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Introduction

L’hypothèse d’Elie Metchnikoff sur l’effet bénéfique des bactéries lactiques et leur

capacité d’inhiber certains pathogènes a stimulée la recherche sur ces bactéries (Rezgui,

2002).

Les bactéries lactiques sont utilisées pour leurs différentes propriétés. Elles ont la

capacité de produire lors de leurs croissance des composés actifs à savoir les acides

organiques, des dérivés du métabolisme de l’oxygène (H202) et des substances naturelles de

nature protéique douées d’activité antagoniste à l’encontre d’un grand nombre de germes

d’altération (Vinod Kumar et al., 2006).Parmi ces substances synthétisées, des peptides

dénommés bactériocines, sont produits puis excrétés à l’extérieur des cellules productrices. Ils

présentent une activité bactéricide ou bactériostatique (Ammor et al., 2006).

L’infection urinaire occupe la deuxième place après l’infection respiratoire,

elle est l’une des infections les plus communes et constitue un fardeau important pour les

ressources du système de santé. En milieu communautaire, elle touche principalement les

femmes actives sexuellement mais également les gens de tout âge. En milieu hospitalier, les

personnes âgées et les porteurs de sondes urinaires sont les principaux patients touchés

(Thirion et Williamson, 2003). Elles sont causées par les bactéries à Gram négatif tels que

les entérobactéries, ou par les bactéries à Gram positif tel que les cocci (Enterococcus sp.,

Staphylococcus sp.) (Bidet et Bingen, 2007)

Les infections urinaires sont couramment traitées par des antibiotiques. Cependant, de

plus en plus de chercheurs pensent que l’utilisation d’antibiotiques peut rompre l’équilibre

naturel des flores bactériennes de l’organisme (flore digestive mais aussi vaginale), ce qui

augmente le risque de récidive. Ainsi, afin de lutter contre ces pathogènes, il semble

intéressant de rééquilibrer la flore par apport de souches lactiques exogènes probiotiques ; Les

probiotiques permettent en effet de rééquilibrer et renforcer la zone vaginale pour prévenir

l’apparition et aider à l’évacuation de certaines bactéries (Barrons et Tassone, 2008)

En vu de tous ces intérêts portés aux bactéries lactiques, Ce travail consiste à étudier in

vitro l’activité antibactérienne de quelques souches de bactéries lactiques isolées du l’ben

traditionnel et appartenant aux genres Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ,

Streptococcus et Pediococcus à l’égard de souches pathogènes responsables des infections

urinaires. Pour cette raison, notre travail est structuré comme suit :
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Une partie bibliographique où des informations générales sur les bactéries lactiques et

leurs pouvoirs antibactériens, et sur les infections urinaires sont données suivie d’une partie

pratique où nous avons en premier lieu exposé la méthodologie suivie pour l’étude de

l’activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-à-vis des bactéries pathogènes

responsables des infections urinaires. En deuxième lieu, nous avons illustré et discuté les

résultats obtenus. En dernier, nous avons achevé notre travail par une conclusion et

perspectives.
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I- Généralités sur les bactéries lactiques

La première définition de bactéries lactiques (BL), basée sur la capacité des bactéries à

fermenter et à coaguler le lait, englobait des bactéries coliformes et lactiques (Stiles et

Holzapfel, 1997).

Les bactéries lactiques sont des microorganismes hétérotrophe et chimio-

organotrophes. Elles sont Gram positives, immobiles, asporulés, anaérobies mais

aérotolérantes, et ne possédant pas de catalase (certaines souches possèdent une

pseudocatalase), de nitrate réductase, et sont oxydase négatif. Elles ont des exigences

nutritionnelles nombreuses (acides aminés, peptides, sels, acides gras et glucides) (Holzapfel

et al., 2001 ; Gevers, 2002). Elles appartiennent au phylum des Firmicute, la classe des

Bacilli et à l’ordre des Lactobacillales (Ammor, 2004).

Toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire strictement glucidique

qui, en utilisant les glucides, elles peuvent produire soit de :

 L’acide lactique exclusivement (bactéries homolactiques strictes)

 L’acide lactique et de l’acide acétique (bactéries hétérolactiques facultatives).

 L’acide lactique, et de l’acide acétique ou de l’éthanol et de CO2 (bactéries

hétérolactique strictes) (Vandamme et al., 1996).

Les bactéries lactiques sont des microorganismes ubiquitaires retrouvées. Elles sont

présentes à l’état libre dans l’environnement ou vivent en association avec un hôte, tel que

l’homme ou l’animal, dans un écosystème bactérien comme le tractus gastro-intestinal ou

génital des mammifères ou des canaux galactophores. Ainsi que dans l’environnement, les

bactéries lactiques sont souvent retrouvées dans le lait et ses dérivés (lait fermenté, fromage)

(Dellaglio et al., 1994).

Depuis quelques années, des études génétiques se sont développées autours des

bactéries lactiques et notamment sur Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,

Streptococcus (Drouault et Corthier, 2000). Ces études ont montré que la plupart des

propriétés technologiques des bactéries lactiques ne sont pas conférées par le chromosome

mais par des éléments génétiques plus petits, extérieurs au chromosome, se divisant de

manière autonome dans la cellule, ce qu’on appelle les plasmides (Larpent, 1997)

La première classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-

Jensen. Elle est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés
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morphologiques, biochimiques et physiologiques. Les marqueurs chimiotaxonomiques,

comme la composition des acides gras et les constituants de la membrane cellulaire, ont été

également utilisés pour la classification (Krieg, 2001).Cependant, les études basées sur la

comparaison des séquences de l’ARN ribosomal 16S ont montré que certains taxons générés

sur la base de la caractérisation phénotypique ne concordent pas avec les relations

phylogénétiques suggérées. Ainsi, certaines espèces ne sont pas faciles à distinguer par des

caractéristiques phénotypiques (Gevers., 2002). Par conséquent, les méthodes de typage

moléculaire telles que l’électrophorèse en champ pulsé (PFGE), la réaction de polymérisation

en chaine utilisant des éléments répétés (rep-PCR), ainsi que la méthode de (RFLP) sont

extrêmement précieux pour la caractérisation et la détection des bactéries lactiques (Holzapfel

et al., 2001).

Actuellement, les bactéries lactiques regroupent treize genres bactériens différents :

Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,

Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus Weissella, Aerococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus. (Carine et al., 2009).

Ces bactéries sont recherchées pour d’autres qualités nutritionnelles et thérapeutiques

dans des préparations appelées Probiotiques (Leveau et Rouix, 1993). Les bénéfices

potentiels des probiotiques (Figure 1, Annexe I) vont de la Suppression de l’activité de

certains pathogènes à l’amélioration de l’utilisation du lactose, de la réduction du cholestérol

sanguin et du niveau de substances carcinogènes. et de l’inactivation de composés toxiques à

la stimulation du système immunitaire (Bottazzi, 1994).

Taranto et al. en 1998 ont mis en évidence l’effet hypocholestérolémiant de Lb.

reuteri CRL1098 consommé à 104 cellules par jour pendant 7 jours par des souris

hypercholestérolémiques dont la teneur totale en cholestérol a diminué de près de 40 % à la

fin du traitement.

Les lactobacilles vaginaux ont été découverts dans les années 1890 par Doderleïn qui

décrivit la flore vaginale comme homogène et constituée de bacilles Gram positif. Par la suite,

dans les années 1900, Metchnikoff fut le précurseur de l’utilisation de lactobacilles dans le

but de restaurer la microflore intestinale via la consommation de laits fermentés. Puis, dans

les années 1930, Molher et Brown furent les premiers à proposer un traitement des vaginites
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et de la vaginose par l’application d’une culture de bacilles de Doderleïn. L’idée de la

bactériothérapie contre les infections vaginales est ainsi née.

Depuis, différentes études ont montré l’efficacité de l’application de souches de

lactobacilles exogènes au niveau vaginal pour lutter contre les infections urinaires ; Bruce et

al. en 1992 ont administré une ovule à 2.109 cellules de souches de Lb. casei GR-1 et Lb.

fermentum B-54 par semaine pendant 1 an à 10 patientes souffrant d’infections urinaires

récidivantes. A la suite de ce traitement, la moitié de ces femmes n’ont plus déclaré de

récidives. Les suppositoires vaginaux (Vivag, Pharma-Vinci, Dannemark) ont été utilisés dans

la thérapie contre ces infections.

De ce fait, la définition originelle des probiotiques proposée par Fuller en 1989 dans

laquelle l’application probiotique était réservée au côlon, s’est généralisée à divers

compartiments de l’hôte dont le vagin (FAO/WHO, 2001).

Les bactéries lactiques sont naturellement résistantes à beaucoup d’antibiotiques grâce

à leur structure et physiologie. Les travaux de Temmerman et al. (2003) ont montré que

68.4% des probiotiques isolés ont une résistance à un antibiotique ou plus. En règle générale

un organisme probiotique ne doit pas être résistant aux antibiotiques, s'il est résistant le gène

de la résistance devrait être situé sur le chromosome (Chesson, 2001). Par conséquent, avant

de lancer une culture probiotique, il est important de vérifier que les souches bactériennes

impliquées ne comportent pas de gènes transmissibles de résistance aux antibiotiques

(Ammor et Mayo, 2007).

II. Caractéristiques des principaux genres

II.1. Lactobacillus

Lactobacillus est le principal genre de la famille des Lactobacillaceae. Il s’agit de

bacilles longs et fins (parfois incurvés ou gros) souvent groupés en chaînes, immobile, se

développant à un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Le genre Lactobacillus

contient de nombreuses espèces qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans

de nombreuses fabrications ou qui sont rencontrées comme contaminants (Khalid et Marth,

1990 ; Leclerc et al., 1994). Ce genre a été subdivisé par Orlan-Jensen en trois groupes et

cette classification est encore utilisée en milieu industriel (Guiraud et Rosec, 2004) :
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 Groupe I « Thermobacterium » : Comprend les lactobacilles homofermentaires

thermophiles qui se développent à 40°C mais pas à 15°C. Les espèces les plus

fréquentes dans les aliments (lait, yaourt, fromage…) sont Lb. Helveticus, Lb.

delbrueckii et Lb. acidophilus.

 Groupe II « Streptobacterium » : Regroupe les lactobacilles homofermentaires

mésophiles et peuvent être occasionnellement hétérofermentaires en fonction du

substrat. Les espèces les plus fréquentes dans les aliments sont : Lb. casei, Lb.

curvatus, Lb. sakei et Lb. plantarum.

 Groupe III « Betabacterium » : Ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il

comporte les espèces Lb. fermentum, Lb. brevis, Lb. sanfransisco.

Les espèces de Lactobacillus ont une grande affinité d’adhésion aux cellules

épithéliales. Ainsi les lactobacilles vont saturer les récepteurs et exercer un effet barrière vis-

à-vis des pathogènes impliqués dans les infections urogénitales chez la femme comme les

streptocoques du groupe B « SGB », Staphylococcus aureus (S.aureus) ( Figure 2 , Annexe

I)(Za’rat et al., 2006).

II.2. Lactococcus

Les lactocoques appartiennent à la famille des Streptococcaceae. Ils se présentent sous

forme de coques en paires ou en chaînes de longueur variable. Leur température optimale de

croissance est proche de 30°C, ils sont capables de se développer à 10°C mais pas à 45°C. Ce

sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de l’acide

lactique L(+), seul Lactococcus lactis ssp. Lactis biovar diacetylactis produit le diacétyle.

(Tamime, 2002). Le genre Lactococcus comprend cinq espèces dont Lactococcus lactis qui

est l’espèce la plus connue avec ses trois sous-espèces : Lc. Lactis ssp.lactis, Lc.lactis ssp.

cremoris et Lc.lactis ssp.hordniae (Pot, 2008).

II.3. Streptococcus

Comprend essentiellement des espèces d’origine humaine ou animale dont certaines sont

pathogènes comme S. pyogenes et S. agalactiae d’autres sont impliquées dans la formation de

la plaque dentaire (S. mutans). L’espèce thermophile Streptococcus thermophilus se

différencie par son habitat (lait et produits laitiers), et son caractère non pathogène. Du fait de
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ses propriétés technologiques, c’est la seule espèce considérée comme un streptocoque

lactique (Laurent et al., 1998)

II.4. Leuconostoc

La famille des Leuconostocaceae, contient des coques ovoïdes, pouvant être allongés

ou elliptiques. Ce sont des cellules sphériques disposent en paire ou en chaîne, elles sont

caractérisées par un métabolisme hétérofermentaire en convertissant le glucose en D-lactate

et éthanol ou en acide acétique (Gonzalez et al., 2007).On range habituellement les

leuconostocs dans les anaérobies facultatifs, mais certains les considèrent comme des

anaérobies aérotolérants. Ils sont exigeants et présentent souvent une auxotrophe pour les

acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels minéraux et les glucides (Dellaglio et al.,

1994). Ce genre comprend les espèces suivantes : Ln. mesenteroides avec ces sous espèce

mesenteroides cremoris et dextranicum et Ln. lactis et Ln. Pseudomesenteroides et Ln.

paramesenteroides (Collins et al., 1993 ; Laease, 2005).

II.5. Pediococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le

regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose, et

leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines espèces

se distinguent par leur capacité à se développer à des teneurs en sels très élevées, comme

Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus

muriaticus qui tolère jusqu’à 18% de NaCl (Pilet et al., 2005) .
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III. Pouvoir antibactérien des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont d’une grande importance dans l’inhibition des micro-

organismes pathogènes et des micro-oraganismes d’altération au niveau des aliments et dans

la thérapie humaine et animale, grâce au pouvoir antagonisme qu’elles possèdent. Selon de

Roissard et Luquet, (1994) et Oh al., (2006).

III.1. Substances antibactériennes produites par les bactéries lactiques

III.1.1. Acides organique

Les bactéries probiotiques produisent l’acide lactique, l’acide acétique, l’acide

propionique ainsi qu’une faible quantité d’acide formique, d’acide succinique, et d’éthanol

(kostinek et al.,2006).

Les produits principaux du métabolisme des bactéries lactiques sont les acides

organiques ( Brul et Coote, 1999). L’acide lactique est le métabolite principal des bactéries

lactiques causant la réduction du pH qui inhibe largement les microorganismes (Eklund, 1989

et Schnürer et Magnusson, 2005). La principale molécule responsable de l’acidification du

vagin est l’acide lactique. Elle est synthétisée via la fermentation lactique du glycogène

présent dans le fluide vaginal par les lactobacilles et par l’épithélium (Boskey et al., 2001).

Les acides organiques produits peuvent diffuser passivement à travers la membrane

sous leur forme non dissociée. Ils acidifient le cytoplasme après dissociation et inhibent

l’activité enzymatique cellulaire des pathogènes acidosensibles (Boskey et al., 2001). En

milieu acide, les bactéries doivent dépenser de l’énergie pour maintenir leur pH

intracellulaire, ce qui affecte leur viabilité (Dacosta, 2000 ; Gauthier, 2002 ; Rousseau,

2004).

Selon Praag, 2009, il a été démontré qu’une concentration en acide lactique de 3,2

mM a été nécessaire pour inhiber le développement d’E.coli.

III.1.2. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Les bactéries lactiques ne possèdent pas de cytochrome pour assurer la phosphorylation

oxydative (réduisant O2 en H2O) mais utilisent des flavoprotéines pour l’oxydation terminale

(convertissant O2 en H2O2) (McGroarty, 1988), Ces réactions sont catalysées par des

enzymes spécifiques généralement en présence d’un substrat à oxyder. Ces enzymes ont été
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retrouvées chez des souches de Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc et

Pediococcus (Condon, 1987)

La toxicité du peroxyde d’hydrogène est due au pouvoir oxydant de la molécule elle-

même ou de ses métabolites OH· (radical hydroxyle) et O2- (anion superoxyde) produits par

des agents réducteurs (ions halogénures du type Cl-) et des enzymes peroxydases qui sont

présentes dans le fluide vaginal. Ces molécules peuvent agir sur les protéines (inactivation des

enzymes cytoplasmiques), les lipides membranaires (augmentation de la perméabilité

membranaire) et les acides nucléiques (induction de mutations de l’ADN). Par contre,

l’autodestruction des lactobacilles et les lactocoques est évitée pour ceux possédant une

NADH peroxydase qui transforme le peroxyde d’hydrogène (Miyoshi et al. 2003 ; Rousseau,

2004).

Il a été montré que la production de peroxyde d’hydrogène par des souches de

Lactobacillus ou Lactococcus lors de cultures mixtes inhibait la croissance de S. aureus.

(Ocaňa et al., 1998)

III.1.3. La Reutérine

 La reutérine ou (β-hydroxypropionaldehyde) est produite comme métabolite 

intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par certaines espèces de

Lactobacillus (El-Ziney et al, 1998). La fermentation du glycérol se déroule en deux étapes.

Le glycérol sera tout d’abord déshydraté par une « glycérol déshydratase » pour former la

reutérine qui sera ensuite réduite en 1,3-propanediol par une oxydoréductase. Cette deuxième

étape est inhibée en l’absence de glucose. La reutérine s’accumule alors dans le

microorganisme producteur. A haute concentration, elle est excrétée dans le milieu. Sa

toxicité contre la cellule productrice limite sa production, certains espèces comme :

Lactobacillus reuteri y sont plus résistantes (Vollenweider, 2004).

Il a été observé que la reutérine augmente le temps de génération de cellues cibles, en

plus lorsqu’il y a une forte production son rôle s’amplifie et empêche complètement la

division cellulaire. La reutérine combinée à un pH bas conduit au blocage de la division

cellulaire et on peut avoir un meilleur effet en la combinant avec du chlorure de sodium

(Rash et al., 2007)

III.1.4. Le diacétyl (2,3-butanedione)
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C’est un métabolite du citrate ou du pyruvate produit par des bactéries lactiques. Il

confère aux produits un arôme de beurre, possède une activité antimicrobienne, qui est plus

grande à l’égard des bactéries à Gram négatif, des moisissures et des levures qu’à l’égard des

bactéries à Gram positif (Dacosta, 2000)

Le diacétyl empêche la croissance des bactéries à Gram négatif en réagissant avec une

protéine fixatrice d’arginine, affectant l’utilisation de cet acide aminé (Ammor et al., 2006)

Dans l’étude de Vinderola et al. (2002), à la concentration de 50ppm, le diacétyle a

inhibé la croissance d’Escherichia coli.

III.1.5. Le dioxyde de carbone

Celui-ci est formé pendant la fermentation hétérolactique et crée un environnement

anaérobie qui inhibe les microorganismes aérobies. L’accumulation de dioxyde de carbone

dans la bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité (Dortu et

Thonart, 2009)

III.1.6. L’acétaldéhyde (CH3-CHO)

Il est produit au cours du métabolisme des glucides par les bactéries lactiques

hétérofermentaires. Il est estimé qu’à des concentrations de 10 à 100 ppm, il inhibe certains

agents pathogènes

III.1.7. Les bactériocines

Les bactériocines sont des composées de nature protéique (30 à 60 acides aminés),

synthétisées par voie ribosomale (Ammor et al., 2006), Elles sont généralement actives à

faible concentration contre des bactéries phylogénétiquement proches de la souche

productrice (Cotter et al., 2005). Leur activité antimicrobienne est soit bactéricide,

provoquant la mort de la bactérie cible, ou bactériostatique inhibant la croissance bactérienne

(Cotter et al., 2005). Les bactéries productrices sont protégées de l’action de leurs propres

bactériocines par l’action d’une ou de plusieurs protéines d’immunité (Heng et al., 2007).

Les bactériocines sont généralement hydrophobes et thermostables ou hydrophiles et

thermolabiles (de Vuyst et al., 2004). Sont généralement produites à la fin de la phase

exponentielle et au début de la phase stationnaire de croissance. Elles peuvent ensuite être
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dégradées par les protéases produites par la bactérie productrice (Savijoki et al., 2006). Le

siège de l’activité des bactériocines est la membrane cellulaire (Dortu et Thonart, 2009).

La charge positive des bactériocines est habituellement à pH neutre, ce qui leur permet

d’interagir de façon électrostatique avec les membranes et/ou avec la partie acide des parois

cellulaires des bactéries cibles. L’hydrophobicité des bactériocines est habituellement de

nature amphiphile ; ces propriétés biochimiques leur permettent de perméabiliser la

membrane des bactéries sensibles, ce qui provoque une perte d’ions et de molécules à faible

poids moléculaire et éventuellement la mort de la cellule (Lechance, 2000 ; Oscariz et

Pisabarro, 2001). Selon leurs poids moléculaire, propriétés biochimiques, spectre et mode

d’action, les bactériocines sont divisées en 3 classes ( Dortu et Thonart, 2009).

Les différentes classes de bactériocine sont résumées dans le tableau II (Annexe 1)

IV. Infections urinaire

La survenue d’infection urinaire est liée soit à un déficit des défenses de l’hôte, soit au

développement dans la flore urétrale d’une bactérie uropathogène. Les voies urinaires

représenteraient le second site d’infection bactérienne communautaire après l’appareil

respiratoire (Caron, 2010).

Généralement l’infection débute par la colonisation du tube digestif avec une souche

uropathogène qui, grâce à la présence de facteurs de virulences, va coloniser l’aire péri-

urétrale et migre le long de l’urètre vers la vessie, puis le long de l’urètre vers le rein

(Mariani-Kukdjian, 2004).

Il existe une relation étroite entre les infections vaginales et les infections urinaires (le

plus souvent dues à Escherichia coli). En effet, la plupart des infections vaginales sont dues à

la migration de pathogènes du rectum vers le vagin, qui peut aussi se déplacer vers le système

urinaire induisant des infections du tractus urinaire (Reid and Bruce, 2003).

Une étude de Foxman et al en 2002, a montré que quasiment une femme sur trois

connaitrait un épisode d’infection urinaire nécessitant un traitement antibiotique avant d’avoir

atteint l’âge de 24 ans. Une autre étude estime qu’environ la moitié des femmes ayant été

atteintes d’infection urinaire subiraient une récidive dans les 12 mois (Ikäheimo et al.1996)

La flore vaginale (appelée aussi flore de Döderlein) et les lactobacilles qui la

composent jouent un rôle protecteur vis-à-vis des germes pathogènes. Cependant, l’équilibre
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de la flore vaginale peut être fragilisé par les traitements antibiotiques, la prise des

contraceptifs oraux ou encore en période de grossesse et peut conduire au développement

d’une cystite par contamination à partir des bactéries fécales. L’utilisation de probiotiques

sélectionnés, permet de restaurer et de maintenir l’équilibre de la flore vaginale, en cas

d’infections urinaires à répétition. De nombreuses études ont montré l’effet bénéfique dans la

prévention des cystites (Barrons et Tassone, 2008).

Il y a des preuves, y compris des données randommisées et contrôlées, qui indiquent

que les gélules vaginales de souches de Lactobacillus GR-1 et B-54 lyophilisées appliquées

une fois par semaine préparées avec adjonction de lait écrémé (Reid et al., 1998) et

l’ingestion une fois par jour par voie orale d’une capsule de souches de Lactobacillus GR-1 et

RC-14 peuvent restaurer une flore vaginale dominée par les lactobacillus et réduire le risque

de réapparition des infections urinaires (Reid et al., 2001)

IV.1. Les bactéries impliquées dans les infections urinaires

Les bactéries les plus fréquemment isolées appartiennent à la famille des

entérobactéries mais cela n’exclue pas les autres bacilles à Gram négatif (Pseudomonas

aeroginosa) ou cocci à Gram positif (Staphylococcus sp. Et Enterococcus sp.) qui peuvent

être également impliquées (Ben Abdallah et al., 2008)

IV.1.1. Les entérobactéries

Sont des bacilles à Gram négatif, non sporulés, le plus souvent mobiles grâce à une

ciliature péritriche, Elles sont aérobies-anaérobies facultatives et cultivent sur les milieux

ordinaires, elles n’ont pas d’oxydases mais possèdent plutôt une catalase

4.1.1.1. Escherichia coli

Escherichia coli uropathogène est la cause principale de ces infections (Bower et al.,

2005 ; Chassin et al., 2007 ; Wiles et al., 2008). Elle est responsable de plus de 80 % des

infections urinaires (Thirion et Williamson 2003).

Les facteurs de virulence d’UPEC sont de deux types, ceux produits sur la surface de

la cellule ; favorisant l’adhérence, l’invasion des cellules hôte et les tissus du tractus urinaire,

et ceux dans la cellule et exporter aux sites d’action (Em dy et al., 2003 ; Wiles et al., 2008).
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Dans le premier type on rencontre les adhésines de type fimbriales tel que le fimbriae

type 1 qui reconnait les résidus D-mannose qui tapissent les cellules vaginales, les cellules

périnéales et les cellules vésicales, et les fimbriae P et S qui identifient le digalactoside

présent sur les érythrocytes du groupe sanguin et la surface des cellules épithéliales urinaires

(Em dy et al., 2003 ; Mainil, 2003).

D’autres facteurs de virulence situés sur la surface bactérienne incluent les molécules

endotoxines de LPS et le matériel capsulaire, ce dernier fournit la protection contre la

phagocytose phagocytaire et l’effet bactéricide de la cellule hôte (Em dy et al., 2003).

 Le second type est une série d’expression d’exotoxines comme la α-hémolysine et 

facteur cytotoxique nécrosant 1 (CNF1) (Doye 2004 ; Wiles et al., 2008), ces derniers

fournissent à UPEC les moyens d’infliger des lésions de tissu infecté, facilitant la diffusion

bactérienne aussi bien que libérer des éléments nutritifs des cellules hôtes et de désactiver les

cellules immunitaires (Wiles et al., 2008).

Escherichia coli type séquence ST131 (O25: H4), associé à la CTX-M-15 à spectre

étendu β-lactamase, a émergé internationalement comme un pathogène virulente 

multirésistante, cette E. coli extra-intestinale, responsable d’infections urinaires pourrait bien

créer un «tsunami d’infections». En effet, trois infections urinaires sur quatre sont en effet

liées à cette redoutable souche. (Yumuk et al., 2008).

4.1.1.2. Proteus sp

Ce genre est une cause fréquente d’infection urinaire, du fait qu’elle produit différents

fimbriae dont le plus retrouvé est ATF fimbriae (ambiant température fimbriae), il est appelé

ainsi car est exprimé à 23°C. Son implication sans les infections urinaires reste inconnue, une

étude à démontré seulement qu’il est à l’origine d’infection du bas appareil urinaire (Zunino

et al., 2000 ; Raffi et al., 2009). Proteus mirabilis, possède aussi un système d’adhésines

mannose résistantes qui est surtout observée pour les souches isolées de pyélonéphrites

(Riegel, 2003).

4.1.1.3. Autres Enterobacteriacae impliquées dans les infections urinaires

Les infections urinaires peuvent-être aussi causées par d’autres pathogènes, telles que :

Klebsiella sp, enterobacter sp et ça par expression de différents fimbriae, dont les plus

communs sont : type 1 fimbriae, type 3 fimbriae et aérobactine. Pour K.pneumoniae, la
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présence d’une capsule, d’aérobactine (chez certaines souches), de type 1 fimbriae, type 3

fimbriae et de mucus peuvent être parmi les facteurs de pathogénéicité, par contre chez les

souches non capsulées ces facteurs sont plutôt la présence de type 1 fimbriae, type 3 fimbriae,

type 1,3 fimbriae ou un autre type de fimbriae P-like-fimbriae qui conférent cette

pathogénicité à ces souches (Przondo-Mordarska et al., 1996). Pour le genre Enterobacter,

certains espèces possèdent les propriétés d’adhésion de type 1 (10% d’enterobacter

aerogenes) et d’autres possèdent le type 3 fimbriae (14% d’E. cloacae). L’aérobactine est

présente seulement chez 7% des espèces d’E.aerogenes (Riegel, 2003).

IV.1.2. Staphylococcus aureus:

Est une coccobactérie Gram positif, catalase positive appartenant à la famille des

Staphylococcaceae. Il a un diamètre d’environ 0,5 à 1,5 µm, est immobile, asporulé et

facultativement anaérobique (Becker et al., 2004 ; Murray et al., 2003) est présent à

plusieurs endroits chez les humains : nez, aine, aisselles, région périnéale (hommes),

muqueuses, bouche, glandes mammaires, cheveux, tractus intestinal, appareil génito‑urinaire

et voies respiratoires supérieures (Murray et al., 2003).

La colonisation de l'hôte est un préalable important avant la diffusion des souches de

staphylocoques dans l'organisme, Le pouvoir pathogène de S.aureus est lié à l'expression de

facteurs de virulence. Il a été décrit des protéines de surfaces (adhésines : protéine A, protéine

de liaison au collagène, à la fibronectine, au fibrinogène/clumping factor) qui permettent la

colonisation de l'hôte, des facteurs qui conduisent au développement et à l'extension de

l'infection (coagulase, hémolysine, protéase, élastase, hyaluronidase, staphylokinase) (Gillet

et al., 2002).
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie N°1 (Bloc 9) de

l’Université Abderrahmane Mira sous la direction de Docteur Faradji-Hamma dans une

période allant de 31 janvier à 7 avril 2016 dans le but d’étudier l’activité antibactérienne de

quelque souches des bactéries lactiques isolées du l’ben traditionnel à l’égard des souches

pathogène hospitalières responsables des infections urinaires.

I.1. Les souches utilisées

I.1.1. Les souches tests

58 souches de bactéries lactiques isolées au niveau de Laboratoire de Microbiologie du

Lait et des Probiotiques à partir du l’ben traditionnel par le Docteur Faradji-Hamma ont été

utilisées dans cette étude. Les 58souches testées appartiennent aux genres : Lactobacillus (28

souches), Leuconostoc (13 souches) ,Lactococcus (6 souches), Streptococcus une souche) et

Pediococcus (12 souches).

Le milieu de culture utilisé est MRS (bouillon et gélose) (Annexe III), la température de

croissance et l’origine de ces souches sont données dans le tableau II (Annexe II).

I.1.2. Les souches cibles :

Les deux souches pathogènes utilisées pour la première étape de cette étude qui est la

sélection de souches lactiques les plus performantes (activité antibactérienne) sont 2 souches

référenciées :

 Staphylococcus résistante à la méthicilline ;

 Escherichia coli AT CC 25922 ;

Pour la deuxième étape qui est l’étude de l’activité antibactérienne des souches

lactiques sélectionnées vis-à-vis des souches responsables des infections urinaires. En effet,

30 souches pathogènes hospitalières responsables des infections urinaires sont utilisées, elles

font partie de la collection des souches bactériennes du Laboratoire de Microbiologie

Appliquée (L.M.A) de l’université Abderrahmane Mira de Béjaia ; elles sont représentées

dans le tableau III
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Tableau III: Les souches pathogènes responsables des infections urinaires utilisées

I.2. Revivification des souches utilisées

I.2.1. Les souches tests

Les souches lactiques étaient conservées sur bouillon MRS (ouM17) à -20 °C. Leur

revivification consiste à transférer 1 ml des cultures décongelées de souches lactiques dans

des tubes de 5 ml du bouillon MRS. Ces bouillons sont incubés à 37°C ou à 30°C (selon la

température de croissance de la souche lactique) dans une durée qui s’étend entre 24h et 48 h.

Cette opération est répétée au minimum deux fois, afin d’avoir des cultures fraiches.

Bactéries Code

Klebsiella pneumoniae

11616 BK
31 BB

790 BK
11724

6587 TT
3458 TT

Klebsiella pneumoniae
(CTX-M-15; résistante à la β -

lactamine)

12 71
68 71

6060 TT
51 60

Enterobacter cloacae

15 47 TT
4279 TT
73 22 BK
214 BK
1417 TT
1242 TT

Enterobacter cloacae
(CTX-M-15; résistante à la β -

lactamine)

51 68 TT
93 15
69 56
65 58

Proteus sp 146 BB
11272 BK

Escherichia coli 157 BB
6862 TT
87 39 TT

Escherichia coli
(CTX-M-15; résistante à la β -

lactamine)

99 61 TT
55 37 TT
35 51 TT
8313 TT

33 67
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I.2.2. Les souches cibles

Les souches hospitalières pathogènes étaient conservées sur gélose inclinée nutritive à

4°C. Leur revivification consiste à transférer une colonie bien distincte de chaque une de ces

souches dans 5 ml du bouillon nutritif. Ces bouillons sont incubés à 37°C/24 h.

Cette opération est répétée au minimum deux fois, afin d’avoir des cultures fraiches.

I.3. Vérification de la pureté des souches utilisées

Avant toute utilisation des souches, une vérification de leurs puretés est indispensable.

Après le repiquage, la pureté est vérifiée en réalisant quelques tests rapides et simples (Figure

3)

 Observation de l’aspect des colonies après isolement sur gélose MRS pour les souches

lactiques à 37°C ou à 30°C (selon la souche) pendant 48 h et sur gélose nutritive pour

les souches pathogènes à 37°C pendant 24h ;

 Réalisation de la coloration de Gram ;

 Réalisation du test de catalase ; une goutte d’eau oxygénée à 10V était déposé sur une

colonie développée pendant 24h à 48h sur le milieu gélosé, le résultat est immédiat et

se caractérise par un dégagement gazeux (O2) si la catalase est présente (Devoyod et

Muller, 1969).
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Isolement

---------------

Incubation à 30°C ou

37°C / 48°C

5 ml du bouillon MRS Trouble Gélose MRS

ensemencée

par strie

Incubation

à

37 ou 30°C

/ 48H

: :

Vérification de la pureté de la souche

Coloration de Gram Observation de l’aspect Test de catalase

Des colonies sur gélose MRS

Figure 3: Protocole de la revivification et vérification de la pureté des souches lactiques.

 NB : Pour la vérification de la pureté du pathogène, le protocole est le même que

celui des souches lactiques juste : Milieu de culture = bouillon et gélose nutritive

Température d’incubation = 37°C.
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Une fois la souche revivifiée, purifiée on procède à la standardisation des inocula

I.4. Standardisation des inocula

Du fait que l’activité de tout agent antimicrobien est dépendante de la densité de la

suspension cellulaire de la souche cible, une standardisation des inocula des souches est

indispensable.

Après la revivification des souches, un isolement des souches lactiques sur gélose

MRS et des souches cibles sur gélose nutritive est effectué. Après incubation à 37°C ou à

30°C des souches lactiques durant 48 heures , 6 ou 8 colonies identiques et bien isolées (selon

ta taille des colonies) sont repiquées dans 9 ml du bouillon MRS et incubées à 37°C ou à 30°C

(selon la souche lactique) pendant 18 heures. La même procédure est répétée avec les souches

cibles en repiquant une colonie de chaque souche dans 9 ml du bouillon nutritif. Après la

réalisation d’une série de dilutions décimales pour les souches lactiques et les souches cibles

allant jusqu’à 10-9, des dénombrements sont effectués sur les géloses MRS et gélose nutritive

après incubation à 37°C ou 30°C pendant 48 heures et à 37°C pendant 24 heures

respectivement. (Figure 4)
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Isolement

Incubation 30°C 6-8 colonies identiques

ou 37°C/ 48h

Gélose MRS

Suspension de souches 9 ml du bouillon

lactiques de 24h MRS

Incubation à 30°C ou 37°C/ 18h

Culture fraiche de 18 h

1 ml de la culture fraiche

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 10-9

Gélose MRS

Incubation à 30°C ou

37°C/ 48h

Dénombrement des colonies

Figure 4:Protocole de standardisation des inocula lactiques.
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I.5. Recherche de l’activité antibactérienne des souches lactiques

Avant de tester le pouvoir antibactérien des souches lactiques à l’égard des souches

pathogènes responsables des infections urinaires, une sélection des souches lactiques a été

effectuée dans le but d’avoir des souches plus performantes.

Cette sélection a été faite par la recherche de l’activité antibactérien des 58 souches

lactiques à l’égard de deux souches pathogènes référenciées; Staphylococcus aureus résistante

à la méthicilline et Escherichia coli ATCC 25922 par le test des spots.

I.5.1. Test des spots

Selon Fleming et al. (1975), ce test consiste à cultiver les deux souches dans le même milieu

en double couche.

Après avoir rempli les boites de Pétri avec la gélose MRS (solidifiée et séchée), 5µl d’une

concentration de (108 UFC/ml) de la culture bactérienne de chaque souche lactique obtenue

après 18 heures d’incubation à des températures de croissance de chaque bactérie (37°C ou

30°C) est déposée en spots. Les boites sont séchées près du bec benzün pendant quelques

minutes puis incubées à 37°C ou à 30°C pendant 18 heures.

Au terme de l’incubation, les spots sont recouverts par une couche de 9 ml de gélose semi-

molle de Muller-Hinton (Annexe III) qui contient 1 ml (approximativement 106UFC/ml) de

la suspension de bactérie cible (obtenue après 18 h d’incubation à 37°C) puis incubés pendant

18heures. Les diamètres des zones d’inhibitions sont mesurés.(Figure 5)

La même procédure (test des spots) est répétée avec les 30 souches lactiques sélectionnées

ayant une forte activité antimicrobienne à l’égard de 30 souches hospitalières responsables

des infections urinaires.



Chapitre I Matériel et Méthodes

21

- Souches tests - - Souches cibles -

Repiquage des souches sur Repiquage des souches sur 5 ml

5 ml du bouillon MRS du bouillon nutritif

Incubation : 37°C/30°C Incubation : 37°C pendant 24 h

pendant 18h

Isolement sur gélose MRS Isolement sur gélose nutritive

à30°C ou 37°C /48h et incubation à 37°C /24h

Transfert de 6-8 colonies dans Transfert d’une colonie dans

9 ml du bouillon MRS 9ml du bouillon nutritif

Incubation : 37°C/30°C Incubation : 37°C pendant 18h

pendant 18h

Dépôt de 5 µl de 1ml de la suspension 9 ml

chaque suspension bactérienne bactérienne de Muller

en spots Hinton

Incubation : 37°C /30°C

pendant 18 h Homogénéisation

Incubation : 37°C pendant 18 h

Figure 5: Schéma de réalisation du test des spots (Fleming et al., 1975)
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I.5.2. Test des puits

Afin de déterminer l’origine de l’activité antibactérienne des 30 souches des bactéries

lactiques sélectionnées, un test des puits est réalisé.

Ce test permet de mettre en contact le surnageant de la souche lactique productrice de

substances antimicrobiennes avec la souche test. Les souches précédemment sélectionnées

pour leur production de substances antimicrobiennes sont concernées par ce test.

Dans ce test 10 ml de gélose Mueller Hinton (MH) inoculée avec 1 ml d’une culture

d’Escherichia coli (approximativement 106cellules/ ml) sont coulés à la surface d’une gélose

nutritive préalablement coulée dans la boite de pétri et solidifiée.

Des puits de 6 mm de diamètre et de 4 mm de profondeur sont creusés à l’aide d’un

cône de micropipette dans la gélose et scellés du fond avec une goutte de gélose Mueller

Hinton. 100 µl du surnageant obtenu après la centrifugation de la culture fraiche (Figure 6,

Annexe II) sont introduites dans chaque puit. Le surnageant est testé soit à pH natif ou après

ajustement de son pH à 7 par le soude (NaOH stérile) 1N afin d’éliminer l’effet de l’acide

lactique. Avant incubation à 37°C pendant 18 h, les boites sont mises à 4°C pendant 2 heures

afin de permettre la diffusion du surnageant de culture dans la gélose.

.I.5.3. Traitement avec les protéases

Les surnageants des cultures de 18h des souches lactiques incubées à 30°C ou 37°C

sont utilisées pour la détermination de la nature protéique par la sensibilité des substances

antibactériennes produites aux protéases.

Pour s’assurer de la nature protéique des substances inhibitrices, on utilise des

enzymes protéolytiques : La pepsine.Cette enzyme est dissoute dans la solution Tampon

phosphate pH 7 (Phosphate mono potassique (1/16M), phosphate dissodique (16M) (Tableau

IV, Annexe II). La solution enzymatique (2mg Pepsine + 1ml du tampon phosphate) est

filtrée (0,22µm pore-size acrodise Syringe-filters, PallGermanLaboratory, USA) ;

Ensuite, un volume de 2 ml de la solution enzymatique est additionnée stérilement à 2

ml du surnageant neutralisé.

La solution (Surnageant neutralisé / pepsine) est incubée pendant 2h à 37°C. Au terme

de l’incubation, les échantillons sont testés pour leur activité antibactérienne vis-à-vis de

chaque souche cible par la méthode des puits (Figure 7).
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Figure : Schéma représentatif du test des puits

Figure 7: Schéma représentatif du test des puits

I.6. La détermination de la sensibilité des bactéries lactiques aux antibiotiques :

Pour chaque souche testée (Les 30 souches sélectionnées), 6 colonies de

morphologie typiques ont été sélectionnées et repiquées sur bouillon MRS, et incubées

pendant 18 heures. Les souches sont étalées sur milieu MRS à l’aide d’un écouvillon, et 5

antibiotiques (Tableau V : AnnexeII) été testés qui sont : Pénicilline G (PG), Imipenème

(IMP), Ofloxacine (OFX), Vancomycine (VA), Céfalexine (CN). Gélose avec disques

d’antibiotiques ont été ensuite incubées pendant 18 h, les diamètres d’inhibition sont ensuite

mesurées.

Centrifugation 6000g 100µl surnageant de la culture

,, 4°C /30 min(2 fois) 100µl bactérienne

Surnageant

Culture de 18H (BL) Culot

Incubation à 37°C/18h

Gélose MH préalablement ensemencée en

,, masse par 1 ml de la souche cible (106 cellules/ml)

Mesure des Zones d’inhibitions
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II.1. Revivification des souches utilisées

Les résultats obtenus de la revivification des 58 souches lactiques et 32 souches cibles

utilisées ont présenté l’apparition de trouble au fond du tube avec une zone transparente à la

surface du milieu liquide.

II.2. Vérification de la pureté des souches utilisées

II.2.1. Observation macroscopique

 Pour les souches lactiques, l’examen macroscopique sur gélose MRS montre

des colonies circulaires bombées et de couleur blanche – crémeuse.

En anaérobiose après 18 d’incubation à 37°C et à 30°C sur gélose MRS les souches

apparaissent sous forme de colonies blanches, lisses et rondes avec un diamètre de 2-3mm

(Tabasco et al., 2007). Les cultures obtenues sur les boites de Pétri sont observées à l’œil nu

pour caractériser la forme, la taille, l’aspect ainsi que la couleur des colonies (Badis et al.,

2006).

Pour les souches cibles, les résultats sont représentés dans le tableau VI suivant :

Tableau VI : Résultats d’observations macroscopiques des souches cibles.

Souche pathogène Milieu de la
culture

Observation
macroscopique

Forme des colonies

Escherichia coli

Gélose nutritive Colonies rondes,
légèrement plates,
d’aspect muqueux.

Klebsiellapneumoniae

Gélose nutritive Colonies rondes,
volumineuses,
bombées et
brillantes d’aspect
muqueux

Enterobactercloacae

Gélose nutritive Colonies rondes et
légèrementirisées,
ou plates à bords
irréguliers d’aspect
assez gras.
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Proteus sp

Gélose nutritive Colonies rondes peu
bombées, d’aspect
muqueux.

Staphylococcus aureus
résistante à la
méthicilline

Gélose nutritive Petites colonies de
couleur jaune
moutarde,
légèrement
bombées.

II.2.1. Observation microscopique

Pour les souches tests, L’aspect microscopique après coloration de Gram a révélé deux formes

de cellules : Coques et Bâtonnets. Les coques de forme ovoïdes ou rondes sont disposées en

paires (diplocoques) ou en chainettes (courtes ou longues). Pour les bâtonnets nous avons soit

la forme bacille (moyennes ou longues) ou bien coccobacille. (tableauVII, Annexe II)

 Pour les souches cibles, l’observation microscopique est représentée dans le

tableau VIII suivant :

Tableau VIII : Résultats d’observation microscopique des souches cibles

Résultats

Souches
cibles

Observation
microscopique Gram

Aspect
microscopique

Escherichia coli Négatif
Bacille , seules
ou Diplocoques
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Klebsiellapneumoniae

Négatif

Petit gros
bacille, seules
ou diplocoque

Proteus sp Négatif

Bacille, seules
ou en chainette
courtes

Enterobactercloacae Négatif

Longues bacilles
Seules ou
Diplocoques

Staphylococcus
aureus résistante à la
méthicilline

Positif Coque en amas
(grappes de
raisin)

Ces résultats microscopique confirme que nos souches cibles appartiennent au Entérobactéries

(Ben Abdallah et al., 2008) et au Staphylococcus aureus (Becker et al., 2004).



Chapitre II Résultats et discussion

28

II.2.3. Test de Catalase :

 Le test de catalase n’a montré aucune effervescence, ce qui indique que ces

souches appartiennent aux bactéries lactiques (Figure 8). En effet, ce résultat

confirme que ces souches appartiennent aux bactéries lactiques (Gevers, 2002)

 Pour les souches cibles, les bulles de gaz observées sont issues de la

dégradation de H2O2 et du dégagement de l’oxygène, ce indique qu’elles sont

catalase positive.(Figure 8). En effet, ce résultat confirme que ces pathogènes

appartiennent aux entérobactéries qui possèdent une catalase (Joly et

Reynaud, 2006) et au Staphylococcus aureus (Becker et al., 2004)

Test Souches tests Souches cibles

Catalase

Négative Positive

Figure 8 : Résultats du test de catalase réalisé sur les bactéries lactiques et les souches cibles.

II. 3. Standardisation des inocula

Les résultats de dénombrements des genres Lactobacilles, Lactococcus, Leuconostoc,

Pediococcus, Streptococcus isolés du l’ben et les souches cibles sont rassemblés dans le

tableau IX et X respectivement.(Annexe II)

Les résultats de la standardisation des souches montrent qu’à partir de 6 colonies du

chaque souche lactique utilisée, incubées à 30°C ou à 37°C/18h, donne un inoculum de 109

UFC /ml. En revanche, une colonie de SARM donne un inoculum de 2,5.108UFC/ml, une

colonie d’E.coli et de Klebsiella pneumoniae et de Proteus sp donnent des inocula de

109UFC/ml, et une colonie d’Enterobacter cloacae donne un inoculum de 1010.

Selon les travaux réalisés par (Oudghiri, 2010) sur la biodiversité des bactéries

lactiques dans le lait cru et ses dérivés (l’ben et Jben d’origine marocaine), le nombre de

colonies dans les échantillons du l’ben ne dépasse pas 109 UFC/ml, donc cela coïncide avec

nos résultats.

II.4. Etude de l’activité antibactérienne
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II.4.1. Test de spots :

Un test de spots a été réalisé pour 58 isolats dans le but de sélectionner les souches qui

ont une grande activité antibactérienne.

Les souches isolées ont été sélectionnées selon leurs activités antibactériennes à

l’égard de Staphylococcus aureus résistante à la méthicilline et E.coli AT CC 25922. Les

résultats obtenus montrent que seule une souche qui appartennant à Leuconostoc sp (Ln10’)

n’a pas d’effet antibactérien. Cependant, 30 souches présentent des activités antibactériennes

très importantes d’un diamètre d’inhibition qui varie entre 20 et 40mm pour SARM, et entre

12 et 27mm pour E.coli .(Figure 9 et 10) et (TableauXI, Annexe II).Ces dernières (30

souches) ont été sélectionnées afin d’étudier leurs activité inhibitrice vis-à-vis de 30 souches

pathogènes responsables des infections urinaires.

Figure 9: Résultats de test d’antagonisme Figure 10: Résultats de test

vis-à-vis Staphylococcus aureus résistante d’antagonisme vis-à-vis E.coli

à la méthiciline AT CC 25922

Parmi les 58 souches lactiques testées pour l’activité antagoniste, seules trente souches

ont un pouvoir antibactérien très important d’une zone d’inhibition qui varie entre 12mm et

40mm à l’égard des SARM et E.coli. Les figures11 et 12 illustrent les différents diamètres

des zones d’inhibitions des souches lactiques à l’égard de SARM et E.coli.
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Figure11 : Diamètres des zones d’inhibition des 30 souches lactiques sélectionnées à l’égard

de Staphylococcus aureus résistante à la méthicilline.

D’après ces résultats enregistrés, les interactions ont montré que les souches isolées

possèdent un effet inhibiteur vis-à-vis SARM. En effet, la soucheLb24’ et Ln7’présentent une

grande activité inhibitrice maximale vis-à-vis SARM, d’un diamètre de 42mm et 40mm

respectivement et un minimal de 20mm pour les souches Lb17’, Lb20’, Lb26’, Lc1’ et Lc5’. Les

souches de Lb2’, Lb23’, Lb25’ et St1 présentent une activité inhibitrice importante d’un

diamètre de 35mm et 30mm pour les souches Lb1, Lb13, P8’,P10, Ln1, Ln2, et Lc3.

Dal Bello. (2009) a rapporté que les bactéries lactiques sont connues pour leurs

substances anti-Staphylococcus aureus ; par production de plusieurs métabolites tels que les

acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, et les bactériocines.

Selon les travaux de Labioui et al.,(2005) la zone d’inhibition des bactéries lactiques

vis-à-vis Staphylococcus aureus varie entre 23,3 et 32,5 mm ce qui coïncide avec nos

résultats.

Strahinić et al.(2007), ont isolé des souches de Lactococcus lactis BGSM1

productrices d’une bactériocine active vis-à-vis des bactéries à Gram positif et à Gram négatif
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(Staphylococcus aueus, Bacillus subtilis, E.coli et Pseudomonas aeruginosa)

Figure 12: Diamètres des zones d’inhibition des 30 souches lactiques sélectionnées à

l’égard d’Escherichia coli ATCC 25922

D’après ces résultats enregistrés (Figure12), les interactions ont montré que les

souches isolées possèdent un effet inhibiteur à l’égard E.coli. En effet, La souche Lb23’,Lb24’

etP10 présentent une grande activité inhibitrice vis-à-vis E.coli ATCC 25922 d’un diamètre de

45mm ,43mm, 43mm respectivement. Cependant, des diamètres moins importants (12mm)

sont notés pour Ln1.

Les travaux de Savadogo et al., (2004), ont reporté que les diamètres des zones

d’inhibitions des bactéries lactiques isolées du lait fermenté sont de l’ordre de 9 à 10 mm vis-

à-vis de S. aureus et de 8 à 9 mm vis-à-vis d’E.coli. Les résultats de ces travaux sont moins

importants que les résultats obtenus dans notre étude.

En comparaison avec les travaux de Benmammar et Hamsi (2003), qui ont trouvé

des zones d’inhibitions des souches de Leuconostoc sp. du lait cru de brebis vis-à-vis S.aureus

de 6 à 10mm, et de 2 à 4 mm vis-à-vis E. coli. Cependant, nos souches de Leuconostoc sp

présentent des zones d’inhibitions plus importantes de diamètre allant de 30 mm à 40mm vis-

à-vis SARM et de 12mm à 35mm vis-à-vis E.coli.

II.4.2. L’effet antibactérien des bactéries lactiques sélectionnées à l’égard des

bactéries pathogènes responsables des infections urinaires :
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Les résultats de l’activité inhibitrice des 30 souches lactiques du genre Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus sont résumés dans le tableau XII et

XIIIen Annexe II et la figure 13.

Les différentes souches lactiques sélectionnées présentent un spectre d’activité

différent qui varie entre 0mm et 40mm vis-à-vis des bactéries pathogènes, Les zones

d’inhibition sont claires avec des bordures bien distinctes. L’inhibition est notée positive

lorsqu’elle est supérieure à 1mm (Schillinger et Lucke, 1906).

Exemple de résultats Exemple de résultats

d’antagonismevis-à-vis d’antagonisme vis-à-vis

Enterobactercloacae 7322BK Proteus sp 11272 BK

Exemple de résultats Exemple de résultats d’antagonisme

d’antagonisme vis-à-vis vis-à-vis Klebsiella

Proteus sp 146 BB pneumoniae 11722

Figure 13 : Exemples de résultats d’antagonisme vis-à-vis des souches pathogènes utilisées.

La capacité de compétition de bactéries lactiques résulte de leurs activités fermentaires

associées à la production de divers composés antimicrobiens dans le but d’inhiber la

prolifération des microorganismes. De nombreuses substances à activité antagoniste produites

par les bactéries lactiques ont régulièrement été mises en évidence (Rodrigues et al., 2002).



Chapitre II Résultats et discussion

33

II.4.2.1. Antagonisme des bactéries lactiques à l’égard de Klebsiella pneumoniae

Les 30 souches lactiques présentent une activité antibactérienne importante vis-à-vis

Klebsiella pneumoniae 6871 et 5160 d’un diamètre qui varie entre 12mm et 34mm, et vis-à-

vis Klebsiella pneumoniae 790BK d’un diamètre qui varie entre 10 et 40mm, et vis-à-vis

Klebsiella pneumoniae 31BB d’un diamètre qui varie entre 24 et 40mm.

Nos résultats se rapprochent avec les travaux de Labioui et al. (2005), qui ont trouvés

des zones comprise entre 20,4 et 25,7 mm lorsqu’il a sélectionné des souches de bactéries

lactiques antibactériennes à l’égard de Klebsiella pneumoniae prélevée des urines.

Néanmoins, les souches Lb17’, Lb22’ etLc5’ ne présentent aucune zone d’inhibition à l’égard

deKlebsiellapneumoniae3458TT, 1161BK, 11724, 6587TT. Et les souches Lb26’ et P3’ ne

présente aussi aucune activité inhibitrice à l’égard de Klebsiella pneumoniae 3458TT et

1161BK.

Les souches Ln7’ et P8’ ne présentent aucune zone d’inhibition à l’égard de Klebsiella

pneumoniae 3458TT, 1161BK, 1271. Et la souche Lb2’ne présente aucune activité à l’égard

de Klebsiella pneumoniae 3458TT, 1161BK, 6587TT et 6060TT.

II.4.2.2. Antagonisme des bactéries lactiques à l’égard de Proteus sp

Les souches lactiques présentent une activité inhibitrice à l’égard de Proteus sp 146BB

d’un diamètre qui varie entre 16mm et 36mm à l’exception de 6 souches de Lactobacillus sp

(Lb2’,Lb17’, Lb22’, Lb23’, Lb24’, Lb26’), deux souches de Pediococcus sp(P3’,P8’), une seule

souche de Leuconostoc sp (Ln3’),et enfin deux souches de Lactococcus sp (Lc3’, Lc5’) qui ne

présentent aucune activité inhibitrice vis-à-vis de cette dernière.

Cependant, 19 souches lactiques présentent une activité inhibitrice à l’égard du Proteus sp

11272BK d’un diamètre qui varie entre 10mm et 30mm, à l’exception de 2 souches de

Lactobacillus sp (Lb20’, Lb26’),Pediococcuss (P8’), Leuconostoc (Ln3’), et Lactococcus sp

(Lc5’) qui ne présentent aucune zone d’inhibition.

II.4.2.3. Antagonisme des bactéries lactiques à l’égard d’Enterobacter cloacae

Les 30 souches lactiques testées présentent une activité antibactérienne d’un diamètre

qui varie entre 14mm et 36mm à l’égard des 4 souches d’Enterobacter cloacae(5168TT,

9315, 6956 et 6558) , à l’exception de la souche Lb22’ du genre lactobacillus qui ne présente

aucune zone d’inhibition à l’égard de cette souche pathogène.

Des diamètres avoisinant allant de 10 à 30mm sont obtenus à l’égard de 6 souches

d’Enterobactercloacae1547TT, 4279TT, 7322BK, 214BK, 1417TT et1242TT, à

l’exception de :

 Lactobacillus sp Lb20’à l’égard d’Enterobacter cloacae 1547TT,1417TT
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 Pediococcussp P11’ à l’égard d’Enterobactercloacae4279TT, 7322BK

 Streptococcus sp St1 à l’égard d’Enterobactercloacae1242TT

 Leuconostoc Ln4’ à l’égard d’Enterobactercloacae1547TT, 1417TT, 1242TT

qui ne présentent aucun effet inhibiteur.

Il est noté que la sensibilité d’une souche dépend du genre, de l’espèce et même de la sous-

espèce, Ces variations de sensibilité sont dues aux caractéristiques des souches (présence ou

absence de sites récepteurs) et donc aux niveaux de lésions occasionnées par le facteur

inhibiteur (Kalchayanand et al., 1992).

II.4.2.4. Antagonisme des bactéries lactiques à l’égard d’Escherichia coli

Les souches lactiques utilisées présentent presque une même activité antibactérienne à

l’égard des 8 souches d’Escherichia coli. Un diamètre qui varie entre 17mm et 40,5mm est

obtenu à l’exception de :

 La souche Lb 12 de Lactobacillus à l’égard d’E.coli8739TT, 3367

 La souche Lb20’ de Lactobacillus à l’égard d’E.coli9961TT

 La souche Lb23’ de Lactobacillus à l’égard d’E.coli6862TT, 5537TT

 La souche P3’ de Pediococcus à l’égard d’E.coli 3367

 La souche P8’ de Pediococcus à l’égard d’E.coli 157 BB

 La souche St1 de Streptococcus à l’égard d’E.coli5537TT

 La souche Ln1 de Leuconostoc à l’égard d’E.coli8739 TT ,5537 TT

 La souche Ln3’ de Leuconostoc à l’égard d’E.coli6862TT

Qui ne présentent aucune activité inhibitrice.

Selon les travaux de Labioui et al., (2005) la zone d’inhibition des bactéries lactiques

vis-à-vis ces microorganismes pathogènes varie entre 22,5 et 31,5 mm. Ces valeurs sont

presque similaires aux valeurs obtenues dans notre étude.

A noter que l’effet des souches lactiques qui ne présentent aucune activité

antibactérienne à l’égard des souches pathogènes utilisées (E.coli, Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter cloacae ) dans le test des spot est dû soit à la concentration des substances , soit

à la résistances de ces souches cibles à ces substances.

II.4.2. Test des puits :

L'effet antibactérien des surnageants des bactéries lactiques isolées est mis en évidence

par l'apparition d'une zone d'inhibition (zone claire) autour du puit. La lecture de l’activité
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inhibitrice se fait par la mesure du diamètre d’inhibition autour du puit (Zi), exprimée en mm

(Allouche et al., 2010).La mesure du diamètre d’inhibition (Zi) est effectuée selon la formule

suivante:

Zi en (mm) = diamètre de la zone d’inhibition obtenue (mm) – diamètre de puits (6mm)

Figure14 : Résultat du test des puits avec le surnageant natif. –A- : Antagonisme des Lb 28’,

Lb 8’, Ln2, P1 à l’égard d’Enterococcus cloacae1417 TT .-B- : Antagonisme des Lb 20’, Lc1’

,Lc5’, P11’ à l’égard d’Enterococcus cloacae7322 BK . –C- : Antagonisme des Lb 20’, Lc1’,

Lc5’, P11’ à l’égard d’Entercoccus cloacae1417TT. –D- : Antagonisme des Lc3, P10, St1, Ln1 à

l’égard d’Enterococcus cloacae1417TT. –E- : Antagonisme des Ln 2, P1, Lb8’, Lb28’ à l’égard

d’Escherichia coli.-F- : Antagonsime des Lb 12’, P1, Lb8’, Ln1 à l’égard de SARM.

Les résultats enregistrés sont représentés dans le tableau XIVen Annexe II; d’après ces

résultats d’inhibition on note que les surnagenants natifs des :

 Souches Lactobacillus sp présentent une activité antibactérienne vis-à-vis

E.coli, d’un diamètre d’inhibition qui varie entre 10 et 24mm. A l’exception de

celui de la souche Lb8’qui ne présente aucune activité antibactérienne à l’égard

-A- -B-

-C- -D-

-E- -F-
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de la d’E.coli. ainsi que des souches St1 et Lc1’ qui ne présentent aucune

activité antibactérienne à l’égard d’E.coli.

 Souches Pediococcus sp présentent une activité antibactérienne vis-à-vis

E.coli, d’un diamètre d’inhibition qui varie entre 14 et 18 mm.

 Souches Lc3, Lc3’, Lc5’ présentent une activité antibactérienne vis-à-vis E.coli ,

d’un diamètre de 18mm, 20mm, 24mm respectivement.

L'inhibition des souches d'E.coli par certaines souches du genre Lactobacillus a été déjà

décrite par plusieurs travaux (Todorov et al., 2004 et Karthikyen et Santos ,2009).

 A l’égard du SARM :

les souches Lactobacillus sp testées présentent une activité antibactérienne d’un diamètre qui

varie entre 16 et 38mm donc ces résultats se rapprochent de ceux obtenus par Bazo en 2011

dans sa recherche des effets antibactériens des BL à l’égard du SARM lorsqu’il a testé des

souches de lactobacillus sp à l’égard des SARM et il a obtenu des zones d’inhibtion d’un

diamètre qui varie entre 17mm et 29mm.

Un diamètre qui varie entre 14 et 30mm pour les souches Pediococcus sp.un diamètre qui

varie entre 18mm et 32mm pour Leuconostoc sp. Par contre, Lb1, Lb5’, Lb13, Lb14’, Lb17’,

Lb22’, Lb25’, Lb 26’, Ln 4’, Lc3’ne présentent aucune activité antibactérienne, ce dernier

résultat coïncide avec les résultats obtenus par Bazo en 2011 lorsqu’il a testé une souche de

Lactococcus sp à l’égard du SARM où il a obtenu aucune zone d’inhibition.

Ces résultats obtenus dans notre travail sont plus importants de ceux obtenus

par Belarabi en 2012 lorsqu’il a testé l’activité antibactérienne de Lactobacillus à l’égard de

Staphylococcus aureus et Escherichia coli où il a obtenu un spectre d’activité important de

diamètre de 10 mm. Néanmoins, aucune zone d’inhibition n’est obtenue avec les surnageants

natifs de Lc1’,St1, et Lb8’ et avec les surangeants natifs de Lb1, Lb5’, Lb13, Lb14’, Lb17’, Lb22’,

Lb25’, Lb 26’, Ln4’ et Lc3’à l’égard d’E.coli et Staphylococcus aureus respectivement. Ces

résultats sont incompatibles avec ceux obtenus par Labaioui et al., (2005) lorsqu’il a examiné

le surnageant natif du Streptococcus agalactae isolée du jus de presse de la canne à sucre à

l’égard d’E.coli et Staphylococcus aureus prélevée des urines, ces auteurs ont obtenu un

résultat positif avec des zones d’inhibition de 31,5± 1,1 mm et 32,5±1,0 mm respectivement.

Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que les souches utilisées qui n’ont aucune

activité antibactérienne dans ce travail ne produisent pas ou peu d’H2O2 et que ce dernier a

été éliminé par les souches cibles en utilisant leurs propre catalase, sachant qu’E.coli et
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SARM sont catalase positive, et que l’acidité des surnageants n’a pas pu exercer un effet

inhibiteur sur E.coli et SARM, cela peut s’expliquer par le fait que ces deux souches peuvent

être résistantes à l’acidité produite par ces souches tests. La présence et la persistance

d’E.coliet SARM dans le tractus urinaire laisse supposer que ces deux souches sont bien

résistantes à l’acidité. Cela nous permet de supposer que l’activité antibactérienne de ces

souches est due à des substances autre que le H2O2 et l’acidité, donc cela peut être dû aux

bactériocines, qui n’ont peut être pas pus exprimer leur effet inhibiteur à cause du pH acide

Ou par rapport à la concentration des substances antibactérienne produites.

L'inhibition des bactéries pathogènes par les bactéries lactiques peut avoir plusieurs

origines parmi lesquelles, nous pouvons mentionner la production d’acides organiques, de

peroxyde d’hydrogène, de bactériocines (Moreno et al., 1999; Navarro et al.,

2000 ;Rodriguez et al., 2002 ; Maldonado et al., 2003; Guessas et al., 2005 ; Todorov et

Dicks, 2005).

II.4.2.1.Effet des acides organiques

Pour vérifier la nature des substances antibactériennes produites par les 30 souches

lactiques, un surnageant neutralisé de chaque souche utilisé doit être testé. A pH neutre

certains bactériocines sont chargées positivement (Dortu et Thonart, 2009) ; Après avoir

neutraliser le surnageant natif de chaque souche lactique utilisée, les résultats sont représentés

dans le (tableau XIV, Annexe II)et la figure 15

-A- -B- -C-
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-D- -E- -F-

Figure15 : Résultats du test des puits avec le surnageant neutralisé. –A- : Antagonisme des

Lc1’, Lc5’, Lb20, P11’ à l’égard d’Enterococcus cloacae1417TT. –B- : Antagonisme des P1,

Ln2, Lb8’ et Lb28’ à l’égard d’E.coli. –C- : Antagonisme des P10, Ln1, St1, Lc3 à l’égard

d’Enterococcus cloacae7322BK. - D- : Antagonisme des P1, Ln2, Lb8’ et Lb 28’ à l’égard

d’Enterococcus cloacae1417TT. - E - : Antagonisme des P10, Ln2, St1, Lc3 à l’égard

d’Enterococcus cloacae1417TT. - F- : Antagonisme des P10, Ln2, St1, Lc3 à l’égard d’E.coli

 Les résultats de l’étude de l’effet des surnageants (natifs et neutralisés) à l’égard

d’E.coli ont montré clairement que :

 8 souches de Lactobacillus sp (Lb1, Lb2, Lb2’, Lb14’, Lb20’, Lb22’, Lb24’, Lb26’), deux

souches P3’et P7, la souche Ln2, les deux souches Ln3’, Ln7’ et Lc3’ inhibent la

souche E.coli même après la neutralisation des surnageants. Néanmoins, une

diminution des diamètres des zones d’inhibitions est notée par rapport aux surnageants

natifs. ce qui témoigne de la présence d’autres substances inhibitrice autre que les

acides organiques.

 Les zones d’inhibitions obtenues par les surnageant natifs des souches Lb5’, Lb12, et

Lb25’ de Lactobacillus sp et la souche Lc3’de Lactococcus sp ont disparues après

neutralisation, cela s’explique par le fait que les souches Lb 5’, Lb12, Lb25’, Lc3’

inhibent la souche E.coli uniquement par production des acides organiques. En effet,

des résultats semblables ont été obtenus par Aslim et al., (2005), lorsqu’ils ont

examiné 19 surnageants de bactéries lactiques isolées à partir de produits laitiers

Turcs, ou l’activité inhibitrice est perdue dans 15 d’entre eux après neutralisation.

 Les surnageants natifs des souches Lb8’, St1, Lc1’ qui n’ont présenté aucune activité

antibactérienne à l’égard de la souche E.coli , ont présenté des zones d’inhibitions de

14mm, 18mm et 18mm de diamètres respectivement après la neutralisation, ce résultat

s’explique par le fait que les souches Lb8’, St1, Lc1’ inhibent la souche d’E.coli

probablement par production des bactériocines qui n’ont pas pu exprimer leur effet

inhibiteur à cause du pH acide et qui ont pu l’exprimer après neutralisation des
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surnageants. D’après Song et al., (1997) l’élimination de l’effet des acides organiques

favorise plutôt l’activité des substances antimicrobiennes telles que les bactériocines.

 Les souches Lb 13, Lb23’, P8’, P10, P11’, Ln1, Ln4’, Lc3’ inhibent la souche d’E.coli avec

une même zone d’inhibition avec le surnageant natif et le surnageant neutralisé. Ce

résultat nous mène à conclure que la production d’acide n’a aucun effet sur la souche

d’E.coli.

 Les résultats de l’effet inhibiteur des surnageants (natifs et neutralisés) vis-à-vis

SARM ont montré que :

 Les souches Lb2, Lb2’, P3’, P7, P10, St1, Ln1, Ln2, Ln3’, Ln7’, Lc1’, Lc3, Lc5’ inhibent la

souche SARM même en milieu neutralisé mais la zone d’inhibition obtenue par le

surnageant natif est plus importante que celle obtenue par le neutralisé. Donc, cet effet

inhibiteur n’est pas dû uniquement aux acides organiques mais à la présence d’autres

substances.

 Les zones d’inhibitions obtenues par les surnageants des souches Lb20’, P11’ ont

disparu après neutralisation, cela s’explique par le fait que les souches Lb 20’, P11’

inhibent la souche SARM uniquement par production des acides organiques.

 Les surnageants natifs et neutralisés des souches Lb23’, Lb24’, P8’ présentent les

mêmes diamètres des zones d’inhibitions de 28mm, 16mm et 14mm respectivement à

l’égard de la souche SARM. Dans ce cas, la concentration d’acide organique produit

n’a aucun effet sur la souche SARM.

 Les surnagenants natifs et neutralisés des souches Lb1, Lb5’, Lb13, Lb14’, Lb17’, Lb22’,

Lb25’, Lb26’, Ln4’ et Lc3’ ne présentent aucune activité antibactérienne à l’égard du

SARM.

 Les résultats de l’effet inhibiteur des surnageants (natifs et neutralisés) vis-à-vis les 2

souches d’Enterobacter cloacae ont montré une diminution des zones d’inhibition

avec le surnageant neutralisé par rapport à celles obtenus par le surnageant natif. Donc

cet effet inhibiteur est du à d’autres substances autre que les acides organiques.

D’après Ammor et al., (2006), l’activité antibactérienne de la bactériocine-like n’a pu être

détectée dans le surnageant de culture de souches ayant présentées une activité

antibactérienne avec le test des spots. Trois hypothèses ont pu être émises :

 La bactériocine-like est composée de deux domaines de N-terminal hydrophile et C-

terminal hydrophobe et que ce dernier s’est absorbé sur le filtre ;
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 La bactériocine-like s’est adhéré à la paroi bactérienne et que l’activité antibactérienne

ne peut avoir lieu que lorsque il y’a contact directe entre les cellules ;

 L’incapacité apparente de manifester une activité inhibitrice dans les cultures liquides

est déjà rapportée comme conséquences probable d’inactivation, de la protéine sous

les conditions de croissance (constituants du milieu, pH)

D’après Dortu et Thonar, (2009), cela est du à :

 Des faibles concentrations des bactériocines-like produites ;

 Dénaturation des bactériocines-like au cours de la centrifugation ;

 Ou bien l’activité antibactérienne déjà observée est due à la production des

bactériocines-like, qui restent fixées sur la paroi bactérienne.

II.4.3.Traitement avec les protéases

Les bactériocines sont des peptides antibactériens qui présentent un spectre étroit

envers des espèces pathogènes, elles sont inactivées par les protéases. Pour cela une enzyme

protéolytique qui est la pepsine est testée pour savoir si ces souches (6 testées) produisent des

bactériocines ou non.

La perte de l’activité antimicrobienne après traitement avec des enzymes indique la

sensibilité des composés actifs sécrétés par les souches mises en culture vis-à-vis la pepsine.

Puisque les bactériocines sont des substances protéines. Elles doivent être sensibles à au

moins une enzyme. En conséquence, la sensibilité aux enzymes protéolytiques est le critère

principal dans leur caractérisation (Ҫon et Gökalp, 2000 ; El Shafei et al., 2000 et Cintas et

al., 2001).

L’effet de la pepsine utilisé est montré dans le tableau suivant et la figure 16 :

Tableau XV : Résultats de l’effet inhibiteur des surnageants des 6 souches lactiques testées

vis-à-vis des souches pathogènes après traitement avec la pepsine.

Souche
Lactique

Zone d’inhibition en mm

SARM E.coli Enterobacter
cloacae 7322BK

Enterobacter
cloacae 1417TT

Lb23’ 0 0 0 0

Lc5’ 0 0 0 0
Lc3’ 0 0 0 0
St1 0 0 0 0

Ln2 0 0 0 0
P10 0 0 0 0
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Les souches Lb23’, Lc5’, Lc3’, St1, Ln2 et P10 synthétisent probablement des substances

de nature protéique sensible à l’action de la pepsine et qui agit fortement sur SARM,

E.coli et Enterobacter cloacae 7322BK et 1417TT. Ce sont probablement des

bactériocines.

Notre résultat montre clairement que les surnageants des souches Lc5’ et Lc3’ perdent

leur activité inhibitrice contre SARM, E.coli et Enterobacter cloacae après traitement par

la pepsine, ceci concorde avec les résultats de Vinod Kumar et al.,(2006) à savoir que la

souche Lactococcus lactis isolée du radis possède une activité antibactérienne contre

plusieurs espèces à Gram négative. Ces résultats permettent de suggérer que l’activité

antagoniste de ces souches soit due à une substance de nature protéique ou peptidique.

-A- -B-

Figure 16 : Résultats d’effet inhibiteur : -A- :des surnageants des souches P10 et St1 après

traitement avec la pepsine vis-à-vis SARM.

-B- :des surnageants des souches St1, Lc3’, Ln2

après traitement avec la pepsine vis-à-vis Enterobacter cloacae 7322 BK .

I.5. La détermination de la sensibilité des bactéries lactiques aux antibiotiques :

Les résultats de ce test sont présentés dans la figure 21 et le tableau XVI en Annexe

II. Le tableau montre les diamètres obtenus avec chaque antibiotique et chaque souche. Après

l’application des recommandations du comité de l’antibiogramme de la société française de

microbiologie CASFEM 2012 , ce dernier donne la signification de chaque résultat, à savoir :

R, bactérie résistante, S, bactérie sensible et I, bactérie intermédiaire. D’après les résultats du

test,

 Les 30 souches lactiques utilisées résistent à la Vancomycine et la céfalexine.

 Les 8 souches Lb1, Lb2’, Lb8’, Lb17’, Lb22’, Lb23’, Lb24’, Lb25’ de Lactobacillus sp,

les 4 souches P3’, P8’, P10, P11’de Pediococcus sp, et les 3 souches Ln1, Ln4’, Ln7’ de
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Leuconostoc sp, et les deux souches Lc1’ et Lc3’ sont sensibles à l’Imipinème sauf la

souche St1 qui résiste a cette antibiotique.

 Les deux souches Lb8’ et Ln2 résistent à l’Ofloxacine.

 Les souches de Lactobacillus sp résistent tous à la Pénicilline G sauf Lb14’, ainsi que

les souches de Leuconostoc sp qui résistent à cet antibiotique sauf Ln7’. Toutes les

souches de Lactococcus sp et Streptococcus sp utilisées résistent à cet antibiotique.

Néanmoins, 2 souches de Pediococcus sp (P3’ et P10) sont sensibles à ce dernier.

Nos résultats sont les mêmes obtenus par Mami en 2012 dans son travail sur des bactéries

lactiques productrices des bactériocines à large spectre d’action vis-à-vis des germes

impliqués dans les toxi-infections alimentaires en Algérie où il a trouvé que les souches de

Lactobacillus sp sont résistantes à la Vancomycine et à l’Ofloxacine et sensible à

l’Imipenème.

Plusieurs études ont montré la résistance naturelle d’une gamme importante de bactéries

lactiques aux antibiotiques (Botes et al., 2008). La résistance de souches de Leuconostocsp à

la Vanomycine, a été bien élucidée (Ogier et al., 2008). De même que pour des espèces de

Lactococcus lactis qui ont présenté une résistance à la Vanomycine (Donohue, 2004).

En effet, La résistance des probiotiques aux antibiotiques peut poser un problème si

elle peut être transmise à des pathogènes chez lesquels la résistance thérapeutique pourrait

avoir des conséquences néfastes. L’utilisation de différentes souches lactiques en tant que

probiotiques doit faire l’objet de travaux extrêmement attentifs (Marteau et al., 2004). De

même l’autorité Européenne de Sécurité Alimentaire, suggère que les probiotiques ne doivent

pas avoir une résistance acquise aux antibiotiques (Zago et al., 2011).

Figure 17 : Quelques résultats du test de la détermination de la sensibilité des bactéries

lactiques aux antibiotiques.
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Annexe I

Figure 1 : Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques. (Mercenier et al.,

2003)

Inhibition de la croissance du pathogène

Inhibition de l’adhésion du pathogène

Inhibition de l’expansion du pathogène

Figure 2 : Mécanismes mis en jeu par les lactobacilles vaginaux pour inhiber les pathogènes.

(Lepargneur et Rousseau, 2002).
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Tableau II : Origine des souches lactiques utilisées.

Souches Origines Genre et/ou
Espèce

Code et Milieu
de culture

Température de
croissance

Lb 1 Tichy

Lactobacillus

S : 02 MRS 30°C
Lb 2 PK7 S : 04 MRS 30°C

Lb 2’ Amizour S : D MRS 37°C
Lb 4’ TO S : 09 MRS 37°C
Lb 5’ Kendira S : 03 MRS 37°C

Lb 6’ Amizour S :A MRS 37°C
Lb 7’ Adekar S : 03 MRS 37°C
Lb 8’ Tichy S : 09 MRS 37°C

Lb 9’ Amizour S : 01 MRS 37°C
Lb 10’ S :C MRS 37°C
Lb 11 Adekar S :A M17 30°C

Lb 12

Tichy
S : 01 MRS 30°C

Lb 13 S : 03 MRS 30°C
Lb 14’ S : 04 MRS 37°C

Lb 15’ Amizour S :02 MRS 37°C
Lb 16’

Adekar
S : 02 MRS 37°C

Lb 17’ S : 04 MRS 37°C

Lb 18’ S : 06 MRS 37°C
Lb 19 S : 07 MRS 30°C
Lb 20’ Amizour S : B MRS 37°C

Lb 22’ Adekar S : 07 MRS 37°C
Lb 23’

Tichy
S : 08 MRS 37°C

Lb 24’ S : 02 MRS 37°C
Lb 25’ S : 06 MRS 37°C

Lb 26’ S : 01 MRS 37°C
Lb 27’ PK7 S : 06 MRS 37°C
Ln 1 PK7 Leuconostocmesen

teroidessubspcrem
oris

S : 05 MRS 30°C

Ln 2 Kendira Ln oenos S : 01 MRS 30°C
Ln 3’ Tizi

Leuconostoc

S : 02 MRS 37°C
Ln 4’ LK S :02 MRS 37°C

Ln 5 LK S :03 M 17 30°C
Ln 6 Sétif S :01 MRS 30°C
Ln 7’ BL S : 01 MRS 37°C

Ln 8’ Sétif S : 07 MRS 37°C
Ln 9 Sétif S : 02 MRS 30°C
Ln 10 Toudja S : A MRS 37°C

Ln 11’ LK S : 01 MRS 37°C
Ln 12’ LK S : 05 MRS 37°C
Ln 13’ Toudja S : 03 MRS 37°C

Lc1’ Tizi Lactococcuslactiss
splactis

S : 04 MRS 37°C
Lc3 PK7 S : 03 MRS 30°C



Lc3 ’ Sétif Lactococcus S : 06 MRS 37°C
Lc4’ Ras-

Elma
Lactococcusraffino
lactis

S : 02 MRS 37°C

Lc5’ Tizi Lactococcuslactiss
pcremoris

S : 03 Tizi 37°C

St 1 PK7 Streptococcus
agalactae

S : 02 MRS 30°C

P 1’
Fénaia

Pediococcusalophi
lus

S : 01 MRS 37°C
P 2’ S : 02 MRS 37°C

P 3 ‘ S : 03 MRS 37°C
P 4’ Timezrit S : 01 M17 37°C
P 5’ S : 05 M17 37°C

P 6’ Amizour S : 04 MRS 37°C
P 7 Adekar S : C M17 30°C
P 8’ S : 01 MRS 37°C

P 9’ Tichy S : 07 MRS 37°C
P 10 PK7 S : 01 M17 30°C
P 11’ Bolimat

Pediococcus
S : 04 MRS 37°C

P 12’ Bolimat S : 03 MRS 37°C
P13’ Timezrit S : 02 M17 37°C



Tableau V: Les antibiotiques utilisés pour définir la sensibilité de nos souches lactiques

Antibiotiques Charge de disque Symbole
PENECILLINES
Pénicilline G 10µg PG
CARBAPENEME
Imipenème 10µg IPM
FLUOROQUINOLONES
Ofloxacine 5 µg OXF
GLYCOPEPTIDES
Vancomycine 0,05g/ml VA
CEPHALOSPORINES
Céfalexine 30 µg CN

Les cinq antibiotiques proviennent d’institut Pasteur.



Tableau XI : Résultats de la sélection des bactéries lactiques ayant une importante activité

antimicrobienne à l’égard de SARM et E.coli AT CC 25922.

Souches
cibles

Souches
Tests

Diamètre de la zone d’inhibition en mm

SARM E.coli AT CC 25922

Lb 1 30 25
Lb 2 25 22

Lb 2’ 35 35
Lb 4’ 13 18
Lb 5’ 25 25

Lb6’ 25 25
Lb 7’ 12 30
Lb 8’ 22 30

Lb 9’ 20 28
Lb 10’ 20 30
Lb 11 20 28

Lb 12 22 30
Lb 13 30 30
Lb 14’ 30 16

Lb 15’ 25 13
Lb 16’ 20 14
Lb 17’ 20 30

Lb18’ 20 18
Lb19’ 10 20
Lb 20’ 20 23
Lb 22’ 25 40

Lb 23’ 35 45
Lb 24’ 42 43
Lb 25’ 35 35

Lb 26’ 20 35
Lb27’ 10 12
Lc1’ 20 30

Lc 3 30 16
Lc3’ 35 37
Lc4’ 10 22

Lc5’ 20 30
Ln 1 30 12
Ln 2 30 20

Ln3’ 35 35
Ln 4’ 35 35
Ln 5 35 35

Ln 6 35 35
Ln 7’ 40 35
Ln 8' 40 30



Ln 9 25 20
Ln 10 0 0
Ln 11’ 16 20

Ln 12’ 20 23
Ln 13’ 23 20
P 1’ 35 23

P 2’ 12 16
P 3’ 26 30
P 4’ 20 22

P 5’ 12 28
P 6’ 12 20
P7 22 30

P 8’ 30 22
P 9’ 20 28
P 10 30 43

P 11’ 22 35
P 12’ 20 25
P 13’ 22 20

St 1 35 26



Tableau IX :Résultats de standardisation des souches lactiques isolées du l’ben traditionnel

Souches
lactiques

Lb1 Lb2 Lb2’ Lb4’ Lb5’ Lb7’ Lb8’ Lb9’ Lb10’ Lb11 Lb12

Inoculum
standard
109

2,6 1,8 3 2,3 2 3 2,6 3 ,5 3,2 5 2,6

Souches
lactiques

Lb13 Lb14’ Lb15’ Lb16’ Lb17’ Lb18’ Lb19 Lb20’ Lb22’ Lb23’ Lb24’

Inoculum
standard
109

4 3 2,3 2,6 2 2,1 1,3 1,5 1 1,3 3

Souches
lactiques

Lb25

’

Lb26’ Lb27’ St1 P1’ P2’ P3’ P4’ P5’ P6’ P7

Inoculum
standard
109

4 5,1 1 3,2 4,2 3,5 1,3 2,3 1,5 2,6 3,4

Souches
lactiques

P8’ P9’ P10 P11’ P12’ P13’ Lc1’ Lc3 Lc3’ Lc4’ Lc5’

Inoculum
standard
109

2,5 2,8 5 3,1 4,1 2,5 1,2 2,3 1,6 1,7 1,3

Souches
lactiques

Ln1 Ln2 Ln3’ Ln4’ Ln5 Ln6 Ln7’ Ln8’ Ln9 Ln10 Ln11’

Inoculum
standard
109

4 6 ,2 3,5 3 2,8 2 3 2,1 4,2 3,1 1,6

Souches
lactiques

Ln12

’
Ln13’

Inoculum
standard
109

2,5 1,3

Tableau X : Résultats de standardisation des souches cibles utilisée

Souches cibes Escherichia coli Staphylococcus
aureus résistante à
la méthicilline

Klebsiellapneumoniae

Inoculum
Standard

1,6.109 2,5. 108 1,2. 109

Souches cibes Proteus sp Enterobactercloacae
Inoculum
Standard

3,2.109 1010



TableauVII : Résumé de l’observation microscopique des souches lactiques.

Code de la souche Gram Forme Mode d’association
Lb 1 + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 2 + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 2’ + Coccobacille Chainettes
Lb 3’ + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 4’ + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 5 + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 6’ + Bacille Chainettes
Lb 7 + Bacille Chainettes
Lb 8’ + Longue bacille Isolées, petites

chainettes
Lb 9’ + Bacille Chainettes
Lb 10’ + Petit gros bacille Chainettes
Lb 11 + Bacille Chainettes
Lb 12 + Bacille Chainettes
Lb 13 + Bacille Chainettes
Lb 14’ + Petit gros bacille Chainettes
Lb 15’ + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 16’ + Coccobacille Diplocoque, en amas
Lb 17’ + Coccobacille Chainettes
Lb 18’ + Coccobacille Chainettes,dispersé
Lb 19’ + Coccobacille Chainettes,dispersé
Lb 20’ + Bacille Chainettes
Lb 21 + Bacille Chainettes
Lb 22’ + Bacille Chainettes
Lb 23’ + Bacille Chainettes
Lb 24’ + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 25’ + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 26’ + Petit bâtonnet Chainettes
Lb 27’ + Coccobacille Chainettes
Ln 1 + Cocci (ronde) Diplocoques,chainettes
Ln 2 + Cocci Diplocoques
Ln 3’ + Cocci Diplocoques,chainettes
Ln 4’ + Cocci (ronde) Diplocoques
Ln 5 + Cocci Diplocoques
Ln 6 + Cocci Diplocoques, petites

chainettes
Ln 7’ + Cocci (ovoïde) Diplocoques
Ln 8’ + Cocci Petites chainettes
Ln 9 + Cocci Petites chainettes

Ln 10’ + Cocci Diplocoques
Ln 11’ + Cocci (ovoïde) Diplocoques
Ln 12’ + Cocci Diplocoques
Ln 13’ + Cocci Diplocoques
Lc1’ + Cocci Chainettes



Lc2’ + Cocci Chainettes /
Diplocoques

Lc3 + Cocci Chainettes,Diplocoques
Lc3’ + Cocci Chainettes
Lc4’ + Cocci Chainettes
Lc5’ + Cocci Chainettes
St1 + Cocci Amas
P1’ + Cocci Diplocoques,en

chainette
P2’ + Cocci (ronde) Isolées
P3’ + Cocci (ronde) Diplocoques ,en tétrade
P4’ + Cocci (ronde) Diplocoques
P5 ‘ + Cocci (ovoïde) Isolées, en tétrade
P6’ + Cocci (ovoïde) Isolées, en tétrade
P7 + Cocci Diplocoques, en tétrade
P8’ + Cocci Diplocoques, en tétrade
P9’ + Cocci Diplocoques, en tétrade
P10 + Cocci Diplocoques
P11’ + Cocci Diplocoques
P12’ + Cocci Diplocoques, en tétrade



Annexe II

Tableau I : Les différentes classes de bactériocines (Lachance ,2000 ; Jedidi, 2007 ; Dortu

et Thonart, 2009).

Classe Caractéristique Sous classe Mode d’action

Classe I
Lantibiotiques

Moins de 5 kDa ;
Thermostable ;
Acides aminés
soufrés.

-I a : Molécule linéaire ;
peptides cationique
hydrophobe ; de 34
acides aminés

-I b : Molécule
globulaire ; de charge
négative,composé de 19
acides aminés.

-Dissipent la force
proton-motrice par
formation de pore et
interférent avec la
synthèse de
peptidoglycane.

-Inhibent la synthèse
de peptidoglycane.

Classe II
Pediocine

Moins de 10 kDa ;
Thermostable ;
Chargé négativement
à pH neutre.

-II a : De 27 à 48 acides
aminés ; possède une
séquence consensus
YGNGV et un pont
disulfure sur la partie N-
terminale ; large spectre

-II b : Nécessite deux
peptides pour avoir une
activité antibactérienne
-II c : Autre bactériocines

Interagit avec la
mambrane ou un
pécepteur, et forme
des pores sur la
membrane

Classe III

Classe IV

-Plus de 30 kDa ;
thermolabiles ;

-Composées d’une
partie non protéique
nécessaire à l’activité
inhibitrice (sucre ou
lipide).

Nd

Nd

Hydrolyse des liens
peptidiques de
peptidoglycane

Nd

Nd : Non déterminé





Culture de 18 h de la souche test en bouillon MRS

Centrifugation 2 fois à 6000g/ 30 min à 4°C

Surnageant

Filtration sous vide sur membrane d’acétate de cellulose (0,22 µm)

Test d’activité

pH neutralisé pH natif Protéase

Figure 6 :Protocole de récupération du surnageant de culture de bactéries lactiques

« modifié » ( Data et al., 1994)

Tampon phosphate (pH 5,6 – 8,0)

Préparer une solution de di-hydrogéno-phosphate de potassium à M/ 15(soit 9,08 g de

KH2PO4 / Litre) et une solution de di-sodium hydrogénophosphate(9,47 g de Na2HPO4 /

Litre)

Mélanger suivant les indications dans le tableau suivant :

Tableau IV : Indications à suivre pour la préparation du tampon phosphate

pH Na2HPO4 à M/15 KH2PO4 à M/15

5,6 10,0 ml 190,0 ml
5,8 16,5 ml 183,5 ml

6 15 ml 175 ml
6,4 36 ml 164 ml
6,4 53,5 ml 146,5 ml

6,6 74,5 ml 125,5 ml
6,8 99 ml 101,0 ml
7 122 ml 78 ml

7,2 143 ml 57 ml
7,4 161 ml 39 ml
7,6 172,5 ml 27,5 ml

7,8 182,5 ml 17, 5 ml
8 189 ml 11 ml



Annexe III

Composition des milieux de culture

Tableau I : Bouillon MRS (De Man Rogosa et Sharpe) (Guiraud, 2003)

Composition Quantité (Gramme/litre)
Peptone 10
Extrait de viande 8
Extrait de levure 4
Glucose 20
Tween 80 1ml
Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Citrate d’ammonium 2
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganèse 0,05
Eau distillé 1000 ml

pH 6,5
Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes

Tableau II : Gélose MRS (Guiraud, 2003)

Composition Quantité (Gramme/Litre)
Peptone 10
Extrait de viande de bœuf 8
Extrait de levure 4
Glucose 20
Tween 80 1 ml
Phosphate dipotassique 2
Acétate de Sodium 5
Citrate d’ammonium 2
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganèse 0,05
Agar 15
Eau distillé 1000 ml

pH 6,2 ± 0,2
Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes

Tableau III : Bouillon nutritif (Guiraud, 2003)

Composition Quantité (Gramme/Litre)
Peptone 10
Extrait de viande 5
NaCl 5
Eau distillé 1000 ml

pH 7,2



Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes

Tableau IV : Gélose nutritive (Guiraud, 2003)

Composition Quantité (Gramme/Litre)
Extrait de viande 1
Extrait de levure 2,5
Peptone 5
Chlorure de sodium 5
Agar 15
Eau distillé 1000 ml

pH 7
Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes

Tableau V : Gélose M17 (Milieu de Terzagui) (Guiraud, 2003)

Composition Quantité (Gramme/Litre)
Tryptone 5
Peptone de soja 5
Infusion de viande 5
Extrait de levure 2,5
Acide ascorbique 0,5
Sulfate de magnésium 0,25
glycérophosphate de sodium 19
Agar 15
Eau distillé 1000 ml

pH 6,9 ± 0,2
Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes

Tableau VI : Gélose Muller Hinton (Guiraud, 2003)

Composition Quantité (Gramme/Litre)
Infusion de viande 300 ml
Peptone de caséine 17,5
Amidon de maïs 1,5
Agar 15
Eau distillé 1000ml

pH 7,4
Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes
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Solutions

 Solution NaOH

Composition Quantité
Eau distillée 1000 ml
NaOH 40 g

Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes

 Eau physiologique

Composition Quantité
Eau distillé 1000 ml
NaCl 9

pH 7
Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes

 Phénolphtaléine à 1 %

Composition Quantité
Phénolphtaléine 1 g
Alcool 100 ml

Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes

 Solution Hcl à 1N

Composition Quantité
Eau distillé 100 ml
Hcl 4ml

Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes



Tableau XIV : Résultats d’effet antibactérien des bactéries lactiques sélectionnés ; obtenus a

partir du test des puits avec un surnageant natif et ajusté.

Diamètre de la zone d’inhibition en mm

Surnageant natif Surnageant ajusté (neutralisé)
E.Coli SARM Enterobacter

cloacae
E.Coli SARM Enterobacter

cloacae
7322 BK 1417 TT 7322 BK 1417 TT

Lb 1 18 0 28 26 16 0 18 16
Lb 2 20 18 28 18 18 6 26 12
Lb 2’ 20 20 28 26 18 14 24 22
Lb 5’ 16 0 32 26 0 0 12 20
Lb 8’ 0 38 22 14 14 30 12 10
Lb 12 10 28 22 20 0 10 14 18
Lb 13 18 0 22 18 18 0 18 18
Lb 14’ 18 0 22 14 16 0 14 10
Lb 17’ 24 0 24 24 20 0 12 20
Lb 20’ 20 32 32 0 16 0 30 0
Lb 22’ 22 0 32 18 20 0 24 14
Lb 23’ 18 28 38 18 18 28 24 14
Lb 24’ 20 16 30 18 18 16 28 16
Lb 25’ 18 0 38 18 0 0 24 0
Lb 26’ 20 0 30 18 18 0 26 16

P 3’ 18 22 26 18 12 14 26 16
P7 18 30 26 18 16 18 24 14
P8’ 14 14 26 20 14 14 24 20
P 10 16 24 26 26 16 22 20 18
P 11’ 18 30 0 20 18 0 0 18
St 1 0 26 26 26 18 24 24 18
Ln 1 14 26 28 26 14 12 26 16
Ln 2 24 32 0 20 16 30 30 16
Ln 3’ 18 18 24 26 16 14 20 22
Ln 4’ 12 0 26 0 12 0 24 0
Ln 7’ 24 24 28 28 20 14 20 24
Lc 1’ 0 34 0 20 18 14 14 18
Lc 3 18 30 30 30 18 26 18 18
Lc 3’ 20 0 0 18 0 0 0 16
Lc 5’ 24 34 34 0 22 26 28 0



Tableau XVI : Résultats de la résistance et la sensibilité des ferments lactiques aux

antibiotiques

ATB

BL

Pénicilline
G

Céfalexine Imipenème Vancomycine Ofloxacine

Lb 1 R R S R --

Lb 2 R R -- R --

Lb 2’ R R S R --

Lb 5’ R R -- R --

Lb8’ R R S R R

Lb 12 R R -- R --

Lb 13 R R -- R --

Lb 14’ S R -- R --

Lb 17’ R R S R --

Lb 20’ R R -- R --

Lb 22’ R R S R --

Lb 23’ R R S R --

Lb 24’ R R S R --

Lb 25’ R R S R --

Lb 26’ R R -- R --

P 3’ S R S R --

P 7 R R -- R --

P 8’ R R S R --

P 10 S R S R --

P 11’ R R S R --

St 1 R R R R --

Ln 1 R R S R --

Ln 2 R R -- R R

Ln 3’ R R -- R --

Ln 4’ R R S R --

Ln 7’ S R S R --

Lc 1’ R R S R --

Lc 3 R R -- R --

Lc 3’ R R S R --

Lc 5’ R R -- R --

-- : Non-testée
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Conclusion

Notre travail s’est porté essentiellement sur l’étude de l’activité antibactérienne de

souches lactiques isolées du l’ben traditionnel à l’égard de souches pathogènes hospitalières

responsable des infections urinaires.

Au cours de ce travail, deux souches référenciées (SARM et E.coli ATCC 25922) sont

utilisées comme souches cibles dans le test des spots afin de sélectionner les souches lactiques

les plus performantes en activité antibactérienne à partir des 58 souches lactiques utilisées

préalablement revivifiées, purifiées et standardisées.

Les 30 souches lactiques sélectionnées sont testées pour leur capacité d’inhiber 30

souches hospitalières responsables des infections urinaires (E.coli, Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter cloacae et Proteus sp). Afin de déterminer l’activité antagoniste de ces 30

souches lactiques, 2 tests sont réalisés :

-Test des spots (contacte directe entre les cellules de la souche testé et la souche cible), ce test

a révélé que les résultats obtenus montrent que toutes les souches lactiques testées sont douées

l’activité antibactérienne.

-Test des puits a révélé que l’activité antibactérienne de quelque souches lactiques n’a pas pu

être détecté dans le surnageant natif, cela peut indiquer que les souches cibles utilisées sont

résistantes à l’acidité ; résistantes au peroxyde d’hydrogène ou bien les souches lactiques

utilisées sont non ou faiblement productrice de H2O2.En effet, La disparition de l’effet

inhibiteur (observé dans le test des spots), dans le test des puits peut indiquer que la synthèse

des substances antibactériennes (Type bactériocine) sont synthétisées à de faibles

concentrations, ou bien dénaturées au cours de la centrifugation, ou affectées par les pH du

surnageant, ou bien par le fait que les bactériocines sont restées attacher à la paroi des

bactéries productrices.

D’après notre étude, les bactéries lactiques isolées du l’ben ont un pouvoir inhibiteur

important à l’égard d’un nombre de souches pathogènes responsable des infections urinaires.

Pour cela, il est recommandé de consommer du l’ben pour traiter les cystites et rééquilibrer la

flore vaginale pour prévenir l’apparition et aider à l’évacuation de certaines bactéries

pathogènes.
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En perspective, cette étude reste préliminaire et doit être complétées par d’autres

études qui viseront, entre autre, la :

- Identification génétiques des bactéries lactiques utilisées et aussi l’utilisation d’autres

souches dans ce but ;

- Répétition des tests afin de confirmer les résultats obtenus ;

- Elargir l’étude à d’autres souches hospitalières responsables des infections urinaires.

- Mise en évidence de la présence des substances antibactériennes et leur nature, ainsi,

leurs purifications et caractérisation ;

- Vérification de l’hypothèse, que les bactériocines peuvent rester attachées sur la paroi

des bactéries productrices ;



Résumé

58 souches de bactéries lactiques appartenant aux genres Lactobacillus, Lactococcus,

Streptococccus, Pediococcus et Leuconostoc isolées du l’ben traditionnel ont été testées dans

cette étude pour leur pouvoir antibactérien afin de sélectionner les souches les plus

performantes.

30 souches lactique douées d’activité antibactérienne ont été sélectionnées et testées

vis-à-vis 30 souches hospitalières responsables des infections urinaires (Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus sp). L’activité antibactérienne est

évaluée par deux méthodes : test des spots et des puits.

Le test des spots a révélé une activité antibactérienne de ces souches à l’égard de

toutes les souches cibles. Les résultats du test des puits ont montré que cette activité est due à

la synthèse de divers métabolites dont les principaux sont : les acides organiques (acide

lactique), peroxyde d’hydrogène et les bactériocines. Les résultats obtenus suggèrent

l’utilisation de ces dernières comme traitement curatif ou préventif des infections urinaires.

Mots clés : Bactéries lactiques, souches hospitalières, infections urinaires, activité

antibactérienne.

Abstract

58 strains of lactic bacteria belonging to the genera Lactobacillus, Lactococcus,

Stresptococcus, Pediococcus and Leuconostoc isolated from the l’ben were tested in this study

for their antibacterial power to select the most effective strains.

30 endowed with antibacterial activity lactic strains were selected and tested toward 30

clinical strains causing urinary tract infections (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter cloacae, Proteus sp). The antibacterial activity was evaluated by two methods:

test spots and wells.

The spots test showed antibacterial activity of these strains with toward all

target strains. The results of the wells test have shown that this activity is due to the various

metabolites synthesis, the main ones: organic acids (lactic acid), hydrogen peroxide and

bacteriocins . The results obtained suggest the use of these as treatment or prevention of

urinary tract infections.

Keys words: Lactic bacteria, Clinical strains, urinary tract infection, and antibacterial

activity.
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