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristique
(Berguiga ; khemis, 2014)

Genre Morphologie | Fermentation Caractéristiques | Habitats
Lactobacillus | Bacilles Homofermentaire Thermophiles Homme, carnés
Héterofermentaires | Mésophiles Produits laitiers,
végetaux ....
Sreptococcus | Coques Homofermentaires | Thermophiles Produit laitiers
Mésophiles I’intestin de
Enterococcus | Coques Homofermentaires | croissance I’homme et des
as4s°C animaux, produit
Thermorésistante | laitiers.
Leuconostoc | Coques Héterofermentaires | Mésophiles Produit végétaux
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5. Intérétstechnologiques des bactéries lactiques
5.1. Activité acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par I’hydrolyse
de lactose gréce a la béta-gal actosidase pour produire le glucose et e galactose. Généralement
le glucose provenant de cette hydrolyse sera fermenté pour produire des composés acides, du
gaz carbonique ou de I’alcool. Cette production de composés acides va entrainer une baisse de
pH. Cette derniere peut induire des odeurs et des gouts particuliers. De plus, I’acidification
limite les risques de dével oppement de flore pathogene au cours de la croissance. (Dib, 2015 ;
Boullouf, 2016)

5.2. Activité protéolytique

Les bactéries lactiques possedent des protéinases et des peptidases nécessaires a la
dégradation des protéines du lait en peptides et acides aminés, ceux-ci peuvent alors étre
transformés en alcools et en acides, Cette activité protéolytique intervient de ce fait dans les
caractéristiques du produit final,

Technologiquement, I’activité protéolytique constitue un caractere trés important qui fait
des bactéries lactique les seuls agents microbiens d’affinage de la majorité des fromages
(Mahi, 2010), De nombreuses protéases sont synthétisées par les bactéries lactiques qui
peuvent étres des aminopeptidases, dipeptidases ou tripeptidases, situées au niveau de la
membrane plasmigue ou dans le cytoplasme (Bennama, 2012)

5.3. Activité aromatisant

La production de composés aromatiques est liée a I’activité microbienne, plusieurs
espéces de bactéries lactiques sont capables de synthétiser, a partir du citrate notamment,
divers composés tels que le diacétyle , I’acétoine , I’acétate , principaux COMPOSES
responsables de I’arome des produits laitiers fermentés.

Le diacétyle est le principal composé qui participe a I’arome de trés nombreux
produits laitiers qui est issu du métabolisme du citrate par différentes espéces de bactéries
lactiques.

D’autres travaux ont montrés la capacité de certaines bactéries lactiques a convertir les

acides aminés en mol écules aromatiques (Hammi, 2016 ; Belkheir, 2017).
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5.4. Activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre associées a de
nombreux éléments. Elles résultent de I‘effet combiné de différents facteurs biologiques
provenant de leurs activités métaboliques (Hadj Abderrahman, 2015)
Parmi ces substances qui ont un effet antibactérien :
- Les acides organiques : (acide lactique, acétique et propionique) exercent par leur nature la
diminution du pH qui a un important effet antimicrobien. En effet, I’acide acétique posséde
une forte activité antibactérienne et un large spectre d’inhibition vis-avis des bactéries, des
levures et des moisissures.
- Le dioxyde de carbone: joue aussi un double réle antimicrobien : par sa propre activité
antibactérienne et par la création de conditions d’anaérobiose.
- Le peroxyde d’hydrogene (H20z) : provoque parfois une auto inhibition des bactéries qui le
produisent mais aussi inhibe la croissance d’autres microorganismes qui se trouve dans le
milieu.
- Les bactériocines : sont des substances de nature protéique produites par certaines bactéries
lactiques, exercent une action antibactérienne contre des souches distinctes des souches
productrices et contre certains pathogenes, jouant ainsi un réle primordia dans la

bioconservation des aliments (Ammar et Irid, 2009).
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1. Phénomene d’antagonisme

Le phénomene d’antagonisme est considéré comme des interactions néfastes entre les
microorganismes, on parlera alors de phénomeéne d’inhibitions (Djidel, 2007 ; Tabak et
Bensoltane, 2012)

L'effet antagoniste des bactéries lactiques est principalement lié ala compétition pour les
sources nutritionnelles, cet effet se traduit par la production de différentes substances de bas
poids moléculaire tel que le diacétyle, dioxyde de Carbonne, le peroxyde d'hydrogene, des
bactériocines, etc....; et les différents acides organiques qui limitent la croissance de certains

germes pathogenes (K ermanshahi et Qamsari, 2015)

2. Production de métabolitesinhibiteurs

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre associées a de
nombreux éléments, elles résultent de I’effet combiné de différents facteurs biologiques
provenant de leurs activités métaboliques (Smaoui, 2010)

2.1. Production de peroxyde d’hydrogéene (H202)

Le peroxyde d’hydrogene est reconnu depuis longtemps comme un agent majeur de
I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques en particulier celles des lactobacilles. La
production de H2O> peut avoir lieu selon plusieurs modes, mettant en jeu des oxydases et
probablement une super oxyde-dismutase (M aizaini, 2001)

Il est prouvé que le H2O. peut s’accumuler et devenir inhibiteur pour quelques
microorganismes. Cette accumulation résulte d’un déséquilibre entre les moyens de synthese
et de dégradation. Le peroxyde d’hydrogéne peut aussi activer le systéme lactoperoxydase
avec la formation de I’hypothiocyanate et d’autres antimicrobien. L’ion hypothiocyanate est
un tres puissant antimicrobien qui agit aussi bien sur les bactéries Gram positive que sur les

bactéries Gram négative (M aghnia, 2011)

2.2. Dioxyde de carbone (COz2)

Le CO. est principalement formé pendant la fermentation des hexoses suivant la voie
hétérofermentaire. Le mécanisme précis de son action antimicrobienne est toujours inconnu.
Cependant, le CO> peut jouer un réle en créant une atmosphére anaérobique qui empéche les

décarboxylations enzymatiques et I'accumulation du CO» dans la bicouche lipidique de la
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membrane peut causer un disfonctionnement dans la perméabilité (Ouradi et arouche, 2007;
Leonard, 2013)
2.3. Diacétyle
Le diacétyle est un produit du métabolisme du citrate, ¢’est un inhibiteur actif contre

de nombreux microorganismes, bactéries ou moisissures. Son action inhibitrice est accrue en
milieux acides. Il est synthétise par différents genres de bactéries lactiques, les concentrations
nécessaires a I’obtention d’une inhibition sont de I’ordre de 100 ppm.

Le diacétyle inhibe la croissance bactérienne en interférant probablement avec les
mécanismes gouvernant I’utilisation de I’arginine (Baliarda, 2003 ; Dortu, 2008 ; Belarbi,
2011).

2.4. Bactériocine

Les bactéries lactiques produisent des bactériocines avec des spectres dinhibition
plutét larges (Gélvez et al., 2007)

Les bactériocines produites par ces bactéries sont communément appelées peptides
antimicrobiens qui présentent habituellement un degré élevé de spécificité sur la cible
(Woraprayote et al., 2016). Ce sont des peptides synthétisés par voie ribosomiale ou des
protéines de faible poids moléculaire, ayant une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries
proches de la souche productrice. Dans tous les cas, |a cellule productrice est immunisée vis-
avis de l’action de sa propre bactériocine (Dortu et Thonart, 2009). L’activité
antimicrobienne des bactériocines a un effet soit bactéricide, provoquant la mort de la bactérie
cible, soit bactériostatique inhibant la croissance bactérienne sur d'autres especes et genres.
Mais l'activité est généralement limitée aux autres Gram-positifs; les bactériocines les plus
étudiées sont celles produites par les bactéries lactiques connues pour leur réle dans la bonne
conservation des aiments.

La biosynthése des bactériocines implique le plus souvent des groupes de génes ou
clusters comportant une ou plusieurs unités de transcription. Il existe une appellation
génotypique spécifique pour chagque bactériocine, par exemple nis pour le cluster de genes
impliqué dans la biosynthese de la nisine et mrs pour celui impliqué dans la biosynthese de la
mersacidine (Corr, 2007 ; Makhloufi, 2011)

2.4.1. Classification des bactériocines
Les bactériocines produites par les bactéries |lactiques sont réparties en quatre classes sur

la base de leur poids moléculaire, thermostabilité, sensibilité enzymatique, présence d’acides
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aminés post-traductionnellement modifiés et mode d’action. Cela est proposé par
Klaenhammer (1993) (M adi, 2010).

» Classel : Leslantibiotiques
Peptides de taille inférieure a 5 kDa, stables a la chaleur et qui contiennent des acides
aminés inhabituels soufrés formés post-traductionnellement, comme la lanthionine, la (-

méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine.

» Classell : Lespeptides non modifié
Se sont des Peptides de taille inférieure & 10 kDa, thermostable, ne contenant pas

d’acides aminés modifiés.

» Classelll : Lesprotéinesde haut poids moléculaire
Protéines de taille supérieure a 30 kDa et thermolabiles. La structure et le mode
d’action de ces bactériocines différe completement des autres bactériocines produites par les
bactéries lactiques. Cette classe ne contient que quatre bactériocines : I’helveticine J produite
par Lactobacillus helveticus A, I’enterolysine A produite par Enterococcus faecium, la

zoocine A produite par Streptococcus milleri.

» ClasselV : Lespeptides cycliques
Les bactériocines de cette classe sont des peptides cycliques synthétisés par voie
ribosomale. Cette appellation est lié au fait que ces peptides sont modifié poste-
traductionnellement. Actuellement, peu de bactériocines ont été identifiées dans cette classe.
L’une des plus étudiées est I’entérocine AS-48 produite par Enterococcus faecalis. Cette
derniére est une bactériocine qui a une stabilité plutét élevée due a saforme cyclique.
(O’Sullivan et al., 2002; Dortu et Thonart, 2009; Dib, 2015)

2.4.2. Mécanisme d’action des bactériocines

Le mode d’action le plus connu et le plus répandu chez les bactériocines des bactéries
lactiques implique une action visant de barriere de la membrane (1 zquierdo, 2009).
L es bactériocines sont cationiques interagissent avec les molécules anioniques de la surface
delacdlule cible (Bastos et al., 2015), ils vont s’adsorber sur la membrane cytoplasmique et
la perméabiliser par formation des pores conduisant a la mort de cellule cible ains la
perméabilité membranaire provoquant un déséquilibre ionique et une fuite de phosphate
inorganique et d’autre part une perte de force proton motrice qui impligue la dissipation totale

de potentiel transmembranaire et de gradient de pH. Cette force proton motrice joue un role
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centrale dans la synthése ATP, le transport actif et la mobilité bactérienne (Hammi, 2016).
Ces bactériocines montrent une forte activité spécifique contre les bactéries a Gram-positif
dans les plages de concentrations nanomolaires (Yoneyama et al., 2009).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont généralement actives a
faible concentration contre des bactéries phylogénétiquement proches.

Les éudes portant sur des bactériocines sont toujours en cours afin de mieux

comprendre leur structure et leurs modes d’actions pour élargir leurs applications (makhloufi,
2011).
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Lieu detravail

Cetravail a été réalisée au laboratoire de microbiologie générale de la Faculté de Science de
la Nature et de la Vie, université Akli Mohand ou |hadj, Bouira, sous la direction et
l'orientation du Mme Ben baraT et Mr Chergui .A durant la période allant du mois de mars

au mois d’avril 2018.
1. Produits et matériels

Plusieurs produits et milieux de culture ont éé utilises au cours de cette étude
expérimentale, il s’agit des milieux et réactifs suivantes : (voir la composition des milieux de

culture annexe 1)

Tableau Il : Les produits chimique et milieux utilisé lors de cette expérience

Produit chimique Milieux de culture

-Agar 15 g/l (ingrédient).

-Chlorure d’hydrogéne (Hcl).
-Chlorure de sodium (sel) 100 g/l.
-Ethanol (C2HeO).

-Extrait de viande (ingrédient) 136 g/l.
-Fushine (colorant).

-Hydroxyde de sodium (MM 40 g/mole).
-I’eau oxygéné (H202).

-Lugol (I’eau iodée).

-Peptone 300 g/l.

-Violet de gentiane (colorant).

-Bouillon MRS (PH=6,7).
-Bouillon nutritif (PH=7,2).
-Géose MRS  (PH =6,7).
-Gélose nutritif (PH=7,2).

-Mannitol Mobilité.

Pour la réalisation des déférentes parties expérimentales, on s’est servi du matériel

indiqué et énuméré ci-dessous: (voire annexe 2)
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Tableau |11 : Liste de I’appareillage utilisé lors de I’expérimentation.
Appareille Marque
-Agitateurs Lab Tech( LMS003).
-Autoclave wiseclave (WAC-80).
-Bain marin Nuve (210.NB20).
-Balance OHAUS ( SE402F).
-Incubateur Lab Tech (LDO-08DN).
-Microscope optique OPTIKA.
-pH métre METTLER TOLEDO(SNR: B615331415).
-Réfrigérateur Maxi power (HR 345 w 01).

2. Origine des bactéries utilisées

> Bactérieslactiques

Les vingt sept (27) souches de bactéries lactiques ont été utilisées lors de cette étude dans

le but de sdlectionner celles qui ont une activité antibactérienne pour éventuel utilisation

comme probiotique pour le poulet de chair. Ains, ces souches ont été isolées a partir de la

matiere fécale de poulet de chair de différents &ges de certains poulaillers de Bouira.

Ces souches sont notées par des codes selon le tableau en dessous (T ableau 03)

Tableau I'V: L’origine et les codes des souches lactiques sélectionner et étudier

A8BL2, A8BL3, A8BLA.

Origine Code des souches bactériennes Lasérie
Al1BL1, A1BL2, A2BL1, A2BL2, A2BL3, A2BL4, | Série01

M atier e fécale A2BL5, A3BL1, A3BL3.
AS5BL1, ASBL2, ASBL3, ASBL4, A6BL1, A6BL2, Série 02

de poulet AGBL3, A6BL4, A7BLL.
du chair A4BL1, A4BL2, A4BL3, A4BL4, A4BL5, A8BL1,| Série03
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2.2. Les souches pathogénes

Les bactéries pathogénes utilistes dans cette étudesont: E.coli, Salmonella,
Staphylococcus aureus, Enterococcus feacals, Enterobacter. Ces souches sont connues par
leurs pouvoirs pathogenes pour I’Homme et I’animal. Ce sont des souches de référence de
I’institut Pasteur d’Alger (Tableau 04)

Tableau V : Les souches de référence et leurs provenances.

Souches deréférence Origine

Escherichia coli (ATTC 25923)

Salmonella (ATTC 43972)

Saphylococcus aureus (FRI 137) Institut pasteur d”Alger

Enterococcus feacalis (ATCC 49452)

Enterobacter (ATCC 49452)

» Revivification des souches

Les souches de bactéries lactiques ont été revivifiées par repiquage successif dans de
bouillon MRS et incubation a 37 ° C pendant 24 h. Par |la suite, ensemencée par des stries
dans des boites Pétri contenant la gélose MRS (pH 6,5). Les cultures sont incubées a une
période de 48 heures a 37°C. Ainsi, ces bactéries lactiques ont été identifiées par I’aspect des
colonies sur gélose MRS, la coloration de Gram et |aréaction de catal ase.

Pour les souches pathogenes, la revivification a été faite dans de bouillon nutritif puis une
incubation a 37°C pendant 24heures. Apres incubation, les cultures sont ensemencées dans
des boites Petrie contenant de la gélose nutritive et I’incubation se fait pendant 24 h & une
température de 37 ° C.

Ces souches pathogenes ont été identifiees par I’aspect des colonies sur gélose, coloration

de Gram et laréaction de catalase.

3. Identification des souches utilisées

L’identification des bactéries lactiques et des souches pathogenes est établie en se basant
sur I’étude de leurs caracteres morphologiques (examens macroscopique et microscopique) et
laréaction de catalase.
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3.1. Test macroscopique

Ce test se manifeste par I’observation a I’eil nu sur gélose adaptée pour chague
souche et noter la couleur; la taille et I’aspect des colonies (Bey, 2009). L’observation
macroscopique est faite aprés 24heures d’incubation a 37°C sur gélose MRS pour les
bactéries lactiques et gélose EMB pour E.coli, Chapman pour Saureus et Hektoen pour
Salmonella.

3.2. Test microscopique

L’aspect microscopique consiste a observer la forme, taille, le mode d’association et le
type de Gram des cellules aprés coloration de Gram. Cette derniere est une coloration
classique en microbiologie, elle permet de différencier sur la base de la composition de la
paroi cellulaire entre les bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif (Benbou, 2012).

La coloration est effectuée pour chaque colonie isolée et I’observation des cellules est

réalisée a Grossissement 100 en utilisant I’huile & émersion (Voir annexe 2).

3.3. Caracteresbiochimiques

Chez les bactéries douées d’un métabolisme oxydatif, le systeme respiratoire compte
parmi d’autres enzymes une catalase, celle-ci décompose I’eau oxygénée selon laréaction

Suivante:

Catdlase
2HOp  — 2H0+ 02
La méthode de recherche de la catalase consiste a mettre en contact une colonie de la
bactérie a tester en présence d’une goutte d’eau oxygénée. Un dégagement gazeux abondant
(d0 a un dégagement de dioxygene) sous forme de mousse traduit la décomposition de I’eau
oxygeénée sous I’action de I’enzyme a tester (Belyagoubi, 2014; K assas, 2017).

4. Miseen évidence de I’effet antagoniste

La recherche d’éventuelle production de substances inhibitrices par les bactéries isolées a
I’égard des souches pathogénes est réalisée par un test d’antagonisme direct qui est le test de
spots de Schillinger et Lucke (1989).
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4.1. Préparation de la culture de 18 h des souches lactiques

A partir d’une culture jeune sur des boites de gélose MRS, nous avons prélevé quelques
colonies avec |la pipette Pasteur que nous avons suspendues dans un tube a contenant 05
ml de bouillon MRS (pH 6.5), puis incubé a 37°C pendant 18 heures.
4.2. Préparation dela culture de 18h des souches pathogenes

A partir des boites de gélose nutritive contenant des colonies de souches pathogenes
jeunes (souches de référence), on prend deux colonies par boites avec la pipette Pasteur et on
la met dans un tube a contenant 05 ml de bouillon nutritif (pH 7) (chaque souche
pathogéne pour un tube de boillon nutritif en total 5 tubes plus un tube témoin), puis on
incube ces tubes a 37°C pendant 18 heures.
4.3. Réalisation du test de spot

Ce test d’antagonisme est réalisé dans le but de réveler la production ou non de produits

antibactériennes par les souches de bactéries lactiques; par contre pour connaitre la nature
exacte de la substance un autre test peut étre réalisé qui est le test des puits.

A partir des pré-cultures de souches lactiques sélectionnées obtenues aprés 18 heures
d’incubation a 37°C, 5 ul ont été ensemencées sous forme de spots sur gélose MRS sécher
devant bec bensun a moitié ouverte de fagcon a obtenir trois spots par boite de méme taille et
identiques. Ces boites sont laissées séchées prés de bec bensun pendant 30minute.
L’incubation se fait en anaérobiose &37°C durant 24 heures.

Apres incubation, les boites ont été ensuite recouvertes par 10 ml de gélose nutritive
molle (0.75% d’agar) inoculée par 1 ml d’une pré-culture de 18 h de chague souche
pathogene (E.coli, Salmonella, Saureus, E.fecalis, Enterobacter).

Apres 24 h d’incubation a 37°C des souches inhibitrices (souches lactiques) et
indicatrices (souches pathogenes), les boites ont é&é examinées en vue de détecter les zones
d’inhibition autour des spots et le diamétre de zone d’inhibition est mesuré.
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Figure 08 : Mise en évidence du pouvoir antibactérienne par la méthode directe.
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1. Résultats de I’identification
1.1. Résultats d’identification des souches lactiques

1.1.1. Etude morphologique

Les bactéries lactiques isolées sur leurs milieux spécifiques ont subi des observations

macroscopiques et microscopiques avec quel ques tests biochimiques pour confirmer le genre.

» L’aspect macroscopique des bactéries lactiques sur milieu solide
Les cultures obtenues sur les boites de Petri sont observées a |‘eeil nu pour caractériser la

forme, la taille, I“aspect ainsi que la couleur des colonies.

Ces colonies sont apparues de petite taille, de forme circulaire ou lenticulaire, avec une

couleur blanchatre et d‘un pourtour régulier ou irrégulier.

La figure 09 montre I’aspect macroscopique des colonies de bactéries lactiques cultivées
sur gélose MRS.

Figure 09: Aspect macroscopique de quel gue colonie de souches lactiques

isolées sur gélose MRS.
» Lesbactérieslactiques sur milieu liquide
La croissance des bactéries apparait sous forme de trouble homogene fumeux dans le

milieu MRS liquide, ce trouble est concentré au fon du tube a la recherche des conditions

anaérobiques de ces bactéries (Figur e 10)
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Figure 10 : Photo de trouble & gauche et tube témoin a droit des bactéries

lactiques dans Bouillon MRS
I dentification microscopique
Les 27 isolats ont été retenus pour réaliser une coloration de Gram. L’observation

microscopique a révélé que les colonies isolés et purifiés sont a Gram positif, apparai ssant
sous formes cocci avec différents modes d’associations (chainette, tétrades, diplocoque,....).

Lafigure (11) montre I’aspect microscopique aprés la coloration de Gram de souches de
bactéries lactiques (grossissement X100).

D’aprés la comparaison de nos résultats de ce test et celle de Wouters et al., 2002 les
résultats ont montrés que, parmi les cocci isolées, la mgorité appartenait au genres

Enterococcus sp et Lactococcus sp ainsi Pediococcus.

Figure 11: aspect et mode d’association de quelques souches lactiques apres coloration
de Gram, (a) forme cocci en amas et (b) forme diplocoque
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Réaction de catalase
Dans le test de catalase on a révélé I’absence de dégagement de gaz (O2) ce qui nos
confirme que ces isolats lactiques étaient catalase négatif. Les résultats pour ce test sont

montrés dans lafigure 12.

Figure 12: Résultats de test de la catalase pour identifier les bactéries lactiques

Les résultats biochimiques viennent confirmer I’appartenance de ces souches aux
bactéries lactiques. Les différents caractéres physiologiques et biochimiques de 27 souches
de bactéries lactiques testées sont réunis dans | e tableau suivant.

Tableau VI : Résultats de I’étude morphologique et biochimique des souches de bactéries
lactiques.

Souches Gram Forme Catalase
A1BL1 + Cocci -
A1BL2 + Cocci -
A2BL2 + Cocci -
A2BL1 + Cocci -
A2BL3 + Cocci -
A2BL4 + Cocci -
A2BL5 + Cocci -
A3BL1 + Cocci -
A3BL3 + Cocci -
A5BL1 + Cocci -
A5BL2 + Cocci -
A5BL3 + Cocci -
A5BL4 + Cocci -
A6BL4 + Cocci -
A7BL1 + Cocci -
A6BL1 + Cocci -
A6BL2 + Cocci -
A6BL3 + Cocci -
A4BL1 + Cocci -
A4BL2 + Cocci -
A8BL2 + Cocci -
A8BL4 + Cocci -

23



Chapitre II Résultats et discussion

A8BL1 + Cocci -
A4BL3 + Cocci -
A4BL4 + Cocci -
A8BL3 + Cocci -
A4BLS + Cocci -

1.2. Résultats d’identification des souches pathogenes

1.2.1.Enterococcus faecalis

Les colonies sur gélose nutritive blanches, lisses et sphériques (figure 13). La coloration
de Gram montre des cellules roses donc a Gram-positif, ovales, disposées en paires ou en
chaines courtes (figur e 14)

Figure 13: colonies d’E. feacalissur GN Figure 14: coloration de Gram d’E.feacalis

Observé par Microscope optique GX 100
1.2.2. Escherichia coli

Une bactérie du genre Escherichia est un bacille a coloration de Gram négative, aérobie-
anaérobie facultatif, possedant une nitrate réductase et une catalase, dépourvue d’oxydase et
non halophile. E.coli est une bactérie mobile avec une structure flagellaire péritriche et non-
sporulée. Elle est capable de fermenter le lactose et de produire de I’indole et posséde
différentes enzymes telles que la lysine décarboxylase, I’ornithine décarboxylase (Baliere,
2016)
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Figure 15: Colonies d’E.coli sur EMB. Figure 16 : E.coli observé sous microscope
optique GX 100.

L’observation macroscopique sur gélose EMB montre des colonies vertes a éclat métallique
ce qui indique que ce sont des souches d’E.coli (figure 15)
L’observation microscopique indique la présence des cellules rose, sous forme béatonnet et
dispersees (figure 16)
1.2.3. Staphylococcus aureus

S aureus est une bactérie de type cocci a Gram positif, non capsulée, tres résistante dans
le milieu extérieur et peu exigeante en culture. La plupart des souches de S. aureus éaborent
un pigment qui donne une couleur jaune-orangé aux colonies, d’ou le nom de staphylocoque
doré (Davido, 2010).

Les résultats d’identification macroscopique sur gélose Chapman montre des petites
colonies dorées (figure 17) et la coloration de Gram, les staphylocoques apparaissent sous
forme de cocci a Gram positif en amas (figur e 18)

Figure 17 : Coloniesde S. aureus Chapman Figure 18: S. aureus observée sous microscope
1.2.4. Salmonella

Salmonella est une entérobactérie de la famille d’Enterobacteriaceae. Ses sont des bacilles
de 2 a 3 mm de long Gram négatif non sporulant (figurel9; 20). Ce sont des bactéries
mésophiles, peu exigeantes d’un point de vue nutritionnel. Leur développement est optimal
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pour des températures proches de la température corporelle des animaux a sang chaud, 35 a
37°C, et un pH de 6,5 a 7,5, font des bactéries extrémement résistantes aux conditions

environnementales méme difficiles (congéation) et ce qui expliquent leur caractere ubiquiste.

Figure 19 :Colonies de salmonella sur Hektoen Figure 20: Coloration de Gram de salmonella
1.2.5.Enterobacter

Les especes du genre d’Enterobacter sont des bacilles droits a Gram négatif, ils se
présentent de maniéere isolée, groupée, ou en courtes chainettes ; mobiles par des flagelles
péritriches et ils sont asporogénes comme toutes les entérobactéries. Elles se développent en
aéro-anaérobiose aux températures mésophiles d'incubation (de 30°C a 37°C) et forment aprés
18 a 24 heures des colonies rondes, de 2 a 3 mm de diametre, |égérement irisées ou mates,

seches ou mucoides et avec des contours irréguliers (Khennouchi, 2015).

La coloration de Gram montre des bacilles a couleur rose ce qui signifie que ce sont des

~wr m——

-

bactéries a Gram négatif (figure 22).

Figure 21: Aspect d’Enterobacter sur GN  Figure 22 : Observation des Enterobacter
Sous Microscope optique GX100
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2. Activité antibactérienne

L’évaluation du pouvoir antagoniste de 27 isolats lactiques a éé étudié vis-avis quatre
souches cibles, indicatrices, a savoir Saphylococcus aureus (FRI 137), Enterococus
feacaliS]ATCC 49452) , Escherichia coli (ATCC 25922), salmonella (ATTC 43972) et
Enterobacter (ATCC 4952) par la méthode directe (méthode de spot).

L’inhibition se traduit par la formation d’une zone claire autour des souches lactiques
déposeées (spot) avec des bordures bien distincte.

Les résultats des interactions ont montré que toutes les souches isolées possedent un effet
inhibiteur contre les cing (5) souches pathogenes utilisées mais avec un effet plus ou moins
déférents.

Les diameétres des zones d’inhibition (Zi) apparaissant autour de ces spots ont été mesurés
ainsi leur moyennes et écart-types ont été calculé.

2.1. L’ Activité antibactérienne vis-avis Saphylococcus aureus
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Figure 23: Interaction entre les souches lactiques et Saphylococcus aureus
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D’apreés les résultats de test d’antagonisme on observe gue toutes les souches |actiques ont

une activité antibactérienne important envers Staphylococcus aureus, dont I’intervalle des
diamétres des zones d’inhibition entre 25 et 45 mm.
On remarque gue les dix souches lactiques suivantes (A7BL1, A4BL4, AB8BLS3, A8BL2,
A4BL5, A4BL2, A4BL1, A5BL4, A5BL1, A6BL4) montrent I’activité la plus importante
avec un diamétre des zones d’inhibition se situe entre 40 et 45 mm. Ainsi, la souche A4BL4
montre I’ activité la plus marquante de 45.33mm.

Les souches lactiques testées sont active vis-avis de cette souche pathogéne S. aureus qui
est une bactérie a Gram positif et qui peut survivre pendant une longue période sur tout type
de surface et tous type d’habitat. Les mains sont probablement le vecteur principa de

transmission du S. aureus (Davido, 2010).

Elle peut causer de nombreuses maladies chez I’Homme: infections de la peau et des tissus
mous, endocardites, infection du systéme nerveux central, infections pulmonaires, muscles et

sguel ette, tractus génito-urinaire (Robert, 2013).

Nos résultats sont tres intéressants par rapport a celles trouvé par Benmammar (2017)
qui a trouvé des zones d’inhibition entre 12 et 16 mm de diametre.

En revanche, Heikkila et al., (2003) ont trouvé un effet antagoniste des bactéries isolé a
partir de lait maternel plus faible dont les diamétre des zones d’inhibition entre 1 et 2 mm. De
méme, Belhamra (2017) a trouvé que Saphylococcus aureus est la plus sensible a I’action
des bactéries lactiques avec un diamétre varient entre 30,5 a43,5mm.

Ces inhibitions peuvent étre dues a une variété des substances inhibitrices produites par les
bactéries lactiques.

D’aprés Leonard(2013), I’effet bactéricide des souches lactiques peut étre attribué a
divers facteurs comme la compétition nutritionnelle et pour I'espace ainsi la production d’un
ensemble de métabolites possédant des propriétés antimicrobiennes. Ces métabolites sont des
acides organiques (principalement I’acide lactique), le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de
carbone, le diacétyle lareutérine et les bactériocines.

Le métabolite antibactérien que produisent tout les bactéries lactiques est I’acide lactiques
ce métabolites modifie le pH de milieu et peut avoir une influence sur les bactéries
pathogénestel que Staphylococus aureus.

Selon Jagoda suskovi et al., (2010), I’acide lactique provoque une détérioration par
acidification, ainsi son effet inhibiteur dues principalement a sa forme, qui diffuse atraversla
membrane cellulaire vers le cytosol et le rendre plus acaline et interfére avec les fonctions
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métaboliques essentielles. L’effet toxique de I'acide lactique comprend la réduction de pH
intracellulaire et dissipation du potentiel membranaire.

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

Les résultats d’inhibition de Staphylococus aureus sont illustrés dans la figure ci-dessous

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

2.2. L’activité antibactériennes vis -a-vis Enterococcus féacalis
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Figure 25 : L’interaction des souches lactiques avec Enterococcus feacalis
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D’apres les résultats de la mesure des diametres des zones d’inhibition, on remarqué que
les souches lactiques sont actives vis-avis Enterococcus feacalis, dont on a observé que
15souches lactiques (A4BL4, A4BL1, A4BL5, A4BL2, A8BL1, A8BL3, ASBL2, A6BL4,
A6BL3, A1BL2, A2BL1, A2BL4, A2BL5, A3BL1, A3BL3) possedent une grande activité
inhibitrice & I’égard de la souche Enterococcus feacalisavec un diamétre des zones
d’inhibition se situe entre & 25 et 31mm avec une meilleure activité démontré par la A4BL4
qui a donné 31mm de diameétre de zone d’inhibition.

Enterococcus feacalis est un organisme commensal humain connu comme agent pathogéne
opportunistes chez les patients immunodéprimés et pas pathogene pour les humains en bonne
santé (Elmar ghani , 2013).

L’infection par cette bactérie se fait suite & une altération du microbiote intestinal induite
par les antibiotiques. Il profitant du systéme immunitaire modifié de I'h6te et provoque une
infection nosocomiale. Son mode de vie pathogene favorisé par I'expression de facteurs de
virulence qui est une proténe riche en leucine entérocoque A (EIrA), elle est capable
d'empécher la détection et la migration des macrophages vers E. faecalis (Nunez et al.,2018).

Les travaux de Taale et al., (2016) ont montré que les bactériocines produites par les
bactéries Gram positif sont les plus nombreuses et les plus diversifiées. Elles ne sont pas
actives sur la souche productrice mais sur des souches phylogénétiquement proches.

En revanche, les travaux de Labioui (2005), montre que les diamétres de zones
d’inhibition générés par les souches lactiques sur les bactéries a Gram positif due
probablement a la sécrétion des métabolites protéique de type bactériocine car les Gram
positif sont généralement plus sensible a I’effet des bactériocines des bactéries lactiques.

h i

Figure 26 : les zones d’inhibition de quelques souches lactiques envers
Enterococus feacalis
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2.3. L’activité antibactérienne vis-a-vis Enterobacter

B Enterobacter

45

Moyenne des zones d'inhibition

L es souches lactiques

Figure 27: I’effet antagoniste des bactéries lactiques envers Enter obacter

L’analyse de I’histogramme et la comparaison entre les zones d’inhibition produites par
les différentes souches lactiques indiquent que la souche d’Enterobacter est inhibée les
souches lactiques étudiées. Cependant, les souches (A4BL1, A4BL5, A1BL1, A2BL2) sont
avérées les plus antagonistes a I’égard de cette souche cible avec des diamétres de zone
d’inhibition dans I’intervalle de 29.6 a 36 mm. La souche A1BL1 est considérée la plus
active avec 36mm de diamétre.

Les bactéries de ce genre sont des bactéries retrouvées dans I'environnement et dans le tube
digestif de I'nomme et des animaux. Elles sont responsables essentiellement dinfections
nosocomiales surtout chez les patients présentant une immunodépression: infection urinaire,
pneumopathie, bactériémies, le plus souvent associées a des infections sur cathéters et des
infections chirurgicales. Elles deviennent actuellement des pathogénes majeurs dans cette
situation (Belabbes, 2009).
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Les propriétés inhibitrices des bactéries lactiques liées a différents mécanismes comme la
compétition nutritionnelle et la production de métabolites qu’elles produisent naturellement
lors de lafermentation (M echai, 2009).

Ainsi, les bactéries lactigues sont dépourvues de catalase intervenant dans la
décomposition du peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene. selon Belabbes,(2009),
I’accumulation de I'H202 qui se produit inhibe certains microorganisme.

De plus, Selon Gaamouche et al.,(2014), I’inhibition de ce type de bactéries pouvant
probablement étre due au pouvoir acidifiant élevé des bactéries lactiques ainsi la production
d’autre type des acides organiques qui vont diffuser vers le cytoplasme et modifier son pH

donc lamort delacellule cible.

Figure 28 : Les zones d’inhibition de quelques souches lactique envers Enterobacter.

2.4. L’activité antibactérienne vis-a-vis Salmonella

= Salmonella
60

Diamétre des zones d'inhibition (mm)

Figure 29 : L’effet antagoniste des bactéries lactiques envers Salmonella
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Concernant Salmonella, les diametres des zones dinhibition varient entre 25 et 46 mm
pour la majorité des souches, on a enregistré un diametre le plus important par la souche

A5BL1 avec une zone d’inhibition de 46,33mm de diamétre.

La transmission de Salmonella se fait majoritairement par la voie oro-fécae aprées
ingestion d’aliments contamines. Une fois ingérées, les salmonelles vont gagner I’intestin, la
colonisation intestinale par Salmonella intervient majoritairement au niveau de I’ileum
(Boukoucha, 2014).

Le mécanisme d’action des probiotiques concerne I’inhibition de la croissance des
bactéries pathogenes grace a des composés antimicrobiens. Tels que la diminution du pH qui
provoqgue la perméabilisassions de la membrane externe des bactéries Gram-négatif facilitant
ainsi la pénétration d’autres substances antimicrobiennes telles que les bactériocines (Bey,
2009)

D’aprés Dib et al., (2012), la croissance des samonelles est inhibée avec une zone
d’inhibition de 20 mm de diamétre. Leur activité reste toutefois supérieure a celle des
probiotiques lactiques commerciaux comme L. acidophilus et L. rhamnosus qui ont montré
un diameétre d’inhibition de 11 et de 8 mm respectivement.

Les souches de Salmonella sont des especes qui peuvent induire des dommages en termes
de santé humaine et animal. Cette souche peut provoquer la maladie de salmonellose des les
volailles et induit des pertes économiques importante. Ainsi, ces souches lactiques qui ont
inhibées cette espéce peuvent étre utilisées comme additif alimentaire (probiotique) pour les
volailles et plus exactement au poulet de chair et par cela éviter I’utilisation des antibiotiques

en aviculture qui sont a I’origine d’augmentation de phénomeéne de la résistance.

Figure 30 : Les zones d’inhibition de quel ques souches lactiques envers Salmonella
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2.5. L’activité antibactérienne vis-a-vis Escherichia coli
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Figure 31 : L’effet antagoniste des bactéries lactiques envers Escherichia coli

La figure 31 indique que les diamétres des zones d'inhibition sont importants pour la
majorité des souches dont on remarque un diamétre plus élevé pour ces deux souches
ABBL3, ASBL4, del’ordre de 47.6 et 46.6 mm respectivement.

E.coli est une bactérie pathogéne qui se distingue des souches commensales par
I’acquisition de propriétés de virulence a I’égard de I’héte. Ces propriétés de virulence leur
permettent d’affranchir les mécanismes de défense de I’héte afin de s’établir dans de
nouvelles niches écologiques et d’exprimer leur pathogénicité. Selon les facteurs de virulence
acquis et leur tropisme tissulaire, ces souches pathogenes peuvent étre a I’origine d’infection
du tractus digestif, de I’arbre respiratoire et du tractus urinaire, mais également de méningites
et de septicémies (Sylvie Miquel, 2012). Chez I’animal, cette espéce provoque la maladie de

collibacilose qui a des effets néfastes sur I’élevage et I’aviculture précisament.

Nos résultats sont plus important par rapport a ceux de Savadogo et al., (2004), ou ils
ont reportés un diametre pour E. coli de I’ordre de 20 mm.
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Ainsi, important acellede Azhar et al., (2015), qui a trouveé des zones d’inhibition plus
réduit 0.81 a 2.5 par I’isolement de 128 souches lactiques a partir de centaines d'échantillons
de saucisses collectés dans différents supermarchés.

Ram Kumar Pundir et al., (2013) ont signalé que la souche d’Escherichia coli est
sensible & toutes les souches lactiques isolées a partir d'échantillons alimentaires dont le
diamétre est égale a 30mm.

On peut dire que I'activité antagoniste trouvé pet étre attribué a la production de substances
antimicrobiennes ou des métabolites tels que les acides organiques, |e peroxyde d'hydrogene,
éthanol, diacétyle, acétaldéhyde, acétoine, dioxyde de carbone, la reutérine, la reutéricycline
et les bactériocines (Parisa Shokryazdan et al., 2014)

Huiying et al., (2011), trouve que I’effet antimicrobien des bactéries lactiques envers
Escherichia coli est di aux deux types d’isomeres d’acide lactique (Acide D-lactique et acide

L-lactique).

Figure 32 : zones d’inhibition de quelques souches lactiques envers
Escherichia coli

3. Evaluation de I’activité antibactérienne envers les Gram-négatif et Gram Positif
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Gram positif —— —
Gram négatif

Les zones d'inhibition
w
o
o
|
II
|
|
|
|
|
1
[ .
[
|
|
| '
|' |
[
|
[
|
s

Les souches lactiques

Figure 33 : L’effet antagoniste des souches lactiques envers les Gram positif et Gram négatif.
L’ensemble des souches ne présentent pas le méme spectre d’action vis-avis des
bactéries pathogenes. Dont |les souches pathogénes a Gram négatifs sont les plus sensibles a

I’effet bactéricide des bactéries lactiques que les Gram positif.

Cet activité antimicrobienne ne se concorde pas avec les travaux des autres chercheurs
dont Dubois (1982); Hadef (2012) ; EImoualdi (2007) qui ont trouvé que le spectre d’action
des bactéries lactiques isol ée de déférents biotopes est plus important envers les Grams positif
gue les Grams négatif.

En regle générale, I’effet antibactérien des souches lactiques probablement due ala
sécrétion de bactériocines qui ne sont pas parfois actives contre les bactéries a Gram négatif.
Ceci est du a la différence dans la composition de I'enveloppe cellulaire des bactéries Gram
positives et Gram négatives. Toutefois, certaines études ont suggéré qu'un changement des
propriétés de perméabilité de la membrane externe suite a certaines conditions de stress
rendrait les Gram négatives sensibles aux bactériocines (Souid, 2013).

D’autre part, Patricia Castellano et al., 2017 ont montré que les bactériocines
peuvent avoir une plus grande possibilité de cibler des souches pathogenes a Gram négatif si
la membrane externe a été destabilisée par la présence d'un autre obstacle. Tels que des
traitements doux utilisant des acides organiques, des agents chélatants et des huiles

essentielles.
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Conclusion

Les bactéries lactiques ont un intérét primordial dans I’alimentation, il ya au moins
guatre milles ans que I’homme sert de ces bactéries. Elles jouent un réle important dans
I’entretien et I’amélioration de la santé de I’homme. De nombreuses bactéries lactiques a
activité antimicrobienne ont été mises en évidence en exploitant les potentialités inhibitrices
naturelles par des tests d’interaction entre les bactéries pathogénes et les isolats de bactéries

lactiques.

Le présent travail a été consacré a I’identification des souches lactiques isolées de
matiere fécale de poulet de chair par I’observation de ces souches par culture sur milieu
liquide et solide. Ainsi, les isolats ont été soumis a déférents tests biochimiques et
microbiologiques. Par la suite, testé le pouvoir antagoniste de ces souches lactique envers les
microorganismes pathogenes qui sont impliqués dans les toxi-infections ou les intoxications
alimentaires appartiennent aux espéces suivantes : Saphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella, Enterococcus feacalis et Entrobacter.

L activité antibactérienne a été réalisée sur vingt sept souches lactiques vis-avis de cing
souches pathogéenes par la méthode directe (test de spot).
Nous avons constaté que toutes les souches lactiques ont la capacité d’inhiber tout type de
bactéries pathogénes quelque soit le type de Gram positif ou négatif. Mais cette activité est
plus importante sur les Gram négatif que sur les Gram positif.

Cependant, I’identification microscopique de nos souches lactiques a révélé qu’elle sont
toutes a Gram positif de type cocci et avec déférents mode d’association (tétrade, amas,
diplocoque)

Cette étude peut étre poursuivie par I’identification moléculaire des souches lactiques,
élargir le spectre d’activité contre d’autres souches pathogénes, connaitre la nature exacte de
la substance inhibitrice, testé in vivo I’effet de ces souches et fabriquer un additif alimentaire
a base de ces souches lactiques pour une éventuelle utilisation dans I’alimentation des

animaux.
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Annexes

ANNEXE 1: composition des milieux de culture:

Bouillon nutritive 20 g/l

Ingrédients masse
Peptone 10g
Extrait de viande 58
Chlorure de sodium 5g
L’eau distillé 11

PH=7.2, Autoclavage 1 heure a121°C, apression 200 kpa.

Gélose nutritive molle

Ingrédients masse
Peptone 10g
Extrait de viande 5g
Chlorure de sodium 5g
Agar 75¢g
L’eaudistillée 11

Autoclavage 1 heure a121°C, et apression 200 kpa.

Géose nutritive

Ingrédients masse
Peptone 10g
Extrait de viande 5g
Chlorure de sodium 5g
Agar 15¢g
L’eau distillée 11

PH=7.5+0.2, Autoclavage 1 heure a121°C.




Gédose MRS 629/ 1l

Ingrédient masse
-Peptone 10g
- Extrait de viande 10g
- Extrait de Levure 5g
-Glucose 20g
-Phosphate dipotassique 2g
-Acétate de sodium 5g
-Tween 80 (polysorbate 80) 1g
-Citrate d’ammonium 2g
-Sulfate de magnésium 0.2g
-Sulfate de manganeése 0.1g
- Agar 15¢

PH 6,5+ 0,2. Autoclavage a 120°C
Bouillon MRS

27.5 g dans 500 ml

PH=6.5+0.2, Autoclavage 1 heure a121°C.




ANNEXE 2: photosde matériels utilisés




ANNEXE 3: 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 I’alcool pendant 30 secondes ;

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

- Sécher la lame et mettre une goutte d’huile a immersion puis passer a I’observation

microscopique au grossissement X100.



ANNEXE 4 : les souches des bactéries lactiques




ANNEXE 05 : Activité antimicrobienne des bactéries |actiques

étudiées évaluée vis-a-vis de différentes souches pathogenes.

Souche

Al1BL1
Al1BL2
A2BL1
A2BL2
A2BL3
A2BLA4
A2BL5
A3BL1
A3BL3
A5BL1
A5BL2
A5BL3
A5SBL4
A6BL4
A7BL1
A6BL1
A6BL2
AGBL3
A4BL1
A4BL?2
A8BL2
A8BL4
A8BL1
A4BL3

A4BLA4
A8BL3
A4BL5

S.aureus

23.8+6.2
25.1+85
29.3+3.0
26.6+5.7
295+7.8
295+7.8
26.3+7.0
30.3+9.4
27.1 5.7
40.0+ 8.0
353+ 0.5
340+ 3.6
426+ 5.5
403+ 0.5
45.0+ 5.0
290+ 2.6
326+ 2.5
33.0+ 2.6
41 ,6+20
440+ 52
443+ 8,2
37,3+ 7,5
20,6 +4,04
353+ 4,7

453+ 4,1
45,0+ 3,6
430+ 34

ANNEXE 6: Résultats de coloration de Gram

Salmonella

33 +6.0
28.6+6.3
30.6+ 7.3
31.3+12.6
33.6+7.7
34.6+10
28.3+9.2
26.0+54
25.3+54
46.3+7.0
416+ 2.0
46.0+ 4.0
40.3+ 3.5
41.0+£5.5
410+ 5.5
38.6+15
346+ 15
386+4.1
45,0+ 4,3
40,0+ 1,0
423+15
30,0+ 2,0
286+2

176+25

41,3+ 3,2
42,6 £ 4,6
43,0+ 6,5

Les zones d’inhibition en mm

E.coli

37.7 + 4.

38.3 +6.5
37.3 £6.4
290 7.9
316 £7.6
28.6 +8.0
36.0 £4.0
41.0 +6.5
35.6 £6.0
44.3 +2.0
406 £ 1.1
40 +45
46.6 = 3.0
37.3 +3.0
33,0 £2,0
446 +4.1
443 £ 2.0
476 +25
40,0 £ 5

393+ 94
370+72
293+ 2,0
113 +15
133 £41

380 2,6
40,0 +3,6
40,6 +9,8

Feacalis

23,3+3,05
250+1,0
24,1 +3,6
28,3+1,5
21,0455
28,3+3,51
28,3+2,08
25,6+2,08
26 +4,0
23 £ 1

29,0
25
28

24,6
23,3
27

236 +15

+ + + + + 1+

w

31,0 +6,5
28,0+ 1
250 £2,6

Enterobacter

30 *1
28.6 +0.57
26 +1
22.3+1.52
29.3 0.57
25 +1
29.6+ 0.57
29 +1
30.3 +£0.57
22 +1
24.3 +2.08
246+15
236+ 15
29.3 *1.5
293 1.1
22.3 +2.08
253 £ 15
293 + 15
36 4
30.3+25
296+ 15
21 + 2
28 * 26
266+ 15

I+ I+ |

293+ 25
296+ 28
29 + 52



ANNEXE 7 : Photo des zones d’inhibition

Salmonelle, Esherichia coli, Staphilococcus aureus



Enterobacter



Enterococcus Feacadlis




Résumé

Notre étude a été consacrée dans un premier temps a I’identification des genres de
bactéries lactiques utilisées en se basant sur certaines caractéristiques morphologiques et
biochimiques. Les résultats d’identification permettent de classer ces souches lactiques en
trois genres : Pediocoque, Lactocoque et Enterocoque.

Les résultats de test d’antagonisme envers des souches pathogénes montrent que toutes
les souches sont actives sur toutes les souches cibles avec des diamétres variables selon la
souche lactique et la souche cible.

Le criblage des souches de bactéries lactiques nous a permet de sélectionner les
souches les plus active avec des diamétres de zones d’inhibition trés importants allant jusqu’a
46,66 mm. Un effet antagoniste plus important a été observé sur les Grams négatifs.

Mots clé :les bactéries lactiques, antagonisme , souches pathogéenes .

Abstract

Our study was initially devoted to the identification of the types of lactic acid bacteria
used based on certain morphological and biochemical characteristics. The identification
results make it possible to classify these lactic acid strains in three genera: Pediococcus,
Lactococcus and Enterococcus.

The antagonism test results against pathogenic strains show that al the strains are
active on al the target strains with diameters that vary according to the lactic strain and the
target strain.

Screening of the lactic acid bacteria strains allowed us to select the most active strains
with very large diameters of inhibition zones up to 46.66 mm. A greater antagonistic effect
was observed on the negative Grams.

Key words: lactic acid bacteria, antagonism, pathogenic strains.
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