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Nom et Prénom : Tidjani Chahrazed

Theme : Etude du pouvoir technologique de quelques isolats de Lactobacillus spp. d’origine
alimentaire

Résumé

Le présent travail a pour objectif principal d’étudier quelques aptitudes
technologiques de trois isolats de Lactobacillus spp. (Zb7, Sm2 et Lb3) isolées a partir des
produits laitieres fermentés traditionnellement (Zebda, Smen et Lben). L’étude de 1a résistance
des ces isolats au pH acide et aux sels biliaires 0.3% a révélé que les trois lactobacilles sont
résistants a 1’acidité avec une bonne tolérance des sels biliaires. De plus, aucune production
des amines biogenes (histamine et tyramine) et de gélatinase n’a été détectée dans
Lactobacillus spp. testées. L'absence de I'activité hémolytique (y-hémolyse) a été également
détectée chez les trois lactobacilles. Le test d’antibiorésistance a montré également une grande
sensibilité des lactobacilles aux antibiotiques testés : Rifampicine, Penicilin-G, Tetracycline,
Ampicilline, Vanomycine, Erythomycin, et Chloromphenicol. Cependant, tous les isolats de
lactobacilles testés sont résistants au vancomycine, a I’exception de 1’isolat Lactobacillus spp.
Sm2 qui a montré une sensibilité considérable a cet antibiotique. Par ailleurs, tous les
surnageants de Lactobacillus spp. testés ont inhibé avec des degrés variables la croissance des
deux moisissures pathogénes Penicillium expansum et Aspergilus parasiticus. Cependant, la
bactérie Staphylococcus aureus a montré une résistance considérable a 1’égard des surnageants
des isolats Zb7 et Sm2, tandis que Pseudomonas aeruginosa a résisté seulement a I’activité de
I’isolat Lactobacillus spp. Sm2. Sur la base de ces résultats, un isolat (Lactobacillus spp. Sm2)
a été sélectionné pour des études plus approfondies en fonction de leur aspects sécuritaires

avant l'utilisation de cette bactérie et/ou leur extrait dans les matrices alimentaires.

Mots clé : Lactobacille, Aptitude technologique, Aspect sécuritaire, Activité antimicrobienne,
Laghouat.




Name and Surname : Tidjani Chahrazed

Memory title : Study of the technological proprieties of some Lactobacillus spp. isolates from
food origin.

Abstract

The main objective of this work is to study some technological skills of three
Lactobacillus spp. isolates. (Zb7, Sm2 and Lb3) isolated from traditionally fermented dairy
products (Zebda, Smen and Lben). The study of the resistance of these isolates to acid pH and
bile salts 0.3% revealed that the three lactobacilli are resistant to acidity with a good tolerance
of bile salts. In addition, no production of biogenic amines (histamine and tyramine) and
gelatinasis was detected in Lactobacillus spp. Tested. The absence of hemolytic activity was
also detected in all three lactobacilli. The antibiotic resistance test also showed a high
sensitivity of the lactobacilli to the antibiotics tested: Rifampiciin, Penicilin-G, Tetracycline,
Ampicillin, Vanomycine, Erythomycin, and Chloromphenicol. However, all lactobacilli
isolates tested are resistant to vancomycin, with the exception of Lactobacillus spp. Sm2
which showed considerable sensitivity to this antibiotic. Moreover, all Lactobacillus spp.
surnageants inhibited with varying degrees the growth of the two pathogenic molds
Penicillium expansum and Aspergilus parasiticus. However, the bacterium Staphylococcus
aureus showed considerable resistance to the surnageants of the Zb7 and Sm2 isolates, while
Pseudomonas aeruginosa withstood only the activity of the isolate Lactobacillus spp. Sm2.
Based on these results, an isolate (Lactobacillus spp. Sm2) was selected for further studies

based on their safety aspects prior to the use of this bacterium and/or their extract in food dies.

Key words: Lactobacille, Technological suitability, Safety aspect, Antimicrobial activity,

Laghouat.
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Introduction

Introduction :

Les bactéries lactiques sont présentes depuis toujours dans I’alimentation humaine ont
souvent montré un effet bénéfique sur la santé, ces derniers temps un intérét considérable s’est
développé autour I’utilisation des bactéries lactiques ayant des effets bénéfiques a travers le
monde (Gournier-Chateau et al., 1994). Ces bactéries contribuent par leurs activités
enzymatiques variées par la production de composés volatils qui participent au développement
de I’arome, de la saveur, ainsi produisent des exopolysaccharides qui jouent un réle important

dans le développement de la texture de plusieurs produits laitiers (Labaoui et al., 2005).

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques qui produisent par fermentation de I’acide
lactique comme produit principal du métabolisme énergétique (Kesarcodi Watson et al., 2008).
En industrie alimentaire, les lactobacilles sont largement utilisées dans la production de plusieurs
produits alimentaires tels que le yaourt, le fromage, les saucissons secs, les jambons secs, les
cornichons choucroutes, la biere, le cidre le cacao, le pain de Levin et I’ensilage, ainsi que dans
les préparations pharmaceutiques et thérapeutiques potentielles destinées a I’homme y compris
les anti-inflammatoires et les anticancereux. De plus, ils assurent un role inhibiteur de la
croissance de bactéries indésirables, responsables de 1’altération des aliments ou potentiellement
pathogenes, elles interviennent dans la sécurité et la qualité organoleptique des produits
alimentaires (Tailliez, 2004 ; Denis et al., 2007).

En général, les bactéries lactiques au cours de leur passage dans le tractus gastro-
intestinal, se heurtent aux problemes de stress causés par le suc gastrique puis le suc biliaire suivi
par la compétition avec les germes pathogénes et autochtones. Pour exercer ses effets
convenablement, il doit répondre aux critéres de sécurité tels que la sensibilité aux antibiotiques
et ’absence de l'activité hémolytique; aux critéres fonctionnels comme la résistance a ’acidité
gastrique et aux sels biliaires (Hyronimus et al., 2000), ainsi que I’absence de formation
d’amines biogénes, qui peuvent étre un probléme d’intoxications alimentaires (Askar et al.,
1986). C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude qui a pour objectif principal
d’évaluer le pouvoir technologique de quelques isolats de Lactobacillus spp. d’origine
alimentaire. Les aptitudes technologiques recherchées sont : la résistance au pH acide et aux sels
biliaires, la production des amines biogénes (histamine et tyramine), la production de gélatinase,
le pouvoir d’antibiorésistance, I’activité hémolytique, et enfin I’activité antimicrobienne des ses

isolats vis-a-vis des bactéries et moisissures pathogenes.



Introduction

Cette étude se compose de 3 parties dont la premiére est consacrée a une synthése
bibliographique sur Lactobacillus spp. et les aptitudes technologiques de Lactobacillus spp. , la
deuxiéme est intéressée au matériel et aux méthodes mises en ceuvre pour réaliser ce travail, la
derniere partie est traitée les différents résultats obtenus au cours de cette étude ainsi que leur

discussion, et enfin nous achevons ce travail par une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre I : Lactobacillus spp.

Chapitre | : Lactobacillus spp.
1.1.  Généralité sur les bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du Xx*™*

siecle (Maghnia, 2011). Les bactéries lactiques sont trés répandues dans la nature, elles peuvent
coloniser des milieux trés différents du point de vue physico-chimique et biologique. Dans
certains écosystémes comme le lait elles sont dominantes, dans d’autres elles sont minoritaires.
Ces bactéries montrent des exigences nutritionnelles complexes en glucides fermentescibles, en
acides gras, en acides aminés, en peptides, en vitamines et en sels, leur classification est réalisée
en fonction de leur morphologie, de leur type de fermentation et de leur température optimale de
croissance, on les trouve dans différentes niches écologiques comme le lait et sous produits, les
végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales et dans le tractus digestif
(Drouault et Corthier, 2001; Marshall, 1987).

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes procaryotes forment un groupe
hétérogéne composé de coques, de bacilles ou de coccobacilles voir (figure 2), dont la principale
caractéristique est la production d'acide lactique a partir de la fermentation des sucres. Non
pathogénes, ces bactéries a coloration de gram positive (Gram +), généralement immobiles ont
un métabolisme aéro-anaérobies ou micro-aérophiles, asporulantes et ne produisent pas la
catalase, la nitrate réductase et le 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 ;Badis et al., 2005).

Toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire qui repose dans sa grande

partie sur I’utilisation des glucides, elles peuvent produire soit :

De I’acide lactique exclusivement (bactéries homolactiques strictes),
De I’acide lactique et de I’acide acétique (bactéries hétérolactiques facultatives),
De I’acide lactique, de I’acide acétique ou de I’éthanol et du CO, (bactéries
hétérolactiques strictes) (Vandamme et al., 1996 ; Lopez et Mayo, 1997 ;
Swearingen, 2001).

Certaines espéces ou certaines souches peuvent en outre produire de 1’acide formique

ou de I’acide succinique (De Roissart et al., 1994).

4



Chapitre I : Lactobacillus spp.

D'aprés Lahtinem et al., (2012), les bactéries lactiques sont classées dans le phylum des
Firmicutes, la Classe des Bacilli et I’ordre des Lactobacillales renfermant trente cing genres
répartis sur six familles. Parmi ces genres, seulement douze sont utilisés dans la biotechnologie
alimentaire, a savoir : Aerococcus Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus et

Weissella qui sont présentés dans les figures suivantes (figures 1 et 2):

Lb. delbrueckii group

Weissella -
g Lb. casei—
. Pediococcus
. grou
._Broup

B

Leuconostoc /
/

Oenococcus

Tetragenococcus Lactococeiis

Vagococcus /

Enterococcus |
/

/ Streptococcus
/

Carnobacteriiom \

_—~" Bacillus
Staphylococcus
Listeria

Aerococcus

Figure 2: Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques, incluant quelques

genres aérobie et anaérobie facultatif de Firmicutes (Lahtinem et al., 2012).

Figure 2 : Observations au microscope €électronique a transmission (10000x) des formes des

bactéries lactiques batonnet (a) et coque (b, ¢) (Ehrmann et al., 2009).



Chapitre I : Lactobacillus spp.

1.2. Taxonomie des Lactobacillus spp. :
La taxonomie est reposée sur plusieurs criteres morphologiques et biochimiques
permettant de différencier et de caractériser les especes sont détaillée par suivant :
Le type de gram, la morphologique et la disposition cellulaire,
Les différents métabolismes glucidiques, protéiques, lipidiques, le caractere
fermentaire,
La croissance des cellules sur des milieux hostiles,
La synthése d’enzymes (de protéases), de bactériocines, de méetabolites
(exopolysaccharides),
La composition de I’ADN mesurée par hybridation permet de différencier les
genres et les especes entre eux. Le pourcentage de G-C des espéces du genre
Lactobacillus est tres hétérogene et varie d’une espéce a une autre de 32 a 53%
(Schleifer, 1985 ; Collins et al., 1991 ; Zhang et al., 2014 ).
Orla- Jensen (1919) a proposé de diviser le genre Lactobacillus en trois sous genres :
Thermobacterium, Bétabacterium, Streptobacterium,
- Les Lactobacilles homofermentaires stricts,
- Les Lactobacilles hétérofermentaires stricts,
- Les Lactobacilles hétérofermentaires facultatifs, voir (Tableau 1)
Schleifer et al. (1995) ont classifiés Lactobacillus selon les données de I’ARNr 16S voir
(Tableau 2).

En 1901, le genre Lactobacillus a été décrit pour la premiere fois par Beijerinck, et
I'espéce type était Lactobacillus delbrueckii. Le genre Lactobacillus est le genre principal et de
loin le plus grand et le plus diversifié, les Lactobacillales est le plus grand ordre dans le phylum
Firmicutes et la classe Bacilli. La famille des Lactobacillaceae, directement sous 1’ordre des
Lactobacillales, est I'une des sept familles, il comprend actuellement 158 espéces, sept de ces

especes sont constituées de 18 sous-espéces (Hammes, 2003 ; Zhang et al., 2014).



Chapitre I : Lactobacillus spp.

Tableau 1 : Classification des lactobacilles selon leur type fermentaire (Orla-Jensen, 1919).

Groupe 1 :Thermobacterium  Groupe 2 : Streptobacterium Groupe 3 : Bétabacterium
(Homofermentaires stricts) (Homofermentaires facultatifs)  (Hétérofermentaires stricts)
Groupe delbruekii Groupe plantarum Groupe fermentum

G-C: 49-51 % Lb. plantarum Lb. san francisco

Lb. delbrekii Lb. pentoseus Lb. brevis

Lb. ssp. delbrekii Lb. sake Lb. reuteri

Lb. ssp. lactis Groupe casei Lb. kefir

Lb. ssp. bulgaricus Lb. casei ssp. casei Lb. fructivorans

Lb. ssp. leichmani Lb. casei ssp. alactosus

G-C: 33-41% Lb. casei ssp. pseudoplantarum

Lb. acidophilus Lb. casei ssp. rhamnosus

Lb. helveticus Lb. johnsoni

Lb. amylovorus
Lb. crispatus

Lb. gallinarum

Lb. jensenii

Lb. kefiranofaciens
Lb.kefirgranum

Tableau 2: Classification de Lactobacillus selon les données de I’ARNr 16S (Schleifer et al.,

1995).

Groupe |. Delbrueckii Groupe 1. Casei-Pediococcus Groupe I1. Leuconostoc
Hétérofermentaires Facultatifs ~ Homofermentaires stricts Hétérofermentaires stricts
Autres Homofermentaires Lb avarius Genre Leuconostoc
Lb delbrueckii Lb salivarius Ln amelibiosum
Lb acidophilus Hétérofermentaires facultatifs Ln carnosum
Lb helveticus Lb casei Ln gelidum
Lb crispatus Lb plantarum Genre Weissella

Lb sakei Ln paramesen
Hétérofermentaires stricts Lb. confusus
Lb fermentum Lb viridescens
Lb brevis

Lb sanfrancisco

Lb buchneri

Genre Pediococcus
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1.3. Habitat de Lactobacilles :
1.3.1. Habitat végétal :

Les lactobacilles sont présents en infimes quantités sur les surfaces vegétales pour assurer
la colonisation rapide des végétaux abimes lors de la récolte ou des fruits en décomposition,
I’homme a s’utiliser ces bactéries pour conserver a moindre codt et transformer bon nombre de
matiéres premieres végétales alimentaires comme les céréales, les tubercules et les fourrages
verts. Les fermentations lactiques réalisées par ces bactéries limitent les altérations des matiéres
premieres en génant le développement des bactéries indésirables ou pathogénes. Ces
fermentations améliorent également la qualité organoleptique des produits et dans certains cas

leur valeur nutritionnelle et leur digestibilité (Tailliez, 2004).
1.3.2. Habitat animal :

Dans les produits animaux, les lactobacilles ont aussi trouvé des environnements
favorables a leur croissance. De nombreuses études ont permis d’identifier les espéces utilisées

comme levains commerciaux et artisanaux dans la transformation du lait en fromage :

- Les lactobacilles entrent dans la constitution des levains thermophiles commerciaux ou
artisanaux utilises dans la fabrication des yaourts, laits fermentés et fromages a pate
pressée cuite. Ces lactobacilles sont essentiellement des espéces homofermentaires (L.

delbrueckii, Lactis ssp. ou Bulgaricus ssp. et L. helveticus).

- Dans la fabrication de fromage, ils jouent un rdle important dans la texture et la flaveur

des fromages (L. plantarum, L. paracasei, L. rhamnosus et de Lactobacillus fermentum).

- Dans le cas des viandes, des especes des lactobacilles : Lactobacillus sakei, Lactobacillus
curvatus et L. plantarum peuvent jouer un r6le de barriére, limitent ainsi le
développement de bactéries d’altération ou indésirables, assurent [’acidification
indispensable a la texture des viandes salées saumurées et des saucisses fermentées et

contribuent a I’aromatisation de ces produits a travers le catabolisme de certains acides

aminés (Desmazeaud, 1996 ; Tailliez, 2004).

1.3.3. Habitat humain :

Les lactobacilles sont présents dans les muqueuses intestinales, orales et vaginales

humains. Dans la flore fécale de ’enfant ou de 1’adulte excédent rarement 1 % ont été retrouvées
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en dominance les espéces suivant : L. gasseri et Lactobacillus reuteri en association avec L.
ruminis et Lactobacillus salivarius. La flore du caecum (partie du cblon ascendant située en
prolongement de I’intestin gréle) semble plus riche en lactobacilles et en entérocoques que la
flore fécale Selon certains auteurs, ils contribueraient a 1’équilibre de la flore intestinale
notamment en limitant, comme dans les laits fermentés, le développement de bactéries
protéolytiques et putréfiantes (Sterling et al., 1963 ; Reinheimer et al., 1969; Fenton et al.,
1987 ; Reuter et al., 2001). De plus, la flore vaginale de la femme en bonne santé et en age de
procréer est constituée de lactobacilles en dominance ont montré que les trois espéces trouvées le
plus freguemment dans cet environnement sont par ordre : Lactobacillus jensenii, Lactobacillus
crispatus et Lactobacillus gasseri, ces deux derniéres étant apparentées a L. acidophilus.
D’autres espéces comme L. fermentum, Lactobacillus mucosae, L. paracasei, L. rhamnosus et
Lactobacillus vaginalis associés a d’autres espéces colonisatrices comme Ureaplasma
urealyticum, les streptocoques du groupe B, les entérocoques, les staphylocoques et Escherichia
coli (Tailliez, 2004). La colonisation primaire du tube digestif de 1’enfant par les lactobacilles de
la flore vaginale de sa mere est réelle, mais cette flore ne persiste pas dans le temps. Elle est
rapidement remplacée par une flore composée de lactobacilles et d’autres micro-organismes
provenant de I’alimentation et ’environnement. La flore digestive de I’enfant est beaucoup
moins stable que celle de 1’adulte et va se modifier, notamment lors des grands changements,
dans son alimentation : nouveau-né nourri au sein ou par le lait reconstitué, compléments

alimentaires et cessation de ’allaitement maternel, diversification alimentaire (Tailliez, 2004).
1.4.  Caractéristiques des Lactobacillus spp. :

Lactobacillus a différents caractéres quelques soit : morphologiques, biochimiques,

culturaux et des exigences nutritionnelles sont détaillées aux dessous :
1.4.1. Caracteres morphologiques :

C’est une bactérie fermentescible chimio-organotrophe a gram positif anaérobies
facultatives ou micro aérophiles, asporulés et immobiles en forme des : batonnets (bacilles) ou

des coccobacilles voir (figure 2) qui forment a I’occasion de courtes chaines (Schlegel, 1998).
1.4.2. Caracteres biochimiques :

Bien qu’elles aient besoin de milieux riches pour croitre, elles sont omniprésentes et

peuvent survivre partout ou il y a surtout hydrates de carbone, ils sont présents chez les humains
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dans le vagin et le tractus gastro-intestinal, dont ils sont symbiotiques et constituent une petite
partie de la flore intestinale. 1ls sont généralement bénins, sauf dans la bouche ou ils ont été

associes avec des cavités de carie dentaire (Schlegel, 1998).

De nombreuses especes sont prédominantes dans le matériel végétal en décomposition.
La production d'acide lactique crée un environnement acide, qui inhibe la croissance de certaines

bactéries nocives. Plusieurs membres du genre ont eu leur génome séquenceé (Schlegel, 1998).
Les lactobacilles sont divisés en :

e Les Lactobacilles homofermentaires stricts : regroupent les espéces de sous-genre
Thermobacterium, qui dégradent les hexoses en acide lactique,

e Les Lactobacilles hétérofermentaires stricts : regroupent les especes de sous-genre
Bétabacterium, fermentent les hexoses en acide lactique, en acide acétique ou en éthanol
et COy,

e Les Lactobacilles hétérofermentaires facultatifs : regroupent les espéces de sous genre
Streptobacterium, métabolisent les hexoses en acide lactique par la voie homofermentaire
et dégradent les pentoses par voie hétérofermentaire. Ils ne produisent pas de CO,
(Cannon, 2005 ; Dellaglio, 2007).

1.4.3. Caracteres culturaux et exigences nutritionnelles :

La plupart des lactobacilles se multiplie dans une gamme de température comprise entre
15°C et 42°C. Certaines souches de lactobacilles dites « thermophiles » restent viables a 55 °C
(Adams et al., 2000 ; Tailliez, 2004). Les lactobacilles se développent au mieux dans des
conditions acides, quand le pH avoisine les 4,5 a 6,4, mais leur croissance s’arréte lorsque le pH
avoisine 3,5 (Collins et al., 1989 ; De Vos et al., 2009 ). Le milieu le plus adapté a leur culture
est celui De Man, Rogosa et Sharpe (MRS). Sur MRS gélosé, les colonies se développent en 24 a
48 heures, elles sont généralement petites, incolores, blanchatres ou jaunatres, lisses ou
rugueuses, arrondies ou lenticulaires (De Vos et al., 2009). En plus de la source de carbone et
d’azote, les lactobacilles sont caractérisés par des exigences nutritionnelles nombreuses qui

peuvent étre classées selon De Man et al. (1960) et De Vos et al. (2009) comme suit :
++ Exigences en vitamines :

Toutes les espéces ont un besoin absolu en vitamines telles que la pantothenate (B5), en

niacine (B3) et en cobalamine (B12). Les déficiences en vitamine B12 peuvent induire une
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diminution de la synthese de I’ADN et entrainer des changements morphologiques et les cellules
deviennent filamenteuses. Une telle élongation cellulaire a été observée avec L. helveticus sp

jugurti lors de deficiences en cobalamine (B12) ou en acide folique (De Man et al., 1960).
«+ Exigences en bases azotees :

Dans les milieux synthétiques, les lactobacilles exigent la présence d’Adénine, de
Cytosine, de Désoxyguanosine, de Guanine, de Thymidine et d’Uracile. Ces exigences sont
variables selon les especes (De Man et al., 1960).

% EXxigences en cations :

Les ions Mg®* et Mn?* ou Fe?* sont nécessaires pour la croissance des lactobacilles. Le
manganese et le magnésium interviennent comme activateurs d’un grand nombre de réactions
enzymatiques et comme stabilisateurs de la structure des acides nucléiques, de I’intégrité¢ des

ribosomes et de la membrane cellulaire des lactobacilles (De Vos et al., 2009).
1.5. Intérét et utilisation des Lactobacilles :

Les lactobacilles sont présent dans des aliments tel que "le lait" et dans sous dérivés
"fromage et yaourt" ont beaucoup des propriétés (I’acidification, la protéolyse, I’autolyse, la
production de bactériocines...etc.) pour ce I3, ils sont utilisés industriellement dans différents

domaines et différentes productions:

+ En tant que ferments lactiques dans la production de yaourt, fromage et en tant que
ferments protecteurs pour les produits fermentés : saucissons secs, jambons secs, les
cornichons choucroutes, la biere, le cidre le cacao, pain de Levin et I’ensilage,

+ Dans les préparations pharmaceutiques et thérapeutiques potentielles destinées a I’homme
y compris les anti-inflammatoires et les anti-cancers,

+ Elles assurent un role inhibiteur de la croissance de bactéries indésirables, responsables
de I’altération des aliments ou potentiellement pathogeénes,

+ Elles interviennent dans la qualité organoleptique des produits, notamment la texture, le

godt et également dans la réduction du taux de cholestérol sanguin (Tailliez, 2004).

Mais dans certains cas, quelques souches de lactobacilles pathogenes peuvent

occasionnellement causer des infections comme: endocardites, bactériémies et abces ou
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Lactobacillus rhamnosus est I’espéce la plus fréquemment impliquée (Tailliez, 2004; Denis et
al., 2007).
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1. Aptitudes technologiques des Lactobacilles :
1.1. Résistance a acidité gastrique :

Les bactéries lactiques, lors de leur croissance, hydrolysent le lactose du lait grace a la
béta-galactosidase pour produire deux nouveaux sucres : le glucose et le 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 un abaissement de pH. Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques permet la
coagulation du lait (en facilitant I'action de la présure) et I'augmentation de la synéréese du caillé;
la participation aux propriétés rhéologiques du produit fini et I'inhibition de la croissance des
bactéries nuisibles (Papamanoli et al., 2003). La fonction acidifiante constitue la propriété
métabolique la plus recherchée des bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires.
Elle se manifeste par la production de 1’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de
carbone au cours de la croissance bactérienne (Mayra- Makinen et al., 2004; Monnet et al.,
2008).

La survie des bactéries dans le tube digestif dépend de leur capacité a tolérer les pH bas,
ce qui propose que les souches probiotiques doivent résister a un pH de 2,5 par conséquent peut
affecter sur la croissance et la viabilité bactérienne (Ammor et al.,, 2007). Lors de la
fermentation lactique, les lactobacilles produisent et accumulent dans leur environnement des
composeés acides qui rendent le milieu acide défavorable a la croissance des autres bactéries, par
conséquent, aprés 1’ingestion, ils rencontrent un autre environnement acide, I’estomac ce qui
suggere leur adaptation et leur fonctionnement a des pH bas. Les lactobacilles peuvent réagir au

stress acide par trois mécanismes :

En limitant I’entrée des acides dans son cytoplasme,

En alcalinisant le milieu intracellulaire grace aux enzymes impliqués,

En protégeant les macromolécules contre les dérivés chargés par les protéines
chaperonne (Bahri, 2014).

1.2. Résistance aux sels biliaires :

La bile est un liquide visqueux de couleur jaune-verdatre sécrété en continu par le foie
et stocké dans la vésicule biliaire est composée de cholestérol, de sels biliaires, de lécithine et de
pigments joue plusieurs réles dans I'organisme. Le principal est de participer a la digestion des

graisses et a la détoxication lors des repas. Les acides biliaires (également connu sous le nom
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de sels biliaires) sont formés par des dérivés du cholestérol et par des stéroides acides secrétés
par le foie. Ils sont stockés et concentrés dans la vésicule biliaire et injectés dans le duodénum

apres la prise alimentaire. (Ammor et al., 2007).

La tolérance aux sels biliaires est un facteur important pour la survie des probiotiques, car
apres leur échappement aux conditions acides de I’estomac, les probiotiques doivent faire face a
I’action détergente des sels biliaires libérés dans le duodénum apres ingestion des repas gras
(Ammor et al., 2007). L’un des mécanismes de cette résistance est la déconjugaison des sels
biliaires grace a la « Bile Salt Hydrolase » (BSH) qui est aussi appelée cholylglycine hydrolase.
Cette enzyme catalyse I’hydrolyse des sels biliaires conjugues avec la glycine ou la taurine en
résidus d’acides aminés et en sels biliaires libres ce qui a pour effet de diminuer la solubilité de

la bile et de réduire son activité détergente (Begley et al., 2006 ; Hamon et al., 2011).

Un autre mécanisme responsable de la résistance des lactobacilles aux sels biliaires est
I’extrusion de la bile. Ce mécanisme est réalisé grace aux systemes multidrug resistance (MDR).
Les MDR sont ainsi responsables de la résistance a de nombreux composeés toxiques comme les
antibiotiques, les solvants organiques, les détergents et les sels biliaires (Bahri, 2014).

1.3. Résistance aux antibiotiques :

Les antibiotiques sont des agents dont la toxicité sélective résulte d'un mode d'action
spécifique. lls agissent a faible dose pour inhiber la croissance des micro-organismes ou pour les
détruire. Ils peuvent étre produits de maniére naturelle par des champignons et des bactéries ou
obtenus par synthése et hémi synthése (Mangin, 2016).

Leur efficacité est s’apparait dans sa capacité de diffuser le tissu bactérienne. Celle-ci
réside dans sa capacité a pénétrer dans la bactérie et a se fixer sur sa cible afin d’en perturber le
fonctionnement physiologique. Si I’antibiotique perd une de ses facultés, il devient alors
inefficace et le terme « résistance » prend tout son sens, la bactérie détenant le pouvoir de croitre
en présence de I’antibiotique, on se distingue deux types de résistance aux antibiotiques : la

résistance intrinséque et la résistance acquise (Marshall et al., 2004).
1.3.1. Résistance naturelle ou intrinséque :

Cette résistance, généralement chromosomique, est présente chez toutes les souches

d’'une méme espece ou d’un méme genre bactérien. Elle délimite le spectre d’action des
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antibiotiques et elle est due soit a une absence de cible pour I’antibiotique soit a une

imperméabilité de la paroi a cet antibiotique (Levy et Marshall, 2004).

1.3.2. Résistance acquise :

Cette résistance ne concerne que quelques souches, d’une méme espece ou d’'un méme
genre, normalement sensibles a un antibiotique donné. Elle est due a des modifications
génétiques chromosomiques ou extra chromosomiques : mutations sur des génes existants (genes
codant pour des cibles des antibiotiques, génes régulateurs...) ou incorporation de nouveaux
génes codant a des mécanismes de résistances (Marshall et al., 2004).

Le developpement de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries est basé
principalement sur deux facteurs : la présence de genes de résistance et la pression de sélection

imposée par I'utilisation des antibiotiques (Mangin, 2016).

1.4.  Activité hémolytique :

La détermination de l'activité hemolytique est l'une des exigences de sureté des souches
probiotiques. Les microorganismes probiotiques doivent étre dénués de toutes formes de
pathogénicité (FAO/OMS, 2002). En effet, les probiotiques sont des organismes vivants et de ce
fait, ils peuvent étre responsables théoriquement d'effets secondaires comme des risques
d'infections systémiques (Salminen et al., 1998). Si les globules rouges sont détruits plus
rapidement qu’ils ne peuvent étre remplacés, un déséquilibre se produit, lorsque les globules
rouges ¢éclatent, ’hémoglobine, (la partie qui transporte 1’oxygene), est libérée dans le reste du
sang. Cela peut diminuer la quantité d’oxygéne que le corps obtient (Barber et Elde, 2014).
Lorsque I’hémolyse se produit et conduit a un déséquilibre des globules rouges, il est appelé
anémie hémolytique, et il existe deux types. La premiére est appelée anémie hémolytique
intrinséque, ce type est généralement un trouble héréditaire, le deuxieme type est appelé anémie
hémolytique extrinséque, et ici, la rate détruit les globules rouges sains ou ils sont endommagés
par une infection (Gurpreet-Dhaliwal et al., 2004).

L’hémolyse est causée par des troubles sanguins, des toxines dans le corps ou une
infection. Certaines affections spécifiques pouvant causer 1’hémolyse sont 1’hépatite, 1’anémie

falciformes, la bactérie E. coli ou le streptocoque (Haak, 2018).

Il existe trois types d’hémolyse :
- Gamma (y) hémolytique : absence de réaction hémolytique autour des colonies

(absence d’hémolyse),
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- Béta (B) hémolytique : la présence d'une zone claire d'hydrolyse autour des
colonies (hémolyse totale),

- Alpha (o) hémolytique : la présence d’une couleur verte autour des colonies
(hydrolyse partielle). (De Vuyst et al., 2003).

o p ¥
Figure 3: Types d’hémolyse par streptocoques (Bouvet, 2004).

1.5.  Propriétés antimicrobiennes :

L’activité antimicrobienne contre les germes pathogeénes est 1'un des critéres
fréquemment utilisés pour la sélection des souches probiotiques. Les bactéries lactiques
constituent un moyen biologique efficace pour la préservation des qualités hygiéniques des
aliments, du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-vis des microorganismes nuisibles (Dunne et
al., 2001). En effet, les bactéries lactiques, et notamment les lactobacilles, produisent de
nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes, comme des acides organiques, du
peroxyde d’hydrogéne, du dioxyde de carbone, du diacétyle et des bactériocines (Dortu et al.,
2009). Les acides lactique et acétique sont produits lors de la fermentation lactique. Leurs

activités antibactériennes contre les germes pathogenes qui s’expriment par deux maniéres :

e Une action directe ou les acides organiques diffusent passivement a travers la membrane
bactérienne font acidifient le cytoplasme et inhibent 1’activité enzymatique cellulaire des
pathogénes acidosensibles. Cette diminution du pH peut donc affecter la viabilité des
pathogénes bactériens (Aiba et al., 1998).

e Une action indirecte due a la tolérance de I’acidité par les lactobacilles et par conséquent,
dans un milieu acide leur compétitivité bactérienne est avantagée par rapport aux autres

bactéries (Servin, 2004). Le peroxyde d’hydrogéne, produit en présence d’oxygéne,
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s’accumule en I’absence de catalase ; son pouvoir oxydatif provoque 1’oxydation des
lipides et la libération des acides nucléiques (Block, 1991). Le dioxyde de carbone, formé
au cours de la fermentation hétérolactique, crée un environnement anaérobie qui s’avere
toxique pour certains microorganismes aerobies. Les acides organiques, élaborés lors de
la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et des
bactéries. En diffusant a travers les couches lipidiques de la membrane bactérienne, ils
provoquent un abaissement du pH interne par libération de protons, déstabilisant ainsi le
fonctionnement de la cellule bactérienne (Booth, 1985).

Le diacétyl est un composé aromatique possédant aussi une activité antibactérienne.
Plusieurs bactéries des genres Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus, peuvent
le synthétiser (Leveau, 1991). Il a des effets inhibiteurs plus importants sur la croissance des
levures, bactéries a Gram négatif que sur celles des bactéries a Gram positif sont moins sensibles
(El-Ziney et al., 1998).

Dioxyde de carbone, formé essentiellement au cours de la fermentation hétérolactique,
inhibe les microorganismes aérobies a travers la création d’un environnement anaérobie puis son
accumulation dans la bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la permeabilité

membranaire (Ammor et al., 2006).

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est un métabolite intermeédiaire qui posséde
un effet antimicrobien. 1l est produit lors de la fermentation anaérobique du glycérol par
certaines espéces de Lactobacillus ainsi que par d’autres genres bactériens non lactiques tels que
Bacillus, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter et Clostridium. Elle interfére avec la réplication
de ’ADN chez les procaryotes (Gram-positif ou Gram-négatif), les eucaryotes, les virus, les

champignons et les protozoaires (EI-Ziney et al., 1998)

Les bactériocines sont des molécules d’origine bactérienne, de nature protéique ou
partiellement protéique et douées d'une activité antagoniste vis-a-vis des espéces
phylogénétiquement proches de 1’espéce productrices. (Park et al., 2003). Deux grands groupes
de bactériocines peuvent étre distingués d'une part, les bactériocines produites par des bactéries a
Gram négatif, principalement représentées par les colicines et les microcines, et d'autre part,
celles produites par les bactéries a Gram positif, et notamment les bactériocines de bactéries

lactiques. (Cenatiempo et al, 1996). Toutes les bactériocines produites par des bacteries
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lactiques décrites jusqu’a présent ont une activité dirigée contre les bactéries Gram™ et celles a
Gram™ (Dortu et al., 2009).

Les lactobacilles sont largement connus par leur production de bactériocines (Todorov,
2005). Les bactériocines agissent généralement sur la membrane cytoplasmique des cellules
sensibles et cela par la formation de petits pores membranaires. (Luquet et al., 2005). Elles

s’ancrent sur la paroi, forment des pores et induisent ainsi la fuite du contenu cytoplasmique

(Ocana et al., 2004).
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Matériels et Méthodes

1. Matériels et méthodes :
1.1. Objectif de I’étude :

Ce travail a pour objectif principal 1’étude du pouvoir technologique de quelques isolats
de Lactobacillus spp. d’origine alimentaire. Les aptitudes technologiques recherchées sont :
v’ Larésistance au pH acide et aux sels biliaires,
La production des amines biogenes (histamine et tyramine),
La production de gélatinase,
Le pouvoir d’antibiorésistance,

L’activit¢ hémolytique,

NN NN

L’activité antimicrobienne.

1.2. Matériels biologique :

Pour la réalisation des différentes parties expérimentales, trois isolats de Lactobacillus
spp. ont été sélectionnés a partir des travaux de projet de fin d’étude d’Abidi (2018). Ces
bactéries lactiques ont été isolées a partir des produits laitiéres fermentés traditionnellement tels
que : Smen, Zebda et Lben (voir le tableau 3), et identifiées partiellement a I’aide des galeries
API 50CHL. De plus, leur pouvoir antimicrobien a été testé vis-a-vis quatre souches de référence
suivantes :

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Penicillium
expansum MUCL 29192 et Aspergilus parasiticus CBS 100926.

L’étude a été réalisée au sein du laboratoire pédologique numéro 8, département des
Sciences Agronomiques-Université Ammar Thélédji-Laghouat, durant la période de Novembre
2018 jusqu’au Mars 2019.
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Tableau 3: Présentation des isolats Lactobacillus spp. sélectionnées pour cette étude

Isolats Identification*
Source Gram Forme Catalase Galerie API CH50
) Lactobacillus spp.
LacZb 7 Zebda + Bacille _
(81%)**
_ Lactobacillus spp.
LacLb3 Lben + Bacille _
(94%)
_ Lactobacillus spp.
Lac Sm 2 Smen + Bacille _
(84%)

* Travaux de projet de fin d’étude d’Abidi (2018)
**Taux de similarité biochimique au profil de Lactobacillus spp.

1.3. La résistance au pH acide et aux sels biliaires :
1.3.1. Laresistance au pH acide :

Pour determiner la résistance des bactéries lactiques sélectionnees au pH acide en
fonction du temps, le protocole d’Ispirli et al. (2017) et d’Hyrominus et al. (2000) a été utilisé
(voir figure 4). Le test consiste a preparer une série des tubes contenant de bouillant MRS ajusté
au pH 4 par I’addition de I’HCI1 IM. Un inoculum de 1 ml de chaque isolat a été transféré dans
20 ml de ce bouillon pour obtenir une densité optique (DOgo) de 0.1. Puis la croissance des
lactobacilles a été mesurée toutes les quatre heures a la DOgoo pendant une incubation de 24 h a
37 °C (sans agitation) a l'aide d'un spectrophotometre de type biochrom Libra S6 (80-5000-10,

UK). Notons que, chaque essai est répété deux fois afin de minimiser I’erreur expérimentale.

1.3.2. La resistance aux sels biliaires :

Afin de déterminer I’effet des sels biliaires sur la croissance des lactobacilles sélectionnés
en fonction du temps, la méthode décrite par Ispirli et al. (2017) et Hyrominus et al. (2000) a
été utilisée. Apres I’autoclavage du bouillant MRS, les sels biliaires d’origine bovine ont ajoutés
a une concentration de 0.3 % (w/v), puis une série des tubes de 20 ml ont été préparés. Pour
obtenir une densité optique (DOggo) de 0.1, un inoculum de 1 ml de chaque isolat a été transféré
dans ces tubes. Ensuite, la croissance des Lactobacillus a été mesurée toutes les quatre heures a
la DOgoo pendant une incubation a 37 °C/24 h (sans agitation) et chaque essai est répété deux fois

afin de minimiser I’erreur expérimentale (voir figure 4).
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Tubes de bouillant
MRS ajusté a pH 4

Prend 1ml d'inoculum Met I'inoculum dans 20 ml Mesurer la densité optique de chaque souche & DOgg
de chaque souche bouillon MRS visé

des lactobacilles

Tubes de MRS bouillant
additionné sels biliaires

Figure 4: Schéma de protocole d'étude de la résistance des Lactobacillus spp. au pH acide et
aux sels biliaires.

1.4. La production des amines biogénes (histamine et tyramine) :

Pour étudier le pouvoir de décarboxylation des acides aminés (histidine et tyrosine) par
les isolats de lactobacilles, le protocole de Joosten et al., (1989) a été utilisé. Le milieu
spécifique pour la détection des amines biogenes est composé de 5 g de tryptone, 5 g d'extrait
de levure, 5 g de NaCl, 1 g de glucose, 0.5 ml de Tween 80, 0.2g de MgSO4, 0.1 g de CaCO3,
0.06 g de violet de bromocrésol, 0.05 g MnSO4, 0.04 g de FeSO4, 20 g d’agar et 20 g d’acide
aminé spécifique (histidine ou tyrosine) préparé dans un litre d’ecau distillée (voir Annexe 1).
Apres stérilisation (a 121 ° C pendant 15 min), le pH du milieu est ajusté a 5.

23




Matériels et Méthodes

Le milieu est ensemencé en surface avec 0.1 ml de chaque culture bactérienne
précédemment préparée dans le bouillon MRS. Aprés incubation a 30 ° C pendant 24-48 h, un
halo violet est interprété comme une réaction positive pour la production d’amines biogénes dans
les milieux histidine decarboxylase agar (HDA) ou tyrosine decarboxylase agar (TDA). Notons
que, un témoin positif a été utilise pour chaque essai représenté par la bactérie Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, forte productrice d’amines biogénes. Chaque essai est répété deux fois

afin de minimiser I’erreur expérimentale.

1.5. La production de gélatinase :

Dans cette étude, la production de gélatinase a été testée sur le milieu gélosé BHI
contenant 10 g/l de peptone et 30 g/l de gélatine, conformément au protocole de Rivas et al.
(2012). La surface du milieu est ensemencée avec 0.1 ml de chaque culture des lactobacilles
précédemment préparée. Apres incubation & 30 °C pendant 24-48 h, les boites ont été placées a
4 °C pendant 5 h avant I'examen de la zone de turbidité autour des colonies indiquant I'hnydrolyse
de la gélatine. Dans cette essai, la souche de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a
été utilise comme témoin positif. Chaque teste est répété deux fois afin de minimiser I’erreur

expérimentale.

1.6. Le pouvoir d’antibiorésistance :

Pour étudier I’antibiorésistance des Lactobacillus spp., sept antibiotiques ont été choisi
pour cette étude : Rifampicine (R, 30 ug), Penicilin-G (P, 10 nug), Tetracycline (TE, 30 ug),
Ampicilline (Amp, 10 pg), Vanomycine (VA, 30 pg), Erythomycin(E, 15 pg), et
Chloromphenicol (C, 30 pg), utilisant la méthode de diffusion en disque sur gélose décrite par
NCCLS (2004). Pour chaque isolat, des cultures bactériennes (Zb7, Sm2 et Lb3) ont été
préparées dans un bouillon MRS & 30°C pendant 24h. Apres I’incubation, 0.5 ml de chaque
culture ont été transférées dans 10 ml d’eau physiologique (0.9 %) pour obtenir une suspension
bactérienne de 10° UFC/ml. Ensuite, 0.1 ml de la suspension bactérienne précédemment préparée
a ¢té ensemencée en surface du milieu gélos¢ MRS. A I’aide d’une pince stérile, les disques
d’antibiotiques ont été déposés sur le milieu MRS agar. Apres incubation des boites a 30°C
pendant 24-48 heures, les zones d’inhibitions ont été mesurées a 1’aide d’un pied a coulisse et les
résultats de la lecture sont exprimés en millimetre (mm). Notons que, chaque boite est répétée

deux fois afin de minimiser I’erreur expérimentale. Ce protocole est simplifié dans la figure 5 :
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Prend 0.1 ml de suspension bactérienne

Ensemencement en surface

Déposer les disques d’antibiotiques

Mesurer les zones d’inhibitions

Figure 5: Protocole de I’étude du pouvoir d’antibiorésistance de Lactobacillus spp. sur milieu
MRS agar.

1.7. L’activité hémolytique :

Le pouvoir hémolytique des lactobacilles a été mis en évidence par la méthode de
DeVuyst et al. (2003). La surface de la gélose au sang additionnée du sang humain a 7% (v/v)
est ensemencée en surface avec 0.1 ml de chaque suspension bactérienne (Zb7, Sm2 et Lb3)
précédemment préparée. Aprés incubation a 30°C pendant 24-48 h, I’activité hémolytique est

interprétée comme suit :

- Absence de réaction hémolytique autour des colonies (absence d’hémolyse): y
hémolytique,
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- La présence d'une zone claire d'hydrolyse autour des colonies (hémolyse totale): p
hémolytique,
- Laprésence d’une couleur verte autour des colonies (hydrolyse partielle): a
hémolytique.
Notons que, dans cet essai la bactérie Staphylococcus aureus ATCC 25923 a été utilise
comme un témoin de p hémolyse, et chaque boite est répétée deux fois afin de minimiser I’erreur

expérimentale. Cette méthode est resumée dans la figure 6:

b«—g——
Ajouter sang humain Ensemencer en surface 0, 1ml les souches testées Incuber les boites
(7%) a la gélose du sang a 30 °C/24-48h

Figure 6: Protocole de 1’étude de I’activité hémolytique des Lactobacillus spp.

1.8. L’activité antimicrobienne:

Le pouvoir antimicrobien des lactobacilles a été testé vis-a-vis quatre souches de
référence suivantes : Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, proviennent de la collection du Laboratoire Régional Vétérinaire de Laghouat.
Penicillium expansum MUCL 29192 est une souche de référence provient de la collection
BCCM (Belgian Co-ordinated Collection of Micro-organisms), tandis que la souche fongique
Aspergilus parasiticus CBS 100926 provient de la collection CBS culture collection of micro-

organisms.

1.8.1. Préparation des suspensions bactériennes :

Pour avoir des cultures jeunes, les deux bactéries pathogenes ont été cultivées dans le
bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth) pendant 24 heures a 37 °C. Ensuite, 100 pl de
chaque culture ont été transférées dans 10 mL de solution saline stérile 0.9%. La densité optique
(DO) a été ajustée a l'aide d'un spectrophotométre (biochrom Libra S6) a une longueur d’onde

A=620 nm pour obtenir une suspension de stock d’environ 10° UFC/mL.
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1.8.2. Préparation des suspensions fungiques :

Pour chaque souche fongique testée, I’inoculum doit étre préparé a partir d'une culture de
7-14 jours en milieu PDA a 25°C. Les spores ont été récupérees en imbibant un écouvillon stérile
avec I’eau physiologique et le transféré dans 3 mL de solution saline stérile 0.9%. Ensuite, la
densité optique a été ajustée a lI'aide d'un spectrophotométre (biochrom Libra S6) a une longueur

d’onde A=530 nm pour obtenir une suspension de stock de 0.4-5x10° spores/ml.

1.8.3. Preparation de surnageant des lactobacilles :

L'activité antimicrobienne vis-a-vis les bactéries et les moisissures pathogénes a été
déterminée par la méthode de diffusion en puits sur gelose décrite par Magnusson et al., (2001).
Brievement, les isolats de lactobacilles sélectionnés pour cette étude (Zb7, Sm2 et Lb3) sont
ensemencés dans des tubes contiennes un bouillon MRS et incubés a 30°C pendant 24-48h.
Ensuite, les surnageants ont été obtenus par centrifugation de cultures de lactobacilles a 12000
rpm pendant 10 min a I’aide de centrifugeuse (eppondorf 5415 D, 22331Humberg), puis les
surnageants ont été récupéres a I’aide d’une seringue et filtrés sur un filtre Millipore de 0.45 pm.
Enfin, les extraits bactériens ont été conservés dans le congélateur du laboratoire a —18°C jusqu’a

I’analyse.

1.8.4. L’évaluation de I’activité antimicrobienne :

Des puits (diametre de 5 mm) ont été creusés a I’aide des emboues bleus dans le milieu
gélosé BHI agar contenant 10° UFC/mI des souches bactériennes cibles, ainsi que dans le milieu
PDA contenant 0.4-5x10* spores/ml des souches fongiques testées. Ensuite, 100 pl de
surnageants ont été déposes dans ces puits (voir Figure 07). Aprés incubation des boites a 37°C
pendant 24-48 h, les zones d'inhibition ont été notées et exprimées comme suit:

= ++, forte inhibition avec des zones claires détectables autour des puits,
= +, faible inhibition autour des puits,

= —, pas de zone d'inhibition.
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Prend 1 ml de suspension
bactérienne/fongique

Met la suspension dans Centrifugation 12000 rpm/10m Prend le surnageant
des eppendorfs

Remplir les puits par le Prend 100 pl du surnagent Filtrer (filtre 0.45 um)
surnageant

Figure 7: Protocole de la méthode des puits utilisés pour la recherche de I’activité
antimicrobienne des Lactobacillus spp.
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1. Résultats et discussion :
1.1. Résultats :

Avant d’étudier le pouvoir technologique des trois isolats de Lactobacillus spp. (Zb7,
Sm2 et Lb3) d’origine alimentaire, IIs sont re-testés par la coloration de Gram et la catalase. Ces

isolats sont révelés des bacilles, Gram positives et catalase négative (Figure 8).

Figure 8 : Aspect microscopique des isolats de Lactobacillus spp. cultivés dans le milieu

gélosé MRS apreés coloration de Gram (X1000) (Photo personnelle).

1.1.1. Résistance au pH acide et aux sels biliaires :
e Résistance au pH acide :

Les résultats de la résistance des isolats de lactobacilles (Zb7, Sm2 et Lb3) au pH 4 sont
présentés en détails dans le tableau 4 et la figure 9. Avec une légére variation en fonction de
I'espéce de Lactobacillus, les isolats testés ont été bien poussés en milieu acide a pH 4, ce qui a
révélé une croissance rapide aprés 8 h d'incubation pour les deux isolats Lb3 et Zb7 (voir tableau
4). Néanmoins, I’isolat Sm2 a affiché un temps de tolérance pour s’adapter au pH acide, puis a
commenceé la croissance avec une légére augmentation apreés 12 d’incubation. Elle atteint sa
valeur maximale de 1.1x10° UFC/ml équivalent d’une DOggo égale 1.45 aprés 24 d’incubation.
Notons que, I’isolat Lactobacillus spp. Lb3 semble étre la plus résistante au pH 4, car sa
croissance en milieu acide est plus rapide par rapport aux autres isolats testes. Elle atteint une
valeur maximale de 2x10° UFC/ml équivalent d’une DOgoo égale 2.49 seulement aprés 6 heurs

d’incubation. Donc, on remarque que toutes les Lactobacillus spp. testées montrent une
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résistance considérable au pH 4 durant le temps d’incubation ou leur croissance se stabilise apres

16 heurs d’incubation en milieu acide.

3,0 q
Resistance des lactobacilles au pH 4

Densité optique
600

0 4 8 12 16 20 24

Heures

Figure 9: Résistance des lactobacilles au pH acide.

Tableau 4: Résultats de la résistance des isolats de Lactobacillus ssp. au pH acide a la DOggo
exprimés en moyenne * écart-type.

Isolats/Heurs Oh 4h 8h 12h 16h 20h 24h

Lactobacillus spp. Lb3 0,1 0,64+0,05 1,30+0,03 1,90+0,01 2,49+0,01 2,44+0,01 2,49+0,01
Lactobacillus spp. Zzb7 0,1 0,29+0,01 0,71+0,01 159+01 247+0,03 245+0,03 249+0,01
Lactobacillus spp. Sm2 0,1 0,29+0,02 0,24+0,01 0,67+0,01 1,1+0,03 1,07+0,13 1,45+0,01

e Résistance aux sels biliaires :
Les résultats de la résistance des isolats de lactobacilles (Zb7, Sm2 et Lb3) aux sels

biliaires a 0.3% sont illustrés et détaillés dans la figure 10 et le tableau 5 :
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3,0 T
Resistance des lactobacilles aux sels biliaires

Densité optique
600

Heures

Figure 10 : Resistance des lactobacilles aux sels biliaires a 0.3%.

Dans cet essali, les isolats testés ont été bien pousses en présence des sels biliaires a 0.3%,
ce qui a révélé une croissance rapide aprés 4 h d'incubation, suivis d’une chute importante et
diminution rapide de la croissance des lactobacilles aprés 8 d’incubation, surtout pour les isolats
Zb7 et Sm2. Cependant, tous les isolats ont affiché un temps de tolérance pour s’adapter aux sels
biliaires, puis ont commencé la croissance avec une augmentation rapide aprés 12 d’incubation.
Donc, on remarque que toutes les Lactobacillus spp. testées montrent une résistance considérable
aux sels biliaires durant le temps d’incubation ou leur croissance se stabilise apres 16 heurs
d’incubation. Notons que, I’isolat Lactobacillus spp. Lb3 semble étre la plus résistante aux sels
biliaires, car sa croissance est plus rapide par rapport aux autres isolats testés. Elle atteint une
valeur maximale de 2x10° UFC/ml équivalent d’une DOggo égale 2.49 seulement aprés 16
d’incubation. Néanmoins, I’isolat Sm2 a montré une sensibilité considérable aux sels biliaires
pendant 8 d’incubation, puis elle a commencé la croissance avec une légéere augmentation
qu’aprés 12 d’incubation. Elle atteint sa valeur maximale de 1.68 x10° UFC/ml équivalent d’une

DOggo égale 2.1 aprés 24 d’incubation.
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Tableau 5: Résultats de la résistance des isolats de Lactobacillus ssp. aux sels biliaires a la

DOgoo €xprimés en moyenne + écart-type.

Isolats/Heurs Oh 4h 8h 12h 16h 20h 24h
Lactobacillus spp. Lb3 0,1 1,56+0,12 1,06+0,01 1,78+0,01 2,49+0,01 2491001 249+0,01
Lactobacillus spp. Zzb7 0,1 1,16+0,00 0,31+0,02 1,40+0,01 2,49+0,01 2,49+0,01 249+0,01
Lactobacillus spp. Sm2 0,1  1,43+0,34 0,35+0,04 1,13+0,05 1,92+0,05 2+0,02 2,1+0,35

2.1.1. La production des amines biogénes (histamine et tyramine) :

Les résultats de production des amines biogenes sont rassemblés dans le tableau 5. Aprés
I’incubation des isolats de Lactobacillus spp. dans les deux milieux TDA et HDA a 30 °C
pendant 24-48 h, aucun halo violet n’a été observé sur les boites incubées, ce qui indique une
réaction négative de la production d’amines biogenes dans les milieux HDA ou TDA. Notons
que, un témoin positif a été utilisé dans cet essai représenté par la bactérie Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

1.1.2. La production de Gélatinase :

Les résultats de production de gélatinase sont présentés dans le tableau 6 et figurer dans
la photo 01. Aprés I’incubation des isolats de Lactobacillus spp. dans le milieu BHI contenant 10
g/l de peptone et 30 g/l de gélatine a 30 °C pendant 24-48 h, aucune zone de turbidité autour des
colonies n’a été detectée sur les boites refroidies a 4 °C pendant 5 h, ce qui indique une réaction
négative de I'nydrolyse de la gélatine. Dans cet essai, la bactérie Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 a €té utilisée comme témoin positif.

Tableau 6 : Résultats de pouvoir de décarboxylation d'amines biogénes (histamine et tyramine)
et de production de gélatinase.

Isolats Tyramine Histidine Gélatinase

Lactobacillus spp. Lb3 - - _
Lactobacillus spp. Zb7 - - _
Lactobacillus spp. Sm2 - - -

—: Absence de production.
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Photo 31 : Absence de production de gélatinase par les isolats de lactobacilles testés.

1.1.3. Le pouvoir antibiorésistance :

Les résultats de test d’antibiorésistance des isolats de lactobacilles (Zb7, Sm2 et Lb3)
sélectionnés pour cette étude sont rassemblés dans le tableau n°7 et la photo n° 02. La sensibilité
des trois isolats a été évaluée sur milieu MRS agar, utilisant la méthode de diffusion en disque

sur géelose décrite par la norme NCCLS (2004).

Figure 14 : Les zones de sensibilité des lactobacilles aux antibiotiques mesurées a I’aide de pied
a coulisse.

Selon cette norme présentée dans le tableau ci-dessous, nos résultats montrent que tous
les isolats de lactobacilles testés sont sensibles a la pénicilline, I’ampicilline, 1’érythromycine, et
le chloramphénicol. Cependant, tous les isolats de lactobacilles testés sont resistants au
vancomycine, a I’exception de I’isolat Lactobacillus spp. Sm2 qui a montré une sensibilité
considérable a cet antibiotique. De plus, I’isolat Lactobacillus spp. Lb3 a montré une réponse
intermédiaire a la tétracycline et une sensibilité aux autres antibiotiques, tandis que I’isolat
Lactobacillus spp. Zb7 a présenté une réaction intermediaire a la rifampicine, mais sensibilité

considérable aux autres antibiotiques (voir Annexe 2).

34



Résultats et discussion

Tableau 7 : Résultat du test antibiorésistance des lactobacilles sélectionnés pour cette étude.

Isolats TE? Amp E C P R VA
Lactobacillus spp.Lb3 P S S S S S R
Lactobacillus spp.Zb7 S S S S S I R
Lactobacillus spp.Sm2 S S S S S S S
Resistante (R) <14° <16 <13 <17 <14 <16 <14
Intermediare (1) 15-18 — 14-22 18-20 - 17-19 15-16
Sensible (S) >19 >17 >23 >21 >15 >20 >17

8 TE :Tétracycline 30 pg; Amp :Ampicilline, 10 pg; E :Erythromycine 15pg; C: Chloromphenicol 30 pg; P:

Pénicilline G 10ug; R : Rifampicine 30 pg; VA :Vancomyci
®| - intermédiaire; S : sensible; R : résistant

ne 30ug

¢ Les valeurs critiques sont exprimées en millimétre (mm) selon la norme NCCLS (2004)

1.1.3. L’activité hémolytique :

Un autre role important dans la virulence des lactobacilles est la production d’hémolysine

par ces bactéries, qui est considéréee comme un facteur de risque pour la santé humaine. Le

tableau n°08 montre résultats de l'activité hémolytique des isolats de Lactobacillus spp.

sélectionnés pour cette étude. Cette activité hémolytique des isolats de lactobacilles (Zb7, Sm2

et Lb3) a été mise en évidence par la gélose au sang additionnée du sang humain a 7% (v/v) et

les résultats montrent qu’aucune réaction hémolytique (y hémolyse) n'a été détectée dans les

lactobacilles testés.

Tableau 8 : Résultat de I’activité hémolytique des lactobacilles sélectionnés pour cette étude.

Isolats

Activité hémolytique

Lactobacillus spp. Lb3
Lactobacillus spp. Zb7

Lactobacillus spp. Sm2

Y
Y
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1.1.4. L’activité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne est I'une des caractéristiques intéressantes des bactéries
lactiques, car elles ont la capacité de ralentir et d’inhiber I’activité et la croissance des bactéries
et des moisissures pathogénes par la production de facteurs inhibiteurs, notamment les
bacteriocines. Les résultats de I’effet inhibiteur des trois isolats de Lactobacillus spp. contre
quatre souches de références, deux souches bactériennes pathogeénes (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) et deux souches fongiques pathogenes
(Penicillium expansum MUCL 29192, Aspergilus parasiticus CBS 100926), sont présentés dans

le tableau ci-dessous avec des figures montrant les zones d’inhibitions.

Tableau 9: Résultat de I’activité antimicrobienne des Lactobacillus spp. sélectionnés pour cette

étude.
Isolats S. aureus P.aeruginosa  P.expansum A, parasiticus
ATCC 25922 ATCC 27853 MUCL 29192 CBS 100926
Lactobacillus spp. Lb3 ++ + ++ +
Lactobacillus spp. Zb7 - ++ ++ +
Lactobacillus spp. Sm2 — — ++ +

++, forte inhibition avec des zones claires détectables autour des puits; +, faible inhibition autour des puits; —, pas de
zone d'inhibition

L'activité antimicrobienne vis-a-vis les microorganismes pathogenes a été recherches par
la methode de diffusion en puits sur gélose. Tous les surnageants de Lactobacillus spp. testes ont
inhibé totalement la croissance de P. expansum. L’isolat Lactobacillus spp. Lb3 présente une
forte inhibition avec des zones claires détectables autour des puits sur la croissance de S. aureus,
et A. parasiticus, tandis qu’une faible inhibition a été exercée sur la croissance de P. aeruginosa.
Par contre, le surnageant de Lactobacillus spp. Zb7 a montré une faible inhibition sur la
croissance A. parasiticus, alors que P. aeruginosa a été inhibée totalement par ce dernier.
Cependant, I’isolat Lactobacillus spp. Sm2 présente 1’activité antimicrobienne la plus faible, car
le surnagent de cet isolat a inhibé seulement la croissance de A. parasiticus. De plus, la bactérie
S. aureus a montré une résistance considérable a I’égard des surnageants des isolats Zb7 et Sm2,

tandis que P. aeruginosa a résisté seulement a 1’activité de 1’isolat Lactobacillus spp. Sm2.
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Photos 03 : Les zones d’inhibitions des isolats de Lactobacillus spp. vis a vis
les souches pathogenes (Staph) Staphylococcus aureus ATCC 25923, (Pseudo) Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, (PE) Penicillium expansum MUCL 29192 et (AP) Aspergilus
parasiticus CBS 100926.
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1.2. Discussion :

L’une des conditions principales pour la viabilité d’ une souche est de survivre au passage
dans I’estomac (Poolman et al., 1991), parmi les contraintes qui affectent a la viabilité de nos
isolats de lactobacilles est 1’acidité gastrique. (Bahri, 2014) a rapporté les mémes résultats
obtenues dans la présente étude a travers ses tests sur des souches des lactobacilles (L. plantarum
F12, L. paracasei B13, L. fermentum H2, L. brevis G6, L. paracasei sp paracasei A20 et L.
acidophilus 8*) qui sont acido- résistantes. Nos résultats ont montré que 1’isolat Lb3 est la plus
résistante au pH acide, suivi de Sm2 puis Zb7, ce qui laisse a suggérer sa capacité a transiter
I'estomac et atteindre le niveau intestinal. Les lactobacilles sont naturellement bien adaptés a des
pH bas par leur production d’acide(s) organique(s) lors de la fermentation lactique. Par
conséquent, chez 1’homme, apres ingestion, les lactobacilles rencontrent un autre environnement
acide, et certaines souches peuvent s’adapter au pH stomacal trés bas (Van de Guchte et al.,
2002). Les lactobacilles peuvent réagir au stress acide par trois mécanismes (Lim et al., 2000) :
(1) en limitant I’entrée des acides dans leur cytoplasme, (2) en alcalinisant le milieu
intracellulaire grace aux ATPases (Poolman et al., 1991) et (3) en protégeant les
macromolécules contre les dérivés charges par les protéines chaperonnes dont la fonction est
d’assister d’autres protéines en assurant un repliement spatial adéquat (Lim et al., 2000).

La résistance aux sels biliaires est une caractéristique importante qui permet aux
lactobacilles de survivre, multiplier et rester actifs dans I'intestin gréle (Hyronimus et al., 2000).
Les lactobacilles sont capables de métaboliser les acides biliaires ce qui les protéges contre la
bile. L’un des mécanismes de cette résistance : est la déconjugaison des acides biliaires par les
enzymes hydrolases des sels biliaires (BSH). Cette hydrolyse libére les glycines et/ou les
taurines du noyau stéroide ce qui a pour effet de diminuer la solubilité de la bile a pH bas et de
réduire ses activités détergentes (Begley et al., 2006 ; Hamon et al., 2011). Un autre mécanisme
responsable de la résistance des lactobacilles aux sels biliaires est 1’extrusion de la bile. Ce
mécanisme est réalisé grace aux systemes multidrug resistance (MDR). Les MDR sont
responsables de la résistance a de nombreux composés toxiques comme les antibiotiques, les
solvants organiques, les détergents et les sels biliaires (Pfeiler et al., 2009). Notre étude a
révélée que toutes les Lactobacillus spp. testées montrent une résistance considérable aux sels
biliaires durant le temps d’incubation ou leur croissance se stabilise apres 16 heurs d’incubation.
Song et al. (2015) et Adour et al. (2016) ont montré une tolérance et une croissance de certaines
souches de Lactobacillus spp. testés sur MRS additionné de 0.3% de sels biliaires. Cependant,

Burns et al. (2008) ont montré que la plus part des souches de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et
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Lb. delbrueckii ssp. lactis sont sensibles aux sels biliaires. Chez 1’homme, les acides biliaires
inhibent la prolifération de bactéries dans I’appareil digestif par désassemblage des membranes
biologiques. La concentration physiologique de la bile humaine est comprise entre 0.3% et 0.5%
(Song et al., 2015). En outre, le temps de passage est suggéré étre de 4 heures (Parasad et al.,
1998).

Pour de nombreux aliments, la formation d’amines biogénes peuvent étre un probleme de
santé humaine, car ces composés peuvent causer des intoxications alimentaires (Askar et al.,
1986 ; FAO, 2014). Les microorganismes producteurs d’amines biogénes peuvent étre des
contaminants, ou largement utilisés dans 1’industrie laitiere comme des ferments lactiques
(Fernandez et al., 2004; Bonnin-Jusserand et al., 2012 ). Plusieurs souches appartenant de
genres Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Oenococcus, Leuconostoc, Lactobacillus sont
producteurs des amines biogénes c'est-a-dire sont capables de décarboxyler les acides aminés,
mais cette productivité dépend des nombreux facteurs tels que la température et le pH de
I’environnement, 1’Aéro/anaerobiose, les sources de carbone disponibles (par exemple : le
glucose), la présence des facteurs de croissance et la phase de croissance cellulaire (Buncova et
al., 2009). En effet, la réaction de décarboxylation des acides amines a des amines biogenes
fournit une force motrice de proton composée d’un gradient de pH (alcalin a I’intérieur de la
cellule) et d’un potentiel électrique membranaire (négative a 1’intérieur). Ce mécanisme a €té
décrit dans Lactobacillus buchneri (Molenaar et al., 1993) pour la production d’histamine et
plus récemment dans Lactobacillus brevis pour la conversion de la tyrosine en tyramine
(Wolken et al., 2006). On peut les trouvees dans les poissons et ces dérivées avec des aliments
fermentés et des boissons telles que le fromage et le vin contenir des concentrations élevées des
amines biogenes, parmi les amines biogenes les plus importants sont 1’histamine et la tyramine
(Linares et al., 2011). La tyramine et I’histamine sont les principales amines bioactives associés
a des effets néfastes sur la santé, ces effets peuvent apparaitre en cas d’ingestion élevée de ces
amines ou lorsque le produit a une capacité de les métaboliser. Dans ces circonstances, ils
s’accumulent dans le plasma et exercent des effets bioactifs (Paulsen et al., 2012). Les
symptbmes associés a cette intoxication sont similaires aux allergies, caractérisés par des effets
neurologiques et detresses gastro-intestinaux aigué tels que maux de téte, nausées,
vomissements, diarrhée, prurit cutané, affleurement et urticaire, et hypotension. Dans la présente
étude, le pouvoir de production des amines biogenes (histamine et tyramine) a été recherché. Les
résultats obtenus montrent I’absence de production d’amines biogénes (histamine et tyramine)

par les Lactobacillus spp. testees, ce qui pourrait signifier que nos isolats ne causerons pas des
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intoxications alimentaires. Cependant, Joosten et al. (1989) ont examinés quinze fromages au
lait cru pour détecter la présence des lactobacilles décarboxylantes d’histidine et de tyrosine dans
un milieu de dépét différentiel. Cing des souches de Lactobacillus buchneri décarboxylantes
d'histidine et une souche de Lactobacillus brevis décarboxylante de tyrosine, mais (Buncova et
al., 2009) ont testées la production de tyramine chez 39 souches de bactéries lactiques
appartenant des genres (Lactococcus, Lactobacillus et Streptococcus), par trois méthodes
d’analyse (chromatographie d’échange ionique (IEC), PCR et méthode de culture avec indicateur
de pH). lls ont détectée la production de tyramine chez huit souches seulement.

La gélatinase est un métalloprotéinase (type de protéine) tres important de groupe divers,
ces enzymes sont largement utilisées non seulement dans les industries chimiques et médicales,
mais aussi dans les sciences biologiques fondamentales et alimentaires (Vandooren et al.,
2013). Cette enzyme est produite par un microorganisme hydrolysant la gélatine en sous
composés (polypeptides, peptides et acides aminés) pouvant traverser la membrane cellulaire et
étre utilisés par I'organisme (Joyce et al., 2017). Les formes de gélatinases sont exprimées dans
plusieurs bactéries, notamment Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus...etc (Lee et
al., 2008). L'enzyme gélatinase est considerée comme un facteur de virulence, car elle peut
hydrolyser les collagenes qui initient une réponse inflammatoire (Barbosa et al., 2010). La
production de gelatinase a augmenté la pathogénicité chez un modele animal (Singh et al.,
1998). Cependant, dans la présente étude, tous lactobacilles testés en milieu BHI agar

additionnés de 30 g de gélatine et 10 g de peptone étaient non gélatinolytiques.

Dans la sécurité sanitaire des aliments, un autre aspect important des probiotiques
destinés a I'nomme est le profil de la résistance aux antibiotiques (Salminen et al., 1998). La
résistance bactériennes aux antibiotiques est naturelle mais peut étre acquise chez certaines
souches apres modification de leur équipement génétique chromosomique ou plasmidique
(Ammor et al., 2008 ). Les antibiotiques sont des agents antibactériens naturels d’origine
biologique ou synthétique, souvent utilisés autant que médicaments pour empécher la
multiplication des bactéries (bactériostase) ou entrainer leur destruction (bactéricide) par une
action au niveau d’une ou plusieurs étapes métaboliques indispensables a la vie bactérienne.
Cependant, la capacité de ces derniéres a survivre et a s’adapter rapidement aux conditions
environnementales parfois extrémes notamment en présence d’antibiotiques, qui conduit a
I’apparition de plusieurs germes a matériel génétique trés évolué et diversifié résistants aux
différents traitements d’antibiotiques (Mathur et al., 2005). Dans le présent travail, la résistance

aux antibiotiques des trois isolats de lactobacillus spp. a été testée vis-a-vis de 7 antibiotiques,
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Ces antibiotiques appartiennent a six familles différentes, celle des béta-lactamines (ampicilline,
pénicilline G), des tétracyclines, des glycopeptides (vancomycine), des macrolides
(erythromycine), des rifamycines (rifampicine) et des phénicolés (chloromphenicol). Tous les
isolats de lactobacilles testés sont resistants a la vancomycine, a I’exception de I’isolat
Lactobacillus spp. Sm2 qui a montré une sensibilité considérable a cet antibiotique. D’aprés
Temmerman et al. (2002), les lactobacilles et les autres genres des bactéries lactiques ont été
signalés d’avoir une haute résistance naturelle a la vancomycine, une propriété qui est utile pour
les séparer des autres bactéries a Gram positif (Mathur et al., 2005 ; Ammor et al., 2007 et
Sharma et al., 2016 ). Selon ces auteurs, les espéces hétérofermentaires de lactobacilles sont
naturellement résistantes a la vancomycine, alors que les espéces homofermentaires sont
sensibles a cet antibiotique. Deux sur trois isolats testés sont hétérofermentaires ce qui concorde
avec ces données. De plus, nos résultats montrent que tous les isolats de lactobacilles testés sont
sensibles a la pénicilline, I’ampicilline, 1’erythromycine, et le chloramphénicol. Des études ont
rapporté que les lactobacilles sont généralement sensibles aux antibiotiques inhibiteurs de la
synthese des protéines, comme le chloramphénicol, I'érythromycine, la clindamycine et les
tétracyclines (Temmerman et al., 2002) et sensibles aux antibiotiques inhibiteurs de la paroi
bactérienne ou béta lactamines comme la pénicilline, I’ampicilline et 1’oxacilline (Charteris et
al., 1998; Baddour et al., 2004; D’Aimmo et al., 2005 et Kacem et al., 2006 ). Cependant,
certains chercheurs ont signalé des cas de résistances de Lactobacillus a ces antibiotiques
(Herreros et al., 2005 ; Liasi et al., 2009 ; Khemariya et al., 2013 et Belkheir, 2017). Cette
susceptibilité aux antibiotiques enregistrees dans cette étude pourrait étre liees a la concentration
de chaque antibiotique d’ou la nécessité de tester plusieurs concentrations pour confirmer ces
résultats (Mathur et al., 2005).

La détermination de I'activité hémolytique est l'une des exigences de sureté des souches
probiotiques. Les microorganismes probiotiques doivent étre dénués de toutes formes de
pathogénicité (FAO/OMS, 2002). En effet, les probiotiques sont des organismes vivants et de ce
fait, ils peuvent étre responsables théoriqguement d'effets secondaires comme des risques
d'infections systémiques (Salminen et al., 1998). L’hémolyse consiste en la destruction des
globules rouges présents dans le sang. L’hémoglobine libérée lors de cette destruction colore le
sérum ou le plasma, plus ou moins fortement selon son degré, en rouge orangé. Dans la présente
étude, tous les isolats testés ont présenté une y-hémolyse (non hémolytiques) ce qui indique

I'aspect sécuritaire de nos isolats. Ces résultats sont en accord avec les observations rapportées
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par (Bahri, 2014) sur des souches de lactobacilles: L. plantarum F12, L. brevis G6 et L.

paracasei B13 cultivées sur gélose columbia au sang humain.

Les propriéteés antimicrobiennes des bactéries lactiques sont dérivées de la concurrence
pour les nutriments et la production d’un ou plusieurs métabolites antimicrobiennes actifs tels
que les acides organiques (principalement 1’acide lactique et I’acide acétique), le diacétyle le
peroxyde d’hydrogéne, les bactériocines et les peptides antifongiques (Onda et al., 2003).
Annuk et al. (2002) et Fernandez et al. (2002) ont démontré clairement dans leurs études que
plusieurs especes de lactobacilles sont largement efficaces dans I’inhibition des microorganismes
pathogénes. Les bactériocines sont produites par la plupart des genres des bactéries lactiques y
compris Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostocs, Streptococcus et Enterococcus
(Grosu-Tudor et al., 2014). L'activité antibactérienne des LAB peut étre due a la production
d'acides organiques, avec une réduction conséquente du pH, ou a la production de peroxyde
d'hydrogeéne. Elle s’explique par leur diffusion passive a travers la membrane bactérienne sous
leur forme non dissociée et 1’acidification du cytoplasme apres dissociation qui se traduit par
I’inhibition de D’activité enzymatique cellulaire des pathogénes acidosensibles. Le peroxyde
d’hydrogéne est toxique et capable d’inhiber de nombreux germes pathogénes (Otero et al.,
2006). L’inhibition de la croissance des pathogénes peut également s’effectuer par un processus
de restriction des nutriments. Il est évident que la capacité des microorganismes a entrer en
compeétition pour limiter les nutriments disponibles est un facteur non négligeable qui détermine
la composition du microbiote. Ainsi, une augmentation du nombre de lactobacilles obtenue lors
d’un traitement probiotique permettrait de diminuer les substrats disponibles pour I’implantation
de microorganismes pathogénes (Fooks et al., 2002). Dans la présente étude, tous les
surnageants de Lactobacillus spp. testés ont inhibé avec des degrés variables la croissance des
deux moisissures pathogénes P. expansum et A. parasiticus. Cependant, la bactérie S. aureus a
montré une résistance considérable a 1’égard des surnageants des isolats Zb7 et Sm2, tandis que
P. aeruginosa a résisté seulement a I’activité de 1’isolat Lactobacillus spp. Sm2. L’activité
antimicrobienne élevée notée dans le présent travail confirme de nombreux résultats indiquant
des effets inhibiteurs de Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis et
Leuconostoc mesenteroi contre des germes multirésistants appartenant a Staphylococcus aureus
et Pseudomonas aeruginosa (Hernandez et al., 2005 ; Liasi et al., 2009; Maghnia, 2011 ;
Benmechernene et al., 2013; Kermanshabhi et al., 2014 et Belkheir, 2017). Selon Batish et al.
(1997), l'activité antifongique des bactéries lactiques semblait étre liée aux acides lactique et

acétique; et a I’acide propénoique produit par I’acide propénoique bactériale. Vandenbergh et
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al. (1989) a trouve que le composé produit par Lactobacillus casei var. rhamnosus est une
substance antifongique, polaire et de taille moléculaire inférieure a 1000 daltons, active contre
Penicillium oxalicum, mais n'a pas de caractére protéinase ou lipidique. De plus, Gourama et al.
(1997) ont démontré 1’activité inhibitrice dans deux surnageant de Lactobacillus casei par la
production d'acide lactique et de peroxyde d'hydrogéne, sensible a la protéase et haute
température (100°C). Plusieurs auteurs ont publié 1’activité antifongique des souches de
Lactobacillus acidophilus contre la croissance et la production d’aflatoxines d’Aspergillus

flavus, A. fumigatus et A. parasiticus.
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Conclusion et Perspectives

Conclusion et perspectives :

Les lactobacilles ont une longue histoire d'utilisation dans l'industrie alimentaire dans le
but de sélectionner de nouvelles souches de bactéries lactiques possédant des propriétés
technologiques intéressantes dans differentes domaines. Dans ce contexte, la présente étude a
pour objectif d’étudier quelques aptitudes technologiques de trois isolats de Lactobacillus spp.
isolées a partir des produits laitieres fermentés traditionnellement.

L’étude de la résistance des ces isolats au pH acide et aux sels biliaires a révélé que les
trois isolats sont résistants a I’acidité avec une bonne tolérance des sels biliaires. De plus, aucune
production des amines biogenes (histamine et tyramine) et de gélatinase n’a été détectée dans
Lactobacillus spp. testées. Le test d’antibiorésistance a montré également une grande sensibilité
des lactobacilles aux antibiotiques testés. Cependant, tous les isolats de lactobacilles testés sont
résistants au vancomycine, a I’exception de I’isolat Lactobacillus spp. Sm2 qui a montré une
sensibilité considérable a cet antibiotique. Dans cette étude, I'absence de I'activité hémolytique
chez les lactobacilles testés devrait étre considérée comme un critére de sélection important pour
leur innocuiteé.

Par ailleurs, I’étude de leur pouvoir antimicrobien a révélé un profil d’inhibition
intéressant chez les isolats vis-a-vis les quatre souches pathogenes testées responsables
d’intoxications alimentaires. Cette activité inhibitrice peut résulter de différents mécanismes
naturels tels que leur capacité de produire des métabolites actifs comme les bactériocines et les
peptides antifongiques. Parmi les isolats de lactobacilles testés, un isolat (Lactobacillus spp.
Sm2) a été sélectionné pour des études plus approfondies en fonction de leurs propriétés
technologiques. Celles-ci comprenaient la résistance au pH acide et aux sels biliaires, I’absence
de production d’amines biogenes, de gélatinase et d’hémolysine ainsi que I’effet antagoniste
remarquable contre les bactéries et les moisissures testées, et plus particulierement la grande
sensibilité a la vancomycine, qui est considéré comme un probléme de sante mondiale.

Enfin, cette étude primilaire necessite d’étre poursuivi par d’autres travaux
complementaires et qui peuvent étre envisagées comme perspectives :

= Confirmer génotypiquement les différents isolats de lactobacilles testés,

» FEtudier d’autres aspects sécuritaires et technologiques tels que I'absence de
facteurs de virulence, la confirmation génotypique de leur profil
d’antibiorésistance et 1’incorporation de ces bactéries dans des matrices
alimentaires,

= Isoler et caractériser les composés antimicrobiens des lactobacilles.
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Annexe 1

+ Milieu HDA et TDA

Pour un litre d’eau distillée :
Tryptone 59
Extrait de levure 5¢
Nacl 5¢
Glucose 19
Tween 80 0,59
Sulfate de Magnesium 0,29
Carbonate de Calcium 0,19
Sulfate de Manganise 0,05¢
Sulfate de fer 0,05g
Agar-agar 20g
Bormocresol pourpule 0,059
Histidine ou Tyrosine 20g

pH=>5
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Annexe 2

Tableau 9: Mesures des zones de résistance des lactobacilles aux antibiotiques.

souches/antibiotigues VA 30ug P10ug El5pug C30pg AMP10pg  T30ug R30ug

Lactobacillus spp.Sm2 41,24 35,76 29,36 34,62 29,94 24,26 31,34
Lactobacillus spp. LB3 7,79 30,39 21,85 24,89 23,74 17,53 24,93
Lactobacillus spp.ZB7 5,93 33,05 27,63 30,76 24,46 23,83 16,53
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Abstract :

The main objective of this work is to study some technological abilities of three isolates of Lactobacillus spp. (Zb7, Sm2 and Lb3)
isolated from traditionally fermented milk products. The study of the resistance of these isolates to acidic pH and bile salts 0.3% revealed
that the three Lactobacilli are acid-resistant with good bile salt tolerance. In addition, no production of biogenic amines (histamine and
tyramine) and gelatinase was detected in Lactobacillus ssp. tested. The absence of hemolytic activity (y-hemolysis) was also detected in
the three Lactobacilli. The antibiotic resistance test also showed a high sensitivity of Lactobacilli to the antibiotics tested. However, all
tested Lactobacilli isolates were resistant to Vancomycin, with the exception of the isolate Lactobacillus spp. Sm2 that showed
considerable sensitivity to this antibiotic. In addition, all the supernatants of Lactobacillus spp. tested inhibited with varying degrees the
growth of the two pathogenic molds Penicillium expansum and Aspergilus parasiticus. However, the bacterium Staphylococcus aureus
showed considerable resistance to the supernatants of isolates Zb7 and Sm2, while Pseudomonas aeruginosa resisted only the activity of
the isolate Lactobacillus spp. Sm2. Based on these results, an isolate (Lactobacillus spp. Sm2) has been selected for further study

according to their safety aspects prior to the use of this bacterium and/or their extract in food matrices.
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Résume :

Le présent travail a pour objectif principal d’étudier quelques aptitudes technologiques de trois isolats de Lactobacillus spp. (Zb7, Sm2 et
Lb3) isolées a partir des produits laitiéres fermentés traditionnellement. L’étude de la résistance des ces isolats au pH acide et aux sels
biliaires 0.3% a révélé que les trois lactobacilles sont résistants a 1’acidité avec une bonne tolérance des sels biliaires. De plus, aucune
production des amines biogénes (histamine et tyramine) et de gélatinase n’a été détectée dans Lactobacillus spp. testées. L'absence de
I'activité hémolytique (y-hémolyse) a été également détectée chez les trois lactobacilles. Le test d’antibiorésistance a montré également
une grande sensibilité des lactobacilles aux antibiotiques testés. Cependant, tous les isolats de lactobacilles testés sont résistants au
vancomycine, & I’exception de I’isolat Lactobacillus spp. Sm2 qui a montré une sensibilité considérable a cet antibiotique. Par ailleurs,
tous les surnageants de Lactobacillus spp. testés ont inhibé avec des degrés variables la croissance des deux moisissures pathogenes
Penicillium expansum et Aspergilus parasiticus. Cependant, la bactérie Staphylococcus aureus a montré une résistance considérable a
I’égard des surnageants des isolats Zb7 et Sm2, tandis que Pseudomonas aeruginosa a résisté seulement a l’activité de 1’isolat
Lactobacillus spp. Sm2. Sur la base de ces résultats, un isolat (Lactobacillus spp. Sm2) a été sélectionné pour des études plus
approfondies en fonction de leur aspects sécuritaires avant l'utilisation de cette bactérie et/ou leur extrait dans les matrices alimentaires.
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