REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MOHAMED BOUDIAF - M’SILA

FACULTE DES SCIENCES : DOMAINE : SCINCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE & BIOCHIMIE ' FILIERE : SCIENCES BIOLOGIQUES

o. e ———T .
N°: élurall - B> 200 dnols OPTION : MICROBIOLOGIE APPLIQUEE

Meémoire présenté pour 1’obtention
Du dipléme de Master Académique

Par : Rahrah Salssabil, Toumi Chaima, Touir Farida

Intitulé

Isolement et identification phénotypique des Lactobacillus
isolés a partir de Jben traditionnel et étude de I'effet

antibactérien vis-a-vis de Listeria monocytogene

Soutenu devant le jury composé de :

Dr. GUETOUACHE Mourad Université Mohamed Boudiaf M’sila Rapporteur
Dr. ARIECH Mounira Université Mohamed Boudiaf M’sila Examinateur

Pr. MEDJEKAL Samir Université Mohamed Boudiaf M’sila Président

Mlle. NAIDJI Meriem Universit¢ Mohamed Boudiaf M’sila Co- Rapporteur

2023/2024




REMERCIEMENTS

Nous tenons a remercier en premier lieu « notre Dieu » qui nous a donné la

santé, la volonté, le courage et la patience tout au long de nos études.

Tout d’abord, ce travail ne serait pas aussi riche et n’aurait pas pu voir le jour

sans 1’aide et ’encadrement de Mr. GUETOUACHE MOURAD,

On le remercie pour la qualité de son encadrement exceptionnel, pour sa

patience, sa rigueur et sa disponibilité durant notre préparation de ce mémoire.
On remercie Naidji Meriempour son soutien et son appui.
On tient a présenter nos sinceres remerciments a tous les membres du jury :
Mme. Areich Mounira De nous avoir fait I"honneur de presider le jury.
Mr. Medjkel d’avoir pris le temps d’examiner
Nous remercions également toute 1’équipe du laboratoire.

Enfin, nos profonds remerciements s'adressent a toutes les personnes ayant

contribue de prés ou de loin a la réalisation de ce modeste travail.



slaaY)
SE SRR [T\ [
"opaladl G all dllaaadl o)) aad e s AT "
Bgdoue 31dal) O™y B phond! (S0 g 8p0nd A J1 (S5 o) (otsl @0 Sik59s galag e g el ST
doti JI Jlou oual gl g1 b ol o) p ol COSTIB) ol g ol o alll: oy Lgalady Lgali SO gl

& el Slike Jig o8 (o3l 8801 s Iy (o) i Jg Jg) S

R 9

Sl s Loty Sl oF all damf OLaaWU (dnon Gy, giaed! Cibg o) g sld! Lo o)) all el

(22 @ (T hipd Jlopll slgg Blad! sS30 ey Jlew gual. S LeSSlonias alel A g5 SCa))
St ‘; [LJ9

R 9

Y

@l g5ty 29y I 5l 5 20 UG ezt salialr Y Conl 9 Do e Gl O (2 Ao Lo
prea | .‘J\};ﬁ J.o.’ 9 0 dlqr)g)\fp‘ﬂ\ 9 },.aj\ 9 Sjﬂ\ &S.o.l.c
@3@5 23575 L)yl 3L S Cdye o g\j ‘y&‘ﬁ\ @;\su\j a.o.uﬁ\ gxu‘ el 3\5 Il L;a\ é\

ozt sl oda &9 )\j—i‘a]\ LIy oy



Sommaire

UL ettt ettt ettt b et et et et a et et et et et et et et et ere ettt ere e [
AADSETACT. ...ttt bbbt bbb I
RESUIMIE ...ttt bbbt bbb bbb e bttt b st et b et et iii
LiSte des @DIEVIALIONS .........cviuiiieieiiitc ettt iv
LISEE ES FIGUIES ...ttt bbbttt bbbttt eneas %
LiStES 0ES TADIEAUX . .......eviitiieieiiee ettt Vi
INEFOAUCTION ..o b et b bbb e 1
Chapitre I. Etude DIblIographiqUE..........ccviiiieiiiie e 2
1.1 Produits laitiers traditionnels :............ooiiiiieiiiee e 2
N | 1< IR USSP PPTUURURUROPORPR 3
1.2.1. Préparation de JDEN : ........oooiiiiiiie e 3
1.2.2. Caractéristiques physiques et chimiques du Jben & ........ccccccvvevviievieve e, 4
1.2.3. MiICrOFIOre de JDBN ..o 4
1.3. LeS DACLErIES IACTIQUES......cvveiveeie et nns 5
1.3.1. caractérestique géneral des bacteries laCtiqUe:.........ccovevverereiercce e, 5
1.3.2. ClASSITICALION. ... 5
1.3.3. Habitat de 1aCtobacillus:...........ccooiiiiiii e 8
1.3.4. Méthodes d'étude et d'identification des bactéries lactiques............ccccvevvvennnne. 8
1.3.5. Meéthodes PhENOLYPIGUES: «....ooveieieiece e 9
1.3.6. MEthOdEeS GENOLYPIGUES: .....veiiierieiiie ettt 9
1.4. LiSteria MONOCYLOGENES : ....cveieeiveeieetee e iteette e e ste s ste et be e sre e tesne e reenee e 11
1.4.1. [ TS (0 [0 U= OSSPSR 11
1.4.2. HADITAL ... s 11

1.4.3. Caractéristiques DIolOgIQUES : ......cooviiiieiieeee e 12



1.4.4. Les caractéres biochimiques et CUltUrauX: ..........ccccveveiiieiieie e 13
1.4.5. Pouvoir pathogéne et implication dans la contamination alimentaire : ........... 14
1.4.6. Listeria monocytogenes dans le Lait et les produits laitiere :.............cccceveee. 15
1.5. Les bactériocines des bactéries laCtiqUES ..........cceveiieieeiecic e 15
1.5.1. Définition et caractéristiques PrinCipales...........coccvveveiieiieeve e 15
1.5.2. NOMENCIATUIE ...ttt 16
1.5.3. NBLUE L.ttt st e e st e e e sab e e e nnb e e e nnre e e e 16
1.5.4. (08T - 101 1 (0 S PSS 16
1.5.5. Propriétés des DaCteriOCINES: ........ccvcveiieie i 16
1.5.6. ClaSSITICALION: ..o 17
1.5.7. MOAE A’ ACHION ... 17
Chapitre 1. Matériel et MEtNOUES : ........cooeiiiriiieie e 21
IL11. ODjJectif de I'6tUR & ...ceoeeieece e 21
R =13 VoL | [o T o= OO 21
I1.1.3.  Analyse microbiologiqQUe :........ccveieeieiieie e 21
11.1.4.  Analyse préliminaire des iSOIats : .........ccoviiiieinenise e 23
I1.L1.5.  L'activité antimicrobienne des isolats LAB contre les agents pathogenes
d'origine: 25

I11.1.6.  Test d’interaction entre les bactéries lactiques et listéria monocytogene :......26
Chapitre 1. RESUIAtS et DISCUSSION ......cveuiriiiiiieiisiesieieeste e 30
L1, Analyse MICrobIOIOgIE : ..o 30
I11.1.1. Examen macrobiologie et microbiologie .........cccevieviiiiiiiiie e, 30
I1.1.2.  Teste DIOChIMIQUE: ......cveiieie e e 31
HLL.3. PUMTICALION [ttt 32
I S ot (0 o (= (7 10 1] - UL =SS 32
I11.1.5. Test d’interaction entre les bactéries lactiques et listeria monocytogene : ...... 33
I11.1.6.  Test de dégradation dES SUCIES :........ccueieeiieerieiieesieereseesteeee e e sre e sree e eneeenas 34



Conclusion.........cccccvevveinnee.
Références bibliographiques

ANNEXES .. eeeeeeens



gdla

sie (8 dagial o (535 (i) 12 (e aga s a8 Gl Call m Lull A 0 el LY cladie (e
Ac siie 3ok aladiuly il el (e (3lalia

oo ) e 5SG &l el oaslon s el G gil) ) Caagt s Al 435 A Al pall o3y sl
o) Gl Gman Ly Sy il e saulill uall (S 55 (8 Jay il Saall 5alime o) g ) e 5 5008 &y i€, YL
Lllu 5 ol 2l daa 50) LactobaCillusg st cse ¥ o J seanl) #Ul e cApliasS sall s dpa sl sd ) gl < Laia¥) )
Le a5 Leidsi o5 A (VLS

L el Y Gal) auza Ui Ualis o jedal 80 jmal) cpalll U pais oyl (o L i€l aliadll Jaliall el jlaal) ¢ yelal
Caat Ay g LS je z L) A (e Alle Apdayin B 508 Lgie Y je [0 Cuiw Cus ¢ Listeria monocytogenes g s o«
O 5 ASLL

(s S ¢ Oalll (ana L S el 5 Saall 33liaall ) sall <L actobacillus «ssll Gaadl sdalidal) cilalsl)
Listeria monocytogenes.



Abstract

Among the traditional Algerian dairy products, traditional cheese stands out as
an important part of human diet, made in several regions of Algeria using various

methods.

This study was conducted in the wilaya of M'sila and aims to characterize this

cheese physically, chemically, and microbiologically. The focus was on searching

for bacterial strains capable of producing antimicrobial substances within the

traditional cheese.

Lactic acid bacteria were isolated based on their morphological and biochemical
profiles, allowing for the acquisition of strains of the type Lactobacillus (Gram-

positive and catalase-negative) which were purified and stored.

Antibacterial activity tests showed that the isolated lactic acid bacteria strains
exhibited inhibitory activity against pathogenic isolates of Listeria monocytogenes.
Ten of these isolates demonstrated a high inhibitory capacity through the production

of bioactive compounds called bacteriocins.

Keywords: traditional cheese, Lactobacillus, antimicrobial substances, lactic

acid bacteria, bacteriocins, Listeria monocytogenes.



Résumé

Parmi les produits laitiers traditionnels algériens, le fromage traditionnel se distingue comme
une partie importante de I'alimentation humaine, fabriqué dans plusieurs régions d'Algérie en

utilisant des méthodes variées.

Cette étude a été réalisée dans la wilaya de M'sila et vise a caractériser physiquement,

chimiquement et microbiologiquement ce fromage. L'accent a été mis sur la recherche de souches

bactériennes capables de produire des substances antimicrobiennes dans le fromage traditionnel.

Les bactéries lactiques ont été isolées sur la base de leurs profils morphologiques et
biochimiques, permettant d'obtenir des souches de type Lactobacillus (Gram-positives et catalase-

négatives) qui ont été purifiées et stockeées.

Les tests d'activité antibactérienne ont montré que les souches de bactéries lactiques isolées
présentaient une activité inhibitrice contre les isolats pathogenes de Listeria monocytogenes. Dix
de ces isolats ont montré une forte capacité inhibitrice grace a la production de composés bioactifs

appelés bacteriocines.

Mots-clés : fromage traditionnel, Lactobacillus, substances antimicrobiennes, bactéries

lactiques, bactériocines, Listeria monocytogenes.
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Introduction

Introduction :

En Algérie, la consommation de lait et de ses derives est tres élevée, atteignant en moyenne 120
litres par habitant en 2013, bien au-dessus des 83 litres en Tunisie et des 64 litres au Maroc (Kacimi
et Hassani, 2013). Cette forte consommation se traduit par une diversité de produits laitiers
consommés, allant du lait reconstitué ou recombiné aux yaourts et au lait caillé. Par ailleurs, la
transformation commerciale du lait de vache en produits traditionnels locaux tels que Raib, Lben,

Klila, la créme, le beurre frais et le J'ben est largement répandue (Badis et al, 2004).

Le fromage occupe une place essentielle dans Il'alimentation algérienne, apportant un équilibre
nutritionnel grace a sa richesse en lactose, lipides et protéines (Walther et al, 2008). Les bactéries
lactiques jouent un role crucial dans l'industrie laitiere et la fermentation d'autres produits
alimentaires, favorisant le développement d'arémes et de textures spécifiques tout en garantissant
une sécurité alimentaire optimale (Tabak et Bensoltane, 2012). Utilisées depuis des générations
dans la production d'aliments fermentés tels que les fromages, charcuteries, boissons et pain, ces
bactéries non pathogenes se retrouvent dans différents environnements naturels (Badis et al, 2005).
De plus, les bactériocines, des protéines produites par les bactéries lactiques, présentent une
activité antibactérien notable, notamment contre Listeria monocytogenes (Dalet, K 2000).
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Partie Bibliographique Chapitre | : Etude bibliographique

Chapitre I. Etude bibliographique

1.1. Produits laitiers traditionnels :

Le lait occupe une place centrale dans la tradition africaine. C’est un aliment prestigieux,
caracteristique des sociétés pastorales. Les femmes jouent un réle clé dans la transmission des
techniques liées aux produits laitiers, qu'il s'agisse de la traite, de la fermentation, de I'écrémage
ou du barattage. Le lait devient ainsi le symbole de la culture africaine, étant a l'origine de
nombreux produits et de recettes culinaires variées. On le consomme sous différentes formes : lait
frais, lait caillé, creme de beurre, huile de beurre, boissons lactées, bouillies, ou couscous... Cette
tradition est profondément enracinée dans des régions spécifiques, entre des groupes sociaux et
des cultures locales. Les produits laitiers deviennent donc un reflet d'identités distinctes. (Duteurtre
G ,2009)

Les produits laitiers occupent une place centrale dans l'alimentation humaine dans les pays
africains. En Algérie, divers produits laitiers sont fabriqués de maniere traditionnelle dans le but
de préserver le lait pour une utilisation future. Parmi les produits laitiers traditionnels algériens les
plus connus sur le plan commercial, on trouve le Raibe, le L’ben, le yaourt, le fromage et le beurre.

(Benkerroum et Tamime, 2004).

Le taux de consommation des produits laitiers en Afrique n’a pas beaucoup changé au cours
des vingt dernieres années (OCDE-FAOQ, 2019). Il représente 8 % pour les produits laitiers frais et
la poudre de lait écrémé, et seulement 4 % pour le beurre et le fromage. En revanche, dans les pays
asiatiques, qui contribuent a la moitié de I'augmentation de la consommation mondiale de produits
laitiers, la situation est différente. Outre la croissance démographique, trois facteurs principaux
expliguent l'augmentation de la consommation dans ces pays (FAO, 2013) : i) I'augmentation du
revenu moyen, ii) l'urbanisation croissante qui conduit a une occidentalisation des habitudes
alimentaires, et iii) les progrés techniques qui facilitent la distribution des produits laitiers
(méthodes d'emballage, chaines logistiques, respect de la chaine du froid, etc.). (Chatellier V,
2020).

La fermentation lactique est un processus par lequel des bactéries lactiques décomposent le
glucose de maniére incomplete en I'absence d'oxygéne, produisant de I'acide lactique et libérant

de I'énergie qui permet a ces bactéries de se multiplier. (Diouf, P. B., & Diouf,2022)

Ce processus est largement utilisé dans l'industrie laitiére pour la production de fromages et de
yaourts. De plus, lorsque les cellules musculaires manquent d'oxygéne, elles peuvent également

recourir a la fermentation lactique pour obtenir de I'énergie. (Diouf, P. B., & Diouf,2022).
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1.2. Jben:

Le J'ben est I'une des variétés traditionnelles les plus populaires, et sa méthode de fabrication
reste utilisée de nos jours. On observe une augmentation de sa consommation dans les zones
steppiques, grace a ses propriétés organoleptiques et nutritionnelles agréables, issues d'une

microflore indigéne qu'il est essentiel de comprendre. (Dahou et al., 2015)
1.2.1. Preéparation de jben :

Des tests ont été menés pour préparer ce produit en utilisant du lait pasteurisé inoculé avec des
cultures lactiques sélectionnées. La méthode de préparation comprend l'inoculation du lait
pasteurisé avec un levain a un taux de 3%, l'ajout de présure apres que le lait ait atteint une acidité
de 20 a 25 degrés Dornic, le moulage du caillé a un pH compris entre 4,4 et 4,6, le démoulage du
fromage une fois qu'il atteint une teneur en matiere seche de 22 a 30%, et enfin une phase de
séchage pendant 24 heures a température ambiante. Pour le jben salé, le sel (1,5%) est ajouté par

saupoudrage apres le démoulage. (Hamama et al.,1995).

Jben
Beurre
Lben
Egouttage
Lait caillé Coagulation
Maturation Fermentation spontanée

T° ambiant|24-72h

Lait cru

Figure 1:Schéma de la fabrication des produits laitiers traditionnels (Benkerroum et Tamime,
2004)
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1.2.2. Caracteéristiques physiques et chimiques du Jben :

Un grand nombre de ces fromages sont produits avec du lait cru dans de petites fromageries
artisanales, en respectant des réglementations mises en place et surveillées par une appellation
d'origine. La qualité microbienne des fromages fabriqués avec du lait de brebis cru est déterminée
a la fois par la qualité de la matiere premiere et par le processus de fabrication. Les caractéristiques

microbiologiques du lait de brebis différent de celles du lait de vache a plusieurs égards.

Le fromage frais « Jben » n'a pas de caractéristiques précises en raison des méthodes
artisanales utilisées pour sa fabrication, qui reposent principalement sur le savoir-faire acquis par

une longue expérience. (Salmeron et al., 2002)

La saveur particuliere et les propriétés organoleptiques typiques des fromages « Jben » au lait
cru sont associées a des caractéristiques physico-chimiques spécifiques du lait cru, liées a la race
et a la nutrition des vaches laitiéres, au processus de fabrication du fromage traditionnel de base et

a la microbiote naturelle. (Poznanski et al., 2004).

La variation dans la fabrication du fromage « Jben » conduit a une grande différence dans
la composition chimique du produit. Les valeurs chimiques genérales du fromage commercial sont
indiquées en moyenne. Le pH (moins de 4,2) et I'acidité titrable (plus de 0,9%) sont les parametres
les moins variables dans le fromage « Jben ». Cependant, le contenu total en matiéres solides dans
le « Jben » est le facteur le plus variable, car il dépend de la durée de drainage du caillé Puisque
donné que les lipides, le lactose et les protéines sont les principaux composants des matiéres
solides dans le « Jben », ils sont directement influencés par les variations de ces dernieres.

(Benkerroum et Tamime 2004).

Jben est également fabriqué a partir de lait pasteurisé. Les caractéristiques finales du
fromage traditionnel « Jben » varient et sont influencées par la méthode de préparation. La

microflore du fromage est dominée par les LB (Mouna et al., 2005)
1.2.3. Microflore de Jben :

Les micro-organismes présents dans le lait et les produits laiterie en générale « Jben » ont joué
un réle fondamental dans sa transformation et sa conservation au fil du temps. Depuis des époques
tres anciennes, les laits fermentés « Jben » sont consommeés par différentes cultures. Avec I'ajout
de la présure, les bactéries naturelles du lait ouvrent la voie a la production d'une grande variété

de fromages. « Jben » (Dahou et al., 2015).

La technique d'électrophorese sur gel a gradient de dénaturation (PCR-DGGE) a été utilisée

pour étudier la diversité des LB dans le fromage « Jben », ou les cultures traditionnelles ont
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principalement montré la présence de Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus et Pediococcus pentosaceus.

(Van Hoorde et al., 2008).
1.3. Les bactéries lactiques

Les BL sont constitués de différents groupes de bactéries ayant un métabolisme purement
fermentatif. Trois types de métabolisme peuvent étre observés : homofermentaire (plus de 90%
des produits de fermentation sont de I'acide lactique), hétérofermentaire facultatif (production
d'acide lactique seul ou associé a de l'acide acétique) ou hétérofermentaire strict (production
d'acide lactique, d'acide acétique, d'éthanol et de CO2). (Mozzi et al., 2015). Ces bactéries sont
présentes dans des milieux riches en nutriments, ou elles ont la capacité de coloniser différents
produits alimentaires tels que les produits laitiers, la viande, les poissons, les végétaux, les
ceréales, les boissons, I'eau et le miel. Ils sont aussi visibles dans le processus d'ensilage, dans la

flore buccale, intestinale et vaginale des étres humains et des animaux. (Rokop et al., 2015).
1.3.1. Caractérestique général des bactéries lactiques:

Les organismes vivants, procaryotes, Gram positifs, hétérotrophes et chimio-organotrophes,
sont appelés les BL. En général, elles ne sont pas mobiles, ne produisent jamais de spores et
réagissent négativement a la catalase et a I'oxydase. 1l s'agit d'organismes facultatifs anaérobies et
micro-aérophiles. (Tailliez, 2001). Les bactéries lactiques, également connues sous le nom de
bactéries de l'acide lactique, se distinguent par leur capacité a fermenter les glucides en générant
de l'acide lactique.

Les BL sont des micro-organismes anaérobies quitolérent I'oxygéne dans une certaine
mesure. Leur métabolisme, ainsi que leur croissance, leur survie et l'intégrité de leur ADN, sont
influencés par l'oxygene. Deux types d'oxydases a NADH sont présents chez les bactéries

lactiques, ces enzymes permettent de réduire I'oxygene en H202 ou en H20. (Ammor et al., 2006).

Les besoins nutritionnels complexes des BL comprennent des acides aminés, des peptides, des

sels, des vitamines, des acides gras et des glucides fermentescibles.
(Dellaglio et al., 1994).
1.3.2. Classification

L'homologie des séquences de I'ARN ribosomique (16S) a été introduite dans le Manuel de
Bergey, cité par Amrouche (2003), pour la nouvelle classification des genres de BL. Les différents

genres de BL sont les suivants :
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Phylum B XIII: Fermicutes.
Classe I11: Bacilli.
Ordre I1: Lactobacillales.
Famille I: Lactobacillaceae.
Genre I: Lactobacillus.
Genre Il: Pediococcus.
Famille I11: Camobacteriaceae.
Famille IV: Enterococaceae.
Genre |: Enterococaceae.
Genre |: Tetragenococcus.
Genre IV: Vagococcus.
Famille V: Leuconostococaceae.
Genre I: Leuconostoc.
Genre 11: Oenococcus.
Famille VI: Streptococaceae.
Genre |: Streptococcus.
Genre |1: Lactococcus.

Les criteres moléculaires tels que la comparaison des séquences codant pour les ARN 16 S
ribosomiques sont utilisés pour la classification, et les etudes basées sur ces critéres moleculaires

ont permis de classer les especes de la maniére suivante :

La composition des peptidoglycanes (PTG) permet d'identifier le type d'especes en fonction de

la nature de la liaison peptidique.

En mesurant la composition de I'ADN par hybridation, on peut distinguer les genres et les
espéces entre eux. Le pourcentage de bases Guanine + Cytosine (GC) permet de rapprocher les
genres streptococcus (34-46%), leuconostoc (36-43%), et pediococcus (34-42%). (Schleifer, 1986:
Farrow et al, 1989). Selon le tableau 1 (Scardovi, 1986), le pourcentage de (G-C%) des espéces
du genre lactobacillus est trés variable et oscille entre 32 et 53% d'une espéce a l'autre. Toutefois,
il est possible de regrouper les especes des genres Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc ou
Streptococcus dont le G-C % de I'ADN est inférieur a 50% dans la branche des Clostridium avec
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Bacillus, et de les separer de la branche des Actinomycétales avec un G-C % supérieur a 50%, y

compris Propionobacterium et Bifidobacterium. (Stackebrandt et Teuber, 1988)

Tableau 1: les différents genres de bactéries lactiques

Cellules Fermentation ADN Références
G-C (%)
Forme Arrangements
Coques Chaines Homolactiques | 34-46 SCHLEIFER,
1986
Coques Chaines Hétérolactiques | 36-43 FARROW et
al., 1989
Coques Tétrade Homolactiques | 34-42 SCHLEIFER,
1986
Bacilles Chaines Homolactiques | 32-53 KANDLER et
et Hétérolactiques WEISS, 1986 a
eth

Un arbre phylogénique représente les relations phylogénétiques entre les divers genres de

bactéries lactiques (figure 2).
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Figure 2:Arbre phylogénétique des bactéries et comparaison avec les genres Aerococcus, Listeria,
Staphylococcus et Bacillus ( Axelsson,2004)

1.3.3. Habitat de lactobacillus:

La famille des bactéries lactiques est un groupe bactérien tres répandu dans la nature, se
retrouvant dans des environnements variés tels que les produits laitiers fermentés, les viandes, les
végétaux, les voies gastro-intestinales et urogénitales des humains et des animaux, ainsi que dans
le sol et I'eau (Liu, W et al., 2014).

Au fil du temps, les bactéries lactiques se sont adaptées a différents habitats, passant de leur
présence initiale dans le sol et sur les plantes & l'intestin des mammiféres. L'intestin des
mammiferes abrite en effet plus de 100 billions de micro-organismes, communément appelés
microbiote (Hooper L.,2010).

Le microbiote joue un rdle crucial dans la santé en favorisant le métabolisme, la digestion et le
renforcement du systeme immunitaire. Le péristaltisme intestinal favorise l'adhésion des bactéries
lactiques aux cellules intestinales, tandis que les mucines les protegent et les retiennent a la surface
des cellules épithéliales (Corfield et al.,2000).

Par exemple, les propriétés antimicrobiennes des substances produites par certaines especes de
Lactobacillus et de Bifidobacterium ont été confirmées contre les bactéries entéropathogénes

responsables de diarrhées (Servin, A. L. 2004).

1.3.4. Méthodes d'étude et d'identification des bactéries lactiques

La taxonomie traditionnelle des BL repose toujours sur les propriétés morphologiques

phénotypiques, biochimiques et physiologiques. On a étendu cette identification en intégrant des
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indicateurs chimio-taxonomiques (acides gras cellulaires), en analysant les protéines totales de la
cellule et dautres caractéristiques de la cellule. (Temmerman et al., 2003). Toutefois, une
identification précise dépend maintenant aussi de l'information génétique. Pour cette raison, les
techniques génétiques comme le séquencage de I'ADN 16S, le ribotypage, I'amplification aléatoire
de I'ADN polymorphe (RAPD), la rep-PCR et d'autres sont indispensables pour la classification
contemporaine des bactéries lactiques (Temmerman et al., 2003, 2004).

Les principales techniques employées pour la classification et I'identification des bactéries

lactiques sont présentées ci-dessous.
1.3.5. Méthodes phénotypiques:

Pendant des décennies, la différenciation entre les genres de bactéries lactiques reposait sur les
caractéristiques phénotypiques, morphologiques, physiologiques et biochimiques. Sous le
microscope, les bactéries lactiques apparaissent généralement sous forme de coques ou de bacilles
a Gram positif. Cependant, la morphologie cellulaire peut souvent étre instable et similaire entre
plusieurs genres. Par exemple, les lactobacilles et certains genres proches tels que Carnobacterium
et Weissella peuvent présenter différentes formes, allant de bacilles longs ou incurvés a des formes
de corynébactéries ou de coccobacilles. Pour distinguer ces genres proches, il a été nécessaire de
se baser sur d'autres caractéristiques, telles que l'incapacité de Carnobacterium a utiliser I'acétate
et la structure de la paroi cellulaire de Weissella, qui difféere de celle des lactobacilles

hétérofermentaires. (Cocuret et al., 2003).

Les BI sont caractérisés physiologiquement en fonction de leur mode de respiration, de leur
croissance a différentes températures et de leurs valeurs de pH et de concentrations de NaCl, ce

qui permet de distinguer les genres. (Temmerman et al., 2004).

Le type fermentaire (homo / hétérofermentaire) des bactéries lactiques est étudié, ainsi que leur
aptitude a utiliser les glucides ou l'arginine, ainsi que leur résistance aux antibiotiques. ( Ismaili et
al., 2016). L'évolution des micro-méthodes biochimiques a été importante, avec la mise sur le
marché de systéemes d'identification qui relient une galerie miniaturisee de tests biochimiques a
des documents ou des programmes informatiques permettant d'interpréter les résultats obtenus.
(Roissart et Luquet, 1994)

1.3.6. Méthodes génotypiques:

Au cours des dix derniéres années, I'émergence de nouvelles méthodes indépendantes de la
culture a connu une croissance significative, offrant une alternative puissante a l'identification des

microorganismes a l'aide de méthodes culturelles. (Amann et al., 1995). L'un des principaux
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avantages de ces techniques est qu'elles permettent d'étudier la variété de plusieurs échantillons en
méme temps en supprimant les préjuges lies a la culture. L'analyse de I'ADN permet une
différenciation plus précise des micro-organismes a divers niveaux, du genre a la souche, selon les

méthodes employées.

Lors de I'analyse de communautés microbiennes, les génes cibles frequemment employés sont
ceux de l'opéron ribosomal, notamment I'ARNr 16S chez les bactéries. L'emploi. Grace a des
régionsinternal Transcribed Spacers(ITS), il est possible de mieux séparer les levures et certaines
bactéries d'un écosystéme. (Jany et Barbier, 2008). Les génes qui codent les ARNr sont présents
partout et ont en méme temps des régions conservées (utilisées comme cibles pour des amorces
spécifiques ou universelles) et variables, ce qui permet d'identifier spécifiqguement des espéces et

de déterminer la diversité globale d'un écosystéme en analysant les séquences d’ADNr 16S.

Il existe de nombreuses approches utilisant ces marqueurs, qui sont généralement associées a
la réaction de polymérisation en chaine (PCR). La PCR n'est pas utilisée pour d'autres techniques
telles que l'association et la réassociation d'AND, I'hybridation AND-AND ou ARNm-AND.
(Cocolin et al., 2013). Ces méthodes offrent une grande certitude quant a I'espéce et a la souche a
laquelle la bactérie peut étre attribuée, si les conditions de I'expérience et les amorces sont
correctement ajustées. (Felis et Dellaglio, 2007,). La figure 13: illustre les différentes méthodes

moléculaires utilisées pour I'écologie microbienne des aliments.

jre—— Echantillon naturcl ﬁ

Mcéthode basée sur la PCR Meéthode non basée sur la PCR
(Extraction ADN total) (Txtraction ADN total)
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Figure 3:Différentes approches moléculaires appliquées a 1’écologie microbiennes des aliments

(Abdelkader, A.2015)
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I.4. Listeria monocytogenes :

Le germe Listeria monocytogenes est une bactérie pathogene psychrotrophe, se présentant sous
forme de courts bacilles a Gram positif, non sporulés et non capsulés. Elle est aéroanaérobie
facultative, catalase positive et oxydase négative, avec des dimensions variant de 0,5 a 2 um en
longueur et 0,5 um en largeur. C’est un microorganisme intracellulaire facultatif, capable de se
multiplier dans une plage de températures allant de 1 a 45°C, bien que son activité soit modéerément
réduite a 0°C. Elle tolere des pH allant de 4,4 & 9,6 et des concentrations en sel jusqu'a 10% de
NaCl.Cette bactérie se trouve chez les humains, les animaux, ainsi que dans les aliments et les
installations de transformation alimentaire, notamment les abattoirs, En tant qu'agent pathogene
humain, elle suscite de sérieuses inquiétudes en raison de sa capacité a provoquer des maladies
graves, parfois mortelles, et de sa large distribution dans I'environnement et les produits
alimentaires. (Messak et Hadri, 2023).

1.4.1. Historique :

En mai 1924, une épidémie a touché les lapins de laboratoire du département de pathologie de

I'université de Cambridge (Murray, 1926).

Caractérisée par une perte de poids et une mort subite. Les autopsies ont révélé des nécroses
du foie et une augmentation du nombre de monocytes. Les chercheurs dirigés par EGD Murray
ont attribué cette maladie a une bactérie Gram positive isolée des lapins malades. Initialement
appelée Bacterium monocytogenes en raison des symptomes observés, cette bactérie a éteé
renommée Listerella monocytogenes en 1927 lorsque J. Harvey Pirie a découvert une souche

similaire responsable de la mort de gerbilles en Afrique du Sud.

Face a la similitude des souches de Murray et Pirie, le nom Listerella monocytogenes a été
préféré. Cependant, étant donné que le terme "listerellose™ était déja utilisé pour décrire certaines
pathologies, Pirie a proposé le nom Listeria monocytogenes en 1940, qui a été finalement adopté.
Pendant de nombreuses années, les listérioses ont été principalement considérées comme des
maladies animales, bien que des cas sporadiques et parfois graves aient été signalés chez I'hnomme.
L'intérét pour L. monocytogenes a considérablement augmenté en 1983 (Schlech et al., 1983),
lorsque sa transmission par voie alimentaire a été prouvée. Depuis lors, L. monocytogenes est

I'objet de nombreuses études et d'une surveillance accrues.
1.4.2. Habitat :

Listeria monocytogenes est présente dans de multiples habitats environnementaux, tels que les

eaux usées, les produits alimentaires, et les sites de transformation alimentaire. Des recherches

11
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indiquent que cette bactérie est particulierement répandue dans les aliments (EL
KHADDAR.2021).

1.4.2.1. L.monocytogenes dans I’eau :

La présence de Listeria monocytogenes est rarement détectée dans I'eau de mer, les nappes
phréatiques et les sources non contaminées. En revanche, cette bactérie est fréeguemment observee
dans les eaux de riviére, les baies, les eaux usées et les rejets industriels et agricoles. Plusieurs
études ont corroboré ces constatations et suggéeré que l'incidence de L. monocytogenes est corrélée
a l'activité humaine et animale. En effet, les eaux contaminées et les résidus organiques offrent un
environnement propice a la croissance de cette bactérie, contrairement aux eaux non polluées (EL
KHADDAR.2021).

1.4.2.2. L.monocytogenes dans les usines de transformation des aliments :

Dans les installations de transformation des aliments, Listeria monocytogenes présente une
propension a se fixer aux surfaces des équipements et des surfaces de travail, favorisant ainsi la
formation de biofilms qui résistent efficacement aux conditions défavorables. Des recherches ont
identifié la présence fréquente de L. monocytogenes dans les usines produisant du fromage, de la
dinde et de la viande, avec une prédominance des sérotypes 1/2a, 1/2b et 1/2c. Ces sérotypes,
particulierement le 1/2c, démontrent une affinité notable pour les surfaces en acier inoxydable
utilisées dans ces installations (EL KHADDAR.2021).

1.4.3. Caractéristiques biologiques :
1.4.3.1. Classification :

Listeria fait partie de la famille des corynébactéries depuis longtemps. Plusieurs études de
classification numérique ont démontré que Listeria était en réalité plus proche des Lactobacilles

ou des Streptocoques que des bactéries corynéformes.
D'aprés le Manuel de Bergey (2001):
Domain XII1 Bacteria
Phylum Il Firmicutes
Classe 111 Bacilli
Ordre | Bacillales
Famille 1V Listeriaceae

Genre Listeria

12
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1.4.3.2. Morphologie :

Toutes les espéces du genre Listeria ont une morphologie caractéristique, se présentant sous
forme de batonnets réguliers mesurant entre 0,4 et 0,5 um de diamétre et entre 1 et 2 um de
longueur, avec des extrémités arrondies. Elles peuvent étre observées individuellement ou en
courtes chaines, parfois disposées en forme de V, de Y ou en palissades. La motilité de Listeria est
assurée par quelques flagelles pétritiches, visibles surtout lorsqu'elles sont cultivées entre 20 et 25
°C, tandis qu'elles deviennent peu mobiles voire immobiles a 37 °C. Gram positives et uniformes,
ces bactéries ne forment pas de spores et ne possedent généralement pas de capsule. Cependant,
Smith et Metzger ont rapporté la présence d'une capsule chez I'espéce Listeria monocytogenes
dans des conditions spécifiques, grace a I'avancement des techniques de microscopie électronique
(EL KHADDAR.2021).

Figure 4: Micrographie de L.monocytogenes (National Institutes of Health, United States
Département of Health and Human Services, February 2004) (Herro, 2005

1.4.4. Les caracteres biochimiques et culturaux:
1.4.4.1. Les caractéres culturaux :

Listeria est une bactérie aérobie facultative, micro aérophile. Elle se développe typiquement
sur les milieux bactériologiques couramment utilisés. Sur une gélose nutritive, ses colonies, apres
24 heures d'incubation, sont généralement lisses, de couleur gris bleuté, translucides et Iégerement

surélevées, avec une texture de

Surface fine et une bordure intacte. Au bout de 5 a 10 jours, les colonies se séparent et leur

diametre augmente, atteignant parfois 5 mm ou plus.

Certaines especes présentent une hémolyse béta sur gélose au sang de cheval a 5%. En culture
sur plaque, Listeria émet une odeur acide due a la production d'acides carboxyliques, d’'hydroxydes
et d’alcools. En bouillon, le milieu devient généralement trouble aprés 8 a 24 heures d'incubation
a3r7e.

13
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Les espéces de Listeria se développent préférentiellement dans des environnements a faible
teneur en oxygene, avec une température optimale de 30 a 37°C, et un pH compris entre 4,5 et 9,2,
mais elles prospérent idéalement a un pH de 7. Ce sont des bactéries halotolérantes, capables de
croitre dans des milieux contenant jusqu'a 20% de NaCl, De plus, elles sont parmi les agents
pathogenes d'origine alimentaire capables de se développer a une activité de I'eau inférieure a 0,93.
(El khaddar F. 2021).

1.4.4.2. Les caracteres biochimiques:

L. monocytogenes est caractérisé biochimiquement par les méthodes d'identification
bactérienne traditionnelles : catalase+, oxydase-, R-hémolyse sur gélose sanguine, D-xylose-, D-
mannitol-, L-rhamnose+, Citrate-, -méthyl-D-mannoside+. La bactérie ne posséde pas de
réductase de nitrate, elle fermente le glucose sans générer de gaz, elle hydrolyse I'esculine et elle
ne produit ni d'indole ni de H2S. Elle est protéolytique (gélatine-) et non protéolytique (uréase-),
phosphatase alcaline+. La fermentation tardive ou négative de l'arabinose, du lactose, du
mélézitose, du saccharose et de la dextrine est observée. On ne fermente pas la xylose, le raffinose,
I'inositol, le dulcitol, le mannitol et I'adonitol. En présence de rouge de méthyle et au test VVoges

Proskauer, Listeria présente des résultats positifs. (Seeliger, 1986)
1.4.5. Pouvoir pathogéne et implication dans la contamination alimentaire :

L. monocytogenes est responsable de plusieurs petites épidémies alimentaires, et bien que les

cas soient relativement rares, l'infection reste alarmante en raison de son taux de mortalité élevé.

Aux Etats-Unis, entre 2009 et 2011, l'incidence annuelle moyenne était de 0,29 cas pour 100
000 habitants, avec une létalité de 21%. Ce schéma se répete dans le monde entier, avec des
incidences annuelles modestes mais des taux de mortalité élevés. Par exemple, en Australie en
2011, l'incidence etait de 0,3 cas pour 100 000 habitants avec une létalité de 21%, et en Nouvelle-
Zélande en 2010, l'incidence était de 0,5 cas pour 100 000 habitants avec 3,8% de déces. En 2011,
dans I'Union européenne, l'incidence était de 0,32 cas pour 100 000 habitants avec 12,7% de déceés.

Les listérioses humaines, causées par L. monocytogenes, sont particulierement dangereuses
pour les femmes en age de procréer, les nourrissons et les personnes agées. Les femmes enceintes,
les nouveau-nés et les adultes immunodéprimés présentent le plus haut risque, mais l'infection peut

également toucher des individus sans conditions médicales préexistantes.

Chez les femmes enceintes, l'infection peut entrainer des complications graves telles que la

perte feetale, la mortinaissance, I'accouchement prématuré ou une infection néonatale.

14
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La principale voie de transmission de L. monocytogenes est la consommation daliments
contaminés. Avec des taux de mortalité au moins dix fois supérieurs a ceux d'autres infections
alimentaires, la lutte contre ce micro-organisme est une préoccupation majeure pour les
producteurs alimentaires. (Ghita, B. T. 2020).

1.4.6. Listeria monocytogenes dans le Lait et les produits laitiere :

Les taux d'infection par L. monocytogenes et les risques associés dans l'industrie laitiére
(Aygun et Pehlivanlar,2006). Varient selon le type de production. Les conditions de fabrication,
telles que I'humidité ambiante, peuvent favoriser la survie et la propagation de L. monocytogenes,

ce qui rend cette industrie particulierement vulnérable.

Cependant, il est important de noter que le lait cru possede ses propres mécanismes de défense,
tels que le systeme lactopéroxydase antimicrobien, qui aident a contrer les envahisseurs
microbiens. L. monocytogenes peut étre retrouvée dans une gamme de fromages, notamment les
fromages a pate molle, semi-molle, persillée, pressée ou fraiche (Millet et al.,2006). Le
comportement de L. monocytogenes varie considérablement en fonction du type de fromage
(Larpent, 1997).

1.5. Les bactériocines des bactéries lactiques

1.5.1. Définition et caractéristiques principales

Au fil du temps, diverses définitions des bactériocines ont été proposées. Cependant, la
deéfinition la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer (1988), qui décrit les bacteriocines
comme des protéines ou des complexes de protéines ayant une activité bactéricide contre des

especes proches de la souche productrice.

Les bactériocines constituent une vaste classe de substances antagonistes qui varient
considérablement en termes de poids moléculaire, de propriétés biochimiques, de spectre d'action
et de mode d'action (Xie et al., 2011). Les bactériocines sont des composes proteiques qui inhibent
principalement les espéces étroitement liées. Certaines bactériocines ont démontré la capacité
d'inhiber les actions de genres non apparentés tels que les Clostridies, les Listeria, les bactéries

entéropathogenes et les bactéries a Gram négatif. (Anas, M et al., 2008).

Les bactériocines sont des peptides ou des protéines antimicrobiennes synthétisés au niveau
des ribosomes. (Gélvez et al., 2007). Les bactériocines sont un groupe hétérogene de protéines
antibactériennes qui varient en termes de spectre d'activité, de mode d'action, de poids moléculaire,

d'origine génétique et de propriétés biochimiques. (Omar, N et al., 2006)
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1.5.2. Nomenclature :

Généralement, les bactériocines sont nommeées selon le genre ou I'espéce de la souche qui les
produit. Par exemple, la plantaricine produite parLactobacillus. Plantarum (Karthikeyan et
Santhosh, 2009). Les bactéries a Gram positif, en particulier les bactéries lactiques (LB), sont de

plus en plus étudiées pour leur production d'activité inhibitrice, a savoir les bactériocines.

Cela a permis de comprendre en détail de nombreuses caractéristiques uniques de ce groupe
étonnamment hétérogene de molécules antimicrobiennes, un groupe apparemment uni uniquement
par leur composition protéique et leur capacité a tuer des bactéries généralement proches de la
bactérie productrice. L'intérét croissant pour les bactéries lactiques productrices de bactériocines
est en grande partie motivé par la reconnaissance de leur potentiel pratique soit pour la

conservation des aliments, soit comme probiotiques. (Henget al.,2007)
1.5.3. Nature:

Les bactériocines des bactéries lactiques se composent généralement de protéines ou de
complexes protéiques, avec une longueur typique de 30 a 60 acides aminés. Elles peuvent étre
simples ou associées a des lipides ou des glucides. Certaines contiennent des acides aminés

inhabituels comme la lanthionine et la B-méthylalanine, (Ammor et al., 2006).
1.5.4. Caractéristiques:

Les bactériocines des bactéries lactiques montrent des similitudes avec certains peptides
antimicrobiens des eucaryotes. (Riley, 2009). Elles sont typiquement de petite taille, cationiques

(avec un exces de résidus lysyl et arginyl), amphiphiles et thermostables.

Leur poids moléculaire est relativement bas (2-6 kDa), ce qui facilite leur acces aux cellules
cibles et leur capacité a perturber les membranes en se liant a des récepteurs de surface.( Anthony
et al., 2009).Les bactériocines, produites par la plupart des bacteries lactiques, se distinguent des
antibiotiques car elles sont synthétisées au niveau du ribosome et ont un spectre d'action
relativement étroit, contrairement aux antibiotiques qui sont généralement des métabolites

secondaires et ont un spectre d'action plus large.(Ghrairi et al., 2008)
1.5.5. Propriétés des bactériocines:

Certaines caractéristiques des bactériocines produites par les bactéries lactiques soutiennent
leur sélection en tant que bioconservateurs (Thakur et Roy, 2009) :

-Généralement résistantes a la chaleur et aux variations de pH.

-Dotées d'un large spectre d'activité.
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-Généralement bacteéricides en agissant sur la membrane cytoplasmique.
-Leurs genes déterminants sont codés par des plasmides.
-Sensibles aux protéases et digérées dans le tractus intestinal.
-Reconnues comme étant généralement sans danger (GRAS).
-Inactives et non nocives pour les cellules eucaryotes.

1.5.6. Classification:

La classification récente des bactériocines, telle qu'exposée dans le tableau 1, est une adaptation

de celle proposée initialement parKlaenhammer (1993), élaborée par Cotter et al. (2005).

Selon cette classification, les bactériocines des bactéries lactiques sont catégorisées en deux
classes principales en fonction de la présence ou de I'absence d'acides aminés soufrés inhabituels,
tels que la lanthionine, la B-méthyl lanthionine, la déhydroalanine et la déhydrobutyrine, résultant
de modifications post-traductionnelles. Les bactériocines contenant ces acides aminés

appartiennent a la classe des lantibiotiques.

Les lantibiotiques sont des peptides thermostables de taille inférieure a 5 kDa, se divisant en
deux types : ceux composes d'un seul peptide, comme la nisine, et ceux nécessitant deux peptides

pour leur activité, comme la lacticine 3147.

La deuxiéme classe comprend des peptides thermostables de taille inférieure a 10 kDa,

contenant un (tel que la pédiocine PAL) ou deux peptides (comme la lactacine F).

Certains de ces peptides présentent une structure cyclique, par exemple I'entérocine AS 48. lls
sont répartis en quatre sous-classes : a, b, ¢ et d, selon (Dortu et Thonart (2009). Conformément a
Cotter et al. (2005), les bactériolysines ne sont pas incluses dans la catégorie des bactériocines ne

sont pas incluses dans la catégorie des bactériocines.
1.5.7. Mode d’action

Différentes protéines sont impliquées dans la production et la régulation des bactériocines.
Celles-ci sont produites sous forme de prépeptides non biologiquement actifs qui subissent des

modifications post-traductionnelles pour devenir des peptides actifs (Dortu et Thonart, 2009).

Les lantibiotiques peuvent étre divisés sur la base de leur structure et de leur mode d'action. En
général, les lantibiotiques cationiques amphiphiles allongés (comme la nisine) sont actifs par la
formation de pores, ce qui conduit a la dissipation du potentiel membranaire et a I'efflux de petits

métabolites des cellules sensibles. (Cotter,et al. (2005).
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L'ampleur du mécanisme d'action n'est pas entierement comprise, mais le lipide Il (un

précurseur des peptidoglycanes) est une lipoprotéine qui se fixe a la surface externe de la

membrane cellulaire et interagit avec le lantibiotique pour I'empécher de former des pores. (Dortu

et Thonart, 2009)

Les bactériolysines, en revanche, ont un mode d‘action entierement différent, basé sur I'nydrolyse

des liaisons peptidiques des peptidoglycanes. (Cotter et al., 2005).

Tableau 2 : classification des bactériocines des bactéries lactiques (Cotter et al., 2005)

Lantibiotiques

I
Bactériocines non

modifiées

BactériolysinesProtéines
Lytiques
nonconsidéréescomme

bactériocines

Renferme les
lantibiotiques a un
et deux

Peptides

11 sous-

classes décrites

Classe hétérogéne
formée de petits peptides

-sous-classe a:
bactériocines semblables a
la pédiocine (pediocin-
like)

- sous-classe b
bactériocines a  deux
peptides

- sous-classe ¢ :
bactériocines cycliques.

- sous-classe d
bactériocines a un seul

peptide linéaire autres que

Grosses protéines
thermolabiles généralement des

hydrolases de muréine.

la pédiocine

-a un seul peptide: Pédiocine PA1, Lysostaphine, Enterolysine A
Nisine, Lacticine | Leucocine A
481,Mersacidine Lactacine F

-a deux Enterocine AS48,
peptides: Reutérine 6
Cytolysine, Lactococcine A,
Lacticine3147 Divergicine A
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Chapitre 11. Matériel et méthodes:

I1.1.1. Objectif de I'étude :

L'objectif de notre étude est d'isoler des bactéries lactiques du genre Lactobacillus a partir des
produits laitiers (jben) et d'analyser leur interaction avec des souches bactériennes pathogénes.
Nous cherchons a démontrer le r6le de biopréservation de ces bactéries lactiques dans le jben en
éliminant les bactéries nuisibles telles que Listeria monocytogenes, car ce produit est une denrée

périssable et constitue un milieu favorable a la croissance de la flore contaminante.
11.1.2. Echantillonnage :

L’échantillon de jben traditionnelle a été acheté du magasin qui vend des produits laitiers et
fromages traditionnels a M'Sila centre, et transporté au laboratoire dans une flacon d’analysestérile
a 4 °C, jusquau laboratoire. Les analyses doivent étre effectuées immédiatement; sinon,

I'échantillon doit étre conservé dans un réfrigérateur a 4 °C.
11.1.3. Analyse microbiologique :
11.1.3.1. Dilution :

Dans de nombreux protocoles, la préparation de la solution est une étape de prétraitement pour
mélanger deux liquides ou plus dans une certaine proportion. La dilution d'un échantillon ou d'un
réactif chimique est un cas particulier de mélange ou de préparation de solution ou seuls deux
types différents de liquides, dont I'un est une solution tampon, sont mélangés dans une proportion

spécifique correspondant au facteur de concentration souhaité (Mitra, et al 2012).
11.1.3.1.1 Préparation des dilutions décimales:

Les diverses dilutions sont effectuées en utilisant la solution mere comme base. C’est mettre
série de dilution (10, 102......,107"), chacun tube trouve 9ml de I’eau physiologie. On prend 1ml
de tube (10) et on mettre dans le tube (102) et mélange la bien pour obtenir une solution
homogene. Donc on a préparé séries de dilution (10, 102...... ,107). Il est recommandé de refaire

les dilutions décimales successives pour réduire la charge bactérienne.
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11.1.3.2. Isolement :
> Dans MRS solide

L’ensemencement en profondeur a été réalisé a partir des dilutions décimales : 10°, 10 et 10"
7. Transférer stérilement 1 ml des solutions des dilutions décimales dans des boftes de Pétri stériles,
numérotées et préparées a cet usage. Chaque dilution a été ensemencee en profondeur dans des
milieux de culture gélosés MRS répartis en trois boites de Pétri. Ensuite, verser 15 ml de milieu
gélosé MRS. Homogénéiser parfaitement le contenu en effectuant des mouvements en forme de
huit. Laisser solidifier le milieu de culture et incuber verticalement les boites, couvercles vers le

haut, a une température de 37°C pendant 24 a 72 heures.

NB : I’étape de Dénombrement des bactéries lactique on faire

apres L’ensemencement dans MRS solide

Iml Iml Iml Iml Iml 1Iml

|
)
}
}

Solutionmere

—

10-1 10-7

— = ==

Ensemencement sur milieu MRS

Figure 5: préparationdes séries de dilution de jben pour isolement des bactéries lactiques
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» Dans MRS liquide :

Aprées I’incubation boites de Pétri et I’observation des colonies bactérienne Le dénombrement
sur milieu liquide a été effectué a partir des dilutions décimales suivantes: 10-5, 10-6 et 10-7 et.
Chaque trois boites de Pétri de chaque dilution a été transféré les colonies bactériennes par I'anse
de platine dans 10 tubes contenant le bouillon MRS. Incuber les tubes a température 37°C pendant
24h & 72 heure.

11.1.3.3. Dénombrement des bactéries lactique :

Apres l'incubation, les boites contenant entre 10 et 300 colonies ont été choisies pour le

dénombrement en utilisant la formule suivante :

N=>c/(n1+n2)dv

nl : est le nombre de boites comptées a la dilution la plus faible.
n2 : est le nombre de boites comptées a la dilution la plus élevée.
> ¢ : est la somme des colonies comptées sur les boites contenantes entre 10 et 300 colonies.

d : est la valeur correspondant a la dilution a partir de laquelle les premiers dénombrements

ont été retenus.
V : le volume de suspension totalétalée en ml
(J. 0. R.A,1998).

11.1.3.4. Purification :

Les souches sont purifiées en les ensemencant en stries sur des boites de Pétri remplies de
milieux MRS (solides). Les boites sont donc placées a une température de 37°C pendant une durée
de 24 heures. On répéte cette opération jusqu'a ce que les colonies soient pures (ZAROUR et al,
2013).

11.1.4. Analyse préliminaire des isolats :
11.1.4.1. Détermination des isolats :

On a identifié les isolats de bactéries lactiques en deux étapes au stade du genre. La premiére
étape implique d'effectuer des tests sur tous les isolats en utilisant la coloration de Gram et la
synthese de catalase. La seconde se base sur la morphologie (macroscopique et microscopique) et
le type de fermentation. Au stade de I'espéce, on identifie les isolats représentatifs de la flore
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dominante en se référant aux critéres d'identification rapportés par plusieurs auteurs. (Badis et al.,
2005)

11.1.4.2. Examen macroscopique :
» Préparation de la solution meére :

La premiére dilution préparée a partir d'un produit solide est la solution mere. 1l faut mélanger
1g de Jben avec 9ml d'eau physiologique afin d'obtenir une solution homogene. Ainsi, nous avons

préparé la solution mere.
> Repiquage :

Apres avoir incubé les bactéries, on choisit des échantillons bien développés et sains de chaque
bactérie pour la sous-culture. Cette procédure consiste a enlever les taches des colonies
bactériennes en utilisant une boucle stérile et a les mélanger avec 9 ml de milieu liquide MRS dans
un tube. Apres agitation, la solution est transférée dans une nouvelle. La sous-culture est incubé a

une température de 37 °C pendant une durée de 24 heures(Guiraud,1980).
» Observation macroscopique :

La présente etude repose sur l'analyse visuelle des troubles sur le milieu de culture (MRS
Liquide).

11.1.4.3. Examen microscopique:

Il est possible de déterminer certains traits morphologiques et organisationnels des bactéries

grace a leur observation
» Coloration de Gram de bactérie:

Il s'agit de la coloration standard en bactériologie. Elle se fait de la maniére suivante: On
applique du violet de gentiane sur une lame fixée a la chaleur ou a l'alcool. Aprés une minute, le
colorant est retiré, puis on recouvre la lame de lugol pendant une minute, puis on le rejette. Ensuite,
on procéde a une decoloration a l'alcool, la lame étant tenue inclinée. La durée de décoloration a

I'alcool varie en fonction de I'épaisseur du frottis.

Dans la réalite, la durée de décoloration est adéquate lorsque la partie inférieure de la lame
inclinée devient transparente, et la décoloration est arrétée par un nouveau lavage a I'eau. Ensuite,
on applique de la fuchsine diluée sur la lame pendant 30 secondes a 1 minute, puis on la lave a
I'eau et on la séche entre deux feuilles de papier filtre. Ensuite, on la fait chauffer et on I'examine
a I'immersion. 1l est nécessaire de donner une couleur violette aux bactéries a Gram positif et rose

aux bactéries a Gram négatif. (Lanotte et al., 2016).
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» Observation microscopique

En général, on effectue une observation microscopique aux différents grossissements (40X et
100X) pour évaluer la structure morphologique des colonies, leur forme, leur taille, le type de

Gram et leur mode d’association (Soualah et al.2021)

» Tests biochimiques:

=  Teste catalase:

La catalase est une substance chimique qui se trouve dans la plupart des bactéries aérobies
strictes et anaérobies facultatives. Elle réduit la quantité d'eau oxygénée (H20O) obtenue par la

respiration. Enrichie en eau et en oxygene qui s‘échappe (Marchal et al., 1982).

On effectue le test de catalase en respectant le protocole suivant : En utilisant une pipette
pasteur, on dépose une goutte d'eau oxygénée a 10 volumes au milieu d'une lame propre et
dégraissée. En utilisant une pipette boutonnée, on dépose un prélevement provenant d'une culture
pure de 18 heures sur I'eau oxygénée (Marchal et al., 1982). La présence de catalase est signalée
par le dégagement des bulles de gaz. Si les bulles de gaz ne se dégagent pas, cela signifie qu'il n'y

a pas de catalase.
11.1.4.4. Etude biochimiques:
» Type de fermentaire :

L'essai a été réalisé en introduisant les souches dans le bouillon MRS glucosé contenant la
cloche de Durham, puis en les incubant a une température de 37°C pendant 24 a 48 heures.
L'apparition de gaz dans la cloche de Durham est un signe de développement d'une bactérie

hgétérofermentaires, qui n'existe pas chez les bactéries homofermentaires (Chrifi, 2019).
I1.1.5. L'activité antimicrobienne des isolats LAB contre les agents pathogenes d'origine:
11.1.5.1. Préparation de souche pathogéne a tester :

Dans cette étude, on a utilisé une souche pathogéne a gram positif fournie par le laboratoire
d'université : listeria monocytogene. Il est nécessaire d'effectuer les tests antibactériens sur les

cultures jeunes (de 18 a 24 heures) en phase de croissance exponentielle.
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11.1.6. Testd’interaction entre les bactéries lactiques et listéria monocytogene :

La recherche de la production éventuelle de substances inhibitrices par les bactéries isolées est
effectuée selon deux méthodes :

11.1.6.1. Méthode directe (par touches):

D'aprés Fleming et al (1975), il est nécessaire de cultiver les deux souches dans le méme milieu
en utilisant une double couche. Sur du MRS solide tamponné et a partir de souches de bactéries
lactiques jeunes. (Un elément spécifique de la souche a identifier en phase de croissance
exponentielle, Cela a été incubé a 37°C pendant 24 heures. On a versé 1 ml de bactéries pathogenes
Listeria monocytogene dans 9 ml de MH solide.) La premiére gélose a été versée par-dessus en
utilisant la méthode de la double couche. Une fois que le milieu est solidifié, les boites de Pétri
sont incubées a une température de 37°C pendant une durée de 24 heures. L'analyse des résultats
implique de voir si les souches ensemencées en touche présentent un halo clair et de mesurer leurs

dimensions.
11.1.6.2. Méthode indirecte (par puits) :

Selon Barefoot et Kaenhammer (1983) On repique les bactéries lactiques dans du liquide MRS
et on les incube pendant 24 heures a une température de 37°C. et apres on faire une centrifugation

a 6000 tr/15 min, puis le surnageant est récupéré.

Une pipette pasteur est utilisée pour creuser des puits de 6 mm de diamétre sur une gélose de
Plate Count Agar (PCA) inoculée par la souche indicatrice (listeria monocytogene). Les puits sont
remplis avec 50 puL de surnageant. On laisse les boites de Pétrie pendant 2 heures a une températur
ambiante, afin de favoriser la diffusion efficace de la substance antibactérienne (Doumandji et al.,
2010). Apres une incubation de 24 heures a une température de 37°C, on a mesuré les diameétres

des zones d'inhibition en mm.
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Figure 6: Méthodes utilisées pour la recherche des substances antimicrobienne. (a) méthode
de la double couche, (b) méthode de diffusion en puits (Guessas, 2007)

11.1.6.3. Teste de dégradation des sucres :

Le test de dégradation des sucres de ces souches isolées a été réalisé sur un bouillon MRS.BCP
(Badis et al., 2005).

Les differents sucres employés dans cette épreuve sont les suivants :
Mannitol, xylose, maltose, sucrase.

On a préparé des solutions sucrées en ajoutant 0,1g de chaque sucre a 10 ml d'eau distillée
stérile. Chaque solution a été homogénéisée dans un vortex, puis stérilisée a 100°C pendant 10

minutes au bain Marie.
On a 10 souches jeunes, et chaque souche a été centrifugée a 6000 tours pendant 15 minutes.

Le culot a été récupéré et mélangé a de l'eau physiologie stérile, puis une deuxiéme
centrifugation a été effectuée afin d'éliminer les restes de milieu de culture et d'obtenir un culot

cellulaire pur. Cette centrifugation a été effectuée deux fois consécutives (Hansal, 2015).

Apres on effectué l'ensemencement dans une microplaquette avec des puits. Chaque ligne
horizontale contient un sucre qui sera utilise par différentes souches. Chaque puits contient 0,1 ml
de MRS.BCP, Une solution sucrée de 0,1 ml et une suspension bactérienne de 0,1 ml ont été

combinées et elles ont été recouvertes d'une couche d'huile de paraffine.

La microplaquette a été incubées a 37°C pendant 24h (Guessas, 2006).
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Chapitre I11. Résultats et Discussion

Les résultats obtenus lors de la réalisation de cette these sont présentés dans les parties
suivantes : L'identification et I'isolement des BL du point de vue phénotypique, Analyses a la fois
a I'échelle macro et microscopique, purification, analyse des caractéristiques technologiques des

BL, Interaction des BL avec le listéria monocytogene, dégradation des sucres par BL.
I11.1. Analyse microbiologie :

111.1.1. Examen macrobiologie et microbiologie :

0,

¢ L’aspect macrobiologie :

Lors de I'observation macroscopique d'échantillons bactériens sur un milieu solide connu sous
le nom de gélose MRS, les colonies obtenues ont été analysées de maniere macroscopique (forme,
aspect, couleur, contour, taille, etc.) (Badis et al.,2005) (figure7)

4

Figure 7:Aspectmacroscopique des souches BL sur les milieux solides MRS.
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Cependant, l'observation macroscopique nous a permis d'observer un trouble assez dense par
rapport au témoin, ce qui suggere une croissance bactérienne au fond du tube.

(Badis et al., 2005).(figure 8)

Témoin

Figure 8: Aspect macroscopique des souches BL sur bouillons MRS
4+ D'apresl'analyse macroscopique des souches de Lactobacillus développées sur un milieu
liquide MRS, les colonies sont de couleur blanche, de petite taille et bien isolées. De plus,

I'analyse au microscope aprés coloration de Gram révele que ces bacilles sont clairement
visibles sous la forme de bacilles Gram (+) (Bey, 2009). (figure 9)

Figure 9: Aspect microscopique des souches BL apres coloration de Gram
111.1.2. Teste biochimique:

®,

+» Teste catalase :

L'absence et présence d'effervescence (les buldaires) lors de I'ajout d'une goutte de H>O> chez

les souches BL isolées s'explique par le fait que ces bactéries ne sont pas catalasiques (figure10)
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Catalase - Catalase +

Figure 10: Résultat de teste catalase
111.1.3. Purification :

Macroscopiquement, on peut décrire des colonies pures denviron 1 a 2 mm, de forme

circulaire, et de couleur blanchatre sur milieu MRS solide apres une incubation a 37°C pendant 24

heures.

Les criteres obtenus sont assez similaires a ceux des critéres de colonies de bactéries lactiques
fournis (Florezet al., 2005) (figurell)

Figure 11: Ensemencant en stries et purification des souche bacteérie lactique

111.1.4. Etude fermentaire :

°,

% Type fermentaire :

Nous avons pu distinguer les souches homofermentaires des souches hétérofermentaires grace
a ce test. 6 souches homofermentaires (qui ne générent pas de CO2) sont présentes dans la cloche

de durham, tandis qu'une 4 souche hétérofermentaire (qui génere du CO2) est présente.
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(Mathol et al.; 1994; Badis et al.:2005).

En plus de l'acide lactique, les souches hétérofermentaires vont générer l'acide acétique et le
CO2. Le gaz est produit lorsque la cloche durham et est vidée du milieu. (Kheddid et al., 2009)
(figure 12)

Présence de

Gaz

Figure 12: La croissance des souches de lactobacillus dans des tubes contenant le milieu MRS
Bouillon et les tubes de cloche de Durham.

I111.1.5. Test d’interaction entre les bactéries lactiques et listeria monocytogeéne :

Ce test va démontrer les capacités de certaines souches de bactéries lactiques a stimuler ou

inhiber d'autres souches une fois qu'elles sont en contact.

Dans le cadre de notre étude des interactions, nous avons examiné l'impact des souches

lactiques isolées a partir de jben traditionnel sur la souche de listeria monocytogeéne.

Selon les résultats obtenus, les 10 souches des bactéries lactiques étudiées, ils ont une inhibition
de la croissance de listeria monocytogene (apparition des zones d'inhibition), ce qui signifie que

ces souches ont une activité antibactérienne contre LM.

Ces résultats indiquent que nos souches sont capables de synthétiser des composés

antibactériens sont des bactériocines.

Plusieurs études confirment ces résultats, (Savadogoa et al.,2004). Les bactéries a Gram positif
sont également plus susceptibles de subir I'effet bactéricide des bacteries lactiques, (Biswas et

al.,1991). Les bactériocines sont principalement actives contre les pathogénes Gram positif et
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produisent des pores dans la membrane cytoplasmique, ce qui perturbe les fonctions cellulaires
(Benzeghioua et al.,2009). (Figure 13 et 14)

Figure 13:Résultats de l'activité antibactérienne des isolats lactiques vis-a-vis de listeria
monocytogene (Méthode indirecte).

Figure 14: Résultats de l'activité antibactérienne des isolats lactiques vis-a-vis de listeria
monocytogene (Méthode directe).

111.1.6. Test de dégradation des sucres :

L'identification des isolats a été réalisée en utilisant un bouillon MRS-BCP pour fermenter 4

sucres : (xylose, mannitol, sucrase, maltose).

Le bromocrésol a été utilisé comme indicateur de pH dans ce milieu, et il a tendance a changer
de couleur en jaune aprés avoir été acidifié. Cela témoigne de la dégradation des sucres par les
bactéries (Hansal, 2015).
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Les resultats révelent une tendance a changer la couleur du milieu vers le jaune, a I'exception

de quelques exceptions. Ainsi, les souches isolées ont la capacité de se développer a partir de

différentes sources de carbone. (tableau 3) et (figure 15)

ouches S1 S2 | S3 S4 | S5 S6 S7 S8 S9 S10
sucres
Maltose + + + + + + - + + +
Mannitol * + + + + + - + + +
Sucrase + + + + + + - + - -
Xylose - - - - - - - - - -

Tableau 1: dégradation de sucre a partir les souches isolées

Figure 15 : Résultats de dégradation de sucre sur Micro blaque
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Conclusion

Conclusion

Les bactéries lactiques jouent un réle crucial dans la préservation des aliments et la biothérapie
en raison de leur capacité a inhiber les bactéries pathogenes. Le pouvoir inhibiteur résulte de la

synthese de divers métabolites présentant des propriétés antagonistes, Comme les bactériocines.

L'objectif de cette étude consiste a mettre en lumiére la production de bactériocines par les
bactéries lactiques isolées a partir de la Jben traditionnelle et sélectionner et d'analyser des
bactéries lactiques, ainsi que de tester leur efficacité antibactérienne en utilisant la méthode Direct
et Indirect, contre Listeria Monocytogene

Dix souches actives ont été identifiées lors des tests de l'activité antibactérienne parmi ces

souches lactiques isolées.
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Annexes

Annexes

Matériels et Produits :

Afin d'effectuer les différentes parties expérimentales, nous avons utilisé le matériel suivant:
Jben :

Les échantillons de jben ont été conservés a 4°C jusqu’au moment d’utilisation. Une fois au

laboratoire.
Les souches indicatrices:

Listeria monocytogenes

Cette souche a ¢ét¢ fournies par Laboratoire d’université de M'sila
Milieux de culture:

v Les géloses: MRS (de Man-Rogosa et Sharp) : est utilisé pour la culture et dénombrement

des lactobacilles dans les différents tests.

v" MH (Mueller-Hinton): utilise dans 1’étude d’évaluation de 1’activité antibactérienne des

souches lactique.
v" PCA (plate count agar)
v M17
Les bouillons :
v" MRS : utilisé pour la croissance des bactéries lactiques.
v Nutritif.
v" MRS BCP
Produits chimiques et réactifs :
Les colorants: Violet de Gentiane, fuschine, lugol, huil a émersions

Autre produits : eau oxygénée H,O2, Alcool, eau physiologie, eau distillé, I’huile de paraffine,
Mannitol, Xylose, Maltose, Sucrase

Appareillage:

L'appareillage utilisé est le suivant:
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Agitateur électrique
Autoclave

Balance

Balance analytique
Incubateur

Micropipettes

Microscope optique

PH métrea

Réfrigérateur

Vortex électrique

Bec bunsen

Agitateur magnétique
Bain-marie

Plaque chauffante agitatrice
Centrifugeuse électrique Compteur de colonies
Micro blaque

Tube de Cloch de durham
Compteur de colonies

Stérilisateur UVC
Les Outils de la microbiologie

Ance de platine

AN

Bec bunsen
Boites de pétri
Ecouvillons

Eppendorf

D N N NN

Flacons

<\

Pipettes pasteur
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<\

Tubes a essai

Les lames

AN

Bécher

(\

Micro blaque
v" Cloch de derhem
v" Les embouts

v Tube de centrifugeuse

Milieu MRS ph (6,5)

Produit poids
Polypeptone 10g
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 5g
Glucose 20g
Tween 80 1,08 ml
Phosphate bipotassique 2g
Acétate de sodium 5g
Citrate d’ammonium 2g
Sulfate de magnesium 02g
Sulfate de manganése 0.05g
Agar agar bactériologique 15g
Eau distillée gsp 1000 ml

Stérilisation par autoclavage a 121°C pendant 1h 20 min.

Milieu MRS liquide ph (6 ,5)

Produit poids
Polypeptone 10g
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 5g
Glucose 20g
Tween 80 1,08 ml
Phosphate bipotassique 2g
Acétate de sodium 5g
Citrate d’ammonium 2g
Sulfate de magnesium 0.2g
Sulfate de manganese 0.05g
Eau distillée gsp 1000 ml

Stérilisation par autoclavage a 121°C pendant 1h 20 min.
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Composition gélose PCA

produit poids
Tryptone 5g
Extrait de levure 2,5g
Glucose 1lg
Agar agar bactériologique 12 g

PHa25°C:7,0+0,2

Milieu B.C.P.L a simple concentration (S/C)

Produit Poids
Extrait de viande lg
Peptone de caseine 78
Lactose 5g
Pourpre de bromocrésol ou red phénol 0.05g
Eau distillée 1000 ml

PH=6.9. Autoclavage : 121°C pendant 15min

Tableau : Les caractéristiques des nouvelles souches identifiant

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S9
Gram + + + + + + + + + +
Catalase - - - - - - - - - -

La forme Bacille | Bacille | Bacille | Bacille | Bacille Bacille | Bacille | Bacille | Bacille | Bacille
Mode En En En En Chainette | En En En En En
d’association | deux | deux | deux | go | courte | Deuxet | deux | deux | Deux | Deux et

courte Chainette et condens
diffuser ée
Type de HO Hété Hété HO Hété/HO Hété HO HO HO HO
fermentation
Mobilité - - - - - - - - - -




