





Remerciements

Tout dabord, nous vemevrcions ALLAFH tout puissant de nous
avoir donné la force, la patience et la volonté pour accomplir ce
travail.

Nous exprimons nos remerciements les plus sincéres d Mme.
Bahri Fathia chargée de notre encadrvement. Nous tenons d la
remercier vivement pour sa patience durant ce travail, pour son
soutien lovs des moments difficiles pour fairve évoluer ce projet.
Nous la remercions encore pour son encadrvement, sa
disponibilité, sa pédagogie, ses compétences, sa modestie et son
aide précieuse tout au long de ce projet.

Nous adressons également mos s'inséres remerciements aux
membres de jury Dr. Laggoune S. et Dr. Boudjerda J. qui ont
accepte d'évaluer notre travail.

Nous adressons nos remerciements a toute [équipe de laboratoire
de Microbiologie et d tous ceux qui ont participé de prés ou de

loin d notre formation.



Liste des abréviations

BAL : Les bactéries lactiques.
ABC: ATP Binding Cassette.
DO : Densité optique.

FPM : Force Proton-Motrice.
CMI : Concentration minimale inhibitrice
G+C : Guanine+Cytosine.

GN : Gélose nutritive.

mM : milli Molaire

MRS : Man Rogosa Sharp.
Ppm : Part par million.

ApH : gradient de pH

Ay : potentiel transmembranaire
aw : activité de I’eau.

CWBI : Centre de la Wallonie Bio- Industrie de la Belgique .

Lb : Lactobacillus.

Le : Lactococcus
Ln : Leuconostoc
strep : Streptomyc.

rpm : Rotation par minute.

UA/ml : Unité arbitraire par millilitre.
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Etude bibliographique Le genre Lactobacillus
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Figure (2) : Distances phylogénétiques entre les genres principaux constituant les BL basées sur

les séquences des ARNr 16S. Les bactéries a bas G+C (en haut) sont phylogénétiquement éloignées des
bactéries & haut G+C (en bas). Sont soulignés en rouge les genres pour lesquels la séquence d’au moins un génome
est disponible, en vert ceux pour lesquels au moins un génome est en cours de séquencage. La barre indique une

divergence de séquence estimée de 10%. Adapté de Schleifer et Ludwig, 1995 (Penaud, 2006).
1.5. Identification :

Le diagnostic d’espece peut étre difficile a faire par les méthodes biochimiques en raison
du trés grand nombre d’espéces existantes. Il repose essentiellement sur des tests de fermentation
des sucres. La galerie APIS0 CH avec 'utilisation du milieu pour Lactobacilles est la méthode
biochimique la plus utilisée et probablement la plus fiable (Tankovic ,2007).





















Etude bibliographique Activité antimicrobienne des Lactobacillus

11.6.5. Mode d’action :

Le siege d’activité des bactériocines est la membrane cellulaire, raison pour laquelle les
bactériocines n’ont pas d’activité contre les bactéries Gram-. Cependant, les mécanismes
d’action des bactériocines sur la membrane sont variés (Dortu et Thonart, 2009).

Les bactériocines de classe II représentent le cas typique de bactériocine agissant sur la
membrane cytoplasmique des cellules sensibles en dissipant la force proton motrice (PMF : La
force motrice protonique est un gradient électrochimique composé d’un potentiel
transmembranaire (Ay) et d’un gradient de pH (ApH)). Ces gradients jouent un rdle de moniteur
pour plusieurs processus cellulaires dépendant de 1’énergie, permettant a la cellule de maintenir
son intégrité (Diop, 2008) par la formation de petits pores membranaires. Deux étapes peuvent
en réalité étre distinguées :

D’abord, les molécules de bactériocine se fixent a la surface de la membrane et quand la
concentration locale est élevée, ’orientation des molécules change et elles sont insérées dans la
membrane causant la déstabilisation de la structure de la bicouche et la formation des pores
(figure 4), ceci résulte en un flux d’ions, d’acides aminés et d’ATP vers I’extérieur de la cellule
et en la dissipation de PMF, avec comme conséquence la mort de la cellule (Izquierdo, 2009).

D’un autre coté, certains lantibiotiques, comme par exemple la nisine,montrent un mode
d’action double: d’une part elles s’attachent au lipide I, le principal transporteur des unités de
peptidoglycane du cytoplasme a la paroi cellulaire. Ce qui empéche la synthése correcte de la
paroi cellulaire, causant la mort de la cellule, d’autre part elles utilisent le lipide II comme point
d’ancrage pour initier le processus d’insertion dans la membrane et la formation de pores
provoquant la mort rapide de la cellule. Les bactériocine a deux peptides, comme par exemple
la lacticine 3147 peuvent avoir cette activité double partagée entre les deux peptides.
Une exception au mode d’action membranaire est représentée par les bactériocines de la classe
III (bactériolysine) telles que lysostaphine, dont ’action bactéricide consiste a cliver la partie
peptidique du peptidoglycane des cellules cibles (Izquierdo, 2009).

Class I Class i Bacteriolysins
IEnakanim [LNCT oY € b o

Figure 4 : Mode d’action des bactériocines des bactéries lactiques (Izquierdo, 2009).
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Inhibition de L. monocytogenes et B. cereus par les bactériocines des Lactobacillus

I Contamination des aliments par Listeria monocytogenes et Bacillus cereus

Les Lactobacillus sont recherchés en technologie alimentaire pour leurs propriétés
acidifiantes et leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis des micro-organismes pathogénes ou d’altération
telles que Listeria monocytogenes et Bacillus cereus (Larpent et Larpent, 1997).

IL.1. Listeria monocytogenes
II1.1.1. Définition

Les cellules de Listeria sont des bacilles & coloration de Gram positif se présentant sous
forme de batonnets courts et réguliers de 0,4 a 0,5 pm de diamétre sur 0,5 2 2 um de long, aux
extrémités arrondies, certaines cellules pouvant toutefois étre incurvées. Elles se présentent de
maniére isolée ou groupées en V, mobile & 20-25°C° au moyen de 5 4 6 flagelles péritriches et
peu mobile ou immobile a 37°C, non sporulé, non capsulé Figure (5).

Listeria monocytogenes peut étre considérée comme un agent pathogéne alimentaire
« Parfait » car elle est ubiquiste, trés résistante aux conditions difficiles (température, aw, pH...)
et surtout elle est capable de se développer aux températures de réfrigération des aliments. La
virulence des souches pourrait d'ailleurs étre exaltée par leur développement & basse température
(Sutra et al, 1998).

Figure 5 : Aspect de Listeria monocytogenes au Gram (Belleflamme et al, 2006).
IIL.1.2. Caractéres biochimiques

Aérobie-anaérobie facultatif, fermente de nombreux glucides sans gaz, ne produit pas d'urée
et d'indole, Catalase positive et oxydase négative, D-xylosse: négative, L-rhamnose: négative,
Ribose: positive, Mannitol: négative, Rouge de méthyle: positive, Voges proskauer : positive,
Production de H,S: négative, glucose (acidification): positive, Citrate: négative, Nitrate réduit en
nitrite : négative, Gélatine: négative (Rossel, 2003. Sutra ef al, 1998).

ITI.1.3. Habitat
Listeria monocytogenes est une bactérie que 1’on retrouve dans le sol, I’eau, les végétaux et

I’environnement des ateliers de production alimentaire. Elle peut également étre présente dans le
tractus intestinal des animaux et de ’homme. Listeria monocytogenes est recherchée dans le
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Etude expérimentale Matériel et méthodes

Ce ftravail a été réalisé¢ au niveau du Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des
Sciences Exactes et des Science de la Nature et de la Vie de ’Université de Jijel durant la
période entre le mois de mars et juin de 1’année 2012.

1. Matériel
I.1. Matériel biologique
1.1.1. Souches bactériennes

Les souches de Lactobacillus isolées et identifiés par nos collégues durant I’année 2010
et 2011, ont été testées pour leur activité antimicrobienne contre Listeria monocytogenes CWBI*
et Bacillus cereus CWBI* isolées tous les deux a partir d’aliments. Il s’agit des souches:

A8 : Lactobacillus, D8: Lactobacillus gasserii, B3 : Lactobacillus, A13 : Lactobacillus, HT’ :
Lactobacillus, B7: Lactobacillus, 12 : Lactobacillus acidophilus, A20: L. paracasei subsp
paracasei.

*CWBI : Centre de la Wallonie Bio- Industrie de la Belgique / Faculté de agro-alimentaire.
Gembloux. '

1.1.2. Milieux de cultures

- Gélose MRS (Man, Rogosa, Sharp): Milieu sélectif pour la culture des Lactobacillus
additionné de 1%de cystéine (préparer au laboratoire).

- Bouillon MRS

- Gélose nutritive : pour la recherche de I’activité antimicrobienne pour Bacillus cereus (Institut
Pasteur d’Alger).

- Gélose M17 : pour la recherche de I’activité antimicrobienne pour Listeria monocytogenes
(Institut Pasteur d’Alger).

- Milieu Muller- Hinton : pour la détermination de 1’antagonisme microbien (Institut Pasteur
d’Alger).

- Bouillon nutritif : pour la culture des souches indicatrices (Institut Pasteur d’Alger).
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1.1.3. Réactifs
-HCL (IN), la soude NaOH (5N).

- Les enzymes: Catalase (Sigma), Trypsine (Fluka), o-amylase (Fluka), a-chymotrypsine
(Merck), Protéinase-K (Sigma).

- Cystéine.

- Antifongique : Nystatine.

1.1.4. Matériel et appareillages

- Etuve de 37 ,20°C (Memmert).

- pH métre (Hanna Instruments).

- Four Pasteur (Controls).

- Agitateur magnétique chauffant (Bunsen).
- Centrifugeuse (Hettich).

- Spectrophotometre (UV Shimadzu).
-Vortex (Minishaker IKa).

- Bain Marie (Gerhart, Memmert).

- Autoclave (S1li).

- Haut (Tel star).

- Réfrigérateur (Condor).

- Balance (Denver).

- Filtre millipore (0,22 pm).

- Les seringues de Sml.

- Papier Wattman N°3.
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B. cereus et L. monocytogenes par comparaison avec le témoin, par la technique des puits
(Rajaram ef al., 2010 ).

1.2.5.2. Détermination du pH optimal d’action

Le pH optimum d’action des substances présumés bactériocinogénes est mis en évidence
a différents pH. L’extrait bactériocinique est ajusté a des valeurs de pH de 5,7 et 9 avec HCI
(IN) ou du NaOH (5N). Aprés une incubation de 4h a température ambiante, le pH du
surnageant est neutralisé a pH 6,5 afin d’exclure toute inhibition des souches indicatrices
pouvant étre due a I’acidité du pH (Ogunbanwo ef al ., 2003), L activité bactériocinogeéne a été
testée par la suite sur les germes cibles : Bacillus cereus et Listeria monocytogenes par la
technique des puits.

1.2.5.3. Effet de la température et du pH

Pour déterminer l'effet combiné de la température et du pH sur la stabilité des substances
présumées bactériocinogénes,  des dilutions correspondants a la CMI de Iactivité
bactériocinogene de SNTC de chaque souche ont €té préparées et ajustées a pH 5, 7 et 9, et
des aliquotes de chacune d’elles ont été ensuite chauffées a 60, 70, 90, 100, et 120 ° C pendant
10 min. L'activité résiduelle a été mesurée  par rapport a l'activité de chaque pH avant
traitement thermique. L’activité bactériocinogene a été testée par la suite sur les germes cibles :
Bacillus cereus et Listeria monocytogenes par la technique des puits (Diop, 2008).

1.2.5.4. Détermination de la stabilité thermique de la bactériocine au cours du stockage

Afin d’examiner la stabilité thermique de la bactériocine au cours du stockage, différentes
fractions d’extraits bactériocinogénes sont conservées a pH optimal a des températures
différentes: 37 °C, 4 °C eta 20 °C pendant 7 jours. L’activité de la bactériocine est testée vis-
a-vis de Bacillus cereus et Listeria monocytogenes par la technique des puits (Ogunbanwo et
al., 2003 ; Banerjee ef al., 2011).
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Les huit souches sélectionnées et mises au test de  I’activité antimicrobienne ont
manifestés un antagonisme vis-a-vis de Lisferia monocytogenes et Bacillus cereus, sauf la
souche qui porte le code A8 comme le montre la figure (6).

Selon Dortu et Thonart (2009), le pouvoir inhibiteur des Lactobacillus provient la
production de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes tels que :
* Production d’acides organiques, essentiellement de ’acide lactique qui
provoque 1’abaissement de pH ;
Production de peroxyde d’hydrogene (H,O») ;

Production de bactériocines.

A ce stade de notre travail, nous ne pouvons pas donc déterminer quelle est la cause de
’antagonisme des souches de Lactobacillus contre les germes indicateurs.

Photo (1) : Antagonisme des Lacfobacillus contre
Bacillus cereus.

L.2. Détermination de I’activité bactériocinogéne du SNTC

Les résultats de D’activité antimicrobienne des surnageant neutralisés et traités par
Catalase vis-a-vis de Listeria monocytogenes et Bacillus cereus sont résumés dans le tableau

(5).
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Tableau (7) : concentrations minimales inhibitrices (CMI) des Lactobacillus vis-a-vis Bacillus
cereus exprimées en UA/ml.

Lactobacillus
L. paracasei subsp L. acidophilus (12) L. gasserii (D8)
paracasei
Dilutions (A20)
SNTC non dilué 22 mm 20 mm 24 mm
10" 11 mm 10 mm 14 mm
107 9 mm & mm 8 mm
(1,6 .10°UA/mI) (1,6 .10*UA/mI) (1,6 .10°UA/ml)
10° - - -
10 - - -
107 - - -
10° - - -
107 - - -

Les valeurs entre parenthéses expriment les unités arbitraires par millilitre

L’unité arbitraire (UA/ml ou UA/g) est définie comme I’inverse de la plus grande

dilution ayant donnée une zone d’inhibition > 8mm (Diop ef al, 2007).

D’aprés nos résultats, nous remarquons que la plus grande dilution de la solution
bactériocinogene des Lactobacillus ayant montré une activité inhibitrice contre les souches
indicatrices est 107 et de ce fait Iunité arbitraire de nos souches est de ’ordre de 1,6.10°
UA/ml. Diop et al (2007) ont rapporté des résultats similaires aux notre (Diop ef al 2007).

1.4. Caractérisation de I’extrait bactériocinogéne

1.4.1. Effet des enzymes sur D’activité antimicrobienne des surnageants

Les résultats concernant 1’effet des enzymes sur les SNTC de nos souches testées sur les
germes indicateurs sont présentés dans les tableaux (8 et 9).
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I.4.2. Détermination du pH optimal d’action des surnageants neutralisés et traités par
catalase (SNTC)

Les résultats de la détermination du pH optimal des surnageants neutralisés et traités par catalase
sont mentionnés dans le tableau (10,11).

Tableau (10): L’effet du pH sur P’activité antimicrobienne des SNCT des souches de
Lactobacillus sur Listeria monocytogenes.

Souche indicatrice: Listeria monocytogenes
Lactobacillus L. paracasei subsp L. acidophilus L. gasserii
paracasei 12) (D8)
(A20)
5 21 25 23
7 18 19 18
9 11 11 12

Les zones d’inhibition en mm.

Tableau (11): L’effet du pH sur I’activité antimicrobienne des SNCT des souches de
Lactobacillus sur Bacillus cereus.

Souche indicatrice : Bacillus cereus
Lactobacillus L. paracasei subsp L. acidophilus L. gasserii
paracasei a2) (D8)
pH (A20)
5 14 16 14
7 16 15 13
9 10 11 10

Les zones d’inhibition en mm.

D’aprés nos résultats, nous remarquons que ’activité des surnageants neutralisés et
traités par catalase se manifeste le mieux a des pH 5 et pH 7, avec une réduction plus ou moins
importante de I’activité a pH 9. Des études ont montrées des résultats similaires aux notre ; selon
lesquelles plus forte activité a été enregistrée dans l'intervalle de pH de 5,5 & 7,5 (Sarika ef al
2010 ; Diop ef al. 2007).

Egalement, une récente étude de Sivakumar ef al. (2010), montra que les bactériocines
produites par les souches de Lactobacillus sont stables entre des valeurs de pH 5 et 7, avec une
diminution d’activité s’affichant aux pH 9 et 10.
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- Gélose M17

TIYPLONC....eviiiiitiiiii ettt eeeneeseeanes 2,50¢g
Peptone pepsique de VIANAe .........ecueeveveeeeeenieeieeieee et 250 ¢g
Peptone papainique de SOJa ....ceeevererreeereeiiiiiiircteete st 5,00 g
Extrait autolytique de leVUIe......ccvvieeeerieiiirreieceeeee e 2,50 g
Extrait de vIande ........cocceeeeeninreiinenn ittt 500¢g

LLACTOSE evvieneeeiienieit ettt sttt et s st ettt e e e e st a e aaesa e besatebeeas 5,00 g

Glycérophosphate de SOAIUM .......ccveeriverrerereeeiireieeti et 19,00 g

Sulfate de MAGNESIUM .....eevieiierierierieir ettt et s 02 g

ACIAE ASCOTDIQUE eveveiveeriiiieiieiieiee ettt ettt et ettt v s evs e eeenean 0,50 g

Agar bacterioloZIqUE......c.eveererircriieieercictce sttt 15,00 g
Eau distille.........c.ooiiiiniiit e 1000 ml

pH=7,1+0,2.



Annex IT

Tableau (15) : Effet de la température a différents pH sur I’activité antimicrobienne des SNTC

des souches des Lactobacillus sur Listeria monocytogenes.

pH 5 7 9
T°C
Lactobacillus | 60 | 70 1 90 | 100 | 120 | 60 | 70 | 90 | 100 | 120 | 60 | 70 | 90 | 100 | 120
L. paracasei
7 fz‘zggfse’ 2221120]22 | nd 2422|2117 15| 8|8 | 9| 9 |nd
L. acidophilus
(12) 25125(24 | nd { 17 {2018 {18} 14 | 13 110} 9 g 9 7
L. gasserii
(D8) 23121122 nd | 132020 (18|17 [ 10| 9 | 9 | 9 | nd ]| 8

nd: non déterminé.
Les zones d’inhibition en mm.

Tableau (16): L’effet de la température a différents pH sur 1’activité antimicrobienne des SNCT
des souches des Lactobacillus sur Bacillus cereus.

pH 5 7 9
T°C (60 |70 |90 | 10012060 |70 (90 | 100 {120 |60 |70 |90 | 100 | 120
Lactobacillus
L. paracasei |15 |16 (13|12 |11 |16 |15 (15 |14 (12 |9 |8 |9 |8 7
sp paracasei
(A20)
L. acidophilus | 16 |15 |16 |15 |12 |14 |10 |17 |17 |11 [10 |9 |8 |8 7
(2)
L. gasserii |14 |14 |15 |13 |12 [12 |16 |16 |nd | 11 |9 |nd |8 |8 nd
(D8)

nd: non déterminé.
Les zones d’inhibition en mm.







