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Introduction

La découverte de la relation symbiotique entre I’Homme et les bactéries a conduit a une
nouvelle facon de voir les bactéries comme potentielle bénéfiques, plutét que pathogenes
(Tripathi et Giri, 2014). Les bactéries lactiques ont une longue histoire d'exploitation par
I’Homme, étant utilisées depuis des siécles dans la préservation des aliments, I’augmentation
de la valeur nutritive et I’amélioration de la qualité organoleptique des aliments et dans la
santé, certaines bactéries lactiques sont largement utilisées comme agents probiotiques pour
promouvoir la santé Humaine tels que : les lactobacilles et qui sont les microorganismes les

plus utilisés en tant que probiotiques (Ajao et al., 2021).

Les bactéries lactiques sont connues pour leur capacité a produire lors de leur croissance
des composeés actifs tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene le dioxyde de
carbone, la reutérine, le diacétyle et les bactériocines, douées d’une activité antagoniste a
I’encontre d’un grand nombre de germes pathogénes et d’altération (Dortu et Thonart,
2009).

Les scientifiques s’intéressent a I’utilisation de nouveaux agents antimicrobiens dans le
traitement des maladies infectieuses, notamment les infections des voies aériennes provoquées

par les Staphylococcus aureus (Dortu et Thonart ,2009).

Staphylococcus aureus est I’espéce la plus pathogene au sein du genre Staphylococcus.
Il fait partie des germes les plus fréguemment rencontrés en pathologie Humaine. On le
retrouve aussi bien dans les milieux communautaires qu’hospitaliers.(Alioua, 2015).11 est
responsable d’une variété importante des infections, allant d‘atteintes cutanées bénignes
(furoncles ou panaris) a des pathologies mettant en jeu le pronostic vital (septicémies et les
infections du systéeme nerveux central) (Le loir et al., 2003).C’est I’un des principaux agents
étiologiques en raison de la présence de nombreux facteurs de virulence, notamment des
exotoxines, des enzymes, des protéines de surface, de la capacité a produire de biofilm et a

I'acquisition de la résistance aux antibiotiques (Hosein et al., 2014).

Dans ce contexte s’inscrit cette étude qui a pour but de sélectionner des souches de
bactéries lactiques du genre lactobacillus douées d’une activité antimicrobienne et la mise en
évidence de cette activité a I’égard de Staphylococcus aureus isolées a partir des amygdales

des enfants malades, qui constitue une menace majeure pour la santé publique.
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Ce manuscrit est structuré en deux parties :

v La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique qui donne une vue
générale sur les caractéristiques, classification et les propriétés antimicrobiennes des
bactéries lactiques ainsi que des généralités sur Staphylococcus aureus.

v Dans la seconde partie du manuscrit, une partie pratique ot nous avons exposé le matériel
et les méthodes mis en ceuvre dans le cadre de la réalisation des objectifs de notre travail et
les résultats obtenus étayés par une discussion.




Partie I :
Synthése bibliographique
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I. Bacteries lactiques

I.1. Caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques regroupent des bactéries hétérogenes procaryotes et
chimioorganohétéerotrophes, a Gram-positifs, généralement immobiles et non sporulée, elles
ne possedent ni catalase, ni oxydase, ni nitrate réductase et anaérobies facultatifs (ou
microaérophiles). Elles ont I’aptitude a fermenter les glucides en acide lactique (D (-), L (+)
ou DL) en utilisant les voies cataboliques d’Embden Meyerhof Parnas (EMP) et d’Entner
Doudoroff (Savadogo et Traore, 2011). Elles peuvent avoir différentes formes : sphériques
(coques : Streptococcus, Lactococcus), batonnets (bacilles : Lactobacillus) ou encore ovoides

(coccobacilles : Leuconostoc sp) (Gélvez et al., 2011).

De point de vue nutritionnel, elles se caractérisent par des exigences assez complexes :
les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels minéraux, les acides gras et les glucides
fermentescibles (Badis et al., 2005). Elles sont Capables de croitre a des températures
comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant de 4,0 a 9,5 (Galia, 2011 ; Salminen et al.,
2004).

Les bacteries lactiques sont caractérisées par un métabolisme exclusivement fermentaire
leur permettant, en utilisant des sucres fermentescibles tels que le glucose, de produire
principalement de [I’acide lactique. Selon ce métabolisme, les bactéries sont dites
homofermentaires si elles ne produisent que I’acide lactique, ou hétérofermentaires si la
fermentation aboutit a la formation d’autres composés que I’acide lactique comme le COz,
I’acide acétique, et I’éthanol (Raynaud, 2006 ; Pilet et al., 2005)

1.2. Habitat

Les bactéries lactiques sont ubiquistes (Ouwehand et al., 2002), susceptibles d’étre
retrouvés dans diverses niches écologiques en raison de leur bonne capacité d'adaptation
(Pelinescu et al., 2009). Elles peuvent étre trouvées a I’état libre dans I’environnement (sol,
eau, eaux usées, fumier...) comme elles font partie de la flore intestinale et vaginale Humaine
ou animale. Elles colonisent de divers produits alimentaires comme les produits laitiers
fermentés (lait fermenté, fromage...) et se trouvent méme sur la surface des végétaux (plantes,

fruits et legumes...) (Leroi, 2010 ; Klaenhammer et al., 2005).
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1.3. Taxonomie et classification

Au début du XXe siecle, le terme bactérie lactique, a été introduit dans la monographie
d’Orla-Jensen (1919), ce qui constitue la base du systeme de classification actuelle. Les
bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés phénotypiques tel que: la
morphologie cellulaire, le mode de fermentation du glucose, la croissance a différentes
températures, l‘isomére de I'acide lactique produit et la fermentation des différents hydrates
de carbone (Holzapfel et al., 2001).

Par contre La taxonomie actuelle des bactéeries lactiques repose sur les propriétés
phylogénétiques, qui ont été révélées par des travaux approfondis sur la détermination de
séquencage d'ARNr 16S, le pourcentage de GC de I’ADN et I’hybridation ADN — ADN, Qui
permit d’augmenter le nombre de genres et d'affiner cette classification (Schleifer et al.,
1995).

I.4. Genre Lactobacillus
1.4.1. Propriétés generales de Lactobacillus

Le genre Lactobacillus regroupent de nombreuses especes bactériennes omniprésentes
dans la nature, mais rarement pathogenes (Denis et al., 2007). Ils sont quantitativement le
plus important des genres du groupe des bactéries lactiques. Les lactobacilles sont découvert
pour la premiere fois, par Beijerinck en 1901 (Corrieu et Luquet, 2008). Ils font partie du
phylum des Firmicutes, classe des Bacilli, ordre des Lactobacillales, la famille des

Lactobacellaceae avec plus de 200 especes reconnues présentant des caracteres

phénotypiques tres hétérogenes, cette hétérogénéité est due a un GC% allant de32-55%
(Mokoena, 2017 ; Barinov et al., 2011).

Plusieurs especes de Lactobacillus sont essentielles dans la production d’aliments
fermentés, en autre, certaines souches d’origine Humaine sont exploitées en tant que
probiotiques (Goh et al., 2009). Ce genre comprend un nombre élevé des espéces GRAS

(généralement reconnues comme sdres) (Klaenhammer et al., 2005).

Ils peuvent étre isolées de différents biotopes : eau, sol, lait et produits laitiers, végétaux,
produits carnés, poissons, biere, vin, fruits et jus de fruits (Fredereghi, 2005). En autre, ils
constituent une partie importante du microbiote Humain et animal. Chez I'Homme sain, les
lactobacilles se retrouvent tout au long du systeme digestif : de la bouche au cblon. Les
espéces les plus rencontrées sont : Lb.Salivarius, Lb.plantarum, Lb.brevis, Lb.casei,
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Lb.gasseri, Lb.reuteri, Lb.fermentum, Lb.vaginalis et Lb.ruminis(Ozgun et Vural, 2011 ;
Etzold et al., 2014).

1.4.2. Caracteres morphologique

Les bactéries du genre Lactobacillus ont des aspects variés allant du bacille long et fin au
coccobacille. Ils sont Gram positif, non sporulés, fréqguemment associés en chainettes ou en
paires et globalement immobiles. Les lactobacilles se montrent généralement plus résistants

au stress acide que les lactocoques (Mami et Kihal.,2019).
1.4.3. Caracteres biochimiques

Ils sont des bactéries aéro-tolérants ou anaérobies facultatives (Salvetti et al., 2012). Les
lactobacilles sont catalase négative, nitrate réductase négative, gélatinase négative et
dépourvus de cytochrome oxydase. Le métabolisme énergétique des lactobacilles est

exclusivement fermentaire (Prescott et al., 2003).
Les lactobacilles sont subdivisés selon leur mode de fermentation en trois groupes :

» Groupe | : comprend les espéces homofermentaires obligatoires thermophiles.
Produisent exclusivement de I’acide lactique a partir du glucose et qui sont incapables de
fermenter les pentoses ou le gluconate (Guiraud et Rosec, 2004).

» Groupe Il : rassemble des espéces hétérofermentaires facultatives mésophiles, c'est-a-
dire capable d’utiliser la voie hétérofermentaire, dans certaines conditions comme une
concentration du glucose limitée (Guiraud et Rosec, 2004).

» Groupe Il : comprend les especes qui ont un métabolisme strictement
hétérofermentaires et qui forme des quantités équimolaires de CO2, d’acide lactique et
acétique et /ou éthanol Ce groupe rassemble des espéces relativement hétérogenes,
surtout mésophiles (Federighi et al., 2005 ; De vos et al., 2009).

1.4.4. Caracteres culturaux

La plupart des lactobacilles se multiplie dans une gamme de température comprise entre
15°C et 42°C. Certaines souches dites « thermophiles » restent viables a 55 °C (Tailliez,
2004). Les lactobacilles se développent mieux dans des conditions acides, quand le pH
avoisine les 4,5 a 6,4, mais leur croissance s’arréte lorsque le pH avoisine 3,5. Le milieu de
culture et d’isolement des lactobacilles le plus connu est celui de Man Rogosa et Sharpe
(MRS). Les colonies sont généralement petites tailles, lisses, brillantes, incolores, blanchatres

ou jaunatres et arrondies (De Vos et al., 2009).
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1.4.5. Exigences nutritionnelles des lactobacillus
Les lactobacilles sont caractérisés par des exigences nutritionnelles nombreuses telles que :

» [Exigences en vitamines : Les lactobacilles ont un besoin absolu en vitamine. Les
déficiences en vitamines (B12) peuvent induire une diminution a la synthése de I’ADN et
entrainer des changements morphologiques et les cellules deviennent filamenteuses. (De
Vos et al., 2009).

> Exigences en bases azotées : Dans les milieux synthétiques, les lactobacilles, exigent la
présence d’adénine, de cytosine, de désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et
d’uracile. Ces exigences sont variables selon les espéces (Corrieu et Luquet, 2008).

> Exigences en cations : Les ions Mg?" et Mn?* ou Fe?* sont nécessaires pour la croissance
des lactobacilles. Le manganése et le magnésium interviennent comme activateurs d’un
grand nombre de réactions enzymatiques et comme stabilisateurs de la structure des
acides nucléiques, de I’intégrité des ribosomes et de la membrane cellulaire des
lactobacilles (De Vos et al., 2009).

1.4.6. Effet antimicrobien des lactobacilles

Grace a leurs effets bénéfiques, les lactobacilles sont utilisés dans plusieurs secteurs

d’activités, notamment dans le domaine de I’agriculture, alimentaire et de sante.

Il jouent un réle important pour assurer la sécurité alimentaire et prolonger la durée de
vie des produits alimentaires, en exercant un effet antagonisme contre de nombreux
microorganismes, y compris les agents pathogéenes d'altération des aliments (Al-Tawaha et
Meng., 2018), montrent que le lait fermenté de consommation contenant Lactobacillus
plantarum qui apporte une activité probiotique a I’héte car elle empéche la croissance de cing
pathogénes alimentaires : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium et Shigella flexneri qui peuvent contaminer les produits alimentaires.
La nisine est également capable d’inhiber les genres : Bacillus, Staphylococcus, Listeria et
Clostridium en particulier Clostridium tyrobutyricum responsable de la production de gaz

dans les fromages semi solides (Walstra et al., 2006).

En 2009, Bermudez et Langella ont montré I’importance de I’utilisation des souches
recombinantes de Lactobacillus casei et Lactobacillus plantarum en tant que vecteur vaccinal
pour délivrer des protéines d’intérét médical a la surface des muqueuses avec une forte

stimulation de la réponse immunitaire.

-
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La nisine est additionnée a certaines lotions utilisée comme bain de bouche pour traiter la
gingivité et prévenir les caries dentaire en inhibant les micro-organismes en cause. Elle est
aussi utilisée dans le traitement des ulceres gastriques vu sa stabilité aux pH acides et son

activité contre Helicobacter pylori ( Boakes et Wadman., 2008, Tong et al., 2010).
Il. Activité antibactérienne des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques produisent divers composes aux propriétés antibactériennes lors
de la fermentation lactique, tels que les acides organiques, le diacétyle, le peroxyde

d'hydrogene et/ou les bactériocines (Deegan et al., 2006 ; Dortu et Thonart, 2009).

Les métabolites antimicrobiens des bactéries lactiques peuvent empécher la croissance

des bactéries pathogenes (Guessas et al., 2006).

Composés antimicrobiens produits par les bactéries lactiques sont :
I1.1. Meétabolites antimicrobiens non peptidiques

11.1.1. Acides organiques

Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques lors du processus de
fermentation Les principaux acides produits sont : I’acide lactique, I’acide acétique et
propionique. Ces derniers permettent d’inhiber la croissance des bactéries qui ne peuvent se

développer a pH acide (Suskovic et al., 2010).

L’effet inhibiteur de ces acides organiques est principalement provoqué par les
molécules non dissociées qui diffusent a travers les couches lipidiques des membranes des
microorganismes provoquant ainsi un abaissement du pH dans le cytoplasme qui a pour

conséquence la déstabilisation des cellules (Zhitnitsky et al., 2014).
11.1.2. Acides gras

L'activité antimicrobienne des acides gras a été identifiée pendant plusieurs années. Dans
certaines conditions, quelques souches de lactobacilles et lactocoques peuvent produire des
quantités significatives d'acides gras insaturé qui présentent une activité contre les bactéries a
Gram-+, ainsi qu’une activité antifongique qui dépend de la composition, de la concentration,
et du pH du milieu (Gould, 1991 ; Mami et Kihal.,2019).




Synthese bibliographique

11.1.3. Peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d'hydrogéne est produit par les bactéries lactiques en présence de I'oxygene
sous l'action de flavoprotéine oxydase du NADH. Ces enzymes catalysent la réduction d’O2
en peroxyde (H202) ou en eau (H20) (Mami et Kihal.,2019). Le H202 a des propriétés
antibactériennes, qui peuvent s'expliquer par la production de radicaux libres, tels que les
groupes superoxyde (Oz¢) et les groupes hydroxyle (OHe), qui peuvent endommager I'ADN
bactérien (Nair et al., 2017).

En outre, le pouvoir inhibiteur du peroxyde d'’hydrogéne pourrait étre di a I’oxydation
des groupes sulfhydriles provoquant une modification de la conformation des protéines et
donc la perte de fonction des enzymes. De plus, il peut engendrer la peroxydation des lipides
membranaires, augmentant ainsi la perméabilité de la membrane du micro-organisme cible
(Mami et Kihal.,2019).

11.1.4. Dioxyde de carbone

Il est principalement produit par des bactéries hétérofermentaires. L'accumulation de
dioxyde de carbone dans I'environnement extérieur crée une anaérobiose, qui peut étre
toxiques pour les microorganismes aérobies. Cependant, de faibles concentrations de dioxyde

de carbone peuvent également stimuler la croissance de certaines bactéries (Singh, 2018).
11.1.5. Reutérine

La Reutérine est une substance antimicrobienne qui est produite comme métabolite
intermédiaire lors de la fermentation anaérobie du glycérol par certaines souches de
Lactobacillus reuteri. Elle est résistante aux enzymes protéolytiques et lipolytiques et stable
dans une large gamme de pH (Montiel et al., 2014). Cette substance est active contre les
bactéries a Gram positif et négatif, ainsi que les virus, les levures, les moisissures et les

protozoaires (Cleusix et al., 2007 ; Vollenweider,2004).
11.1.6. Diacétyle et d’autre produits

Le diacétyle (C4HsO2) est I’un des composants aromatiques essentiels du beurre et de
quelques autres produits laitiers fermentés, synthétisé par différents genres de bactéries
lactigues comme Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus. Il empéche la

croissance bactérienne en affectant I'utilisation de I'arginine (Samaoui, 2010 ; Heita, 2014).
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11.2. Métabolites antimicrobiens peptidiques : Les bactériocines

Le terme « bactériocine » fut utilisé pour la premiere fois en 1964 par André Lwoff,
médecin et biologiste francais (Dillenseger, 2019). Les bacteriocines sont des peptides,
produits et secrétés a I’extérieure de la cellule des bactéries lactiques . Leur spectre d’activité
peut étre plus ou moins large, quelquefois limité aux espéces proches phylogénétiqguement des
bactéries productrices (Bouzaid et al., 2016 ; Cotter, et Ross,2005a, b),

Elles représentent une large classe de substances antagonistes qui varient
considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques,
de leurs spectres d’action et de leurs modes d’action (Taale et al., 2016). Ces métabolites ne
sont pas des antibiotiques mais elles possédent des propriétés antibiotiques car elles peuvent

étre bactéricides ou bacteriostatiques (Mekri, 2016).

Les bactériocines interagissent avec la membrane cytoplasmique de la cellule
hote(Dortu et Thonart, 2009). Elles forment des pores dans la membrane cytoplasmique de
la souche cible, qui causent I’efflux des petits composés intracellulaires, comme les ions et les
acides aminés, et donc une dissipation de la force proton motrice, entrainant la mort de la
cellule (Patton et Van Der Donk, 2005).

I11. Staphylococcus aureus

I11.1. Historique

L aventure scientifique de cette bactérie identifiée des I’aube de la bactériologie moderne
par plusieurs microbiologistes a I’instar de Koch, Pasteur, Ogston et Rosenbach (Karthik,
2007 ; Auvril et al.,2000), commenca a la fin du XIX éme siécle. Koch décrit le role
pathogene des bactéries présentant sous forme de cocci Gram positif en 1878 (Spicer, 2003).
Deux ans plus tard ces coccis ont été ensuite observés et identifiés dans le pus des furoncles
par Louis Pasteur (Grace et Fetsch, 2018).

En 1881, Alexander Ogston isola la bactérie a partir d’abcés post-opératoires. Ces amas
sont a I’origine du nom Staphylococcus, (en grec « staphylos » désigne les grappes de raisins
et « kokkos » : grains). En 1884, le physicien allemand Friedrich Julius Rosenbach isola des
cultures pures de deux souches de staphylocoques sur milieu solide et il donna la premiére
description du se germe différencié en fonction de la couleur des pigments produits par les
colonies : staphylococcus aureus, du latin « aureus » qui signifie « Or » et staphylococcus

albus, du latin « albus » qui signifie « blanc » (Newson,2008 ; Licitra, 2013).
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I11.2. Classification

Staphylococcus est phylogénétiquement proche du genre Enterococcus (Schleifer et
Bell, 2009), il comprend actuellement 47 d’especes et sous-espéces réparties sur la base des
techniques d’hybridation ADN—ADN et de séquencage du gene de I’ARNr16S. (Barbier,
2015).

L’espece Staphylococcus aureus appartient au domaine de Bacteria ou Eubacteria,
phylum des Firmicutes, ordre des Bacillales, classe de Bacilli, familles des
Staphylococcaceae, genre Staphylococcus et I’espece de Staphylococcus aureus. (Delarras,
2014), Subdivisée en deux sous espéces S.aureus Subsp.aureus et S.aureus Subsp.anaerobius.
Cette derniere est moins connue, en revanche, seule S. aureus est traitée dans plusieurs
travaux (Le loir et Gautier, 2010).

111.3. Habitat

Les bactéries du genre Staphylococcus sont ubiquitaires, peu exigeantes et capables de
vivre dans différentes niches écologiques (Zarazaga et al., 2018). Essentiellement en
saprophyte de I’environnement extérieur (I’eau, la terre, I’air) et a la surface des objets usuels,
mais aussi en commensal de la sphere rhinopharyngée, des épithéliums cutanés et muqueux

de I’Homme aussi bien que les animaux. (Burns et al., 2014 ; Porrero, 2014).

Le site de colonisation préférentielle de S. aureus chez I’Homme est les muqueuses des
fosses nasales. Celui-ci est fréquent chez les enfants que chez les adultes (Denis et al.,2016).
Donc c’est un germe pathogéne difficile a éliminer du fait qu’il est un habitant presque
commensal, (Watson et al., 2006). S.aureus peut donc, a partir de ces réservoirs, infecter les
Iésions cutanées, les glandes mammaires et les muqueuses intestinales ou génitales (Williams,
1963).

I11.4. Caractéres bacteriologiques
111.4.1. Caracteres morphologiques

Les S.aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique et de taille comprise
entre 0,5 et 1um de diametre. Ils sont immobiles, apparaissant a I'examen microscopique
seules, par paires ou en grappes irrégulieres ressemblant a des grappes de raisin (Arumugam
et al., 2017). On y trouve chez peu de souches de S.aureus la présence de capsule visible en

microscope optique (Denis et al., 2007).
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111.4.2. Caracteres biochimiques

Les S. aureus sont des bacteries aéro-anaérobie facultatives, produisent une catalase mais
pas d’oxydase (Arumugam et al., 2017). Ainsi, les souches de S. aureus sont : indole
négative, acétone positif, uréase positifs, réduisant le téllurite de potassium et les nitrates en

nitrites, et produisant de I’ammoniaque a partir de I’arginine (Denis et al., 2007).

Le metabolisme glucidique est particulierement intéressant. En effet, S.aureus
métabolisent plusieurs sucres tel que : I’amidon, glucose, fructose, galactose, ribose,
lactose..., le glucose est dégrade en anaérobiose et aérobiose ainsi que le mannitol (Touaitia,
2016). La majorité des souches de S.aureus produisent une enzyme coagulase, un facteur de

virulence et critéres d’identification des staphylocoques dorés (Arumugam et al, 2017).
111.4.3. Caractéres culturaux

S.aureus se développe entre 10 et 42°C avec une température optimale de 37°C et de pH
compris entre 7,4 et 7,6 .C’est un germe halotolérant et se multiplie dans des conditions
hostiles (Nandy, 2013), peu exigeant sur le plan nutritif donc il se cultive plus facilement sur

les milieux usuels et sur les milieux sélectifs (Vitko et Richardson , 2013).

En milieu liquide, S.aureus produit un trouble homogene abondant avec depot en surface
(Kloos et al. 1990). Alors qu’en milieu solide, les colonies apparaissent lisses, brillante,
rondes et bombées, plus ou moins pigmentées en jaune doré, leur diametre est compris entre 2
et 3 mm (Tille, 2014). En gélose profonde, cette bactérie se développe sur toute la hauteur du
tube témoignant son caractéere aéro-anaéerobie facultatif (Morgene, 2018). C’est une bactérie
relativement résistante aux inhibiteurs bactériens comme le cristal violet et le téllurite de

potassium et elle tolére une activité en eau trés réduite (Aw = 0,83) (Winn et al., 2006).
I11.5. Pouvoir pathogéne

» S.aureus est responsable d’infections suppuratives conduisant a des infections cutanées
telles que I’impétigo, les furoncles et les escarboucles; en outre les infections des
muqueuses sont essentiellement des angines, des sinusites et des conjonctivites (Tong et
al., 2015).

> Quelques maladies liées a la production de toxines, principalement :

e Le syndrome du choc toxique (TSS) infection staphylococcique grave, est di a la
sécrétion d'exotoxine appelée « Toxine Du Choc Toxique Staphylococcique »(TSST-1)

par S.aureus a activité super-antigene. (Caby et al., 2010).
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e Les toxi-infections (TIA) a S.aureus sont en réalité des intoxications dues a I’ingestion
d’aliment dans lequel des entérotoxines préformé dans I’aliment. (Le loir et Gautier,
2010).

» S.aureus peut également causer des infections profondes : endocardite, péritonite,

pneumonie nécrosante, bactériémie, ostéomyélite... (Winn et al., 2006).
I11.6. Facteurs de virulence
111.6.1. Protéines de surface

Les protéines de surface peuvent étre impliquées dans la colonisation, I'adhésion, la

diffusion et I’invasion dans un organisme cible (Foster, 1998) telles que :

» MSCRAMM : Les MSCRAMM (Microbial Surface Component Recognizing Adhésive
Matrix Molecules) sont des protéines de surface attachées au peptidoglycane de la paroi
bactérienne. Il existe plusieurs MSCRAMM et ils ont des roles différents car ils agissent
sur des composants différents (Foster, 1998).

> Protéine A : liee au peptidoglycane de la paroi cellulaire bactérienne de S. aureus, elle a
la capacité de se lier a la région Fc de I'immunoglobuline G (IgG). Cette protéine inhibe
I'opsonisation et la phagocytose des microorganismes par les cellules polynucléaires et
I'activation du complément (Biljana et al., 2015).

» SERAM : C’est une protéine d’adherence extracellulaire (EPA) qui est presque
omniprésente chez les souches de S. aureus, joue un role de déterminant de la virulence

dans des infections chroniques a S. aureus (Lee et al., 2002).
111.6.2. Facteurs de protection contre la phagocytose

Un total de 90% des souches de S. aureus ont une capsule polysaccharidique, qui est
anti-phagocytaire. Cette capsule est également impliquée dans le phénomene d’adhérence
(Flandrois, 1997). Dans certaines conditions, cette bactérie est capable de produire un biofilm
polysaccharides entourant les colonies et permettant a la fois I’ancrage de la bactérie et une
protection mécanique contre la phagocytose (Benardl ,2006). La présence de I'enzyme
coagulase, un autre facteur de protection contre la phagocytose, protégeant ainsi les bactéries.
(Fauchere et Avril ,2002).
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111.6.3. Toxines

Les toxémies staphylococciques sont causées par la diffusion de toxines a partir d’un

foyer infectieux ou a I’ingestion d’une toxine préformée dans un aliment contaminé.

(Vincenot et al., 2008) (Tableau I).

Tableau I : Toxines impliquées dans la virulence de S.aureus (Vincenot et al., 2008).

Familles Principales toxines

Toxines

super antigenique . .
P geniq - Toxine du choc toxique

staphylococcique

- Entérotoxines Aa E, G, | a

U
Toxines formant - Toxines a hélice alpha
des pores - Alpha-hémolysine

- Gamma-hémolysine
- Leucocidine de Panton —

Valentine

Toxine a activité Exfoliatines
protéolytique

111.6.4. Enzymes

Ces enzymes sont essentiellement :

Meécanismes d’action

- Choc toxique staphylococcique par
activation du systeme

immunitaire et libération de cytokines
de I’inflammation.

- Réaction auto-immune.

- Intoxication alimentaire.

- Destruction des cellules de défense de
I’hote par formation de pores au niveau

des membranes cellulaires.

- Syndrome d’exfoliation généralisé

» Coagulase liée (Clumping factor): Facteur d’affinité pour le fibrinogene, elle le fixe et

entraine I’agglutination des Staphylocoques (Jeljasze et al., 1983).

» Coagulase libre, ou Staphylocoagulase : C’est une exo-enzyme coagulant le plasma

d’homme ou de lapin c’est une protéine thermostable, toujours produite par les souches de

S.aureus. Elle est un facteur primordial dans le pouvoir pathogéne en coagulant le plasma

autour des coques et en les protégent de la phagocytose (Le Minorl, 1990 ; Caby et al.,

2010).
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» Staphylokinase ou Fibrinolysine: La Staphylokinase active le plasminogéne en
plasmine, et lyse les caillots de fibrine. Elle réduire la fonction du réseau de fibrine, en
maintenant une infection staphylococcique localisée (Otto, 2014).

» Nucléase : La nucléase staphylococcique est connue sous le nom de Thermonucléase, en
raison des résistances a I’inactivation thermique. Cette enzyme fonctionne a la fois comme
endo et exonucléase, qui dégrade les substrats d'’ADN et d'’ARN par le clivage de la liaison

ester 5’phosphorylé. Elle nécessite des ions Ca?*pour son activité (Tam et Torres, 2019).
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Matériels et Méthodes

I.  Objectif du travail

L’objectif escompté a travers cette présente étude expérimentale est de déterminer les
propriétés antimicrobiennes des souches de bactéries lactiques vis-a-vis de quelques souches

de Staphylococcus aureus isolée d’angines infantiles.
Il.  Origine des souches utilisées

I1.1. Souches tests

Les souches de bactéries lactiques (souches test) utilisées pour réaliser cette étude sont
des souches appartiennes a la collation du laboratoire, isolées a partir de différents laits
fermentés et conservées a 4°C dans un bouillon MRS et appartiennent au genre Lactobacillus
(Tableau II).

Tableau 11 : les différentes souches de bactéries lactiques utilisées

Code des Souches Origine

1003 Lben artisanal

3081 Beurre traditionnel

5367 Lben artisanal

8LB1 Lait cru de chevre

BNBL Beurre traditionnel

Plant YS Lait cru de chevre

PN Lait cru

11.2. Souches cibles

Pour les souches cibles ; afin de sélectionner les souches lactiques les plus performantes,
nous avons utilisé cing souches de Staphylococcus aureus conservées a 4°C dans le bouillon
nutritif, elles sont isolée a partir des amygdales des enfants malades. Les codes des souches
sont E27, E46, S20, SRYS et P76.
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1.  Revivification et vérification de la pureté des souches conservées

I11.1. Revivification

La revivification des souches consiste a les repiquer successivement sur des milieux

appropriés, puis a les incuber jusqu'a I’obtention d’une culture fraiche.

Les souches tests (lactiques) étaient conservées sur bouillon MRS a 4°C, elles sont
revivifiées par le transfert de 1 ml de leur culture dans des tubes de 9 ml du bouillon MRS.
Ensuite elles sont incubées a 37°C pendant 24h a 48 h. Pour les souches cibles (S.aureus),
étaient conservées dans des bouillons nutritifs & 4°C. Leur revivification consiste a transférer
Aml de la culture de chacune d’elles dans 9 ml du bouillon nutritif. Ces bouillons sont incubés
a 37°C, pendant 24h.

Cette opération est répétée plusieurs fois, afin d’avoir des cultures fraiches. Le
développement de ces bactéries se traduit par un trouble et une pastille blanche au fond de

tube qui caractérise les bactéries lactiques.
I11.2. Vérification de la pureté

C’est indispensable de vérifier la pureté des souches utilisées et réaliser quelques tests
rapides. Des repiquages successifs a partir des cultures bactériennes de 24h sont effectués sur
gélose MRS pour les souches test et sur gélose nutritive et Chapman pour les souches de
S.aureus. Sur gélose, I’ensemencement a été effectué par la méthode des stries, suivi d’une
incubation a 37°C pendant 24h, I’incubation peut prolongée pour les bactéries lactiques a 48h
jusqu’ a I’obtention des colonies bien distinctes et homogénes. La pureté des souches a été
verifiée par une observation macroscopique, microscopique et un test de recherche de

catalase.
111.2.1. Examen macroscopique

La morphologie des colonies et leur dimension sont étudiées a partir des cultures
obtenues apres isolement sur gélose MRS, gélose nutritive et Chapman, pour caractériser la

taille, la forme et la couleur de ces dernieres.
111.2.2. Examen microscopique

Il a été effectué sur un frottis bactérien, préparé a partir des colonies en cultures pure,
coloré avec la coloration de Gram, afin de déterminer leur morphologie cellulaire batonnet

pour les Lactobacillus et coques pour S.aureus, mode de regroupement et type de Gram (+/-).
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111.2.2.1. Principe de coloration de Gram
a. Préparation et fixation du frottis

Sur une lame en verre nettoyé avec de I’alcool, une goutte d'eau distillé a été déposée
puis melangée avec une colonie bactérienne prélevée a I’aide d’une I’anse de platine flambée
et refroidie a partir d’une boite de Pétri. Le frottis obtenu a été ensuite fixé par des passages

rapides sous la flamme d’un bec bunsen.
b. Coloration

Le frottis fixé a la chaleur est coloré d’une solution de violet de gentiane pendant une
minute puis traité par le lugol pendant 30 secondes. Il est ensuite exposé a une étape de
décoloration en le traitant avec de I’alcool suivi d’un ringage rapide a I'eau distillée courante.
Finalement, ce frottis est soumis a une contre coloration de 30 secondes a 1 minute par la

fushine, puis rincé immédiatement a I’eau.

L’observation microscopique est réalisée au grossissement (Gx100). Apres coloration les
bactéries & Gram négatif apparaissent roses et les bactéries a Gram positif apparaissent

violettes. Cette différence de coloration est liée a la nature de la paroi bactérienne.
111.2.3. Test de catalase

Ce test sert a détecter la présence de I'enzyme catalase chez une souche bactérienne

donnée.

La méthode de recherche de la catalase consiste & étaler une colonie sur une lame en
verre, sur laquelle on ajoute une goutte du H202 & 10 volumes. L’observation se fait
immédiatement. La présence de I’enzyme se manifeste par un dégagement de bulles de gaz

(Delarras, 2014 ; Garnier et Denis, 2007), elle se fait selon I’équation :
IV. Standardisation des inoculas bactériens

La standardisation de I’inoculum a pour objectif d’avoir la méme charge de cellules

vivantes des souches bactériennes dans 1ml de culture durant toute I’expérimentation.

A partir des cultures fraiches obtenues aprés 18h d’incubation sur bouillon MRS pour les
Lactobacilles et le bouillon nutritif pour les souches de Staphylococcus aureus, un
ensemencement en stries est effectué sur gélose MRS (bactéries lactiques) et gélose nutritive

(bactéries pathogenes) puis incubé a 37°C pendant 24h. Aprés croissance, 3 colonies des
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souches lactiques et 2 colonies de 2 mm de diameétre des souches pathogenes ; sont mises dans
9ml de bouillon MRS et dans 9ml du milieu BHIB respectivement, par la suite incubé a 37°C
pendant 24h. Ensuite, a partir des cultures obtenues, des séries de dilution décimale sont
réalisées dans de I’eau physiologique suivi d’ensemencement en masse des dilutions 108, 107
,10® a raison de deux boites pour chaque dilution. Les boites sont alors incubées a 37°C
pendant 24h. Un dénombrement est réalisé apres développement des colonies sur gélose et la

concentration cellulaire est exprimée en UFC/ml, suivant la formule :

o 2€

B V(n1 +0.1n, )d

XC : est la somme des colonies comptées sur les boites retenues (30 & 300).
nl: est le nombre de boites comptées a la dilution la plus faible.
n2 : est le nombre de boites comptées a la dilution la plus élevee.

d : est la valeur correspondante a la dilution a partir de laquelle les premiers dénombrements ont été
retenus.

N : la concentration cellulaire exprimée en UFC/ml Unité Formant colonie.

V : volume de I’inoculum appliqué a chaque boite en millilitre (1ml)
V. Détermination de I’activité antibactérienne des souches lactiques
V.1. Test des spots (modifié)

Aprés avoir coulées les boites de Pétri avec la gélose MRS, un volume de 3ul d’une
culture fraiche de chaque souche lactique (7 souches lactiques), obtenue apres 24h
d’incubation a 37°C est déposé en spots. Ces boites ont été laissees pendant quelques minutes
(10 a 15 min) a température ambiante, pour permettre leur séchage, puis incubées a 30°C/
24h. En paralléle, des cultures fraiches des bactéries pathogenes S. aureus sont préparées en

les cultivant dans 9ml du bouillon nutritif et incubées a 37°C/24h (Figure 01).

Apres I’incubation, 9 ml de gélose Muller-Hinton en surfusion sont inoculées par 1 ml de
la souche cible. Puis, le mélange est ensuite coulé sur la couche de MRS, en contact direct
avec les spots puis incubées a 37°C pendant 24h. L’activité antibactérienne se révéle par

1
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I’apparition des zones claires autour des spots ; le diamétre des zones d’inhibition est mesuré

en millimétre. (Fleming et al., 1975 ; Tagg et al., 1976).

Dépdt de 3pL de
MRS B |2 suspension en
spots

Culture de 24h
(bactéries
lactiques)

Incubation
24h/37°C

9ml de gélose MH inoculée avec ‘

1ml de la souche pathogene Incubation
24h/37°C

d’inzh?gietion /(o) @ 4—'

Figure 01 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne par la méthode des spots.

V.2. Test des puits (modifié)

L’activité antibactérienne dans les surnageant des souches des bactéries lactiques est
testée par la méthode des puits décrit par Barfoot et Klaenhammer, (1983). Cette méthode
consiste a mettre le surnageant de la souche de bactérie lactique en contact avec la souche

cible pathogene.

Des cultures fraiches (24h) des bactéries lactiques sont préparées dans un bouillon MRS.
Ces derniéres sont par la suite centrifugées (centrifuge : Centurion Scientific UK) a 4000
tour /10 min a 4°C, les surnageant sont récupérés et filtrés a I’aide d’un filtre seringue stérile

(0,22um). Les valeurs de leur pH sont mesuré a I’aide d’un pH métre.

Sur une fine couche de gélose nutritive préalablement coulée dans des boites de Pétri

stériles et solidifiée, 18 ml de gelose Muller-Hinton en surfusion, ensemencé avec 2ml de la
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suspension de la souche cible S.aureus, ont été coulées sur la surface. Des puits de 6 mm de
diametre sont ensuite creusés en utilisant des embouts stériles d’une micropipette de 1 ml. Un
volume de 100ul de surnageant natif obtenu apres la centrifugation de la culture fraiche sont
introduites dans chaque puits. Les boites sont mises a 4°C pendant 2 heures afin de permettre

la diffusion de surnageant dans la gélose puis incubées a 37°C/24h (Figure 02).

La lecture se fait par la mesure du diamétre, en mm, des zones inhibition formées autours
des puits. Les résultats son considérée positive si le diametre de la zone d’inhibition est

supérieur a 2 mm (Hernandez et al., 2005).

Cultures fraiches Cultures fraiches de
de BL de 24h S.aureus de 18h
Bouillon MRS BN

Centrifugation Inoculation 2ml de
4000tr/10min & 4°C la suspension dans
Remplir avec 18ml de MH
100puL de ‘
/ surnageant de la \ i :
Surnageant cu,ltyre M o Creuser des puits
bacterienne
||
Culot Mettre la boite a 4°C/2h

@ @ Incubation a ~
37°C/24h

Zone d’inhibition

Figure 02 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne par la méthode des puits.
V.3. Test d’antagonisme direct dans le milieu liquide

Afin de déterminer I’activité antagoniste des lactobacilles a I’égard de S.aureus sur le
milieu liquide, on a sélectionné deux souches lactiques (1003, 3081) et une souche de
S.aureus(S20), a partir de ces derniers, quatre cultures bactériennes ont été préparées dans des
flacons contiennent 95ml du bouillon MRS, deux flacons correspondent a deux cultures

mixtes, 1’une est ensemencée avec 3ml d’une culture fraiche de la souche 1003 de 24h

.
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d’incubation et 2ml de la suspension de la souche pathogéne S20, I’autre flacon est
ensemencé avec 3ml de la souche lactique3081 et 2ml de la souche cible S20. Pour les deux
autres flacons I’un est inoculé par 3ml de la souche 1003 et le dernier flacon par 2ml de la
souche S20.

Les quatre cultures bactériennes (1003 et S20), (3081et S20), (1003) et (S20), ont été
incubées a 37 °C. Des dénombrements de bactéries lactiques et de S. aureus sont effectues a

des intervalles de temps suivant : Oh, 2h, 4h, 6h et enfin 24h.

Ils consistent en un dénombrement des lactobacilles et la souche pathogéne dans
différentes cultures bactériennes, mixte et pure. Des dilutions décimales sont réalisées
(jusqu’a107%) sont dans I’eau physiologique, puis un ensemencement en masse est effectué
sur gelose Chapman pour les cultures sauf la culture pure de la souche 1003 est effectué sur

gélose MRS. Le tableau suivant montre les différentes dilutions utilisé dans chaque intervalle

de temps.
Tableau I11 : dilutions utilise dans chaque intervalle de temps.
Temps Dilution
Oh 10°et 107
2h 107 et 10°®
4h 108et 10°
6h 10° et 1010
24h 108 et 10°
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Résultats et discussion

. Revivification des souches utilisées

Apreés 24h d’incubation de cing souches pathogenes (S.aureus) dans le bouillon nutritif,
le résultat obtenu est I’apparition d’un trouble homogeéne sur toute la longueur du tube. Il est
lié & une croissance bactérienne. Le méme résultat obtenu pour les sept souches lactiques ; la
croissance est remarquee sur bouillon MRS apres 48h d’incubation et ainsi que I’apparition
d’un anneau clair au fond du tube indiquait que les souches utilisées préferent des faibles

quantités d’oxygene (figure 03).

Figure 03 : Aspect du bouillon MRS aprés croissance des souches de bactéries lactiques.

Il. Vérification de la pureté

I1.1. Examen macroscopique

Sur gélose MRS, apres 24h d’incubation les bactéries lactiques apparaissent en petites
colonies muqueuses de tailles variables arrondies de forme lenticulaire avec une couleur

blanchétre a jaunatre (figure 04).

Sur milieu Chapman, aprés 24h d’incubation, S.aureus apparaissent en colonies jaunes
doré, bombées, arrondies, opaques et d’un contour régulier. La fermentation du mannitol par
le S.aureus se révele par le virage du milieu d’une couleur rose vers un jaune d’orée

(acidification du milieu)(figure 05).

2
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Figure 04 : Aspect des colonies

des souches lactiques.

Figure 05 : Aspect des colonies

S. aureus sur milieu Chapman.

11.2. Examen microscopique

L’observation microscopique des sept souches lactiques de genre lactobacillus apres une

coloration de Gram, a montré qu’elles sont de Gram positif et se présentent sous forme de

bacilles en chainettes ou en paires. D’autre part les cing souches de S.aureus apparaissent

sous forme sphérique a Gram positif regroupés en amas ou en grappe de raisins.

I11.3. Test de catalase

Le test de catalase indique que les cing souches de S.aureus sont catalase positif donc

elles possedent la capacité de produire I’enzyme de la catalase (Figure 06). Par contre les sept

souches sont de catalase négative, ce qui confirme leurs appartenances aux bactéries lactiques.

Figure 06 : Résultat + de la catalase chez S.aureus .

I1l. Standardisation des inoculas bactériens

Aprés le dénombrement effectué pour les souches lactiques ainsi que les souches

pathogénes, les résultats enregistrés sont représentés dans le tableau V.

E
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Tableau IV : Résultats de la standardisation des souches lactiques et des souches pathogenes.

Code des Souches Concentration cellulaire obtenue apreés
incubation pendant 24h
1003 1,2 108 UFC/ml
3081 0,6 108 UFC/ml
5367 1,5 108 UFC/ml
8LB1 3 108 UFC/ml
BNBL 1,2 108 UFC/ml
Plant YS 0,6 108 UFC/ml
PN 1,5 108 UFC/ml
E27 2,2 108 UFC/ml
E46 3,6 108 UFC/ml
S20 4,2 108 UFC/ml
SRYS 2,1 108 UFC/ml
P76 1,1 108 UFC/ml

IVV. Mise en évidence de I’activité antibactérienne

IV.1. Test des spots

Les résultats de ce test ont montré que toutes les souches lactiques étudiées ont un effet
antibactérien vis-a-vis des cinq souches de S.aureus (Figure 07).L’activité a été évaluée par
I’apparition de zones d’inhibition de diameétres différents allant de 15,7mm a 54,3mmselon la

souche lactique testée et la souche cible (Tableau VI1II, Annexe I1).

Cependant on a observé une inhibition totale des souches S20, P76 et SRYS par les deux
souches lactiques 3081 et 1003 ainsi que I’inhibition totale de la souche S20 par la souche
lactiques 5367. Cette derniere montre une activité plus importante de diamétre 55,3mm a
I’égard de la souche E27, par contre la souche PN montre une activité moins importante de
diametre 22,3mm a I’égard de méme souche pathogéne. Comme on a observé des zones
d’inhibition les plus faible ZI=15,7 et ZI=17,7 vis-a-vis des souches P76 et SRYS

respectivement inhiber par la souche 5367(Figure 08).
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Figure 07 : Résultats du test de spots a I’égard de S.aureus.
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Figure 08 : Diamétre de zones d’inhibition obtenues par le test des spots a I’égard de S.aureus

Des résultats similaires ont été rapportés par Bouguerra (2021) et Bouadjaib (2013)
dans leur travail ou les souches de bactéries lactiques isolées a partir de produits laitiers ont
montré une activité a I’égard des bactéries pathogenes tel que les Staphylococcus aureus de

13 a 34mm de diamétre.

Les travaux de Savadogo et al. (2004), ont reporté que les diametres des zones
d’inhibitions des bactéries lactiques isolées du lait fermenté sont de 9 a 10 mm vis-a-vis de
S.aureus. Ces résultats montrent que les zones d’inhibitions sont inférieures a celles gqu’on a

obtenues dans cette étude.
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Noura et Ghoul (2017), ont reporté que les diamétres des zones d’inhibitions des
lactobacilles isolées des selles d’enfants sont de I’ordre de 0 mm a 11 mm vis-a-vis de

Staphylococcus aureus.

Selon Les travaux de Mami et al. (2008), Lb. plantarum présente un diametre de zone
d’inhibition de 20 mm, Lb paracasei subsp. Paracasei présente un diamétre de 15mm et Lb.
Rhamnosus présente un diametre de 14mm a I’égard de S. aureus. Pour les autres souches de
genres lactobacillus, ont présenté un diameétre variable entre 12 et 15mm vis-a-vis de cette

souche pathogeéne.

Labioui et al. (2005) ; Bedjaoui et Djerrouden (2018) ,ont trouvé que les bactéries
lactiques ont un spectre d’activité a I’égard de S. aureus varier entre 23,3 et 32,5mm et entre

20 et 21mm respectivement.

En 2019, Mami et Kihal ont reporté que plusieurs souches de genre lactobacillus
présente une activité antagoniste a I’égard des souches de S.aureus avec des zones
d’inhibition allant de 15mm a 28mm et de 14mm a 20mm selon la souche lactique testée et la

souche cible.

D’apres les résultats que nous avons obtenus, les souches lactiques étudiées ont une
activité antibactérienne a I’égard de Staphylococcus aureus. Cette activité serait probablement
due a la synergie entre les différents métabolites : les acides organiques, le diacétyle, le

peroxyde d’hydrogene et les bactériocines (Schillinger et al., 1996).

La méthode de Fleming et al. (1975), repose sur les interactions des cellules par contact
directe, I’effet inhibiteur de ce test remonte a plusieurs facteurs : la concurrence pour les

nutriments ou a la synthese des métabolites inhibiteurs.
IV.2. Test des puits

Les valeurs de pH des surnageant natif mesuré a I’aide d’un pH metre sont présentées

dans le tableau suivant :

Tableau V : les valeurs de pH des surnageant des bacteries lactiques.

LB

1003

PN

Plant Ys

8LB1

BNBL

3081

5367

pH

5,35

5,62

5,48

5,32

5,27

3,65

3,53
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Les résultats de pH des surnageant lactiques révelent que la souche 3081 et 5367 sont les
plus acidifiante avec un pH de 3,65 et 3,53 respectivement. Cependant la souche PN marque
la valeur 5,62, De ce fait cette souche est considérée la moins acidifient. Les résultats de pH
des souches 1003, PN, Plant Ys, 8LB1 et 3081 est peut proche.

Les résultats de test des puits ont montré que les sept souches de bactéries lactiques
présentent une activité plus ou moins importante a I’égard de S.aureus, avec des zones
d’inhibition allant de 20mm a 43,3mm(Figurel6). La plus grande zone d’inhibition a été
observée avec la souche Plant Y's avec une zone d’inhibition égale 43,3mm.

Les souches 5367 et 1003 possedent le méme spectre d’action (Z1=31,7) contre les
mémes souches pathogenes S20 et SRYS. Ainsi que les souches BNBL et Plant Ys avec une
Z1=31 a I’égard de la souche pathogene P76 (Tableau 1X, Annexe Il) (Figure 15).

souche_cible
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1003 3081 5367 8LB1 BNBL plant ys
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E40.
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O
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D

Figure 09 : Diametre de zones d’inhibition obtenues par le test des puits a I’égard de S.aureus

Figure 10 : Résultats du test des puits a I’égard de S. aureus.
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Les plus grandes zones d’inhibition a I’égard des cing souches de S.aureus ont été
observée avec des souches que ont un pH moins acidifient. Donc cette activité inhibitrice peut
étre lié a des bactériocines car leur stabilité a été détectée a une gamme de pH comprise entre

5 a6 selon les travaux de Allouche et al. (2010).

Selon plusieurs auteurs, cet effet antibactérien serait dd a I’effet combiné de plusieurs
substances antibactériennes produites par les bactéries lactiqgues comme les acides organiques
essentiellement I’acide lactique, le peroxyde d’hydrogéne, le diacétyle, ou encore des
substances antibactériennes de nature protéique (bactériocines) (Antanasova et al., 2003 ;
Lozo et al., 2007).

Allouche et al. (2010). Dans leur travail sur des souches de lactobacilles utilisées dans
I’industrie laitiére, ont montrés une activité antimicrobienne a I’égard de S.aureus, Cette
activité est révélée par I’apparition de zones d’inhibition allant de 14,5 a 22mm et de 12mm a

16,5mm selon la souche cible.

Bouzaid et al. (2016), ont reporté que les bactéries lactiques de genre lactobacillus
isolée a partir de lait de vache présentent des zones d’inhibition de 8 a 11 de diameétre vis-a-
vis S.aureus cette activité est lié a la production des bactériocine. Et pour les résultats de
Boudersa et Nekkaa (2017), constate que les lactobacilles présentent la plus forte activité

inhibitrice. Elle est dirigée contre S. aureus (9.67mm)

Mami (2013), a montré que la souche Lb. plantarum présente une activité inhibitrice a
I’égard de S.aureus et aux autres bactéries pathogénes. Cette activité est attribuée a des

bactériocines.

Gréace a la méthode des puits, Anas et al. (2008), montre qu’il y a une forte inhibition de
Staphylococcus aureus par des souches de lactobacilles ont exprimé un spectre d’activité de

20mm du diameétre. Cette souche a été retenue comme productrice de bactériocine
IVV.3. Test d’antagonisme direct dans le milieu liquide

L’étude de la cinétique de croissance des souches 1003, 3081 et S20 en cultures pures et
mixtes exprimée en UFC/ml a été réalisée dans le bouillon MRS (Figurell). Le

dénombrement s’effectue a un intervalle de temps régulier.
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Figure 11 : les cultures pures et mixtes apres 24h d’incubation.

Le dénombrement au temps 0 h des deux souches S20 et 1003 qui était de 7,62 log
UFC/ml et 7,05log UFC/mI respectivement, nous a indiqué le taux d'inoculum initiale, le
nombre des deux souches augmente en fonction du temps. Aprés 24h le nombre de la souche
lactiques1003 était de 11,76 log UFC/mI ; pour Staphylococcus aureus(S20) le nombre de
cellules vivantes exprimées en UFC enregistrant ainsi une augmentation était de 11,74 log
UFC/ml (Tableaux XI, annexe 11).

On a remarqué une augmentation du nombre de la souche pathogéne en culture mixte,
pour la culture 1003+S20. A 0h, la densité cellulaire était de 6,80 log UFC/ml, et augmente
jusqu’elle atteint une densité de 10 log UFC/ml a 6h, en revanche on décele une charge
microbienne a 0 log UFC/ml apres 24h d'incubation. Pour la culture 3081+S20 au temps 0Oh,
le nombre de cellule était de 8,15 log UFC/ml, la croissance bactérienne augmente jusqu’a
9,22 log UFC/ml apres 4h d’incubation, on note une charge microbienne de 0 log UFC/mI
apres 6h et 24h d’incubation a 37°C (Figure 12).

Aucune croissance n’a pu étre détectée pour Staphylococcus aureus aprés 24h d’incubation
en présence les souches lactiques 1003 et 3081. Cette diminution témoigne I’effet inhibiteur

de ces derniéres.
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Figure 12 : Evolution du dénombrement en fonction du temps pour culture pures et mixtes

des souches inhibitrices 1003 et 3081 et la souche pathogéne S20.

Les valeurs de pH des cultures pures et mixte en été mesuré a I’aide d’un pH meétre. Les
résultats de pH montrent que les souches lactiques 1003 et 3081 ont un pouvoir acidifiant cela
est constaté par la diminution de pH de la culture mixte S20+1003 et S20+3081 ainsi que la
culture pure de la souche lactique 1003 de 5,6, 5,3 et 6,1 respectivement a Oh d’incubation,
elle atteint 3,48, 3,42et 3,50 respectivement apres 24h d’incubation a 37°C. Les résultats de
pH des quatre cultures bactériennes dans les deux intervalles de temps est peut proche. Les

résultats sont représentes dans le tableau VI.

Tableaux V1 : les valeurs de pH des cultures pures et mixtes.

pH t=0h t= 24h
Souches
S20 5,9 4,12
1003 6,1 3,50
S20+1003 5,6 3,48
S20+3081 5,3 3,42
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L’étude de la cinétique de croissance et d’excrétion des substances antibactériennes a
montré que leurs sécretions dans le milieu de culture MRS liquide se fait au fur et a mesure de
la croissance de la souche. D’une maniére genérale, I’activité antimicrobienne des sept
souches sélectionnées est détectée au début de la phase exponentielle et n’atteint son niveau

maximal de sécrétion qu’apres acidification quasiment compléte du milieu de culture.

Gulahmadov et al., (2006), ont étudié I’effet des lactobacilles isolés a partir d’un
fromage traditionnel d’Azerbaijani du lait cru sur la croissance de certaines bactéries

pathogenes parmi lesquelles Staphylococcus aureus.

Mami et Kihal (2019), ont montré que la croissance des souches lactiques et
Staphylococcus aureus en culture pure augmente au fonction de temps. Des résultats
similaires ont été rapportés dans notre étude. Par contre la croissance de S.aureus en trois
cultures mixtes augmente jusqu’a 3,5 log UFC/ml, 3,22 log UFC/ml et 3,6 log UFC/ml a
6h, en revanche une diminution du nombre a 0,8 log UFC/ml, 2 UFC/mlet 1,60
UFC/ml respectivement est observé apres 24h d'incubation. Comme ils ont rapporté que
I'inhibition de Staphylococcus aureus par les souches Lb. plantarum, Lb. rhamnosus et Lb.
paracasei subsp. Paracasei est due a la production de substances antibactérienne cependant

I’acidité produite joue un réle combiné dans cette inhibition.

Des résultats semblables ont été rapportés par Noonpakdee et al., (2003), qui ont isolé un
nombre considérable de bactéries lactiques a partir des produits de charcuterie et ont constaté

que seulement une souche de Lactobacillus était capable d'atteindre un pH final de 4,3.

Des résultats similaires ont été presenté par Mami et al., (2008), dans leurs travaux sur
I’effet inhibiteur des espéces de Lactobacillus isolées du lait cru de chévre sur la croissance de
Staphylococcus aureus ou ils ont montré que le nombre des cellules en cultures mixtes
diminue comparé au témoin ou le nombre est élevé, cette diminution est de I’ordre log 1,6
UFC/ml. Cependant ils ont enregistré une augmentation dans le nombre de cellule allant de
3,19 log UFC/mI a Oh jusqu’a 8,19 log UFC/ml pour la culture pure de Lb. Plantarum et de
I’ordre de 1,85 log UFC/ml pour Staphylococcus aureus. Le suivit de la variation du pH
montre que Lb. plantarum a diminué le pH jusqu'a 4.32 en 24h. Alors quant aux cultures
mixtes le pH peut atteindre 4.45 pour Lb. paracasei subsp. Paracasei, 4.57 pour Lb.

rhamnosus et 4.6 pour Lb. plantarum.
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D’autres travaux conduits par Rodriguez et al.,(2005) sur [Iinhibition de
Staphylococcus aureus en fromagerie ainsi le nombre de Staphylococcus aureus a été de 0.40
log aprés 24 h comparé au témoin qui été de 5,16 log.

La souche de Lactobacillus plantarum a montré un potentiel conséquent dans I’inhibition
de Staphylococcus aureus dans le milieu liquide. Cette inhibition est due a la production
multiple de bactériocines (Hernandez et al., 2005).
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Conclusion et perspectives

A chaque étude effectuée, les lactobacilles montrent des particularités trés surprenantes.
Leur variété et leur hétérogénéité nous permet d’étudier leur capacité d’inhiber le

développement d’autres microorganismes indésirables ou pathogénes.

Dans ce travail, nous avons revivifié, purifié, standardisé sept souches de bactéries
lactiqgues du genre Lactobacillus, isoléesa partir de différents laits fermentés afin de
sélectionner les souches douées d’activité antibactérienne a I’égard de cing souches de
Staphylococcus aureus d’origine clinique. Trois tests sont appliqués pour évaluer cette
activité, sur gélose (test des spots et test des puits) et en culture. Ce dernier consiste a suivre

I’évolution de la croissance de S.aureus en culture pure et mixte.

Le résultat du test des spots a montré que toutes les souches lactiques testées présentent
des zones d’inhibition vis-a-vis des cing souches cibles allant de 15,7mm a 54,3mm de
diametre. Cependant, on a observé une inhibition totale des souches S20, P76 et SRY'S par les
deux souches lactiques 3081 et 1003 ainsi que I’inhibition totale de la souche S20 par la

souche lactiques 5367.

Le resultat du test des puits nous a permet de mettre en évidence la nature de ces
métabolites produits par les souches lactiques. Les résultats obtenus montrent une activité
antibactérienne a I’égard des cing souches de Staphylococcus aureus avec des surnageants.
Effectivement, cette activité inhibitrice notée par toutes les souches de bactéries lactiques
avec des zones d’inhibition allant de 20mm a 43,3mm. L’activité antibactérienne la plus

importante a été obtenue par la souche Plant Ys avec une zone d’inhibition égale 43,3mm.

La cinétique de croissance de la souche S20 a été évaluée en culture pure et mixte dans le
bouillon MRS en présence des souches productrices des substances antimicrobiennes; la
souche 1003 et la souche 3081. Les résultats ont montré que la croissance de S.aureus et de la
souche lactique 1003 en culture pure augmente en fonction de temps, aprés 24h le nombre de
cellules vivantes était de 11,76 log UFC/ml et de 11,74 log UFC/mI. Pour les cultures mixtes,
aucune croissance n’est appariée pour Staphylococcus aureus (S20) apres 24h d’incubation en
présence les souches lactiques 1003 et 3081. Cette diminution témoigne de I’effet inhibiteur

de ces derniéres.

Les perspectives pour continuer cette étude sont tres larges, mais on peut suggeérer dans

I’avenir de :
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Rechercher la nature exacte des métabolites inhibiteurs produits par les souches utilisées
(bacteriocines, H202, diacétyle...).

Déterminer I’effet des bactéries lactiques a I’égard des souches de Staphylococcus
aureus (bactéricide ou bactériostatique).

Etudiée I’activité antimicrobienne des souches des bactéries lactiques a I’égard des
souches de Staphylococcus aureus multi résistantes.

Utilisation des combinaisons afin de mieux optimiser I’activité antibactérienne des
souches de bactéries lactiques.

Remplacer le glucose dans le milieu de culture (MRS) par d’autres sucres (amidon,

saccharose, lactose...).
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Annexe |

Annexe 1 : Milieux de culture utilisés

1. Bouillon MRS :

e Peptone.........oovevviiiiiiiiinenen 10g /1
e Extraitde viande......................... 8g /1
e Extraitde levure................ccooeini. 4g/1
e TWEENS8O.......co v dml
e GluCOoSE......vvviiii i 20g/1
o Acétate de sodium................coeeee 5¢/l
e PH=6 2

2. Bouillon nutritif :
O PEPLONES. ... 10g/1
e Chlorure de sodium..........c.ccceeverirennne. 5¢/1
e Extraitde viande.............ccocoveeiinennnn 10g/1
e PH=7,3

3. Gélose MRS:
o Peptone.......coooviiiiiiiiii 10g/1
e Extraitdeviande................coeenen 8g/l
o GlucoSe......covviviiiii 209/l
o Tween80......coevviiiviiiiiii e, iml
e Acétate de sodium........ .50/l
® AQAl . i 10g
e PH=6,2

4. Gélose nutritive :
® Peptones.......cccooiiiiiiiiiiieee e 69/
e Extraitde viande.........cccccevviiiiiinn 19/l
o Extraitde levure........cccooeevveivevncnenne. 29/1
e Chlorure de sodium..........c.ccceevevnrennne. 5¢/1
LI AN - | SRS 149/

PH final=7.3+0.2

5. Bouillon BHIB:

Digestion enzymatique de tissus
ANIMAUX. .« e e e 10g/1

Infusion de cervelle de veau

déshydraté.........cccooevvvvnnnnn.n. 12,59/
Infusion de cceur de bceuf
déshydra..........ccceeee vvenennnn.. .59/
GlUCOSE...c. v, 29/1
Chlorure de sodium................... 5g/l
Hydrogenophosphate disodique

anhydre..........ooeveiie i 2,59/

6. Gélose Muller Hinton (MH) :

Infusion de viande de bceuf......300ml
Peptones de cas€ine................. 17.5¢/1
Amidon de mais..........ccecveeenen. 1.5¢/1
AQAr.....ooiiiiie 179/l

PH final=7.4

7. Gélose Chapman :

Extrait de viande............cccccvevuenen. 19/l
Peptones........ccccovvvvrieiinienienns 10g/1
Mannitol.........cccccoviiiiiiiiee, 10g/1
Chlorure de sodium..........c..c....... 75g/1
Rouge de phénol..................... 0.025¢/1
PH final= 7.4

8. Eau physiologie :

Eau distillée ..........c.ocooiiiiiil 1L
Chlorure de sodium................... 9g
pH =7
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Annexe Il : Résultats

Tableau VII : Résultats des tests d’identification de Staphylococcus aureus

Souches Gram Catalase Mobilité
520 + + -
E27 + + -
E46 + + -
P76 + + -
SRYS + + -

Tableau V111 : Résultats des tests d’identification des bactéries lactiques

Souches Gram Catalase Mobilité
Plant Ys + - -
8LB1 + - -
1003 + - -
3081 + - -
PN + - -
5367 + - -
BNBL + - -

Tableau 1X: Diamétre des zones d’inhibitions (mm) obtenues par le test des spots a I’égard

de S.aureus.
Souche PN 3081 5367 Plant Ys 8LB1 1003 BNBL
test
Souche cible
La moyenne | 22.3 22.7 54.3 32.7 38.3 34.3 24
des zones
d’inhibition
E27 en (mm)
Ecart type 0,57735027 | 1,52752523 | 3,51188458 | 2,081666 2,51661148 | 1,52752523 | 2
La moyenne | 24.3 23.3 36 39.3 39 28.7 33.3
des zones
d’inhibition
E46 en (mm)
Ecart type | 0,57735027 | 2,081666 1 2,51661148 | 5 3,05505046 | 2,081666
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S20

La moyenne
des zones
d’inhibition
en (mm)

20

Inhibition
total

Inhibition
total

28

19.3

Inhibition
total

17

Ecart type

2,64575131

2,081666

4,35889894

P76

La moyenne
des zones
d’inhibition
en (mm)

22.7

Inhibition
total

15.7

28.7

21

Inhibition
total

17.7

Ecart type

3,21455025

0,57735027

0,57735027

5,13160144

SRYS

La moyenne
des zones
d’inhibition
en (mm)

21.7

Inhibition
total

17.7

27

28

Inhibition
total

18.3

Ecart type

2,88675135

0,57735027

2,64575131

1,52752523

Tableau X :

Diametre des zones d’inhibitions (mm) obtenues par le test des puits a I’égard de

S.aureus.

Souche cible

ouche test

PN

3081

5367

Plant Ys

8LB1

1003

BNBL

E27

La
moyenne
des zones
d’inhibition
en (mm)

29

25

41.7

38

29.3

42.3

29.6

Ecart type

2,64575131

2,081666

2,64575131

2,081666

0,57735027

2,081666

E46

La
moyenne
des zones
d’inhibition
en (mm)

28.3

30.3

38.3

43.3

33.3

42.3

35.7

Ecart type

1,52752523

1,52752523

2,081666

2,081666

3,05505046

2,51661148

3,51188458

S20

La
moyenne
des zones
d’inhibition
en (mm)

29

21.7

31.7

32.3

23.3

31.7

20

Ecart type

1,52752523

1,52752523

2,081666

2,081666

1,52752523

P76

La
moyenne
des zones
d’inhibition
en (mm)

31.3

35.3

39

31

32

30

31
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Ecart type

0,57735027

0,57735027

SRYS

La
moyenne
des zones
d’inhibition
en (mm)

26.7

21.7

31.7

33.7

23.3

31.7

22

Ecart type

3,05505046

1,52752523

1,52752523

1,52752523

2,081666

1,52752523 | 2

Tableau XI : résultats de déenombrement des cultures mixtes et pures des souches inhibitrices
1003 et 3081 et la souche pathogéne S20.

Temps(h) 0 2 4 6 24
Souches Log UFC
Souche lactiques 1003 7,05 8,15 9,72 11,71 11,76
Souche pathogéne S20 7,62 9,47 10,54 11,63 11,74
Souche lactique 1003 avec la 6,80 8,79 9,32 10 0
souche S20
Souche lactique 308lavec la 8,15 8,64 9,22 0 0
souche S20




Résumé

Résumé :

Les bactéries lactiques peuvent exercer plusieurs effets bénéfiques, en particulier
I’inhibition de bactéries pathogenes et d’altération. Dans cette étude, [I’activité
antimicrobienne de sept souches des bactéries lactiques de genre lactobacillus isolées a partir
de différents laits fermentés, a été testée sur cing souches de Staphylococcus aureus isolées a
partir des amygdales des enfants malades. Trois tests sont appliqués pour évaluer cette
activité ; test des spots, test des puits et test d’antagonisme sur milieu liquide. Les résultats
obtenus ont montré que toutes les souches lactiques ont une bonne activité a I’égard

Staphylococcus aureus.

Mots clé : Staphylococcus aureus, bactéries lactiques, activité antimicrobienne, Lactobacillus

Effet antagoniste.

Abstract:

Lactic acid bacteria can exert several beneficial effects, in particular the inhibition of
pathogenic and spoilage bacteria. In this study, the antimicrobial activity of seven strains of
lactic acid bacteria of the Lactobacillus genus isolated from different fermented milks was
tested on five strains of Staphylococcus aureus isolated from the tonsils of sick children.
Three tests are applied to assess this activity; spot test, well test and antagonism test on liquid
medium. The results obtained showed that all the lactic strains have good activity against

Staphylococcus aureus.

Key words: Staphylococcus aureus, lactic acid bacteria, antimicrobial activity,Lactobacillus,

antagonistic effect.
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