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RESUME

Les bactériocines sont des peptides ou protéines produites par des genres bactériens possédant des
activités antimicrobiennes, habituellement spécifiques contre les bactéries des espéces apparentées
sans étre létales a la souche productrice. Les bactériocines produites par les bactéries Gram + sont dans
la plupart des cas petites. Elles perméabilisent la membrane de la cellule hote. Elles ont une grande
activité antimicrobienne spécifique contre les microorganismes pathogenes et d’altération. Le spectre
d’activité des bactériocines issues des bactéries Gram + varie de 1’étroit au large mais surtout spéci-
fique aux bactéries Gram +.

Dans notre recherche, nous nous sommes intéressés a 1’étude d’une activité antibactérienne des bac-
tériocines produites par une série de bactéries lactiques isolées au Maroc a partir des produits laitiers,
alors que d’autres souches ont été isolées en Algérie a partir de selles d’un nourrisson dgé de deux mois
allaité exclusivement au sein de 1’hdpital de Ben Boulaid de Blida. Nous avons fait une étude biochi-
mique permettant la caractérisation des bactériocines, ainsi qu’une étude physico-chimique et avons
détecté I’activité bactériocine sur gel. Parallelement, nous avons effectué une étude de synergie et d'an-
tagonisme entre ces souches et leur sensibilité vis-a-vis des antibiotiques.

Mots Clés : bactériocines, bactéries lactiques, activité antimicrobienne, antibiotiques, synergie.

SUMMARY

Bacteriocins are proteinaceous substances produced by bacteria to inhibit the growth of similar bacte-
rial strain(s). The bacteriocins produced by the gram + bacteria are generally small size. They have a
great specific antimicrobic activity against the pathogenic micro-organisms. In our research, we were
interested in the study of an anti-bacterial activity of the bacteriocins produced by some lactic bacte-
ria isolated from Moroccan dairy products and other are Algerian strains isolated from the saddles
from infant nursed exclusively with the two months old centre from the hospital from Ben Boulaid de
Blida. We made a biochemical study allowing the characterization of the isolated bacteriocins which
activity was detected in situ on Tricin-SDS-PAGE. In parallel, we carried out a study of synergy and
antagonism between these strains and their sensitivity with respect to antibiotics.

Key Words : bacteriocins, lactic bacteria, antimicrobic activity, antibiotics, synergy.
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INTRODUCTION

Malgré I’application des technologies modernes
de transformation des aliments et 1’application
des principes de qualité, les toxi-infections ali-
mentaires sont a la base de 6,5 a 33 millions de
maladies humaines et plus de 9000 morts chaque
année dans le monde (MEAD et al, 1999).
L’aliment est la source fréquemment mise en
cause. Des moyens usuels de prévention tels les
traitements physiques (haute pression, rayons
ionisants, pasteurisation, stérilisation, congéla-
tion, réfrigération,...), chimiques (nitrites, sulfi-
tes...), compromettent souvent la qualité nutri-
tionnelle et organoleptique de I’aliment.

Les chercheurs et les industriels de 1’agro-ali-
mentaire sont de plus en plus contraints a rédui-
re ’emploi de conservateurs chimiques pouvant
avoir des effets néfastes sur la santé humaine.
Ceci incite a la recherche d’autres alternatives
notamment celles qui utilisent des agents biolo-
giques connus pour leur innocuité. Dans cette
optique, I’utilisation de souches bactériennes
agissant comme des cultures protectrices sem-
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ble étre une voie d’avenir pour promouvoir de
nouvelles catégories d’aliments tels les produits
« Bio » contenant des conservateurs dits « natu-
rels ».

Dans ce sens, les bactériocines qui sont des sub-
stances antibactériennes produites par les bacté-
ries, en l’occurrence les bactéries lactiques,
sont des candidats prometteurs a la fois pour
exploiter leur pouvoir préservateur et pour
réconcilier produits « naturels » et qualité
hygiénique des aliments.

L’objectif de notre travail est de caractériser ces
substances antimicrobiennes produites par des
souches isolées du lait traditionnel fermenté
marocain, sélectionnées par leur effet bactérici-
de antagoniste vis-a-vis Listeria monocytoge-
nes et étudier I’effet antagoniste et synergique
des souches algériennes identifiées isolées a
partir des selles d’un nourrisson agé de deux
mois allaité exclusivement au sein de 1’hopital
de Ben Boulaid de Blida, activités complétées
par I’étude d’une sensibilité de ces souches vis-
a-vis des antibiotiques.
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Contribution a I’étude des bactériocines produites par des bactéries lactiques marocaines et algériennes

MATERIEL ET METHODES

Les souches utilisées dans ce présent travail
sont isolées du lait traditionnel fermenté maro-
cain, ces souches ont été sé¢lectionnées pour leur
pouvoir antimicrobien vis-a-vis des germes
pathogénes dont Listeria monocytogenes utili-
sée comme souche indicatrice dans notre étude.

Nous avons fait appel a une étude microbiolo-
gique et biochimique afin de détecter I’activité
antibactérienne par les différentes techniques :
technique de spot, antagonisme direct sur
milieu solide et test de diffusion.

1. Détection de I’activité

1.1. Technique de spots

Dans des boites de Pétri stériles, on fait couler
20 ml du milieu MRS Agar inoculé avec 0.1 ml
d’une culture jeune de Listeria monocytogenes
(12 a 16 heures). Les boites sont laissées
séchées pendant 30 min. Ensuite, on dépose des
volumes de 0.5 pl d’une culture de la souche a
tester. Les boites sont incubées pendant 18 h a
30°C, puis examinées pour la production de
bactériocines révélée par la présence d’une
zone claire entourant le spot de la souche pro-
ductrice apres 1’incubation.

1.2. Antagonisme direct sur milieu solide

Les souches a tester sont repiquées sur boites
MRS Agar, puis incubées pendant 8 h a 30 °C.
Ensuite, une surcouche de gélose molle (TSB -
0.7 % agar) contenant la souche indicatrice
Listeria monocytogenes (107 cellules) est cou-
lée. Apres 18 h d’incubation a 30 °C, on exami-
ne la boite pour I’apparition des halos d’inhibi-
tion (zones claires dans une nappe trouble for-
mée par la croissance de la bactérie indicatrice).

1.3. Test de diffusion

Dans cette technique, le surnageant de la cultu-
re a tester est obtenu apres centrifugation a
10000 rpm pendant 10 min a 4 °C. Apres avoir
ajusté le pH du surnageant a pH 6.8 en utilisant
une solution de NaOH 5M, le surnageant est
ensuite stérilisé par filtration (filtre Millipores,
0.20 pm).

Nous avons également testé 1’activité antibacté-
rienne présentée dans le culot bactérien. Le
culot est repris dans un petit volume de tampon
de lyse ou de tampon de sonication (Tris-HCl
50mM pH 7, EDTA 1mM), il est alors soniqué,
puis le produit de sonication est enfin centrifu-
gé a 13000 rpm pendant 15 min a 4 °C. Le sur-
nageant est récupéré pour étre testé.

Une surcouche de gélose molle contenant la
souche indicatrice Listeria monocytogenes (107
cellules) est coulée sur un milieu MRS. Ensuite,
les puits sont creusés et remplis par les surna-
geants préparés (50 pl). Les boites sont incu-
bées a 30 °C pendant 18 h, les zones d’inhibi-
tion étant alors examinées.

2. Etude physico-chimique de la bactériocine

Une étude physico-chimique a été effectuée
pour savoir la stabilité¢ de la bactériocine aux
différents pH combiné au traitement thermique.
A cet effet, une purification partielle par préci-
pitation au sulfate d’ammonium a différentes
concentrations et une migration sur gel d’élec-
trophorese Tricine SDS-PAGE a été réalisée.

2.1. Effet du pH et du traitement thermique
sur ’activité de la bactériocine

Ce test permet de connaitre la gamme de pH
dans laquelle la bactériocine manifeste son acti-
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vité inhibitrice, ainsi que sa résistance a un trai-
tement thermique.

Le surnageant de culture a tester est mis dans
des aliquotes qui sont ajustés aux pH 2, 3, 4, 6,
8, 10 et 11 a I’aide de NaOH 5M et d’HCl
concentré. D’autres aliquotes sont incubés a des
températures : 60 °C pendant 60 min, 100 °C
pendant 30 min et 121 °C pendant 20 min. Les
échantillons sont ensuite examinés pour leur
activité inhibitrice par la méthode de diffusion.

2.2. L’effet du pH combiné au traitement
thermique

Ce test permet de déterminer la thermorésistan-
ce de la bactériocine a différents pH.

Les aliquotes de surnageant sont ajustés aux pH
2,3,4,6,8, 10 et 11 puis ils sont soumis a une
stérilisation en autoclave (121 °C pendant 20
min). L’activité inhibitrice de ces échantillons a
été examinée par la méthode de diffusion.

2.3. L’action du pH sur la stabilité de la bac-
tériocine

C’est un test qui montre 1’action du pH sur la
stabilité structurelle de la bactériocine.

Les aliquots de surnageant récupéré par la centri-
fugation de la culture a tester sont ajustés aux dif-
férents pH 2-11, puis ils sont incubés a 30 °C pen-
dant 8 heures. Apres I’incubation, les échantillons
sont neutralisés par ajustement du pH a 6,8, ensui-
te ils sont examinés pour la pérennité de I’activité
de la bactériocine par la méthode de diffusion.

3. Purification partielle de la bactériocine
par précipitation au sulfate d’ammonium

300 ml de culture bactérienne sont centrifugés a
10000 rpm pendant 15 min a 4 °C. Le surna-

geant récupéré est précipité au sulfate d’ammo-
nium 80 %, qui s’ajoute progressivement a
froid sous agitation douce. Aprés la précipita-
tion, le surnageant est laissé sous agitation trés
douce 30 min ( ou bien toute la nuit a 4 °C).

La fraction protéique précipitée est récupérée
par centrifugation a 9000 rpm pendant 20 min a
4 °C. Le culot obtenu est resuspendu dans un
minimum de tampon phosphate 10 mM pH 7.
La solution est ensuite dialysée, pendant toute
la nuit, dans un sac a dialyse, dont la coupure de
la masse moléculaire est de 1000 Da, contre 5
litres de tampon phosphate 10 mM pH 7.
Ensuite le sac a dialyse est trempé dans la pou-
dre de Polyéthyléne glycol PEG 4000 pour
concentrer 1’échantillon éventuellement dilué
par le phénomeéne de dialyse. La fraction dialy-
sée concentrée est testée pour son activité anti-
bactérienne.

4. Détermination de poids moléculaire par
Tricine SDS-PAGE

Cette méthode est établie par SCHAGGER et VON
Jagow (1987) et modifiée par LESSE et al.
(1990) ; elle permet la séparation des protéines
de 1-100 kDa.

Apres avoir déposé les échantillons (surna-
geant de la culture, surnageant du culot soni-
qué, la fraction précipitée et dialysée) dans les
puits, en double exemplaires, la migration est
assurée dans les deux tampons anode-cathode.
La protéine standard utilisée comme marqueur
de poids moléculaire est la nisine (Nisphalin,
Merk), qui est une bactériocine connue et bien
étudiée, dont le poids moléculaire est de 3,5 kDa.
Aprés la migration, le gel est découpé en deux
moitiés. Une moitié¢ est soumise a une révélation
des protéines par coloration/décoloration.
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L’autre moitié¢ du gel est utilisée pour révéler les
bandes responsables de 1’activité de bactérioci-
ne selon la méthode de BHUNIA et al. (1987).
Cette partic du gel est lavée dans le tampon
phosphate 10 mM pH7 sous agitation douce
pendant 2 a 4 heures, puis elle est placée dans
une boite de Pétri contenant du MRS (2,5 %
agar). Ensuite, 6 ml de gélose molle contenant
107 cellules de Listeria monocytogenes utilisée
comme souche indicatrice, sont coulés dessus.
Enfin, la boite est incubée a 30 °C pendant 8
heures, pour étre examinée a la recherche d’une
éventuelle zone d’inhibition. Celle-ci est extra-
polée a I’autre partie du gel coloré a la recherche
d’une bande correspondante.

Dans une autre part, nous avons étudié¢ 1’effet
antagoniste et synergique des souches algérien-
nes identifiées isolées a partir des selles d’un
nourrisson agé de deux mois allaité exclusive-
ment au sein de 1’hopital de Ben Boulaid de
Blida. Ainsi une sensibilité de ces souches vis-
a-vis des antibiotiques a été étudice.

Les souches bactériocinogénes algériennes uti-
lisées lors de cette étude sont :

- Lactobacillus acidophilus 11 ;

- Lactobacillus bulgaricus ;

- Streptococcus thermophilus ;

- Bifidobacterium breve ;

- Bifidobacterium infantis.

Les souches bactériocinogénes marocaines uti-
lisées lors de cette étude sont :

- Enterococcus faecium ;

- Leuconostoc spp.

Deux espéces cibles ont été utilisés soit :
- Listeria monocytogenes ATCC 19117 ;
- Lactobacillus bulgaricus 340 Rhondia Food-
France (Danisco, Dangé-Saint-Romain, France).

5. Etude de la sensibilité des souches algérien-
nes et marocaines vis-a-vis des antibiotiques

Cette méthode a pour but de déterminer la sen-
sibilit¢ d'une souche bactérienne vis-a-vis de
divers antibiotiques (Oxoid. England). Huit
antibiotiques ont fait I’objet de cette présente
étude : Vanomycine (VA30), nalidixic acid
(NA30), penicilline G (P10), novobiocin (NV5),
tetracycline (TE30), amoxicilline (AMX25),
céphalaxine (CN30), penicilline P (P6).

La méthode de diffusion des disques ou antibio-
grammes standards sont les plus utilisées par
les laboratoires de diagnostic.

Des disques d’antibiotique sont déposés sur
gélose MRS préalablement ensemencée avec
une préculture de bactéries lactique. Dés l'appli-
cation des disques, les antibiotiques diffusent
de maniére uniforme si bien que leurs concen-
trations sont inversement proportionnelles a la
distance de disque. Une fois que la diffusion de
I’antibiotique est achevée, ces boites sont mises
al’étuve a37°C./24 houa30°C./ 24 h. Aprés
incubation, les disques s'entourent de zones
d'inhibition circulaires correspondant a une
absence de culture. Lorsque la technique est
parfaitement standardisée, les diamétres des
zones d'inhibition dépendent uniquement de la
sensibilité du germe.

6. Etude des effets de synergie entres les dif-
férentes souches envers Lb. bulgaricus 340

Les surnagents bruts actifs de chaque souche
bactériocinogéne sont mélangés a raison de 50 %
comme suit :

Au niveau du 1* essai :

Chaque puits est rempli avec 50 pL des surna-
gents des cultures suivantes :
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1- Lb. acidophilus ;

2- Lb. acidophilus + Enterococcus faecium ;

3- Lb. acidophilus + Leuconostoc spp ;

4- Lb. acidophilus + Enterococcus faecium (S3) ;
+ Leuconostoc spp ;

5- Enterococcus faecium ;

6- Leuconostoc spp.

Au niveau du 2*™ essai :

Chaque puits est rempli aves 50 pL des surna-
gents des cultures suivantes :

1- Bf. infantis ;

2- Enterococcus faecium + Leuconostoc spp +
Lb. acidophilus + Bf. infantis ;

3- Bf. infantis + Enterococcus faecium ;

4- Bf. infantis + Leuconostoc spp ;

5- Bf. infantis
Enterococcus faecium.

+ Leuconostoc spp +

RESULTATS ET DISCUSSION

Les souches marocaines sont identifiées comme
¢étant des cocci, Gram-positives, catalase néga-
tives, oxydase négatives.

1. Caractérisation physico-chimique de la
bactériocine

1.1. Effet du pH et de la température sur
P’activité de la bactériocine

Activité résiduelle (%)

. © A 9 N
T
<&
pH
Figure 1 : L’effet du pH sur Iactivité bactério-
cinogene (S1).

Les résultats indiquent la thermorésistance de

la bactériocine produite par la souche S1, ainsi
I’activité antibactérienne de cette bactériocine
reste conservée a —20°C pendant plusieurs
mois. Aussi la bactériocine reste active dans
une gamme de pH comprise entre 2 et 11, avec
une diminution d’activité d’environ 25 % a pH
11, ceci en comparaison avec le témoin dont le
pH est de 4.,8.
L’effet du pH peut s’expliquer par le fait que la
fixation des bactériocines sur la membrane
cytoplasmique des cellules cibles s’améliore en
diminuant le pH (ENNAHAR et al., 2000).
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Figure 2 : L’effet de la température sur I’acti-
vité bactériocinogene (S1).

D’aprés LEROY et DE VUYST (1999), I’inactiva-
tion de Sakacin K qui est une bactériocine pro-
duite par Lactobacillus sake CTC 494 et qui a
une activité maximale a pH 5, augmente avec le
pH. Ceci probablement en raison du degré élevé
d’adsorption de cette molécule a la cellule bac-
térienne.

La production de la bactériocine, selon CHOI
et al., (2000), est influencée par le pH du milieu
de culture, le maximum de la production de la
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bactériocine nisin-like produite par Lactococcus
lactis subsp. Lactis A 164 est observé a pH 6.

LyoN et al. (1995) ont noté que [’activité
d’Entérocine EL1 n’est pas touchée par un
chauffage a 100 °C et qu’elle garde une partie
de son activité a 121 °C pendant 30 min. Aussi
cette activité est détectée dans toute la gamme
de pH 2 a pH 11, avec une plus grande activité
de pH 2 a pH 7 (pH acide et neutre).

1.2. L’effet du pH combiné au traitement
thermique

La température et le pH sont deux parametres
qui influencent la stabilit¢ des bactériocines.
Pour ce but, une expérience combinant les deux
effets a été réalisée (figures 3 et 4).

Nous remarquons que les trois souches testées
ont une activit¢ dans une zone de pH large
allant de 2 a 11. Concernant la stabilité des bac-
tériocines a pH combiné au traitement ther-
mique, les résultats montrent que les souches
résistent a ’autoclavage a des pH acides, en
effet, I’activité de la souche S1 est maintenue a
pH: 2, 3, 4 et 6 alors qu’elle se perd a pH
basique suite au traitement a ’autoclave ; ceci
est valable aussi bien pour le surnageant que
pour la fraction dialysée. Pour la souche S2
I’activité disparait a partir du pH 5 dans le cas
de traitement thermique, alors que la souche S3
maintient son activité jusqu’a pH 9, ce qui
pourrait étre intéressant pour les aliments ayant
un pH basique et qui subissent un traitement
thermique durant le processus de fabrication.
Cependant, la température de 1’autoclave sem-
ble inactiver une partie des bactériocines si
nous comparons le diamétre des zones d’inhibi-
tion enregistré dans le cas de pH sans traitement
thermique. Ce n’est pas le cas pour la souche S1
qui montre une suractivité a des pH acides suite

16 1

14
12
10
P
4
5
04
2 4 6 7 8 10

pH

Diamétre des zones
d'inhibition (mm)
o0

11

[Cleffet du pH seul
effet du pH combiné au traitement thermique
Figure 3 : Effet du pH combiné au traitement
thermique (121 °C-20 min-) sur la stabilité de
bactériocine (la souche S1).

* p<0.05
18 *% p < 0.01

Diamétre de zone
d'inhibition (mm)
%0

EAIES L K

2 4 5 6 7 9
pH

10 11

Oleffet du pH seul
Oeffet du pH combiné au traitement thermique

Figure 4 : Effet du pH combiné au traitement
thermique (121 °C-20 min-) sur la stabilité¢ de
bactériocine (la souche S2).

a ce traitement. Ce qui pourrait rendre cette
souche intéressante en maticre de fabrication et
stérilisation des aliments ayant un pH acide.

Nous pouvons déduire de ces résultats que la
structure des bactériocines est résistante a 1’auto-
clavage, et que surtout elle est stable a pH acide
combiné au traitement thermique, ce qui veut
dire qu’elle pourrait étre utilisée dans le cas de
préparation d'aliments subissant un traitement
thermique pour le stockage et la conservation.

Nos résultats correspondent a ceux trouvés par
RyaN et al., 1996, Lacticin 3147 une bactériocine
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produite par Lactococcus lactis DPC3147 est
thermostable en particulier a pH acide. De
méme pour CHOI ef al., (2000) la bactériocine
nisin-like produite par Lactococcus lactis
subsp. Lactis A164 est thermostable particulie-
rement a bas pH.

Diamétre de zone
d'inhibition (mm)

O effet du pH seul
effet du pH combiné au traitement thermique

Figure 5 : Effet du pH combiné au traitement
thermique (121°C—20 min-) sur la stabilité de
bactériocine (la souche S3).

2. Purification partielle par précipitation au
sulfate d’ammonium

Sur le gel Tricine SDS-PAGE 16.5 % coloré,
nous observons la bande de la nisine (N) dont la
taille de 3,5 kDa est utilisée comme marqueur
de taille. La fraction intracellulaire (I) (surna-
geant des cellules soniquées) présente plusieurs
bandes, et la fraction (E) (surnageant de la cul-
ture) ne présente aucune bande vu qu’elle est
trés diluée, alors que la fraction dialysée (D)
présente une bande a peine visible qui est
responsable de I’activité antibactérienne sur le
gel d’activité.

Ce résultat suggére que la bande responsable de
I’activité est différente de celle de la nisine de
point de vue « poids moléculaire » (supérieur a
3,5 kDa), ce qui est confirmé par le résultat de
western blot ou [’anticorps de la nisine ne

reconnait que la bande de la nisine et non pas
notre bande. De plus, la différence de la struc-
ture est démontrée par le test de f-mércaptoé-
thanol qui inhibe I’activit¢ de la nisine a la
concentration 45 mM, alors que notre bactério-
cine est inactivée a partir de 30 mM.

QEEQ=QWO

3.5kDa

N : Nisine bactériocine commercialisée, I : Intracellulaire : cellules
soniquées, E : Surnageant de la culture, D : Dialysat.

Figure 6 : Gel Tricine SDS-PAGE 16.5 %).

1 : Intracellulaire, N : Nisine bactériocine commercialisée,
D : Dialysat, S : Surnageant de la culture.

Figure 7 : Detection de l'activité de la bactério-
cine apres Tricin SDS-PAGE.

3. Etude de la sensibilité des souches algé-
riennes et marocaines vis-a-vis de Listeria
monocytogenes ATCC 19117 et envers
Lactobacillus bulgaricus 340 Rhondia Food-
France (Danisco, Dangé-Saint-Romain,
France)
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Contribution a I’étude des bactériocines produites par des bactéries lactiques marocaines et algériennes

D’aprés nos résultats les bactériocines issues
des souches marocaines ont présenté une activi-
té antimicrobienne vis-a-vis de Listeria mono-
cytogenes ATCC 19117. Ces zones d’inhibi-
tions obtenues sont de 14 et 15 mm respective-
ment faecium et
Leuconostoc spp. Par contre les bactériocines
issues de souches algériennes n’ont présenté
aucune activité antimicrobienne envers Listeria
monocytogenes ATCC 19117.

avec  Enterococcus

4. Etude de la sensibilité des souches algé-
riennes et marocaines vis-a-vis des antibio-
tiques

Les résultats de 1’antibiogramme sont présentés
au niveau du tableau suivant :

Tableau I : Résultats de la sensibilité des sou-
ches a I’égard des 8 antibiotiques.

Antibiotique P10 TE30 VA30 NV5 NA30 AMX25 P6 CN30

Souche

Bf. breve 15 17 21 18 0 24 12 14
Bf. infantis 2 14 17 12 0 34 16 12
Se. thermophilus 20 14 17 14 0 30 15 12
Lb. acidophilus 11 20 30 20 19 0 28 16 13
Lb. bulgaricus 20 14 (bactéricide 17 22 0 33 20 23

30
bactériostatique

Lb. bulgaricus 340 20 10 15 14 0 30 19 22
Leuconostoc spp 14 27 18 140 %49 9

Enterococcus 13

2
=
S
=S
o
-
b
©
o

faecium

(Diamétre du disque 6 mm)

Toutes les souches représentent une sensibilité
envers divers antibiotiques, plus particuliére-
ment envers 1’Amoxicilline (AMX25) et la
Tetracycline (TE30). Par contre toutes les sou-
ches lactiques ne présentent aucune sensibilité
I’acide nalidixique, ce dernier est un antibio-
tique trés utilisé comme additif dans les milieux
sélectif pour I’isolement des bactéries lactiques.
La Tetracycline (TE30) présente deux effets
antimicrobiens (effet bactériostatique et effet

bactéricide) envers 1’espéce Lb. bulgaricus 340.
L’ Amoxicilline qui est un antibiotique trés fré-
quemment prescrit chez ’enfant, est active in
vitro sur la plupart des souches de bifidobacté-
ries (MOUBARECK et al., 2005). Cependant, peu
d'études décrivent les effets de l'amoxicilline
sur la flore totale de l'enfant (WALIGORA-
DUPRIET et al., 2007).

5. Etude des effets antagonistes entres les dif-
férentes souches

Les nombreuses méthodes décrites pour le cri-
blage des bactéries lactiques envers d’autres
souches lactiques avec la méthode de diffusion
des puits, afin de détecter la production de la
substance inhibitrice. Le principe de cette
méthode est basé¢ sur la diffusion de ’agent
antibactérien dans un milieu gélosé ensemencé
au préalable avec un germe cible.

Pour étudier 1’effet antagoniste sous I’effet de
la bactériocine, il est nécessaire d’éliminer
I’influence des acides organiques (acide lac-
tique), Le pH du milieu est ajusté a une valeur
de 6,8 en ajoutant quelques gouttes de NaOH
IN stérile.

D'apreés les résultats de cette présente étude tou-
tes les souches lactiques présentent un effet
antagoniste envers les espéces taxonomique-
ment proches (tableau II).

6. Etude des effets de synergie entres les dif-
férentes souches envers Lb. bulgaricus 340

Les résultats de I'activité antimicrobienne obte-
nue sous l'effet de la synergie (1 essai) sont
représentés ci-apres (tableau III).
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Tableau II : Résultat du criblage des souches
lactiques .

Souche cible 1 2 3 4 5 6 7
Souche

productice

Bf. breve +30  +30 0 3 255 16 15

Bf. infantis +230 +30  +30 0 31 10 11
Lb. acidophilus 11 0 26 26 28 25 13 12
Lb. bulgaricus XX 0 XX XX XX 12 11

Se. thermophilus XX 28 29 XX 0 13 12
Leuconostoc spp 25 22 20 25 20 0 0
Enterococcus 26 24 24 25 23 0 10
faecium

Lb. bulgaricus 340 3

b

30 25 30 30 12 11

XX : Limite non claire
1: Lb. acidophilus 11, 2: Lb. bulgaricus, 3: Bf. breve, 4: Bf. infantis, 5: Sc. thermophilus, 6:

Enterococcus faecium, T: Leuconostoc ssp

Tableau III : Résultat de I’activité antimicrobi-
enne sous I’effet de la synergie.

Surnagent brut actif Diamétre de la zone d’inhibition (Zi, mm)
1- Lb. acidophilus 40

2- Lb. acidophilus + Enterococcus faecium 40

3- Lb. acidophilus + Leuconostoc spp 40

4- Lb. acidophilus + Enterococcus faecium + 35

Leuconostoc spp

S- Enterococcus faecium 13

6- Leuconostoc spp 11

Une activité inhibitrice a 1'égard de la souche
cible Lb. bulgaricus 340 est optimale lorsque le
surnagent brut actif est issu d’une culture de Lb.
acidophilus ou lorsqu’il y a un mélange de sur-
nagent brut issue de Lb. acidophilus +
Enterococcus faecium ou bien Lb. acidophilus
+ Leuconostoc spp (soit respectivement Zi= 40

mm).

Les résultats de l'activité antimicrobienne obte-
nue sous l'effet de la synergie (2™ essai) sont
les suvants (tableau IV).

Tableau IV : Résultat de I’activité antimicrobi-
enne sous 1’effet de la synergie .

Surnagent brut actif Diamétre de la zone d’inhibition (Zi, mm)
1- B. infantis 35
2- Enterococcus faecium + Leuconostoc spp 36

+ Lb. acidophilus + Bf. infantis

3- Bf. infantis + Enterococcus faecium 40
4- Bf. infantis + Leuconostoc spp 32
5- Bf infantis + Leuconostoc spp.+ 30

Enterococcus faecium

Une activité inhibitrice vis-a-vis de la souche
cible Lb. bulgaricus 340 est optimale (soit Zi=
40 mm) lorsqu’il y a un mélange de surnagent
brut issu de Bf. infantis + Enterococcus
faecium.

CONCLUSION

Au cours de ce travail, nous nous sommes
concentrés sur I’étude de I’activité antibacté-
rienne de bactériocines produites par quelques
souches lactique isolées du lait fermenté tradi-
tionnel. Nous concluons que notre bactériocine
peut étre classée comme un peptide thermosta-
ble actif contre la Listeria, et nous présumons
qu’elle appartient a la classe Ila. De plus, la sta-
bilit¢ a différentes valeurs de pH et la thermo-
stabilité sont des propriétés qui rendent la bac-
tériocine intéressante du point de vue «biopré-
servationy ; en effet, elle peut étre utilisée dans
des aliments acides comme non-acides, et aussi
étre employée dans des aliments réfrigéres,
ainsi elle empécherait le développement d’une
majorité de microorganismes tels Listeria
monocytogenes et qui touchent a la sécurité ali-
mentaire. Toutes les souches lactiques utilisées
lors de cette étude représentent une sensibilité
envers divers antibiotiques, plus particulicre-
ment envers I’Amoxicilline (AMX25) et la
Tetracycline (TE30). Toutes les souches
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lactiques présentent un effet antagoniste envers
les espéces taxonomiquement proches.
L'activité inhibitrice vis-a-vis de la souche Lb.
bulgaricus 340 est optimale lorsque le surna-
gent brut actif est issu d’une culture de Lb. aci-
dophilus ou lorsqu’il y a un mélange de surna-
gent brut issue de Lb. acidophilus et
Enterococcus faecium ou bien un autre mélange
de surnagent brut issu de Lb. acidophilus et
Leuconostoc spp. L'effet de synergie vis-a-vis
de la méme souche cible est observé également
lorsqu’il y a un mélange de surnagent brut issu
de Bf. infantis et d'Enterococcus faecium.

Références bibliographiques

MEAD PAUL S., SLUTSKER L., DIETZ VANCE,
McCaiG L.F., BRESEE JOSEPH S., SHAPIRO
CRAIG, GRIFFIN PATRICIA M. and TAUXE ROBERT
V. (1999). Food Related Illness and Death in the
United States. Emerging Infectious Diseases, 5,
607 - 625.

ENNAHAR S., SASHIHARA T., SonomoTO K. and
IsHizakI A. (2000). Class Ila bacteriocins : bio-
synthesis, structure and activity. FEMS
Microbiology Reviews, 24, 85 - 106.

Leroy F. and DE VuysT L. (1999). Temperature
and pH Conditions That Prevail during
Fermentation of Sausages Are Optimal for
Production of the Antilisterial Bacteriocin
Sakacin K. Appl. Environ. Microbiol., 65,974 —
981.

CHor H. J., CHeIGH C.I., Kim S.B. and PYun Y.
R. (2000). Production of a nisin-like bacteriocin
by Lactococcus lactis subsp. Lactis A164 isola-
ted from Kimchi. Journal of Applied
Microbiology, 88, 563 - 571.

LyoN WaNDA J., OLsON DENNIS G. and MURANO
ELsa A. (1995). Isolation and Purification of
Enterocin EL1, a Bacteriocin Produced by a
Strain of Enterococcus faecium. Journal of
Food Protection, 58, 890 - 898.

KLAENHAMMER T.R. (1993). Genetics of bacte-
riocins produced by lactic acid bacteria. FEMS
Microbiological Reviews, 12, 39 - 86.

BuHunia AK., JounsoN M.C., and Ray B.
(1987). Direct detection of antimicrobial pepti-
de of Pediococcus acidilactici in sodium dode-
cyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
Journal of Industrial Microbiology, 2, 319 -
322.

MOUBARECK C., GAVINI F., VAUGIEN L., BUTEL
M.J. and DOUCET-POPULAIRE F. (2005).
Antimicrobial susceptibility of bifidobacteria.,
J. Antimicrob. Chemother., 55, 38 - 44.

SCHAGGER, H., and G. voN JaGow. (1987).
Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis for the separation of pro-
teins in the range from 1 to 100 kDa. Anal.
Biochem. 166, 368 - 379.

WALIGORA-DUPRIET A. J., CamPEOTTO F.,
NicoLis 1., BONET A., SOULAINES P., DuroNT C.
and BUTEL M. J. (2007). Effect of oligofructose
supplementation on gut microflora and well-
being in young children attending a day care
centre. Int. J. Food Microbiol., 113, 108 - 113.

Recherche AGroONOMIquE N° 23 - 2009

[
S

Inscicuc Nacional de (a Recherche Agronomique d Algérie



