Liste des abréviations

% : pourcentage

°C : Degré Celsius

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ARN : Acide Ribonucléique

BHIB: bouillon cceur cervelle

cm : centimétre

CO2: Dioxyde de carbone

DLC : Date limite de consommation

EFFCA : European Food and Feed Culture Association
FAO : Food and Agriculture Organisation (Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et
I’agriculture)

g : gramme

GRAS : Generallyrecognised as safe (généralement reconnu sans risques)
h: heure

H202: 'eau oxygénée

H2S : Sulfure d’hydrogene

LAB :Lactic acid bacteria

min: minute

ml: millilitre

mm: millimétre

MRS : de Man Rogosa Sharpe

N : normalité

NacCl: chlorure de sodium

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide d’hydrogéne
NaOH: Hydroxyde de sodium (soude)

OMS : organisation mondiale de la santé

pH: potentiel d’hydrogéne

QPS:QualifiedPresumption of Safety

sSpp. : species

T° : température

t: tonne

UFC : unité formant colonie

UV : ultra-violet
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INTRODUCTION

Les bactéries pathogeénes sont a 1’origine de diverses pathologies et intoxication alimentaires, c’est pourquoi
les antibiotiques ont été utilisés pour les éliminer. Ceci a conduit a I’émergence du phénoméne
d’antibiorésistance menagant la santé publique. Pour faire face a ce probléme les études sont actuellement

orientées vers la recherche de substances naturelles entre autres les bactériocines des bactéries lactiques.

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans 1’industrie alimentaire, en tant que starters dans les
procédés de fermentations afin de répondre aux exigences croissantes des consommateurs en produits
alimentaires moins traités et exempts de conservateurs chimiques. Leur apports bénéfiques consistent a
I’amélioration de la qualit¢ des produits fermentés en y développant certaines caractéristiques
organoleptiques, sans altérer le goit ni I’odeur, et en augmentant leur durée de conservation. Cette
préservation est conférée par la production de plusieurs métabolites ayant une activité antimicrobienne tels
que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, la reutérine, le diacétyl et les
bactériocines (Dortu et Thonart, 2009; Moraes et al., 2010 ).

L’intérét des bactériocines des bactéries lactiques réside d’une part dans leur effet antimicrobien a spectre
large ou étroit et d’autre part dans leur streté pour la santé humaine, vue leur sensibilité aux protéases
digestives, et leur non toxicité pour les cellules eucaryotes. Ces substances antimicrobiennes ont la capacité
de cibler sélectivement les bactéries pathogenes ou altérantes, sans pour autant inhiber les bactéries
indispensables. Ces substances bioactives présentent également une grande tolérance aux variations de pH et
aux traitements thermiques. Tous ces criteres suggeérent que les bactériocines peuvent étre un substituant

idéal des conservateurs chimiques (Dortu et Thonart, 2009).

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche de bactériocines produites par les bactéries lactiques
essentiellement a partir de biotopes peu explorés comme le lait de chamelle. Des bactéries lactiques ont été
isolées de laitde chamelle crus algériens et mises en interaction avec des bactéries pathogénes ; pour

observer la production de bactériocines.
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Chapitre 1 :

Geénéralité sur le lait de chamelle et les bactéries lactiques

Chapitre 1 : Généralité sur le lait de chamelle et les bactéries lactiques :

1-1 Définition du lait de chamelle :
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Le lait de chamelle constitue depuis des temps treslointains , la principale ressource alimentaire pour les
peuplades nomade qui le consomment habituellement a I’état cru ou fermente . il est considéré comme
I’aliment de base pour une période annuelle prolonge ,dans la plupart de ces zone pastorales sahariennes
physico-chimique relativement similaire a celle du lait bovin, se lait se singularise néanmoins par une
teneurélevée en vitamine C et en niacine et par la présence d’un puissant systéme protecteur, lié a des taux
relativement élevés en Lysozyme, en Lactopéroxydase (systeme LP/ SCN/ H202), en Lactoferrine et en
Bactériocines produites par des bactéries lactiques .se si prolonge naturellement sa conservation de quelques

jours sous des température relativement élevées. (Sboui ,2009)

1-2 Caractéristiques du lait de chamelle

1-2-1 Caractéres physiques et organoleptiques

Le lait de chamelleest de couleur blanche, en raison notamment de la structure et de la composition de sa
matiére grasse, relativement pauvre en p—carotene (Sawaya et al, 1984). Il est légérement sucre, avec un
gout acide, parfois méme salé (Abdel-Rahime, 1987) et / ou amere (Ramet, 2003). Cette variabilité dans le
gout est lié au type de fourrage ingéré ainsi qu’a la disponibilité en eau (Yagile et Etzion, 1980 ; Wangoh et
al, 1998 ) le pH du lait camelin se situe au tour de 6,6 et I’acidité est de I’ordre de 15° Dornic. Sa densité
oscille entre 0,99 et 1,034 avec une viscosité moyenne de 2,2 centipoise (Hassane et al, 1987) et un point de

congélation variant de -0,53 a -0,61°C.

1-2-1-1 Composition chimique

La composition chimique globale du lait de chamelle, méme si elle fluctue selon les auteurs (donc selon les
animaux et I’environnement considéré), montre néanmoins des teneurs importante et équilibré en nutriments
de base (protéines, matiere grasses et lactose) avec des proportions similaires a celles présentes dans le lait
de vache. Les teneurs en proteines et en matiere grasse carient respectivement de 2,5 a 4% et de 1,1 a 4,6%
(avec une fréquence de élevée a des taux supérieurs a 3%), alors que la teneur en lactose fluctue 2,5 et
5,6% .(Siboukeur ,2009).

La concentrations elevéesobservées pour se dernier nutriment expliqueraient la saveur parfois sucrée du lait
de chamelle rapportée par plusieurs auteurs (Gnan et Shereha, 1986 ; Bayoumi, 1990) .

La teneur en eau du lait camelin, qui varie selon son apport dans I’alimentation, atteint son maximum
pendant la période de sécheresse. En effet il a été montré que la restriction en eau alimentaire des chamelles
se traduit par une dilution du lait: un régime riche en eau donne un lait ayant un taux de 86% alors que dans
un régimedéficient, celui-ci s’éléve a 91% (Yagil et Etzion, 1980 ; Faye et Mulato, 1991). Cette dilution
pourrait étre ’effet d’un mécanisme d’adaptation naturelle pourvoyant en eau les chamelons durant la

période de secheresse.
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Les sels minérauxprésents dans le lait de chamelle sont aussi diversifies que se rencontrés dans le lait de
vache. On y dénombre en effet des macro et des oligo-éléments qui se trouvent sous forme de sels
(phosphates, chlorures et citrates) ou de métaux divers (sodium, potassium, fer, cuivre, zinc...etc.).

Le lait de chamelle se singularise par sa richesse relative en vitamine B3 (niacine) et en vitamine C. méme
si des variations importantes de 25 a 60 mg/l) de la teneur de cette derniere dans le lait camelin sont
rapportés (Farah, 1993), il n’en demeure pas moins que les teneurs signalées (autour de 36 mg/l selon Farah
et al, 1992) sont en moyenne 3 fois plus élevées que celles présentes dans le lait bovin, qui ne dépassent pas
22 mg/l selon Mathieu (1998). Cette caractéristique est particulierementintéressante, car elle permet au lait
de cette espéce, par son apport important en cette vitamine, de répondre aux besoins nutritionnels, aussi bien
du jeune chamelon que des populations locales , qui vivent dans un environnement ou I’apport en ce type de
vitamine est particuliérement limité.

Farah (1993) signale que le lait camelin contient des teneurs plus faible en vitamines A et E et en
certaines vitamines du groupe B (vitamine B2,B5 et B9).

1-2-1-2La matiére grasse

Lamatiére grasse laitiere qui représente une source importante d’énergie, est constituée essentiellement de
lipides et de substances lipoidiques. Néanmoins des composés protéiques sont présents dans la membrane du
globule gras. Elle constitue également, un apport important en acides gras essentielle et en vitamines
liposolubles.

Les quelques études consacrées a cette matiere ont mis en évidence son apport quantitatif et qualitatif (
Glass et al, 1967 ; Hagrass et al, 1987) .

Néanmoins, pour ce dernier volet, la composition et les propriétés physicochimiques et structurales de cette

matiérelipidique n’ont fait I’objet que de quelques investigations limitées
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Chapitre 2 :

Les bacteéries lactiques

Chapitre 2 : Les bactéries lactiques
2-1 Définition et caractéristiques

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes organotrophes formant un groupehétérogéne constitué
de cocci et de bacilli (Badis et al., 2005). Ce sont des bactéries a Gram positif dont la teneur en guanine et
cytosine (G+C) est inférieure a 50%. Elles sont asporulantes, aéro anaérobie facultatives ou micro-
aérophiles, a métabolisme fermentaire strict, acido-tolérantes et capables de croitre a des températures
comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant de 4.0 a 4.5. Ces bactéries sont généralement immobiles et

se caractérisent par la production d’acide lactique.comme produit majeur.du meétabolisme. Leur division se
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déroule sur un seul plan a I’exception des genres : Pediococcus, Aerococcus, et Tetragenococcus. (Salminen
et al.,2004; Konig et Frohlich, 2009 ; Pringsulaka et al., 2011).

En genéral ces bactéries ne possedent ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase (a 1’exception
de quelques souches sous certaines conditions), elles sont protéolytiques, ne liquéfient pas la gélatine, et ne
forment plus d’indole ni d’hydrogene sulfureux, ces bactéries sont également incapables de fermenter le
glycérol (Dellaglio et al., 1994; Salminen et al., 2004).

En plus de I’acide lactique et des autres acides organiques qui empéchent le développement des
microorganismes indésirables par diminution du pH du milieu, les bactéries lactiques produisent d’autres
métabolites ayant des propriétés antimicrobiennes tels que le peroxyde d’hydrogene, le diacétyl, la reutérine,
le dioxyde de carbone et les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

Les bactéries lactiques colonisent les habitats riches en nutriments, tels les plantes, les fruits, les produits
laitiers, les eaux et les eaux useées, les jus, ainsi que les cavités buccales, vaginales et intestinales de
I’homme, sans pour autant lui provoquer des maladies, a 1’exception de quelques cas causés par les

streptococci et certains lactobacilli (Konig et Frohlich, 2009).

2-2 Classification des bactéries lactiques

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basee sur lamorphologie, le mode de
fermentation de glucose, la croissance a différentes températures, lacapacité de croissance a de hautes
concentrations de sel (6.5%, 18%), la tolérance aux pHacides, alcalins et a 1’éthanol, la configuration de
l'acide lactique produit a partir de glucose,l’hydrolyse de I’arginine, la formation d’acétoine, etc. Les
marqueurs chimiotaxonomiguescomme la composition en acides gras et les constituants de la paroi
cellulaire peuvent aussiétre utiles dans la classification (Konig et Frohlich, 2009).L’identification des espéce
de bactéries lactiques peut étre réalisée par ’analyse de leurprofil fermentaire des carbohydrates a 1’aide du
systéeme API50CH (Curk et al., 1993).

L’analyse comparative des séquences d’ARN ribosomal 16S a entrainé des

changements importants dans la taxonomie des bactéries lactiques (Salminen et al., 2004). Selon la derniére
édition de Bergey’smanual of systematicbacteriology(2009), les bactéries lactiques sont classées dans le
Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilliet 1’Ordre des Lactobacillalesrenfermant trente cing genres
répartis sur six familles (Fig.1). Parmi ces genres, seulement douze sont utilisés dans la biotechnologie

alimentaire, il s’agit de :

Aerococcus : les cellules de ce genre sont de forme ovoide (1-2pum de diamétre), a-
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hémolytiques, non-gazogeénes, arginine(-), pouvant croitre & une concentration de 6.5% de NacCl, la division
se déroule sur deux plans formant ainsi des tétrades. Cependant, des cellules isolées ou en paires peuvent
étre observées au milieu de la phase exponentielle.

Carnobacterium : ce genre est constitué de batonnets courts parfois incurvés isolés ou en paires,
psychrotolérants, pouvant se développer a pH : 9 et incapables de croitre a 8% de NaCl ; quelques espéces

sont catalase (+) en présence d’héme.

Enterococcus : ce genre comprend des cellules ovoides isolées, en paires ou en courtes chaines,
homofermentaires. Quelques espéces sont mobiles par des petits flagelles et d’autrespossédent une pseudo-
catalase. Ce genre se caractérise par sa tolérance a 6.5% de NaCl, au pH : 9.6 et par la croissance a 10°C et
45°C avec une température optimale de croissance de 35°C a 37°C.

Lactobacillus : les cellules de ce genre sont soit des bacilles longs parfois incurvés ou des coccobacilles
courts isolés, comme elles peuvent former des chaines. Elles sont généralement immobiles a 1’exception de
quelques especes qui possedent des flagelles péritriches. Les souches sont acidophiles et peuvent croitre a un
pH égal a 5 ou moins avec un optimum de5.5 a 6.2. La température optimale de croissance est de 30°C a
40°C, mais peuvent croitre aun intervalle de temperature allant de 2°C a 53°C. Les thermophiles sont
incapables de se développer a moins de 15°C.

Le genre Lactobacillus peut étre divisé en trois groupes : homofermentaires stricts,

hétérofermentaires facultatifs et hétérofermentaires stricts.

Lactococcus : les cellules de ce genre sont sphériques ou ovoides isolées, en paires, ou en chaines. De type
mésophiles, leur température optimale varie de 10 a 40°C mais sont incapables de se développer a 45°C.
Celles-ci se développent généralement a 4% de NaCl et a un pH proche de la neutralité, leur croissance
s’arrétant lorsque le pH du milieu atteint 4,5. Ce genre est un habitant typique des plantes, des animaux et de

leurs produits.

Leuconostoc : ce genre comprend 10 espéces fastidieuses dans leurs exigences

nutritionnelles, les cellules sont ellipsoidales a sphériques généralement allongées qui s’arrangent en paires
ou en chaines, non acidophiles avec un pH optimum de croissance égal a 6.5. Néanmoins, certains
leuconostocs peuvent croitre méme a un pH de 4,5. La température optimale est comprise entre 20°C et
30°C mais la croissance peut aussi avoir lieu méme a 5°C. Les leuconostocs sont des hétérofermentaires
obligatoires. Sur un milieu concentré en saccharose, certaines souches produisent des dextranes

extracellulaires.
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Oenococcus : les cellules sont immobiles, asporulantes de forme ellipsoidale & sphérique, avec un
arrangement en paires ou en chaines, non hémolytiques et généralement non protéolytiques. Elles exigent un
milieu riche en acides aminés et en facteurs de croissance, leur pH optimum étant de 6 a 6,8 et la

température optimale de 20°C a 30°C.

Pediococcus : ce genre est représenté par neuf especes ayant un métabolisme

homofermentaire. Il rassemble des cellules immobiles de forme sphérique parfois ovoides, isolées ou en
paires qui se divisent dans deux directions perpendiculaires formant ainsi les tétrades mais jamais les
chaines. Certaines especes produisent une catalase ou une pseudocatalase. Les cellules sont acidophiles mais
non halophiles et croissent a pH : 5 mais pas a pH : 9, la température optimale de croissance varie de 25°C a
35°C.

Streptococcus : les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoides qui ont un diamétre inférieur
a 2um avec une disposition en paires ou en chaines longues. Lafermentation des carbohydrates produit
principalement de I’acide lactique mais il n’y a pas deproduction de gaz. Le peptidoglycane est du groupe A
et leur température optimale de croissance est 37°C. Elles sont incapables de se développer a 15°C et a pH:
9.6. Beaucoup d’espéces sont commensales ou parasites de I’homme et des animaux et certaines sont

hautement pathogenes.

Vagococcus : les cellules sont ovoides isolées, en paires ou en chaines. La plupart des espéces sont mobiles
par des flagelles péritriches. Elles sont capables de croitre a 10°C mais non a 45°C sans production de gaz ni
d’arginine dihydrolase (ADH).

Tetragenococcus : ce genre rassemble des cellules immobiles, sphériques ou ovoides avec un diametre de
0.5-1.0 um formant des tétrades apres leur division dans deux directions perpendiculaires; comme elles
peuvent étre isolées ou en paires. Le métabolisme des tétragenococci est homofermentaire. Ils ne produisent
pas de CO2 a partir de glucose comme ils sont incapables de réduire les nitrates ni d’hydrolyser I’arginine.
Leur température optimale de croissance se situe entre 25°C et 35°C et ne peuvent pas croitre a 10°C et a
45°C.

Weissella : les cellules de ce genre sont ovoides ou de courts batonnets a extrémités rondes qui s’associent
en paires ou en courtes chaines. Elles sont immobiles et hétérofermentaires. La température optimale de
croissance est de 15°C, mais quelques espéces peuvent croitre entre 42°C et 45°C.

Parmi tous ces genres cités, seulement cing (Aerococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostocet

Pediococcus) répondent aux caractéristiques générales d’une bactérie lactiquetypique (Salminen et al.

2004).
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2-3 Voies métaboliques

En se basant sur la voie empruntée et le produit final de la fermentation, les bactéries lactiques sont divisées

en deux groupes (fig.2):

- Homofermentaires : toutes les bactéries lactiques (a I’exception des genres : Leuconstoc,Oenococcus,
Weissellaet certains membres du genre Lactobacillus ) entravent la voie de la glycolyse pour dégrader les
hexoses (ex : glucose). Aprés son transfert vers la cellule, le glucose subit une phosphorylation pour se
transformer en fructose qui est a son tour phosphorylé en fructose 1-6 di-phosphate puis clivé en
dihydroxyacétone phosphate et glycéraldéhyde phosphate (GAP), ces deux derniers sont convertis en

pyruvate.

Le pyruvate est dans une derniére étape réduit en acide lactique qui est le produit unique: c’est la
fermentation homolactique. Dans les conditions défavorables telles la limitation du glucose, ces bactéries
produisent également I’acide formique, I’acide acétique, 1’éthanol et/ou le CO2 par la voie de fermentation

des acides mixtes (Mozzi et al., 2010)

- Hétérofermentaires : ce groupe de bactéries lactiques utilise la voie des pentoses

phosphate (ou 6-phosphogluconate) qui consiste a une déshydrogénation du glucose, apres sa
phosphorylation, pour donner le 6-phosphogluconate qui subira une décarboxylation. Le pentose résultant
est clivé en glycéraldéhyde phosphate (GAP) qui suit la voie de la glycolyse donnant I’acide lactique et
’acétyle phosphate qui sera réduit en éthanol. En raison de la production de CO2, d’éthanol ou de I’acétate

en plus de I’acide lactique, cette fermentation est appelée hétérolactique (Salminen et al., 2004).

2-4 Intérét des bactéries lactiques
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Les bactéries lactiques jouent un r6le important que ce soit dans I’industrie alimentaire ou dans le domaine

thérapeutique.

2-4 Dans P’industrie alimentaire :

les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentationet la bioconservation de différents aliments.
Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus,Sterptococcusthermophilussont utilisées pour la production
du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateem et al., 2008). Le vin, les poissons, les viandes, les
charcuteries, le pain au levain entre autres sont aussi des produits de fermentation par des bactéries lactiques
(Badis et al., 2005). L’utilisation de ces derniéres a pour but I’amélioration des caractéristiques
organoleptiques des produits fermentés et ’augmentation de leur durée de conservation sans 1’utilisation de
conservateurs chimiques grace aux substances

antimicrobiennes qu’elles secrétent (Dortu et Thonart, 2009). Les souches utilisées en industrie alimentaire
doivent répondre a certains critéres : absence de pathogenicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les
caractéristiques organoleptiques, capacité de dominance, facilité de culture et de conservation, et
maintenance des propriétés desirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001).

2-5 Dans le domaine thérapeutique :

étant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a 1’hte en conférant une balance de la
microflore intestinale, et en jouant eégalement un réle important dans la maturation du systeme immunitaire
(‘Yateem et al.,2008). Différentes études ont démontré le r6le préventif aussi bien que curatif de ces bactéries
sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leur capacité de diminuer les
allergies liées aux aliments grace a leur activité protéolytique (EI-Ghaish et al.,2011). Uehara et al., (2006)
ont démontreé la capacité des souches de Lactobacillus crispatus, utilisées sous forme de suppositoires pour
empécher la colonisation du vagin par les bactéries pathogeénes et de prévenir ainsi les rechutes chez les

femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et repétées de la vessie.
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CHAPITRE 3:

Les bacteriocines des bactéries lactiques
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CHAPITRE 3 : Les bactériocines des bactéries lactiques

3-1 Définition et caractéristiques principales

La définition qui était la plus acceptée donnée aux bactériocines est celle de Klaenhammer qui les définit en
tant que protéines ou complexes de protéines ayant une activité bactéricide contre les espéces étroitement
liées a la souche productrice (Dortu et Thonart, 2009 ; Xie et al., 2011). Cependant, des études récentes ont
démontré qu’il existe certaines qui sont actives également contre des bactéries a Gram négatif (Mami et al.,
2008 ; Gong et al.,2010 ; Naghmouchi et al ., 2010). Ces substances protéiques biologiquement actives
sontsynthétisées au niveau du ribosome et codées par des genes, leur sécréetion dans le milieu extracellulaire
étant conférée par un systeme de transfert (Galvez et al., 2007; Riley et Chavan, 2007; Khalil et al., 2009 ;
Tabasco et al., 2009 ).

Les bactériocines se différent par leur poids moléculaire, leurs propriétés

biochimiques, leur origine génétique, ainsi que par leur spectre et mode d’action (BenOmar et al ., 2006 ;
Dortu et Thonart, 2009 ; Ruiz-Barba et al ., 2010).

3-2 Nomenclature :

La nomination des bactériocines est attachée soit au genre ou a ’espéce de la premiere souche productrice
en ajoutant le suffixe *’cine’’ pour indiquer le pouvoir létale ; par exemple: la plantaricine est la bactériocine
produite par Lactobacillus plantarum(Karthikeyan et Santhosh, 2009).

Chez les bactéries a Gram positif, une souche peut produire plusieurs bactériocines. En effet les
bactériocines qui présentent une légere modification dans les séquences d’acides aminésconservées par
rapport a leur prépeptide n’affectant pas leur structure secondaire ni leur spectre d’action ni I’immunité de la
souche productrice sont considérées comme étant des variantes naturelles. A titre d’exemple, les nisines Z,

Q et U sont des variantes naturelles de la nisine A découverte en premier lieu (Riley et Chavan, 2007).

3-3 Nature :
les bactériocines des bactéries lactiques sont des protéines ou des complexes de protéines constituées

généralement de 30 a 60 acides aminés. Ces substances peuvent étre des protéines simples comme elles
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peuvent étre associées a une partie lipidique ou glucidique. Certaines d’entre elles renferment des acides
amineés inhabituels tels la lanthionine et la f- méthylelanthionine (Kotelnikova et Gelfand, 2002 ; Ammor et
al., 2006).

3-4 Caractéristiques :

les bactériocines des bactéries lactiques ressemblent a certains peptides antimicrobiens des eucaryotes
(Riley, 2009). Celles-ci sont généralement petites, cationiques (excés en résidus lysyl et arginyl),
amphiphiles et thermostables. Leur poids moléculaire est relativement petit (2-6 kDa) ce qui leur permet
d’accéder aux cellules cibles et perméabiliser la membrane en se liant & des récepteurs de surface (Moll et
al., 1999; Gillor et al ., 2008; Anthony et al ., 2009; Simova et al ., 2009 ; Hartmann et al., 2011 ; Todorov
et al ., 2011). Cessubstances antagonistes, produites par la plupart des bactéries lactiques, se différent
desantibiotiques du fait qu’elles sont synthétis€es au niveau du ribosome et leur spectre d’action est
relativement étroit, alors que les antibiotiques sont généralement des métabolitessecondaires et possédent un

spectre d’action plus large (Ghrairi et al., 2008).

3-5 Propriéteés :

certains critéres des bactériocines produites par les bactéries lactiques justifient leur choix comme
bioconservateurs (Galvez et al., 2007 ; Thakur et Roy, 2009) :

- Considérées comme ‘GRAS’ (GenerallyRecognized As Safe) ;

- inactives et non toxiques contre les cellules eucaryotes ;

- généralement thermostables et tolérantes aux variations du pH ;

- possedent un spectre d’activité relativement large ;

- mode d’action généralement bactéricide (membrane cytoplasmique) ;

- déterminants génétiques codeés par les plasmides ;

- sensibilité aux protéases et digestibilité dans le tractus intestinal.

3-6 Classification

La classification récente des bactériocines (citée dans le tableau 1) est celle de Cotter et al. (2005) qui est
une modification de la classification originale proposée par Klaenhammer(1993). Selon cette classification,
les bactériocines des bactéries lactiques sont divisées en deux classes majeures en fonction de la présence ou
non d’acides aminés soufrés inhabituels (lanthionine, PB-méthyl lanthionine, déhydroalanine et
déhydrobutyrine) formés par modifications post-traductionnelles. Les bactériocines qui les renferment
appartiennent a la classe des lantibiotiques. Ces derniers sont des peptides thermostables de taille inférieure
a bkDa subdivisés en deux types : ceux a un seul peptide comme la nisine, et ceux qui exigent deux peptides

pour avoir une activité comme la lacticine 3147.
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La deuxieme classe renferme des peptides thermostables de taille inférieure a 10kDa contenant un
(pédiocine PAL) ou deux peptides (lactacine F). Certains ont une structure cyclique (entérocine AS 48),
quatre sous-classes sont citées : a, b, ¢ et d (Dortu et Thonart, 2009).

D’aprés Cotter et al. (2005), les bactériolysines ne font pas partie des bactériocines.

3-7 Mode d’action
Bien que toutes les bactériocines partagent le méme site d’action qui est la membrane cytoplasmique, leur

mode d’action semble étre différent (Dortu et Thonart, 2009):

Les lantibiotiques tel que la nisine, portant une structure cationique et amphiphile allongée, interagissent
avec la membrane des cellules cibles soit en se liant au lipide Il (un précurseur de peptidoglycanes)
empéchant ainsi la synthese de la paroi cellulaire conduisant a la mort de la cellule, soit en utilisant ce lipide
comme une molécule d’appui pour s’insérer dans la membrane et y former des pores causant la déstruction
de la cellule suite a la dissipation du potenticl membranaire et I’efflux des petites molécules (ions, ATP,
acides aminés, etc). La mersacidine tue la cellule en interférant avec ses réactions enzymatiques comme la
synthese de la paroi (Gillor et al., 2008 ; Dortu et Thonart, 2009).

L’insertion des bactériocines de la classe Il dans la membrane est conférée par la structure a-hélice

amphiphile, cette insertion induit la perméabilisation de la membrane et par conséquent la mort cellulaire

suite a I’écoulement des molécules a faible poids moléculaire.

Les bactériolysines par ailleurs ont un mode d’action completement différent basé sur I’hydrolyse des

liaisons peptidiques des peptidoglycanes (Cotter et al., 2005).
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Classe Description et sous-classes Exemples

I Renferme les lantibiotiques 3 un et deux - aunseul peptide - Nisine, Lacticine 481,
Lantibiotiques  peptides Mersacidine
11 sous-classes décrites - adeux peptides: Cytolysine, Lacticine
3147

Classe hetérogéne formée de petits peptides

- sous-classe a : bactériocines semblables a Pédiocine PAIL, Leucocine A
II la pédiocine (pediocin-like)
Bactériocines
non
modifiées - sous-classe b bactériocines i  deux Lactacine F
peptides
- sous-classe ¢ : bactériocines cycligques. Enterocine AS48, Reutérine 6
- sous-classe d: bactériocines a un seul
peptide linéaire autres que la pédiocine Lactococcine A, Divergicine A
Bactériolysines  Grosses protéines thermolabiles généralement Lvsostaphine, Enterolvsine A
Protéines des hydrolases de muréine.
Iytiques non
considérées
comme
bactériocines

Tableau 1: Classification des bactériocines des bactéries lactiques (Cotter et al.,2005).

3-8 Conditions de production

Dans leur lutte pour survivre et se nourrir, les bactéries lactiques produisent de nombreuses substances
antimicrobiennes entre-autres les bactériocines, qui servent d’armes permettant aux bactéries lactiques de
dominer les microorganismes compétitifs. Ces bactériocines peuvent étre dégradées sous I’action des
proteases de la souche productrice ou étre adsorbées a sa surface (Moll et al., 1999 ; Dortu et Thonart,
2009).

Les conditions optimales pour la croissance peuvent I’étre également pour la production des
bactériocines.Yang et Ray (1994) et Castro et al . (2011) ont démontré que les conditions conduisant a une
forte densité cellulaire favorisent la production de bactériocine par Lactobacillus sakei. Cependant, il a été
noté par Verluyten et al. (2004) que des conditions défavorables a la croissance permettent de stimuler la
production des bactériocines par Lactobacillus curvatus.

La présence des microorganismes compétitifs dans le milieu stimule la production des bactériocines.
Tabasco et al. (2009) ont démontré que Lactobacillus acidophilusLa-5 augmente la production de lactacine
B quand cette souche sent la présence de cellules cibles vivantes ; 'utilisation de ces mémes cellules cibles

apres chauffage n’avait aucun impact sur cette production. De méme une co-culture de Lactobacillus
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plantarumNC8 avec Enterococcusfaeciuma augmenté sa production de bactériocine (Ruiz-Barba et al.,
2010).

3-9 Facteurs influencant la production des bactériocines
L’utilisation des bactériocines a 1’échelle industrielle en nécessite de grandes quantités. Ceci ne peut étre
atteint qu’en connaissant et optimisant les facteurs influencant leur production tels que : la température, le

pH, le milieu utilisé, etc. Ces conditions de culture affectent fortement la production de bactériocines.

3-9-1 Température et pH
La température et le pH sont des facteurs importants qu’on doit prendre en considération quand a la
production de bactériocines. Celle-ci est généralement optimale a des températures et des pH inférieurs a

ceux optimaux pour la croissance (Héquet et al., 2007 ; Dortu et Thonart, 2009 ; Sharma et al., 2010).

L’effet de ces deux facteurs a fait ’objet de plusieurs études. Ainsi, la production de bactériocine par
Leuconostoclactisétait optimale a 30°C et a pH variant de 6.5 — 7 ; néanmoins, elle est diminuée d’une fagon
remarquable a 37°C et a pH 5.5 et 8.0 (Dhakur et Roy, 2009). La production de pédiocine LB-B1 par
Lactobacillus plantarumLB-B1 était optimale a 37°C et a pH : 6 (Xie et al. 2011).

EnterococcusfaeciumPC4.1 atteint son maximum de production a 30°C et a pH : 6 (Hadji- Sfaxi et al. 2011).
La production de I’acidocine 8912 par Lactobacillus acidophilusétait maximisée a 30°C (Ahmed et al.
2010).

3-9-2 Composition du milieu de culture

La composition du milieu de culture en particulier la source et la teneur de carbone etd’azote influence
considérablement la production de bactériocines. Vu leurs exigencesnutritionnelles, les bactéries lactiques
requiérent plusieurs composants tels que : les facteurs de croissance, les peptones, I’extrait de levure, les
hydrolysats de protéines et ’extrait de viande. Ces composants ont un impact positif sur le rendement en
bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

De nombreux milieux de culture complexes ont été utilisés pour I’isolement des

bactéries lactiques bactériocinogenes tels le MRS (Elmoualdi et al., 2008 ; Khalil et al., 2009 ; Moraes et al.,
2010 ; Xie et al., 2011; Abrams et al., 2011 et Castro et al., 2011), le BHI (Ammor et al., 2006 ; Ghrairi et
al., 2008), et le M17 (Hadji-Sfaxi et al., 2011). Toutefois, I’Elliker constitue le milieu le plus approprié pour
améliorer le rendement des bactériocines (Thakur et al ., 2009).

Il a été signalé que la production des bactériocines peut étre maximisée en fortifiant le milieu de culture par
I’ajout d’extrait de levure (Benkerroum et al., 2000 ; Labioui et al., 2005 ; Elmoualdi et al., 2008 ; Sarika et

al., 2010).
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Todorv et Dicks (2005) ont démontré que le taux de bactériocines ST461BZ et
ST462BZ produites par Lactobacillus rhamnosusa significativement augmenté en ajoutant au milieu le
K2HPO4 et le KH2PO4 respectivement.

3-9-3 Temps d’incubation

La synthése des bactériocines prend lieu au cours de la phase exponentielle et au début de la phase
stationnaire. Au dela de cette période une diminution du taux de bactériocines a été observée suite a la
digestion de ces derniéres par les enzymes protéolytiques libérées par la cellule productrice. De ce fait,
plusieurs études ont été réalisées pour optimiser la période d’incubation; Gong et al. (2010) ont démontré
que la production de la plantaricine MG par Lactobacillus plantarumatteint sa valeur maximale aprés 28H
d’incubation. La production maximale de bacALP7 par P. pentosaceusest observée aprés 16H d’incubation

et diminue de prés de la moitié aprés 21H (Pinto et al., 2009).

3-10 Les applications des bactériocines

Considerées en tant que « GRAS » (GenerallyRecognized As Safe) et vu leur

abondance et leur pouvoir antimicrobien généralement bactéricide, les bactériocines des bactéries lactiques
trouvent leur utilisation dans différents domaines ou elles empéchent le développement de bactéries

pathogenes et nuisibles (Albano et al.,2007)

3-10-1Dans le secteur alimentaire

L’utilisation des bactériocines dans les produits alimentaires a connu une forte

progression. Du fait que ces substances sont naturelles, sires (non toxiques pour les cellules eucaryotes et
facilement digestibles dans le tractus intestinal), tolérantes aux traitements thermiques et aux variations du
pH et agissant a des faibles concentrations, leur application conduit a une prolongation de la durée de

conservation des produits alimentaires (Gautam et Sharma, 2009).

Ces molécules bioactives sont incorporées dans les aliments soit directement sous forme purifiée ou semi-
purifiée (nisine) ou sous forme de concentré (pédiocine) soit indirectement en appliquant la souche
productrice dans le produit alimentaire (production insitu), comme elles peuvent étre immobilisées par
encapsulation ou adsorption. A 1’heure actuelle, seule la nisine est acceptée comme additif (Ghalfi et al.,
2006 ; Dortu et Thonart, 2009).

Benkerroum et al. (2000) ont démontré la capacité des bactériocines produites par Lactococcuslactisde
diminuer le nombre de Listeria monocytogenesajoutée expérimentalement au Jben Marocain. Apres

contamination du Jben avec 107et 104 UFC.ml-1, il a été constaté que la bactériocine entraine une réduction
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du nombre de contaminants de 2.7 log aprés 30H dans le premier cas et I’a complétement éliminé apres 24H

dans le deuxieme.

La nisine produite par Lactococcuslactisest utilisée dans la production des fromages pour prévenir la
fermentation de 1’acide lactique en acide butyrique par le genre Clostridium,ce qui affecte la saveur et la
texture des produits. La nisine est aussi capable d’inhiber les genres : Bacillus, Staphylococcus, Listeria et
Clostridium en particulier Clostridiumtyrobutyricumresponsable de la production de gaz dans les fromages
semi solides (Walstraetal., 2006). Cette bactériocine est utilisée également dans la fabrication des : fromages

pasteurisés, produits liquides a base d’oeuf, sauces, laits frais, biéres et conserves (Glazer et Nikaido, 2007).

Etant un milieu riche, la viande est sujette a des contaminations par les

microorganismes pathogénes et altérants tels que Listeria monocytogenes, Brochothrixthermosphactaet
Clostridium estertheticum(Jones et al., 2008). Héquet et al. (2007) ontdémontré que la sakacine G produite
par Lactobacillus sakeia diminué le nombre de Listeria innocuade 3 log & moins de 1 log dans les jambons
cuits conservés a 4°C. Ben Hammou etal . (2010) ont réussi a appliquer la nisine en combinaison avec le
NaCl pour contréler ledéveloppement de Listeria monocytogenesdans les saucisses du mouton.

Albano et al. (2009) ont utilisé Pediococcusacidilacticiproductrice de la bactériocine PA-1 pour inhiber un
cocktail de souches de Listeria innocuadans les saucisses a base de viande fermentée, ceci ayant permis une
réduction remarquable de ces souches.

Pinto et al. (2009) ont mis en évidence la capacité des bactériocines bacALP7 et

bacALP57 produites par Enterococcusfaeciumet Pediococcuspentosaceusde réduire le taux de Listeria

monocytogeneset Listeria innocuadans les fruits de mer.

3-10-2Dans le secteur sanitaire

L’usage des bactériocines n’est pas restreint au domaine alimentaire. Celles-Ci

servent aussi comme agents de thérapie naturelle alternatifs aux antibiotiques (Smaoui, 2010). Suite a
I’émergence du phénoméne d’antibiorésistance manifesté par plusieurs bactéries pathogénes (parmi
lesquelles certaines sont résistantes a plusieurs antibiotiques a la fois) qui menace la santé publique, les
études sont actuellement orientées vers la recherche de nouvelles substances antibiotiques naturelles pouvant

résoudre ce probléme (Mkrtchyanet al., 2010).

Les bactériocines de la classe Ila présentent un groupe important de peptides

antimicrobiens qui peuvent étre utilisés en médecine avec les antibiotiques dans le traitement des maladies
infectieuses ou comme des agents antiviraux. Ces molécules ont une activité inhibitrice contre les bactéries a
Gram positif nuisibles et pathogenes comme Bacillus cereus,Clostridium perfringens, Staphylococcus

aureus et Listeria monocytogenes(Drider et al .,2006).
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Xie et al. (2011) ont rapporté que le Koumiss (produit chinois a base de lait fermenté) est efficace dans le
traitement de la tuberculose et des maladies cardiovasculaires et contribue a I’amélioration de I’immunité, et
que ces propriétés sont attribuées aux bactériocines produites par les bactéries lactiques indigenes. Dembélé
et al. (1998) ont démontré que lesbactériocines produites par le genre Lactobacillus contribuent a la
protection du vagin contredifférentes bactéries pathogénes telles : Escherichia coli, Serratiamarcescens,
Shigellaboydii, Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocuaet Staphylococcus aureus.

Tong et al. (2010) ont démontré que la nisine participe dans la prévention et le

traitement des caries dentaires en inhibant les microorganismes en cause. La nisine est aussi utilisée dans le
traitement des ulceres gastriques vu sa stabilité aux pH acides et son activité contre Helicobacter pylori. Les
bactériocines LA-1, YIT9029 et DCE471 produites par Lb. johnsonii, Lb. caseiet Lb.
amylovorusrespectivement manifestent également une activité inhibitrice contre Helicobacter
pylori(Smaoui, 2010). Des études récentes ont découvert le rble des bactériocines produites par
Lactobacillus salivariusdans la réduction de colonisation du caecal des volailles par Campylobacter(Nazef
et al.,2008).
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CHAPITRE 4:

Mise en évidence et purification des bactériocines

CHAPITRE 4 : Mise en évidence et purification des bactériocines

4-1. Mise en évidence de I’activité bactériocinogéne

Les méthodes de détection des souches lactiques productrices de bactériocines sont basées sur la diffusion
de ces substances protéiques dans un milieu de culture solide ou semisolidepréalablement inoculé par une
souche indicatrice (Elmoualdi et al., 2008). Certaines bactériocines, comme la streptocine STH1, sont

produites uniquement en milieu liquide (Rileyet Chavan, 2007).
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a- Test des spots (spot on the lawn)

C’est une méthode permettant la recherche d’antagonisme de plusieurs souches a la fois, cet antagonisme
peut étre soit direct (simultané) ou indirect (differé).

- Antagonisme direct : il consiste a realiser sur une gélose un tapis de la souche indicatrice, une culture
fraiche de la souche test est ensuite ensemencée sur ce tapis sous forme de spots.Apreés incubation, les boites
sont examinées pour les zones d’inhibition. La densité du tapis cellulaire est un facteur déterminant dans
cette méthode (Tagg et al., 1976 ; Riley et Chavan, 2007).

- Antagonisme différé : dans cette méthode, une préculture de la souche test est ensemencéesur gélose sous
forme de spots, une incubation est alors réalisée permettant le développement des colonies. Une gélose
molle (0.75% d’agar) inoculée par un certain volume de la souche indicatrice est ensuite versée au dessus.
L’inhibition se traduit par I’apparition des halos d’inhibition (>2mm) autour des souches productrices
(Mami et al., 2008).

La bactérie test peut étre tuee par chauffage ou par chloroforme avant de verser la gélose molle. Cependant,
le chloroforme peut inactiver les substances inhibitrices. Pour éviter ce probleme, une modification de cette
méthode consiste a ensemencer la souche indicatrice sur la face opposée par rapport a la souche test et

présente également I’avantage d’exclure I’effet des bactériophages (Tagg et al., 1976).

b- Méthode des puits (Berecka et al., 2009).

c- Méthode des disques (Berecka et al., 2009).

d- Méthode de plaques de gélose (Berecka et al., 2009).

e- Méthode des microplaques (Simova et al.,2009).
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ETUDE EXPERIMENTALE
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Matériel et méthodes

Matériel et méthodes

1 Matériel utilisé
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1-1 Milieux de culture

- MRS ; (De Man, Rogosa et Sharpe) bouillon et gélose (Fluka)

- BHIB: bouillon coeur cervelle

-chapman

1-2 Produits chimiques

- Ethanol 96% (Sigma-Aldrich)
- Eau oxygénée (10v)

- Kit coloration Gram (Sigma)
- HCL 0.02M

- NaOH 4M

- Agar-agar (Fluka)

2 Les souches pathogénes

Il s’agit de Staphylococcus aureus STA 49444, Escherichia coli ATCC 25922,provenant du

laboratoire espagnol Laboratoire de Sécurité Alimentaire par les Bactéries Lactiques et les

Probiotiques (SEGABALP), Université de Madrid,

Espagne

Tableau 02: Origine des différentes souches étudiées.

Souches Origine
E.coli Laboratoire de Sécurité Alimentaire par
ATCC 25922 les Bactéries Lactiques et les

Probiotiques (SEGABALP), Université

de Madrid, Espagne

Staphylococcus aureus
Sta-49444

Laboratoire de Sécurité Alimentaire par

les Bactéries Lactiques et les

Probiotiques (SEGABALP), Université

de Madrid, Espagne

3 Méthodologie

La sélection des souches de bactéries lactiques ayant une activité anti-bacteriennea partir

des laits testés a été réalisée par le procédé d’antagonisme differé en utilisant la méthode des

spotsdite sur tapis cellulaire.
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4 Prélévement et collection des échantillons :

Les souches lactiques utilise dans notre travaille ont été isolées a partir d’unéchantillon de lait de chamelle
provient de la région de tibelbala, Tindouf (espéce : camelusdromados ; age 6 ans de couleur marron).

Le prélevement s’effectue en soutirant une quantité suffisante du liquide dans un flacon stérile. 11 faut
nettoyer la source de prise (le préléevement a été fait aseptiquement aprés que les mamelles ont été désinfecté
pas ’eau tiéde contenants de I’eau de javel 2%), en suite 1’échantillon est mis dans un flacon stérile et

conserver a 4°C jusqu’a sont utilisation.

5 Isolement et purification des bactéries lactiques

5-1 Isolement et identification des souches lactiques mésophiles

L’isolement est réalisé sur milieu MRS solide, milieu adapté a la recherche spécifique des
souches lactiques. Les cultures sont incubées 24 a72 heures a 30°C dans des boites de Pétri a
'obscurité. La purification est effectuée par quatre repiquages successifs d’étalement en milieu
MRS solide. La conservation se fait sur milieu MRS incliné a +4°C en tubes a essais a l'obscurité.
L’identification est établie en se basant sur des caractéres morphologiques et divers caracteres

biochimiques : catalase, température de croissance et production de gaz carbonique.

6 .Caracteres biochimiques et physiologiques

e L’activité catalytique

permet la dégradation de 'eau oxygénée en oxygene et eneau. Elle est mise en évidence en
émulsionnant la culture bactérienne a tester dans unesolution fraiche d’eau oxygénée a 10
volumes. Un dégagement gazeux abondant sousforme de mousse, traduit la décomposition de

I'eau oxygénée sous I'action de 'enzymea tester.

7 Pouvoir antibactérien des souches

Les nombreuses méthodes décrites pour la détection de souches lactiques productrices de
bactériocines sont basées sur le principe que ces substances protéiques peuvent diffuser dans un
milieu de culture solide ou semi solide qu’on inocule préalablement avec une souche cible (les

souches cible utilisées dans notre protocole expérimentale sont Staphylococcus aureus, E.coli,).
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La production de substances actives est détectée par le pouvoir inhibiteur du micro-organisme
testé sur la croissance du germe cible. Les souches de bactéries lactiques aprés culture sur milieu
MRSa 30°C sont testées pour leur pouvoir antibactérien suivant la méthode de diffusion en milieu
gélosé (Tagget Mac Given, 1971).

8 technique utilisée

La recherche de I'effet des bactériocines produites par les bactéries lactiques est réalisée par la

méthode de la double couche.

Les souches Staphylococcus et E.coli sont ensemencées sur milieu CHAPMAN et BHIB liquide est
incubées 18 heures a 37°C, tandis que les bactéries lactiques sont ensemencées en spot sur MRS
solide tamponné. L’effet des acides organiques, notamment des acides lactique et acétique est
éliminé, en neutralisant le surnageant par une solution de NaOH 0,1N a pH 6,5., elles sont
incubées a 30°C entre 24 h et 72 h.

Apres incubation les £.coli et Staphylococcus sont inoculées dans du BHIB et CHAPMAN semi
solide et les boites de MRS sont inondées par les souches a étudier et laisser incubées 24 h a
37°C, on note I'apparition d’'un halo autour des Puits, le pouvoir antagoniste est exprimé par la

moyenne de deux diametres perpendiculaires.
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CHAPITRE 6
RESULTATS ET DISCUSSION

RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. Caractéristiques des isolats :
e Sur milieu solide :
Des étalements sur boites de Pétri du milieu MRS solide dans des conditions de culture en
anaérobiose et a I'obscurité ont été choisis de maniére a sélectionner les bactéries lactiques. La
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température d'incubation utilisée est de 30°C afin de favoriser la sélection de bactéries
mesophiles 45° a fin de favorise la sélection des bactéries thermophiles. Les colonies
apparaissent aprés 72h de culture a 30°C sur MRS solide et aucun prolifération a 45°.

Ce sont des bactéries mésophiles, des colonies de petite taille environ 0, 1 a 1 mm de diamétre,
blanches, lisses, rondes et bombées.(kihal, 1996 ; carr et al, 2002) (figure 4).

La détermination des caractéeres morphologiques et biochimiques des souches isolées nous a
permis d’identifier 5 souches .Les souches isolées nommées Lcl, Lc2, Lc3, Lc4 et Lb5 montrent a
I’'examen microscopique qu’elles sont gram positif, catalase négative et ne produisent pas de gaz

en milieu MRS liquide munie de cloche de durham.

Figure 02: Aspect macroscopique des colonies de Bactérie lactique sur milieu MRS
e Sur milieu liquide :
Lacroissance des bactéries apparait sous forme de trouble dans le milieu MRS liquide, cette

trouble est concentré au fon a la recherche des conditions anaérobiques de ces
bactéries. (kihal, 1996 ; carr et al, 2002) (figure 4).
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Figure 03: Aspect macroscopique des colonies de Bactérie lactique sur milieu MRSligide

2 Caractere microscopique :

Aprés effectuer 'examen de la recherche de la catalase et la coloration de gram, toute les
bactéries gram positif et catalase négatif sont présumées comme bactéries lactique.
L’observation microscopique nous a permis de voir des cellulesovoide ou coccobacille ; dont le
mode d’association est toujours en chaines incurvées de nombre paires.(kihal, 1996 ; carr et
al, 2002)
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Figure 04: Test a la catalase

Souches Examen Macroscopique Examen Microscopique

Dimensions Forme Couleur Consistance Gram Forme

Lcl, Lc2, Lc3, Lcd 1,1< @ < 1 sphére blanchatre normale + Coque

Lb50,8< @ <1 ronde Creme Pateuse + batonnet

Tableau 03: Observations culturales et morphologiques des bactéries lactiques

Caractéristiques des souches

Cocci Lactobacille
Lc Lb
Gram
+ +
Catalase

Dégagement de Gaz

Tableau 04: Les observations microscopiques et biochimiques préliminaires des souchesisolées

3Spectre d’activité

3.1Activité antagoniste de souches vis-a-vis d’Escherichia coli ATCC 25922 :

Les différentes souches sélectionnées Lcl, Lc2, Lc3, Lc4 et Lb5 isolées a 30 ° C présentent un
spectre d’activité trés proche vis-a-vis du germe cible testé Escherichia coli ATCC 25922.Les
zones d’inhibition sont claires avec des bordures bien distinctes, le diameétre d’inhibition est
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variable et varie de 6 mm a 13 mm (Figure 05). L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est

supérieure & 8 mm (Schillingeret Lucke, 2001),
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Figure 5: Diametre d’inhibition en mm des souches lactique en présence d’Escherichiacoli

Figure 6 : Activité antibactérienne des différents souches lactiques (Souche expérimentale)
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3.2. Activité antagoniste de souches vis-a-vis de Staphylococcus aureus STA 49444

Les différentes souches sélectionnées Lc1, Lc2, Lc3, Lc4 et Lb5 isolées a 30 ° C présentent un
spectre d’activité trés proche vis-a-vis du germe cible testé Staphylococcus aureus STA 49444,
Les zones d’inhibition sont claires avec des bordures bien distinctes, le diametre d’inhibition est
variable et varie de 10 mm a 12 mm (Figure 04). L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est

supérieure a 8 mm (Schillingeret Lucke, 2001),
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Figure 7: Diametre d’inhibition en mm des souches lactique en présence de
Staphylococcus aureus STA 49444

Figure 8: Activité antibactérienne des différents souches lactiques (Souche expérimentale)
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CONCLUSION



CONCLUSION

La biopréservation consiste a inoculer un produit par des bactéries sélectionnées pour leur
aptitude a inhiber le développement de germes indésirables, sans modifier les qualités
organoleptiques et sanitaires de ce produit. Les bactéries lactiques sont de bons candidats pour
cette technologie car elles produisent souvent une large gamme de composés inhibiteurs (acides
organiques, peroxyde d'hydrogéne, diacétyle, bactériocines, reutérine). Avec la méthode de (Tagg
et al., 1976); appliqué dans ce travail, nous avonssélectionné des souches de bactéries lactiques a

partir du lait de chamelle, en utilisant le milieu MRS.

Apres effectuer les testes physiologiques et biochimiques nous avons pu isolé 5 souches
mésophiles (Lcl, Lc2, Lc3, Lc4, et Lb5) .les souches sont catalase négatif et gram positif.

On a observé les zones d’inhibition formées par nos souches a I'égard des bactéries pathogénes.
Contre Staphylococcus aureus STA 49444, les souches (Lcl, Lc2, Lc3, Lc4 et Lb5) montrent un

diameétre d’inhibition variant de 10 et 12 mm.

Les mémesouches lactiques isolées présentent aussi une activité bactéricide contre

Escherichia coli ATCC 25922 avec une zone d’inhibition variant de 6 et 13 mm .

Les résultats présentés dans ce mémoire permettent au moins de fournir un ordre d’idée plus clair
sur le potentiel antimicrobien des souches sélectionnées qui représentent une voie d’avenir pour
la production des substances antimicrobiennes utilisées dans la bioconservation des aliments et la

fermentation.

L’analyse des propriétés biochimiques et physiologiquesde cette substance a activité inhibitrice

est nécessaire et peut servir de base pour orienter les futurs travaux de recherches sur la
production de bactériocines a différentes échelles destinées a des applications potentielles dans
les produits laitiers sous forme d’additif, soit d’inoculum bactérien producteur de bactériocines au
cours du processus de fabrication et en tant que conservateur naturel pour inhiber la croissance

des microorganismes indésirables dans les aliments.
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