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Résumeé :

Au cours de cette étude, nous avons testé la résistance de certaines souches de bactéries
probiotiques aux antibiotiques ainsi que leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis de quelques souches

pathogenes.

Les tests ont été conduits sur 7 souches de lactobacilles, 1’antibiogramme a été réalisé€ sur
25 antibiotiques. Nous avons ensuite testé nos sept souches aux conditions intestinales hostiles
telles que la résistance a 1’acidité et aux sels biliaires pour la selection de souches probiotiques,
’activité antimicrobienne contre 06 souches de bactéries pathogenes cellulaire et extra cellulaire
a également été recherchée et enfin les souches sélectionnées ont été identifiées par séquencage
du gene ARNTr 16S.

Les souches lactiques ont montré une grande résistance béta lactamine et aminoside,
I’effet antagoniste des lactobacilles sur les souches pathogéne était assez mitigé. Les souches
Lactobacillus brévis CHTD27 et Lactobacillus plantarum NSC5C étaient les plus résistantes a

I’acidité et aux sels biliaires.

Les résultats des identifications ont confirmé que les souches sélectionnées appartiennent
au taxon Lactobacillus plantarum a plus de 90%.

Mots clés : résistance, probiotiques, antibiotiques, bactéries pathogénes, lactobacilles.



Abstract:

In this study, we tested the resistance of certain strains of probiotic bacteria to antibiotics
and their inhibitory power against some pathogenic strains.

The tests were conducted on 7 strains of lactobacilli; the antibiogram was performed on
25 antibiotics. We then tested our seven strains for hostile intestinal conditions such as resistance
to acidity and bile salts for the selection of probiotic strains, antimicrobial activity against 06
strains of pathogenic bacteria cell and extracellular was also sought, finally selected strains were
identified by sequencing the 16S rRNA gene.

Lactic strains showed high resistance to beta-lactam and aminoside, the antagonistic
effect of lactobacilli on pathogenic strains was rather mixed. Lactobacillus brévis CHTD27 and
Lactobacillus plantarum NSC5C strains were the most resistant to acidity and bile salts.

The results of identifications confirmed that the selected strains belong to Lactobacillus
plantarum taxon at more than 90%.

Key words: resistance, probiotics, antibiotics, pathogenic bacteria, lactobacilli.
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CMI : concentration minimal inhibitrice ATB : Antibiotique

MRS : de Man-Rogosa ET Sharp mg : milligramme

Lb : Lactobacillus % : pour cent

G+C : guanine+ cytosine ADN : Acide DéoxyriboNucléique
ARN : Acide Ribonucléique ADNTr : ADN ribosomal

nm : nanometre E.coli : Escherichia coli
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g : gramme h : heurs

pl : microlitre LB : Luria broth

pH : potentiel Hydrogeéne mesure I’activité chimique des ions hydrogenes en

solution (mesure I’acidité ou la basicité d’une solution chimique).

Rpm : En anglais ’Reps Per Minute’’, en frangais tour par minute (tr/min) :
est une unité pour mesurer de la vitesse de rotation (généralement pour les

moteurs).




LISTE DES FIGURES



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Mode d’action des probiotiques. Réalisé a partir (FAO/OMS, 2001
; Gross et al, 2010 ; Dicks et Botes, 2010) 11

Figure 2 : Mode d’action des antibiotiques
16

Figure 3 : Diffusion des génes de résistance aux antibiotiques

21

Figure 4 : Aspect des colonies de Lactobacillus (NSCA, JUM4 et NSC5C)

sur le milieu MRS
29

Figure 5 : Aspect microscopique des souches NSC10 et CHDT27 (X100) _

30

Figure 6 : Résultats du testde catalase

30

Figure 7 : Test de fermentation des 7 souches de Lactobacillus

32

Figure 8 : Résultats de I’antibiogramme de quelques souches de
Lactobacillus

34
Figure 9 : Résultats des antibiogrammes de quelques souches pathogenes _
39

Figure 10 : Résultat détermination de la CMI de souche de Lb par méthode

de dilution en milieu liquide
40

Figure 11 : Résultats d’inhibition des bactéries pathogenes (SA4 et SA2) par

les bactéries lactiques 43

Figure 12 : Résultat de L'arbre phylogénétique des trois lactobacilles
identifiés 44




LISTE DES TABLEAUX



LISTE DES TABLEAUX:

e Tableau 1 : Quelques résistances naturelles rencontrées chez les bactéries
lactiques 18

e Tableau02 : Souches et leurs origines 23

e Tableau 3: Les différents disques d’antibiotique utilisé
27

e Tableau 4 : Résultat de I’étude de pouvoir fermentaire des souches de

lactobacilles 31

e Tableau 5 : Résultat de la croissance de bactérie lactique en milieu Acid __ 32

e Tableau 6 : Croissance des bactéries lactiques en présence sels
biliaires (DO600 nm)

33

e Tableau 7 : Résultats de I’antibiogramme des souches de lactobacilles _ 35, 36

e Tableau 8 : Résultat de I’antibiogramme des Souche pathogéne
38

e Tableau9 : résultat des interactions bactériennes 40, 41

e Tableau 10 : résultat de la recherche sur la nature de 1’agent inhibiteur
42

e Tableau 11 : Pourcentages d'identification des souches sélectionnées a l'aide
de méthodes moléculaires et biochimiques
44




INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Depuis la découverte humaine d'antibiotiques «peénicilline» par Alexander Fleming
(1928), ces molécules ont été largement utilisées de maniere adaptative en fonction de leurs

spécificités et de leur impact direct sur les microorganismes.

Les antibiotiques sont appliqués en pratiqgue aux patients atteints de maladies
infectieuses (humains ou animaux). Bien que les résultats obtenus dans les traitements
antimicrobiens utilisant des antibiotiques aient grandement fait leurs preuves leur effet est

encore limité chez certaines bactéries en raison de leur résistance aux antibiotiques.

Les bactéries de l'acide lactique sont des microorganismes présents partout dans
certains aliments tels que le lait, les produits laitiers, la viande, les fruits et les légumes. Ils
font également partie des bactéries intestinales des humaines et des animaux (Trias, 2008 ;
Leroi, 2010).

Récemment, l'utilisation de bactéries lactiques ayant des effets biochimiques et
pharmaceutiques dans le monde a suscité un grand intérét (Wunwissa et al., 2003). Des
scientifiques ont découvert des espéces de bactéries lactiques telles que Bifidobacterium,
Lactobacillus, Leuconostoc ... parmi ces espéeces nous avons sélectionné les lactobacilles pour

la réalisation de notre travail.

Les probiotiques bénéfiques sont des microorganismes non pathogenes, sans genes de
résistance aux antibiotiques, résistants aux sels biliaires et au pH acides, en mesure d'adhérer
et de coloniser la muqueuse intestinale, présentent des caractéristiques de croissance
avantageuses et viables dans des conditions normales de stockage, produisent des substances
antimicrobiennes, ayant la capacité d’inhiber les bactéries pathogeénes dans l'intestin, et sont
dotés d’une capacité¢ de moduler la réponse immunitaire méme de fagon transitoire (Da Cruz

et al., 2007).



Introduction générale

Dans ce contexte, ce mémoire a les objectifs suivants :

1-Rechercher parmi un ensemble de lactobacilles ceux qui présentent des caractéristiques

probiotiques.

2- Etudiez la résistance et la sensibilité des bactéries lactiques aux antibiotiques et leur effet

antagoniste sur les bactéries pathogenes en comparaison aux antibiotiques.
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LES BACTERIES LACTIQUES

Définition :

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, qui se
trouvent partout dans la nature ainsi que dans le systéme digestif de I’homme. Depuis des
millénaires, elles sont utilisées dans [’alimentation humaine. Actuellement, dans
I’industrie agroalimentaire les bactéries lactiques occupent une place importante parmi
les auxiliaires de fabrication. Si elles sont surtout connues pour le role qu’elles jouent
dans le secteur laitier (Dortu & Thonart, 2009 ; Moraes et al., 2010), elles sont utilisées
également dans le saumurage des légumes, les salaisons des viandes et des poissons ainsi

qu’en boulangerie. Elles disposent généralement du statut GRAS (Vescovo et al., 1996).

Description géenérale :

Les bactéries lactiques sont des microorganismes unicellulaires procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont a Gram positif, peuvent avoir des
formes coccoides, coccobacillaires, oubacillaires (Kleinet al., 1998 ; Badis, et al., 2005),
sont non pigmentées, immobiles et non sporulantes. Les bactéries lactiques tolerent des
pH acides, ne possedent pas de catalase et possedent un métabolisme anaérobie strict ou
aérotolérant (Hardie & Whiley, 1997). De trop grandes teneurs en oxygene peuvent leur
étre néfastes en raison de 1’absence de chaine respiratoire. La plupart des bactéries
lactiques sont équipées genétiqguement pour avoir un métabolisme respiratoire, mais elles
sont incapables de respirer si I’héme, n'est pas présent dans le milieu (Lechardeur et al.,
2011). L'heme est un cofacteur indispensable au cytochrome c-oxydase le dernier
accepteur d’électrons de la chaine respiratoire. Les bactéries lactiques produisent de
I’acide lactique (Kandler &Weiss, 1986) comme produit principal du métabolisme en
fermentant les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose, saccharose et lactose) chez
les bactéries homo-fermentaires, en plus de 1’éthanol et CO2 chez les bactéries hétéro-
fermentaires.

Leur ADN presente un pourcentage de G + C compris entre 30 et 60% (Stiles &
Holzapfel, 1997) et une taille de génome comprise entre 1,8 et 3,3 Mpb. Les bactéries
lactiques se caractérisent par de faibles activités protéolytique et lipolytique et sont tres
exigeantes en acides aminés et en vitamine B (Caplice & Fitzgerald, 1999). Elles sont



Chapitre | : Les bacteries lactiques

ubiquistes et se trouvent soit libres dans 1’environnement, soit en association avec un
hOte. Le principal atout que représentent les bactéries lactiques pour I’industrie
alimentaire, réside dans I’amélioration de la qualit¢ des produits fermentés en y
développant certaines caractéristiques organoleptiques et en augmentant leur durée de
conservation (Stiles, 1996). Elles participent a I’inhibition de certains microorganismes
pathogenes, en produisant plusieurs métabolites ayant une activité antimicrobienne
(Dortu & Thonart, 2009 ; Moraes et al., 2010).

Genre Lactobacillus :

Ce genre regroupe plus de 70 espéces (dont plusieurs sont divisées en sous-
especes). Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du
groupe des bactéries lactiques. Les souches de Lactobacilles sont constituées de bacilles
long et fin (parfois incurvés) ou de coccobacilles dont la forme est proche a celle des
corynébacteéries. Les cellules sont généralement immobiles (pour les souches mobiles, la
ciliature est péritriche). La production d’acide lactique issue du métabolisme fermentaire
représente au moins 50 % des produits de fermentation (Axelsson., 1993).

Les lactobacilles sont subdivises, selon leur type fermentaire, en trois groupes selon la
classification d’Orla-Jensen remaniée par Kandler et Weiss (Sutra et al., 1998).

e Groupe | : il comprend les espéces homo-fermentaires obligatoires. Elles sont
Incapables de fermenter les pentoses et le gluconate. Ce groupe est constitué
d'environ 25 especes, la plupart thermophiles (croissance a 45°C), dont Lb.
delbrueckii, Lb. acidophilus et Lb. helveticus.

e Groupe Il : Ce sont les especes hétéro-fermentaires facultatives. 1l est constitué
d'une vingtaine d'espéces, dont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb sake et Lb. plantarum,
majoritairement mesophiles.

e Groupe I : Il est constitué des espéces hétéro-fermentaires obligatoires. C'est un
groupe qui rassemble des especes relativement hétérogenes, surtout mésophiles,

Comme Lb. brevis, Lb. kefir et Lb. Sanfransisc.

Réle des lactobacilles dans I’industrie agro-alimentaire :

Les lactobacilles sont répondus dans la nature, et beaucoup d’espéces ont des

applications dans les industries agroalimentaires. Elles sont en général plus tolérantes a
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I’acidité que les autres bactéries et peuvent, ainsi, terminer beaucoup de fermentations
lactiques spontanées comme 1’ensilage et les fermentations végétales (Mayra —Makinen
et Bigret, 2004).

Les fonctions du ferment :

Parmi les fonctions physiologiques des lactobacilles qui sont trés importantes dans

I’industrie alimentaire, et qui influence sur les qualités organoleptiques de 1’aliment :

= Fermentation des sucres, amener le pH a un niveau bas, ce qui est important pour
terminer le phénomene de caillage, et la réduction ou la prévention de la
croissance de la microflore adventice ;

= Hydrolyse des protéines, ce qui donne la texture et le gotit de I’aliment ;

» Lasynthese des composants aromatiques (acetoine, diacetyle);

= Lasynthese des agents de texture (exopolysaccharides), ce qui peut influencer sur
la consistance du produit.

» La production des composants inhibiteurs de la flore indésirable.

* La contribution a la fonction diététique de 1’aliment. (Tamime, 2002 ; Mayra -
Makinen et Bigret, 2004).

Lactobacillus comme ferment dans ’industrie agro-alimentaire :

Les lactobacilles sont trés utilisés dans I’industrie, en laiterie, fromagerie, dans la
fabrication de choucroute et interviennent dans les saumures et charcuteries. Dans les
yaourts lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus forme des peptides utilisés par
Streptococcus thermophilus qui forme de 1’acide formique qui est capable de le stimuler
(synergie). L’ardbme du yaourt est dii a ’acétalaldéhyde formé a partir de thréonine par
aldolase de Lb. Delbrueckii subsp bulgaricus. Divers lactobacilles (Lb. casei, Lb.
plantarum, Lb. brevis, Lb. buchneri...) interviennent pendant I’affinage des fromages.
Lb. helveticus, Lb. lactis et Lb. Delbrueckii subsp bulgaricus agissent avec S.
thermophilus dans les fromages a pate cuite. Dans le kéfir Lactobacillus kefir, Lb.
kefiranofaciens et d’autres lactobacilles mésophiles interviennent a cété de Candida

kefyr, d’autres levures, de Leuconostoc et de bactéries acétiques.

Le role des lactobacillus est également important dans les végétaux fermentés.
Dans les ensilages, il y a d’abord une intervention des coliformes qui utilisent I’oxygene,

puis de Leuconostoc et d entérocoques, enfin de pédiocoques et de lactobacilles (Lb.
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plantarum, Lb. casei, Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. buchneri, Lb. acidophilus, Lb.
graminis...). Dans la choucroute, on observe une succession de flore voisine avec Lb.
brevis puis Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb.Sake. Dans les cornichons, on trouve Lb.
plantarum, Lb. brevis au coté de Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus faecalis,
Pediococcus cerevisiae. Dans certains pains les Lactobacilles homo ou hétéro-
fermentaires (Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb. brevis et surtout Lb.

sanfrancisco) interviennent au c6té des levures.
Lactobacillus comme agent contaminant dans les aliments :

Les lactobacilles contaminent fréquemment les produits alimentaires et sont
agents de surissement. Dans les viandes, les lactobacilles provoquent le verdissement par
action de I’H202 qui transforme 1’hémoglobine en choléglobine, ou de I’H2S qui forme

de la sulfomyoglobine.

Dans les produits conservés par des acides (pH 3,5-3,8 ; 4-5% d’acide acétique) Lb.
acetotolerans et d’autres lactobacilles (Lb. plantarum, Lb. buchneri, Lb. brevis, Lb.
delbrueckii, Lb. casei, Lb. fructivorans) peuvent résister et causer des altérations
(Guiraud et Rosec, 2004).

Bactériocines :

Les bactériocines sont des composés de synthése ribosomale produites par les
bactéries dans le but d’inhiber la croissance des autres bactéries. Ces composés sont
trouvés chez la plupart des espéces bactériennes étudiés jusqu’a aujourd’hui. En général,
elles ont un spectre d’action restreint, inhibant seulement les bactéries voisines de la
souche productrice. Les bactéries a gram + n’inhibent pas les bactéries a gram — et vice

versa (Ouwehand et Vesterlund, 2004).
1.5.1. Bacteériocines de Lactobacillus plantarum :

La plupart des bactériocines produites par les lactobacilles, ont une gamme
d’activité étroite. Lb. helveticus produit helveticine J et lacticine LP27. Helveticine J est
une bactériocine inhabituelle, car elle est codée par I’ADN chromosomique et active a pH
neutre (Joerger et Klaenhammer, 1986). Lb. acidophilus produit de nombreuses

bactériocines, y compris lacticines B et F et acidocine J1229 (Muriana et Klaenhammer,
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1991) et Lb. casei produit la caseicine 80 et Lb. delbrueckii subsp.lactis produit lacticines
A et B (Hoover et Chen, 2005).

Lactoline a été la premiére documentation d’une protéine a effet antagoniste produite par
Lb. plantarum (Kodama, 1952). Aprés, d’autres travaux comme ceux d’Andersson
(1986), ont montré que certaines bactériocines Lb. plantarum 83 inhibent S. aureus et les

spheroplastes des bactéries a gram — (Hoover et Chen, 2005).

Effets des lactobacilles sur la santé :
Effets Probiotiques :

Le terme “probiotique” est un mot relativement nouveau qui signifie “en faveur de
la vie” et qui est actuellement utilisé pour désigner des bactéries associées a des effets
bénéfiques chez ’homme et les animaux. L’observation originale du réle positif joué par
quelques bactéries sélectionnées est attribuée a Eli Metchnikoff, d’origine russe, lauréat
du Prix Nobel qui travaillait a 1’Institut Pasteur au début du si¢cle dernier et qui a suggéré
que "la dépendance des microbes intestinaux vis-a-vis des aliments rend possible
I’adoption de mesures pour modifier la flore dans nos corps et remplacer les microbes
dangereux par des microbes utiles" (Metchnikoff, 1907). Les probiotiques sont définis
comme des micro-organismes vivants qui, Lorsqu’ils sont administrés en quantité
adéquate, conferent un bénéfice pour la santé de 1’hote (FAO/WHO, 2002), au-dela de
I’effet nutritionnel. Au sein d’une méme espece, les propriétés probiotiques de souches

différentes peuvent étre trés variables (Isolauri et al., 2004 ; Penaud, 2006).

L’effet probiotique de certains lactobacilles a été et est encore largement étudié.
Les lactobacilles font partie de la flore digestive et participent aux effets bénéfiques de la
microflore sur 1’héte, que ce soit au niveau métabolique, trophique ou immunitaire
(Maragkoudakis et al, 2010 ; Brinques et al., 2010 ; Gross et al., 2010 ; Dicks et Botes,
2010).

Les probiotiques doivent étre capables d’exercer leurs effets bénéfiques sur 1’hote
par leur croissance et/ou leur activité dans le corps humain. Toutefois, c’c’est la
spécificité de I’action, et non la source du microorganisme, qui est importante. En effet, il

est trés difficile de confirmer la source d’un microorganisme. Les nourrissons nhaissent
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sans aucune de ces bactéries dans I’intestin, et I’origine de la microflore intestinale n’a

pas été entierement élucidée. C’est leur aptitude a rester viables sur le site cible et a étre

efficaces qui devrait étre verifiée pour chaque souche potentiellement probiotique

(FAO/OMS, 2001).

La figure suivante présente un schéma simplifier du mode d’action des

probiotiques :

Probiotiques

Normalisent la
perméabilité intestinale.

Stimulent la production de
la mucine.

Augmentent la
regénération de la
muqueuse.

Sont en compétition pour
les sites d'adhésion.

Produisent dW
anti-microbief.

Stimule :

Production d’IgA.

Production des

Augmentation de
la fonction barriére
de ’intenstin

Inhibition de
I’adhésion et de la
croissance des
pathogénes.

Stimulation du
systéeme
immunitaire

Figure 1 : Mode d’action des probiotiques. Réalisé a partir (FAO/OMS, 2001 ; Gross et
al, 2010 ; Dicks et Botes, 2010)
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Action nuisible des lactobacilles sur la santé :

Différentes espéces de lactobacilles sont largement étudiées pour leurs effets
bénéfiques sur la santé. Cependant, certaines de ces bactéries ont été impliquées dans
plusieurs cas de bactériémies, d’endocardites ou d’infections localisées (Cannon et al.,
2005). Il a été montré que dans certains cas, les souches responsables de bactériemies ont
des profils en PFGE identiques a une souche utilisée comme probiotique, L. rhamnosus
GG (Salminen et al, 2004). Les infections dues aux lactobacilles sont rares mais, comme
tout micro-organisme, les lactobacilles peuvent étre associés a des infections, dans
certaines conditions, notamment dans le cas de sujets immunodéprimés ou déja malades

(Salminen et Arvilommi, 2002).

Aujourd’hui, le débat reste encore ouvert sur 1’innocuité des probiotiques, qui
pourraient étre des opportunistes notamment chez les patients immuno-déprimeés (Cannon
et al., 2005). Cependant, le potentiel de Lactobacillus spp de provoquer des infections
graves a été évaluée par l'étude de la prévalence de la bactériémie en raison de
Lactobacillus spp au cours d'une période de 4 ans. Cette étude a indiqué que le potentiel
pathogéne des Lactobacillus spp est faible. Le fait que beaucoup d’aliments traditionnels
fermentés contiennent un nombre élevé de Lb. plantarum, et que ces produits ont la
réputation d'étre sOrs et sains partout dans le monde, indiquent clairement que Lb.
plantarum vivante peuvent étre consommeés en toute sécurité. Toutefois, dans le cas de la
souche Lb. plantarum 299v, la sécurité a été directement plus confirmée par une série
d'études différentes. Lactobacillus plantarum 299v a été donnée a des doses élevées pour
des immunodéprimés (enfants vivant avec le VIH) pendant de longues périodes sans
effets indésirables (Molin, 2008).

Aspects relatifs a la sécurité sanitaire :

Profils de résistance des probiotiques aux antimicrobiens Comme avec toutes les
bactéries, il est a noté une résistance aux antibiotiques parmi certaines bactéries lactiques,
y compris des microorganismes probiotiques. Cette résistance peut étre liee aux génes
locaux chromosomiques, aux transposons ou aux génes codés par des plasmides.

Toutefois, les informations disponibles sont insuffisantes sur les situations dans lesquelles
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ces éléments génétiques pourraient étre mobilisés et 1’on ignore si dans certains cas cela
pourrait devenir un probléme clinique. Les scientifiques s’inquic¢te de 1’utilisation dans
les aliments de bactéries probiotiques qui contiennent des genes spécifiques résistants aux
antibiotiques. Les bactéries, qui contiennent des genes transmissibles résistants aux

antibiotiques, ne devraient pas étre utilisées dans les aliments (FAO/OMS, 2001).

Actuellement, aucune méthode phénotypique normalisée n’est disponible qui soit
reconnue internationalement pour des lactobacilles (non pathogénes). Les experts de la
consultation FAO/OMS reconnait qu’il est nécessaire de mettre au point des bio-analyses
normalisées pour déterminer les profils d’insensibilité ou de résistance aux antibiotiques

des lactobacilles.

Lorsqu’il s’agit de sélectionner des souches probiotiques, il est recommandé que
les bactéries probiotiques n’hébergent pas des génes transmissibles codant une résistance
aux antibiotiques utilisés a des fins cliniques. Des recherches sont nécessaires concernant
la résistance aux antibiotiques des lactobacilles et le potentiel pour la transmission
d’¢éléments génétiques a d’autres microorganismes intestinaux et/ou d’origine alimentaire

(FAO/OMS, 2001).
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LES ANTIBIOTIQUES

Définitions :

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. lls peuvent étre produits de maniere naturelle par des champignons et des
bactéries ou obtenus par synthése et hémisynthese.

L’origine : Les antibiotiques sont élaborés par un organisme vivant ou produits par synthése
(alaet al, 2001).

La nature chimique : Ce critere permet de classer les antibiotiques en différentes familles
(aminosides, macrolides, phénicolés, bétalactamines,...) au sein desquelles peuvent exister
des groupes ou sous-groupes. En général, a une parenté structurale s'associera un méme mode

d’action (sur une méme cible) et un méme mécanisme de résistance (Courvalin, 2008).
Classification des antibiotiques : Pour pouvoir mieux connaitre les antibiotiques afin qu’ils

soient utilisés a bon escient, on a procédé a leur classification selon certains critéres :

e Les antibiotiques ayant une méme structure chimiques, a I’origine de leur mécanisme

d’action, se classent dans une méme famille ;

e Au sein d’'une méme famille, les antibiotiques peuvent se différencier par leur spectre

d’activité et sont réunis alors dans des groupes ;

e Au sein d’un méme groupe, ’activité antimicrobienne est identique mais les
antibiotiques peuvent se différencier par leur propriété pharmacologique ou leur
tolérance (TALBERT, et al ., 2009).

Mode d*action des antibiotiques :

Les antibiotiques peuvent avoir 2 modes d’action :
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e Action bactériostatique : ILS empéchent le développement des bactéries ou germes
microbiens.

e Action bactéricide : Ils détruisent les bactéries ou les germes microbiens en agissant
sur la paroi, I'ADN, la membrane cytoplasmique et la synthese de protéines.

Les antibiotiques peuvent agir sur :
La paroi bactérienne :

Bacitracine, Pénicilline et Céphalosporines agissent sur les germes en croissance
inhibent la derniere étape de la biosynthese du peptidoglycane (muréine composant essentiel
de la paroi bactérienne, qui confére a la bactérie sa forme et sa rigidité, ce qui lui permet de
résister a la forte pression osmotique intra cytoplasmique) au cours de la multiplication
cellulaire. La nouvelle bactérie n’est plus protégée entrainant ainsi une lyse bactérienne
(Zeba, 2005).

La membrane cellulaire :

En désorganisant sa structure et son fonctionnement, ce qui produit des graves troubles

d’échanges ¢lectrolytiques avec le milieu extérieur
L’ADN :

Certaines familles d’antibiotiques empéchent la réplication d’ADN en bloquant la
progression de I’ADN polymérase. L’actinomycine bloque la progression de I’ARN
polymérase. Les sulfamides provoquent une inhibition de la synthése des bases nucléiques et
la cellule meurt par carence en bases nucléiques (Flandrois et al ., 1997), les quinolones et

fluoroquinolones inhibent I’ADN gyrase (Chopra, 1998).
Le ribosome bactérien :

Sur les ribosomes : ce qui entraine I’arrét de la biosynthése des protéines ou la
formation de protéines anormales. Les aminoglycosides ou aminosides (streptomycine,
gentamycine, amikacine), empéchent la traduction de I’ARNm en se fixant sur la petite sous-
unité des ribosomes (Hermann, 2005). Les phénicols (chloramphénicol, thiamphénicol)
bloquent la formation de la liaison peptidique sur la grosse sous-unité du ribosome bactérien.
Les cyclines (tétracycline, doxycycline) bloquent 1’¢longation de la chaine peptidique en se
fixant sur la petite sous-unité (Flandrois et al., 1997) les macrolides et les kétolides

(érythromycine, azithromycine) bloquent 1’¢longation de la chaine peptidique (Nilius et Ma,
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2002). La puromycine copie I’extrémité d’un ARNt, prend sa place dans le ribosome et

bloque 1’¢longation de la chaine peptidique.

Autres : en agissant entant qu’anti métabolites bactériens (c’est a dire au niveau des étapes

du métabolisme intermédiaire des bactéries).
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Amikzcin
Notrofurans
Mupirocin
Puromycin

Source: (Madigan et al. 2000)
Figure 2 : Mode d’action des antibiotiques
L’antibiorésistance :

Définition :

L’antibiorésistance c’est la capacit¢ d’une souche bactérienne de se développer en
présence d’une concentration d’antibiotique notamment plus élevée qui inhibe le
développement de la plupart des autres souches de méme espéce. La définition de la
résistance bactérienne peut étre clinique ou microbiologique.

Résistance microbiologique : On appelle résistance microbiologique la possibilité pour une
bactérie de se multiplier in vitro en présence de concentration d’antibiotique supérieure a celle
qui permet normalement d’inhiber la croissance des bactéries de méme espéce.

Résistance clinique : On appelle résistance clinique 1’évolution clinique défavorable d’une
infection sous traitement antibiotique, cet échec de 1’antibiothérapie peut avoir des cofts

multiples.
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Cette antibiorésistance s’explique par I’existence, chez les bactéries, de génes leurs
permettant d’échapper a 1’action des antibiotiques. Elles sont capables de transférer ces geénes
a d’autres bactéries qui deviennent résistantes a leur tour. Il s’agit donc d’une forme
transmissible de la resistance. Elle est liée au mauvais usage des antibiotiques, prescris en cas
d'infections virales, ventes d'antibiotiques sans prescription, pratiques d'automédication.

L’antibiorésistance chez les bactéries lactiques

Les aliments fermentés ou non, qui ne subissent pas de traitement avant leur
consommation, peuvent constituer un véhicule pour les bactéries résistantes aux antibiotiques
en conférant ainsi un lien direct entre la microflore indigéne des animaux et celle du tractus
gastro-intestinal de I’Homme (Mathur et Singh, 2005). En effet, ces produits contiennent des
bactéries lactiques qui pénétrent en grand nombre dans nos intestins et interagissent avec
notre flore intestinale ; il se peut que certaines de ces bactéries soient porteuses de génes
d’antibiorésistance potentiellement transmissibles et il est possible que cette résistance soit
transmise a des populations bactériennes humaines, notamment opportunistes et pathogénes, a
travers la chaine alimentaire (Mathur et Singh, 2005 ; Ammor et al., 2007). Ainsi, ces
bactéries occupent, comme a été déja indiqué, une grande variété d’habitats ce qui augmente
les possibilités de leur implication dans le phénoméne d’antibiorésistance. De méme,
I’introduction commerciale de probiotiques contenant des souches résistantes aux
antibiotiques peut également avoir des conséquences négatives dans le cas ou la résistance est

transférée a des pathogeénes intestinaux (Mathur et Singh, 2005).
Génétique de ’antibiorésistance chez les bactéries lactiques :

La sensibilité réduite a certains antibiotiques n'est pas une caractéristique inhabituelle
des bactéries lactiques. Plusieurs de ces résistances peuvent étre dues a des caractéristiques
intrinseques complexes tels que les propriétés métaboliques des bactéries (Kastner et al.,
2006), et a la présence d’un grand nombre de ces bactéries dans les produits fermentés et le
tractus gastro-intestinal favorisant ainsi ’apparition de différents mécanismes de résistance
par mutations (Ammor et al., 2007). Les données disponibles sur les résistances intrinseques
chez les bactéries lactiques sont relativement rares ; le tableau 1 en illustre quelques-unes.
Cependant, il existe toujours des différences entre et a I’intérieur des especes. Ces bactéries
peuvent également, comme a été déja évoque, acquérir des genes de résistance provenant des
autres bactéries de 1’écosystéme dont elles font partie. Ces génes peuvent étre portés sur le

chromosome principal de la bactérie ou sur des éléments génétiques mobiles (plasmides,
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transposons, intégrons), et ils ont, dans tous les cas, la capacité de se transmettre entre les
bactéries qui, du coup, acquicrent I’¢lément responsable de leur nouvel état de résistance face

a tel ou tel antibiotique (Davies, 1994 ; Tremblay, 2007).

Tableau 1 : Quelques résistances naturelles rencontrées chez les bactéries lactiques.

Espéce Antibiotique Référence
Entérocoque Céphalosporines, faible concentration | Knudtson et
d’aminosides et de clindamycine. Hartman, 1993 ;

Teuber et al, 1999.

Lactobacilles Vancomycine. Simpson et al.
,1988 ; Hamilton-
Miller et Shah,
1998.

Certains lactobacilles | Vancomycine, bacitracine, céfoxitine | Danielsen et Wind,
, ciprofloxacine, acide fusidique, | 2003.
kanamycine et gentamicine
métronidazole, nitrofurantaoine
norfloxacine,

Streptomycine et sulfamides.

Pédiocoques Vancomycine. Simpson et al.
,1988 ; Hamilton-
Miller et Shah,
1998.

Leuconostocs Vancomycine. Simpson et al.
,1988 ; Hamilton-
Miller et Shah,
1998.

Streptocoques Aminoglycosides, péfloxacine. Euzéby, 2007.
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Type de résistance :

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques, la résistance intrinseque et

la résistance acquise.
Résistance naturelle ou intrinseque :

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
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 ; Zomahoun, 2005 ;
Courvalin, 2008). Cette résistance n’est pas transférable horizontalement et elle ne présente
donc aucun risque chez les bactéries pathogénes (Normark et Normark, 2002 ; Levy et
Marshall, 2004 ; Mathur et Singh, 2005).

Résistance acquise :

Cette résistance ne concerne que quelques souches, d’une méme espece ou d’un méme
genre, normalement sensibles a un antibiotique donné (Zomahoun, 2005 ; Mathur et Singh,
2005 ; Courvalin, 2008). Elle est due a des modifications génétiques chromosomiques ou
extrachromosomiques : mutations sur des géenes existants (genes codant pour des cibles des
antibiotiques, génes régulateurs...) ou incorporation de nouveaux génes codant a des
mécanismes de résistances (Levy et Marshall, 2004 ; Zomahoun, 2005 ; Mathur et Singh,
2005). Ces genes peuvent étre originaires des micro-organismes producteurs d’antibiotiques
(Davies, 1997) ou bien des génes dont les produits originaux jouent un réle dans le
métabolisme bactérien mais qui ont subi des mutations a plusieurs reprises qui ont changé
leurs substrats de substrats appropriés a des voies de biosynthése ou biodégradation a des
antibiotiques (Davies, 1994). Cette résistance peut étre disseminée par transfert horizontal
entre bactéries (Mathur et Singh, 2005).

Le développement 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 (Levy, 1992). Cette pression joue un réle
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clé dans I'éemergence de bactéries résistantes : quand une population bactérienne mixte est
exposée a des antibiotiques, il est probable qu'il y aura des bactéries résistantes a la
concentration appliquée de ces agents. Cependant, sous la pression de sélection, le nombre de
ces bactéries va augmenter et certaines d’elles peuvent transmettre leurs génes de résistance a

d’autres membres de la population (Aarestrup, 1999).
11.7.2. 1.Chromosome :

La taille du chromosome des bactéries lactiques avait été estimée entre 1,8 et 3,4 Mb
selon les espéces, et elle peut varier sensiblement au sein d’une méme espece (Davidson et al,
1996). A titre d’exemple, Lb. plantarum et En. Faecalis possédent les plus grands
chromosomes avec une taille aux environs de 3,4 Mb (Renault, 2008) et ceux de Lc. Lactis
IL1403 et Lb. gasseri ATCC 33323 ont des tailles de 2,42 Mb et 1.96 Mb, respectivement
(Morelli et al, 2004).

Les geénes portés par les chromosomes de ces bactéries sont généralement ceux
indispensables a la survie de ces dernieres (Luquet, 1994). Toutefois, Danielsen (2002) a
démontré que le géne de résistance a la tétracycline tetM détecté chez six différentes souches
de lactobacilles n’est pas porté par des plasmides mais il est probablement situé¢ sur le

chromosome.

11.7.2. 2.La résistance extra-chromosomique
a. Plasmides

Les premiers plasmides de résistance aux antibiotiques ont été décrits au japon en
1950, lors d’une épidémie de dysenterie bacillaire a Shigella flexneri. Depuis cette date, des
plasmides de résistance ont été retrouvés chez de tres nombreuses espéces et on a constaté que
la résistance plasmidique concerne de trés nombreux antibiotiques. Les caractéristiques de
cette résistance sont :
- Le niveau de résistance plasmidique est en géneral élevé.
- Phénomene liée directement a I’utilisation d’antibiotiques : les antibiotiques a spectre large
peuvent sélectionner dans les populations commensales de 1’organisme les bactéries porteuses
de plasmides R.
- Phénomeéne non spécifique d’une famille d’antibiotique. Plusieurs groupes d’antibiotiques
différents sont touchés aprés administration d’un seul d’entre eux la perte d’un ou plusieurs
caracteres de résistance est possible mais rare.

b. Les transposons
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Ce sont des fragments d’ADN, capable de changer leur localisation dans le génome
sans jamais apparaitre a 1’état libre. Ils codent pour les déterminants de la transposition et
ceux d’autres fonctions telles que la résistance aux antibiotiques en s’intégrant soit dans le

chromosome soit dans le plasmide, en allant de I’un a I’autre.

11.7.2. 3.Resistance par acquisition des genes transférés

Les résistances par acquisition d'ADN sont la conséquence d’un transfert horizontal y
compris entre especes éloignées phylo génétiquement. Les bactéries utilisent trois
mécanismes principaux de transfert horizontal d’éléments génétiques entre bactéries d’une
méme espece ou d’especes et de genres différents : la transformation, la transduction et la
conjugaison.
Les genes de résistance aux antibiotiques, pour la plupart chromosomiques, proviennent
généralement de micro-organismes producteurs d’antibiotiques pour lesquels ils sont
immunisés. Le transfert de ces genes sera rendu plus efficace apres leur intégration sur des
éléments mobiles tels que les plasmides, les transposons, les intégrons ou encore sur des
phages. Ces mécanismes de résistance peuvent alors diffuser trés rapidement dans une
population (Figl)
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Figure 3. Diffusion des génes de résistance aux antibiotiques

La resistance croisée

La résistance croisée est un phénomene par lequel une bactérie qui a développé une
résistance a I’un des antibiotiques d’une classe devient aussi résistante aux autres membres de
la méme classe. Cela méme si elle n’a jamais €té¢ exposée a ces molécules. C’est cette

résistance croisée qui permet aux B-lactamases a spectre étendu (BLSE) présentes chez les
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bactéries a Gram négatifs d’avoir une résistance si étendue (B-lactamines et céphalosporines)
a tel point qu’elles deviennent un véritable enjeu en santé humaine.
La Co-résistance

Plusieurs mécanismes de résistance sont associés chez la méme bactérie, parfois
stabilisés par intégration dans le chromosome. Chacun des mécanismes confére par résistance
croisée la résistance a un groupe d’antibiotique conférant a la bactérie un large spectre de

résistance.

Spectre d'activité :
Toute une histoire de concentrations...
L'activité antibactérienne est caractérisée in vitro par :
= La concentration minimale inhibitrice (CMI) : concentration la plus faible d'un
antibiotique capable d'empécher le développement d'un micro-organisme aprées 18 a
24h d'incubation a 35°C. C'est une valeur indicatrice du pouvoir bactériostatique.
= La concentration minimale létale ou bactéricide (CMB ou CML) : concentration la
plus faible capable d'entrainer la mort d'au moins 99,9% des bactéries d'un inoculum
standardisé a 105-106 bactéries/mL (< 0,01% de survivants). C'est une valeur
indicatrice du pouvoir bactéricide.
On détermine ainsi l'activité intrinséque d'un antibiotique selon le rapport CMB/CMI :
= CMB/CMI <2 Antibiotique bactéricide.
= CMB/CMI =4 a 16 Antibiotique bactériostatique.
= CMB/CMI > 16 Bactérie "tolérante™ a I'antibiotique (8).
Antibiogramme :

L'antibiogramme est un examen bactériologique de référence qui consiste a cultiver
des bactéries présentes dans un prélévement pour les identifier et ensuite tester sur les
colonies obtenues divers antibiotiques. 1l permet, d'une part, de prédire la sensibilité d'une
bactérie a un ou plusieurs antibiotiques dans un but essentiellement thérapeutique mais
également de surveiller 1'épidémiologie des résistances. Il faut néanmoins avoir a I’esprit que
cet examen 8 étudie 1’effet des antibiotiques in vitro le plus souvent et dans des conditions de
culture normalisées. Il faut donc déterminer des corrélations afin d'apprécier 1’efficacité in
vivo de I’antibiotique et donc la réussite (ou 1’échec) du traitement sur la base de données in

vitro (Makhloufi, 2012).
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MATERIEL ET METHODE

Afin de prouver les hypothéses ci-dessus, nous avons préparé un ensemble d’expériences qui
sont résumées dans Résistance aux antibiotiques, recherche de I'antagonisme des bactéries lactiques
vis a vis des bactéries pathogenes et sélection des souches a caractére pro biotique .Utiliser du

matériel de laboratoire parmi eux : autoclavage, étuve,.......
Travailler dans des conditions réglementaires pour éviter les risques biologiques.
Souche bactérienne :
Nous avons utilisé sept (07) souches lactiques pour la réalisation de cette étude (tableau 02).

Tableau 2 : Souches et leurs origines

Souche Origine Identification
CHTD27 Lait de chamelle de Tindouf Lactobacillus brevis
BH14 Lait de chamelle d’Illizi Lactobacillus plantarum
CHV14 Lait de chévre de Saida
NSC10, NSCA1, NSC5C, Lait de chamelle de Naama
JUM4 Lait je jument de Saida

Souches pathogenes :

Six (06) souches Pathogénes ont été utilisées dans cette étude : Bacillus cereus, E.coli,
Salmonella typhi, Listeria monocytogenese, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, appartenant a la collection du laboratoire de biologie des microorganismes et de
biotechnologie (LBMB).
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Milieu de culture :

MRS : Nous avons utilisé le milieu MRS (De Man et al ., 1960) qui est un milieu « complet

» et différentiel pour les bactéries lactiques qui sont des bactéries exigeantes. Ce milieu est
composé¢ de : le glucose, I’acétate, citrate, le sulfate de magnésium, le sulfate de manganese,

peptone, extrait de viande et de levure ainsi que le tween 80. Son pH finale = 6,2.

LB : Le milieu ou luria — bertani (Miller ,1972) était utilisé pour les cultures des bactéries
pathogenes a 37°C avec agitation. Ce milieu est composé de : 10g de tryptone, 5g d’extrait de

levure et 10g d’chlorure de sodium. A un pH final de 7.

Purification des souches lactiques :

La purification des souches était réalisée sur milieu solide MRS par la méthode des

stries.

Pour confirmer I’appartenance de ces bactéries au groupe des bactéries lactiques, nous

avons eu recourt a différents types d’observations :

Une observation macroscopique : Observation macroscopique des colonies apres la
culture des souches sur milieu MRS pour révéler la taille, la forme, ’aspect et la
couleur des colonies.
Cette observation a I’oeil nu est une premiére clé d’identification (Philippon et al.,
2007).
Une observation microscopique : On observe I’aspect microscopique par coloration
De gram. Les bactéries « Gram-positif » apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries
« Gram-négatif » sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2007).Les bactéries lactiques
sont a gram positive.
Test de la catalase :
Cette technique nécessite de prendre une partie de colonie dans une goutte d’eau oxygénée
déposée sur une lame. Une réaction positive révéle immédiatement un dégagement de bulles
gazeuses (Marchal et al., 1991), la souche est alors dite catalase (+), pas de bulle catalase (-)
(prescott et al . , 2003)
Les bactéries Gram positifs et catalase négative sont présumées des bactéries lactiques.
(Belarbi, 2011).
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Etude le type de fermentation : On ajoute 100ul de culture jeune des souches
lactiques a chaque tube qui contient le bouillon MRS stérile (10ml) et une cloche de
Durham pour connaitre le type fermentaire des souches , homofermentaire ( pas de
production de gaz) ou hétérofermentaire (production de gaz) (Hariri et al,2009)
.L’incubation des tubes est effectuée a 30°C pendant 24h~48h.

Conservation des souches :
La conservation des souches peut étre de courte ou langue durée :

Une conservation de court durée se fait par un ensemencement d’une colonie sur une
gélose inclinée MRS, apres une incubation a 30°C pendant 24h, conservé la gélose a4°C le
renouvellement des souches se fait par repiquage toutes les quatre semains (Badis et al.,
2005) mais une conservation de longue durée sont conservées dans une solution contenant

70% de lait écrémé ( enrichie par 0.5g/l d’extrait de levure et 0.5% de glucose ) et 30% de
glycérol a 40% a — 20 ¢ ( samelis et al .,1994 )

Test de pro biotique :

Recherche de la résistante a ’acidité : Cette technique décrite par Hyronimus et al.
(2000). Nous avons préparé un bouillon MRS ajusté a différents pH (une série de pH
1-6). Les souches testées sont ensemencées a partir de cultures fraiches dans la série de
tube a différent pH a raison d’1%. La croissance est mesurée apres 24h s’incubation a
37°C par spectrophotométre a une longueur d’onde de 600nm.
Recherche du résistant aux sels biliaires : Pour déterminer 1’aptitude des souches
lactiques a résister a la bile une méthode de Khalil et al. (2007).
Pour la réalisation de ce test nous avons préparé une série de tubes contenant du bouillon
MRS additionné de bile de mouton a des concentrations croissante (0.5% ; 1% ; 5% et 10%).
La bile a été stérilisée a 1’aide d’un filtre millipore stérile (0,22um) puis a été rajoutée au
bouillon MRS préalablement autoclavé. Les lactobacilles sont ensemencés dans chaque tube a
raison de 1% a partir d’une culture fraiche des souches étudiées la série de tube est alors
incubée a 37°C pendant 24h. La croissance alors est mesurée par spectrophotométrie a une

longueur d’onde de 600nm.
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Test anti biogramme: (Vedel, 2005; CA-SFM, 2010)

Principe :

L’antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classe semi-
quantitatives (Sensible S, intermédiaire I ou résistante R) et d’orienter I’antibiothérapie. Il est
basé sur I’observation de la croissance bactérienne en présence d’un gradient de concentration

d’antibiotique, obtenu par diffusion a partir de disques dans un milieu gélosé.

Technique :

Préparation d’une pré-culture des souches étudiées nécessaire avant la réalisation des
différents tests, on prendre des colonies de chaque souche qui est conservée sur la gélose
inclinée dans une tube contenant a 5 ml le milieu de culture. Ces pré-cultures sont incubées a
30°C pendant 24h.

Ensuite ; nous prenons un tube contenant 20ml de gélose molle qu’on ensemence avec
1% de la pré-culture précédemment réalisées, aprés 1’agitation le milieu est ensuite coulé sur
des boites Pétri stérile. Une fois le milieu séché en dépose les disques d’antibiotiques
stérilement a ’aide pince flambée a 1’alcool a la surface du milieu. Apres incubation 30°C
pendant 24h on observe la zone d’inhibition qui entoure les disques, pour le diameétre inférieur
a 15mm la souche est dite résistante a 1’antibiotique testé et pour un diametre supérieur ou

¢gal a 15mm. La souche est sensible a I’antibiotique (Karam et al., 1994).

Antibiotique Testé :
Tous les disques d’antibiotique utilisé dans cette étude (tableau 03) voir annexe

Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des antibiotiques en

milieu liquide :(Mims et al ., 1993)
Préparation des solutions meres :

Nous avons mesuré la CMI de deux antibiotique sélectionnés vis a vis des souches
bactériennes (NSC5C, NSC10) Pénicilline G et Gentamycine. Nous avons préparé une

solution initiale de chaque antibiotique :
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e Une solution (A) & 20mg/mi
e Une solution (B) a 30mg/ml

Tableau 3 : Les différents disques d’antibiotique utilisé

Concentration des solutions
Antibiotique meres mg/ml Solvant
Gentamycine (A) 12 Eau distillée stérile
Pénicilline G (B) 80 Eau distillée stérile

Aprés préparation des solutions méres des deux antibiotiques. Nous avons effectué des
dilutions (1/2) dans les microtubes d’'une méme ligne sur une microplaque stréile, ensuite en
ajoutant chaque microtube 20ul de pré-culture des deux souches étudiées. La plaque est

ensuite incubée a 30°C pendant 24h.
Etude de ’activité antimicrobienne :

L’activité antibactérienne des souches lactobacillus contre les souches pathogenes est testée

par deux méthodes :

La méthode directe (par les disques stériles)

Pour se faire, la méthode décrite par Fleming et al. (1975) et Allende et al .(2007), a
été utilisée. Le milieu MRS bouillon ensemencé par les souches lactiques (pré culture) et LB
bouillon par les bactéries pathogenes apreés 24h d’incubation, différents tubes de gélose molle
LB sont ensemencés d’1% de pré-cultures pathogénes que nous souhaitons tester. Aprés ¢a
couler les boites pétri stériles aprés seche le milieu nous nous immergeons les septes (07)
disques chacun dans propre souche lactique pendant plusieurs seconds. Aprés agitation les
géloses molles sont coulées et des disques de papier Whatman préalablement imbibés de
cultures fraiches de lactobacilles sont déposés a la surface aprés séchage du milieu.

La méthode indirecte (test des puits)

Décrite par Barfoot et Klaenhammer, (1983), Cette méthode utilise le surnageant de

la souche lactique contre la souche pathogene. Le test est réalise comme suite :

27



CHAPITRE Il : Matériel et méthode

Une culture jeune de bactéries lactiques est centrifugée (400rmp /30min), en prendre
le surnageant et le conserver.

Dans une boite pétri contenant de la gélose LB et ensemencé par la souche pathogéne
(1%) apres le séchage des puits sont creusés a 1’aide d’emporte-piece stérile. Les puits sont
ensuite remplis de 100ul de surnageant de la souche lactique, les boites sont en premier lieu
placées a 4°C pendant 2h~4h pour permettre une meilleure diffusion de la substance active,
puis incubées & 37°C pendant 24h.

Identification moléculaire :

Une identification moléculaire a également été réalisée par le séquencage de Sanger du
géne de I'ARNr 16S de longueur totale. L'ADN total a été extrait de la culture d'une nuit de la
souche en utilisant la méthode au phénol-chloroforme (Chomczynski et Sacchi et 1987). Une
amplification a été effectuée par PCR en utilisant les amorces 16S-27F et 16S-1492R (27F5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 'et 1492R 5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3') et
également 16S-27F et 16S-19R (27F-5AGGAGGG). ' Et 19R 5’-GRG TAC CTT TTA TCC
GTT G-3 'tandis que R, A ou G) (Lane, 1991) afin d’amplifier les segments du géne V1-V2
16S pour les 3 souches. Les conditions de PCR ont été réalisées avec le mélange 5 x HOT
BIOAMp® Evagreen HRM a 12,5 mM, 2 ul de Enhancer 10X et 4 ul de MgCl2, en utilisant 1
MM d'amorces directes et inverses et 2 pl de matrice d'ADN génomique dans un volume total
de 20 pl. Les conditions de cyclage de la PCR étaient les suivantes: une premiere étape de
dénaturation a 96 ° C pendant 12 minutes, 45 cycles de dénaturation a 96 ° C pendant 20
secondes, un annelage a 52° C pendant 20 secondes, une extension a 72 °C pendant 1 minute
30 secondes, suivi d’une étape d'élongation a 72 °© C pendant 5 min. Le séquencage a été

réalisé dans les laboratoires Biofidal (Lyon, France).
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RESULTATS ET DISCUSSION

Identification des lactobacilles :

L’ensemble des lactobacilles testés appartiennent a la collection du laboratoire de

biologie des microorganismes et de biotechnologie (LBMB) de 1’université d’Oran Es-Sénia.

La pureté des 7 souches de Lactobacillus a été étudiée selon les caractéristiques

morphologiques et biochimiques.
Etude des caractéres morphologiques

1V.2. 1.L aspect macro et microscopique :

Macroscopique : L’observation des colonies purifiées de Lactobacillus sur milieu MRS

solide (Mann et Spoerry, 1974) a pH 6 ,5 aprés 24h d’incubation a 37°C (Anabeien Flozer

et al., 2006) révele des colonies blanchatres, crémeuses, de taille variable (entre 0.1 et 0.3mm

de diametre).

JUM4 CHTD27

NSC5C

Figure 4 : Aspect des colonies de Lactobacillus (NSCA, JUM4 et NSC5C) sur le milieu

MRS

Observation microscopique :

L’observation des cellules bactériennes a été effectué¢e apres coloration de Gram au

grossissement x100 via un microscope photonique.
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Toutes les souches observées révélent des cellules de forme bacillaire (batonnet plus ou moins
allongé) de couleur violette témoignant de I’appartenance des souches au groupe des Gram
positives.

NSC10 CHTD27
Figure 5: Aspect microscopique des souches NSC10 et CHDT27 (X100).
1V.2. 2.Test enzymatique (test de catalase) :

Nous avant testé ’ensemble des souches pour la recherche de catalase. Comme le montre la

figure ci-dessous.

-

A : 1(NSCA), 2(NSC5C), 3(BH14) C (CHV14)

Figure 6 : Résultats du test de catalase.

Le test de la catalase a révélé que les 7 souches étaient négatives a la réaction de la
catalase. Selon le Bergey’s Manuel de la Systématique Bactérienne « les Firmicutes », les

lactobacilles sont catalase négative (De Vos et al., 2009).
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1V.2. 3.Test fermentaire :

Ce test nous permet de réveéler si les souches sont homofermentaires (production de
lactate uniquement) ou bien hétérofermentaire (production de lactate et de CO2) (Bourel et
al., 2001), en cas de production de gaz, le CO- sera recueilli dans la cloche de Durham. (Kihal

et al., 1996)

On n’a observé aucune production de gaz dans la cloche de 6 tubes sur 7. Les souches
sont homofermentaire mis a part la souche CHTD27 qui a produit une petite quantité de CO3,
elle est donc homohétérofermontaire en se basant sur la classification classique des
lactobacilles en fonction de leurs propriétés fermentaires (STILES et HOLZAPFEL, 1997).

Tableau 4 : Résultat de I’étude de pouvoir fermentaire des souches de lactobacilles.

Souche Type Souche Type
fermentaire fermentaire
NSC5C Homofermentaire BH14 Homofermentaire
NSC10 Homofermentaire CHV14 Homofermentaire
NSCAl Homofermentaire CHTD27 Homo-
hétérofermontaire
JUM4 Homofermentaire

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les especes de lactobacilles.
Cette voie conduit dans des conditions optimales de croissance a la production de deux

molécules de lactate et deux molécules d‘ATP par molécule de glucose consommée.

(Thompson et al., 1994).
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NSC5C

NSCA

CHTD27

JuM4

NSC10

CHV14

BH14

Figure7 : Test de fermentation des 7 souches de Lactobacillus.

Croissance des bactéries lactiques en milieu acide :

Nous avons évalué la croissance de nos souches dans une gamme de pH comprise en pH 1 a
pH6, la croissance a été mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 600 nm

apres 24h d’incubation a 37°C.

Tableau 5 : Résultat de la croissance de bactérie lactique en milieu Acide.

pH BH14 NSC5C | CHV14 | CHTD27 | JUM04 | NSC10 | NSCAl
pH1 0.150 0.277 0.330 0.243 0.300 0.314 0.377
pH2 0.260 0.294 0.274 0.160 0.162 0.200 0.273
pH3 0.360 0.400 0.255 0.171 0.232 0.277 0.264
pH4 1.335 2.391 2.372 0.387 1.482 2.399 2.462
pHS 2.900 3.095 3.107 2.312 2.622 2.980 2.947
pHG6 2.921 3.155 3.055 2.741 2.811 2971 2.992
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Ces résultats indiquent clairement que le meilleur tant d’acidité favorisant la

croissance des bactéries apparait en pH4, pH5, pH6.

Dans les milieux a pH3- pH2 nous avons observé une croissance bactérienne mais qui

reste assez faible.

L’acidité aurait exercé un stress important sur les cellules de lactobacilles empéchant

toute croissance aux pH les plus bas (Gibson et al., 2005).

Notons enfin que les trois lactobacilles plantarlum présentent les meilleures
résistances a l'acidité sont la NSC5C, la CHV14 et la NSC10

Croissance des bactéries lactiques en présence sels biliaires :
Plusieurs travaux ont montré que la croissance des lactobacilles en présence de sels

biliaires varie selon la souche, la concentration de la bile Selon Dunne et al. (2001).

Les résultats obtenus ont montré une bonne croissance aux différentes concentrations
en sels biliaires (0.5%, 1%, 5%, 10%). (Tableau 6).
La mesure de la croissance par spectrophotométrie, des différentes séries de milieux a
réveleé :
e Un ralentissement de croissance pour la culture en milieu contenant 5% et 10% de
sels biliaires mis a part les trois souches : CHV14, NSC10, NSC5C Lactobacillus

plantarum qui ont pu se développer de facon remarquable quelle que soit la
concentration du milieu en sels biliaires (Amara S., (2012) ; EL JENI et al., (2015).

Tableau 6 : Croissance des bactéries lactiques en présence sels biliaires (DO600 nm) :

Souche
% BH14 | NSC5C | CHV14 | CHTD27 | JUM4 | NSC10 | NSCA
0.5% 1.340 | 0.785 1.636 1.62 1.570 1.420 | 1.436
1% 1.120 | 1.227 0.704 0.801 0.969 1.460 | 0.916
5% 1.195 | 1.499 1.500 1.537 1.396 1.433 1.250
10% 1.749 | 1.808 1.700 1.750 1.663 1.776 1.813
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Cette résistance ou sensibilité de ces bactéries aux sels biliaires pourrait se traduire par
la capacité de celles-ci a les déconjuguer, hydroxyler, déshydrogéner ou les déglucorinider
Ainsi la caractéristique la plus recherchée chez les probiotiques est la déconjugaison des sels
biliaires car celle-ci pourrait avoir un effet sur la diminution du taux de cholestérol dans le
volume sanguin (Malago et al, 2011).

IV.4. Détermination des profils de résistance des antibiotiques

1.Résistance aux antibiotiques chez les bactéries lactiques :

Nous avons testé la résistance des 7 souches de bactéries lactiques vis—a-vis de 25
ATB de différentes familles, et la mesure de diamétre des zones d’inhibition (karam et
karam, 1994) chaque souche pour chaque ATB testés permet de caractériser les souches

comme étant sensibles ou résistantes. Nous n’avons considéré que le diamétre : > 15

(Sensible).
<15 (Résistante).

Un exemple d’antibiogramme est présenté dans la figure 8 :

JUM4 BH14

Figure 8 : Résultats de I’antibiogramme de quelques souches de Lactobacillus
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Les résultats obtenus pour I’ensemble de souche sont présente dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Résultats de I’antibiogramme des souches de lactobacilles.

Antibiotique Abbrevi | NSC5C | CHTD2 | NSCA BH14 | CHV10 | NSC10 | JUM4
ations 7

CEFPIME FEP S S S R S R S
ERYTHROMICINE E S S S S S R S
CHLORAMPHE C S S S S S S S
NICOL

PENCILINNI P S S R R R R R
GENTAMICIN CN R R R R R R R
PRISTINAMYCIN PT S S S S S S S
CEFIOCIME CFM S S S S S R S
FOSFOMYCIN FOS R S R R R R R
OXACILLIN OX R R R R S R R
TOBRAMYCIN TOB R S R R R R R
AMIKACIN AK R R R R R R R
CLINDAMYCIN CD R R R R R R R
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COLISTIN Cs R R R R
KANAMYCIN K R R R R
AMOXICILLINE+ | AMC S S R S
ACIDE

CLAVULANIQUE

AMPICILLIN AMP S S S R
CEFTAZOLIN KZ S S S R
CEFOXITIN FOX S R S R
CEFTAZIDIME CAZ S R S R
CEFOPERAZONE CFP S S S S
NITROXOLIN NTX S S R R
LEVOFLOXACIN LEV R S R R
LINEZOLID LNZ S S S S
TEICOPLANIN TEC R R R R
AMOXICILLINE AML S S R S
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La souche plus résistante a la majorité des antibiotiques est la Lactobacillus plantarum
(NSC10) (résistance a 20 antibiotique sur 25 testes), la souche plus sensible aux antibiotiques
est Lactobacillus brevis(CHTD27) (sensible a 19 antibiotiques sur 25 testés).

Les bactéries BH14 et CHV14 qui sont résistantes a 14 antibiotiques, les souches

JUM4 et NSC5C sont sensibles a 15 et 16 antibiotiques respectivement sur un total de 25.

Toutes les souches sont sensibles a 04 antibiotiques (Linezolide, Cefoperazone,
Pristinamycin et Chloramphenicol) et sont toutes résistantes a 05 antibiotiques (Gentamicin,
Amikacin, Clindamycin, Colistin , Teicoplanin)

Plusieurs ¢études ont montré la résistance naturelle d’une gamme importante de

bactéries lactiques aux antibiotiques (Botes et al., 2008).

Certaines souches de Lactobacillus brevis sont sensibles aux inhibiteurs de la synthése
protéique dont le chloramphénicol et 1I’érythromycine (Temmerman et al., 2003; Coppola et
al., 2005; D’aimmo et al., 2007), aux B-lactamines (inhibiteurs de la synthése de la paroi
bactérienne) comme 1’ampicilline et la pénicilline (Charteris et al., 1998b ; Ammor et al.,
2007 ; Kholl et al., 2008).

La résistance de Lactobacillus plantarum (Ammor et al., 2008 ; Casodo Munoz et
al., 2014) et Lactobacillus brevis (Fukao et al., 2012) aux antibiotiques s’est révélée
principalement intrinséque et portée par des genes chromosomiques non transférables entre

les bactéries.

Mikelsaar et al. (2004), ont rapporté que des souches de Lactobacillus étudiées ont
présenté une résistance de 100% a 1’Amikacin et a la Gentamicine, Mathur et Singh (2005)

ont effectué les mémes observations soutenant ainsi les résultats que nous avons obtenus

Les Lactobacilles sont résistants a la famille des B-lactamines , Cette résistance a été
démontrée dans des études publiées (Swenson et al., 1990 ; Charteris et al., 1998b ;
Delgado et al., 2005 ; Florez et al., 2005) et présente un caractére intrinseque (Coppola et
al., 2005, Ammor et al., 2008 ). La résistance des lactobacilles aux antibiotiques appartenant
a la famille des aminosides (Kanamycin) et aux macrolides (Erythromycine et
Pristinamycine) a égalent éte étudié par plusieurs chercheurs (Coppola et al., 2005 et
Herreros et al., (2005)) de méme que pour les aminosides et les macrolides; par (Klare et
al., 2007 ; Belleti et al., 2009 ; Toomey et al., 2010 ; Kastner et al., (2006)).
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Résistance aux antibiotiques chez les bactéries pathogene :

Nous avons testé la résistance des six souches pathogenes vis-a-vis de 19

antibiotiques.
Le résultat obtenu dans le Tableau 8 :

Tableau 8 : Résultat de I’antibiogramme des Souche pathogéne.

Souche

wm
=

SAl SA2 SA3 SA4
Antibiotique
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CFP

NTX

AK

TOB
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FOX

LNZ
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SAL (Bacillus cereus) , SA3 (Salmonella typhi) , S1 (Staphylococus aureus)
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SA2(E.coli) , SA4 (Listeria monocytogenése), S2 (Pseudomonas auregenesa)

Apres avoir mesuré le diametre des zones d’inhibition obtenues, nous avons observé
que la souche S2 est la plus résistante aux antibiotiques testés contrairement a la souche S1
qui est la plus sensible, les autres souches montrent des résistances variables : résistance aux
béta lactamine (pénicilline — oxacilline) La résistance aux [-lactamines repose essentiellement
sur la synthése de béta lactamases plasmidiques généralement sensibles aux inhibiteurs de -
lactamases (Maurin et al., 1995). Et la majorité des souches est fortement inhibée par cette
famille d’antibiotiques (Chloramphe Nicol, Amikacin, Cefoperazone).

Nous avons également observe que toutes les souches sont sensibles aux quinolones.

SA2 SA4 S1

Figure 9 : Résultats des antibiogrammes de quelgues souches pathogeénes.

Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des antibiotiques en milieu
liquide :(Mims et al ., 1993)

Aprés 24 heures de culture a 37°C Walsh et al. (2003). Nous avons observé la
présence de trouble (la croissance) dans tous le micro tube de la micro plaque pour les deux
antibiotique gentamycine et pénicilline donc cette croissance Départ pour plusieurs raisons
notamment la présence de contamination au laboratoire, en particulier dans I'incubateur ou la

résistance bactérienne a ces des antibiotiques.
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Figure 10 : Reésultat détermination de la CMI de souche de Lb par méthode de dilution en
milieu liquide.

Mise en évidence de ’activité antibactérienne
IV.5. 1.Test des spots :

Nous avons testé 1’antagonisme des 07 souches lactiques contre les souches pathogénes de
notre collection dont l'activité a été choisie contre les six souches pathogénes , nous
observant les résultats d'interaction obtenus par présence de halos clairs autour des disques

imbibés de pré-cultures de souches lactiques [ Mme Bey Faiza....al ., (2009) ]
Le résultat total obtenu est dans le Tableau (9)

Tableau9 : Résultat des interactions bactériennes.

Souche BH14 CHV14 NSC10 NSCA CHTD27 NSC5C JUM4
SAl 1 0 06 14 11 15 0
SA2 11 0 0 14 0 0 0
SA3 08 0 0 14 0 0 0
SA4 12 0 15 11 11 1 0
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S1 Pas de Pas de Pas de Pas de Pas de Pas de Pas de
croissance | croissance | croissance | croissance | croissance | croissance | croissance
S2 09 0 1 1 11 11 0

Les souches S2(Pseudomonas auregenesa) , SA2(E.coli) , et SA3(Salmonella typhi) ont été
inhibées par tous les lactobacillus testées contrairement aux les deux souche SA1(Bacillus
cereus) et SA4(Listeria monocytogenése) qui ont été les plus résistantes, aucun croissance n’a

été remarquée pour la souche S (Staphylococus aureus).

Les deux souches lactobacillus plantarum (BH14) et (NSCA) montrent une activité
importante sur la majorité des bactéries pathogenes. Les autres souches de bactéries lactiques
provoquent des inhibitions variables mais les deux souches lactiques (JUM4 et CHV14)

Presque inexistant d’inhibition des bactéries pathogénes.

Globalement, 1’activité antimicrobienne est dans notre travail reste assez importante
nos résultats convergent vers de nombreux travaux indiquant les effets inhibiteurs des
Lactobacillus plantarum et Lactobacillus brevis contre des germes pathogénes résistants aux

antibiotiques (Benmechernene et al., 2013 ; Kermanshahiet al., 2014 et Chang et al., 2016).

D’apres les résultats que nous avons obtenus, les souches lactiques étudiées ont une
activité antibactérienne a 1’égard de listeria monocytogénese et Bacillus cereus. Cette activité
serait probablement due a la synergie entre les différents métabolites : la production d’acides
organiques. En effet, les lactobacilles sont connus pour avoir une grande résistance aux pH
acides contrairement aux autres genres de bactéries lactiques qui sont plus sensibles (Adams
et al., 1988 ; Wong et Chen, 1988 ; Benthin et Villadsen, 1995 ; Podolak et al., 1996 ;
Wilson et al., 2005), le diacétyle, le peroxyde d’hydrogéne les lactobacilles produisent
¢galement d’autres substances inhibitrices telles que les bactériocines (Schillinger et al.,

1996 ; Aslam et Qazi., 2010 ; Ammor et al.,2006; Moreno et al., 2000 ; Navarro etal.,
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2000 ; Rodriguez et al., 2002 ;Maldonado et al., 2003 ; Todorov et Dicks., 2005 ; Guessas
et al., 2005).

2.La méthode des puits :

Apres incubation & 37°C pendant 24h. L’effet antibactérien du surnageant de culture

des lactobacilles est suivie par la mesure des diametres d’inhibition entourant les puits.

Les résultats sont indiqués dans le Tableau(10)

Tableau 10 : Résultat de la recherche sur la nature de 1’agent inhibiteur

BH14 CHV14 NSC10 NSCA | CHTD27 | NSC5C JUuM4
SAl 0 0 1 0 12 13 0
SA2 1 0 16 11 12 0 0
SA3 0 0 13 0 0 0 0
SA4 14 0 19 16 17 1 0
S1 0 14 0 0 0 0 12
S2 0 0 15 1 12 15 0

Nous avons constaté une activité antibactérienne des surnageants des souches lactiques
sur la plupart des souches pathogenes, En effet, les diamétres des zones d'inhibitions étaient
compris entre 10-19 mm.

Ce criblage a été réalisé vis-a-vis des germes pathogenes a Gram négatif Escherichia
coli (Ces résultats se rapprochent notamment de ceux obtenus par Allouche et al. (2010)) et
Listeria monocytogenese Cette activité inhibitrice se traduit par I’apparition d’un halo clair
d’inhibition autour des isolats ensemencés en touches. Un exemple de résultats obtenus est

représenté dans la figure (11).
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Figure 11 : Résultats d’inhibition des bactéries pathogénes (SA4 et SA2) par les bactéries

lactiques.

La fraction extracellulaire correspondant au surnageant présente un fort pouvoir
antibactérien, ce qui confirme la production d’agent antimicrobien par les souches lactiques
dans le milieu. Plusieurs études ont montré que la fraction extracellulaire contient des

substances responsables de cette interaction (Metlef et Bouras, 2009).

Annuk et al. (2002), Fernandez et al. (2002) et Mami et al. (2010) dans leurs études,
démontrent clairement que plusieurs especes de lactobacilles, sont largement efficaces

concernant I’inhibition des microorganismes pathogénes.

Messi et al. (2001) ont rapporté les Lactobacillus plantarum pouvaient produire des
bactériocines, De méme, Lash (2005) et Millette et al. (2007) ont décrit une bactériocine
produite par Lactobacillus plantarum qui inhibait S.aureus, E. coli, et P.aeruginosa.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par d’autres auteurs qui ont montré que les
bactéries a effet probiotique sont capables d’empécher la croissance des bactéries pathogenes

in vivo et in vitro (Lin et al., 2007; Mahdhi et al., 2010).
Identification moléculaire

Les résultats d'identification obtenus par les galeries le séquencage du géne 16S sont
indiqués dans le tableau 2. L'alignement et I'homologie des séquences amplifiées par PCR ont
été effectues sur le site Web du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) en utilisant BLAST
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Software, qui détermine I'identité des 3 souches NSC5c, JUMIII4 et NSC10 au taxon

Lactobacillus plantarum. L'arbre phylogénétique est représenté sur la figure 1.

32)

Lactobacillus plantarum ABS00511

Lactobacillus plantarum BP

Lactobacillus plantarum LC333560

Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis DEQ 22

Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891
| Lactobacillus plantarum NBRC 15891

(20)I Lactobacillus plantarum JCM 1149
& Lactobacillus plantarum NSCI10

L] Lactobacillus plantarum JumlIII4
| Lactabacillus plantarum CIP 103151

(19) | Lactobacillus plantarum NRRL B-14768
Lactobacillus plantarum DHYYI14

Lactobacillus plantarum ML

[ ] Lactobacillus plantarum NSC5C

Lactobacillus plantarum JCM 1149(2)

Lactabacillus plantarum LC33355

— Lactobacillus plantarum LC333561

24)
(25) —
33)|
34
30)
29
27)
23) |
31)
28)
{26)
22)
(21)
H
0.03

Lactabacillus plantarum LC333559

Figure 12 : Résultat de L'arbre phylogénétique des trois lactobacilles identifiés.

Tableau 11 : Pourcentages d'identification des souches sélectionnées a lI'aide de méthodes

moléculaires et biochimiques

Les souches | Les taxons % par identification Origines
moléculaire

NSC5C Lactobacillus 99 Lait de chamelle de
plantarum Naama, Algérie.

NSC10 Lactobacillus 99 Lait de chamelle de
plantarum Naama, Algérie.

JUMII4 | Lactobacillus 99 Lait de jument de Saida,
plantarum Algérie.
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CONCLUSION GENERALE
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Conclusion générale

CONCLUSION GENERALE

Apres les différents tests conduits sur les souches de bactéries lactiques de notre
collection, nous avons remarqué qu'il existe des bactéries plus résistantes aux antibiotiques :
NSC10 et BH14.

Les souches les plus sensibles d'entre elles sont : NSC5C et CHTD27.

En ce qui concerne la deuxiéme expérience que nous avons mené pour étudier I’effet
antagoniste des sept souches de bactéries lactiques (NSCAL, NSC10, JUM04, BH14, CHV14
et CHTD27) sur les six souches pathogenes. (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Listéria mocytogenese, Salmonella typhi Pseudomonas aeruginosa et Bacillus cereus)

La recherche de I’effet antagoniste dans les surnageant de cultures révele que
I’ensemble des lactobacilles présentent une activité inhibitrice extracellulaire vis-a-vis des
souches pathogeénes testées. Le meilleur résultat a été observé chez les souches NSCA, NSC10
et CHTD27 vis-a-vis de SA4 (L.monocytogenese).

Nous avons également confirmé la validité du discours selon lequel les bactéries
lactiques jouent le role de probiotiques en raison de leur résistance en milieu acide et en

présence de sels biliaires.

Nous avons également confirmé 1’identification des souches au taxon de Lactobacillus

plantarum par le séquengage du géne de I’ARN 16S avec un pourcentage de plus de 90%.

L’objectif principal de ce travail était la découvrez I’antibiorésistance chez les
bactéries lactique génétiquement et biologiquement c'est ce qui été découvert grace a ces

résultats
Pour conclure, notre travail a permis d’ouvrir de nouvelles perspectives dont :

e Larecherche de genes de resistances chromosomiques.
e Larecherche de genes de resistances plasmidiques.
e Le curage de plasmides portant des genes de résistance chez les bactéries probiotiques

pour éviter, la transmission horizontale des genes de résistance.
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Annexe 1 : composition de milieu utilisé

1. A)-Composition du milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe) :

Extrait de levure 5¢
Extrait de viande 10g
Peptone 10g
Acetate de sodium 5
Citrate de sodium 29

Glucose 20g

KH2PO4 29

MgSo4 0.25¢

Tween 80 iml
Eau distillé 1000ml
pH=6.2

Autoclavage : 121¢ pendant 30min

B)- Composition du milieu LB :

Tryptone 10g
Extrait de levure 5¢
NaCl 10g

Verser tout dans 1000ml d’eau distillé
Autoclavage : 121¢ pendant 30min
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Annexe 2 :

Coloration de Gram : C'est une coloration qui permet de mettre en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne. Le principe de cette méthode comme suit :

1. Préparation d’un frottis (Fixation de la culture bactérien sur la lame par chaleur).

2. coloration par le violet de gentiane pendant 1 min.

3. Ajouter du lugol pendant 30 min.

4. décolorer avec une solution alcool 96° et rincer avec 1’eau distillée.

5. ajouter la fuchsine et laisser agir 20 a 30 secondes .laver a I’eau.

6. La lame apres avoir été rincée et séchée, puis observée au microscope optique

généralement a L’objectif x100, Avec I’huile a immersion.
7. pour Les bactéries dit a Gram(+) sont apparaissent en violet et les bactéries a Gram(-)

en rose.
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Annexe 3 :

Tableaux 3 : les différents disques d’antibiotique utilisé.

Mécanisme
Antibiotique Charge/disque Famille daction
Oxacilline (OX) 1ug
Pénicilline G (P) 10ug Inhibition de la
Béta lactamine \
synthése du
Amoxicilline i
peptidoglycane
(AMC) 20p9/10ug
Céfoxitine (FOX) S0Hg
Ceftazidine (CAZ) 30K
Ampicilline (AMP) 10ug
Céphalosporine (CFP)
30pg
Céfépime (FEP) 309
10ug

Céfixime (CFM)
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Cefsulodin (CFS) 30pg
Cefazoline (C2) 30ug
Ampicilline (AMP) 10ug
Cefazoline (K2) 30ug
_ Inhibition  de la
Erythromycine (E) 15ug Macrolide synthese protéique des
bactéries
Pristinanycine (PT) 15mg
Inhibition  de la
Kanamycine (K) 30ug Aminoside synthese protéique des
bactéries
Tobramycine (TOB) 10ug
Gentamycine (CN) 10ug
Amikacin (AK) 30png
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Inhibition de la

Nitroxoline (NTX) 30Kg Quinolone synthése de  Dacide
folique
Levofloxacin (LEV) SHg
Inhibition de la
Linezolide (LNZ) 30Hg oxazolidinones synthese protéique des
bactéries
Polypeptide Inhibition de la
Colistine (CS) 10ug synthése de paroi
Acide inhibition de la
. 50ug : synthése de la paroi
Fosfomycine (FOS) phosphonique bactérienne
Inhibition de la
Chioramphénicol synthése protéique des
Chloramphénicol (C) 30ug bactéries
inhibiteurs de la
Teicoplanine (TEC) 4 mg Glycopeptide synthése de la

paroi bactérienne

Tableau 12 : Résultat de test I’antibiogramme chez les lactobacillus

Souche NSC5C | CHTD27 NSCA | BH14 | CHV14 | NSC10 |JUM4
Antibiotique
FEP 35 2.9 2.7 0 3.5 0 2.5
E 2.9 2.4 2.2 1.7 2.5 1.3 2.2
C 3.5 3.2 2.9 2.1 3.8 2.4 3.2
CFP 2.5 2.2 1.9 0.9 1.3 0 0
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P 1.9 1.8 14 0 0 0 0
CN 1 0 0 0 0 0 0
PT 3.2 3.2 2.9 3.2 4 2.6 3.4
FOS 0 0 0 0 0 1.4 0
CFM 3 2.9 2.4 1.6 3.5 0 3
OX 0 0 0 0.9 1.8 0 1.3
TOB 1.3 1.9 0 0 0 0 0.7
AK 0 0 0 0 0 0 0
CD 1 0 1.1 1.5 0 0.6 0.9
CS 0 0 0 0 0 0 0
AMC 3 1.9 2.8 2.3 0 3.8 2.9
AMP 2.9 2.7 2.7 1.8 3 1.4 2.2
Kz 2 2.8 2.1 2 2.8 2.3 2.1
FOX 1.5 1.7 1.7 0 2.6 2.5 1.7
CAZ 2.1 2.9 2.8 1.5 3.8 1.2 2.2
CFP 1.6 2.3 2 2.5 2.5 2.9 2
NTX 1.7 2 1.6 2 1.4 1 1.6
LEV 1.1 1.3 1 2.8 1 1 1.3
LNZ 3.3 3.7 3.2 4.5 2.6 2.5 2.8
TEC 0 0 0 0 0 1.4 0

AML 3.3 2.2 3.7 2.9 0 4.6 3

K 0 3.5 0 1.2 0 1 0
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Tableau 13 : Résultat de teste I’antibiogramme chez les souches pathogénes

Souche SAl SA2 SA3 SA4 S1 S2
Antibiotique
P 0 0 0 1 2.3 0
E 3.1 0 0 0 4.3 0
FEP 0 2.8 2.3 0 0 0.8
C 2.5 3.2 2.3 2.7 0 1
OX 0 0.8 0 0.9 2.1 0
PT 2.9 1 0 2.2 3.5 0
AK 2.2 2.3 2.2 1.5 2.3 2.1
CFM 0 3.4 2.1 1.9 2.5 0
CS 0 1.7 1.5 0 1.1 1.3
K 2 2.6 2.2 0 2.5 0
KZ 0 2.4 1.3 2.1 1.6 0
CAZ 0 3.2 2.6 0.7 1.7 1.8
FOX 1 3.1 0 1.7 3.6 0
CFP 1.8 3.3 3 2.2 0 1.8
NTX 3.1 3 2.2 2.4 3.3 1
LEV 2.9 4.3 3.7 2.4 3.5 2.6
LNZ 3.4 1.5 1.2 3.3 3.7 0.8
TEC 1.5 0.9 0.8 1.9 2 0.8
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Annexe 4 : Appareillage

L’appareillage utilisé est le suivant :

- Autoclave

- Bain Marie

- Balance

- Centrifugeuse électrique

- Compteur de colonies

- Etuves

- Four Pasteur

- Micropipettes (Microlite) ;
- Microscope optique (Mo tic) ;
- pH métre

- Réfrigérateur

- Vortex électrique

- Spectrophotometre
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