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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques appartiennent aux bactéries bénéfiques, elles se trouvent partout dans la nature
ainsi que dans le systeéme digestif de ’homme et des animaux y compris les volailles (Mouette rieuse).
Depuis des millénaires, elles sont utilisées dans I’alimentation humaine et méme au secteur médical.
Principalement elles sont utilisées comme starters dans les produits alimentaires fermentés, pour
optimiser les caractéristiques organoleptiques et la durée de vie des produits alimentaires (Vescovo
et al, 1996).

Les bactéries ont des mécanismes de compétition pour les nutriments et 1’espace dans leur habitat.
L’un de ces mécanismes est 1’acquisition du systéme de défense par la production de peptides
antimicrobiens « bactériocine » (Ibrahim, 2019). La production de bactériocines est 1’une des

caractéristiques des probiotiques qui a connu un intérét croissant (Gillors et al, 2008).

Les bactériocines sont un groupe diversifié de protéines antimicrobiennes/peptides et se comporter
differemment sur différentes bactéries cibles et dans différentes conditions environnementales
(Gélvez et al, 2007).Elles sont produites par les bactéries gram-positive, en particulier les bactéries
lactiques (BL) qui constituent un groupe hétérogéne de microorganismes qui produisent de 1’acide
lactique comme produit principal au cours du processus de fermentation. Les BL sont des bactéries
Gram-positive a fort potentiel biotechnologique dans 1’industrie alimentaire (Alvarez-Sieiro et al,
2016) et connus pour leur activité inhibitrice contre divers agent pathogenes humains et animaux.
L’activité antimicrobienne de ce groupe de substances naturelles contre les bactéries pathogenes et
d’altération d’origine alimentaire a suscité un intérét considérable pour leur application dans la

conservation des aliments (Abdelmajid et al, 2010).

Parmi les métabolites a effet antimicrobien produits par les bactéries lactiques on trouve les acides
organiques, le peroxyde hydrogéne, le dioxyde de carbone, le diacétyle et les bactériocines (Al
Kassaa et al, 2015), ces derniéres sont considérées comme un compose attractif dans les industries
alimentaires pour empécher la détérioration des aliments et la croissance bactérienne pathogene
(Nishie et al, 2012).

Les bactériocines ont suscité notre attention, c’est pour ceci, nous avons essayé a travers ce travail
d’isoler certaines souches bactériennes a partir du tractus digestif de la mouette rieuse, et de tester
leurs activités antimicrobiennes contre certaines souches pathogenes, et chercher si possible, la

production éventuelle de bactériocines par ces souches.
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. Mouette rieuse (Larus ridibundus)

1. Biologie et écologie de la mouette rieuse
La mouette rieuse (Larus ridibundus) (Pons et al, 2005), appartient avec les goélands a la famille
des laridés (ordre des Charadriiformes), famille composée d’une cinquantaine d’espéces (Crochet
et al, 2000). Elle présente une large aire de répartition couvrant tout I’ouest du Paléarctique. Sa
population mondiale est estimée a 4,8-8,9 millions de couples (Birdlife, 2009).
La mouette rieuse est une espece coloniale et migratrice. En période de reproduction, elle occupe
des habitats humides continentaux ou littoraux : marais, lagunes cotieres, lacs et étangs. Hors
période de reproduction, elle part en migration en groupe plus au sud que son aire de reproduction.
C’est une espéce omnivore et opportuniste qui bénéficie souvent des activités humaine, elle peut
aussi bien se nourrir d’invertébrés dans des champs labourés que de détritus en ville ou dans les
déchetteries (Honza et Modry, 1994).

2. Description de ’espéce
Petit laridés d'allure blanche a distance avec le dos et les ailes gris clair, un bec fin rouge brunétre,
des pattes rouge sombre et un capuchon brun chocolat en plumage nuptial (janvier-juillet). Le
restant de l'année la téte est blanche avec une petite tache noire en arriére de ’ceil. Les jeunes
présentent des ailes aux plumes brunes et une queue blanche barrée de brun noir a I'extrémité
jusqu'a la mue post juvénile qui s'effectue au cours du deuxiéme été (juin, aolt).Les adultes font une
mue compléte entre juillet et septembre et une mue partielle des plumes de la téte entre fin
décembre et mars.
La Mouette rieuse grace a ses ailes étroites présente un vol souple. Ses pattes aux extrémités
palmées lui permettent aussi bien de marcher que de nager. La longueur totale du corps : 62 a 100
cm. Poids : 250 a 310 g (Debruyne et al, 2010).

3. Habitat

Les mouettes rieuses peuvent étre trouvées dans une diversité d'habitats, y compris les zones
urbaines (Scott et al, 2015).

Larus ridibundus habite dans la zone tempérée jusqu’au bord de la forét boréale paléo- tique. 1l est
surtout friand de basses attitudes et dans ou autour des plans d’eau cdtiers ou intérieurs placides et
peu profonds, y compris les rivieres et leurs estuaires. Dans certaines regions, il s’est adapté pour
s’installer dans les marais salants, les fosses d’argile, les dunes cotieres et les iles au large. La
répartition de cette espece hautement adaptable s’est accrue pour englober les canaux des zones ou

les installations de traitement des eaux usées (Hitztaler, 2001).
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4. Alimentation et régime alimentaire
Ils sont omnivores et se nourrissent dans les habitats naturels (Broman et al, 2002 ; Debruyne et
al, 2010), ainsi que dans les terres agricoles et les environnements urbains (Debruyne et al, 2010).
Son régime alimentaire se compose principalement d'invertébres aquatiques et terrestres, de plantes
et de charognes, avec une préférence pour les petites proies animales (vers de terre surtout mais
aussi insectes, crustaces, petits poissons) et les lombrics, il peut boire de l'eau salée, lls sont
également connus pour voler la nourriture d'autres animaux (Gundemir et al, 2020).
Les mouettes rieuses se nourrissent principalement a moins de 3 km de la colonie. Mais ils
explorent également des zones situées entre 12 et 30 km. De hombreux oiseaux a couvaison unique,
y compris les larides, adoptent une stratégie mixte pour obtenir des nutriments pour la production
d'ceufs. Certains nutriments sont des réserves endogenes acquises avant la reproduction, tandis que
d'autres sont acquis pres de la colonie de reproduction (Ignancy et al, 2017).

5. Classification

Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertebrata
Classe : Aves

Ordre : Charadriformes

Famille : Laridae

Genre : Larus

Espece : ridibundus (Murielle et Jean-pierre, 1766).
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1. Probiotiques

1. Définition
Le terme « probiotiques » est apparu pour la premiere fois dans ce contexte en 1965 et a évolué
conceptuellement vers sa définition commune actuelle (Hill et al, 2014). Selon Food and
Agriculture  Organization (FAO)/World Health Organization (WHO) ils sont défini
comme« micoorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, conférent
un avantage pour la santé de 1’hote » (Dib, 2012 ; Piqueé et al, 2019 ; Siciliano et al, 2021) et

peuvent étre isolés de plusieurs sources (Touret et al, 2018).
2. Classification

La classification d’une bactérie probiotique (BP) est stricte et organisée, elle dépend de son genre,
de son espece et de sa souche. Les principaux BP actuellement disponibles pour les consommateurs
sont généralement issus d’une gamme restreinte de microorganismes (Marchesi et al, 2017). Elles
incluent des bactéries et des levures non pathogénes qui modulent la prolifération bactérienne de
I’intestin (Graf et Sarasin, 2007).

De nombreuses souches ont été décrites, les Lactobacilles, les Bifidobacteriums, les autres
bactéries fermentantes, les microbes non fermentants (Barraud et Gibot, 2016) et Saccharomyces
(Graf et Sarasin, 2007).

La plupart des probiotiques sont des souches de Bifidobacterium ou Lactobacillus communément
associés aux voies gastro-intestinales humaines (Ozyurt et Otles, 2014). Certains sont dérivés du
microbiote intestinal d’humains en bonne santé et d’autres sont des souches non humaines (Tableau
01) utilisées dans la fermentation des produits laitiers (Boyle et al, 2006). Les probiotiques
comprennent également des espéces du genre Streptococcus, Bacillus et Enterococcus (Mills et al,
2018).

Tableau 01 : Quelques souches probiotiques.

Lactobacillus Bifidobactérium Autres Non LAB

L. acidophilus B.adolescentis E. coli Bacillus cereus

L.casei B.animalis Enterococcus Sacharomycesboulardii
L.cripatus B.breve faecium

L.delbercki B. lactis Lactococcus

L.gallunarum

L.gasseri

L.rhamnosus
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3. Meécanisme d’action

Les preuves actuelles indiquent que diverses souches probiotiques exercent leurs effets différents
qui dépendent de la posologie employée ainsi que de la voie et de la fréquence d’administration

(Sherman et al, 2009).

Les principaux mécanismes d’action des probiotiques comprennent le renforcement de la barriére
¢épithéliale, I’augmentation de 1’adhérence a la muqueuse intestinale et inhibition concomitante de
I’adhésion des agents pathogénes, exclusion compétitive des microorganismes pathogénes et

modulation du systéme immunitaire (Bermudez-Brito et al, 2012).

Les BP affectent I’écosystéme intestinal par la stimulation des mécanismes immunitaires muqueux,
grace a une interaction avec des microbes commensaux ou potentiellement pathogénes, par la
production des produits métaboliques tels les acides gras a chaine courte et en communiquant avec
les cellules hotes par des signaux chimiques. Ces mécanismes peuvent induire un antagonisme
envers des pathogénes potentiels, améliorer 1’environnement intestinal, renforcer la barriére
intestinale, diminuer I’inflammation et renforcer la réponse immune contre la stimulation
antigénique (Guarner et al, 2011). Certains BP agissent dans la lumiére de I’intestin en élaborant
des molécules antibactériennes tells que les bactériocines qui inhibent la croissance et la virulence
des bactéries pathogénes (Corr, 2007) ou pouvant altérer la flore intestinale endogéne (Gillors et
al, 2008) ou par la production de peroxyde d’hydrogene, qui représente un fort effet oxydant sur la
cellule bactérienne et a la destruction des protéines cellulaires (Suskovi¢ et al, 2010). La toxicité
du peroxyde d’hydrogéne est due au pouvoir oxydant de la molécule elle-méme ou de ses
métabolites OH™ (radical hydroxyle) et O." (anion superoxyde) produits par des agents réducteurs et
des enzymes peroxydases. Ces molécules peuvent agir sur les protéines (inactivation des enzymes
cytoplasmiques) (Migdal et Serres, 2011). D’autre améliorent la barriére muqueuse en augmentant
la production de molécules immunitaires innées y compris les mucines et les défensines produites
par les cellules des paneth intestinales (Johnson-Henry et al, 2008). Les BP médient leurs effets
bénéfiques en favorisant des réponses immunitaires adaptatives, certaines ont la capacité d’activer
des récepteurs dans le systéme nerveux entérique, qui pourraient étre utilisés pour favoriser le
soulagement de la douleur dans le contexte d’une hyperalgésie viscérale. (Sherman et al, 2009).
Les donnees expérimentales indiquent que certains probiotiques réduisent les altérations
pathologiques de la perméabilité para- cellulaire aux grosses molécules ou bactéries (Fioramonti et
al, 2003).
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Figure 01: Mécanisme d’action potentiel de probiotiques pour favoriser la santé gastro-intestinale
(GD).

4. Efficacité clinique

Les effets des probiotiques sur I'nomme ont été largement étudiés a la fois par les scientifiques et
I'industrie alimentaire et pharmaceutique depuis des décennies (Suez et al, 2019). Ce qui a conduit
a plusieurs suggestions d’utilisations prophylactiques et thérapeutiques, indications et allégations,
telles que la prévention ou le traitement des infections aigus, diarrhée associée aux antibiotiques et a
Clostridium difficile; amélioration de la réponse inflammatoire de I'intestin et réduction du risque de
septicémie néonatale tardive et I'entérocolite nécrosante, éradication d'Helicobacter pylori,
réduction de l'incidence et la gravité des infections respiratoires, et la réduction des maladies

cardiovasculaires facteurs de risque associés au syndrome cardiométabolique (Sniffen et al, 2018 ).
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I1l.  Bactériocines

1. Définition

Selon Todd Klaenhammer, qui a donné la définition la plus largement utilisée (1988), « les
bactériocines sont des protéines, ou complexes de protéines, avec une activité bactéricide contre des
espéces proches de la souche productrice. Elles représentent une large classe de substances

antagonistes qui varient considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs

propriétés biochimiques, de leur spectre et mode d'action » (Klaenhammer, 1988).

Les bactériocines sont des peptides a bas poids moléculaire (Juturu et al, 2018) ou protéines
synthétisées par les bactéries Gram-positive et Gram- négative (Heng et al, 2007) qui inhibent ou
détruisent d’autre microorganismes apparentés ou non. (Nishie et al, 2012 ; Cui et al, 2021). Elles
sont des composes protéiques ayant une activité antimicrobienne dirigée contre des bactéries
phylogénétiquement proches de la souche productrice (Fernandez, 2014). Elles sont des petites
molécules cationiques d’environ 30-60 acides aminés formant des hélices amphiphiles et parfois
stables a 100 C° pendant 10 min et sont différent par leur spectre d’activité, mode d’action, origine
génétique et leurs propriétés biochimiques (Mokoena, 2017). Elles ont été regroupées en 4 classes
en fonction de leur structure et mode d'action (Todorov, 2011).

2. Biosynthese des bactériocines

La production de bactériocines dépend de la souche microbienne et des conditions de culture.
Certaines bactériocines sont initialement des peptides biologiquement inactifs, et plus tard modifié
post-traductionnelles pour atteindre un état actif (Todorov, 2000 ; Perez et al, 2014). En général,
les génes codant la production de bactériocine et I’immunité sont organisées en grappes d’opéron.
Ils peuvent étre situés sur des éléments génétiques (Gulluce et al, 2012 ; Zacharof et al, 2012)
comme le chromosome en association avec des transposons ou sur des plasmides (Deegan et al,
2006).

Les genes pour la production de bactériocines actives sont localisés genéralement dans le cluster
d’opérons (Meade, 2020) et organisés en trois opérons : un codant pour les génes de structure et
d’immunité, le second pour les genes d’exportation de bactériocine et le troisieme pour les génes
impliqués dans la régulation de la production de la bactériocine (Dimov et al, 2005).

L’expression de ces opérons est inductible et nécessite la presence de peptides auto-inducteurs pour
I’induction (Kumariya et al, 2019). Elles sont ensuite modifiées par des protéines ou des acides

aminés avant qu’ils ne soient exportés hors de la cellule. Le mécanisme de la biosynthese des
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bactériocines par les bactéries est généralement régulé par un systeme de Quorum Sensing qui est
un mécanisme de régulation contrélant I’expression de génes (Altena et al, 2000).

3. Classification

Les bactériocines sont classées par différentes méthodes comprenant (Ibrahim, 2019) leur structure
primaire, leur structure tridimensionnelle, leur mode d’exportation et leur mécanisme d’action. A
cause de cette différence, la classification est rendue difficile et plusieurs classifications ont été
proposées (Taalee et al, 2016).

Plusieurs approches sont utilisées pour la classification des bactériocines, 1’une est utilisée pour la
classification des bactériocines produites par les bactéries lactiques qui se divisent en deux groupes,
les bactériocines modifiées post-traductionnellement et bactériocines non modifiées. D’autre part,
les bactériocines produites par les bactéries Gram négatives qui peuvent étre divisées en petits
peptides, les microcines, qui ont été préalablement divisés sur la base de la présence ou I’absence de
modification significative, et grands peptides ; les colicines (Cotter et al, 2005).

3.1. Les bactériocines produites par les bactéries Gram-positive (Bactéries lactiques BL))
Les bactériocines produites par les BL peuvent étre classées selon leur taille, leur activité et leurs
structures (Rea et al, 2011)

3.1.1. Bactériocines modifiées post-traductionnellement (classe I)

Sont connues aussi sous le nom de RiPPs (Ribosomally produced and post-translationally modified
peptides = Peptides modifiés post-traductionnellement synthétisés par ribosome) englobent tous les
peptides qui subissent une modification enzymatique au cours de leur biosynthése (Field et al,
2018).

3.1.1.1. Lantibiotiques

Les lantibiotiques sont des petits peptides thermostables (<5KDa) agissant sur les structures
membranaires, ils sont largement modifiés aprées traduction, entrainant la formation d’acide aminés
thioéther caractéristiques,| anthionine et méthyllanthionine (Caron et al, 2007 ; Parada, 2007).
La modification la plus importante est la déshydratation des résidus sérine et thréonine en
didehydroalanine (Dha) et didehydrobutyrie (Dhb) (Sahl et Bierbaum, 1998), respectivement, et
I’addition ultérieure de résidus cystéine situés de maniére appropriée via leurs groupe SH a la
double liaison C=C de Dha ou Dhb. Les acides aminés thioéther résultants de cette addition sont,
contrairement aux ponts disulfures, sont stables et peut étre identifiés dans les hydrolysats
peptidiques comme lanthionine (de Dha et Cys) et 3 methyllanthionine (de Dhb et Cys). C’est la
présence des lathionines qui a conduit a proposer 1’appellation « lantibiotique » comme abréviation
de lanthionine contenant un antibiotique peptidique (Yann et Sahl, 2002).

Les lantibiotiques sont subdivisés en :
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a. Classe la
Sont des lantibiotiques linéaires, stables & 121°C pour un chauffage prolongé a pH 2, deviennent
moins stables a pH 5-7, comme la nisine, la nisine est un peptide polycyclique et thermostable
(Prudéncio et al, 2015).
b. Classe Ib
Sont des lantibiotiques globulaires stables a 100°C/ 60 min (Kang et Ping, 2019) et interferent avec
les réactions cellulaires. Leur masse moléculaire est comprise entre 2 et 3 kDa (Cleeveland et al,
2001).
3.2.1. Bactériocines non-modifiées (classe I1)
Les bactériocines de classe Il sont produites sous forme de pré-peptides contenant une séquence de
téte amino-terminal caractéristique appelée type-glycine-double. (Michiels, 2001).Sont des petits
peptides (<10 kDa), non modifiés, thermostables, cationiques et hydrophobes (Mokoena, 2017). lls
sont subdivisés en trois classes :
a. Classe lla
Composeée de peptides démontrant une activité contre Listeria et présentent un domaine N-terminal
commun (Tyr-Gly- Asn-Gly-Val-X-Cys) (Patton et al, 2005). Cette classe comprend les
carnobacteriocines BM1 et les pisciolines 126 (Prudéncio et al, 2015).
b. Classe llb
Composeée de bactériocines formées de deux peptides agissant en synergie, tels que les lactocines
705, dans laquelle la molécule active est formée par I’interaction de deux peptides afin d’avoir une
activité antimicrobienne. La Lactacin F et Lactococcin G font partie de ce groupe.
c. Classellc
Comprend des peptides circulaires qui dépendent du systeme sec comme les carnocyclines A et
enterocines AS-48 (Prudéncio et al, 2015).

3.3. Bactériolysines
Les bactériolysines sont de grandes protéines antimicrobiennes résistantes a la chaleur. Elles ont
une structure domaine-type, dans laquelle différents domaines ont une fonction de translocation au
récepteur et d’activité 1étale. Ces protéines sont également de structure modulaire et ont un domaine
catalytique au N-terminus qui montre une homologie avec 1’endopeptidase et un C-terminus qui

représente probablement le site de reconnaissance cible (Cotter, 2012).
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Figure 02 : structure des bactériocines (Nishie et al, 2012).

3.2. Les bactériocines produits par les bactéries Gram-négative

3.2.1. Microcines

Les microcines sont des peptides hydrophobes trés stables ayant des masses moléculaires
inférieures a 10 kDa et sécrétés dans des conditions stressantes d’épuisement des nutriments
(Boubezari et al, 2018).

Les microcines présentent une stabilité élevée a la chaleur, aux pH extrémes et aux protéases. Ils
ont une activité antimicrobienne puissante contre des bactéries étroitement apparentées avec des
concentrations inhibitrices minimales dans la gamme nanomolaire (Duquesne et al, 2007).

3.2.2. Colicines:

Les colicines sont des peptides antimicrobiens codées par des plasmides ayant un poids moléculaire
élevé (>20 kDa) (Micenkova et al, 2012) et sécrétés par Escherichia coli (E. coli) et autres
Enterobacteriaceae. Elles sont actives contre les souches d’E. coli et d’autres bactéries étroitement
apparenteées tels que Salmonella (Kaur et Kaur, 2015).
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Les colicines sont sensibles a la protéase et sensibles a la chaleur. Les composés de cette classe sont
les plus étudiés et sont utilisés comme des systtmes modeles pour I'étude des structures, des
fonctions et de I'évolution des bactériocines. La synthese de la colicine est réalisée sous stress et est
fatale pour la production des cellules, en raison de la co-expression avec la protéine de lyse
(Zimina et al, 2020).

La plupart des protéines des colicines partagent une organisation similaire. Avec 3 domaines
fonctionnels constitués d’une région N-terminale impliquée dans la translocation de la colicine dans
la cellule, une région centrale impliquée dans la liaison de la colicine spécifique de la membrane
externe et une région C-terminal dans laquelle réside I’activité inhibitrice (Laskin, Allen et al,
2003).

4. Mode d’action
Les bactériocines ont différents mécanismes d’action. Soit elles vont altérer la perméabilité
membranaire des bactéries, elle forme en effet un pore dans la membrane de la cellule cible (Bauer
et al, 2005 ; Martinez et De Matins, 2006), soit inhiber la synthése de leurs peptidoglycanes, soit
en détruisant leur liaisons peptidiques. D’autres bactériocines ont un autre mode d’action : la
perturbation du fonctionnement de la cellule (Koo et al, 2001). Elles ciblent les vésicules
membranaires pour perturber la force motrice du proton (Mokoena, 2017).
Elles peuvent posséder un mode d’action bactéricide ou bactériostatique sur les cellules sensibles,
cette distinction étant fortement influencée par plusieurs facteurs tels que la dose de bactériocines et
le degré de purification, I’état physiologique des cellules indicatrices et les conditions
expérimentales (Cintas et al, 2001). Les bactériocines inhibent la croissance des souches
bactériennes concurrentes en ciblant la membrane cellulaire et/ou la paroi cellulaire ou en ciblant
des processus vitaux au sein de la cellule (Aoibhin et al, 2021).
Les bactériocines des BL peuvent agir via différents mécanismes pour exercer un effet
antimicrobien ; I’enveloppe cellulaire est généralement la cible (Parada et al, 2007) ; en perturbant
le fonctionnement de la membrane cytoplasmique (Nes et al, 2007). Ces peptides sont généralement
efficaces contre les microorganismes Gram-positifs. Les bactériocines des BL peuvent étre
inefficaces pour inhiber les organismes Gram-négatifs parce que la membrane externe empéche le

site d’action de la bactériocine. (Martiniz et al, 2001 ; Morisset et al, 2004).
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Figure 03:Mécanisme antibactérien des bactériocines.a Certaines bactériocines de classe | (par
exemple, la nisine) inhibent a la fois la synthese du peptidoglycane et forment des pores; les
bactériocines de classe Il (par exemple, la lactococcine A) peuvent se lier au systeme mannose
phospho-transférase (Man-PTS) et former des pores, (b) De nombreuses bactériocines contrdlent
leurs bactéries cibles en interférant avec I'expression des génes. Par exemple, la microcine B17
(MccB17) inhibe la réplication de I'ADN, la MccJ25 inhibe la transcription et la MccC7-C51 inhibe
la synthese de 'ARNmM.

5. Les applications des bactériocines
L’émergence de la résistance aux antibiotiques conventionnels ces derniéres années a orienté la
recherche vers I’étude de nouveaux agents antimicrobiens. Le mode d’action des bactériocines qui
différent de ceux des antibiotiques conventionnels permettraient leur utilisation comme alternative
aux antibiotiques dans la prévention et/ ou le traitement des infections dues a des bactéries devenues
résistantes aux traitements conventionnels (Dicks et al, 2011).
5.1. Dans le domaine alimentaire

L’utilisation des bactériocines dans les produits alimentaires a connu une forte progression. Ces
substances sont naturelles, siires non toxiques pour les cellules eucaryotes et facilement digestibles
dans le tractus intestinal (Gautam et Sharma, 2009).

Les bactériocines sont sensibles aux protéases digestives et elles ont une grande tolérance aux
variations de pH et aux traitements thermiques, un mode d’action bactéricide et un large ou étroit
spectre antimicrobien donc elles peuvent cibler des bactéries pathogenes ou altérantes sans inhiber

les bactéries indispensables (Galvez et al, 2007).
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L’application des bactériocines purifiées ou semi-purifiées se fait aprés production en fermenteur,
purification ou semi-purification et conditionnement par les techniques adéquates (Guinane et al,
2005).La nisine est actuellement utilisée dans les aliments contre les agents pathogenes d’origine
alimentaire et contre les microorganismes d’altération des aliments. De plus, I’efficacité de la nisine
contre les spores bactériennes a également été démontrée (Ibrahim, 2019).

Les bactériocines peuvent également étre appliquées sous forme d’un concentré obtenu aprés
fermentation par la souche productrice et atomisation d’un substrat alimentaire (Deegan et al,
2006). Un autre mode d’application basé sur 1’immobilisation des bactériocines sur les cellules
productrices, dans des gels ou des films telle que I’alginate de calcium, la gélatine, la cellulose, les
protéines de soja, des films de polysaccharides, etc. La bactériocine sera alors libérée dans le
produit au cours de la conservation (Luchansky et al, 2007).

5.1.1. Bio-conservation alimentaire

Les bactériocines peuvent étre introduites dans les aliments au moins de trois manieres différentes:
en ajoutant la bactériocine purifiée ou partiellement purifiée directement a I'aliment, en incorporant
un ingrédient a base d'un fermentant d'une souche productrice de bactériocine dans I'aliment ou en
produisant la bactériocine dans le site en utilisant les souches bactériennes comme cultures de
départ ou protectrices / adjuvantes. Alternativement, les bactériocines peuvent étre incorporées dans
les matériaux d'emballage utilisés pour protéger les aliments de la contamination externe
(Nascimento et al, 2018).

Les bactériocines peuvent étre utilisées pour I’intensité du traitement thermique dans les aliments
sans compromettre 1’inactivation microbienne et peuvent également fournir une protection
supplémentaire pendant le stockage des aliments contre la prolifération des endospores survivants
aux traitements thermiques. De plus, il a ét¢ démontré que I’intensité des traitements thermiques
contre les endospores bactériennes peut étre abaissée en association avec la nisine ainsi que
I’entérocine AS-48 (Galvez et al, 2010).
5.2.  Dans le domaine sanitaire
Les bactériocines sont utilisés comme agents de thérapie naturelle alternatifs aux antibiotiques.
5.2.1. Traitement de cancer

La cytotoxicité des bactériocines et leur capacité a agir sur les cellules cancéreuses peuvent
dépendre de propriétés structurelles telles que le nombre d'acides amines charges positivement,
1I’hydrophobicité et la capacité a former des structures amphipathiques et des oligoméres (Gaspar et
al, 2013). On suppose que la principale cible des bactériocines est la membrane cytoplasmique des

cellules eucaryotes (Zhao et al, 2006). L'action des bactériocines est sélective et elles ne peuvent se
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lier spécifiquement qu'aux cellules cancéreuses. L'augmentation de I'expression des molécules
chargées negativement a la surface des cellules cancéreuses les rend vulnérables a I'activité
cytotoxique des bactériocines. Les mécanismes de cytotoxicité comprennent I'induction de
I'apoptose et / ou la dépolarisation de la membrane cellulaire, ce qui conduit a des changements de
permeéabilité (Sand et al, 2013). Certains d'entre eux peuvent provoquer a la fois une nécrose et une
apoptose. Des études mesurant le potentiel membranaire démontrent qu'en quelques secondes apres
I'interaction de la bactériocine cytotoxique avec une cellule eucaryote sensible, sa surface est
dépolarisée et sa perméabilité augmente, entrainant la mort cellulaire. Une destruction rapide causée
par des bactériocines cytotoxiques peut indiquer un mécanisme d'action non-récepteur. Malgreé le
fait que le potentiel cytotoxique des bactériocines a été étudié en laboratoire (Tableau 02), il n'y a
pas de données sur I'efficacité pour le traitement du cancer (Zimina et al, 2020).Les avantages des
bactériocines en tant qu'agents thérapeutiques sont qu'ils sont de petits peptides et donc, pour la
plupart, ne sont pas de nature immunogéne. Deuxiemement, ils sont facilement hydrolyses en acides
aminés simples. L'un des principaux problémes liés a l'utilisation des bactériocines comme
médicaments est la réduction de la stabilité des intestins ou des tissus humains. (Kaur et Kaur,
2015).

Tableau 02: Bactériocines ayant des activités anticancéreuses contre diverses lignées cellulaires

cancéreuses. (Kaur et Kaur, 2015).

Bacteriocine Organismeproducteur  Classe Taille (kDa) Lignéescellulairescancéreuses

Colicin E3 E. coli " 9.8 P388, HelLa, HS913T

Colicin A E. coli " >20 HS913T, SKUT-1, BT474,
ZR75, SKBR3, MRC5

Colicin E1 E. coli Il 57 MCF7, HS913T

Microcin E492 K. pneumoniae la 7.9 Hela, Jurkat, RJ2.25

Pediocin PA-1  P. acidilactici PAC1.0 Ila 35 A-549, DLD-1

Nisin L. lactis I 35 MCF7, HepG2

6. Bactériocine comme régulateur de microbiote

Le microbiote diversifié et dynamique du tractus Gl représente une grande source de biomolécules,
comprenant les bactériocines, qui sont capables de moduler la population microbienne de I’intestin.
Les peptides modifies post-traductionnellement synthétises par ribosome (RiPPs) sont en grande
partie produits par le microbiote humain (Donia et al, 2014) et actifs contre un nombre limité

d’espéces en raison de leur activité a spectre étroit (Donia et Fischbach, 2015). Les RiPPs isolés a

14



Partie bibliographique

partir de bactéries associées a I’homme comprennent les bactériocines, les lantibiotiques et les
microcines (Donia et Fischbach, 2015). L’expression des bactériocines par les bactéries
commensales dans le tractus Gl impacte sur la concurrence de la niche (Kommineni et al, 2015) et
les bactériocines délivrées par les commensaux qui occupent une niche bactérienne intestinale
particuliére peuvent servir de thérapies efficaces pour éliminer spécifiquement la colonisation
intestinale par les bactéries multi-résistantes, sans perturbation profonde du microbiote indigéne
(Drider, 2016).

7. Les avantages des bactériocines

Les bactériocines ont plusieurs propriétés qui les rendent avantageuses pour diverses applications
biomédicales. Ceux-ci s’utilisent comme des agents antibactériens, des agents d’administration de
médicaments et des aliments fonctionnels (Wang et al, 2012 ; Shin et al, 2016). En termes
d’activité antibactérienne, ils présentent une faible toxicité pour les cellules eucaryotes, avec
stabilité dans les solutions physiologiques aprés fonctionnalisation et stabilité a haute températures
et de faibles concentrations minimales inhibitrices contre de nombreuses souches bactériennes. Les

bactériocines possédent egalement une activité antimicrobienne sélective. (Simon et al, 2020).

e Elles ont I’avantage d’étre efficace pour lutter contre les agents pathogénes alimentaires
sans posséder d’effets secondaires (Sidhu et Nehra, 2019).
e De plus, les bactériocines ont une petite taille, biocompatibilité, biodégradable et
principalement non immunogénes (Tabata, 2019).
Les bactériocines produites par BL présentent un intérét particulier pour I'industrie alimentaire pour
plusieurs raisons :

e Premiérement, les membres du groupe BL ont des antécédents d'utilisation sans danger
comme cultures de départ dans les fermentations alimentaires et beaucoup possédent le
statut « Généralement considéré comme sir (GRAS)» selon la Food and Drug
Administration des Etats-Unis (Galvez A, 2007).

e Deuxiémement, en plus d'étre non toxiques pour les cellules eucaryotes, les bactériocines
BL sont extrémement puissants contres de nombreux microbes d'altération des aliments et
bactéries pathogenes, démontrant une activité destructrice dans la gamme nanomolaire.

e Troisiemement, ils n'interferent pas avec la qualité sensorielle des aliments.

Enfin, l'origine ribosomique des bactériocines a permis la manipulation du géne de structure
associé de maniére plus directe que ce n'est possible pour d'autres classes d'antimicrobiens pour

obtenir des variantes aux propriétés potentiellement bénefiques. (Field et al, 2018).
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8. Les limites d’utilisation des bactériocines

L’utilisation limitée des bactériocines dans I’industrie alimentaire peut étre attribuée a sa
dégradation facile, a la répulsion électrostatique et aux interactions incontrélées avec divers
composants alimentaires (Sidhu et Nihra, 2019), leur spectre relativement étroit par rapport aux
antibiotiques a petites molécules(Egan et al,2017), leur dégradation facile par les enzymes
protéolytique (Fahim, 2016), leur spectre antibactérien resserré, les exigences de dosages éleves
pour tuer les bactéries multirésistantes aux antibiotiques, le colt d’isolement, de purification et de
production élevé et faible rendement de production naturelle (Radaie et al, 2020).Seulement la
nisine qui est acceptée comme un additif alimentaire (Charles et al, 2007 ; Privat et al, 2011)et
une faible toxicité et stabilité a la température (Garcia et al, 2010 ; Dischinger et al, 2014).

Et dans les produits solides, les bactéries forment des biofilms dont la résistance aux bactériocines

peut étre plus élevée (Schobitz et al, 2003).
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Matériel et méthodes

1. Matériels biologiques
Escherichia coli ATTC 35695.
Listeria innocua HpB13.
Salmonella montevideo.
2. Prélévement et collection des échantillons

Le prelevement a été effectué au niveau des laboratoires de la Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie. Les étapes de prélevement ont été réalisées avec un matériel stérile et dans un
endroit propre.
La mouette rieuse a été retrouvée sur le point de mourir au niveau de la résidence universitaire,
donc nous ’avons utilisé pour notre étude. Les souches ont été isolées a partir du contenu du jabot
(J) et du duodénum (D) de I’oiseau.
Le prélevement s’est effectué en soutirant le tube digestif et en incisant ses différents segments
(jabot, duodénum) longitudinalement par un ciseau métallique stérile pour prélever leurs contenus.
Ceux-ci sont mis directement dans des tubes contenant 9ml d’eau physiologique. Une série des

dilutions jusqu’al107® ont été effectués a partir des solutions méres de chaque segment.

Photo 01 : Mouette rieuse apres Photo 02 : Le tube digestif de la

dissection. Mouette rieuse.

Photo 03 : Le jabot. Photo 04 : Le duodénum.
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3. Isolement et purification des souches lactiques

3.1. Isolement
Les echantillons collectés ont eté diluées directement ; 1 ml a été prélevé a partir de chacune des
dilutions 10#, 10 et 10%t a été ensemencé en surface par le rateaux sur différents milieux
gélosés MRS (De Man, Rogosa et Sharpe) contenant10g de peptone,10g Extrait de viande, Extrait de
levure 5g, Glucose 20 g, Tween 80 1 ml, Phosphate di potassique 2 g, Acétate de sodium 5g, Citrate
d’ammonium 2 g, Sulfate de magnésium 0,20 g, Sulfate de manganeése 0,05 g et Agar agar
bactériologique 15,00 g, pour la croissance de la microflore lactique totale. Le milieu LB (Leuria
Bertani) (5g de peptone, 2.5g de I’extrait de leveur 5g de Na CI,7.5g d’agar) et la Gélose Nutritive
GN. Les boites ont été incubées a I’étuve a 37°C pendant 24 heures. La pureté des souches est
confirmée par une observation microscopique.
Des colonies ont été récupérées au hasard (tableau 03) sur lesquelles ont été appliqués la coloration
de Gram et le test de catalase.

3.2. Purification
La purification a été réalisée par des repiquages successifs dans des conditions aseptiques sur gélose
et bouillon MRS ou LB jusqu'a I’obtention d’une culture pure dont la purcté est estimée par
observation microscopique, apres coloration de Gram.
4. Recherche de la catalase

Elle est mise en évidence par contact de la culture avec une solution d’eau oxygénée, une goutte

de cette derniere est placée sur une lame et une colonie y est déposée, un dégagement gazeux
abondant sous forme de mousse ou de bulles traduit la décomposition de 1’eau oxygénée sous
’action de la catalase (Riner, 2010).
5. Activité antibactérienne :
Le principe de la détection de I’activité antimicrobienne est basé sur la diffusion de 1’agent
antimicrobien dans des milieux de culture solides ou semi-solides pour inhiber la croissance des
micro-organismes indicateurs sensibles. La mise en évidence de 1’activité antimicrobienne est
effectuée sur quelques souches représentant des espéces d’intérét (Guiraud, 1998).

5.1. Préparation du surnageant :
Apres 1’obtention des colonies pures, une colonie a été prélevée a partir de chacune des boites
testées et a été versée dans un tube contenu de 4 ml des différents milieux (MRS ou LB). Les tubes
ont été incubés a 1’étuve a 37 °C pendant 24 heures pour le milieu LB et pendant 48 heures pour le
milieu MRS.1 ml de chaque souche testée a été déposé en eppendorf puis centrifugé par la

centrifugeuse a eppendorf a 5000g/10 min, et récuperation de la partie supérieure.
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5.2. Méthode des puits

La méthode de diffusion en milieu solide LB (Luria Bertani) a été utilisée. 250 pl d'une culture
d'une nuit de la souche indicatrice (Escherichia coli, Listeria innocua HpB13 et Salmonella
montevideo) ont été mélangés avec 25 ml de milieux et versés dans des boites de Pétri. Apres
solidification, a 1’aide de 1'extrémité large d'une pipette de 5 ml stérile des puits ont été percés dans
la gélose.80 ul de surnageant des souches testées ont été déposes dans les puits. L’incubation a été
effectuée a 37°C pendant 24 h (Hammami et al, 2009).

5.3. Méthode des spots
La gelose LB a été versée dans des boites de Pétri, apres solidification, les souches indicatrices ont
été étalées par coton-tige stérile en surface. Apres séchage, des gouttes de surnageant des souches
testées ont été déposées sur la surface par la micropipette et ont été séchées. L’incubation a été

effectuée a 37°C pendant 24 h (Basli A et al, 2012).
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11.1.Résultats et discussion :

1. Résultats :
1.1. Isolement :
Au total 34 souches ont pu étre isolées a partir du jabot et du duodénum, comme mentionné au
tableau 03.
Tableau 03 : Les souches selectionnées.

Jabot Duodénum
Jo Doo
Jos Doos
Joa Doo2
Jos Doos
Jos Doos
Jo7 Doos
Jos Doos
Joo Doos
Jou1 Do:
Jor2 Doz
Jo1s Dos
Joo Dos
Joor Dos
Jooz Dou
Joos Do12
Joos Dois
Joos Dos

1.2.Purification :
Des bactéries ont été isolées dans I’objectif de sélectionner des souches productrices de
bactériocines. Les isolements ont été effectués a partir de la mouette rieuse.
La plupart des souches purifiées sont des colonies blanches, bombées et de tailles uniformes et

d’autre sont des colonies de forme irréguliére, lisses et transparentes (Photo 05).
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(b)
Photo 05: Aspect des colonies isolées a partir du tube digestif de la mouette rieuse.
(@) en milieu GN. (b) en milieu MRS.

1.3. Recherche de catalase :
La photo 06 montre un exemple de réaction positive a la catalase, par formation de

bulles instantanées

Photo 06 : Exemple de formation des bulles d’oxygene.
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Tableau 04 : Test d’identification des souches testées.
Milieu | Souche Gram Catalase Forme
Do1 + ; bacille
Do2 + ; bacille
Do3 + ; bacille
Dos + ; bacille
Dos + ; bacille
Dou + . bacille
Doz + ; bacille
Doz13 + ; bacille
Do4 + - bacille
MRS | Jo + - bacille
Jos + - bacille
Joa + ; bacille
Jos + . bacille
Jos + . bacille
Jo7 + - bacille
Jos + ; bacille
Joo + - bacille
Jou1 + bacille
Jois + . bacille
Joo + - bacille
Doo ; + cocci
Doo1 + + cocci
Doo2 - + bacille
Doos + - cocci
Doos + - bacille
Doos + - bacille
LB Doos R - cocci
Dooz + - bacille
Doos - - cocci
Joo1 + + cocci
Joos + - bacille
Joos - + cocci
Joos + - cocci
Jo13 + + bacille
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1.4.Activite antibactérienne :
Parmi les 34 souches isolées, 6 souches ont représenté une petite activité (Tableau 05) ; 4 souches

Résultats et Discussion

ont éte isolées a partir du milieu LB (Joo1, Joos, Doos, Doos) et 2 souches (Dois, Jo13) ont été isolées a

partir du milieu MRS ; par la formation d’une zone d’inhibition autour des puits. Ces résultats sont

obtenus par la méthode des puits.

Parmi ces souches, Do14 et Jo1z sont des souches lactiques et les autres sont des souches non

lactiques.

Tableau 05 : Les souches testées ayant une activité antibactérienne.

Souche Milieu Salmonella | Escherichia | Listeria
montevideo | coli ATCC | innocua
35695
Doos LB + - +
Doos LB - - -
Doz4 MRS + + +
Joo1 LB + + -
Joos LB - + -
Jo13 MRS + - +

+ présence d’activité.

- pas d’activité.
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11.2. Discussion :

La production de bactériocines par différentes bactéries lactiques isolées des produits et animaux
marins a déja fait ’objet d’un certain nombre de travaux. Ces derniers ont révélé I’existence de
nombreuses souches douées d’une activité anti microbienne importante.

Les 34 souches isolées a partir des différents segments de tube digestive la Mouette rieuse et
examinées pour montrer une 1’activité des bactériocines contres 3 souches indicatrices (Escherichia
coli ATCC 35965, Salmonella montevideo et Listeria innocua HpB12) ne représentent aucune
activité antimicrobienne sauf les souches Doos, Doos, Do, Joo1, Joos, €t Jois représentent une
Iégere activité, cette activité peut étre due a la production de substances antimicrobiennes tels que

peroxyde d’hydrogéne, I’acide lactique ou bactériocine (Sifour et al, 2012).

D’autres scientifiques ont montré I’efficacité des bactériocines isolées a partir des différentes

origines contre les germes pathogenes et dans la conservation des produits marins.

Iseppi et al, (2019) trouvent que deux souches d’Enterococcus mundtiiLpl7 et Enterococcus
mundtii Lp18 provenant de fruits de mer et de poisons (rouget et sardine) présentent une forte
activité inhibitrice contre toutes les espéeces de Listeria en particulier Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes) en produisant les bactériocines bacLP17 et bacLP18. Les deux bactériocines ont
déterminées de large zones d’inhibition, leur traits de virulence et les résistances aux antibiotiques
ont été vérifiés et ne présentaient aucune caractéristique dangereuse et elles pourraient étre utiles

pour contrbler la croissance de L. monocytogenes dans les mémes produits alimentaires.

Selon Migaw et al, (2014) les souches lactiques Enterococcus durans GM18, Enterococcus durans
GM19, Enterococcus faecium et Lactococcus lactis isolées de divers visceres de poissons frais sont
capables de produire la durancine GMT18, entérocines A et B, entérocines A, B et P et la nisine
respectivement active contre Listeria innocua. Ces souches pourraient étre utile pour la

bioconservation des aliments ou comme probiotiques.

L’étude d’Alves et al, (2005) montre que les produits de poisson fumes brésiliens abritent L.
monocytogenes et devraient étre stabilisés contre la croissance de ce microorganisme.
Carnobacterium piscicola C2 (C. piscicola) a le potentiel d’étre utilisé comme culture
bioprotectrice dans le surubim et d’autres poissons légérement conservés; la souche
bactériocinogéne de C. piscicola C2 isolée de surubim fumeé a froid emballé sous vide et deux

souches de C. piscicola isolées de saumon fumé a froid emballé sous vide étaient capables de
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limiter ou d’inhiber complétement la croissance d’une L. monocytogenes isolée de surubim dans des
systemes modeéles de peptone de poisson incubés a 10°C ; la croissance de L. monocytogenes a été
complétement inhibée par C. piscicola C2 et C. piscicola A9b+ a reduit les concentrations
maximales de L. monocytogenes. Les deux souches de C. piscicola ont empéché la croissance de

Listeria dans les jus de poisson fumés a froid (surubim et saumon).

Selon Sarika et al,(2012) des souches de BL isolées de la surface corporelle de perche marine
Percaflavescen sont montré un effet inhibiteur contre au moins quelques-unes des souches
indicatrices testées. La bactériocine PSY2, produite par L. lactis PSY2 a été sélectionnée pour
déterminer 1’efficacité en tant que bio conservateur dans la morue de grande valeur. La substance
inhibitrice avait un mode d'action bactéricide ou bactériostatique comme mis en évidence par la

zone claire d'inhibition contre les souches indicatrices comme E. coli et L. monocytogenes.

Les bactéries lactiques isolées de mrigala ont été initialement criblé pour la production de
bactériocines contre Staphylococcus aureus ATCC 25923.La souche FPTLB3 s'est avérée posséder
une activité antibactérienne a la fois par la méthode des taches de gélose et par la méthode de
diffusion par puits. Il a inhibé diverses bactéries avec un spectre d'activité étroit contre les Gram

positif et les bactéries a Gram négatif notamment Listeria (Banerjee et al, 2013).
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis plusieurs siécles comme agent protecteur dans les
aliments fermentés. Ces bactéries sont présentes dans une grande variété d'aliments, ainsi que dans
le tube digestif des mammiféres et oiseaux.

Les bactéries lactiques comme les lactocoques et les lactobacilles, sont utilisées pour leurs
différentes propriétés, surtout celle de pouvoir fermenter le lactose. Cette propriété permet
d'ameéliorer les qualités organoleptiques d'un aliment grace aux différents composés de la
fermentation (diacétyl, divers acides organiques, etc.). La fermentation permet également
d'augmenter la durée de vie des aliments. Les bactériocines issues du métabolisme bactérien,
servent également a cette fin.

Les bactériocines sont des peptides synthétisés par les ribosomes et elles possédent une activité
bactéricide ou bactériostatique envers d'autres micro-organismes. Ceci permet a la bactérie
productrice de pouvoir éliminer certains compétiteurs potentiels présents dans son environnement.
Certaines bactériocines ne sont pas uniquement efficaces envers des bactéries phylogéniquement
semblables. Elles peuvent avoir un spectre d'activité étendu et sont en mesure d'affecter une grande

variété de bactéries.

Dans ce travail nous avons tenté d’isoler de nouvelles souches bactériennes a partir du tractus
digestif de la mouette rieuse. Cet oiseau qui vit aussi bien en mer et sur terre, a attiré notre attention
de pouvoir héberger des souches intéressantes, qui auront une activité anti-Listeria (ou autre) étant
donné que son alimentation est basée surtout sur le poisson frais.

Nous avons pu isoler plusieurs souches aussi bien Gram + que Gram -, celles-ci ont été purifiée puis
soumises a des tests d’activité antimicrobienne contre trois souches qui sont Escherichia coli
ATCC35695, Listeria innocua HpB13 et Salmonella montevideo.

Une autre étude dans ce genre doit étre réalisée afin de sélectionner un nombre plus important de
souches, tout en ciblant d’autres parties anatomiques du tube digestif et qui peut héberger des

souches plus intéressantes.
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Screening des souches bactériocinogenes a partir de tractus digestive de
la Mouette rieuse

Résumé

Les bactéries lactiques présentant une activité bactéricide ou bactériostatique contre d’autres
bactéries par la synthése des bactériocines qui sont des peptides synthétisés par voies ribosomiaux.
Les bactériocines des bactéries lactiques sont 1’objet d’une attention toute particuliere depuis
plusieurs décennies en raison de I’intérét tant fondamental qu’appliqué qu’elles suscitent surtout
dans I’industrie agroalimentaire, et considérées aussi comme un facteur clé dans la sélection des
souches probiotiques. Dans ce travail nous avons fait le screening de 34 souches a partir de tractus
digestif de la mouette rieuse. Puis nous avant fait 1’étude de I’activité antibactérienne vis-a-vis des
germes pathogénes (Escherichia coli ATCC 35965, Listeria innocua HpB13 et Salmonella
montevideo). Ces souches n’ont monté qu’une faible activité contre ces derniéres.

Mots clé : Bactéries lactiques, bactériocine, activité antibactérienne, probiotiques, Mouette rieuse.

Abstract

Lactic acid bacteria exhibit a bacterial or bacteriostatic activity against other bacteria by the
synthesis of bacteriocins which are peptides synthesized by ribosomal pathways. The bacteriocins of
lactic acid bacteria have been the subject of special attention for several decades because of the
interest both fundamental and applied they arouse especially in the food industry; it is also a key
factor in the selection of probiotic. In this study, we screened 34 strains of bacteria from the
digestive tract of the black-headed gull. Then, we studied the antibacterial activity of certain strains
of lactic acid bacteria against pathogenic germs (Escherichia coli ATCC 35965, Listeria innocua
HpB13 and Salmonella montevideo). These strains showed a low activity against them.

Key words: Lactic acid bacteria, bacteriocins, antibacterial activity, probiotics, black-headed gull.
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