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Bactéries lactiques

- = Le groupe contenant les autres streptocoques, compte - S.salivarius
subsp salivarius apparentée a S.salivarivs subsp.thermophilus (LARPENT,
1996).

b)Lactococcus :

~ Ces bactéries peuvent avoir un pouvoir hémolytique qui permet de les classer
" dans des groupes sérologiques. Notant que le groupe des 'streptocoques lactiques
| compte des streptocoques non hemolythues Tradltlonnellement ce genre
_ regroupait deux especes : S.lactis et S.cremoris, distinguant la sous espece

S lactis subsp. diacetylactis capable de produire du diacetyle a partir du citrate.
Récemment -SCHLEIFER et al. (1985) c1te par NOVEL. (1992) ont propose
~ de classé dans ce genre les anciennes especes de S.lactis et les tro1s sous especes
: deS. rafﬁnolactls et deux autres especes : S. Ql antarum et S.garviae.

 Chez ‘ces bactenes la présence ou pas des plasmldes varie selon les groupes,

donnant des caracterlsthues en plus que celles déterminées par le chromosome

telles que: la proteolyse le métabolisme du saccharose et la productmn des
bactériocines (nisine, diplococcine), mais aussi portant des génes qui procurent
la résistance a certains bactériophages, ils peuvent étre nombreux (1a14) chez
les streptocoques mésophiles ou réduit (1a2) chez S.thermophilus (LARPENT,
1996).

C)Leuconostoc :

Sont des bactéries hétérofermentaires ayant un métabolisme du citrate
variable, c’est a dire qu’en absence d’un stimulateur de croissance ces bactéries
utilisent peu le citrate (LARPENT, 1996). IIs sont aérobies anaérobies
facultatifs, exigeantes sur le plan nutritionnel, produisant en plus de ’acide
lactique D(-), du CO, et de I’éthanol, avec un optimum de température autour de

25°C (LEVEAU et BOUIX, 1980).

Les Leuconostoc sont soit acidifiant (L lactis) soit aromatisant
(L mesenteroides subsp cremoris) inhibant ainsi la contamination par des micro-
organismes acidosensibles. Ils sont résponsables soit de la fermentation panaire
pour L.mesentoroides subsp mesentoroides avec Lb. plantarum soit de la
fermentation malolactique du vin pour L.oenos (LARPENT, 1996).
d)Pediococcus :

Ce sont des micro-organismes microaérophiles, homofermentaires qui ont
comme produit principal I’acide DL lactique (LARPENT, 1996). IIs sont
saprophytes contaminant des produits végétaux et dégradant des produits de
brasserie (GUIRAUD et GALZY,1980). Pediococcus.acidi-lactici et







Bactéries lactiques

Groupe I : Homofermentaire facultatif comprenant des espéces du groupe
Streptobacterium homofermentaire et mésophile, et d’autres espéces, formé par
~ trois complexes d’especes (N OVEL, 1992). : _
" Le complexe Lb.casei avec ses trois genotypes montrant une homologle
: moyenne ‘et constante: ;
% Le comple)te Lb.sake Ib.curvatus et Lb.bavaricus. qu1 compte des espéces. . -
-7 trés voisines par leur génome. | ’

.= e complexe Lb. plamarum comportant des souches a homologle variable

(NOVEL, 1992). ' , '

* Groupe I : Hétérofermentaire obligatoire, comprenant des espéces du groupe
. Betabacterium heterofermentalre mesophﬂes ou thermophile. Ce groupg
\ renferme des espéces différentes, présentant peu d’ homolog1e entre elles malgré

" un GC%.trés voisin, les plus remarquables espéces sont Lb.buchneri, Lb kefir et

Lb.renteri mais aussi des espéces ayant la capac1te de produire de I’ hydrogene ;
grice & une enzyme: la formiate hydrogéne lyase. Enfin un groupe se
rapprochant de Leuconostoc renfermant les espéces: Lb.viridescens et
Lb.confusus (NOVEL, 1992).

c)Bifidobacterium :

Ce , sont des bactéries Gram (+), batonnets courts, bifurqués, spatulés ou méme
cocoidales, aérobies pour la plupart pouvant étre aérotolérantes pour quelques
espéces en présence du CO, tout en restant catalase (-) ou devenant catalase(+)
(LARPENT,1996). ’

Ce genre produit plus d’acide acétique que d’acide lactique, avec un rapport
de 3/2,de I’é¢thanol mais pas de CO,, et compte 24 espéces pouvant présenter
une homologie entre elles parfois importante (NOVEL, 1992).

Le Bifidobacterium est commensale de I’homme se localisant dans les
intestins, ‘1a bouche, les bronches et le vagin avec une température optimal e de
36°C, et chez les animaux se localisant dans les intestins et un optimal de
température de 43°C a 45°C. il posséde une enzyme caractéristique qui est : le
fructose —6- phosphate phosphocétolase et une teneur en GC% de 57,2% a
64,5% (LARPENT, 1996).

I-3-Exigences nutritionnelles :

Le lait n’est sGrement pas le milieu idéal pour la croissance des bactéries
lactiques. (ACCOLAS et al ., 1980). Ce sont des micro-organismes exigeants
en nutriments, nécessitant ainsi pour leur croissance un sucre fermentescible, des









Bactéries lactiques

I-4-Symbiose et antibiose :

Il existe entre les souches de bactéries lactiques utlhsees en industrie laitiére
.des. interactions posmves regroupées sous le terme de coopération, la on parle de
symblose et des interactions négatives ou inhibitions et dans ce cas on parle
d’antibiose (JU]LLARD etal. 1987). : L
_I-4 -1-Symbiose : : ) i ! _

Elle se traduit par une stlmulatton de la croissance des souches ou par la
product1on de - métabolites partlcuhers'(amde lactiqué, ardmes) (JUILLARD et
al ., 1987). MOON et REH\]BOLD’(1976) cité par (JUILLARD et al ., 1987)
ont montré qu’un mélange de souches pures de Lb.bulgaricus et S thermophilus
.donnait un taux et une vitesse de crmssance plus elevee que celles obtenus avec
¢ des souches cultlvees seules. : :
‘ACCOLAS et al.en 1977 ont montre I’effet stimulant de Lb bulg aricus sur
S.thermophilus et vis-versa sur la quantité d’acide lactique prodylte, et que cette
~ derniére augmentait lorsqu’il s’agissait de cultures mixtes comparées a celle
produite par des souches cultivées seules. Le phénomene de coopération entre
les souches de bactéries lactiques se répercute également sur la production de
métabolites secondaires,dans ce cas c’est la production de composés d’ardmes
(JUILLARD et al., 1987).

I-4-2-Antibiose : _

‘Les interactions négatives ou inhibitions peuvent avoir pour origine la
production de compos€s toxiques (bactériocines, antibiotiques, compétition vis &
vis du substrat ou le rejet de catabolites (JUILLARD et al., 1987).

» L’inhibition par le systtme ‘lactoperoxylase-thiocyanate-peroxyde
d’hydrogéne ”, qui met en jeu trois facteurs, dont deux d’entre eux sont
présents de facon naturelle dans le lait, il s’agit de lactoperoxydase et le
thiocyanate. Le premier se combine avec le peroxyde d’hydrogeéne pour
oxyder le thiocyanate en un produit d’oxydation, et qui serait responsable des

+ phénoménes d’inhibition de la croissance et de l’activité des bactéries
lactiques. Le troisiéme facteur c’est le peroxyde d’hydrogéne, H,O, qui

' provient du métabolisme des lactobacilles ou des streptocoques et peut étre

~ autoinhibiteur (JUILLARD et al., 1987).

» [’inhibition par rejet de produits du métabolisme cellulaire et dont la plus
importante est I'inhibition de la croissance et de l’activité des bactéries
lactiques par production de I’acide lactique (JUILLARD et al., 1987).


















Bactériocines

I1-5-3-Peptide de haut poids moléculaire :

Ces peptides d’un poids moléculaire supérieur a 30 KDa se caractérisent par
leur faible thermoresistance. Ils sont en effet détruits par un chauffage de 10 a
15 mn a 60°C. ils sont produit principalement par des souches de lactobacilles
homofermentaire comme 1’acidophilucine A de Lb.acidophilus LATP 1060. Ce
sont des molécules complexes formant des agrégats d’un poids moléculaire
supérieur a 300 KDa. La majorité des peptides de faible poids moléculaire ayant
tendance a former des agrégats plus au moins aisés a dissocier, certains auteurs
estiment qu ’il peut étre difficile de classer avant purification compléte, les
bactériocines dans I'une ou P'autre de ces deux classes. Seule I’helvéticine J a
été séquencée (MHTHOT et al., 1996).

Le spectre d’action de ce type de bactériocines est limité aux souches
taxonomiquement proches. Il existe trés peu d’informations sur le mode d’action
et les propriétés biochimiques de ces bactériocines a cause de leur taille et de
leur caractére thermolabile, les changements de conformation et leur structure
secondaire pourrait étre importante pour leur activit¢ (MATHOT et al., 1996).
I1-5-4-Complexes lipo-ou glyco-protéiques :

Certaines bactériocines de bactéries lactiques sont inactivées a la fois par les
protéases et par d’autres types d’enzymes : lipases, phospholipases, amylases, ce
qui suppose I’existence d’une partie non protéique active dans les phénomeénes
d’inhibition. Des souches de lactobacilles et de Leuconostoc produisent des
bactériocines de ce type. C’est probablement le cas €galement pour des souches
de Lactococcus la structure de ces molécules est peu connue et le role des
parties lipidiques ou glucidiques n’est pas précis€. Elles pourraient jouer un role
déterminant dans ces molécules complexes qui présentent une affinité pour les
membranes cytoplasmiques (MATHOT et al.,1996).

ITII-Production des bactériocines :

Les techniques pour mettre en évidence la propriété bactériocinogene de
bactéries lactiques sont nombreuses et semble étre simple. Néanmoins,
soulignons que plusieurs facteurs, méme mal connus peuvent affecter la
production des bactériocines. Il est donc important de savoir I’impact de
quelques facteurs principaux sur la culture des bactéries potentiellement
productrices de bactériocines. (MATHOT et al.,1996).
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Bactériocines

8 heures, alors que la production est maximale entre 18 et 24 heures
d’incubation, et par la suite elle a diminué jusqu’a zéro.
c)Le pH :

L’influence apparentée du pH sur I’obtention des bactériocines n’est pas a
négliger. Concernant la production de colicine K, GOEBEL et al., (1935) cité
par TAGG et al,, 1976 ont montré que le contréle du pH du milieu est un
facteur critique. D’autres travaux prouvent que la production de streptococcine
A-FF22 sur milieu TODD-hevvitt agar a augmenté suite a 1’ajustement du pH
initial a 6,5.JOERGER et KLAENHAMMER (1986) ont montré ’effet du pH
sur la production de I’helveticine J: a pH 7.0, 800 U.A/ml ont été détectées
aprés 12 heures d’incubation. A pH initial de 6,0 la production s’éléve a 3200
U.A/ml aprés 5 heures d’incubation. La production maximale de 1’helveticine J
a été remarqué a pH 5,5 avec une concentration de 6400 U.A/ml apres 11 heures
D’incubation.
d)L’aération :

[’aération des cultures favorise la production de bactériocines produites par
des staphylocoques. La dénaturation mécanique des bactéiocines peut étre
minimisée par addition d’agents anti-moussants en outre, la présence d’oxygene
peut inhiber partiellement ou complément la croissance de certaines bactéries
lactiques (TAGG et al., 1976).

III-1-3-Inductibilité des bactériocines :

La production de quelquesbactériocines des bactéries Gram (+) est inductible
pour cela, deux méthodes sont souvent utilisées :

» [irradiation par I’ultraviolet (UV) de la culture bactériogene.
» Le traitement de la souche par la mitomycine C.

Selon JACOB et al., (1953), l'irradiation d’une culture bactériocinogéne
augmente la production de bactériocines. Ainsi, IVANOVICS et al. (1958) et
MARIJAI et al. (1964) cités par TAGG et al. (1976) ont réussi a favoriser la
production de mégacine par irradiation (UV) de Bacillus megaterium.

Gréice a I’induction par la mitomycine C, (RAMMELSBERG et RADLER,
1990) ont réussi a produire la caseicine 80 synthétisée par Lb.casei. Par ailleurs,
I’induction peut varier selon les souches CLARKE et al. (1975) cités par TAGG
et al. (1976) ont montré que la mitomycine C utilisées pour le traitement des
souches productrices de bactériocines augmente 4 fois la production de
perfringocine 11.105 alors qu’aucune augmentation n’a été détectée avec
I’irradiation par I'ultraviolet.
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Bactériocines

1II-2-détermination génétit;ue des bactériocines :

Les propriétés qui possedent des bactéries a dégrader ou a synthétiser
certaines substances telles que les bactériocines, sont controlés par des genes.
(NOVEL,1992). ‘En ce qui concerne les bactériocines ces génes dits “facteurs
bactériocinogenes ” sont stables et se transmettent héréditairement de bactéries,
meres  aux ‘5 bactéries filles. Ces facteurs déterminent. spéci'ﬁqqement la:
production des bactériocines et en méme temps, la résistance de bactérie-
productrice’ d l'action de la bactériocine élaborée mais non a d’ autre_
bactériocines (RICHOUX 1998). |
I11-2-1-Nature de déterminant génétique des bactériocines :

Dans la. définition des bactériocines. des bactéries Gram (+) TAGG etal
(1976) précisent que le déterminant génétique de ces substances est un plasmlde
Pour les lantibiotiques la synthése ; de ces inhibiteurs s’effectue par voie
ribosomale,. les genes codant pour la production de ces bactériocines sont Iportés
par des plasmides de 50 Kb pour la lactocine S et de 70Kb pour la lactine 481 et
la lactococcine DR dans le cas de la souche de Lc lactis NizoRS5, productrice de
nisine, les génes sont situés sur un transposon conjugatif portant a la fois le géne
de la prénisine et celui d’une protéine de 851 acides aminées.(MATHOT et al.,
1996).

Les non lantibiotiques sont issus d’'un précurseur synthétisé au niveau
ribosomal, la rupture d’une séquence leader du coté N-terminal permet
I"obtention du peptide actif. Ces séquences leader présentent des homologues :
site de coupure de type Gly.Gly (positions 1 et 2) et résidus méthionine et en
générale lysine & I’extrémité N-terminale du peptide leader. Ceci suggére un
mécanisme post-traductionnel commun a la maturation de toutes les petites
bactériocines hydrophobes de bactéries lactiques. Le géne codant pour la
production de ces bactériocines est porté par des plasmides de taille variable en
général, les portions responsables de la production et I’immunité sont situées sur
le méme plasmide, & proximité I’'une de I"autre (MATHOT et al., 1996).

Cependant, dans d’autres études, il a ét€¢ montré que le support génétique de la
production de bactériocines peut étre chromosomique, c’est le cas des
bactériocines de haut poids moléculaire, le géne codant pour I’helvéticine J est
chromosomique. La localisation n’est pas connue précis€ément dans le cas de
I’helevéticine V-1829 et de la caseicine 80, mais ne semble pas dans ces deux
cas, plasmidique. (RAMMELSBERG et RADLER, 1990).
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111-2-2-Transfert du déterminant génétique des bactériocines :

La transmission de facteurs bactériocinogeénes s’opére normalement par la
voie héréditaire de bactéries meres aux bactéries filles lors de la multiplication
bactérienne. Ils peuvent également se transmettre par transduction (par
intermédiaire d’un bactériophage). (NOVEL, 1992).

La voie la plus intéressante concerne le génie génétique, c’est celle de la
transmission par conjugaison d’une bactérie F(+) (donatrice) avec une bactérie
F(-) (réceptrice), chez la souche S.lactis diacetylactis, WM4 un plasmide de 132
Kpb est responsable de la production d’une bactériocine. Ce plasmide est
transmissible par conjugaison au dérivé LM 2301 (lac’, str™) de
Lb.lactis subsp.lactis. Les deux types de conjuguants obtenus sont des cellules
lac* Bac" et des Cellules lac'Bac™ chez les conjuguants Lac'Bac™, les deux
plasmides lactose et bactériocinogéne sont présents, chez les Lac'Bac’, un seul
plasmide est présent et sa taille est supérieure (83 ou 98 Kpb) a celle du
plasmide lactose(45Kpb). Seuls les conjuguants porteurs du plasmide recombiné
sont capablesde transférer Lac™ a forte fréquence (107 par cellule réceptrice
contre 10 pour les Lac” Bac') mais ils ne sont pas capables d’agrégation
(NOVEL, 1992).

Chez les souches non conjugatives, un plasmide au moins de chaque souche
productrice est homologue de ces plasmides conjugatifs, les génes de ces
bactériocines pourraient avoir une origine commune, une souche de
Lb.lactis subsp lactis, porteuse de deux plasmides, transfére le caractére Bac™
sans l’intervention apparente d’un plasmide, les geénes Bac seraient soit intégrés
au chromosome soit portés par un plasmide instable ce résultat est comparable &
celui obtenu avec un dérivé de la souche Lb. Lactis Subsp.lactis productrice de
nisine qui demeure Nis" et qui ne posséde pas de plasmide (NOVEL, 1992).

II-3-Conséquence de la production d’une bactériocine pour la bactérie
productrice :

Pour un nombre limité de bactéries, la biosynthése de bactériocine est 1étale.
Généralement, la cellule productrice synthétise également une molécule qui
I’'immunise contre son propre bactériocine. Cette propriété acquise de produire
et résister a la bactériocine se transmet héréditarrement(MATHOT et al., 1996).

Pour Lec.- lactis Nizo.RS, productrice de nisine, les génes sont situés sur un
transposon conjugatif (Tn 5276, 70Kb) portant a la fois le gene de la prénisine
(NISA : 57 acides aminés) et celui d’une protéine de 851 AA (NISA B) qui
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B) qui pourrait étre impliquée dans Pimmunité des souches productrice
(MATHOT et al., 1996).

TAGG et al, (1976), ont montré quon peut rendre une culture
artificiellement résistante a une colicine, en prélevant des colonies secondaires
apparues dans la zone d’inhibition produite par cette colicine. En répétant de la
méme facon la sélection du mutant résistant aprés 1’action de plusieurs colicines,
on obtient une souche qui devient successivement résistante a ces colicines. Les
mécanismes d’immunité des souches productrice ainsi que ceux de résistance
des autres bactéries non productrices sont encore peu connus. Dans le cas de la
nisine, la résistance est dans certains cas, due a la production de nisinases,
enzymes protéolytique détruisant la nisine (Bacillus,S.thermophilus)
(MATHOT et al., 1996).

I1I-4-Purification des bactériocines :

Les méthodes de purification des bactériocines restent difficiles a déterminer
quant au protocole expérimental, car il différe d’une bactériocine a une autre.
La purification de quelques bactériocines a été réaliser et de meilleurs résultats
ont ét¢ obtenus (PIARD et al., 1990). D’une maniére générale, cette opération
consiste a concentrer des préparations des bactériocines brutes (surnageants) par
précipitation avec des acides, des sels, de I’éthanol ou divers solvants.

La récupération de la bactériocine pure peut étre réalisée en se basant :

» Sur la différence de taille et deux méthodes peuvent étre appliquées a
savoir chromatographie sur gel et I’ultrafiltration.

» Sur la différence de charge, pour cela trois techniques sont proposées,
*Chromatographie échangeuse d’ions.
*Electrophorese.
*Focalisation isoélectrique.

Cependant, il y’a abaissement de I’activité des bactériocines aprés purification
progressive (PIARD et al., 1990). La caseicine 80 perd totalement sont activité
aprés passage a travers une résine anionique, alors qu’elle est purifiée d’une
maniére satisfaisante sur résine cationique. Il est donc important de bien choisir
la technique en contrdlant I’activité spécifique des bactériocines, afin de ne pas
abaisser considérablement leur activit¢ (RAMMELSAERG et RADLER,
1990).

Le tableau 2 résume d’une fagon générale les déterminants génétiques et les
conditions de productions et de purification des bactériocines.
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IV-Spectre et mode d’action :
IV-1-Spectre d’activité :

RAMMELSBERG et RADLER (1990) ont montré que les bactériocines
isolées de 9 souches indicatrices de Lb.casei B80 et Lb brevis B37 présentent
une grande divercité d’activité. Ceci est confirmé quand ces deux substances ont
été testées avec la méthode de diffusion d’agar contre une large classe de
différents micro-organismes, le total de 221 souches (145 de bactéries Gram(+),
42 bactéries Gram(-), et 3 levures) ont €t€ testés. La caseine B 80 était active,
seulement, contre 24 souches de Lb casei testées.

La substance antimicrobienne de Lb brevis (brevicin37) montre un large
spectre d’activité. Elle est active, seulement, contre les bactéries Gram positives
a I’exception de Nocardia corralina, notant que, toutes les souches sensibles sont
des bactéries lactiques, et que les souches des especes :

Pediococcus . damnonsus, Lb,brevis et L.oenos étaient les plus sensibles
(RAMMELSBERG ¢t RADELR.1990).

S.thermophilus produit un composé actif contre Lclactis, Bacillus,
Pseudomonas et des Entérobactéries, alors que des espéces de Lactobacillus
produisent des bactériocines avec un spectre d’activité restreint aux especes
voisines (RAMMELSBERG etRADLER.1990).

La nisine produite par Lc.lactis subsp.lactis agit sur les cellules végétatives
mais empéche aussi la germination des spores de bactéries sporulées comme
Bacillus ou Clostudium dont Clostridium tyrobutyricum tout en gardant un
spectre d’activité restreint aux Gram(+) (NOVEL.1992).

La diplococcine produite par Lc.lactis.subsp.cremoris inhibe certaines
souches de bactéries lactiques, mais reste inactif sur les bactéries sporulantes
(NOVEL.1992).

La lactocine 27 produite par Lb.helviticus, Lb.bulgaricus et Lb.lactis est
active, seulement sur des souches de Lb.helviticus ou Lb.acidophilus
(NOVEL.1992).

La pediocine PA.1 a un spectre d’action relativement large comprenant
certaines especes de bactéries lactiques, Staphylococcus, Bacillus, Listeria,
Enterococcus, Propionibacterium, Clostridium, ainsi que Brochothrix
thermosphacta (NOVEL.1992)

La lactacine résultat de purification d’une bactériocine produite par
Lb.acidophilus active seulement sur Lb.leichmanii,
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Lb.delbrueckii , subsp.bulgaricus, Lb helviticus et Lb.lactis, la lactacine F
produite par d’autre souches de I;b.ac-idophilus agit sur Lb.fermentum et
Enterococcus.faecalis (NOVEL.1992).

Les lactococcines A et B produites par des souches de.Lc.lactis. subsp lactis
ou Lc lactis subsp cremoris ont un spectre d’activité etr01t ne concernant que les
lactocoques (MATHOT et al., 1996). :

!

IV-2-Mode d’actlon

Les bactériocines agissent 0eneralement en alterant fa membrane des
bactéries Gram(+). Elles s adsorbent de maniére non spec1ﬁque ce que n’est pas
le cas pour les lactocines-A et B qui nécessiteraient un récepteur spécifique sur
des souches - sensibles ou résistantes, wsur  des récepteurs utilisant I’acide
teichoi‘qﬁe (cdmposant exclusif des bactéries Gram () (RICHOUX, 1998).

Le mécanisme général est la formation de pores ou de canaux dans la
membrane de la bactérie cible (MATHOT et al., 1996). Ceci provoquera des
fuites de potassium ionique et d’ATP et inhibant la croissance, la production
d’une protéine immune serait a ['origine du phénomeéne de résistance
(RICHOUX,1998). Ce mécanisme est «énergie-indépendant » contrairement a
celui de la nisine (MATHOT et al., 1996).

La nisine peut également provoquer une destruction de la cellule par
activation des enzymes autolytique, notant que les mécanismes de production
restent jusqu’a maintenant inconnu, 1l s’agirait de chaines de réactions
enzymatiques qui aboutit & une production importante en fin de phase
exponentielle. Une synthése de précurseurs précéderait une étape de maturation
de la bactériocine (RICHOUX, 1998).

V-Les bactériocines produites par les bactéries lactiques :

Au cours des derniéres années, I'intérét pour les bactériocines des bactéries
lactiques s’est accru et de nombreuses molécules sont actuellement étudiées. Ces
données font apparaitre I’hétérogénéité de ce groupe. Cependant commencent a
apparaitre des regroupements et une classification de ces molécules en fonction
de leurs déterminants génétiques et de leur spectre d’action, ¢’est sur cette base
que nous essayerons de les présenter ici (MATHOT et al., 1996).

Malgré une connaissance en rapide é€volution, la caractérisation des
bactériocines des bactéries lactiques est encore lom d’€tre compléte aussi nous
nous limitrons principalement aux molécules suffisamment connues. Certaines
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bactériocines, mises en évidence il y’a une dizaine d’années, voire plus, telles
que la diplococcine de Lc.lactis, subsp.cremoris ou les lactostrépcines de
Lactococcus ne sont encore que bien peu connus au niveau de leur structure, leur
sensibilité aux enzymes et mode d’action (MATHOT et al., 1996).

On a regroupé tous les données concernant la plupart des bactériocines
produites par les bactéries lactiques dans le tableau 3.
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Complexe
- o lipo
Complexes ' Ll).hglvetiqus polysaccharid
Lb helveticus Lipo-ou glico. -Lb amdoph?lus e et protéique + (1h,100°C) Trypsine (MATHOT
Lactocine 27 | .. ro.téi e ... Bagtériostatique > ’ Pronase et al.,1996)
protelq étroit 200.000
(12.400 apres
purification)
o ' Lb leichmanii'Lb.casei Agrégat Non .uri fis
| Peptide de faible | Lb.bulgaricus, 100 O%O (Ih lpOO°C ’ | ) :
Lactococcine B Poids Lb.helveticus ' . e ) Proteinase K (Ricoux,
moléculaire Bactéricide (37'QOO apres pmﬁe - 1998)
&troit purification) (3min, 100°C)
a hymotrypsine,
ficine,pronase,
Lb plantarum Complexc_:s lipo- Lb.sp. L.sp, Lc sp o ) protemgse k, (GIRAFFA
Planp_*_ltaricine g | ou ghco “Pediococcus sp Protéine + (1h,100°C) trypsmg et al.,1989)
protéique — thermolysine, ="
| dextranase,
: a-amylase, lipase
_Lb.leichmanii
T Lb.casei
. Peptide de faible Lb.bulgaricus
le ’%%lé%u_s poids Lb fermentum Protéine 5400 / / (Nl (;;IZE L
- Bactéricide large )

moléculaire

Bactérie Gram

)
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Agrégat

| Pc;tide dwe haut“ Lb helveticus, Protéique Trypsine
Lb.helveticus price Lb.bulgaricus, ane oo pronase,ficine,prtéi | (NOVEL
— poids — >300,000 (30min,10°C) 4 ;
Helveticine J ) . Bactéricide X - nase K pepsine, 1992
moléculaire . (37,000 apres ror
- , étroit - o substilisine
purification)
: Trypsine
o : ) p . (RAMMEL
Lb casei Compl.elxi:po E%%tgr——?z;e Protéine [0min,60°C, “ "y‘::;;ggsme SBERG ET
Caseicine 80 ougy Lere 40000-42000 |~ pH2 pronase, RADLER
protéique étroit protéinase K, 1990
| pepsine )
Peptide de faible
ids Lbsp . \
Lb sake POICS | Lo y . . | (MATHOT
= e b ) - X 3 + (o]
SAK Acine A moléculaire Listeria:monocy Protéine (20min,100°C) Trypsme“, pepsine al., 1996)
(non togenes
lantibiotique) SR
Bactérie lactique
-Clostridium sp
Pediococcus “|"Peptide de faible St aureus +(1h,100°C pH (PTIARD ET
acidilacticii poids Listeria. monocy.- Peptide 2700 | 7,0) instable a pH Trypsine DESMAZEA
Pediocine ACH moléculaire togenes 11 UD 1992)

Bac_illus cereus
Bactériciue large
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Bactérie lactique

Pediocine Idem Listeria. y +(10min,100°C)- | a-chymotrypsine | (SEROT et
PAI1 ’ monocytogenes (15min,121°C) pepsine,papaine al.,1990)
3 . Bagtéricide
Bactéries lactiques
Pediococcus. _C_lg_sttgdﬂm SP Protéine B (PIARD et
pentasacens Idem —L*LLCU*SJ ! +(1h,100°C) Pronase DESMAZE
. . , isteria 36000 :
Pediocine A e AUD 1992)
monocytogenes,
Bacillus cereus
- Lesp
* Lb.helveticus
Lb.bulgaricus
Lactis subsp. Lsp Ao a.chymotry-psine, | .
Lactis Lantibiotique S thermophilus Protéine 7000 +§11?Ai 1500HC7)— pronase, (M‘?Tlf ;;)61
Lacticine 481 * Clostridium. pH(4,5,pH7) ficine etal,. )
Bactéricide
étroit

||||||
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VI-Applications des bactériocines :

Dispose d’une substance ou d’une bactérie capable de détruire la flore
pathogene dans les produits alimentaires tels est 1’objectif des travaux en cours
dans de nombreux laboratoues (GATTEGNO 1992).

Comme lalittérature sc1ent1ﬁque et technique décrite au nombre considérable
de travaux concernant les bactériocines, on peut-se derhander pourqu01 il existe
si peu d’applications développées dans 1’alimentation humaine. En fait, pour que
ces substances inhibitrices produites par les bacterles lacthues ou les souches
sélectionnées qui les produisent, pulssent avoir un réel developpement entant
qu’additifs industriels, elles devaient présenter les caracteres suivants :

"® Avoir un spectre d’acﬁvité étendu,, en étant'active. la fois sur les bactéries

a Gram (+) et 3 Gram (-). ; :

* Avoir une action bactenc1de et pas seulement bactenostathue il s’agit,

dans les produits alimentaires, d’éliminer définitivement la contamination
initiale, afin qu’aucun développement de bactéries nuisibles ne puisse
reprendre dés que les conditions du pH favorable & ces germes
réapparaissent.

» Présenter une bonne activité et une bonne stabilité dans les conditions
technologiques régnant & tous les stades de la fabrication des produits,
notamment dans toute la gamme de pH et des températures caractéristiques
de ceux-ci.

= Ne pas pertinber les cinétiques d’acidification des besoins acidifiants (ou
avoir les mémes potentialités pour les remplacer) et ne pas inhiber les autres
levains éventuellement utilisés, notamment ceux conduisant a la production
des ardmes caractéristiques des produits finis.

» Présenter une bonne innocuité pour les consommateurs, notamment ne pas
entrainer de réactions d’allergie, méme par les produits de leur dégradation,
et ne pas perturber les équilibres de la flore intestinale (DESMAZEAUD,
2001).

VI-1-Applications de la nisine :

La nisine est employée comme agent de conservation dans I’industrie
alimentaire c’est-a-dire entant qu’additif. Elle est utilisée pour la conservation
de fromage fondu, de fromage & péte cuite pressée et de lait stérilisé. Les
conditions d‘applicationsde la nisine sont liées a ses propriétés et & son spectre
d’action. Le pH doit étre inférieur & 7, I’effet exploitable concerne les bactéries
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Gram positives, plus spécialement les Bacillaceae et les clostridies

(BERTRAND et al., 1998).

Les raisons qui peuvent permettre 1'utilisation de la nisine comme additif
alimentaire sont les suivants :

» Elle est produite par un organisme normalement utilisé dans les
fermentations alimentaires.

* La nisine résiduelle dans les aliments est digne, elle est en effet sensible a
I’0i-chymotrypsine.

» Les études restent rares sur les possibilités d’acquisition de la résistance a
la nisine par certains micro-organismes, résistance qui pourrait conjointement
entrainer une résistance croisée a d’autres antibiotiques, toutefois aucune
acquisition de résistance a la nisine n’a pu étre mise en évidence chez les
micro-organismes de la flore buccale d’animaux ou d’humains dont les
aliments contenant un fort taux de nisine. JOHNSON et al. (1978) ont noté
quant 4 eux une diminution de la flore cariogéne buccal chez le singe sous
I’action de la nisine (MATHOT et al., 1996).

VI-2-Possibilités d’utilisation dans les produits laitiers :

L’application de cette propriété de Lc.lactis de produire de la nisine a d’abord
été envisagée pour ’inhibition de Clostridium tyrobutyricum dans les fromages
et divers travaux déja anciens ont confirmés cette possibilité. Mais la sensibilité
des souches nisogénes aux phages ou la sensibilité des ferments a la nisine rend
problématique 'utilisation du procédé. Cependant LIPINSKA (1977), utilisant
des souches productrices de nisine en combinaison avec des résistants ala
nisine, a obtenu 90% de fromages de trés bonne qualité, alors que parmi les
témoins 59% des fromages €taient butyrique (VENEMA et al., 1990).

Le role de lanisine dans la protection des produits laitiers est renforcé par le
fait qu’elle posséde une solubilité maximale aux pH acides rencontrés dans ces
produits. Elle est utilisable dans les fromages fondus. SOMERS et TAYLORS
(1987) ont montré que la nisine était efficace dans la prévention de la formation
de toxine de Clostridium butylinum dans les fromages fondus possédant un taux
d’humidité supérieur a 55% (PILET et al., 1998).

La nisine est également utilisée pour améliorer la conservation de produits
laitiers contenant du chocolat, dans les yaourts pour éviter la forte acidification,
pour inhiber le développement de souches de bocillus et de
Listeria,monocytogenes dans beaucoup de ces produits, les faibles pH
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améliorent efficacité de la nisine. L’inhibition de Lesteria monocytogenes dans
les produits laitiers nécessite I’utilisation de trés fortes concentrations de nisine,
comprises entre 10.000 et 20.000 unités /ml (VENEMA et al., 1990).

D’autres travaux effectués sur ’action des bactériocines dans plusieurs pays,
sont consacrés a D¢limination d’une bactérie Gram positif indésirable,
Clostridium tyrobutyricum cette souche prolifére dans les ensilages, se trouve
dans le lait, puis dans certains fromages. Sa présence provoque dans des pates
pressées non cuites et surtout dans des pétes cuites, un gonflement et une
altération de la saveur (gotit piquant) (THAULT et al., 1991).

VI-3-dans les produits carnés :

Les études sont nombreuses sur ['utilisation de la nisine dans les produits
carnés, pour inhiber la croissance de Clostridium butylinum et la production de
ces toxines, elles ont montré que la nisine avait une faible capacité a inhiber la
production de toxine (MATHOT et al., 1996).

Aussi la nisine a-t-elle été utilisée entant qu’additif éventuel : utiliser en
mélange avec d’autres conservateurs : sorbate nitrite...(MATHOT et al.,
1996).

JAVIS et BURKE (1996) cité par MATHOT et al., (1996) ont utilisé de la
nisine a 1600 U.I/g seule ou en combinaison avec 1000 ppm d’acide sorbique et
2,5 pour 100 de polyphosphate dans des saucisses fraiches anglaises, ils ont
observé une meilleure conservation & 5°C que dans le cas ou chacun des
constituants était utilisé seul. Ces auteurs ont noté une augmentation de la phase
de latence des principaux groupes de micro-organismes présents.

CASERIO et al, (1979) cité par MATHOT et al., (1996) ont montré que 200
Ul/g de nisine en combinaison avec 75 a 100 ppm de nitrate de sodium
retardaient la germination de spores de Clostridium.perfringens inoculées dans
la viande. .

Outre la nisine, d’autres bactériocines bénéficient actuellement d’un certain
développement industriel : la pediocine produite par certaines souches de
Pediococcus/_ acidilacti, antagoniste de pathogénes alimentaires tels que St.
aureus, Clostudium. perfringens, Clostridium butylinum,Listeria monocytogenes,
Bacillus, cereus et méme de bactéries Gram négatifs comme St.typhimurium et
E.coli  L’addition de pédiocine dans les saucisses emballées sous vide, stockées
a 4°C et dans lesquelles on a inoculé Listeria monocytogenes permet de réduire
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d’un facteur de 10 a 1000 le taux de cette bactérie pathogéne (DE VUYST et
al.,1989)..

La sakacine produite par Lb.sake qui est active également contre
Listeria. monocytogenes. dans un laboratoire allemand, on a ajouté dans de fines
tranches de viande grillée, d’une part Lb.sake produisant une bactériocine et
d’autre part des souches n’ayant pas cette propriété. Aprés deux jours de
stockage a 8°C, le taux de Listeria était réduit d’un cycle logarithmique dans le
premier lot par rapport au deuxieéme. Gréce a ce résultat, ce ferment Lb, sake est
commercialisé aux professionnels de la charcuterie, salaison (BERTRAND et
al., 1998).

La bactériocine produite par Corynebacterium.piscicola qui est isolée de la
viande, cette bactériocine peu inhiber les Bacillus et Clostridium (MATHOT et
al., 1996).

La bactériocine produite par L.gelidum ou I’effet bactériostatique de cette
bactériocine agit en particulier sur Listeria monocytogences et Enterococcus.
feacalis (BERTRAND et al., 1998).

Reste que malgré tous ces résultats encourageants des limites existent a
’utilisation de ces bactériocines dans les produits carnés :

» [’existence de souches résistantes, a I’intérieur méme d’une espéce, toutes

les souches ne sont pas également sensibles.

» Les difficultés de diffusion a I’inhibiteur dans la viande.

» La possibilité d’inactivation par les protéases. Cependant, ces molécules
présentent un intérét en particulier pour I’élimination des contaminants bien
précis tels que les clostridium ou les Listeria (BELIARD et al., 1991).

V1-4-Dans les produits de la quatriéme gamme :

Certains composés comme les acides organiques (acide citrique,
ascorbique...) ou des sulfites contrariant ou bloquant I’activité enzymatique,
peut étre utiliser pour traiter les légumes contre le brunissement. Mais aucun
additif n’est encore autorisé en 4 eéme gamme, a I’exception d’un additif
éventuel qui consiste en souches de bactéries lactiques (sélectionnées en
BRETAGNE) productrices de bacteriocines, protéines qui inhibent les souches
voisines dont les fermentations font gonfler les sachets (KERJEAN, 1998).
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I-Matériels :
Notre Travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie du centre
unjversitaire de Jijel : les appareils utilisés tout le long de notre travaﬂ sont :
x 'Agltateur magnétique (HEIDOLPH MR).
= Autoclave.
¢ = Mieroscope optique.
* Bain mari (GERHARDT).
* ‘Balance analytique (KERN).
» Etuve (MAMMER).
» Etuve pour stérilisation de la verrerie.
» PH metre (BIOBLOCK)
n Reﬁioerateur pour la conservatmn (ENIEM)

II-Méthodes :
1I-1-Echantillage et technique de prélévement :
Nos essais ont porté sur 4 ¢chantillons de yaourt :
= Deux boites de yaourt djurdjura achetées du marché successivement le
(05/06/2001) et le (12/06/2001).
v Une boite de yaourt tréfle achetée du marché le (05/06/2001).
= Une boite de yaourt préparé dans notre laboratoire par un levain lyophilisé
référencié comme suit : yc-xj;
yo-Flex
size : 504.Lot N°2162803

I1-2-Méthodelogie d’isolement :
Une fois au laboratoire les échantillons du yaourt sont mis au réfrigérateur
avant de subir les différentes étapes de I’analyse (figure N°2 et 3).
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Yaourt solution meére -

Dilution

" Ensemencement entre deux
couches du milieu MRS

¥
i
11
00O

Purification de I 450 5
Lb.delbrueckii subsp. ulgarxcus neubation & 45°C pendant 24h

@

Coloration de Gram

)
-

Enrichissement dans le
bouillon MRS

Figure N°2 : Méthode d’isolement et de purification de
Lb.delbrueckii subsp.bulgaricus
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- O-3-Milieux de cultures
Les deux milieux de cultures utilisées au cours de ’isolement et la purification
des souches, dont la composition se trouve dans la partie annexe sont :
= Milieu M 17 (TERZAGHI ET SANDJNE, 1975) : milieu d’isolement des
streptocoques lactiques. , :
= Milieu, MRS (DE MAN, ROGOSA ET SHARPE, 1960) : milieu
d’isolement des lactobacilles. - ‘ o

i

II—4—Technique ;d’isolement d’enrichissement de purification et de
conversation : ' '

Les boites de Pétri, contenant les deux milieux de cultures M17 et MRS
préalablément coulées et. séchées, sont ensemencées 4 partir des dilutions
préparées et placées al'étuve a 37°C (pour les streptocoques) et 45°C (pour les
lactobacilles). Les boites sont lues aprés 24h d’incubation. Pour chaque
échantillon de lait, I’observation des colonies est réalisée simultanément pour
toutes les dilutions. Les colonies présentant la morphologie et la pigmentation
proches de cellules de S.salivarius subsp.thermophilus et Lb.delbrueckii
subsp.bulgaricus sont prélevées et repiquées une fois puis les souches de
streptocoques sont enrichies dans le lait écrémé, et celles de lactobacilles dans le
bouillon MRS.

Les deux milieux d’enrichissement sont examinés aprés 24h d’incubation a
37°C pour les streptocoques et & 45°C pour les lactobacilles.

11-5-Les micro-organismes :
I1-5-1-Les souches cibles :
Les six souches pures de germes utilisées sont des bactéries provenant du
~laboratoire de microbiblogie de ’environnement et du laboratoire d’hygiene de
la wilaya de Jijel, elles sont représentées dans le tableau N°4 :
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Tableau 4 : les souches cibles, milieux et sources

Germes cibles Milieux Sources
St aureus] GN Labo.d’hygiéne de Jijel
Staureus2 . | cHApmAn | Leboamicrobiologie

‘ | université de Constantine

E.coli v GN “Idem
Proteus = - ' GN @ . _ Idem
Bacillus ; . GN . Idem
Pseudomonas - GN © Idem

I1-5-2-Les souches a tester :

Les souches a tester ont été isolées de 4 boites de yaourts 2 boues de .
yaourts de DJurdJura lboite de vyaourt Tréfle et d’ un yaourt préparé au
laboratoire & partir d’un levain lyophilisé référencié comme suit ;

YC-Xi1
yo-Flex
size - 504.Lot N°2162803

Les souches de streptocoques ont été conservées dans le lait écrémé 0.1%
Na COs - et celles de lactobacilles dans un milieu MRS, le nombre de souches a
tester est de 4 dont 3 streptocoques et 1 lactobacille , repiquées respectivement
sur milieux M17 et MRS inclinés.

11-6-Mise en évidence de I’activité antibactérienne :

Mettre en évidence l’effet inhibiteur des bactéries lactiques par action d’une
bactériocine, nécessite de travailler dans des conditions expérimentales
éliminant D’influence des acides organiques notamment 1’acide lactique et le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) (BELIARD et THAULT, 1989).

Pour cet effet nous avons jugé nécessaire d’utiliser deux méthodes différentes :
la méthode des puits et la méthode des disques, tout en éliminant I’effet de
I’acidité et celui du peroxyde d’hydrogene.
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I1-6-1-Conduites des cultures :
a) Les souches ciblent :

A partir d’une culture pure en milieu solide conservée a +4°C, les différentes
souches sont repiquées en bouillon nutritif. . L’incubation est réalisée a 30°
pendant 18 heures. » ‘. !

b) Les souches  fester |

A partir des cultures conservées, les souches a tester ont subi des repiquages
dans le milieu MRS pour les lactobacilles et l¢ bouillon gélosé tamponné (BGT)
pour les streptocoques. i :
11-6-2-Elimination des effets de Pacidité et du peroxvde d’ hvdrogenes
a)Ehmmatlon de I’effet de I’acidité : ,

L’effet de I’acidité résultant de la production de I’ ac1de 1act1que par les souches
a tester est €liminée par ajustement du pH par Na OH 1N jusqu’a un pH de
6.5-7. | |
b)Elimination de I’effet du peroxvde d’hvdrogéne (H,0,) :

L’effet du peroxyde d’hydrogéne est éliminé par la catalase. Cette enzyme
permet la dégradation de I'eau oxygénée qui résulte de ’oxydation par
I’oxygene de Dair, des hydrogeénes transportés par la voie oxydative directe. La

Catalase
H,O, » H,0 + 1720,

réaction de la décomposition de I’eau oxygénée sous 1’action de la catalase est la
suivante :

Réalisée par ajout d’une solution fraiche d’eau oxygéné a 10 volumes et se
traduisant par un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de
bulles (GUIRAND et GALZY, 1980).

I-7-Méthode des puits :

Les milicux gélosés appropriés a la croissance des souches cibles, milieu
CHAPMAN pour les deux souches de Staureus et la gélose nutritive pour :
Pseudomonas, Proteus, Bacillus et E, coli sont coulés en boite de Pétri (90mm de
diamétre) et ensemenceé avec les souches citées ci-dessous.

Des puits de quelques millimétres sont effectués sur milieu solidifi¢ a I’aide
d’une pipette Pasteur avec le cOté large. Entre temps, les cultures des cellules &
tester sont centrifugées (20 minutes a 4000 tr/mn). On ajoute au surnageant
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obtenu de la catalase, et on ajuste son pH a 6.5-7 avec Na OH 1IN, et nous
remplissant les puits avec quelques gouttes du surnageant.

Dans le but de faciliter la diffusion radiale de la solution antibactérienne, nous
réalisons une pré-incubation a +4°C au réfrigérateur pendant 30 minutes.

Ensuite les boites sont incubées & 37°C pendant.18 heures et observation de la
zone d’inhibition autour des puits.
I1-8-Méthode des disques :

Comme pour la méthode des puits les milieux géloses coules séchés et

ensemences avec les souches cibles. :
* Les disques sont faits avec du papier Wattman environ 6 mim de diamétre
dans des conditions stériles. . o |
* Le pH du surnageant obtenu apres une centrifugation (4000 tr / mn
pendant 20 mmutes) est ajusté a 6.5-7 avec Na OH IN ajout de la catalase.
» Les disques préparés sont inhibés dans les surnageant et déposés dans les
boites ensemencées avec les souches cibles (6 disques). |
Pour faciliter la diffusion radiale de la solution antibactérienne, une pré-
incubation est réalisée a 4°C au réfrigérateur pendant 30 minutes.
Ensuite, les boites sont incubées a 37°C pendant 18 heures. L’observation des
zones d’incubation se fait autour des disques.
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I-Résultats d’isolement :

Au cours de I’isolement trois souches de §.saliVaﬁus subsp.thermophilus ont
¢t¢ isolées. Les colonies observées sur le milieu M17 sont rondes, lenticulaires,
a contour régulier; de coloration blanche créme de petite ou moyenne taille.

Les colonies isolées sur milieu MRS sont généralement a contour régulier de
coloratlon blanche créme, parfois transparentes de taille moyenne voir méme de '
trés petite taille. s

: I-I—E‘{amen microscopique :

- L’examen microscopique (coloration de Gram (voir anne\(e)) des coccis a
- révéler la disposition cellulaire des différentes souches. Cette dlsposmon est
présentée en coccis isoles, een diplocoques et en chamettes plus aumoins longues

ou formant des amas de' cellules en paires ou en chainettes. Les cellules se

présentent sous forme spherlque ou ovoide, de diametre variable.
' L’observation microscopique des lactobacilles a révélg la présence des cellules
en forme de batonnets de taille variable selon les souches, des cellules isolées en
paires et en chainettes plus au moins longues.

II-Résultats du criblage :
I-1-Méthode des puits :

Drapreés les résultats du criblage des trois streptocoques (tableau N°5) nous
remarquons que seul la souche S.salivaruis. subsp.thermophilusl a une action
mhibitrice sur St.aureus, alors qu’ellen’a pas d’effet sur les cing germes cibles
restants. ' ‘

Pour les deux autres streptocoques, c’est-a-dire S.salivarius  subsp.
thermophilus? et S.salivarius subsp.thermophilus3, nous avons remarqué
qu’elles n’ont pas d’effet sur les six germes cibles: Staureusl, St.aureus2,
Bacillus, Pseudomonas, Proteus, E.coli.

Pour le seul lactobacille qu’on a pu tester nous avons remarqué qu’il n’exerce
aucun effet contre les six germes cibles.
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Tableau N°5 : Résultats du criblage des streptocoques et lactobacille par la
méthode des puits

|
!
P
i

Souches 3 tester / §-§3_11Y_aﬂ_l.1_5 - S.salivarius S.salivarius | Lb.delbrueckii !
souches cibles Subsp. " subsp. subsp. subsp.
. thermophilusl thermophilus2 thermophilus3 . bulearicus
St.aureusl - N ) o ‘

St.aureus?

E.coli - - o

Pseudomonas _ - - - -

Proteus - o - k: s : -

Bacillus - ; ' - - ‘ -

- : Résultat négatif, pas de zone d’inhibition.
+ : Résultat positif avec un diametre de la zone d’mhibition d’environ 2 mm.

[1-2-Méthode des disques :
D’aprés les résultats du criblage des 3 streptocoques (tableau N°6), nous
remarquons que les 3 souches de S.salivarius subsp.thermophilus testées ont une
action inhibitrice sur : E.coli, Proteus, Pseudomonas.
* La souche S.salivarius subsp.thermophilusl ‘inhibe St.aureusl, mais elle
n’a pas d’etfet sur St.aureus?.

= Les 3 souches de streptocoques testées n’ont aucun effet sur les germes
Bacillus et St.aureus2.

Pour la lactobacille testé, nous remarquons qu’aucun germe des 6 germes

cibles n’a été inhibé par Lb.delbrueckii subsp.bulgaricus.




Résultats et discussion

Tableau 6 :Résultats du criblage des streptocoques et lactobacille par la
méthode des disques :

Souches a tester

S.salivarius

S.salivarius

S.salivarius

Lb.delbrueckii

/sou‘cl?es cibles therﬁ%ﬁ;lusl ther%(l));s)-!l;'ilusz ther-sr:_(t)%ﬁ'ilu‘s:i bu%g%sl:‘?c.us
_Ego_h + . + + -
Pseuélomonas : - + + -
Proteus + + + )
Bacillus - - - -

- : Résultat négatif, pas de zone d’inhibition. .
+: Résultat positif avec un diamétre moyen de la zone d’inhibition d’environs

10 mm.
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Résultats et discussion

ITI-Discussion :

Le levain utilis¢ dans la fabrication des yaourts commerciaux est composé de
deux souches bien définis : S salivarius.subsp.thermophilus et Lb.delbrueckii
subsp.bulgaricus (Larpent, 1996). Dans le but de sélectionner des souches
lactiques des yaourts commerciaux, productrices d’agents antibactériens
responsables du phénoméne d’antibiose non li¢ & l’aciditer, ni au peroxyde
d’hydrogéne, nous avons utilis€ deux méthodes: Méthodes des puits et
méthodes des disques. L’addition de la catalase et I’ajustement du pH nous a
permet de minimiser 'effet de peroxyde d’hydrogene et celui de I’acidité. Ces
deux méthodes ont été adoptées nos moyens, trés limitées, et quelques
modifications ont été apportées pour améliorer les techniques.

D’apres les résultats de criblage des 3 souches de S,salvarius. subsp.
thermophilus et la souche de Lb.delbruekii.subsp bulgaricus par la méthode des
puits (Tableau N°5), nous constatons que seule la souche isolée du yaourt de la
firme Djurdjura acheté le 05-06-2001 exerce une action inhibitrice sur
St aureusl. Les autres souches n’ont pas d’effet contre la totalité des souches
cibles.

Selon les résultats du criblage par la méthode des disques (Tableau N°6), nous
remarquons que les 3 streptocoques inhibent les germes appartenant au genre
Escherichia, Pseudomonas et proteus.

La remarque importante que nous soulignions est que les deux méthodes ne
donnent pas les mémes résultats, en effet les trois streptocoques inhibent E.coli,
Pseudomonas et Proteus en utilisant la méthode des disques, par contre elles
n’exerce aucun effet vis-a-vis des souches cibles pour la méthode des puits.
Avec cette méthode (méthode des puits), nous avons remarqué qu’en réalité, la
plupart, des résultats été indéterminés suite au développement des souches a
tester dans les puits. Cela est dii a une mauvaise séparation des cellules du
surnageant, ces résultats se rapprochent de ceux obtenus par MEDJMEDJ et
MUSHIMIYIMAVA (1993) qui ont montré que sur 56 souches de bactéries
lactiques soumises au criblage, la méthode des puits n’a pas donné des résultats
significatifs & cause de la croissance des souches cibles dans les puits.

Enfin la littérature mentionne, la production de bactériocine par les deux genres
Streptococcus et Lactobacillus.
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Conclusion

Conclusion

Le but de ce travail est de sélectionner des souches de bactéries lactiques
(levams des yaouns) productrices de bactériocines.

L’objectif assigné a été realisé par I’ isolement de deux souches de S selivarius
subsp.thermophilus et une souche de L;b.delbruecku .subsp.bulgaricus pour le
criblage, nous avons utilisé deux méthodes : méthode des puits et méthode des
disques. L’addition de la catalase et I’ajustement du pH:(6.5-7) nous a permet dei
minimiser I’effet de H,0, et celui de "acidité. ' |

Les résultats du criblage pour la méthode des puits montre que, seul la souche’
isolée. du yaourt Djurdjura acheté: le 05/06/2001 exerce une actionfinhibitrice
vis-a-vis St. aureus. En effet le criblage par la méthode des puis donne des’
résultats mdetgrmmes, cela est du probablement a une mauvaise séparation des
cellules du surnageant. :

Les résultats du criblage par la méthode des disques montre que, les 3
streptocoques inhibent les germes appartenant a Eschrrichria, Pseudomonas et
Proteus. La seule souche de Lb.delbrueckii, subsp.bulgaricus soumise au
criblage n’exerce aucune action inhibitrice vis-a-vis des souches cibles.

Par manque de moyens, nous n’avons pas pu déterminer d’autre critéres
fondamentaux des bacteriocines afin de pouvoir confirmer le caractére
bactériocinogeéne de ces souches.

Ce travail nécessite d’étre complété par d’autres travaux visant & mettre en
évidence des mécanismes d’inhibition ou monde d’action.

Pour cela, quelque perspectives sont & proposer :

e Confirmer les résultats et élargir la gamme des germes cibles en insistant

surtout sur les germes responsables des accidents de fabrication, d’altération
des produits ainsi que les germes pathogenes.

e Optimiser la production et la purification de bactériocines.

e [Essai d’application des bactériociners pour contrdler des contaminants

dans les aliments.
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Annexes

Annexes
-BGT (Bouillon Glucosé Tamponé) (LAPENT, 1997)
Peptone............. ettt e ettt eeeeeeaee e h st eee e et e et eeeee e e e e e eeeeeeaens 20g
Extrait de viande.................... e, 0.2¢
Chlorure de soditim ............... e, SR bt e e e, 2.5¢g
Dihdrogénophosphate de potassium ................. PR e, 0.7¢g
Hydrogénophosphate dipotassique.................... e, [T 8.3¢g
Glucose ......... SO SRS e, SUURRSRR Odg
pH7.6-7.38 ’
-Bouillon Nutritif (Guiraud; 1998) -
PEPLONe. ......ccoe v s e 10g
Extrait de viande,.................. e SO e, 50g
Chlorure de sodium : '
(Facultatif selon la formule) ............cooeiiiii e, 5g
pH 7.2 i "

autoclave 20 mn a 120C°

-CHAPMAN (Guiraud, 1998)

Extrait de vIande...........ooooiiiiiii e g
PEPTONE. ... 10g
Chlorure de SOAIUM ........oooiiiiiiiii i 5g
IMANNTEOL ..ot 10g
Rouge de phénol...........cooooiiiiii 25g
GeloSe ..vviiiiiei e 15g
pH 7.4

-M17 (Guiraud, 1998)

Peptone de SOJa.......c..ooiiiiiiiiii e S5¢
Peptone de vIande ... 258
Peptone de CaSEIN..........ooiiiiiiiiir e 2.5g
EXtrait de LEVIIC ..o i, 2.5¢g
Extrait de VIANde............ooooiiiiiiiii e 5g
Lactose............ STUT PSS SPURUURPUPURR Sg
ACIAE @SCOTDIGUE ..., 0.5g
Glycérophosphate de SOdiUm...........ccoooeiiiiiiiiii 0.5g
Sulfate de MaANESTUML.........oouiiiiiie et 19g
AGAT-AGAL ..ot e 0.25¢
pH7.1-72

Autoclave 20 mn a 120C°









