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Résumé

Les bactéries lactiques sont naturellement présentes dans notre environnement et notre
alimentation. Ils sont utilisés dans la fermentation et la bioconservation des aliments en
produisant des acides organiques et d’autres antimicrobiens tels que les bactériocines et en
inhibant certaines souches pathogénes. Pour mettre en évidence I’effet inhibiteur de ces
bactéries, nous avonsprocédé a 1’isolement de ces ces microorganismes a partir de 3 sous
produits laitiers traditionels. 50 isolats Gram positif et catalase négatif sont obtenus a partir de
4 différents échantillons (Lben Zebda, Klilal, Klila2). Un screening primaire est réalisé en
utilisant la technique de Fleming ou 20 isolats ont montré une activité antibactérienne contre
au moins une bactérie indicatrice parmi les quatres (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeurginosa, Listiria innocua). La purification des isolats actifs a été réalisée sur
milieu MRS. L’examen microscopique a montré que 24% des isolats seulement sont de
baciles contre 76 % de coques.

Les résultats du test inhibiteur réalisé par la méthode directe et indirecte, ont montré que la
plus grande zone d’inhibition etait de 56 mm de diamétre donnée par I’isolat CD3 contre
Listeria innocua. Il existe également une interaction entre 1’isolat DEI contre toutes les
bactéries indicatrices par des zones d’inhibition de 25 a 40 mm de diamétre. De méme que
I’interaction de 1’isolat K2B1 avec toutes les bactéries indicatrices a 1’exeption deS.aureus.
D’autres études étaient nécessaires pour déterminer la nature exacte de I’inhibiteur. Les tests
réalisés pour déterminer la nature de 1’inhibition ont montré que la totalité des isolats ont un
pouvoir inhibiteur dii a ’acidification du milieu a 1’exeption de I’isolat K2B1 qu’a gardé un
effet apres la neutralisation du surnageant. Ce dernier isolat est, par la suite, identifié en tant

gue Lactococcus lactis .ssp en utilisant une galerie AP150 Ch.

Mots clés : les bactéries lactiques, les probiotiques, Iben, zebda, klila.



Abstract

Lactic acid bacteria are naturally present in our environment and food. They are used in the
fermentation and biopreservation of food by producing organic acids and other antimicrobials
such as bacteriocins and inhibiting certain pathogenic strains. To highlight the inhibitory
effect of these bacteria, we preceded 50 to isolate these microorganisms from 3 traditional
dairy products. 50 Gram-positive and catalase-negative isolates are obtained from 4 different
samples (Lben Zebda, Klilal, and Klila2). A primary screening is performed using the
Fleming technique where 20 isolates showed antibacterial activity against at least one
indicator bacterium among the four (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeurginosa, Listiria innocua). Purification of active isolates was performed on SRM medium.
Microscopic examination showed that only 24% of isolates are from bacills compared to 76 %

from cocles.

The results of the inhibitory test performed by the direct and indirect method showed that
the largest inhibition zone was 56 mm in diameter given by the CD3 isolate against Listeria
innocua. There is also an interaction between the DE1 isolate against all indicator bacteria by
inhibition zones 25 to 40 mm in diameter. As well as the interaction of the K2B1 isolate with
all indicator bacteria except S. aureus. Further studies were needed to determine the exact
nature of the inhibitor. Tests to determine the nature of inhibition showed that all isolates have
inhibitory power due to acidification of the environment with the exception of the K2B1
isolate that retained an effect after neutralization of the supernatant. The latter isolate is

subsequently identified as Lactococcus lactis. ssp using an AP150 Ch gallery.

Key words: lactic acid bacteria, probiotic, milk, butter, klila.
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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes trés répandus dans la nature, Présents
dans le sol, sur les plantes, ils jouent un réle important dans notre santé car elles constituent
une grande partie de notre flore intestinale et tapissent les muqueuses nasales, buccales et
vaginales ce qui aide a nous protéger des germes pathogenes envahissants. Les bactéries
lactiques sont utilisées depuis des siecles pour fermenter les aliments. Ils sont largement
offerts avec un grand intérét pour la biotechnologie. Considérées comme inoffensives pour
I’homme, leur utilisation est courante dans le monde entier pour la fabrication de produits
laitiers fermentés (fromage, yaourt, etc...). (Belarbi.2011).

Elles sont utilisées dans plusieurs domaines, tels que 1’industrie pharmaceutique,
I’alimentation, 1’alimentation animale et la bioconservation, et plus utilisées dans I’Industrie
laitiere. (Kassas, 2017).

L’utilisation de cette bactérie dans la fermentation des produits laitiers est Importante pour
améliorer la digestibilité et/ou prolonger la durée de vie des produits laitiers fermentés. L une
des principales propriétés de ces bactéries est la production de substances antimicrobiennes
telles que des bactériocines, des peptides ou des composés non protéiques de faible poids
moléculaire (acides organiques, H:O, ....etc) qui inhibent la croissance des pathogeénes
d’intoxication alimentaire et des micro-organismes de détérioration. Les micro-organismes
qui possedent ces propriétés sont appelées probiotiques.

Le terme probiotique, dérivé du mot grec « bios », signifiant vie, est né au milieu du siécle
dernier de la constatation que certains micro-organismes ont un effet positif sur la flore
intestinale (Benreguieg, 2015). Ce sont généralement des especes bactériennes appartenant a
Bifidobacterium, Enterococci et certains Escherichia coli, Lactococcus. Les eucaryotes
inférieurs tels que les lactobacilles, les streptocoques et les Saccharomyces. Ces especes
agissent sur la composition du microbiote et ont divers effets positifs sur 1’hote, dont, entre
autres, 1’élimination des agents pathogenes, 1’exercice de propriétés anti-inflammatoires et la
modulation du systéme immunitaire. (Muriel, 2013).

Actuellement, les chercheurs travaillent a découvrir des souches de bactéries lactiques qui
ont la capacité de sécréter de nouvelles substances qui inhibent les pathogenes, en les isolant
de produits fermentés de maniére traditionnelle, comme les produits laitiers de fabrication

traditionnelle.



Introduction

L’objectif de ce travail est d’étudier certaines propriétés bénéfiques de bactéries lactiques
isolées a partir de produits laitiers traditionnels (Lben, Zebda, klila) de la région de Saida et
Tiaret.

Dans notre recherche, nous avons d’abord traité une synthese bibliographique composée de
deux chapitres: le premier chapitre: présentant des informations générales sur les bactéries
lactiques, le deuxieme chapitre: des informations générales sur les probiotiques et les produits
laitiers traditionnels (Lben <Zebda« Klila <Rayeb, Dhan, Jben).

La deuxiéme partie reporte la description du protocole expérimental en plusieurs étapes en
exposant les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail : identification par la galerie
API 50 CH, croissance a différentes températures, croissance a différents pH« étude de la
thermoreésistance, recherche du pouvoir inhibiteur et teste antibiogramme.

La troisiéme partie portera 1’interprétation des résultats et leur discussion et enfin une

conclusion.
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Synthese bibliographique Les bactéries lactiques

|. Bactéries lactiques

1.1. Difinition

Les ancétres de BL, qui sont d'anciens micro-organismes, pourraient remonter a trois milliards
d'années. (Kassas, 2017).A la fin des années 1800, période marquée par de nombreuses percées
microbiologiques, le groupe de bactéries lactiques, également connu sous le nom de LAB, a été
officiellement identifié. Le groupement a été classé plus précisément en 1919 par Orla-Jensen,
qui a combiné divers genres partageant la capacité commune de fermenter les glucides et de

produire de I'acide lactique (Zergoug, 2017).

Ce sont des espéces bactériennes possédant une paroi cellulaire Gram positive et prenant la
forme de coccal ou de bacillaire sont connues pour étre immobiles, asporogénes, anaérobies
avec aérotolérance et manquent de certaines enzymes comme la catalase, le cytochrome
oxydase et la nitrate réductase (certaines peuvent avoir une pseudocatalase). Ces micro-
organismes ont besoin de glucides fermentes cibles pour soutenir leur croissance et générer de

I'énergie en décomposant les sucres (Boussekine, 2022).

Lorsque l'acide lactique est le seul produit final, il s'agit d'une bactérie lactique
homofermentaire (certaines especes produisent au moins 18 moles d'acide lactique par mole de
glucose fermenté). Parfois, enplusde l'acide lactique, d'autres composés principalement
composés d'acide acétique, d'éthanol etde dioxyde de carbone sont produits : c'est lecasde
I'nétérofermentation (seule 1 mole d'acide lactique est est produite par mole de glucose
fermenté) (Bekhouche, 2006).
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Figure 01. Voies fermentaires de la dégradation du glucose (Atlan et al.., 2008). [GLK :
glucokinase, FBA : fructose-1,6- bisphosphate aldolase, XPC : xylulose-5-phosphate
phosphocétolase, PK : pyruvate kinase, LDH : lactate déshydrogénase].

1.2. Habitat

Les bactéries lactiqgues sont des bactéries ubiquitaires qui existent dans différents

environnements et sont capables de se développer sur différents substrats apar le lait (Patrick,

2001).Leur présence est dans denombreux milieux naturels, chez les végétaux (plantes et

fruits), les animaux et les humains (oralet vaginal, féceset lait). Mais certain esespéces

semblent tellement adaptées a des environnements spécifiques qu'elles ne peuvent guére étre
trouvees ailleurs que dans leur habitat naturel (Bekhouche ,2006). Il convient également de

noter quele LAB fait partie de la flore microbienne naturelle de la bouche, de l'intestin et du

vagin de I'hnomme et de nombreux animaux endothermiques (Achemchem, 2014).

Cependant, les bactéries lactiques ont la capacité de vivre en symbiose entre elles et avec
I'ndte. Une symbiose est un lien intime et durable entre deux organismes xénospécifiques

6
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(espéces différentes), parfois plus que cela. Le tractus gastro-intestinal des mammiféres est
colonisé pardes bactéries lactiques (Bifidobacteria, Lactobacillus, Leuconostoc et Weissella).
Cependant, l'appareil reproducteur féminin est principalement colonisé par Lactobacillus,
auxquelles il apporte des nutriments tels que le glycogéne. En acidifiant I'environnement, ces
bactéries protégent contre les agents pathogénes qui causent des infections vaginales, comme
Trichomonas vaginalis, qui provoque trichomonase vaginale et vulvovaginite causée par
Candida albicans (Zergoug, 2017).

1.3. Classification

Historiquement, ce groupe comprenait Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et
Streptococcus, mais les principaux genres de BL importants dans la technologie alimentaire
comprennent egalement Aerococcus, Carobacter, Lactococcus, Oenococcus, Tetradenococcus,
Labyrinthococcus, Weissella et Bifidobacterium (Axelsson, 2004).

La taxonomie s'est longtemps basée sur des criteres morphologiques et biochimiques pour
distinguer les especes et caractériser les variants au sein d'une méme espece. Ces épreuves sont :

e résistance aux bactériophages.

Des recherches basees sur des :

e Typede Gram, morphologie et arrangement cellulaire.

e Meétabolisme différentdes glucides, des protéines etdes lipides, propriétés fermentaires.

e Les cellules se développent sur des milieux hostiles.

e Ainsi que la synthése d'enzymes (protéases), de métabolites (exopolysaccharides), de
bactériocines et de criteres moléculaires ont ensuite permis de classer les especes selon
les critéres suivants :

e La détermination de la compositionen peptidoglycane (PTG) permet de visualiser le
type d'especes enfonction de la nature des liaisons peptidiques.

e La composition de I'ADN mesuré eparhybridation permet de distinguer genre et espéce.
(Schleifer etal.., 1985; Schleifer, 1986; Farrow etal.., 1989).

Elles appartiennent a la lignée des Firmicutés, a la classe des Bacilli et 1"ordre des

Lactobacillales (Garrity et Holt, 2001).
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Figure 02 : Arbre phylogénétique des bactéries lactiques et genres apparentés.
(Axelsson, 2004).

Tableau 01. Les différents genres des bactéries lactiques.

Genres Cellules Fermentation | ADN Références
Forme | Arrangements G-C (%)
Schleifer,
Streptococcus | Coques Chaines Homolactiques | 34 —46 1986
Farrow etal..,
Leuconostoc | Coques Chaines Hétérolactiques | 36 —43 1989

34-42 Schleifer,

Pediococcus | Coques Tétrade Homolactiques 1986

Homolactiques | 32 -53 Kandler et
Lactobacillus | Bacilles Chaines et Weiss, 1986 a

Hétérolactiques etb




Synthese bibliographique Les bactéries lactiques

1.4. Principaux genres des bactéries lactiques

1.4. 1. Lactococcus :

Sphériques ou ovales, enpaires ou enchaines. Dans le type mésophile, leur température
optimale se situeentre 10 et 40°C, mais elles ne peuvent pas se développera 45°C. Ils poussent
généralementa 4 % de NaCl etaun pH proche de la neutralité, et leur croissance s'arréte
lorsquele pH du milieu atteint 4,5 (Zergoug, 2017).

Les souches deLactococcus lactis sont fréquemment utilisées dans la fabrication de produits
laitiers pour leurs propriétés acidifiantes et productrices de saveurs et d'arémes. En fermentant
le lait, elles conférent au produit fini des propriétés organoleptiques spécifiques et permettent

une conservation plus longue (Drouault et al., 1999).

Figure 03 : Lactococcus (Khater et Ghefar, 2017).

1.4.2. Lactobacillus :

Le genre Lactobacillus est largement utilisé dans l'industrie alimentaire et la nutrition
humaine en raison de sa fonction cruciale dans la conservation et la fermentation de divers
aliments, ainsi que de leurs caractéristiques probiotiques. Les lactobacilles sont responsables
de la production de diacétyle et d'amines, qui contribuent a la saveur des aliments fermentés.
Ils jouent également un rdle déterminant dans le processus de fermentation d'un large éventail
d'aliments, notamment les produits laitiers, la viande, les produits de la péche, I'ensilage et la
choucroute, ainsi que les boissons, comme l'ont indiqué Konig et al., en 2009. Selon
(Siegumfeldt et al., 2000), les lactobacilles présentent généralement une plus grande
résistance au stress acide que les Lactocoques. Cela peut étre attribué a lI'optimum de pH

inférieur de I'enzyme responsable de la régulation du pH intracellulaire chez les lactobacilles,
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qui transloque les protons via un mécanisme ATPase. Le métabolisme du sucre chez
Lactobacillus est soit homofermentaire, soit hétérofermentaire. Il convient de noter que des
souches particuliéeres du microbe peuvent étre thermophiles ou mésophiles (Mami et Kihal
,2019).

Tableau 02 : Principales especes et sous especes de lactobacilles utilisees en industrie laitiere.
Lb : Lactobacillus. (Kandler et al., 1986).

Croissance
Fermentation du
Especes lactose A
15°C | A45°C
Lb. Helveticus | - +
Lb. delbruekii subsp - +
bulgaricus
Lb. delbruekii subsp > Homofermentaire - + Thermophile
lactis
Lb. acidophilus - +
Lb. Casei + -
Lb. Plantarum + -
Lb. Kefiri - n ; Mésophile
Lb. Brevis } Héterofermentaire + -
Lb. Fermentum - + Thérmophile

Figure 04 : Lactobacillus bulgaricus (a gauche) et Lactobacillus casei (a droite), observes au
microscope electronique (G x 10 000) (Mami et Kihal, 2019).

10
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1.4.3. Streptococcus:

Le genre Streptococcus est principalement composé d'espéces d'origine humaine ou animale,
certaines étant pathogénes, telles que S.pyogenes et S.agalactiae. D'autres espéces, telles que
S.mutans, contribuent a la formation de la plaque dentaire. Ces espéces ne se trouvent
généralement pas dans les aliments. Streptococcus thermophilus, d'autre part, est la seule
espece de streptocoque utilisée dans la technologie alimentaire. Elle se caractérise par son

habitat dans le lait et les produits laitiers et son caractere non pathogéne (Bendi Hadji et
Bensalah, 2021).

Figure 05 : Streptococcus (Bendi hadji et Bensalah, 2021).

1.4.4. Leuconostocs:

La famille des leuconostocaceae, contient des coques ovoides, pouvant étre allongés ou
ovoidaux. Ce sont des cellules spheriques détiennent en paire ou en chaine, elles sont
particularisées par un métabolisme hétérofermentaire en convertissant le glucose en D-lactate et
éthanol ou en acide acétique par la survenue de transcétolase, elles sont incapables de dégrader
’arginine ce qui a eux distinguent des lactobacilles hétérofermentaires (Gonzalez et al.., 2007).

Ce genre comprend dégrader suivantes : Ln. mesenteroides avec ces Sous espece
mesenteroides, cremoris et dextranicum et Ln. Lactis et Ln. Pseudomesenteroides et
Ln.Paramesenteroides (Abdelmoumene, 2015).

11
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1.4.5. Entérococcus:

Les cellules sont ovoides, isolées par paires ou en courtes chaines, avec une
homofermentase.Certaines especes sont mobiles avec depetits flagelles, tandis que d'autre sont
des pseudocatalases. Le genre se caractérise par une tolérance a 6,5% de NaCl, un pHde 9,6 et un
intervalle de températures de 10°C a 45°C, avec un intervalle de croissance optimale de 35°C a
37°C (Zergoug, 2017).

I.5.Intérét des bactéries lactiques

Il ya un role important des bactéries lactiques dans 1’industrie alimentaire et le domaine de

santé.

1.5.1.Domaine alimentaire :

1.5.1.1.R0le sur la structure et la texture :

Les laits fermentés, selon les bactéries lactiques présentes, lacidification provoque la creation
dun caillé plus ou moins ferme. La texture souhaitée peut étre ferme (yaourt ferme) or onctueuse
(yaourt brassé, kéfir). Pour atteindre une consistance spécifique ; Les souches productrices de
polysaccharides peuvent étre utilisées avec les souches plus ou moins acidifiantes. (Boumediene
,2013).

1.5.1.2.Rdle dans la conservation:
e Production d’acide lactique : Les bactéries lactiques jouent un role important dans
I'inhibition de la flore non laitiere. (Bougaddima et Sebaha, 2019).
e Production de bactériocines : Ces peptides antimicrobiens sont synthétisés a partir d'un
trés grand nombre de souches bactériennes lactiques et sont genéralement résistants a la
chaleur (Bougaddima et Sebaha ,2019).

1.5.1.3.R0le sur les caractéristiques organoleptiques :

En plus de l'acide lactique, d'autres produits tels que le diacétyle et l'acétaldéhyde sont

également produits, qui sont responsables du go(t caractéristique (Boudjemaa, 2008).

12
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1.5.2.Domaine de santé :

La valeur des ferments lactiques pour la santé humaine a été suggérée pour la premiere fois au
début du siecle, en 1907, par un Russe du nom de Metchnikoff, qui affirmait que Lactobacillus
sp pouvait réduire la putréfaction intestinale en altérant la microflore intestinale.

Le role des bactéries lactiques dans la santé a été discuté dans le contexte des probiotiques.

Les bienfaits des ferments lactiques sont de plus en plus étudiés, certains confirmés, d'autres
incontestés :

e Améliore la digestion du lactose.
e Traiter certaines infections ou diarrhées.
e Abaissement du cholestérol sérique et déconjugaison des sels biliaires.

e Utilisation dans le développement de vaccins (Calvez et al.., 2009).

13
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I1.Probiotiques

11.1. Définitions

Le terme probiotique est dérivé de deux mots grecs "pros” et "bios™ qui signifient littéralement
"pour la vie". (Jennifer et al.., 2016), proposé pour la premiere fois par Parker en 1974, pour
désigner les micro-organismes et les substances qui contribuent au maintien de I'équilibre des
bactéries intestinales. Puis Veller (1991) a redefini les probiotiques comme suit: « Ce sont des
préparations microbiennes vivantes, utilisées comme additifs alimentaires, qui ont un effet positif

sur I'animal héte en améliorant la digestion et I'hygiene intestinale. (Benreguieg, 2015).

En 2002, les bactéries probiotiques ont été définies par la FAO/WHO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) comme étant des « micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils
sont administrés en quantités adéquates, exercent un effet bénéfique sur la santé de 1’hdte ».

(Jennifer et al., 2016).

Selon Christophe et Francois (2007), les probiotiques sont des bactéries ou des levures qui
modulent la multiplication bactérienne dans I’intestin. Les plus connus sont Lactobacillus et
Saccharomycescerevisiae. 1ls sont largement utilisés comme compléments alimentaires et

comme médicaments dans le traitement et la prévention de la diarrhée.
I1.2.Les aliments probiotiques (produits laitiers traditionnel)

11.2.1.Lben:

L’origine du lait remonte a long temps, peut-étre lorsque les humains ont commence a
connaitre les types de produits laitiers et a utiliser leur lait<La fermentation lactique lui confere

un aréme naturel et une save urin comparable (Assamala Marthe, 2015).

Lben est un lait écrémé ayant subi une fermentation lactique, I’acide lactique résultant
provenant du clivage de la molécule de lactose par 1’action des lactobacilles. Qui posséde la
propriété, lorsqu’il est formé en exces, de faire coaguler la caséine du lait. Cette coagulation est

plus active la ou la température ambiante est plus élevée. (Matallah ,2017).

Lben est composé de lait frais de vache ou de chevre, qui est laissé a température ambiante
pendant 24 a 48 heures jusqu’a ce qu’il soit caillé, puis baratté pendant 30 a 40 minutes. De 1’eau

chaude ou froide peut étre ajoutée pendant le processus de barattage, en fonction de la
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température ambiante. , afin de faciliter la collecte des grains de beurre. (Bouguerroudja et
al.., 2019).

11.2.2.La Klila ou Caséine desséchée :

La Kalila est un fromage fermenté produit expérimentalement dans plusieurs régions d’Algérie,

qui est fabriqué en chauffant du lait caillé (55 a 75 °C) jusqu’a ce qu’il coagule.

Puis il est distillé au torchon et séché naturellement a 1’air. Le fromage obtenu est consommé
frais, apres sechage ou utilisé comme ingrédient apres réhydratation dans des préparations

culinaires traditionnelles. (Bouguerroudja et al., 2019).
11.2.3.Rayeb:

Le rayeb est 1’'un des produits laitiers fermentés populaires en Algérie, il est fabriqué en
ajoutant une petite quantité de leben (lait fermenté écrémé) au lait et on le laisse cailler. Celle-ci
se fait a température ambiante et dure de 24 & 48 heures selon la saison. . Le Rayeb a une
tradition ancienne en Algérie, il est fabriqué a partir de lait cru de vache ou de chevre. La
fermentation du lait est un processus traditionnel, automatique, non supervisé et peut étre une

source précieuse de probiotiques. (Assamala Marthe, 2015).

Le raybe ne subit pas le processus d’agitation et d’écrémage comme le beurre (Iben), ¢’est du

lait entier fermenté
11.2.4.Zbeda Arbi (Le beurre) :

Le Faire du beurre avec des quantités de concentré de maticres grasses dans le raybe : C’est le

processus de barattage. (Caste, V, 2004).

Le barattage se fait dans une gourde traditionnelle ou autre en peau de chévre, la matiere
premiére est le rayab, et la séparation de le rayabe donne deux produits Zebda et lait caillé.

Ensuite Zebda est lavé et maintenu a une température de 2 a 4 degrés°C. (Kont, 1999).
11.2.5.Dhan:

C’est une produit extraite du lait de vache, et elle porte plusieurs noms, comme Dhan al-

hayal et Dhan al-hour et aussi semen al-har ces noms sont répandus en Algérie et au Maroc.
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Dhan c’est la Zebda ou Smen qui est lavé, salé et malaxé, puis conditionné dans des pots en
terre cuite fermés hermétiquement et entreposés dans un endroit frais et obscur a température

ambiantell se conserve d’un a deux ans.(Djimli et al.,2019).

Dhan est le meilleur produit extrait du lait de vache a haute valeur nutritive. Il est utilisé dans

le traitement de certaines maladies telles que I’asthme et la toux.
11.2.6.Jben:

Le jben est un fromage frais traditionnel dont la préparation est basée sur la coagulation du lait
cru (coagulation enzymatique). (Matallah ,2017). Dans lequel du lait cru entier de vache a été
pasteurisé a 65°C/30 minutes, puis caillé a 45°C par ajout de présure vegétal. Qui est obtenu par
extraction a I’eau diffusée de fleurs d’artichaut dans un rapport de 5% (5 ml d’extrait pour 100
ml de lait). Le caillé a été placé dans des moules perforés pour égoutter.De plus, nous avons
préparé le fromage a I’aide de levain lactique, thermophile et d’extrait de fleur d’artichaut.

(Mennane, et al., 2007).

Lait Cru
+ présure animale- levain acidifiant
+présure végétale J‘ Acidification spontanée
IMacération de plantes . .
Lait coagule AT ° ambiante de 24h 3 72h
rayeb
I I
BEURRE BABEURRE
doux Iben I 1 —1r
) E A A
a g f p
Lavagee Chauffage ! ol f P
iFi a u i (o]
. d Salage
Egouttage 1ja 3j g ellt n r
W e t a t
« allgl]s
Salage BEURRE el e
\L L ranceSmen
A
. FROMAGES
Fromage frais «jben »
N J /2 '
Industriel | Traditionnel «3» Klila Bouhezza
Pite molle

Figure06 : Schéma des méthodes de fabrication des principaux produits laitiers algériens
(Khateret Ghefar 2017).
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I1.3.les principaux probiotiques

Les principaux microorganismes probiotiques qui sont utilisés appartiennent principalement
aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Bien que des autres especes des genres
Entrococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Proponibacterium, Sterptococcus et Saccharomyces
(Belhamra, 2017).

Tableau 03 : Exemple de micro-organismes probiotiques études (Benreguieg, 2015).

Genre Espece
L.Acidophilus
L.Rhamnosus /GG

Lactobacillus L.Reuteri
L.Bulgaricus
L.Lactis
B.Bifidum

Befidobacterium B.Breve
B.Infantis

B.Langum

Streptococcus S.Thermophillus

Sachromyces S.Boulardii

11.3.1.Genre Lactobacillus:

Lactobacillus est le genre le plus utilisé en industrie alimentaire et la nutrition humaine, car les
lactobacilles sont considéres comme des probiotiques et ils jouent un rdle important dans la
conservation et la fermentation des aliments (choucroute, fourrage, produits laitiers et de viande

ainsi que les produits du poisson) et des boissons (Kassas, 2017). Figure 07.

11.3.2.Genre Streptocoque:

La seule espece de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus. Elle se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et
son caractere non pathogene. La résistance a la température, la capacité de croitre a 52°C et
le nombre limité des hydrates de carbone permettent de distinguer les S.thermophilus de la

plupart des autres streptocoques (Abdelali et Bouhali, 2021). Figure 08.
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Figure 07: Lactobacillus Bulgaricus Figure 08:Streptococcus thermophilus

http://lelabodanissa.blogspot.com/2015/02/chapitre-1-la-contamination-par les.html?m=1

11.3.3.Genre Bifidobacterium:
Généralement un pH idéal pour la croissance entre 6,5 et 7 et une température entre 37°C et
41°C. lls ont une forme en V irréguliére ou une forme en Y bifide. (Abdulali et Buhali, 2021).
Bifidobacterium est un bacille présent dans la flore intestinale du nouveau-né Il est utilisé dans
certains yaourts (pro biotique).Le facteur bifidogéne présence dans Sa bactérie peut provoquer
un effet anti-infectieux au niveau de I’intestin.
Les Bifidobactéries sont des organismes anaérobies stricts qui fermentent activement les

glucides pour produire de I’acide acétique ou lactique (Ariech, 2020).Figure09.

11.3.4.Genre Sachromyces:
La variété Boulardii Saccharomyces cerevisiae se caractérise par sa grande tolérance aux pH

acides et sa capacité a croitre a 37°C.

Le Dr Henri Poulard (microbiologiste francais) lors de son voyage en Indochine a remarqué
que les habitants utilisaient une décoction d'écorce de litchi et de mangoustan pour traiter les
symptdmes de la diarrhée causee par la bactérie Vibrio cholerae. Il procéda a une analyse
microbiologique grace a laquelle Henry Poulard put découvrir une levure capable de se

développer a haute température qu'il nomma : Saccharomyces boulard. Figure 10.

Cette levure peut étre comparée a la levure de Saccharomyces cerevisiae morphologiquement
et physiologiquement, mais sa classification fait encore débat. L& ou certains auteurs la
considerent comme une souche de Saccharomyces cerevisiae tandis que d'autres la voient

comme une espéce actuellement distincte, les donnéees de la littérature sur la recherche ADN
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placent cette levure comme un groupe diversifié de Saccharomyces cerevisiae (Benjamin,
2016).

& G
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Saccharomyces boulardii —~
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Figure 09: Bifidobacterium Longum. Figurel0O: Saccharomyces boulardii

https://www.wjgnet.com/1007-9327/full/v25/i18/\WJG-25-2188-g001.htm
https://m.indiamart.com/proddetail/bifidobacterium-longum-19237967948.html

I1.4.importence des probiotiques

Les probiotiques font partie de notre quotidien car on les retrouve dans des aliments comme le
yaourt, le lait fermenté, les légumes, les céréales, le germe de blé, la levure de biére ou encore le
kéfir. Elle a un intérét thérapeutique pour modifier, améliorer ou renforcer la flore intestinale.
Les probiotiques affectent la microflore intestinale en augmentant le nombre de bactéries
anaérobies bénéfiques et en diminuant le nombre de micro-organismes pathogénes. Les
probiotiques influencent 1’écosystéme intestinal en stimulant les mécanismes immunitaires des

mugueuses, en interagissant avec les microbes commensaux ou pathogenes. (Lou Le ,2022).
11.4.1.Indication aux probiotique :
11.4.1.1.Maladies inflammatoires et troubles intestinaux :

Les maladies intestinales inflammatoires, telles que la pochite et la maladie de Crohn, ainsi
que le syndrome du colon irritable, peuvent étre causés ou aggravés par des altérations dans la
flore intestinale incluant 1’infection .Il y a de nouveaux champs d’investigation, bien qu’il soit
prématuré d’affirmer que les probiotiques agissent efficacement dans ces conditions. Selon

certaines études, les probiotiques pourraient jouer un réle dans la thérapie et la prophylaxie et
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des combinaisons de souches pourraient avoir un réle & jouer dans le traitement thérapeutique.
(Francoise, 2001).

Une étude randomisée, controlée en double aveugle a évalué les effets de Lactobacillus GG
dans le traitement du SCI chez 52 enfants agés de 7 ans en moyenne. Ces enfants ont été répartis
équitablement en deux groupes: “probiotique” et “témoin”. Pendant 4 semaines, le groupe
“probiotique” a recu 10 UFC/jour de Lactobacillus GG sous forme de capsule alors que le
groupe “témoin” a re¢u un placebo sous forme de capsule. L’évaluation de la douleur a été
mesurée dans les deux groupes. Dans 1’ensemble, I’utilisation de Lactobacilius GG a une dose de
100 UFCl/jour pendant 4 semaines a réduit la sévérité de la douleur et amélioré la qualité de vie
des enfants atteints du SCI (Benjamin, 2016).

[1.4.1.2.Diarrhée du voyageur:

Selon une méta-analyse de 2005, qui a confirmé que toutes les souches sont efficaces pour
prévenir la diarrhée du voyageur. Cette étude a inclus douze études et 4709 patients, dont
certains ont développé une diarrhée (> cinq selles en 48 heures) lors d’un voyage a 1’étranger
(Turquie, Egypte et Mexique « destinations chaudes »). Deux a sept jours avant le voyage, le
traitement probiotique a commenceé avec les patients et s’est poursuivi tout au long du voyage.
Les résultats ont montré une réduction de 15 % du risque de diarrhée, ce qui représente une
réduction absolue du risque de 40 % a 34 % avec un NST de dix-sept (Christophe et Francois
,2007).

11.4.1.3.Diarrhées postantibiotiques:

Deux méta-analyses datant de 2002 ont montré que les produits alimentaires contenant du Sb
et des Lactobacillus (Lb) réduisent de 60 % I’incidence des diarrhées aprés la prise

d’antibiotiques.

Ces résultats ont été récemment confirmés par une méta-analyse de 25 études contrblées
randomisées. Celui-ci a inclus 2800 patients et a observé une prévalence de diarrhée (> cinq
selles en 48 heures) dans les deux mois suivant 1’exposition aux antibiotiques (diverses
molécules). Le traitement aux probiotiques (Sb, Lb, Bifidobacterium, Enterococcusfaecium)
variait de cing jours a huit semaines avec une moyenne de deux semaines aprés le traitement
antibiotique et la dose moyenne était de 3x10°/jour. L’incidence des diarrhées sous antibiotiques

a diminué de 27% a 12%, soit une diminution de plus de moitié, ce qui correspond a un nombre
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nécessaire a traiter (NNT) égal a sept. Cette analyse a également montré la supériorité de Sb et

Lb sur les autres probiotiques. (Christophe et Francois, 2007)
11.4.1.4Allergie:

Dans un essai randomisé, en double aveugle et contr6lé par placebo, L. rhamnosus GG
administré a des femmes enceintes quatre semaines avant 1’accouchement, puis a des nourrissons
a haut risque d’allergie pendant six mois, a entrainé une réduction significative de la maladie
atopique précoce. L’étude démontre la capacité des micro-organismes probiotiques a moduler la

réponse immunitaire et & prévenir 1’apparition de réactions allergiques.

Dans d’autres études cliniques chez des nourrissons allergiques au lait de vache, la dermatite
atopique a été atténuée par la prise de souches probiotiques de L. rhamnosus GG et B. lactisBB-
12. Les mécanismes exacts ne sont pas élucidés, mais dépendent de la capacité des Lactobacilles
a contrer I’augmentation de la perméabilité intestinale, a améliorer les réponses IgA spécifiques
a I’intestin, a améliorer la fonction de barriére intestinale en restaurant le microbiote normal et a
améliorer la transformation du facteur de croissance béta et la production d’interleukine-10 ainsi

que cytokines qui favorisent la production d’anticorps IgE. (Francoise, 2001).
11.4.1.5.Renforce le systeme immunitaire:

Un essai clinique en double aveugle contre placebo comportant 25 sujets (60-83 ans) ayant
consommé pendant 6 semaines du lait supplémenté ou non avec Bifidobacterium lactis, 1.5 x 10
UFC/jour montrait une sécrétion accrue d’IFNo (sang périphérique), une augmentation de la
phagocytose par les polymorphonucléaires (PMN) et une activité bactericide accrue 3. 6 et 12

semaines apres la fin de I’intervention.

Chez 52 volontaires sains (63 ans) recevant en 3 phases (wash in, essai, wash out)
Lactobacillus rhamnosus (5 x 100 UFC/jour), I’activité phagocytaire des PMN augmentait de
15% et I’activité tumoricide NK de 70 a 150%, ces valeurs revenant lentement a 1’état initial
apres arrét du traitement. Bien que ces études aillent dans le sens d’un renforcement de
I’immunité innée agissant comme premicre ligne de défense lors d’infections, tres peu d’études
ont analysé I’impact d’une supplémentation probiotique sur I’incidence des épisodes infectieux

(Jean.2005).
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I1.5.Mécanismes d’action des probiotiques

Les probiotiques, une fois arrivés sur leur site d’action, exercent des effets directs sur le
microbiote et les cellules immunitaires. (Bougaddima et Sebaha, 2019). Plusieurs mécanismes
par lesquels certains probiotiques exercent des effets préventifs ou thérapeutiques ont été
proposés, mais ces modes d’action ne sont pas encore complétement élucidés. (Yahla, 2007)

Figeure 11.

Voici ci-dessous la liste non exhaustive des fonctions envisagées des probiotiques dans

I’organisme. (Bougaddima et Sebaha, 2019). .

e Réduction de I’inflammation par les cytokines anti-inflammatoires, en particulier dans
les maladies inflammatoires chroniques.

e Activation des macrophages locaux pour augmenter la présentation de I'antigene aux
cellules B.

e Renforcement de la barriére épithéliale : augmentation de 1’expression des génes de la
mucine et donc inhibition de I’adhésion des pathogenes aux cellules épithéliales.

e Production de bactériocines pour inhiber les bactéries pathogenes

e Réduction de la perméabilité intestinale grace a la préservation du cytosquelette des
cellules épithéliales.

e Inhibition de I’apoptose des cellules €pithéliales et stimulation de leur croissance, ce qui
renforce 1’effet barriére.

e Abaisser le pH pour créer un environnement défavorable qui inhibe le développement
d’E. coli et de Salmonella.

e Compétition pour les sites d’attache : en effet si des bactéries probiotiques occupent les
sites de la barriére épithéliale, les bactéries pathogénes ne pourront pas s’établir.

e nhibition de la production de toxines des bactéries pathogénes.

e Rééquilibrer la flore intestinale et le systeme génito-urinaire.

e Réduire et stimuler les enzymes pour améliorer la digestion des aliments et augmenter
I’absorption des vitamines et des minéraux.

e Amélioration des activités enzymatiques telles que la lactase, la glycosidase et les
activités de la phosphatase alcaline car les probiotiques possédent eux méme ces
enzymes.

e La Modulation de systéme immunitaire
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Figure 11: Les mécanismes d’action des probiotiques

https://fr.scienceforhealth.be/mecanismes-daction/

11.6.Criteres selectionnés des souches probiotique

L’exploitation de nouvelles souches bactériennes, espéces ou méme genres qui ont
potentiellement de nouvelles propriétés technologiques ou probiotiques a récemment fait
I’objet d’une attention accrue. Cet intérét pour les nouvelles souches incite a établir des
criteres rationnels de criblage et de sélection de microorganismes candidats, sans oublier
d’évaluer Defficacité des souches sélectionnées chez 1’homme par des essais cliniques
contrdlés.  Ainsi, en 2002, 1’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et
I’agriculture (FAO) et 1’Organisation mondiale de la santé (OMS) ont établi des directives a
suivre pour commercialiser un produit contenant des probiotiques (Benjamin, 2016).
Tableau 4.
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Tableau 04: Récapitulatif des différents critéres de sélection des souches probiotiques

(Benjamin, 2016).

Critéres de sécurité

e [dentification taxonomique précise par des méthodes moléculaires.

e Dépot de la souche dans une collection de culture internationale.

e Historique de non pathogenicité (statut QSP)

e Les génes de résistance aux antibiotiques ne peuvent pas étre transmis.
e «Iln’yapas de dégradation excessive des sels biliaires.

¢ Souche d’origine humaine de préférence.

Critéres fonctionnels

e Tolére I’acide gastrique, la bile et les enzymes digestives.

o Adhesion de cellules intestinales et/ou de mucus.

e Hostilité aux agents pathogenes, production de substances
antimicrobiennes et modulation immunitaire.
e La capacité a produire des effets bénéfiques sur la santé (1’effet sur la

santé est documenté et prouvé par des essais cliniques sur I’homme).

Critéres

technologiques

¢ Viabilité et stabilité pendant les processus de production et dans le
produit final.

e Conservation des propriétés probiotiques aprés production.
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1. Origine des échantillons et prélévements :

Nous avons collecté quatre échantillons des produits laitiers traditionnels Algériens, qui sont
Lben , Dhan (Zebda) et Kalila 1 de la région d'Awlad Bkhaled, commune de Terecin, Daira
d'’Awlad Ibrahim, wilaya de Saida, et un échantillon d’Al-Kalila 2 de la région de Ain kermes a
Tiaret Ensuite, ils ont été transferés dans des flacons en verre stériles au laboratoire ,puis
conserveés a 4°C jusqu®a leur utilisation.

Tableau 05 : L’origine des échantillons.

Les echantillons La région La wilaya La datte
Lben Awlad Bakhald
Zebhda ,commune de Tercine, Saida
Kalila 1 Daira d'Awlad Ibrahim 25/02/2023
Kalila 2 Ain kermes Tiaret

Ain kermes

[
|Oued Taria

. Sl Jlp Aouf ® Gharrou<
) B3] - Dol ousolE
L S - ° A ‘ Yid
i Boubekeur ; Ouled Brahim ALGERIE ==
5uss S PORTAIRR < ; 3
S—_ _, L.
'\.\N ~ | - /
[m%,s] Ain Soltane [Rvsa] B
| oUaldl e [
i Tircine
[RNS4) it a3 .
oo g A Djebilet Rosfa
s_alggn A R e
. = El Hassasna
> &7 S g o W]
_— " IRNQ‘ZI
RNSal. A - [Rns2]
Ain El Hadjar

Sites de prélevement des échantillons
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Figure 12: Echantillon de Lben. Figure 13 : Echantillon de Dhan (Zebda).

Figure 14 : Echantillon de klilal. Figure 15: Echantillon de klila2.

2. Dénombrement et isolement des bactéries lactiques :

Le dénombrement est éalisée au laboratoire de microbiologie de I’Universit¢ Moulay El
Taher, Saida Algérie.

Nous avons pris 1 ml de Iben et 1 g d’échantillon de Kalila 1 et 2 et 1 g d’échantillon de Dhan
(zebda) et nous I'avons mis dans 3 tubes contient 9 ml de solution TSE (tryptone sel eau) (voir

annexe), pour la préparation des dilutions décimales.
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Pour d’isoler les bactéries lactiques nous avons utilisé le milieu MRS et M17(ne utilise pas
pour echantillion de klila 1 et 2). Le milieu MRS a éte utilisé pour réaliser le dénombrement des
lactobacilles. M17 Pour I“isolement des coques lactiques (Karam et Karam, 2006).

Le dénombrement des LAB a été déterminé en utilisant le milieu MRS. Les boites ont été
incubées a 30°C pendant 48 h. Aprés incubation, les colonies ont été dénombrées et
enregistrées en unités formatrices de colonies (ufc/ml). Seules les boites contenant entre
30 et 300 colonies ont eté retenues (Khedid et al., 2009).

Nous avons utilisé les dilutions (10°107* 107°) ; prélevé 0,1 ml de chaque dilution sont
ensemenceé en surface de MRS et M17 et 1 ml de chaque dilution ensemenceé en profondeur,

puis incuber a une température de 30C° pendant 24h a 48h. .

Pour déterminer le nombre d’UFC/ml en utilisant la formule suivante :
UFC/ml = nombre de colonies x 1/Ve x 1/D

Ve étant le volume d’ensemencement D étant la dilution prise en compte.

3. ldentification des bactéries lactiques :

L'identification des isolats estréalisée sur la base de I'étude d'un certain nombre de
caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques a l'aide des techniques

classiques de la microbiologie. Larpent (1997) décrit toutes les techniques de reconnaissance.

3.1. Examen macroscopique :

Grace a ce test, les colonies sur boites de Pétri contenant le milieu MRS et M17 sont étudiées
apres incubation a 37 ° C pendant 24 a 48 heures. La forme, la couleur et la taille de ces colonies

sont décrites visuellement.

3.2. Examen microscopique :

Un test de coloration de Gram (voir annexe) est réalisé, puis chaque colonie est observée au
microscope optique (au grossissement x100) afin de déterminer la caractéristique de Gram
(positive ou négative), la forme des cellules et ainsi que leur mode regroupement (Belhamra,
2017).
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3.3. Tests phisiologiques et biochimiques :

3.3.1. Recherche de la catalase:

Le test a été réalisé selon le protocole décrit par Prescott et al (2003). La catalase est mise
en évidence en émulsifiant laculture bactérienne a tester dans 10 volumes de solution fraiche
de peroxyde d'hydrogene. Le dégagement important de gazsous forme de mousse reflete la

décomposition du peroxyde d'hydrogéne par I'enzyme a tester.

3.3.2. Croissance a différentes températures:

Ce test est important car il distingue les bactéries lactiques mésophiles et thermophiles. Apres
avoir inoculé le bouillon MRS avec une culture jeune de bactéries et incubé a 45°C Pendant
24-48 h et incubé a 10°C pendent 48h a 7 jours. La croissance est appréciée par comparaison
a un tube témoin du milieu non inoculé et incubé sous les mémes conditions. Les bactéries
mésophiles se développent a 10°C alors que les bactéries thermophiles ne le font pas
(Belhamra, 2017).

3.3.3. Croissance a différents pH:

Selon le Dr Zainab Balhamra, 2017, nous avons pris la valeur de pH égale a 9,6 et 4,4, le
bouillon MRS est inoculé dans des tubes a pH 9,6 avec une solution d'hydroxyde de sodium, et a
4,4 avec une solution d'acide chlorhydrique, avec une petite culture de bactéries lactiques et

incubés a 30 °C pendant 72 heures.

3.3.4. Teste de thermorésistance:

Les tests de tolérance a la chaleur rendent la sélection possible résistant a la chaleur. Les
isolats a tester avaient préalablement été distribués a Tubes a essai stériles contenant du bouillon
MRS. Puis exposé a une certaine température 60°C pendant 30 minutes, puis refroidissement
rapide sous un jet d'eau du robinet, Incuber & 30°C pendant 48 heures. Les résultats positifs se
traduit par un trouble (Ayers et al.., 1918).
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3.3.4. Galerie API 50chl :

L'analyse biochimique des bactéries Gram-positives, catalase- et oxydase-negatives a été

réalisée par le systeme API bioMérieux en utilisant la galerie APl 50CHL (bioMérieux, Marcy

I'étoile, France). L'ensemencement et la lecture des galeries ont été effectués selon les

instructions du fabricant. lls se font comme suit :

Cultiver des souches pures sur milieu MRS gélose pendant 24 heures a 30°C.

ouvrir une ampoule de milieu de suspension (2 ml), utiliser un écouvillon pour éliminer
toutes les colonies de la culture et former une suspension dense dans I'ampoule.
Ouvrir une ampoule de milieu de suspension (5ml) et atteindre une opacité égale a 2
McFarland en transférant un nombre de gouttes de la premiére suspension en notant le
nombre de gouttes (n).
ouvrir les ampoules de milieu API 50 CHL, ensemencer 2 fois le nombre de gouttelettes
trouvées (2n), homogénéisé.
Répartir I'API 50 CHL ainsi ensemencé dans des petits tubes et recouvrir d'huile de
paraffine stérile.
Pendant une période de 48 heures, le processus d'incubation doit étre effectué en
aérobiose a une température de 30°C.
Les tests sont lus a deux intervalles de temps précis : 24 et 48 heures. Au cours de ce
processus, chaque tubule est soigneusement examiné pour déterminer I'étendue de
I'acidification qui s'est produite. La présence d'acidification provoque un changement
de couleur du violet au jaune dans le milieu contenant du bromocrésol. Dans le cas du
test a I'esculine, le changement de couleur est du violet au noir.
Documenter les résultats qui ont été atteints.
Le profil biochimique obtenu a partir de ce procédé peut étre analysé a l'aide du
logiciel d'identification APILAB, développe par bioMeérieux a Marcy I'étoile, France.
(Benreguieg.2015).

4. Conservation des isolats :

Il existe deux méthodes, a court et a long terme, pour conserver les souches pures.
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4.1. Conservation a court terme :

Des souches pures de bactéries lactiques sont ensemencées sur gélose inclinée MRS, apres
incubation a 30 °C, et conservées a 4 °C pour une conservation a court terme. Il est nécessaire de

repiquer les souches toutes les quatre semaines sur bouillon MRS (Belhamra, 2017).

4.2. Conservation a lang terme :

A partir des cultures jeunes de 18h, préalablement purifiées sur milieu liquide, une
centrifugation a 4000 tours/min pendant 10 min a été réalisée. Une fois et les cellules récupérées
et le surnageant éliminé. Le milieu de culture de conservation est additionné au culot. Le milieu
de conservation contient 70% de lait écrémé (enrichie par 0.5g/1 d“extrait de levure et 0.5g/1 de
glucose) et 30% a 40% de glycérol Les cultures sont conservées en suspension danse dans des

micros tubes a -20°C Pour un canservation a long terme (Zergoug, 2017).

5. Recherche du pouvoir inhibiteur:

Les souches d'indicateurs utilisées dans cette étude sont appartiennent au laboratoire de la
recherche de microbiologie applique de I’Université de Oran 1. Elles sont au nombre de quatre,

deux a Gram positives et deux Gram négatives classées dans le tableau suivant :

Tableau 06 : Les souches d'indicateurs.

La souche Gram Catalase Type resperatoire
E.coli ATCC 25922 Coccobacille G- - Aeroanaerobics
facultatifs
Pseudomonas aeruginosa Bacille G- + Aeroanaérobie
ATCC 27853
Staphylococcus aureus Cocci en grappe de + Aeroanaerobie
ATCC 25923 raisin G+
Listeria innocua CLIP Coccobacilles G+ + anaérobie facultatifve
11262(ATCC BAA-680)
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5.1. Méthode direct :

Pour mettre en évidence les zones d'inhibition, les étapes successives sont les suivantes :

1. Les souches lactiques sont ensemenceées en touchant la surface du milieu solide MRS
issu d'une culture de 24 heures, puis les boites sont séchées a température ambiante
pendant 2 heures. Puis incubé pendant 24 heures a 30°C.

2. Apres incubation, une couche de gélose molle nutritive 0,7 (% agar) (voir annexe)
contenant 0,1 mL de souche liquide de 18 h d’une souche indicatrice (pathogéne), est
versée sur la premiere couche de mrs agar. La lecture des boites s'effectue apres 24h

d'incubation a 37°C.

Les souches présentant une zone transparente sont considérées comme productrices de
substances antimicrobiennes. La taille des zones d'inhibition produites a été mesurée en

millimeétres. (Bellil et al. 2014).

Ensemencement par -
touche sur gélose MRS

~—
Culture jeune (18h)
de Ia bacténe
lactique

7ml g€lose BHI molle

(0.72%) agar inoculée
avec la souche
pathogéne (1%%)

Incubation en
aérobiose a 37°C
pendant 24h

Formation d un
halo claire autour
du spot indiguant
la présence d ' une
activité inhibitrice

Figure 16: Mise en évidence de I’activité antibactérienne par la méthode des spots sur

agar (Belhamra, 2017).
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5.2. Méthode indirect :

La méthode de diffusion en puits cette méthode consiste a :

1. Les souches productrices de substances inhibitrices sont cultivées dans du milicu MRS
liquide et incubées pendant 48 heures.

2. Aprés incubation, le milieu est centrifugé (8000 tr/min, 10 min) et le sumageant est

conservé a 4°C.

3. Dans une boite de Pétri contenant du Muller Hinton solide et ensemencé par la souche

test, des puits sont réaliseés avec un emporte piece.

4. Ces puits recevront 100 al du surnageant brut de la culture lactique a tester.

5. les boites sont incubées pendant 24 h a 30°C.

6. Les puits entourés d'une zone claire d'inhibition de la souche test et ayant un diameétre

supérieur a 2 mm sont considérées comme positive (Boumediene.2013).

BL incubées 48h 2 30°C 'l %
Centnfugé a (8000 E

tr/min, 10 min) et
Ces putts recevront 100 pl du sumageant brut

Bactéries pathogénes
incubées 18h a 37°C

Miiller Hinton

sohide et
ensemence par la
le surnageant est souche test des

conserveé a 4°C. puits sont réalisés

¢ ©

©

Les puits entourés d'une zone

claire d'inhibition supéricure a 2
mm sont considérées comme
positive

Figurel7: Schéma de la méthode de diffusion en puits (Boumediene.2013).
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6. Caractérisation de I’agent inhibiteur :

6.1. Inhibition due a Pacidité:

Lors du processus de multiplication des bactéries lactiques, il y a une production simultanee
d'acide organique. Cette production entraine une diminution des niveaux de pH intracellulaire
et extracellulaire. De plus, la croissance des bactéries pathogénes est entravée et parfois
completement stoppée lorsque le pH intracellulaire atteint un seuil critique spécifique a
I'espece. Cet acide agit comme un inhibiteur de la croissance de diverses bactéries pathogénes
(Benreguieg.2015).

Pour la mise en évidence des inhibitions qui sont dues a I*acide lactique nous suivons la
méthode de Barefoot et Klaenhammer en 1983.

Apres avoir été cultivées pendant 18 heures, les cultures bactériennes ont subi une
centrifugation a une vitesse de 9000 rotations par minute pendant 10 minutes. Les surnageants
résultants ont ensuite été filtrés a travers un millipore de 0,22 um. Les filtrats ont ensuite été
ajusté a un pH de 6,5 avec du NaOH 3N.

Pour commencer, de la gélose Muller Hinton a été coulée et laissée se solidifier dans des
bofites de Petri. Une fois prét, la souche indicatrice a été ajoutée pour inonder la gélose. Cette
souche était un inoculum standardisé avec une DO600 comprise entre 0,08 et 0,1.

Pour créer des puits pour les tests, des diamétres de 5 mm ont été réalisés et bouchés avec la
méme base de gélose. Chaque puits a ensuite été rempli avec 25 pl de surnageant neutralisé.

Les boites de Petri ont été incubées pendant 24 heures a 37°C. Enfin, les zones d'inhibition

ont été mesurées par diametre.

7. Effet bactéricide ou bactériostatique:

Pour déterminer si 1’effet inhibiteur de nos souches est bactéricide ou bactériostatique, un test
est réalisé en decoupant une partie de la gélose dans la zone d’inhibition qui est étalé a la surface
d“une boite de Pétri contenant une gélose nutritive. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, s’il y
a croissance bactérienne en surface, I’effet est antibactérien, et s’il n’y a pas de germes sur la
gélose, I’effet est donc bactéricide.

Cette caractérisation a portée seulement sur les cas ou 1“inhibition est causée par un agent

protéique. (Benreguieg.2015).
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8. Etude des aptitudes probiotiques des souches lactiques:

8.1. Teste antibiogramme:

Sur la gélose Mueller-Hinton nous avons ensemencé notre souche en inondant toute la surface
avec 2 mL de la culture bactérienne en bouillon. Des disques imprégneés de solution antibiotique
(07 disques antibiotiques) ont été placés sur la surface de la gélose a 1’aide de pinces stériles.

Apres incubation a 37°C pendant 48 heures, la sensibilité ou la résistance des souches de
bactéries lactiques a été évaluée par la présence ou 1’absence d’une zone d’inhibition de
croissance autour du disque antibiotique.

Le résultat a été exprimé comme sensible (S), résistant (R) ou intermédiaire (I)
(Benreguieg.2015).

Tableau 07: Le code et la dose de chaque antibiotique utilisse.

Les antibiotiques Le code La dose
Tetracycline TE 30ug
Ceftazidime CAZ 30ug
Amoxicillin Clavulanucid AUG 30ug
Imipenem IMP 30ug
Trimethoprime SXT 25ug
Sulfamethoxazole

Chloramphenicol C 30ug
Gentamicin CN 10pg
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Partie experimentale Résultats et discussion

1. Isolement des bactéries lactiques

2.1. Dénombrement

Les résultats du dénombrement de la flore lactiquedes différents échantillons aprés 24h a 30°C,
sont représentés dans la figure 18. Deux milieux de cultures sont utilisés pour le dénombrement
MRS et M17.

9

8

7
E 6
O 5
S 4
(@)
L2 3

2

1

0

Lben Dhan (zebda) Klila 1 Klila 2

®M17 8,41 7,38
MRS 7,47 7,3 6,01 7,45

Figure 18 : Dénombrement de flore totale des échantillons de « Lben de Dhan et Klila 1
et 2 » sur le milieu MRS et M17.a 30°C.

D’apres 1’histogramme précédent, nous distinguons qu’a une température d’incubation de
30°C:

L’échantillon 1 de Lben posséde une charge de bactéries lactiques qui égale a 2.61x108 ufc/ml
sur M17 et 3x10” ufc/ml sur MRS.

L’échantillon 2 & une charge en bactéries de 2.42x 10 ufc/ml sur M17 et 2x10” ufc /ml sur
MRS.

L’échantillon 3 posséde une charge de bactéries lactiques qui égale a 1.02x10° ufc /ml sur
milieu MRS.

Pour le quatremme échantillon nous avons trouvé une valeur de 2.88x107 log ufc /ml sur milieu
MRS.
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Les résultats obtenus indiquent que le nombre des colonies est plus important sur les milieux
M17 que sur les milieux MRS. Le Lben possede la plus grande charge microbienne, puis le
Klila 2 sur MRS pius dhan, par contre la plus faible charge est celle du Klila 1 sur le milieu
MRS.

Nos résultats du dénombrement de la flore lactique a 30°C du Lben sur le milieu MRS
montrent une charge de 3x10° UFC/ml, ces valeurs coincidentes avec les travaux
d’Abdelmoumene, (2015) ot le nombre de bactéries est de 3,027x10’UFC/g.

Selon les travaux de Belyagoubi et Abdelouahid (2013) Zebda de la région d’Adrar
possédent un nombre de microorganismes de 10° UFC/g compté sur le milieu MRS et M17 & une
température de 28°C. Donc ces résultats sont proches aux nos résultats de 2.42x 10" ufc/ml sur
M17 et 2x10" ufc /ml sur MRS.

Avec une faible quantité dans 1’échantillons de « Klila 1 » sont en accord avec celle déja
décrite par (Khedid et al., 2009 ; Labioui et al., 2009) qui a dire les valeurs de LAB trouvées
dans les fromages traditionnels (Klila) étaient faibles par rapport aux niveaux de LAB déja
mentionnés dans d'autres types de produits laitiers traditionnels .

Notre valeur 1.02x10° ufc /ml sur milieu MRS.est elevee par rapport aux résultats
mentionnées par (Bendi Hadji et Bensalah ,2021), ou le klila possede une charge variaient de
0,3x10” & 4,2x10%cfu/ml avec une moyenne de 2,2x10°,

D’aprés la figure 19 au dessous on remarquant une charge bactérienne assez élevée de

Lben de dilution 10° paraport la charge bacterienne de Klila 1 de dilition 107, cultivé sur la

g€lose MRS dans une température d’incubation de 30°C.
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[A] [B]

Figeur19 : Dénombrement de la flore lactique sur le milieu MRS & 30°C.
[A] : Lben de dilution 107
[B] : Klila 1 de dilition 107

2.2. Isolement des bactéries lactiques

Sur 4 échantillons et a partir des boites contenant un nombre réduit de colonies séparées, 50
isolats a Gram positif, catalase négative ont été retenus selon les criteres répondant aux bactéries

lactiques et mis au point par Wood et Holzapfel (1995).

L'observation microscopique a révélé deux formes de cellules (Coques et Batonnets). Les

coques (diplocoques et en chainette) constituent la flore dominante par rapport a 1“effectif total
Les formes batonnets (coccobacille). Par rapport au nombre total des isolats nous avons calculé

les taux de coques et de bacille. Des résultats similaires ont été obtenus par Benreguieg (2015)
avec un taux de Coques de 76% contre 24% de batonnets.figure 20.
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M Coques
! Bacilles

Figure 20 : Le pourcentage global de coques et de batonnets dans les 50 bactéries

lactiques isoleées.

Le graphique montre les principales différences entre le nombre de cocci et de bacilles isolés
de tous les échantillons. Ce taux élevé de coccidies a été observé quel que soit le type
d'échantillon. Des différences subtiles ont été trouvées dans la flore lactique de Zebda paraport
au Lben, ou un nombre plus important de bacilles a été obtenu, alors qu'il n'y avait pas de
bacilles dans les 10 bactéries isolées de Klila 1 et 2 (Figure 21).
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coques 14 13 5 5

Figure 21 : répartition des 50 isolats lactiques en coques et de bacilles en fonction de

I’echantillion.
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2. ldentification des isolats lactiques

2.1. Caractérisation macroscopique

Sur milieu MRS et M17 solide et apres 24h d“incubation a 30°C, des colonies répondant aux

critéres des bactéries lactiques ont été observé sur les boites (figure22) et sont résumés dans le

tableau suivant.

Résultats et discussion

Tableau 08 : Résultats de I’examen macroscopique des colonies sur milieux gelosés MRS et M17.

Milieu de culture

MRS

lenticulaire

Grande

blanchatre ou laiteuse

M17

Circulaire

Petite

Jaune

(1)

)

Figure 22: Aspect macroscopique des isolats sur milieu (1) MRS et (2) M17 apres 24h

d“incubation a 30°C.

° Les bactéries lactiques présentant un trouble homogéne sur bouillon MRS. La figure 23.

Figure 23 : Aspect des cultures pures des bactéries lactiques sur bouillon MRS.
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2.2Purification des isolats

Nous avons effectué¢ une série d’ensemencement en prélevant 50 colonies des boites des
cultures isolées au hasard par des Cure-dents stiriles et cultivées en bouillon MRS et
I’incubation 24 -48h a 30C°.

Aprés incubation, et pour obtenir des isolats purs nous avons procédé a des repiquages de
chaque souche en stries sur milieux MRS solide (figure25). Pureté est estimée par observation

microscopique apres coloration de Gram.

- "" 41;‘7 ‘\s_
- 0

Figure 24 : Aspect de purification des quelques isolats des bactéries lactiques sur bouillon MRS
apres 24h d“incubation a 30°C.
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Figure 25 : Résultats de purification des quelques isolats en stries sur milieux MRS solide.

2.3. Observation microscopique

L*observation microscopique apres coloration de Gram montre que les bactéries sont a Gram

positif, et se présentent sous forme des coques et des bacilles isolées, en paires ou en chainettes.

(A) (B)
Figure 26: Aspect microscopique Gx100 de quelques isolats (A) : isolat K2B1 (coque), (B) :
isolat DB6 (bacille).
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2.4 Résultats des tests physiologiques et biochimiques

Sur les 50 Isolats nous avons fait le teste de caatalase et la coloration de Gram et nous avons
pris 20 souches pour réaliser les testes de la recherche du pouvoir inhibiteur.

Des tests physiologiques et biochimiques ont été réalisés sur 15 souches (13 coques, 2
bacilles) parmi les 20 présentant des effets inhibiteurs sur au moins une souche pathogene. Le

tableau 9 et 10 representes le profil profil physiologique et biochimique des isolats actifs.

Tableau 09 : Résultats de la coloration de Gram et catalase des 50 colonies.

Caractéristiques

Les echantillions [ Isolats RS USRS G e TR R
LAL
LA2 + - Bacille Coccobacille
LA3 + - Coque Coccus
LA4 + - Bacille Coccus
LAS + - Coque Diplococci
LAG + - Coque Coccus
LA7 + - coque Coccus
LB1 + - Bacille coccobacille
LB2 +F - Coque Coccus
LC1 + - Coque Coccobacille

Lben LC2 + - Coque Coccus
LC3 + - Coque Coccus
LC4 + - Coque Coccus
LC5 + - Coque Coccus
LC6 + - Coque Coccus
LC7 + - Coque Coccus
LD1 + - Coque Coccus
LD2 + - Coque Coccus
LD3 + - Coque Coccus
LD4 + - Coque Coccus

+ : Résultat positive
- . Résultat négative
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Tableau 09 (suite): Résultats de la coloration de Gram et catalase des 50 colonies.

Caractéristiques

IS ELITIG SR JIE Sl Gram + /- | Catalase | Coque/Bacille | L’association
DAl + - Coque Coccus
DA2 + - Coque Coccus
DB1 A - Coque Coccus
DB2 + - Coque En Chainette
DB3 + - Coque Diplococci
DB4 + - Coque Diplococci
DB6 + - Bacille Coccobacille
DB7 + - Coque En Chainette
Dhan (Zebda) DC1 + - Coque Diplococci
DC2 + - Coque Coccus
DC3 + - Bacille Coccobacille
DD1 + - Coque Coccus
DD2 + - Bacille Coccobacille
DD3 + - Bacille Coccobacille
DD4 i - Coque En chainette
DD5 + - Coque Coccus
DD6 + - Coque En chainette
DE1 + - Coque En chainette
DE2 + - Coque En chainette
K1A1l + - Coque Coccus
Klila1 K1A2 i+ - Coque Coccus
K1A3 + - Coque Tetracoccus
K1A4 1 - Coque Coccus
K1A5 + - Coque Coccus
K2B1 + - Coque Coccus
Klila 2 K2B2 + - Coque Coccus
K2B3 + - Coque Coccus
K2B4 + - Coque Coccus
K2B5 1 - Coque Coccus
+ : Résultat positive
- : Résultat négative
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Tableau 10 : Profil physiologique et biochimique des isolats actifs.

Les tests
Croissance a  Croissance a Test Croissancea  Croissance a
10C° 45C° Thermorésistance ph=9 .6 ph=4.4

Isolats Pendant 7 jrs Pendant 24 h a60ce Pendant 24h Pendant 24h

LC3 4+ 4+ R ++ +++

LD2 ++ ++ R +++ ++

DB1 ++ + R +++ +++

DB2 - + S + +

DB3 ++ ++ R + -

DB4 ++ + R + +++

DB6 4 ++ R ++ -t

DB7 +++ ++ R + +

DC3 ++ ++ R -+ +

DE1 +++ ++ R + +
K1A1l ++ ++ R ++ +++
K1A2 ++ ++ R +++ ++
K1A3 + ++ R +++ ++
K2B1 +++ +++ R + +
K2B3 ++ +++ R + -

- Pas Croissance + : Croissance faible
++ : Croissance moyenne [ +++: Croissance forte
R : Résistance S : Sensible

D'apreés les résultats du tableau 09 ,10 .Voici un résumé des observations :

1. Caractéristiques des bactéries lactiques :

- tous les isolats se sont révélés étre gram positif et catalase négative, ce qui est typique des

bactéries lactiques.

2. Croissance a différentes températures :

- parmi les 15 souches testées, 11 souches ont montré une capacité de croissance entre un forte

et une moyenne a 10°c et a 45°c.
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- deux souches (DB1, DB4) ont montré une croissance moyenne a 10°c et une faible croissance
a 45°c, tandis qu'une seule souche (K1A3) a montré l'inverse (faible croissance a 10°c et
moyenne a 45°c).

- la souche DB2 a montré une croissance a 45°c mais pas a 10°c.

3. Résistance a la chaleur :
- I'analyse des tests de thermorésistance a montré que tous les isolats étaient résistants a 60°c,

sauf la souche DB2.

4. Croissance a différents ph :

- six souches (LC3, LD2, DB6, K1Al, K1A2, K1A3) peuvent croitre entre un forte et une
moyenne croissance a PH 9,6 et a PH 4,4.

- deux souches (DC3, DB4) peuvent croitre entre un faible et une forte croissance a ph 9,6 et a
ph 4,4,

- une souche (DB1) peut croitre fortement a la fois a ph 4,4 et a ph 9,6.

-deux souches (DB3, K2B3) présentent une faible croissance a ph 9,6 et sont absentes a ph 4,4.

-Les quatre souches (DB2, DB7, DE1, K2B1) ont une croissance faible dans les deux ph.

-Les souches K2B3 et DB3 ont montre une faible croissance a ph 9,6 et étaient absentes a ph
4,4,

En conclusion, les résultats obtenus mettent en évidence les caractéristiques des bactéries
lactiques étudiées. Tous les isolats se sont révélés étre gram positif et catalase négative, ce qui
est conforme aux caractéristiques typiques des bactéries lactiques.

En ce qui concerne la croissance a différentes températures, la majorité des souches ont
montré une capacité de croissance moderée a elevée dans la plage de températures allant de 10°c
a 45°c. Cependant, quelques souches ont présenté des comportements atypiques, telles que la
souche DB1 et DB4 qui ont montré une croissance moyenne a basse température et une faible
croissance a haute température.

En ce qui concerne la resistance a la chaleur, la plupart des isolats étaient résistants a une
température de 60°c, a I'exception de la souche DB2 qui n'a pas montré de croissance a cette
température.

En ce qui concerne la croissance a différents ph, les résultats varient en fonction des souches.
Certaines souches ont montré une capacité de croissance modérée a élevée a la fois a ph 9,6 et a

ph 4,4, tandis que d'autres ont montré une faible croissance ou étaient absentes a l'un des ph
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testés. Par exemple, les souches DB3 et K2B3 ont montré une faible croissance a ph 9,6 et
étaient absentes a ph 4,4.

En résumé, ces résultats mettent en évidence la diversité des caractéristiques des bactéries
lactiques étudiées, en particulier en ce qui concerne leur croissance a différentes températures et
ph. Ces informations sont importantes pour mieux comprendre et exploiter les bactéries lactiques

dans différents domaines, tels que I'industrie alimentaire et la santé.
2.5. Identification des isolats par APl 50 CHL

Apres 1’observation d’une seule souche (K2B1) donne une zone d“inhibition dans le teste de

I’ihinibitin due a lacidité, nous l'avons choisie pour 1’identification par le teste API 50 CHL.

Figure 27 : Profil fermentaire de souche K2B1 de bactéries lactiques identifiées par AP150 CHL
apres 48h d’incubartion a 30C°.
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Tableau 11 : profil fermentaire de souche K2B1. API50 CHL apres 48h d’incubartion a 30C°.

Carbohydrates
Souche lactique Témoin Glycérol Erythritol D- L-Arabinose
Arabinose
K2B1 - - - - -
D-Ribose D-Xylose L-Xylose D- MDX
Adonitol
K2B1 + - - - -
D- D-Glucose | D-fructose D- L-Sorbose
Galactose Mannose
K2B1 + + + + -
L- Dulcitol Inositol | D-Manitol | D-Sorbitol
Rhamnose
K2B1 - - - - -
MDM MDG NAG Amydaline Arbutine
K2B1 - - + - -
ESC Salicine D- D-Maltose | D-Lactose
Celibiose
K2B1 - - - - -
D-mélibiose D- D- Inuline | D-Mélézitose
Saccharose | Trehalose
K2B1 - + + - -
D-Raffinose | Amidon Glycogéne | Xylitol Gentiobiose
K2B1 - + - - -
D-Turanose | D-Lyxose D- D-Fucose L-Fucose
Tagatose
K2B1 - - - - -
D-Arabitol | L-Arabitol GNT 2KG 5KG
K2B1 - - - - -
- : Abcence / + : Precence

Les résultats montre que la souche K2B1 c¢’est : lactococcus lactis spp par un poursantage de
84.5% aprés 48h d’incubation a 30C°.
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3. Recherche des souches lactiques productrices des agents antimicrobiens

Aprés avoir confirmé que 50 isolats appartenaient au groupe des bactéries lactiques, 20
souches ont été testées pour l'activité antibactérienne en utilisant la méthode de Fleming et al.
(1975), et les résultats ont montré qu'un total de 15 souches avaient une capacité inhibitrice
contre au moins un des les souches testées. Les résultats obtenus sont partiellement présentés
dans la Figure 28 et regroupés dans le Tableau 12.

E.coli Staphylococcus aureus

Listeria innocua Pseudomonas aeruginosa

Figure 28 : Aspects des effets inhibiteurs des bactéries lactiques contre les bactéries pathogénes
par la méthode directe.
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Tableaul? : Activité inhibitrice de 15 isolats lactiques bioactifs

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Code de lasouche | L .innocua | P.aeruginosa | S.aureus | E. coli
LAl 0 0 0 0
LA2 0 0 0 0
LA5 0 0 0 0
LC2 0 0 0 0

5 isolats lactiques non bioactifs

D*apres les résultats regroupés dans le tableau 12, les pouvoirs inhibiteurs de nos isolats sont
trés variables. On note que 1 isolat seulement ont inhibé les 4 bactéries indicatrices testées, il
s“agit de DEI. Un de nos bactéries lactiques a montré une inhibition contre 3 bactéries
indicatrices. Cependant, 4 isolats étaient actifs contre 2 bactéries et 9 isolats restant parmi les 15
ont montré un pouvoir inhibiteur contre une seule souche indicatrice parmi les 4.
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Selon les travaux de Labioui et al.., (2005) la zone d’inhibition des bactéries lactiques sur
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa etsur Escherichia coli varie entre 23.3 et
32,5 mm, 19,4 et 23,2 mm, 22,5 et 31,5 mm resprctivment. Ces valeurs sont presque similaires a
nos résultats.

La figure 25 présente les taux d“inhibitions des souches indicatrices par nos isolats lactiques.

D’apres ces résultats on constate que la souche indicatrice la plus sensible a nos isolats est
Listeria innocua, elle est inhibée par 14 isolats. La souche indicatrice Pseudomonas
aeruginosaest inhibée par 6 isolats. Alors qu’E.coliet Staphylococcus aureussont inhibées par 2

isolats seulement parmi les 15 actifs.

n 16
| -
z 14
X
2 12 -
<
5 10 -
S g - HE. coli
[@)
2 6 - L4 S.aureus
S 4 - i P.aeruginosa
S
HL.i

c 9 - L .innocua
o
s ] B B

Les souches indicatrices

Figure 29 : Nombre d“isolats inhibiteurs pour chaque bactérie indicatrice.

3.1. Nature de I’agent inhibiteur

La méthode de diffusion en milieu solide (Fleming et al., 1975) a été utilisée pour detecter
I'inhibition. Le principe du test est que les souches bactériennes sont mises en culture et
exposées, non seulement pour mettre en évidence l'interaction négative provoquée par le
métabolisme des bactéries lactiques sur les bactéries pathogénes, mais aussi pour comprendre
I'importance relative de I'inhibition observée. Cela se fait en mesurant la lumiere la taille du halo
est obtenue.

L'observation de zones d'inhibition lors de l'interaction de nos souches de bactéries lactiques

avec la flore pathogéne nous a conduit a rechercher la nature exacte de ces inhibitions observées
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qui peuvent étre dues aux acides organiques (Holzapfel et al., 1995), au peroxyde d“hydrogéne
(Desmazeaud, 1996), ou a des bactériocines (Desmazeaud. 1998).

Pour les 15 isolats qui ont montré un pouvoir inhibiteur, nous avons essayé de déterminer la
nature de 1“agent inhibiteur pour les inhibitions dues aux acides organiques par I“utilisation de

surnagent neutralisé (pH 7).

3.1.1. Inhibition due a I’acidite

En réalisant le test de mise en évidence des inhibitions qui sont dues a 1“acide lactique. Les
isolats lactiques ont montré une levée totale de leur effet inhibiteur et pour une seule souche
K2B1 a montré une diminution de leur effet inhibiteur avec E. coli. Les figures 30, 31, et le
tableau 13 représentent les variations dans le diamétre de la zone d“inhibition des 15 isolats

testés en surnagent non neutralisé et neutralise.

Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Listeria innocua Staphylococcus aureus

Figure 30 : Aspects des effets inhibiteurs des bactéries lactiques contre les bactéries pathogénes
par la méthode indirecte (sens neutralisation de surnageant).
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Tableau 13 : Résultats de la méthode indirecte (sens neutalisation de surnageant) de 15 souches.

Diametre de la zone d’inhibition (mm)

Code de la souche | L .innocua | P.aeruginosa S.aureus E. coli
DE1 2 4 2 8
DB1 0 0 0 0
K1A1l 1 0 0 0

. DB2 1 0 0 0
DB4 2 0 0 0
DB6 6 0 0 0
K2B3 4 0 2 0
K2B1 1 0 0 6

- K1A3 0 0 0 0
DB3 1 0 0 0
K1A2 0 0 0 0
LC3 0 16 0 0
LD2 4 0 0 0
DC3 0 0 0 0
DB7 1.5 0 0 0
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Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Listeria innocua Staphylococcus aureus

Figure 31 : Aspects des effets inhibiteurs des bactéries lactiques contre les bactéries pathogénes

par la méthode indirecte (surnageant neutralisé).

Les résultats obtenus en utilisant le surnagant neutralisé ont montrés la disparition totale des
halos d“inhibition chez 14 isolats parmi les 15. Les isolats lactiques qui ont perdus leur effet
inhibiteur sont :

LC3, LD2, DB1, DB2, DB3, DB4, DB6, DB7, DC3, DE1, K1A1l, K1A2, K1A3, K2B3. Pour la
seule souche restante, nous avons observé une diminution dans le diamétre de la zone
d’inhibition K2B1.

Selon Helander et al (1997), I'effet inhibiteur des souches d'acide lactique peut étre di a la

production d'acides organiques tels que I'acide lactique, I'acide formique et I'acide benzoique.
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Produits finaux du métabolisme fermentatif, ils passent passivement a travers la membrane
plasmique de la cellule dans forme dissociée, et le milieu intracellulaire peut s'acidifier a fortes
concentrations. Le degré auquel la fonction cellulaire est inhibée et le potentiel membranaire est
invalidé. L'accumulation d'acides organiques inhibe ainsi directement les micro-organismes
nuisibles qui présentent un seuil de résistance plus faible aux variations de pH intracellulaire
(Benreguieg, 2015).

4. Caractérisation de 1“agent inhibiteur

4. 1. Effet bactéricide ou bactériostatique

Apres la réalisation de teste pour déterminer si I’effet inhibiteur de 4 isolats (qui donne une

grande zone d’inhibition) est bactéricide ou bactériostatique. La figeure 28

Figure 32 : Caractérisation de 1agent inhibiteur de 4 isolats.
Pseudomonas aeruginosa : LC3 /DE1
Escherichia coli : DE1/ K2B1
Listeria innocua : K2B3

L*agent inhibiteur des 4 isolats il a un effet bacteriostatique contre Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli et Listeria innocua.
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5. Résistance aux antibiotiques

Les bacteéries lactiques sont naturellement résistantes a beaucoup d"antibiotiques grace a leur
structure et physiologie (Temmerman et al., 2003).cette résistance aux antibiotiques aide a
maintenir I'équilibre gastro-intestinal lorsque la diarrhée est induite par un traitement
antibiotique, offrant des avantages potentiels a I'n6te (humain ou animal). Cependant, la capacité
de transférer horizontalement des facteurs de résistance (genes) a d'autres bactéries commensales
ou pathogeénes présente des risques importants (Teuber et al. 1999 ; Salyers et al., 2004 ;
Maria et al., 2010). De nombreux articles scientifiques rapportent que les genes de résistance
aux antibiotiques des agents pathogénes humains sont identiques a ceux des bactéries lactiques.
Des genes conférant une résistance acquise aux antibiotiques tels que la tétracycline,
I'érythromycine et la vancomycine ont été identifiés dans des LAB isolés a partir de viande et de
produits laitiers fermentés. Etant donné que les plasmides conjugatifs et les transposons sont
courants dans les LB et largement distribués dans I'environnement. Il est possible que ces
bactéries commensales agissent comme véhicule de dissémination des déterminants de la
résistance aux antibiotiques. Elle nécessite donc des investigations sur la biosécurité des

produits probiotiques (Niamh et al., 2009).

Nous avons effectué des tests antibiotiques sur trois souches de bactéries lactiques (DE1,
K2b1 et K2B3) contre 7 antibiotiques différents. Pour savoir si nos souches étaient sensibles ou
résistantes, nous avons mesuré le diamétre de la zone d'inhibition pour chaque souche avec

chaque antibiotique testé.
Selon (VIkova et al., 2006). Nous avons émis I'hypothése que les souches d'un diametre de

inférieur ou égal a 15 mm étaient des souches résistantes et que les souches d'un diametre de

supérieur ou égal a 21 mm ou étaient des souches sensibles.
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Tableau 14 : Resultats de teste d’antibiogramme des isolats.

Isolats
Antibiotiques K2B3
Tétracycline
TE
Ceftazidime | R I
CAZ
Amoxicillin Clavulanucid S S S
AUG
Imipenéme S S S
IMP
Trimethoprime R R R
Sulfamethoxazole
SXT
Chlorampheénicol S S I
C
Gentamicine I R R
CN

R : résistance / S : Sensible

| : Intermédiaire

DE1 K2B1 K2B3

Figure 33 : Résultats de teste d’antibiogramme des isolats : DE1, K2B1, K2B3.
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Les résultats obtenus ont montré que les trois souches testées (K2B1 K2B3 DE1) présentaient
une résistance au triméthoprime Sulfaméthoxazole (SXT).et deux souches (DE1, K2B3) sont
résistantes a la gentamicine, tandis qu'une souche (K2B3) est résistante a lantibiotique

ceftazidime.

Les résultats ont également montré que les trois souches (K2B1, K2B3, DE1) est sensible a la
tétracycline et a l'amoxicilline clavulanicid et a 1’imipénéme, alors que seules deux souches

(K2B3, K2B1) sont sensibles au chloramphénicol.

Montrer Bahloul Et Berkat (2018) a travers leur étude sur les bactéries lactiques, que 79,6%
de leur souche est résistante pour la ceftazidime. Et Une étude de Gevers et al. (2003) ont
découvert que 79% bactéries lactiques isolées de saucisses fermentées et séchées étaient

résistantes a la gentamicine.

Et selon Raffaele.C (2005) Toutes les souches isolées du fromage se sont avérées résistante
I'antibiotique trimethoprime sulfamethoxazole.

La souche DE1 , K2B3 et K2B1 est sensible a quatre antibiotiques sur 7 testés. Ce résultat est
en accord avec des études ayant rapportées que les Lactobacilles sont généralement sensibles aux
antibiotiques inhibiteurs de la synthése des protéines comme le chloramphenicol, et les

tétracyclines (Temmerman et al., 2003; Coppola et al., 2005; D*aimmo et al., 2007) .

Les tests antibiotiques effectués par Tahlaiti (2019) ont montré que Lactobacillus brevis
présente une sensibilité aux familles béta-lactamines parmi lesquelles par I'amoxicilline,

I'amoxicilline + I'acide clavulanique.

Une comparaisaon des travaux de Mami, (2013) dans laquelle nous avons cofirme la

sensibilité de notre souche lactique a I’imipeném.

La souche K2B1, que nous avons identifiée comme Lactococcus lactis ssp, est sensible a la

plupart des antibiotiques utilisés et n'est résistante qu'a la ceftazidime.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont un groupe de bactéries bénéfiques qui produisent de l'acide
lactique en tant que produit final de la fermentation. Elles jouent un réle essentiel dans la
préservation de la santé humaine, la prévention des maladies, la conservation des aliments et la
préparation de produits laitiers fermentés. Certaines souches présentent des caractéristiques
distinctes qui les recommandent comme probiotiques, et elles possedent également une activité

antibactérienne naturelle qui leur permet d'inhiber les agents pathogenes.

Dans notre étude, nous avons isolé des bactéries lactiques a partir de produits laitiers
traditionnels et nous avons étudié certaines de leurs propriétés bénéfiques. Les tests de coloration
de Gram et de catalase ont confirmé que les souches isolées étaient Gram positif et catalase
négatif, ce qui est typique des bactéries lactiques. Les tests d'identification ont permis de
sélectionner 20 souches lactiques pour étudier leur capacité d'inhibition vis-a-vis de bactéries
pathogenes telles que E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Listeria
innocua. Quinze souches ont présenté une activité antibactérienne, avec des zones d'inhibition

observées lors des tests de diffusion en puits et de doubles couches.

Les souches CD3, DE1 et K2B1 ont montré une forte activité inhibitrice contre les bactéries
indicatrices, avec des zones d'inhibition allant jusqu'a 56 mm de diamétre pour Listeria
innocua.Des tests supplémentaires sont nécessaires pour déterminer la nature exacte de
I'inhibiteur responsable de cette activité antibactérienne, bien que I'acide lactique ait été identifié

comme l'un des composants impliqués.

Les tests d'antibiogramme ont révélé que les souches K2B1, K2B3 et DE1 présentaient une

résistance a certains antibiotiques, mais étaient sensibles a d'autres.

Les bactéries lactiques de type Lactococcus lactis ssp. Ont montré une thermophilie, capable
de se développer a des températures élevées jusqu'a 45 °C. Ces résultats suggerent que ces
souches pourraient avoir le potentiel d'étre utilisées comme probiotiques ou agents de

conservation.

Nos resultats fournissent des informations sur les propriétés et les caractéristiques des
bactéries lactiques isolées a partir de produits laitiers traditionnels. Ces bactéries présentent un
large éventail d'activités benéfiques, notamment une capacité inhibitrice contre des bactéries
pathogenes, une thermophilie et une thermorésistance et sensibilité aux antibiotiques. Ces

résultats encouragent la poursuite de la recherche sur le potentiel des bactéries lactiques en tant
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que probiotiques et conservateurs, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles applications dans

I'industrie alimentaire et la santé humaine.
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Annexes



1. Coloration de Gram

Les frottis fixés a chaud ont été colorés au cristal violet pendant une minute, puis rincés
vivementa I'eau distillée, traités avec la solution de Lugol pendant une minute, puis rincés a
nouveau vivement a I'eau distillée. Les frottis colorés ont ensuite été traités avec de I'éthanol a
95 % pour le soumettre a une étape de décoloration. C'est I'étape critique : gardez la lame
inclinée et faites couler le solvant sur le frottis pendant seulement 15 a 30 secondes jusqu'a ce
que le colorant cesse de s'écouler librement du frottis. Puis rincez immédiatement a l'eau
distillée. A ce stade, les cellules Gram- seront incolores et les cellules Gram+ seront
violettes.Le frottis est ensuite contre-coloré avec Fushin (ou Safranin) pendant 10 a 30
secondes pour colorer les cellules Gram présentes. Aprés un bref rincage a I'eau distillée,
sécher le frottis avec du papier absorbant ou la flamme d'un bec Bunsen et examiner avec un
objectif a immersion (X 100). Avec cette coloration double, les bactéries « Gram-positif »
apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries « Gram-négatif » sont colorées en rose ou en

rouge (Delarras, 2007).

2. ldentification biochimique par les Galerie APl 50CH avec APl 50 CHL medium

(bioMerieux, Marcy I’étoile, France)

L’ensemencement et la lecture de la galerie ont été réalisés selon les instructions du fabricant.

Ils se font de la facon suivante:

Cultiver des souches pures sur milieu MRS gélosé pendant 24 heures a 30°C.

ouvrir une ampoule de milieu de suspension (2 ml), utiliser un écouvillon pour éliminer
toutes les colonies de la culture et former une suspension dense dans I'ampoule.

e Ouvrir une ampoule de milieu de suspension (5ml) et atteindre une opacité égale a 2
McFarland en transférant un nombre de gouttes de la premiére suspension en notant le
nombre de gouttes (n).

e ouvrir les ampoules de milieu AP1 50 CHL, ensemencer 2 fois le nombre de gouttelettes
trouvées (2n), homogénéisé.

e Répartir I'API 50 CHL ainsi ensemencé dans des petits tubes et recouvrir d'huile de
paraffine stérile.

e Pendant une période de 48 heures, le processus d'incubation doit étre effectué en

aérobiose a une température de 30°C.



e Les tests sont lus a deux intervalles de temps précis : 24 et 48 heures. Au cours de ce
processus, chaque tubule est soigneusement examiné pour déterminer I'étendue de
I'acidification qui s'est produite. La présence d'acidification provoque un changement
de couleur du violet au jaune dans le milieu contenant du bromocrésol. Dans le cas du
test a I'esculine, le changement de couleur est du violet au noir.

o Documenter les résultats qui ont été atteints.

« Le profil biochimique obtenu a partir de ce procédé peut étre analysé a l'aide du
logiciel d'identification APILAB, développé par bioMérieux a Marcy I'étoile, France.
(Benrguig.2015).

3. Composition des milieux de culture utilisés

e TSE (Tryptone-Sel —Eau)
Tryptone 1g

Na Cl 8,5¢

Eau distillée gsp 1L

» Le milieu MRS (Mac-Rogosa Sharpe 1960)
Peptone 10g
Extrait de viande 59
Extrait de levure 59
D(+) Glucose 20g
Acétate de sodium 5¢
Citrate d“ammonium 2g
Acétate de sodium 5g
KH2PO4 29
MgS040.1g
MnS040.05g
Agar 129
Tween 80 1ml
Eau distillée 1000 ml
pH 6.5+0.2
Autoclavage a 121°C pendant 15min.



= Bouillon nutritif

Peptone 15g

Extrait de levure 3g

D(+) Glucose 1g

Nacl 69

Eau distillée 2000ml

pH 7.5+0.2

Autoclavage a 121°C pendant 15min.

=  Gélose nutritive

Peptone 15g

Extrait de levure 3g

D (+) Glucose 19

Nacl 69

Agar 239

PH75+0.2

Eau distillée 2000ml

Autoclavage a121°C pendant 15min

Milieu Mueller-Hinton (Mueller et Hinton, 1941)
Infusion de viande de boeuf 3000 cms

Peptone de caséine 17,59

Amidon de mais 1,5 ¢

Agar-agar 17 g

pH=7.4

Autoclavage 120°C, 20 min

Milieu M17 (Terzaghi et Sandine. 1975)

Lactose 5 ¢

Peptone trypsique de caséine 2,5 ¢
Peptone pepsique de viande 2,5 g
Peptone de soja 5,0 g

Extrait de leveur des hydrates 2,5 g



Extrait de viande 5,0 g
Glycérophosphate de sodium 19,0 g
Sulfate de magnésium, 7H20 0,25 g
Acide Ascorbique 0,50 g

Agar- Agar 15 ¢

Eau distillée 2000 ml
pH=7.1-7.2.

Dissoudre les ingrédients dans 1“eau a 1“¢bullition, laisser refroidir a 50 °C

Lait écrémé

Lait écrémé10g
Extrait de levure0, 5¢
Eau distillée100ml

Sterilisation & 120° C pendant 10min
Glycérol (30%)

Composition des solutions de titrage

e Solution de NaOH 0,1N :
Eau distillé 1L

NaOH 40g

e Solution de HCI 1IN :
Eau distilé 100ml

Hcl 4ml



