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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans 1’industrie, elles sont largement
utilisées dans 1’¢laboration des produits alimentaires par des procédés de fermentations lactiques.
Elles assurent non seulement des caractéristiques particulieres d’aromes et de texture mais aussi
une bonne sécurité sanitaire alimentaire. Cette sécurité est favorisée grace a la production d’acides

organiques (acides lactiques et acétiques) qui font baisser le pH dans le milieu.

En 1919, Orla Jensen a défini les bactéries lactiques comme des cellules procaryotes,
chimioorganotrophes. Ce sont sont des micro-organismes Gram positifs de morphologie et de
physiologie assez hétérogeéne qui ont en commun leurs aptitudes a produire de 1'acide lactique en
quantité importante a partir du lactose. Ces bactéries, trés répandues dans la nature, sont donc
présentes dans certains aliments comme le lait, les produits laitiers, la viande, les fruits et Iégumes.

..., y compris dans le tractus gastro-intestinal de 'homme et de I'animal (Ben Abbou, 2020).

Récemment, I'utilisation des bactéries lactique telles que : Lactobacillus, Bifidobacterium,
Leuconostoc, Lactococcus ..., ayant des effet biochimiques et pharmaceutiques dans le monde a

suscité un grand intérét (WunWissa et al., 2003).

Depuis la découverte de la classe d'antibiotiques par ALEXANDER FLEMING (1928), ces
molécules ont été largement utilisées de maniere adaptative en fonction de leurs micro-organismes
spécifiques. La résistance aux antibiotiques a connu une croissance exponentielle depuis les années
1980, remettant en cause les traitements développés pour éradiquer ces infections (Millette, 2007).
Les bactéries acquierent une résistance aux antibiotiques si rapidement que la nouvelle industrie

pharmaceutique entre en concurrence avec des souches mutantes (Rolfe, 2000).

Les BL sont abondants dans le tractus gastro-intestinal et sont également intentionnellement
ajoutés a notre alimentation, des espéces résistantes aux antibiotiques de ces bactéries apportent
des bénéfices a I’hdte (humain ou animal) en conférant une balance de la microflore intestinale, et
en jouant également un role important dans la maturation du systéme immunitaire (vieco-saiz et

al., 2019).
De ce fait, ce travail a pour objectif de :

v" Tsoler et l'identifier des bactéries lactiques a partir du lait cru de vache et du yaourt.



Introduction

v Récupérer des souches Lactoccus et Leuconostoc a partir du ferment lactique (CHN_11).

v Etudier la résistance des souches lactiques isolées vis-a-vis des antibiotiques.
Pour cela, Ce travail consiste en deux investigations complémentaires :

- La premiére partie est li¢e a la recherche bibliographique et se compose de deux chapitres,
le premier chapitre est un aperqu sur les bactéries lactiques et le deuxiéme chapitre est sur
la résistance aux antibiotiques.

- Ladeuxieéme partie expérimentale présente les matériels et méthodes utilisés. De plus, dans
cette section, nous présentons les résultats obtenus et la discussion. Enfin, la conclusion

générale résume les différents résultats obtenus et les perspectives de ce travail.
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Chapitre 1: Les bactéries lactiques

1. Historique

Les gens utilisaient des aliments fermentés depuis plus de 5 000 ans (Stiles et Holzapfel,
1997 ; Schlegel, 1999). Les BL ont ét¢ parmi les premicres bactéries a étre étudiées. En 1873,
Joseph Lister isole la premiére culture de bactéries pures, qu'il appelle Bacterium lactis.
Ces bactéries sont utilisées pour fermenter le lait afin de produire centaines de produits

laitiers différents.

Les premiers travaux sur les BL se concentraient principalement sur ceux associés aux
produits laitiers, avec le temps, de nombreuses fermes commerciales de démarrage ont été
développées. Cependant, BL ont été rapidement découvert dans d'autres habitats et une vision

plus large du groupe a ét¢ développée (Narvhus et Axelsson, 2003).

2. Définition

Les bactéries lactiques sont des bactéries microaérophiles formant un vaste groupe
hétérogene de bactéries ayant certains points en commun (De Léséleuc, 2001). Elles sont des
bactéries non sporulées, Gram-positives, catalase négatives sans cytochromes, non aérobies ou
aérotolérantes, exigeantes, tolérantes aux acides et strictement fermentatives avec de l'acide
lactique comme produit final principal pendant la fermentation du sucre (Tamang, 2014).

Actuellement les bactéries lactiques regroupent plusieurs genres bactériens différents :
Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Aerococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Weissella, Pediococus, Carnobacterium et
Vagococcus (Dortu et Thonart, 2009).

Parmi les genres de BL, Lactobacillus (hereto- et homo-lactique) est le genre le plus
dominant dans les aliments fermentés, suivi principalement par I'espéce de Pediococcus. Le
statut des BL dans les aliments est qualifié de généralement reconnu comme stir. De nombreuses
especes de BL, telles que les probiotiques et les antimicrobiens, peuvent ¢galement exercer des

bio-préservateurs et avoir des propriétés fonctionnelles (Tamang, 2014).

Le BL mésophile se développe entre 25°C et 30°C et les facteurs thermiques entre 40 et
44°C. On les trouve dans plusieurs lieux d'ordures et de fourrage, sur le pis, ainsi que dans le
lait pendant la traite, car il se multiplie rapidement ; On peut donc compter jusqu'a 1millions

dans 1 ml de lait (tableaux 01 et 02) (Djadouni ,2013).

Les propriétés principales des bactéries lactiques sont représentées dans les tableaux (1et2).
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Tableau 1: Les Propriétés des principales bactéries lactiques mésophiles. (Liebefeld, 2002).

Propriétés
Espéces Lactococcus lactis ssp Leuconostoc mesenteroides ssp
lactis  cremoris diacetylactis cremoris mesenteroides
Fermentation lactique homofermentation hétérofermentation
Configuration de lactate L+ D- D-
Acidité produite 45°SH 25°SH
Vitesse d'acidification. Rapide Lente
T° de croissance* 20-30°C (30°C) 20-30°C (25°C)
T° d'incubation
Fermentation du citrate Non Oui
Pouvoir de proteolyse Faible

Légendes : D : L’isomere optique formé de 1’acide lactique est de configuration D ; L :

L’isomeére optique formé de I’acide lactique est de configuration L ; D+L : L’acide lactique

est sous forme racémique.

Tableau 2: Les Propriétés des principales bactéries lactiques thermophiles. (Liebefeld, 2002)

Espéces
Str. Lactobacilles homofermentaires Lb.
homoferment hétérofacultatifs
Propriétés
S. salivarius Lb. Lb. delbrueckii Lb. Lb. Casei ssp.
ssp.thermophilus delbruecki ssp.bulgaricus helveticus Casei Lb.
ssp.lactis rhamnosus
Configuration de L+ D- L+ et D- L+
lactate
Acidité produite 35°SH 40-70° SH 55-70° SH > 80°SH <25°SH
T* de croissance* (T° 30-50°C (38°C) 20-50°C (38°C) 20-40/45°C (38°C)
d'incubation)
Fermentation ducitrate Non Oui
Pouvoir de proteolyse Faible Moyenne Forte Moyenne
Utilisation Fromage, yogourt Fromage Yogourt, pates Spécialités, Culture,
midures régionales complémentaire

pour fromage
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Légendes : D : L’isomere optique formé de 1’acide lactique est de configuration D ; L :
L’isomere optique formé de 1’acide lactique est de configuration L ; D+L : L’acide lactique

est sous forme racémique.

3. Habitat et origine des Bactérie lactique

Les bactéries lactiques se trouvent dans plusieurs niches écologiques différentes. Elles se
trouvent associées a des milieux riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait et des
produits laitiers, des légumes, de la viande et du poisson. Elles colonisent le tractus
gastrointestinal humain et se retrouve dans les cavités buccale et vaginale ainsi que dans les selles.
Mais certaines espeéces semblent étre adaptées a un environnement spécifique et ne se trouvent
guére que dans leurs habitats naturels (Wenjun et al., 2014). Les bactéries lactiques avec leur
présence dans la nature. Elles peuvent interagir avec le sol, I'eau, les plantes, les aliments pour

animaux, les muqueuse et les intestins des animaux et des humains (AMENSAG, 2019).

4. Caractéristique générale des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont une grande variété d'applications dans l'industrie alimentaire.
D'une part, elles sont utilisées pour améliorer la saveur des aliments fermentés ainsi que pour
augmenter la valeur nutritive de ces aliments, réduire les substances nocives, augmenter la

durée de conservation, etc. (Wang et al., 2021).

Les bactéries lactiques (LAB) sont un type de bactéries Gram-positives qui utilisent les
glucides comme seule ou principale source de carbone (George et al., 2018). Ces bactéries sont

généralement des coques ou des batonnets, et elles ont une tolérance élevée aux faibles pH.

En tant que souches fermentant, les bactéries lactiques doivent avoir plusieurs propriétés
métaboliques importantes, telles que la capacité de produire de l'acide et de la saveur, la capacité
d'hydrolyser les protéines, la capacit¢ de produire des exo -polysaccharides visqueux et
d'inhiber les bactéries (Wang et al., 2021).

Les caractéristiques différentielles des bactéries lactiques sont représentées dans le tableau

suivant :
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Tableau 3: Caracteéristiques différentielles des bactéries lactiques. (Axelsson, 2004).

=
T = § § 88 33 S 3
- ) Q N g Q SR g N
S 3 ) N SS =3 3 2
= S S $ S3 S3 S S
S - X~ S S0 = = ISy
s 3 S = 3 $3 3 S
)
Formation des tétrades

Production de gaz +c + + + 4+ 4 - -

Croissance a10°C B + - +
Croissance a 45°C + - - + L

Croissance dans 6.5%
ND + - = o ES ES -
Na CL
Croissance dans 18% +
Na CL

Croissance a pH 4,4 ND + + + + + -

Croissance a pH 9,6 _ - -
Acide lactique L DLDL L L L D LDL L

(+) : positif. (-) négatif.

(+/-) la réponse varie d’une espece a I’autre, (ND) : non déterminé.
(d) : production d'acide.

L ou DL : lactique varie selon les especes.

5. Classification
La premiere classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-jensen, elle
est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques,
biochimiques, physiologiques et le type de la fermentation lactique : Le groupe homofermentaire,
et hétérofermentaire (Khalisanni, 2011; Priyanka et prakash, 2009). (AMENSAG, 2019).

Les ¢études d’hybridation ADN —ADN et les séquencages d’ARNr16S sont aussi devenues
des €léments essentiels permettant L identification et ainsi la classification des bactéries lactiques
(figure 1) (Makhloufi, 2011).
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Oenococcus

Streptococeus
Leuconastoc

Lactococcus

Enterococcus,
Melissococcus,

Tetragenococcus Weissella

Vagococcus,

Carnobacterium _ Lactobacillus

Lactospheara

Aerococcus Alloicoceus

Dolosigranulim

Bifidobacterium

Propionobacterium

Figure 1: Arbre phylogénéque des bactéries lactiques. (Narvhuset Axelsson, 2003).

La figure suivante montre les changements de nomenclature des Genres des bactéries
lactiques de 1980 a 2000.

Streptococcus

Streptococcus | | Lactococcus, 1985 | | Vagococciis, 1989 | | Enterococciis, 1984

Leuconostoc

[

Leuiconostoc | Oenococcus, 1995 | | Weisella, 1993 |

Lactobacillus

I

| Lactobacillus | | Camebacterium, 1987 | | Weisella, 1993 |

Pediococcus

|

| Pediococcuis |

Tetragenococcus, 1990 |

Aerococcus

I

| Aerococcus |

Figure 2: Genres de bactéries lactiques importantes dans 1'alimentation, montrant les
changements de nomenclature de 1980 a 2000. (narvhus et axelsson, 2003).
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6. Les principaux genres des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques comprennent plus de 60 genres, les genres couramment utilisés dans
la fermentation des aliments comprennent généralement : Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Weissella, etc. (Mocoena, 2017).
6.1. Lactobacillus

Le genre Lactobacillus présent ce forme de bacilles longues fines, groupées en chaines, asporulés
(figure03). Ces bacilles ont des exigences nutritionnelles trés complexes en glucides, acides aminés
et acides gras, Nucléotides, vitamines et minéraux. (Khalid et Martha, 1990 ; Leclerc et al., 1994).
Ils se développent & un optimum de température situ¢ entre 30 et 40°C et Le pH optimal de
croissance se situe entre 5.5 et 6.5 (kassas, 2017).

Ce genre comprend 106 especes valablement décrites, c’est le genre le plus étendu de l'ordre
lactobacilale. II utilise les glucides comme source d'énergie et produise de 1'acide lactique comme
principal produit métabolique final (Sinkiewicz, 2010).

Les lactobacilles sont largement présents dans 1'appareil gastro-intestinal sain et dans les voies
vaginales, ils sont impliqués dans le controle et le maintien du microbiote.En termes de nombre de
bactéries trouvées dans les échantillons fécaux, le nombre de Lactobacillus est de 'ordre de 5 a 8
ufc/g .Ce nombre change en fonction de 1'age de 1'hote et des habitudes alimentaire (Sinkiewicz,

2010).

Figure 3: Lactobacillus sp. Au microscope électronique a
transmission de (GX10000). (Boumediene, 2013).

Le tableau (4) présente la classification des groupes du genre lactobacillus selon leur métabolisme

fermentaire : homo-fermentaire, hétéro-fermentaire facultatif, hétéro-fermentaire obligatoire.
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Tableau 4: Classification des groupes du genre Lactobacillus. (Axellsson,1998).

Groupe 11 Groupe 111
Groupe I
Caractéres . Hétérofermentaires Hétérofermentaires
Homofermentaires
facultatifs obligatoires
Fermentation des pentoses - + +
Glucose (production de CO2) - - +
Gluconate (production de CO2) - + +
FDP aldolase + + -
Phsphocétolase - + +
Lb. acidophilus Lb. Casei Lb. brevis
Lb. delbruekii Lb. curvatus Lb. buchneri
Especes
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum
Lb.salivarius Lb. sake Lb. reuteri

6.2. Le genre Streptococcus

Streptococcus est une coque 4 Gram positif, moins de 2 um de diameétre, immobile, catalase
négative, apparaissant en chaines ou par paires lorsqu'il est cultivé en milieu liquide. Sa
température optimale généralement autour de 37°C (De Vos et al., 1980). Ce genre a I'origine des
plusieurs maladies de la peau qui affectent Les humains et les animaux, et il est de trois groupes
d'espéces pyogenes : S.agalactiae, S.pyogenes et S.mitis (S.pneumoniae). (Laurent, 1998)
L’espéce Streptococcus thermophilus (Figure 4), largement présente dans le lait et les produits
laitiers comme agent d’acidification, posséde le statut GRAS (Generally Recognized As Safe)
Cette espece se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son caractére non pathogéne

(Tahlaiti, 2019).

Figure 4: Streptococcus thermophilus, au microscope ¢lectronique. (Corrieu et Luquet, 2008).
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6.3. Les Entérocoques

Les entérocoques sont des cocci Gram positifs, anaérobies facultatifs, a chaines courtes et
moyennes, découvert pour la premiére fois en 1899. Dans le tractus gastro-intestinal humain. Ils
ont été reconnus (par hybridation d'AND et séquencage d'ARNr 16S) en 1984 comme un genre
distinct des streptocoques (Fior ef al., 2019). Les entérocoques se trouvent dans le sol, 1'eau, les

aliments, les eaux usées, les plantes, la peau humaine, la cavité buccale et le gros intestin (Raza et

al., 2018).

Les membres du genre Entérococcus sont homofermentaires, produise 1'acide lactique, ils
sont mésophiles, capable de se développer dans une gamme de températures allant de 10 a 45 °C,
avec une température optimale de 35 °C. Certaines espéces peuvent survivre a 60 °C pendant 30
min. Ces bactéries peuvent se croitre dans des conditions de : 6,5 % de NaCl, de lait renfermant
0,1 % de bleu de méthylene, de concentration en sels biliaires de 40% et dans une gamme de pH
comprise entre 4,4 et 9,6 (Galvez et al., 2011). Elles sont utilisées comme probiotiques humains,
pour traiter les maladies diarrhéiques causées par des pathogénes d’origine alimentaire L’espece
Enterococcus faecalis (figure 05), se caractérise par leur grande résistance aux facteurs

environnementaux (Tahlaiti, 2019).

Figure 5: Enterococcus faecalis au microscope ¢électronique.
(Wallace et al., 2003)

6.4. Lactococcus

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur
variable, Gram positif, immobiles, anaérobies mais aérotolérants, ces bactéries mésophiles se

développent dans 4 % de NaCl (Mofredjetall, 2007; Nomura et al., 2006).
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Lactococcus lactis, anciennement connu sous le nom de Streptococcus lactis, généralement
considérés comme non pathogenes pour I’homme. Cette espece largement présente dans le lait,

les produits laitiers et sur la surface des plantes (Shimizu et al., 2018).

Figure 6: Lactococcus lactis au microscope électronique.
(Corrieu et luquet, 2008).

6.5. Le genre Leuconostoc

C'est une bactérie hétéro fermentaire. L’écologie de ces micro-organismes est citée
principalement en fonction de l'environnement laitier (produits laitiers, machines laitieres...).
Les caractéristiques biochimiques les plus importantes chez les espéces de Leuconostocs sont la
fermentation des sucres, la dissimilation du citrate, la formation de dextrane et la production de
substances inhibitrices. Les utilisations réelles et potentielles des Leuconostocs comme
initiateurs d'ardmes, pour améliorer la structure du fromage ou pour éliminer certains défauts de

saveur (Devoyod et Francoise, 1980).

Leuconostoc spp. Sont des coccobacilles a Gram positif, catalase et oxydase négative,
résistants a la vancomycine, avec un role non clairement défini dans 1'infectiologie humaine. Des
cas d'infection ont été rapportés précédemment mais il n'a pas été décrit d'endocardite infectieuse

confirmée due a Leuconostoc mesenteroides (Vazque et al., 1998).

Le genre Leuconostoc principalement Ln. mesenteroides sp.cremoris et Ln. lactis sont
utilisés en association avec les lactocoques dans I’industrie laitieére pour produire en plus de
I’acide lactique et le CO2, des substances aromatiques telles que le diacétyl et 1’acétoine a partir

des citrates du lait (Guiraud, 2003 ; Ogier et al., 2008).
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Figure 7: Leuconostoc mesenteroides au microscope ¢électronique. (Wallace et al., 2003)

e Genres Pediococcus

Le genre Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade (Figure 8). Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le
lactose, et leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance (Simpson et
Taguchi, 1995). Les bactéries appartenant a ce genre productrices de bactériocines ne sont pas
Adaptées a la fabrication des produits laitiers fermentés de par leur manque ou leur lenteur de
fermentation du lactose (Papagianni et Anastasiadou, 2009). En revanche, la souche Pediococcus
acidilactici productrice de pédiocine PA—I1/AcH s’est révélée étre responsable de la bonne
conservation de la viande en diminuant les populations de Listeria monocytogenes et de
Clostridium perfringens (Rodriguez et al., 2002). Certaines espéces se distinguent par leur capacité
a se développer a des teneurs en sels treés élevées, comme Pediococcus halophilus (Pilet et al.,
2005).

Figure 8: Pediococcus au microscope électronique. (Wallace et al., 2003)
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6.6. Le genre Bifidobacterium

Le genre Bifidobacteruim était aussi considéré comme faisant partie du groupe des bactéries
lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa présence
dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal.

Ce genre est présent dans les intestins des humains et d'autres mammiferes, le vagin, la
cavitébuccale, l'intestin postérieur des abeilles et des bourdons, les aliments fermentés et non
fermentés et les eaux usées. De plus, dans ces habitats, les bifidobactéries ne constituent pas
toujours une grande partie des microorganismes. A I'heure actuelle, il n'existe pas des méthodes
standard pour leurs isolements (Mattarelli, 2017).

Les bifidobactéries sont des bacilles arrangés en chaines ou en groupes, non-sporulés,
immobiles, catalase (-) et non-filamenteux. La température optimale de croissance des
Bifidobacterium d'origine humaine se situe entre 36 et 38 °C, alors queles souches d’origine
animale se developpent entre41 et 43 °C. Le pH optimal pour la croissance est de 6,5 a 7 (John et
Fuquay, 2011).

Le pourcentage de bases G+C % du genre Bifidobacterium est de 58 pour les souches de type
humain, et le reste des especes ont un pourcentage molaire de G+C compris entre 55 et 66. Le

genre comprend 32 especes décrites.

Figure 9: Bifidobacterium sp. (Wallace et al., 2003).

7. Voies métaboliques des bactéries lactiques

7.1. Voie Homo- fermentaire

Les microorganismes présentent un métabolisme homo-fermentaire ou homolactique
lorsque le lactate représente plus de 90% des produits de fermentation. Lavoie homo-fermentaire
génére de I'ATP, ainsi que du NADH. Ce coenzyme, a I'état réduit, doit étre réoxyd¢. En absence
d'activité respiratoire, cette réoxydation passe principalement par l'activité¢ de 'enzyme lactate

déshydrogénase (LDH), conduisant a la formation d'acide lactique. L'enzyme caractéristique de
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cette voie est la fructose diphosphate aldolase (FDP aldolase) qui convertit le fructosel,6-
diphosphate (FDP) en glycéraldéhyde-3-phosphate et dihydroxyacétonephosphate (Alexander et
al., 2008).

Dans les conditions défavorables (milieu appauvri, souches mutantes), Les bactérie
lactiques homofermentaires montrent un métabolisme mixte, caractérisé par la production de
différents acides tels que I’acide lactique, acide acétique, éthanol, acide formique et /ou dioxyde

de carbone (Mozzi et al., 2010).
7.2. Voie Hétérofermentaire

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de 1'acide lactique, de
l'acétate, de 1'éthanol et du CO2 sont dites hétéro-fermentaires (Vandamme et al., 1996).

La voie hétérofermentaire, communément appelée voie des pentoses phosphate se produit chez
les especes appartenant a Lactobacillus et Leuconostoc. Ces bactéries dégradent les hexoses avec
une cinétique de croissance lente. Les pentoses, peuvent parfois étre fermentés et donnent alors
une molécule d’éthanol et une molécule d’acide lactique. Outre ces produits, qui représentent
plus de 80% des métabolites obtenus, on obtient également de 1’acide acétique et du glycérol
(Maicas et al., 2002, Carmona, 2016).

e Voie bifide

Voie bifide ou FPC (Fructose 6- phospho- cétolase).

Le métabolisme du genre Bifidobacterium est assez particulier, en effet il s’agirait de la voie
fermentaire bifide ou voie de la fructose-6-P phosphocétolase (FPC). Le fructose-6-P est scindé
par la fructose-6- phosphate phospho-cétolase en érythrose-4-phosphate et en acétyl-phosphate et
du glycéraldédhyde-3-phosphate afin de former de I’acétyl-phosphate et du glycéraldéhyde-3-
phosphate (Figure 10) (Drider et al., 2009).
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Figure 10: Voies métaboliques homofermentaire, hétérofermentaire et bifide de la dégradation
du glucose. (Drider et al., 2009).

8. Les intéréts des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un role important dans l'industrie alimentaire et dans le
domaine thérapeutique.

8.1.L’industrie alimentaire

Les bactéries lactiques sont intéressantes principalement en raison de leur capacité a
transformer certains sucres en acide lactique, qui acidifie le milieu environnant. Il s'agit d'une
propriété utilisée dans de nombreux aliments transformés, y compris la fabrication du fromage
(Raynaud, 2006).

La fermentation lactique des aliments constitue l'une des plus anciennes formes de
conservation de la nourriture. Les bactéries lactiques sont utilisées empiriquement depuis des
siecles dans la fabrication de nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers. Ces
bactéries interviennent également dans la fabrication des ensilages (Tableau 05).

L’action de la flore lactique sur la conservation d'un aliment est liée a 'abaissement de pH
consécutif a la production d'acide lactique. Enfin elles ont une action déterminante sur les qualités

organleptiques des produits fermentés (texture et arome par exemple) (Drouault et Corthier, 2001).

17



Chapitre 1: Les bactéries lactiques

Tableau 5: Exemples des bactéries lactique utilisées dans la fermentation des aliments.
(Drouault et Corthier, 2001).

Aliments/produit

Ingrédients

Bactérie lactique

Produits laitiers

Fromages

Lait de vache, chévre brebis

Lactocoque, lactobacilles..

Yaourt
Lait fermmente Kéfir

Produit carné et de la

péché Saucisse séche

Saucisse semi séche

Tzushi

Lait de vache
Lait de vache

Lait de vache, de jument, ou de
chévre

Porc, beeuf Porc

S.salivarius sub sp. thérmophilus. Et

Lb.bulgaricus subsp.del
Lb. acidophilus
Lb. kefir

Pediocoques,Lb.plantarum,

farine de blé

Poisson,riz,légumes Lb. brevis
Produits végétaux
Pediocoques
Ogi (Nigeria Mais
gi (Nigeria) Leu. Mesenteroides , Lb. plantarum.
Olives Olives vertes Lb. plantarum, L. lactis
Pédiocoques, Lb. plantarum,
Lb. brevis, Leu. Mesenteroides
Pédiocoques, Lb. plantarum
Pickles Concombres, Chou Leu. Mesenteroides, Lb. plantarum Lb.
) o bulgaricussubsp. Delbrueckii Leu. Oenos.
Choucroute Soja, Raisin, Riz
Sauce soja
Vin
sake
Pain Farines de riz Lb. sake, Lb.homohiochi, LeuMesenteroides
Idli et De haricots Leu mesenteroides

Lb. sanfranisco

8.2.L’intérét thérapeutique

Les propriétés de certains types de BL sont actuellement utilisées comme probiotiques. En

particulier, les lactobacilles dans le traitement de l'intolérance au lactose, Prévention et réduction
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de la durée des diarrhées causées par le rotavirus chez les enfants, régulant le transit intestinal,
rééquilibrant la flore intestinale aprés une Antibiothérapie ou infection pathogene et traitement des
maladies inflammatoires Digestif (Saidi, 2017).

Certains de ses roles bénéfiques pour la santé comprennent :

» Elles développent des enzymes qui aident le métabolisme de 1'hote. Surtout pour ceux qui
ont un déficit en lactase.

» Ces propriétés anti-cholestérol interférent en abaissant le taux de cholestérol dans le sang.

» L'interférence avec les enzymes fécales convertibles peuvent réduire les chances
d’apparition du cancer du c6lon en éliminant les substances pros cancérogenes et en
intervenant sur les enzymes fécales susceptibles de transformer les substances pro-
carcinogénes en substances carcinogenes.

» Elles interviennent sur la suppression des tumeurs par activation des macrophages
(Ammouri et Rekik, 2019).

9. Effet inhibiteur des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques peuvent empécher 'adhésion de plusieurs bactéries pathogénes par la
sécrétion d'inhibiteurs d'adhérence. Cette capacité se retrouve chez plusieurs bactéries lactiques
telles que les Lactobacillus, Streptococcus thermophilus et Bifidobactéries.

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes
tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, la reutérine, le
diacétyl, les bactériocines et les composes antifongiques.

Certaines souches présentent une activité antibactérienne et [’application de souches
lactiques bactériocinogéniques peut €tre considérée comme un outil complémentaire pour prévenir

le développement des bactéries pathogenes.
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1. Définition et classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances d'origine naturelle, produites par des microorganismes
(champignons microscopiques et bactéries), ou de synthése chimique, qui, a trés faible
concentration ont le pouvoir d'inhiber la croissance (effet bactériostatique), voire de détruire des
bactéries (effet bactéricide) sans intoxiquer 1'hote (cellules eucaryotes) (Brabbar, 2006).

I1 existe plusieurs facons de classer les antibiotiques a des fins différentes. La Classifications

les plus courantes basées sur la structure chimique, le mécanisme et le spectre d’action Exemples:

e De structures chimiques de base beta-lactamines quinolones, aminoglycosides.

e Cibles bactériennes les antibiotiques peuvent cibler les ribosomes, les parois cellulaires,
etc.

e M¢écanisme d’action : Inhibe la synthése des protéines inhibe Peptidoglycane...etc.

e Spectre d’activité : groupe ou espéces bactériennes sensibles (Hnich, 2017)

2. Mode d'action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur des mécanismes essentiels a la vie des bactéries tels que la
réplication, la transcription, la synthese des protéines, le métabolisme intracellulaire et le maintien

de l'intégrité membranaire (Dockrell ef al., 2004).
2.1.Antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne

La paroi bactérienne est une structure rigide qui entoure et protége le cytoplasme bactérien.
Certains antibiotiques agissent exclusivement les surfaces sur bactériennes et n'ont donc aucun
effet sur les cellules eucaryotes ou les bactéries naturellement dépourvues de parois cellulaires

(Jehl, 2003).

Ces antibiotiques agissent interférant la syntheése du peptidoglycane pour bloquer la synthese
de paros, empéchant ainsi la formation de nouvelles bactéries et provoquant éventuellement la
destruction de bactéries existantes, Os distingue to lactamines, la festomycine, la cycloserine, les

glycopeptides (vancomycine et teicoplanime it bacitracime (Dockrell ez al., 2004).
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2.2.Antibiotiques actifs sur les membranes

I1 peut s'agir de la membrane externe des bactéries Gram (-) ou de la membrane plasmique des
bactéries Gram (+). Ce sont des antibiotiques de nature polypeptidique propriétés tensioactives
permettent leur insertion entre les membranaire anormale) et permet la diffusion des substances

hydrosolubles hors des destructions (Shlaes, 2010).

Les polymyxines agissent sursant ce mode d'action. Ces antibiotiques peptidiques et cations ont
une action spécifique sur les membranes bactériennes, en raison du fait que les cellules eucarvotes
n'ont pratiquement pas de charges négatives exposées a la sarface exteme de la membrane, leurs
phospholipides chargés negativement sont exposés a la surface interne de la membrane (Zasloff,

2002).
2.3.Antibiotiques actifs sur la synthése protéique

Les antibiotiques interférent avec la synthése des protéines bactériennes en agissant sur les
ribosomes. Les ribosomes procaryotes sont composés de protéines différentes des ribosomes
eucaryotes, et ont des coefficients de sédimentation différents, offrant ainsi la possibilité d'avoir
des substances agissantes trés spécifiquement sur les ribosomes procaryotes (Nauciel et Vilde,

2005).

Les tétracyclines et les macrolides agissent selon ce mode d'action et autres antibiotiques
(lincosamides, stéprogramines, phénols et acides fisidiques) Agit au niveau de la sous-unité 508

de l'uracile et des munitions, en sous-unite 30S (Kentarchos, 2006).
2.4.Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques

On distingue les antibiotiques actifs d'une part sur la synthese de I'ADN ou de ses précurseurs
et d'autre part sur la synthese de ’ARN : Les inhibiteurs de 'ADN-gyrase regroupent les
quinolones, tandis que inhibiteurs de 1'ARN polymerase sont représentés par la classe des
ansamycines Ces deux familles d'antibiotiques doivent leur spécificité d'action aux d'érences qui
existent entre les enzymes procaryotes et eucaryotes (Cambau et Guillard, 2012 : Edoh et al.,

2001).
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2.5.Antibiotiques inhibiteurs de la synthese de 1'acide folique

Le folate est impliqué dans de nombreuses voies métaboliques, notamment dans la synthése des
purines et des pyrimidines qui sont incorporées dans les acides nucléiques. Les sulfamides, le
triméthoprime et l'acide p- aminosalicylique peuvent inhiber la synthése des folates. Ces
antibiotiques agissent comme des antimétabolites bactériens en inhibant des étapes du

métabolisme intermédiaire bactérien (Brigitte et al, 2007)

Enzyme produisant
de l'acide folique lasmide

/ Paroi
© | bactérienne
i

Membrane
cytoplasmique

Figure 11: Mode d’action des antibiotiques. (Mainardi, 2017).

3. La résistance aux antibiotiques
3.1.Definition

Un micro-organisme est considéré résistant lorsque sa concentration minimale inhibitrice
(CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de
la méme espece'. Les CMI ciblées pour une sensibilité, une sensibilité intermédiaire ou une
résistance microbiologique pour chaque espéce de bactéries et pour chacun des antibiotiques sont
déterminées par un laboratoire indépendant, le CLSI et mises a jour régulicrement. En fait, une
souche est dite résistante » lorsque la concentration d'antibiotique qu'elle est capable de supporter
est plus ¢€levée que la concentration que I'on peut atteindre in vivo a la suite d'un traitement
(Carattoli, 2001).

Parfois, la résistance a un antibiotique confere de la résistance a un autre antibiotique, et c'est
ce que l'on appelle la résistance croisée. Les bactéries sont dites multi résistantes lorsqu'a la suite

d'une accumulation de résistances naturelles et acquises, elles ne sont sensibles qu'a un petit
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nombre d'antibiotiques. Elles sont alors résistantes a plusieurs antibiotiques ou classes

pharmacologiques d’antibiotiques (Avorn et al., 2001).

La figure suivante présente I’augmentation de la résistance aux antibiotiques.

60% -o- MRSA
-o~ \/RE
0,
o 0% -*- FQRP
£ 40%
e
g 30%
(-4
® 20%

10%

0%
1981 1985 1989 1993 1997 2001

Figure 12: Augmentation de la résistance aux antibiotiques. (NNIS, 1999).

3.2.Les Types de résistance

La résistance bactérienne a un antibiotique est d'origine génétique. Les génes de résistance
se trouvent soit dans le chromosome, soit dans un élément mobile, comme les plasmides, les
¢léments transposables ou les intégrons. La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise

(Guardabassi et Courvalin, 2000).
3.2.1. Résistance Naturelle

La résistance intrinséque (ou naturelle ou insensibilité) est un caractére qui touche toutes les
bactéries de la méme espéce ou du méme genre bactérien. Elle est stable, transmise a la
descendance (elle a pour support génétique le chromosome bactérien) mais elle n'est pas ou peu
transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a I’autre au sein d’'une méme espece ou entre

especes différentes) (Konare, 2018).
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Tableau 6: Résistance naturelle chez les différentes especes bactériennes. (d'apres Reygaert,

2018).

Chapitre 2 : La Résistance aux antibiotiques

Organismes

Résistance naturelle

Bacteroides (anaerobies)

Tous les Gram positives Enterocoques

Listeria monocytogenes

Tous les Gram négatives Escherichia coli

Aminoglycosides, de nombreux B-
lactames, quinolones

aztreonant aminoglycosides,
céphalosporines, lincosamides

cephalosporines

Glycopeptides, lipopeptides

Klebsiella spp

Macrolides
Serratia marcescens

Ampicilline
Pseudomonas aeruginosa Macrolides

Stenotrophomonas maltophilia

Acinetobacter spp

Sulfamides, ampicilline, cephalosporines
del et 2 générations, chloramphenicol,

tetracycline. Aminoglycosides. B-

lactames, carbapenemes, quinolones

Ampicilline, glycopeptides

3.2.2. La résistance acquise

La résistance acquise, souvent médiatisé par un support génétique faisant partie d'élément
mobile (plasmides, transposons), a la faculté d'étre transmissible honzontalement parfois entre
especes différentes et elle peut aussi résulter de la modification du patrimoine génétique apres

mutation, on dit qu'elle est extra-chromosomique, de ses causes (Konare, 2017).
3.3.Les mécanismes de Résistance aux antibiotiques

Les bactéries ont développé différents mécanismes (figure 03), afin de neutraliser 1'action des
agents antibactériens, les plus répandus étant l'inactivation enzymatique de l'antibiotique, la

modification ou le remplacement de la cible de l'antimicrobien, l'efflux actif ou encore la
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pénétration réduite de la molécule. D'autres mécanismes tels que la protection ou la sur-production
de la cible de l'antibiotique sont également décrits. IIs sont, cependant, plus rares et surtout associés

a certaines classes de composés, (Guardabassi et Courvalin, 2006).

Diminution Pompes a efflu;\
de I’entrée
/
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C-‘\f-’ T e T T e T
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5 £ | I"I'IOC’lIfICFlt'lor! des ribosomes immobilisés par

% _ delantibiotique | laprésence de I’antibiotique |
e ; | |
délogement mod:flcqtlmn I =
de Pantibiotique delacible = | @ |
| I
!
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ARN 3 ribosomes
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antibiotique blogquant
la synthese proteique

Figure 13: Les mécanismes de résistance aux antibiotiques. (Mélodie Duval, 2019).

3.3.1. Production d'enzymes inactivant les antibiotiques

C'est un mécanisme tres fréquent, trés important mais aussi trés varié (concerne toutes les
classes majeures d'antibiotiques). Des enzymes, produites par les bactéries, inactivent
l'antibiotique en le modifiant ou en I'hydrolysant (Pool, 2004). L'inactivation enzymatique de
l'antibiotique représente le principal mécanisme de résistance des béta-lactames, des
aminoglycosides et des phénicolés. Il est également noté ce type de résistance pour le groupe MLS
(macrolides, lincosamides, streptogramines), les tétracyclines, la fosfomycine et plus récemment
pour les fluoroquinolones. Bien que cette inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance
qui prévaut pour ces molécules (Guardabassi et Courvalin, 2006). L'enzyme en modifiant le
noyau actif de l'antibiotique par clivage ou par addition d'un groupement chimique, empéche la
fixation de l'antimicrobien sur sa cible et provoque une perte d'activité (Alekshun, 2007).Parmi
les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes bacteriennes, on peut citer des hydrolyses,

des acétylations, des phosphorylations, des estimations de nucléotidylation,des réductions et des
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réactions d'addition d'un glutathion Ces enzymes sont généralement associées a des ¢léments

genétiques mobiles (Nikaido, 2009).

3.3.2. Modification ou remplacement de la cible de I'antibiotique
11 existe différents mécanismes pour modifier les cibles des antibiotiques. Premic¢rement, la
modification structurale de la cible se traduit par une perte d'affinité pour le couple cible-

antibiotique. Etant donné que 1'antibiotique ne peut pas se fixer correctement a sa cible, son effet

sera limité (Geslin, 1992).

La bactérie peut synthétiser une cible modifiée additionnelle via I'apport d'un plasmide La
bactérie peut également induire une hyperproduction de la cible il s'agit d'un phénomene tres
fréquent qui touche tetracyclines, macrolides, quinolones, lactamines. Aminosid rifampicine
L'antibiotique se retrouve quotidiennement dans ses concentrations males d'utilisation puisque les

cibles sont augmentées quantitativement (Courvalin et al., 2006)

3.3.3. L'efflux actif (pompes d'efflux)

Les pompes d'efflux sont des transporteurs actifs. Il existe 5 familles de pompes d'efflux
classées selon deux criteéres : d'une part la source d'énergie nécessaire a leur fonctionnement
(gradient é€lectrochimique ou hydrolyse de 1'ATP), d'autre part leur structure secondo- tertiaire

(Phan, 2008).

Les bactéries sont pourvues de systeémes leur permettant d'expulser dans le milieu extérieur
des métabolites ou composés toxiques €trangers comme les antibiotiques. Cet efflux actif nécessite
de I'énergie sous forme d'ATP ou d'un gradient électrochimique transmembranaire, utilisé par des
pompes a efflux ou transporteurs actifs qui réduisent la concentration intracellulaire de

l'antibiotique limitant 'acces a sa cible (Cattior, 2004).

3.3.4. La perméabilité réduite
Ce mode de résistance se rencontre chez les bactéries a Gram négatif du fait de leur
enveloppe externe plus complexe. En effet, I'antibiotique ne peut pénétrer au niveau intracellulaire
que par l'intermédiaire de canaux protéiques transmembranaires, les porines. Ce phénomene passif
laisse traverser plus facilement les molécules de petites tailles, neutres et hydrophiles. Toute
modification de ces porines, confere un bas niveau de résistance vis-a-vis de nombreux

antibiotiques. (Fosseprez, 2013), (Jehl ez al., 2012).
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3.3.5. Protection de la cible d'antibiotique
Ce schéma de résistance est bien connu pour les tétracyclines et a été en les quinolones et
les fluoroquinolones. Il dégrade les tétracyclines produisant des protéines Tet (M) et Tet (0) qui
¢liminent les tétracyclines de leurs cibles ou en se liant aux topo-isomérases (cibles des

fluoroquinolones) en y synthétisant des protéines (Luicie, 2016).

3.3.6. Piégeage d'antibiotique
Les bactéries peuvent étre forcées de séquestrer I'antimicrobien lorsqu'il n'est pas possible
d'inactiver 'antibiotique ou de réduire I'affinité pour la cible. La surproduction d'une cible ou la
synthése d'une autre cible ayant une affinité pour I'antibiotique permet de diminuer sa

concentration libre sur la cible (Luicie, 2016).

3.4. Mécanisme de résistance des bactéries lactiques

Le principal mécanisme de résistance aux antibiotiques des BL a été aux pompes d'efflux de
multirésistances (MDR) impliquées dans li¢ l'expulsion de composés structurellement non
apparentes (Mazurkiewicz et al, 2005 ; Gueimonde et al., 2013). Wacher-Rodarte ez al. (2015)
ont analyse des BL isolées du pozol (une boisson & base de mais fermenté traditionnelle), en
identifiant que les souches multirésistantes telles que Lactococcus lactis et Lactobacillus
plantarum présentent des pompes d'efflux actives, y compris le type ABC codé par chromosome
avec le transporteur EmrA (gene ImA) D'autre part, Poelarends et al. (2002) ont démontré que la
présence du transporteur la dans Lactococcus lactis est associée a la résistance intrinseque de 17 a
21 antibiotiques cliniquement pertinents, y compris des aminoglycosides (kanamycine et
gentamicine), des lincosamides (clindamycine), (erythromycine), des quinolones (ciprofloxacine)
et des macrolides des tetracyclines.) D'autres auteurs tels que Casado Muiioz et al., (2014) ont
signalé que Lactobacillus pentosus et Leuconostoc pseudomesenteroides 1solés d'olives fermentées
sont résistants aux céphalosporines, a la streptomycine et a la kanamycine en raison de la
modification de la perméabilité de la paroi cellulaire comme principal mécanisme de renstance; ils
ont également souligne que les deux souches présentaient un systéme complexe AcrAB- Tole
implique dans les pompes d'efflux MDR pour Is -lactamines, les fluoroquinolones le

chloramphenicol la tetracycline, et d'autres genes lies aux pompes de la superfamille portés par le
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chromosome comme ner et MDE multi-drug efflus qui conferent une relistance au

chloramphenicol et aux fluorequinolon.
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Matériel et Methods

Notre travail a été effectué¢ au « Laboratoire de Microbiologie » a I’université 1’arbi ben Mhidi

d’Oum EIl Bouaghi durant la période allant de février a mai 2023.
1. Echantillonnage

Les prélévements de laits crus ont été effectués selon les régles des bonnes pratiques
d’échantillonnage. Le travail a porté sur 3 échantillons du lait cru de vache, un échantillon de

yaourt et un échantillon de ferment industriel lyophilisés pour ensemencent direct (DVS).

2. Isolement des bactéries lactiques
2.1. Isolement a partir du lait cru

2.1.1. Evaluation de la Flore Totale Aérobie Mésophile (FTAM)
La Flore Totale Aérobie Mésophile (FTAM) appelée aussi Flore Aérobie Mésophile
revivifiable (FAMR), IL s'agit de I'ensemble des microorganismes capables de se multiplier en

aérobiose a des températures optimales de croissance compris entre +20°C et +45°C.

Est un indicateur sanitaire qui permet d’évaluer le nombre d’UFC (Unité Formant Colonie)

présentes dans un produit « le lait de vache » (Guiraud, 2003)

> Préparation des échantillons

Pour I’isolement et le dénombrement des souches bactériennes, il faut procéder par des
dilutions décimales avec de 1’eau physiologique jusqu'a la dilution 10~ ; comme c'est

expliqué sur la Figure

1ml de 1ml de
dilution Lide dilution
oml d'eau dilution
physiologique
— <<

O G &

Figure 14: évaluation des dilutions.
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» Dénombrement
Le dénombrement est réalisé sur gélose nutritive a partir des dilutions 10~ 2 et 103, Le milieu

est ensemencé dans la masse, et les cultures sont incubées a 30°C pendant 72 heures.

2.1.2. Isolement des lactobacilles a partir du lait cru et yaourt

> L’isolement

Selon GUIRAUD (2003), le milieu de culture et d’isolement de base des lactobacilles est
le MRS (de Man, Rogosaet sharpe).

L’ensemencement a été effectué en surface avec 0.1 ml de la solution mére et de chaque
dilution (1072, 103, 10~°) sur milieu gélose sélectif MRS. Les boites ensemencées sont incubées a

37°Cpendant 24 a 48 h.

» La purification
C'est une étape trés importante et trés délicate, qui demande beaucoup de temps, puisqu'il
s'agit d'un prélévement qui abrite des milliers de microorganismes, et c'est de la pureté des cultures
que va dépendre le reste de travail. La purification des souches se fait par des passages successifs
et alternés en milieu liquide, puis en milieu solide jusqu’a I’obtention au sein d’une boite de Pétri
de colonies identiques par 1’aspect et la couleur. Apres plusieurs passages sur milieu gélosé, la

souche est en général purifiée et nous procédons au test d’identification.

Pour la purification nous avons utiliséles milieux sélectif MRS (bouillon et gélose). Les tubes
sont ensuite incubés a 37 °C pendant 48 heures. Pour s’assurer de leur pureté, une coloration de

Gram suivi d’une observation microscopique est effectuée a chaque étape et pour chaque souche.

» Conservation des souches sélectionnées
Apres avoir sélectionné les souches bactériennes, nous passons a leur conservation en tubes sur
gélose incliné et sur bouillon MRS dans des eppendorfs stériles, qui ont ensuite été¢ incubée a 30

°C, lorsque la croissance était visible, les tubes étaient placés a 4°C ou ils ont été conservés durant

plusieurs semaines (Ben ABBOU, 2020).
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Echantillons
| Evaluation de la iF TAME | Isolement en surface de 0.1 ml

| Isolement en la masse de 1 ml |

l

Incubation a 37 °C pendant 24h

' Lo s

‘ Incubation & 30 °C pendant \ l
l Purification sur milieu MRS
| Dénombrement | v

v Biochimique :

Identification Préliminaire

Test Nitrate réductase.
Test mannitol mobilité.
Test de l'indole.

Test TSI.

e Coloration de Gram. —»

Figure 15: Isolement des lactobacilles a partir du lait cru et yaourt.
2.2. Récupération des bactéries lactique a partir des ferments

lactiques
Dans cette ¢tude nous avons utilisé I’échantillon de ferment industriel lyophilisés pour

ensemencent direct (DVS).

Les ferments mésophiles sont majoritairement composés de lactocoque de sous especes

variées, dont la température optimale de croissance est d’environ 30°C.Ces ferments peuvent étre
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produits de facon mixte, par combinaison prédéfinie de plusieurs microorganismes, ou en culture

pure (Champagne, 1998).

Tableau 7: description la fermente lactique lyophiliser étudier. (www.chr-hansen.com, s.d.)
(Voir annexe 06).

Fabricant Appellation commercial Description

Chr.Hansen CHN -11 Ferments pour fromage : culture de souche
mésophiles aromatique et acidificationrapide

avec un taux d'inoculation faible.

2.2.1. Préparation de lasus pensionmere
Nous avons introduit 0.5 g de ferment aseptiquement dans un tube stérile contentant 4.5 ml

d'eau peptonée tamponnée. Le mélange est ensuite agité au vortex. Cette suspension constitue alors

la dilution mére (DM) correspondant  la dilution 10" et 10”2 (Lebres et al., 2002).

Nous avons utilisé 1’eau peptonée tamponne afin d’obtenir une meilleure culture non
encombrée sur milieux gélose ce qui permettra par la suit un bon isolement des différentes souches

a partir des cultures mixtes.

2.2.2. Isolement et purification des souches

L’ensemencement a été réalisé en surface par 0,1 ml de chaque dilution sur différents milieux
de culture spécifiques aux bactéries lactiques : le milieu MRS (Man Rogosa Sharp) et le milieu

M17. Les boites ensemencées sont incubées a 30°C pendant 24a 48 heures.

On obtient des colonies distinctes qui vont servir par la suite a effectuer les différentes étapes

d’isolement et de repiques des souches lactiques afin de 1’identifier.

2.2.3. La purification des souches

La purification des colonnies (qui présente un aspect caractéristique a celui des bactéries
lactiques) a été réalisée par des repiquages successifs sur le milieu MRS (bouillon et gélose) et la

gélose M17.L’incubation des bactéries est faite a 30°C pendand 24h.
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0.5g du ferment lactique dans 4.5 ml d’eau

peptonée.

Ensemencement en
surface de la dilution
1071, 1072

> Purification

|

<

>

Ensemencement en
surface de la dilution
1071, 102

M17

Identification

Figure 16: Récupération des bactéries lactique a partir des ferments lactiques.

3. Identification des souches lactique

3.1. Identification préliminaire

Pour s’orienter pendant 1’identification des souches, il faut exploiter les caracteres de

différenciation des genres bactériens. Le choix de tests biochimiques a effectuer est fait en se

basant sur I’examen macroscopique, la coloration de Gram et test de catalase.

3.1.1. Examen macroscopique

I1 s’agit de décrire I’aspect des colonies a savoir leur forme, leur couleur et leur texture.

3.1.2. Examen microscopique

Il est basé sur I’observation microscopique qui permet de faire une étude morphologique des

cellules d’une espece microbienne.

e Examen a I’état frais : C’est une technique rapide et facile qui permet de voir la bactérie

vivante et d’apprécier sa mobilité, sa morphologie et son mode de groupement (Aouissi,

2010)

e La Coloration de Gram : La coloration de Gram est la méthode la plus couramment

utilisée dans I’étude et la classification des bactéries en fonction de la composition de leur

paroi.
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3.1.3. Test de catalase
La catalase est un enzyme présent chez la plupart des bactéries aérobies strictes et anaérobies
facultatifs (Delarras, 2014). Elle permet la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H,O, ; produit

toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries) :

H>0, > H,O+ %02

Mode opératoire

Placée sur une lame une goutte d’eau oxygénée et mettre une colonie en suspension. Le

dégagement de bulles de gaz indique la présence de la Catalase : test Catalase +.

3.2. Identification biochimique
» Test de Nitrate réductase
Ce test permet la mise en évidence de la production d’une enzyme respiratoire (Nitrate

réductase), qui réduit nitrate en nitrite par la bactérie a tester.

On effectue un ensemencement sur bouillon nitraté, a ’aide d’une pipette pasteur stérile, par
quelque goutte de la suspension bactérienne. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures. Apres
I’incubation ajoute 3 a 5 gouttes du réactif nitrate 1 puis réactif Nitrate 2, puis 1’agitation et

I’observation suivant :

e Le milieu devient rouge ou rose, les nitrates sont réduits en nitrites : Nitrates-réductase
positif.

e Le milieu reste incolore, on ajoute un peu de poudre de zinc : Le milieu reste incolore ;
Nitrate-réductase positif.

» Test mannitol mobilité

Cette expérimentent a permis d’étudier la fermentation du mannitol et la mobilité des

bactéries.

L’ensemencement des souches a été réalisé en percant centralement le fond de la gélose avec

une pipette pasteur.
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La fermentation du mannitol a fait passer la couleur du milieu du rouge au jaune. Les
bactéries mobiles se déplacent a partir de la ligne d’ensemencement créant un trouble dans le

milieu alors que les bactéries immobiles poussent uniquement le long de strie d’ensemencement.

(Gerhardt et al., 1994).

» Test de I’indole
Ce test s’effectué en introduisant dans de 1’eau peptonée exempte d’indole quelques gouttes de la
suspension bactérienne a I’aide d’une pipette pasteur incubé a 37°C pendant 24 heures. Apres
I’incubation ajoutée de réactif de Kovacs. La couche alcoolique se sépare de la couche aqueuse et
se colore alors en rouge : le test est indole +, soit elle est de couleur jaune (couleur de réactif) : le

test est indole - (Dellaras, 2014).

» Test TSI
Ensemencer a la pente de milieu TSI par une strie longitudinale, puis le culot par piqure
centrale a I’aide d’une pipette pasteur stérile, a partir de la suspension bactérienne. L’incubation

se fait a 37°C pendant 24 heures.

e Une coloration jaune de la pente indique un lactose +.

e Une coloration jaune du culot indique un glucose +.

e Une coloration jaune de la zone intermédiaire indique un saccharose +.

e S’il Yaune couleur noire, bulle de fissures dans le culot cela montre une H»S positif et gaz

positif, successivement.
> Testde VP et RM
La mise en évidence des voies fermentaires est de grande utilité pour le diagnostic des

microorganismes. Ce test opéré a partir d’une culture sur milieu Clark et Lubs qui servira a la
détermination des réactions de (VP) et (RM). Ensemencer un tube contenant le milieu Clark et
Lubs a I’aide de quelques gouttes de la uspension bactérienne, puis incubé a 37°C pendant 24 h, le

lendemain verser la moite du tube dans un autre tube stérile :

e L’un servira a la recherche de la réaction VP, aprés adjonction des réactifs VP1, puis VP2,
attendre environ 15 minutes puis noter la couleur, si elle vive au rouge orangg, il s’agit

d’une réaction positive.
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e [’autre servira a la recherche de la réaction RM, apres adjonction du réactif RM, s’il ya
virage de la couleur au rouge, il s’agit d’une réaction positive.

> Test de citrate

Le milieu citrate de Simmons ne contenant aucune source de carbone que le citrate. Ce test
permet de mettre en évidence I’utilisation de citrate comme seul source de carbone, par certaine
souche bactérienne ensemencer le milieu citrate de Simmons par strie sur la pente. Incubé a 37°C
pendant 24 heures. L utilisation du citrate devrait donc se traduire par une alcalinisation du milieu,

donc citrate positif (Joffin et al., 2006).

4. Etude de ’antibiorésistance

L’¢étude de la sensibilité¢ aux antibiotiques a été effectuée par I’antibiogramme standard :
réalisé selon les recommandations de comité de I’antibiogramme de la société francaise de

microbiologie CA-SFM (2010).

L’antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classe semi-quantitatives
est (Sensible S, sensibilit¢é modérée MS, Résistante R). Et d’orienter 1’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.

4.1. Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé a partir d’une culture pure et jeune (18 heures), Les colonies ont été
suspendues dans 2,5 ml d’eau physiologique stérile pour obtenir une culture bactérienne avec une

turbidité de 0,5 McFarland. (Voir Annexe 05).

4.2. Ensemencement par écouvillonnage (CA-SFM, 2019)
e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;
e Essorer I’écouvillon en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum ;
e Sur une boite de pétri contenant la gélose de Muller-Hinton, frotter 1’écouvillon sur la
totalité de la surface de la gélose de haut en bas et en stries tres serrés.
e Ré¢épéter I’opération trois fois en tournant la boit de 60° a chaque fois sans oublier de faire

pivoter 1’écouvillon sur lui —méme.
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¢ Finir ’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

v' Déposer les disques d’antibiotiques sur la gélose a 1’aide d’une pince stérile
appuyant doucement afin d'assurer un contact uniforme avec le milieu.

v’ Laisser les boites 20 minutes a température ambiante pour permettre une pré-
diffusion de I’antibiotique, puis les incuber pendant 18-24 heures a 37°C.

v’ La lecture se fait en mesurant avec précision les différents diamétres des zones
d’inhibition. Comparer ces résultats aux valeurs critiques de résistances
(Bouguerra, 2021).

v' Classer les bactéries dans I’une des catégories : Sensible (> 21mm), modérément
sensible (16 - 20 mm) et Résistante. (< 15 mm)

v" Interpréter les phénotypes de résistance aux antibiotiques.

Dans cette étude, nous avons utilis¢é 05 antibiotiques, appartiennent a différentes familles

représentées dans le tableau suivant.

Tableau 8: les différents disques d’antibiotique utilisé.

Antibiotique Charge/disques Famille Mécanisme d’action
Pénicilline (P) 10 g
Amoxicilline (Ax) 25 ug . Inhibition de la synthese

Bétalactamine

Céfotaxime(CTX) 30 pug du peptidoglycane.
Céfazoline (CZ) 30 ug

o ‘ Inhibition de la synthese
Colistine (CT) 10 ng Polymyxine ]

de paroi.

40



\\

\\‘ )

Resuiats et dlscui n




Résultats et discussion

1. Résultats

1.1.Résultat de dénombrement de FTAM

Le résultat de La numération de la flore aérobie mésophile totale a révélé des valeurs de 97x

10, 162x10° et 154x 10° UFC/ml, avec une moyenne de 137x10° UFC/ml.

1.2.Résultats de l'isolement des bactéries lactiques

> Sur le milieu MRS

Les colonies apparentes sur ce milieu sont de taille variable, de couleur blanc brillant, de
forme circulaire, lenticulaire. Nous avons isolées 5 souches et apres la coloration du Gram et le
test de catalase effectués sur ces souches, nous avons obtenus seulement 2 souches lactiques S1 et

S2 (tableau).
> Sur le milieu M17

Les colonies obtenues sur ce milieu sont de taille variable, de couleur blanche et blanche
creme, de forme circulaire ou punctiforme, plate ou bombé a pourtour régulier. Nous avons

sélectionné 5 souches lactiques : Gram positif, catalase négatif (F1, F2, F3, F4, F5) (tableau).

Une contamination bactérienne s'est produite pendant le processus d'isolement a partir du

yaourt dans le milieu MRS.
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Tableau 9: Résultat de I’examen macroscopique des souches isolées.

Milieu
Echantillon Souches Caracteéres culturaux
d’isolement
S| Colonies blanches forme coccbhacilles & contour
Lait cru MRS régulier.
S2 Colonies blanchatres, petite taille. A contour régulier.
Colonies circulaires, de petite taille (1 mm de diamétre,
F1 La couleur blanche de surface, lisse légérement
bombées et de contour régulier.
- Colonie blanche créme, circulaires. Lisses de petite
Ferment M17 taille.
lactique 1 Colonies lenticulaires, lisse. Blanches, petite a contour
régulier
F4 Colonies banches /trop petit.
Fs Colonies blanches circulaires, bombée. A contour
régulier

1.3.1dentification des souches isolées

1.3.1. Examen microscopique

L’examen microscopique apres coloration de Gram, nous a permis d’observer différents aspects
de coques et bacilles Gram positif. Les résultats de I’examen microscopique des souches est
représenté dans la figure n et le tableau n

Tableau 10: Résultat de 1'examen microscopique des souches isolées.

Souches Aspect microscopique
Gram Forme Association des cellules

S1 + bacille Courte chaine

S2 + bacille Petit chaine

F1 + Ronde Association en paire.
F2 + Ronde Court chaine

F3 + Ronde Court chaine

F4 A Coque Petit chainette

F5 + Ronde Court chaine

43



Résultats et discussion

L’ensemble de résultats macroscopique et microscopiques sont présenté dans le tableau.

Tableau 11: Photographies de 1’aspect macroscopique et microscopique des souches isolées.

Milieu

d’isolement Souches

MRS

M17
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1.3.2. Identification biochimique

> Test catalase

Nous avons remarqué une absence de dégagement de bulles d’air, ce qui confirme que

toutes les souches testées sont catalase négatif (figure 17).

ek ,
/:f%

Figure 17: Résultat de test catalase.

» Test nitrate réductase
Apres I’ajout des réactifs Nitl et Nit2, le milieu devient incolore, mais apres 1'ajout de la
poudre de zinc, nous avons pu observer une coloration rouge du milieu. Donc les souches sont

nitrate réductase négatif (figurel8).

Figure 18: Résultat de test nitrate réductase.

> Test mannitol

Le virage de I’indicateur coloré rouge de phénol du rouge au jaune témoigne 1’utilisation du

mannitol. De plus, la mobilité des souches est avérée par la formation de voiles autour de la piqlre
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centrale avec un trouble du milieu. Les souches testées présentaient divers aspects. Certaines sont

immobiles et mannitol” ; S1 et S2 et d’autre sont immobiles et mannitol” (figure19).

Figure 19: Résultat de test mannitol.

> 3.2.4. Test indol

Aprés l'ajout du réactif de kovacs, nous n’avons pas observé 1I’anneau rouge donc, toutes les

souches ne produit pas I’indol a partir de tryptophane (Figure 20).

Figure 20: Résultat de test indol.

» Métabolisme glucidique : TSI

Le test a donné des résultats positifs pour toutes les souches isolées, ce qui indique la
dégradation du lactose, du saccharose et du glucose avec la production de gaz (S1, S2 et F3) et

sans production de H>S (figure 21).
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Figure 21: Résultat de TSI

» Test de citrate Simmons
L’utilisation du citrate se traduit par un virage au bleu du milieu. Certaines souches sont
citrate * (S1, S2, F1, F2 et F4), d’autres par contre sont citrate” (F3 et F5) Donc pas d’utilisation du

citrate (coloration verte).

Figure 22: Résultat de citrate Simmons.

> Test de RM et VP

La voie des acides mixtes est mise en €évidence apres ajout du réactif de RM dans le milieu. Une
coloration rouge désigne un RM * ¢’est-a-dire une fermentation des acides mixte. Une coloration

jaune est un résultat négatif. Toutes les souches isolées sont RM " (Figure).
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La voie du butylene glycolique est mise en évidence apres ajout des réactifs VP I et VP II. Une
coloration rouge témoigne d’un VP* (S1, S2, F3 et F5) et la réaction négative est révélée par

I’absence de la coloration rouge F1, F2 et F4(Figure).

Certaine bactérie lactique sont capables de produire des composés d'arome (tels que le dé acétyle

et COy) des divers produits laitiers.

Figure 23: Résultat de test VP. Figure 24: Résultat de test RM.

Les résultats des tests biochimiques sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 12: Résultats des tests biochimiques des souches.

Sauche S1 S2 F1 |F2 |F3 |F4 F5
Cultures MRS | MRS | M17 | M17 | M17 | MRS | MRS
Lactose/saccharose | + + + + + + +
Culot Glucose + + + + + + +
Gaz (CO») + + - - I - _
HS - - - - - - -
Manitol + + - - - - -
Mobilité - - - - - - -
Indole - - - - - - -
Citrate Simmons + + + + - + -

48



Résultats et discussion

RM - - - - - - -

VP + + - - + - +

Positif + /negatif -

L’identification présomptive des souches (tableau) a été effectuée apres avoir comparé les
caractéres étudiés de nos souches avec ceux des bactéries de référence relevés sur Joffin et al.
(2001).

Tableau 13: Identification des souches lactiques isolées.

Code des souches Genre

S1 Lactobacillus
S2 Lactobacillus
F1 Lactococcus
F2 Lactococcus
F3 Leuconostoc
F4 Lactococcus
F5 Leuconostoc

1.4.Etude de ’antibiorésistance des souches isolées
Nous Avon testé la résistance des BL isolées (a I’exception du genre Lactobacillus géatés lors
de leur conservation) vis a vis 5 antibiotiques et la mesure de diamétre de la zone d’inhibition de
chaque souche pour chaque antibiotique testé permet de caractériser les souches comme étant

Sensible (= 21mm), modérément sensible (16 - 20 mm) et Résistante. (< 15 mm).

Les tableaux suivants montrent les résultats de I’antibiorésistance des souches lactiques

1solées.
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Tableau 14: Photographies des profils de résistances des souches isolées.

F1 : Lactococcus F2 : Lactococcus

F5: Leuconostoc
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Tableau 15: les résultats de résistance d'antibiotique des souches isolées.

Famille des

o Atb Symbole F1 F2  F3 F4 F5
antibiotique
B-lactame Amoxiciline AX R R R R R
Peniciline P R R R R R
Cefotaxim CTX S S S S S
Cefazoline CZ S S S S S
polymyxines  Colistine CT S S MS R Ms

R= Resistance S= Sensible MS= Modérément sensible

Le tableau montre que certaines souches présentent une résistance partielle (sensitive
intermédiaire) a certains antibiotiques comme la Amoxiciline, alors que la plupart des BL isolées
sont sensibles a la plupart des antibiotiques, a 1'exception de I'antibiotique pénicilline aux quels
toutes les souches sont résistantes, et de l'antibiotique Céphotaxime qui affecte toutes les souches.
I1 convient de noter que cette résistance et cette sensibilité trouvées dans notre étude peuvent étre

liées a la concentration de chaque antibiotique.

2. Discussion

Dans cette étude, 3 échantillons du lait cru de vache, et un échantillon de ferment industriel
lyophilisés pour I’ensemencent direct (DVS), ont été utilisés comme sources d’échantillonnage
afin d’isoler des bactéries lactiques, En effet, les produits laitiers et les produits fermentés en
général, représentent des sources incontournables pour I’isolement des bactéries lactiques
(Coeuret et al., 2003; Badis et al., 2004).

La FTAM nous renseigne sur la qualit¢ hygiénique du lait cru. C’est la flore la plus
dénombrée dans les analyses microbiologiques. Le dénombrement de la FTAM révele une
moyenne de 5x10"4UFC / ml.

Les charges maximales tolérées par les deux réglementations (Normes Francaise ou
américaines d’évaluation de la qualité du lait cru) sont respectivement 5.10° et 5.10* UFC / ml, mes

normes algériennes tolérent jusqu'a 10° UFC / ml. JORADP n° 35/98.
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Donc par rapport a nos résultats, nous pouvons déduire que le lait prélevé a une bonne qualité

hygiénique selon les normes mentionnées ci-dessus.

Dans notre étude, la croissance sur milieux selectifs MRS et M17 confirme que nos souches
appartenant aux bactéries lactiques. Selon Hoggs en 2005, les bactéries lactiques ont des besoins

nutritionnels complexes en acides aminés, peptides, vitamines, sels et glucides fermentescibles.

L’identification des souches lactiques isolées a été effectuée par la méthode d’identification
classique vu I’absence de galerie API systéme. Au cours de cette étude nous nous sommes
intéressés a déterminer les principales caractéristiques morphologiques et biochimiques des

souches isolés.

La détermination macroscopique des isolats bactériens présente des colonies de taille
variable, de couleur blanche et blanche créme, de forme circulaire ou punctiforme, plate ou bombé
a pourtour régulier. Et aprés coloration de Gram des isolats, Cocobacille et Cocci apparaissent

Gram positif, immobile. Ces résultats sont semblables a ceux obtenu par Badis ef al. en 2005.

Au cours de notre étude, L’identification des isolats a fait ressortir 7 souches de bactéries
lactiques dont deux souches Lactobacille ; Slet S2 (28,57%), trois souches Lactococcus ; F1, F2

et F4 (42,85%) et deux souches Leuconostoc ; F3 et F5 a (28,57%) (figure 25).
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Figure 25: Représentation graphique des souches isolées.
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Le profil biochimique a démontré que toutes les souches isolées sont catalase négatif, nitrate

réductase négatif, et indole-négatifs. Ces résultats sont accord avec ceux de SAIDI, 2017.

Concernant Le test TSI, nous avons trouvé que les souches S1 et S2 fermentent le lactose, le
saccharose, le glucose avec production de gaz, et sans production de I’H.S. Tandis que le reste des
isolats ne produisent pas de gaz. Ces résultats indique que S1 et S2 appartenant au genre

Lactobacillus.

Les résultats obtenus ont révélé que les souches S1, S2, F3et F5 fermentent le glucose par la
fermentation butanediolique en produisant I’acétoine qui est mis en évidence par le test VP. Par
contre les souches F1, F2 et F4 (Lactococcus) ont présenté un résultat négatif.

Selon Caplice et Fitzegerald en1999, La capacité des BL a utiliser le citrate est une caractéristique
technique recherché, son métabolisme et caus¢ par un exces de pyruvate intracellulaire grace a la
conversion de l'alpha -acétolactate en diacétyl acétoine ou 2-3butan diol ces composés agent
aromatisante importante dans certain produit laitier. Nous avons obtenu dans notre étude une
réaction positive au test citrate de simmons pour les souches Lactobacillus (Slet S2) et
Lactococcus (F1, F2 et F4), par contre les souches Leuconostoc (F3 et F5) sont citrate négatif. Ces
résultats sont conformes a celui obtenu par Drici et al., 2010.

Les discordances liées a la recherche de certains caractéres peuvent étre expliqués par une
mauvaise manipulation dont la contamination qui est un phénomene courant lors d’isolement des
bactéries au niveau du laboratoire qui est a I’origine de difficulté¢ d’avoir une souche pure, ou bien
ces discordances sont dues a la mutation qui nécessite une grande attention.

Comme nous ’avons mentionné précédemment, les souches identifiées ont ét¢ soumise a un
antibiogramme afin de déterminer la sensibilité et la résistance aux différents antibiotiques, les
résultats de la résistance des souches lactiques sont exprimés graphiquement dans 1’histogramme

suivant (figure 26).
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Figure 26: Représentation graphique de la résistance et la sensibilité des souches lactiques aux
antibiotiques.

La représentation graphique a révélé des résistances des souches a certains antibiotiques
appartenant a la classe des P-lactamines (Amoxicilline, pénicilline 100%). Par contre elles
présentent le phénotype sensible aux Céfazoline et Céfoxitine. Ces résultats sont conformes a ceux
rapportés par Rahmah et a/ en 2019 et Ben abbou en 2020, les auteurs ont montré que les genres
Leuconostoc, Lactococcus sont généralement sensibles.

Selon la littérature et les études de Rahmeh et al. En 2019, Lactococcus et Leuconostoc sont
généralement faiblement résistant aux f-lactamines.

Dans une étude menée par Morandi et al. (2013), les auteurs ont montré que les bactéries
lactiques d'origine alimentaire sont sensibles a la pénicilline et aux céphalosporines (céfazoline et
céfotaxime).

En ce qui concerne I’antibiotiques colistine de la famille polymyxines, nous observons qu’il
y a des souches qui présentent le phénotype sensible (Lactococcus, F4) et modérément sensible
(Lactococcus, F1 et F2) et d’autres présentent le phénotype résistant (Leuconostoc F3 et F5) qui
ont enregistré des pourcentages de 20%, 40%, 40% respectivement.

Des résultats similaires ont été obtenus par Zdolec et al. en 2011 et Zarour et al. En 2013
consernant la résistance des Leuconostoc a la colistine.

Il a été décrit dans la littérature et selon les travaux d’Ammor et al. en 2007, que la
sensibilité des bactéries lactiques donc I’efficacité de ’antibiotique est due a I’inhibition de la

synthese de la paroi bactérienne.
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Les discordances liées a la recherche de résistance ou de sensibilité des bactéries aux
différents antibiotiques peuvent étre expliquées par les erreurs au cours de la manipulation qui sont
liées aux : inoculum non standardisé qui traduit de fausses résistances, présence d’un contaminant,
mauvaise application des disques a la surface de la gélose.

D'apres les résultats obtenus, La résistance des souches lactiques (isolée a partir d’un ferment
lactique) aux antibiotiques confirme 1’intérét thérapeutiques des aliments fermentés. Selon Gevérs
et al. en 2003, Ces aliments peuvent servir de véhicule pour introduire un grand nombre de
bactéries non pathogénes résistantes aux antibiotiques dans le tractus gastro-intestinal (TGI)
humain. Ces bactéries peuvent interagir avec la microflore intestinale et disséminer des geénes

résistants aux antibiotiques.
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Conclusion et perspectives

Considérant que les bactéries lactiques sont parmi les bactéries les plus courantes, elles sont
trés importantes dans le processus de fermentation, et de stockage des aliments. Elles ont été
utilisées dans la fabrication de divers aliments tels que le fromage, le yaourt, le pain... Bien que
certains d'entre eux soient utiles, ils représentent un enjeu majeur de santé publique et de médecine,
c'est pourquoi de nombreuses €tudes existent sur les bactéries lactiques isolées du lait et de ses

dérivés et étudient leur résistance aux antibiotiques.

Dans cet apercu, notre étude paralléle a été congue pour identifier les bactéries lactiques
isolées du lait cru et récupérée des ferments lactiques par culture en milieu MRS et gélose M17.
L'étude a subi différents tests morphologiques et biochimiques pour I’identification, Choisis en
fonction de la possibilité de les réalisée tous au laboratoire, il ne nous était pas possible d’élargir
les caracteres, car les conditions du laboratoire étaient quand méme limitées en termes de milieux
et de réactifs. Puis nous avons testé la résistance des BL vis-a-vis des antibiotiques : céfotaxime,

pénicilline, céfazoline, colistine, amoxicilline...

La comparaison des résultats obtenus avec les caractéres morphologiques, et biochimiques
des bactéries a permis d’obtenir les genres suivants: Lactobacille (28,57%), Lactococcus

(42,85%) et Leuconstoc (28,57%).

L’étude de résistances des antibiotiques a été réalisée sur 5 souches des BL vis-a-vis 5
antibiotiques en utilisant I’antibiogramme standard. Cette étude présentent une forte résistance aux
B-lactamines ; pénicilline et Amoxiciline ; 100%. En revanche, nous avons obtenu une forte
sensibilité au céfotaxime et céfazoline ; 100 % de toutes les souches, et une grande variation dans
les régions lacunaires ou le diameétre le plus élevé a été observé 39 mm pour les céfotaxime. En ce
qui concerne 1’antibiotiques colistine de la famille polymyxines, nous avons observé qu’il y a des
souches qui présentent le phénotype sensible (Lactococcus, F4) et modérément sensible
((Lactococcus, F1 et F2) et d’autres présentent le phénotype résistant (Leuconostoc F3 et F5) qui

ont enregistré des pourcentages de 20% ,40%,40% respectivement.
En fin, les résultats de nos travaux permettent d’entrevoir de nouvelles perspectives

v Un travail sur des échantillons plus importants que les notres.

v" Tsoler les bactéries lactiques et tester 1’effet antagoniste vis-a-vis de germes pathogénes.
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Conclusion et perspectives

v' Identifier la nature de 1’agent inhibiteur.
v’ Tester les bactéries pathogénes vis-a-vis d’une large gamme d’antibiotiques utilisés en

thérapeutique.
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Annexe

Annexe 1 :

Milieu MRS :

Composition en g/l

POPIONE. ..o s 10
Extrait de viande .........ccocooiiiiiiii e 8

EXErait e LEVULE .. .eenee e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneee

GIUCOSE. . ettt ettt e e e 20
ACEate de SOAIUM ......u e e e e 5
Citrate d"amMONIUIM .. ...ttt e e e ettt et 2
Hydrogénophosphate de potassium .............oooiiiiiiiiiii e 2
Sulfate de magnésiume héptahydraté...............oooii i 0,2
Sulfate de manganése tétrahydraté................ooiiiiiiiii i 0.05
WO, . e Iml
N 10
Ph=6.5

Autoclavage 120°c, 20min

Annexe 2 :

Milieu M17

TIYPLONE. . .t 2.5
Peptone de SOJa.......oouiineiii i e 5
Extrait de viande..................oooiii 5

) B 1110 (USSP RO OPPRTROOPPRRRRPPR.

Peptone de viande......... ..o 2.5
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ACIAe ASCOTDIQUE. ...v et e 0.5
Extrait de [eVeure. ... ...oouiiii 2.5

Sulfate de MaNESTUME. ...ttt e e e e e e e e aaeenns 0.25

Autoclavage 120°c, 20min

Annexe 03 :

Technique de Coloration de gram

- Réaliser un frottis sur une lame en verre propre et Préalablement dégraissée.
- Colorer le frottis avec du violet de gentaine durant 1 min.

- Rejeter le colorant et ajouter le lugol 1 min.

- Rincer a I’eau.

- Décolorer a I’alcool 96 durant 10 secondes.

- Rincer abondamment a 1’eau.

- Faire une contre coloration avec la fuchsine diluée a 1/10 Durant 1 min.

- Rincer a I’eau.

- Observez avec une goutte d’huile a immersion objectif 100.

Annex 04 :

L'eau physiologie

L'eaudistillée ...........ccooiiiiiiiiii ... 1000ml
Chlorure de sodium...........coeviiiiiiiiiiiii i 9¢g

Annexe 05 :

Préparation Mac Farland Turbidity Standard (0.5)
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©BD  standard de turbidité préparé BBL ce
McFarland Turbidity Standard No. 0.5 8808421JAA

Voir le glossaire des symboles a la fin de la notice. 2005/02

Francais

APPLICATION

Les McFarland Standards (standards McFarland) servent de standards de turbidité pour préparer les
suspensions de microorganismes. Le standard McFarland 0.5 est notamment utilisé lors de la préparation
des inoculums bactériens pour les tests de sensibilité aux agents antimicrobiens.

RESUME ET EXPLICATION

L'une des premiéres applications des standards de turbidité fut d"estimer la densité des populations
bactériennes lors de la préparation des vaccins.' En 1907, McFarland a mis au point une série de solutions
de sulfate de baryum permettant d’estimer le nombre de bactéries présentes dans des solutions de
turbidité équivalente (déterminé par énumération sur boite de Pétri).*

La réalisation d'un test de sensibilité nécessite I'utilisation d’un inoculum standardisé. Le standard
McFarland 0.5 sert a la préparation des inoculums en dilution en gélose standardisée, a la macro et
microdilution en bouillon, & Ia procédure par diffusion sur disque et aux tests de sensibilité des
microorganismes anaérobies.**

PRINCIPES DE LA METHODE

Les standards de turbidité se préparent en mélangeant des produits chimiques qui précipitent pour
former une solution de turbidité reproductible. * Les standards McFarland sont préparés par ajout d'acide
sulfurique & une solution aqueuse de chlorure de baryum, ce qui entraine la formation d'un précipité de
sulfate de baryum en suspension.

Le standard McFarland 0.5 correspond approximativement & une suspension homogéne d'Escherichia coli
de 1,5 x 10° cellules par mL.?

REACTIFS

McFarland Turbidity Standard No. 0.5

Formule approximative par 100 mL d'eau purifiée

Acide sulfurique, 0,18 M ...
Chlorure de baryum, 0,048 M .
Avertissements et précautions
Réservé au diagnostic in vitro.
Quvrir avec précaution les tubes étroitement bouchés pour ne pas risquer d'étre blessé par un bris
de verre.

Respecter les technigues d'asepsie et prendre les précautions en vigueur contre les dangers
microbielogiques. Aprés utilisation, stériliser & I'autoclave les tubes préparés, les récipients ayant contenu
des échantillons et tout autre matériel contaminé avant de les éliminer.

Instructions pour la conservation : Dés réception, conserver les tubes dans I'obscurité, 3 une température
comprise entre 2 et 25 °C. Ne pas les congeler ni les surchauffer. Laisser s’équilibrer jusqu’a température
ambiante avant utilisation.

Détérioration du produit : Ne pas utiliser les tubes s'ils présentent des signes de contamination
microbienne, décoloration ou évaporation, ou d'autres signes de détérioration.

METHODE

Matériaux fournis : McFarland Turbidity Standard Ne. 0.5

Matériaux requis mais non fournis : Milieux de culture auxiliaires, réactifs, souches de contréle de qualité
et matériel de laboratoire requis pour cette méthode.

Mode opératoire du test : Agiter vigoureusement le standard de turbidité sur un mélangeur & vortex
immédiatement avant I'emploi.

Sous un éclairage adapté, comparer la turbidité d'une suspension bactérienne 2 celle du standard en

examinant les tubes sur un fond blanc barré de lignes de contraste horizontales noires.

Le standard de idité peut servir & un turbidimétre électronique.

Contréle de qualité par l'utilisateur :

1. S'assurer que les tubes ne présentent aucun signe de détérioration, comme indiqué a la rubrique
« Détérioration du produit ».

2. Aprés agitation vigoureuse sur un mélangeur 4 vortex, contréler la densité du standard de turbidité
en mesurant I'absorbance au spectrophotometre avec un chemin optique de 1.cm et une cuvette
adaptée. L'absorbance & 625 nm doit &tre comprise entre 0,08 et 0,10.

Effectuer les contréles de qualité conformément aux régl i et/ou inter

aux exigences des organismes d’homologation concernés et aux procédures de contréle de qualité en

vigueur dans I'établissement. Il est recommandé & I'utilisateur de consulter les directives NCCLS et la
réglementation CLIA concernées pour plus d'informations sur les modalités de contréle de qualité.

RESULTATS

Le standard McFarland 0.5 est notamment utilisé lors de la préparation des inoculums bactériens

standardisés pour les tests de sensibilité aux agents antimicrobiens.™

LIMITE DE LA PROCEDURE

L'exposition du standard a la lumiére lors du stockage risque d'affecter les valeurs de turbidité.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Les caractéristiques de performances de tous les lots de McFarland Turbidity Standard No. 0.5 sont testées

en usine pour vérifier que I'absorbance se situe au sein de |"éventail de valeurs admissibles.

itations r

CONDITIONNEMENT

IN® réf. Description

297298 BBL McFarland Turbidity Standard No. 0.5, coffret de 10 tubes de taille K
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Anexe 6 :

Description la fermente lactique lyophiliser étudier www.chr-hansen .com
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Résumé

Résumé

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans 1’industrie, elles sont largement
utilisées dans 1’¢laboration des produits alimentaires par des procédés de fermentations lactiques.

Le but de cette étude était de tester la résistance de certaines souches de bactéries lactiques
aux antibiotiques.

En recherchant des bactéries lactiques issues de produits laitiers (lait cru) et en récupérant
des ferments lactiques, nous avons obtenu 7 souches Gram positif et catalase négatif, que nous
avons purifiées et conservées, puis procédé a 1'ldentification. Les tests ont été conduit 3 genres :
Lactobacillus (28,57%), Lactococcus (42,85%) et Leuconostoc (28,57%).

Le profil de résistances des souches isolées aux antibiotiques a montré que les bactéries
lactiques avaient une résistance ¢élevée a la pénicilline et amoxiciline ; avac un pourcentage 100%
et une faible résistance au céfotaxime et cefazoline 0% et autre antibiotique colistine 20%.

Ces bactéries pourraient &tre utilisées pour fabriquer des produits de santé spécialement
congus pour prévenir les infections gastro-intestinales causées par des bactéries résistantes aux
antibiotiques.

Mots clés : bactéries lactiques, intérét des bactéries lactiques, antibiotiques, résistance aux
antibiotiques.

Summary

Lactic acid bacteria are of great interest in industry, they are widely used in the production
of food products by lactic fermentation processes.

The aim of this study was to test the resistance of certain strains of lactic acid bacteria to
antibiotics.

By looking for lactic acid bacteria from dairy products (raw milk) and recovering lactic
ferments, we obtained 7 Gram positive and catalase negative strains, which we purified and
preserved, then proceeded to the Identification. The tests were conducted 3 kinds:

Lactobacillus (28.57%), Lactococcus (42.85%) and Leuconostoc (28.57%). The resistance
profile of the isolated strains to antibiotics showed that the bacteria lactic acid had high resistance
to penicillin and amoxicillin; with a percentage of 100% and low resistance to cefotaxime and
cefazolin 0% and other antibiotic colistin 20%.

These bacteria could be used to make health products specifically designed to prevent
gastrointestinal infections caused by bacteria resistant to antibiotics.

Keywords: lactic acid bacteria, interest of lactic acid bacteria, antibiotics, antibiotic
resistance.
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Titre : Etude de la résistance des bactéries lactiques aux antibiotiques

Résumé

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans 1’industrie, elles sont largement
utilisées dans 1’¢laboration des produits alimentaires par des procédés de fermentations lactiques.

Le but de cette ¢tude était de tester la résistance de certaines souches de bactéries lactiques
aux antibiotiques.

En recherchant des bactéries lactiques issues de produits laitiers (lait cru) et en récupérant
des ferments lactiques, nous avons obtenu 7 souches Gram positif et catalase négatif, que nous
avons purifiées et conservées, puis procédé a I'ldentification. Les tests ont été conduit 3 genres :
Lactobacillus (28,57%), Lactococcus (42,85%) et Leuconostoc (28,57%).

Le profil de résistances des souches isolées aux antibiotiques a montré que les bactéries
lactiques avaient une résistance élevée a la pénicilline et amoxiciline ; avac un pourcentage 100%
et une faible résistance au céfotaxime et cefazoline 0% et autre antibiotique colistine 20%.

Ces bactéries pourraient étre utilisées pour fabriquer des produits de santé spécialement
congus pour prévenir les infections gastro-intestinales causées par des bactéries résistantes aux
antibiotiques.

Mots clés : bactéries lactiques, intérét des bactéries lactiques, antibiotiques, résistance aux
antibiotiques.
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