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RESUME L'étude de la survie de vingt souches de Lactoe®dactis pure et de dix de leurs associationssrepermis de
sélectionner treize souches pures et sept assmusat résistantes aux conditions extrémes du tubestif et qu'on a
qualifiées d’extrémophiles. Les especes repréteesade la flore intestinale humaine, isolées éipde selles d'un enfant
agé de huit ans sont :E. coli, Enterococcus spctdlzacillus sp, Bifidobacterium sp., Clostridium spBacteroides sp. Les
espéces de Lactococcus lactis généralement et deodarcus lactis ssp lactis spécialement ont réwdlé activité
inhibitrice trés importante a I'égard des bactéri@sam positif (Clostridium sp et Enterococcus spiportante vis-a-vis des
especes Gram négatif (E. coli et Bacteroides s$p)égligeable vis-a-vis de Bifidobacterium spLattobacillus sp.
L’acide lactique produit par les souches ne jouelau effet antagoniste alors que des substancesatieenprotéique
(bactériocines) ont provoqué des zones d'inhibiffoportantes. Ces substances existent dans les gesngs bactériens et
sont fortement sensibles aux variations du pH (khgempris entre 5 et 7 semble optimum pour leuivaé) et aux
enzymes protéolytiques. L'inhibition semble plupdrtante vis-a-vis de bactéries gram positif, laicoe Lc.19 a donné le
meilleur pourcentage d’inhibition. Les bactériocinproduites par Lc.l9 ont exercé un effet transitesur les espéces
intestinales. Le nombre de Lactobacillus et Bifigicierium augmente avec le temps d’'incubation mémésda disparition
de I'espéce lactique. Alors qu'il diminue pour Glaium sp., Enterococcus sp., E. coli et Bacteesidp. au bout de 6
jours de contact avec les lactocoques. Ces val@vigmnent aux taux normaux apres 7 jours. A tracessrésultats, nous
pouvons conclure que les espéces de Lactococctis Eurvivent en harmonie avec les espéces bardelm flore
intestinale (Lactobacillus sp. et Bifidobacterium)set limitent, de facon transitoire, la proliféran des souches nuisibles
(spécialement Clostridium sp. et Bacteroides sp.)

MOTS-CLES Bactéries lactiques extrémophiles, flore intedén@sidente, activité antagoniste, bactériocines.
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1. Introduction

L’homme a linstar des animaux vit continuellememt association avec la population de microorganisme
complexe habitant son tractus intestinal. Les itigaSons récentes ont mis en évidence le roleialugie joue
la microflore intestinale dans le maintien et I'dioi@tion de la santé. Cette microflore est fortatafluencée
par I'alimentation. Parmi les bactéries lactiquesbpptiques, le groupe de levains lactiques médephauxquels
les lactocoques appartiennent a pris une place giarggand nombre d’études, car cette souche peesew
innocuité et une capacité a produire des substangesaverent avoir une activité antagoniste irspi@nnante
vis-a-vis d’autres especes bactériennes. De nombsettudes ont été réalisées sur les bactérisgesiicomme
probiotiques dans le but de mieux maitriser letetefbénéfiques, mais on ne sait pratiquement quedp leur
devenir aprés ingestion et de leur mécanisme dagtiin et al., 2005) et la question qui se posece que les

lactocoques qui traversent les barrieres physiglags et atteignent le colon sont métaboliquemeivea® Dans
ce contexte, s'inscrit notre étude dont les objge®isés sont les suivants :

— Sélection, in vitro, de souches de Lactococcudislaextrémophiles (résistantes aux barrieres
physiologiques du tube digestif qui sont représntpar I'acidité corrosive de I'estomac, les sels
biliaires et les espéces de la flore intestinale) ;

- Etude de l'activité antagoniste des souches lagigextrémophiles vis-a-vis des espéces intestinales
isolées dans le but de la sélection de souchegatéee probiotique qui ont la capacité d’amélidesr
effets bénéfiques de la flore intestinale et

- Etude préliminaire des substances responsablésigedction.

2. Matériel et méthodes

L'’ensemble de ce travail a été réalisé au labaeatde bioressources naturelles locales (F.S.A.8HB
Chlef.) ; Laboratoire d’hygiéne de la wilaya de €hkt le laboratoire d’analyse biologique, El fah, Chlef.

2.1 Matériel

2.1.1. Matériel biologique

— 20 Souches de Lactococcus lactis isolées et itksgipar Nehal, (2006) au laboratoire de bioresssur
naturelles locales (U.H.B.Chlef) a partir de plusgerégions de périmetre de moyen Cheliff .

- Espeéces de la flore intestinale isolées et idéetfia partir de selles d’'un enfant 4gé de huit ans.
2.1.2. Milieux de culture

- Milieu Mueller — Hinton agar, Bdlon de croissance,
- Bouillon M17 et MRS otiillon TSB (tryptic soja bilié),
— Bouillon MRS cystéine,

2.2. Méthodes

2.2.1. Etude de la survie des souches lactiques anconditions extrémes du tube digestif

Le but de cette étude est de sélectionner des ssudlstiques extrémophiles qui peuvent résister aux
barrieres physiologiques du tube digestif (pH stoahdas, péristaltisme intestinale et concurreraddienne
au niveau du gros intestin). La méthode utiliséecelie de Dilmi Bouras et al.,(2002) qui consiateréparer
deux fractions de bouillon M17 dont la premiére déépourvue de sels biliaires alors que la deuxieste
additionnée de 0,3%. Chaque fraction va subir agidsion en trois parties un ajustement du pH @audition
du HCI) a 2,5-4,3 et 6,5. A ces différentes fratsicont additionnées : 3 % d'inoculum d’une souelséque
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pure ou d'une association bactérienne. Ces frecsomt ensuite incubées a 37°C ou la croissancéedasnts
est contr6lée par dénombrements sur boites depeétdiant les intervalles de temps suivant : Oly,@h, 24 h,
48 het 72 h.

Pour estimer le nombre des bactéries qui atteigfietestin apres leur passage a travers I'estorigaput
préparer un bouillon M17 a pH 6,5 additionné de &8'Foculum d’une flore intestinale standard obténpartir
des selles d'un enfant agé de huit ans. Ce milgtuneculé par 3 % d'une souche lactique pureajéié
préalablement cultivée dans un milieu M17 a pH geBdant 3 h. Le suivi de la survie des lactocoqres
présence des espéeces de la flore intestinale @&érgar des dénombrements successifs a différgatyalles
detemps: 0, 3, 6, 24, 48 et 72 h.

2.2.2. Etude de l'interaction de lactococcus lasp et des espéces isolées de la flore intestigsidente
2.2.2.1. Préparation des pré-cultures bactériennes

Les bactéries lactiques sont ensemencées danslEssdui contiennent 9 ml de milieu M17, les tubest
incubés pendant 18 h a 30°C, des dénombrementessifscont été réalisés dans les intervalles degem
croissant (0 h, 2 h, 6 h et 18 h). Les espéceshaches représentatives de la flore intestinadeleéte sont
repiquées dans leurs milieux de croissance s&ezttincubées a 37°C pendant 18 h .Aprés incubajisgiques
colonies sont reprises a partir de chaque espéte dizs bouillons de croissance sélectifs et incubég7°C
pendant le temps nécessaire pour que la chargériescte de chaque espeéce atteint les valeurs geuldns les
selles.

2.2.2.2. Méthode de disque ou porte germe
Elle consiste selon Tadesse et al. (2004) a :

— inonder en surface les boites de Pétri contenamilleu MHA par quelques millilitres des pré cuksr
de la souche intestinale (souche indicatrice),

— laisser sécher les boites pendant 30 min a 37{tésaséchage, déposer a la surface de la gélose des
disques en papier buvard stérile préalablementégms par la pré culture des bactéries lactiques,
ensuite sécher encore une fois les boites pen@amir§

— mettre les boites & 4°C pendant 4h pour assuudifflsion des substances responsables de I'inieract
enfin incuber les boites a 37°C pendant 24h.

— L’inhibition de la souche indicatrice se traduit pa formation de zones claires autour des disgloes
le diamétre est mesuré a partir du centre du disguam.

2.2.3. Localisation des substances responsabl&mtiraction

A partir d’'une culture des souches lactiques eremiV 17 liquide, incubée pendant 24h a 37 °C, elnme
de 50 ml de culture est centrifugé 10 min a 10 @0@s/min, les tests d'inhibitions sont réaliséesnme
précédemment citée a la fois sur le surnageantéseptant la fraction extracellulaire, et sur ldotu
correspondant a la fraction cellulaire (Labiouip3Q

2.2.4. Identification des substances responsalddrderaction

Les lactocoques sont connus par leur capacité dupeodeux catégories de substances antibactésenne
('acide lactique et les bactériocines). Afin d'éier I'effet de chaque substance sur les espécda flere
intestinale, une méthode basée sur I'éliminationndconstituant au profit de l'autre est adaptéde Ebt
pratiquée selon les étapes suivantes :

2.2.4.1. Préparation de la culture bactérienne

Dans un erlenmeyer stérile, ensemencer 20 ml de pat Tes souches lactiques qui ont donné les enedb
inhibitions, ensuite agiter cette préculture a uitesse de 100 tours /min et incuber a 30°C pentl@ri. La
préculture déja préparée est utilisée comme unuloot a raison de 10% pour ensemencer 100 ml de M17
contenu dans un erlenmeyer de 500 ml, cette prépaest incubée a 37°C pendant 24 h.
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2.2.4.2. Elimination de I'effet de I'acide lactique

Aprés 24 h d'incubation a 37°C, la culture bactme est centrifugée a une vitesse de 6000 tr/midgre 2
min. Cette centrifugation est suivie par une filom a l'aide d'un filtre de diamétre 0,45um et sabir un
ajustement du pH a 6,5 par la soude (NaOH) 1N dffiminer I'effet de I'acide lactique. Une étape d
décoloration par le charbon actif est nécessaite gliminer les impuretés (Amrouche, 2003). L'effgtibiteur
probable des bactériocines sur les especes der&ifitestinale est testé par la méthode des disipaéquée
préalablement.

2.2.4.3. Elimination de I'effet des bactériocines

Le surnageant obtenu apres la centrifugation dauiire bactérienne, préparé comme précédemment, es
chauffé & 121°C pendant 30 min. Ce surnageanttiiséour étudier son effet sur les espéeces diofte
intestinale par la méthode des disques.

2.2.5. Effet des conditions du tube digestif saction des bactériocines
2.2.5.1. Effet du pH

Mettre dans des tubes a essai 5 ml du surnagesss B@limination de I'effet de I'acide lactiquensuite
ajuster les valeurs du pH de 1 a 9 (chaque tubejesté & une valeur) par I'addition du NaOH etdouHcl.
Aprés 2 h d'incubation a 37°C, tester I'activitésdmirnageants vis-a-vis des espéeces intestinalda pa&thode
de portes germe (Vinod Kumar et al., 2006).

2.2.5.2. Effet des enzymes digestives

Dans trois tubes a essai, mettre 5 ml du surnaggaes élimination de I'effet de I'acide lactiquesuite
ajouter au premier tube 1 mg/ml de trypsine, awigete 1 mg/ml de pepsine A et au troisieme 1 mglenk
chymotrypsine, aprés 2 h d’incubation a 37°C latdi des surnageants est testée par la méme méf¥ioel
Kumar et al., 2006).

2.2.6. Détermination de la charge des espécestin&ss aprés l'interaction par la méthode de crgtumixte
(co-culture)

Cette méthode est utilisée pour calculer le nondle® espéces intestinales (indicatrices) apregiaation.
Elle est réalisée selon Haines et Harmon, (1978)'ipaculation d’'un bouillon de croissance (TSBjeg une
souche intestinale dont le nombre des coloniesedsat trouvé dans les selles et de la bactériegiaetdont la
charge initiale est celle qui résulte de 'étudelaesurvie des lactocoques a pH 6,5 en présenda fere
intestinale. Aprés incubation a 37°C, on procedeaénombrement des bactéries lactiques et deuleheo
intestinale respectivement sur les milieux appégppendant les intervalles de temps : 0 h, 16 h, 28 h, 72 h,
96 h, 144 h, 168 h et 198 h.

3. Résultats et discussions
3.1 Etude de la survie des souches lactiques dasscbnditions extrémes du tube digestif
D’aprés les résultats de la survie, nous pouvomelace qu'a pH 2,5 en absence ou en présence de sel

biliaires , les souches lactiques pures ou en &t présentent une sensibilité variable. Alaus ¢ pH 4,3 est
idéal pour la croissance bactérienne surtout earsiesde sels biliaires (figure 1) .
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Figure 1 : Evolution de quelques souches de Lactmeolactis a pH 4,3 en absence de 0,3 % de sels
biliaires.
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Figure 2 : Evolution de quelques souches de Lactmgs lactis a pH 6,5 en présence de 3 %.

Lorsque 3% de la flore intestinale est additionaééouillon de croissance a pH 6,5, le nombre tiales
bactériennes diminue d’une maniére non signifieaffigure 2).

La résistance des lactocoques aux variations dwegtHdue a leur matériel génétique et a leur capacit
produire une réponse adaptative au stress acidenedm montre Kim et Dunn, (1999) ; Even et al.,200
Malgré que les lactocoques aient la capacité delym® des substances antagonistes (acides lactiefues
bactériocines) vis-a-vis des espéces de la flaestimale (Vinod Kumar et al., 2006), ils sont ipables de
s’implanter durablement dans le colon parce quebkestéries de la flore autochtone limitent I'adbésila
persistance et le développement des souches lastaguniveau intestinal.

L'étude statistique des résultats qui repose sumalyse de la variance paramétrique (ANOVA parameét)
a l'aide de logiciel XLStat (version 5.7). 2007 awe seuil de signification = 0,05% et une moyenne critique
de 7 nous a permis de classer les souches testéesie groupes : Le premier groupe est celui das sspéces
non extrémophiles Tandis que le deuxiéme est delsiextrémophiles et il est représenté par leshesygures :
Lc.I3, Lc.I5, Le.l7, Le.19, Le.l11, Le.l12, Le.l13lc.dl, Lc.d3, Lc.d4, Lc.cl, Lc.c2, Lc.c3 et Bssociations
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Ic.I3 Ic.cl lc.dl (Al) - Ic.I5 Ic.cl Ic.d4 (A2)le.19 Ic.c2 Ic.d2 (A3) - Ic.l9 Ic.c3 Ic.d1 (Ad)le.I11 Ic.c3 Ic.d3
(A5) - Ic.123 Ic.cl Ic.d2 (A6) et Ic.I13 lc.c2 &l (AT7).

3.2. Activité antagoniste des souches extremdphiled.actococcus lactis vis-a-vis des espéces intdss

Les souches lactiques ne présentent pas le mérogespiaction vis-a-vis des espéces intestinakelies
montrent des variations plus ou moins importanigsdgpendent en premier lieu de la souche intdstiake-
méme (indicatrice) et de la souche lactique (cible)

3.2.1. Vis-a-vis des espéces Gram négatif ( E.etdBiacteroides ssp.)

D’apreés les résultats obtenus, il en ressort quaupart des souches pures de Lactococcus lagtidasgis
sont a l'origine de zones d'inhibitions importantestre E. coli ( figure 3)et Bacteroides ssp.Uf@g4) ou les
diamétres varient entre 10 et 30 mm. Par contrepis espéce cremoris et le biovar diacetyladbist pas
d’effet inhibiteur important et les diamétres diintion n’ont pas dépassé 7 mm.

Figure 3 Activité inhibitrice deLc .l;,Lc .ly etLc .l;3 SurE. coli.

Figure 4 : Activité inhibitrice deLc .ly Lc .d, etLc .G surBacteroidesSp.
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Alors que parmi sept associations testées, traguement ont révélé une activité antagoniste reoalg et
sont représentées par Al, A3 et A4.

3.2.2. Vis-a-vis des especes Gram positif ( Entaroas ssp. et Clostridium ssp.)

Le diameétre des zones d'inhibition vis-a-viskfiterococcus spst plus important que celui trouvé envers
coli. A titre d’exemples les souchks.l; Lc.l; Le.lg Lc.lyy, Le.h, et Le.liz ont donné des diamétres d'inhibition
qui varient entre 25 et 37 mm (figure 5). De mé&mgaines sous espécesademoriset diacetylactisont montré
une inhibition importante. Les associations A8A4 ont provoqué une trés bonne inhibition de I'espece
Enterococcus spavec des diametres de 20,2 et 30 mm respectivesimnst que les autres n'ont révélé qu’une
faible inhibition (Zi < 6 mm) comme I'associatiorlA

Les especes lactiques pures ont provoqué une tiohibmportante deClostridium sp.ou les diametres des
zones oscille entre 29 et 32 mm pour les souscespéctis, 15 et O pour les sous espéces de cremoris et
diacetylactis(figures 6) mais nous avons détecté que les agEmts testées ont donné des diameétres qui varient
de 25 mm a 0,00 mm.

Figure 5: Activité inhibitrice de,Lc 4 Lc .l;,et Lc .k3 sur Enterococcus sp.

Figure 6: Activité inhibitrice de Lc 4 Lc .diet Lc .g sur Clostridiunsp.
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3.2.3. Vis-a-vis de Bifidobacteries et Lactobasillu

Contrairement aux résultats trouvés avec les aespsces, les souches lactiques pures ou en dssocia
n'ont pas d'effet inhibiteur contre les Bifidobagés ou les Lactobacilles. Nous avons enregisti® zbmes
d’inhibitions avec des diameétres faibles voire poilir toutes les espéces testées.

Les treize souches lactiques pures testées praseame activité antagoniste trés importante vissades
especes Gram positif, importante vis-a-vis des aspésram négatif de la flore intestinale humainaisa
gu’aucun effet n'a été observé sur Bifidobactermur_actobacillus, a cause de la capacité de cesdiEmiéres
espéces a produire des substances antagonistésvigisde Lactococcus lactis Ces substances sont des
bactériocines dont le spectre d’action touche dpg@es taxinomiquement proches d’eux (Garnaak,e2002).
Nous avons remarqué aussi que la sous edpétis est plus active queremoris et diacetylactis, et que les
associations bactériennes n’ont pas montré uneraictiportante vis-a-vis des especes intestinalexeéeption
de A4, ceci est di a l'effet antagoniste entre lesches de la méme combinaison. Van Belkunale{1992)
assurent que les souchesl@etococcus lactis ssp. cremonpst la capacité de synthétiser des substanceescti
contre Lactococcus lactis ssp. cremoris et diacetylagtsméme contre d’autres bactéries lactiques. La
différence dans I'activité inhibitrice entre lesushes d’'une méme espéce est due a une faiblelbgimale
leurs acides nucléiques responsables des caraht&dstitaires (Sutra at., 1998).

3.3. Localisation des substances inhibitrices

A partir des meilleures zones d'inhibition, nou®as sélectionné sept souches purekat#ococcus lactis
ssp. lactis(Lc .I;, Lc .k, Lc .k, Lc .k, Lc .5, Lc .k, etlc .Lg), une de biovadiacetylactis(Lc .d;) et
I'association A4 pour localiser la ou les substaf@eesponsable (s) de l'interaction.

Les diamétres des zones d'inhibition trouvées ldes l'intéraction des souches cibles avec les culots
bactériens sont pratiquement nuls, ce qui configue les fractions cellulaires ne présentent audfien sur la
croissance des souches cibles, par contre, lesoftacextracellulaires (surnageants) présenterfodrpouvoir
antibactériens contrEnterococcus spClostridium sp, Bacteroides spet E. coli. Plusieurs études actuelles
montrent que les fractions bactériennes cellulairest aucun effet sur la croissance des souchdescipar
contre la fraction extracellulaire contient desstabces responsables de cette interaction (Achemeh@brini,
1997 ; Labioui etl. 2005). Les lactocoques sont capables de prodsing substances majeures (acide lactique
et bactériocines) responsables de I'effet antagems-a-vis des especes intestinales.

3. 4. Effet de 'acide lactique

Aprés élimination de I'effet des substances protésy(bactériocines et autres) ; I'activité de Haclactique
sur les espéces intestinales, étudiée par la métteddiffusion sur gel, se traduit par I'apparitide zones
d'inhibitions dont les diamétres sont négligeahlese nuls dans la plupart des cas. Les lactocopueduisent
majoritairement de I'acide lactique L (+) (Duwatadt, 2001 ), alors que plusieurs études ont réame I'effet
antagoniste de I'acide lactique est provoqué’'paide L (- ) ou D (+). Dans ce cadre, les travdexSutra et al.
(1998) confirment que linhibition des bactériesthmgenes ne dépend pas de la quantité d'acideguecti
produite par les bactéries lactiques, mais elldi@stau type (L (-), D (+) ou les deux) et a laniie dissociée ou
non de I'acide lactique.

3.5. Effet des bactériocines

A la lumiere des résultats trouvés, nous pouvomglace que les bactériocines produites par legmifftes
especes lactiques exercent :
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- un effet fortement inhibiteur de la croissance lolestéries Gram positif (Enterococcus sp et Clasimid

sp) ;

— un effet modéré « selon les souches » vis-a-viedeaces Gram négatif (E. coli et Bacteroides) ;

- et un effet négligeable a I'égard des bactériedigiaes (Lactobacillus) et pseudo- lactiques

(bifidobactéries).

Effectivement, Thauhault et al. (1991) ; Jack (1996nda et al. (2003) confirment que les bactégigsn
positif sont plus sensibles a I'effet bactéricide lmactériostatique des bactéries lactiques ou detéhocines
produites par ces derniéres agissent sur les ctgram positif en formant des pores dans la manabr
cytoplasmique qui entrainent des perturbationsfalestions cellulaires. Les résultats auxquelssneammes
parvenus vont dans le méme sens que ceux trouvégimpad Kumar et al. (2006) qui ont isolé du radise
souche de Lactococcus lactis qui posséde unetéatintimicrobienne contre plusieurs espéces Grayatifié

3.6. Etude de I'influence des barriéres physiologes du tube digestif sur I'action des substancekilitrices

Les barrieres physiologiques qui peuvent influendaction des bactériocines sont représentées
principalement par le pH et les enzymes digestpreséolytiques. Afin d’étudier I'action de ces diémes sur
I'activité des bactériocines dans le tube digestifils avons sélectionné la souche Lc.l9 qui a doesézones
d’inhibitions maximales dans tous les cas.

3.6.1. Action du pH

L'activité des bactériocines ne se manifeste figativement qu'a des pH supérieurs a 4. Les aétvi
maximales sont observées a pH compris entre 5 dudlela du pH 7, I'activité des bactériocines dioe
rapidement pour s’annuler au pH 9 (figure 7).

|—'—E, coli —*— Enferococeus gsp —*— Clostridinn sgp —— Brateroides ssp
45 7
A0
35 1
307
231
207
15 4
10

5 -
0 I.-"‘ﬁﬂl;f/ = : T s

1 2 3 4 3 fi 7 a 9pH

d"inhdhition (M)

g
:
£
£
:

Figure 7: Effet du pH sur I'activité inhibitrice des badtigines produites par la souche Lwis-a-vis des
especes intestinales sensibles.

Des arguments de plus en plus majeurs s’accumeiliefdgveur de ce résultat ; Bogovic — Matijasic et &,
(1998) ; Gomes et al., (1998); Frenandez — Murgad. €2000) ; Vinod Kumar et al. (2006) ont démérue le
pH optimal de production des bactériocines parblestéries lactiques est 6,5, de plus, ils ont cowdfique
I'action de ces bactériocines est maximale au m@rhés,5). A travers ces résultats, nous pouvonsloos que
le pH intestinal est optimal pour la productionbde&tériocines et pour I'expression de son activité.
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3.6.2. Action des enzymes digestives

Apreés neutralisation du surnageant (pH 6,5) ettsitement par la trypsine, la chymotrypsine epdgpsine
A, son activité inhibitrice a disparu et les diareétdes zones d'inhibition ont été nuls, ce quu@ssue les
enzymes protéolytiques ont détruit ces substangiesogt de nature protéique.

Ce résultat confirme celui de Achemchem et Abrifl,997) qui ont trouvé, sur 100 isolats de baetri
lactigues 31 ont une activité inhibitrice sensilble moins a l'une des trois enzymes digestives ingp
chymotrypsine et pepsine A). A partir de cette étutbus pouvons conclure que les substances redpessie
l'intération sont des bactériocines et lintestirest un milieu favorable pour leur production etrleu
fonctionnement, mais cette production est en stiietation avec la présence des souches lactiquesvaau
colique, ce qui renforce I'obligation de sélectiendes souches extrémophiles qui peuvent survams té tube
digestif et exprimer leur activités.

3.7. Détermination de la charge des espéeces imakis apres l'interaction

Le nombre de Lactobacillus et Bifidobacterium araonne augmentation de deux unités logarithmiqais s
102 cellules/ml aprés 144 h d'incubation, le nomibeebactéries reste important méme apres la dispade
'espece lactique. Au contraire, une diminution aequable de la charge bactérienne de Clostridium sp
Enterococcus sp., E. coli et Bacteroides sp. eoBsérvée apres 6 jours de contact avec les laatesodies
charges des espeéces intestinales reviennent aeprsahitiales aprés 7 jours d’incubation, ce quiftme que
la substance produite par Lc.I9 a exercé un &tiesitoire sur les especes intestinales (figure 8)

—#-Lc 9 —=—E.col Ermterococcus ssp —— Clostridimm ssp
—*— Bacteroides =zp —s— Bifidobacteriizn 55— Lactobacihe =5p
12

0 18 24 45 7 el 120 144 168 102
Temp= (h}

Figure 8: Evaluation du nombre des espéces intestinalés ket souche Lglaprés 192 h d’incubation

Par ailleurs, Bernbom et al. (2005) ont étudiéfilience de Lactococcus lactis sur les espéces flera
intestinale chez des rats xénobiotiques (colonisésdes espéces intestinales d’origine humaine.résultats
trouvés montrent une augmentation significativendmbre de Bifidobacterium et Lactobacillus dansseles
des rats et une diminution du nombre d’ Enterocseqlamns l'ilioen, le caecum et le colon dans un@pérde 8
jours a été observée. A partir de cette étudasssart que les bactériocines produites par lesedaques sont
capables de modifier la répartition des espéctsstinales dans le colon méme en absence de ldeouc
productrice. Donc l'adhésion et la persistance eteeaderniére pendant une lente durée dans le oddsh pas
obligatoire pour que les bactériocines exercensleffets.
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4. Conclusion :

Dans la premiére partie, I'étude de la survie deglvisouches dé.actococcus lactispure et de dix
associations bactériennes nous a permis de séleetidreize souches pured ¢.ls, Lc.ls, Lc.k, L.y Lc.hy,
Lc.ly,, Le.s, Le.d, Le.d, Le.dy, Le.g, Le.g, Le.g) et sept associationk (zlc.c;lc.d; - Ic.dslc.c;lc.ds - Ic.lglc.cs
lc.d; - Ic.lglc.cylc.d; - Ic.lyg le.csle.ds - Ic.dyzlc.c lc.dy - Ic.lizlc.cp Ic.dy) résistantes aux conditions extrémes du
tube digestif et qu’on a qualifié d’extrémophiles.

L'étude de Il'activité antagoniste des souches extphiles sélectionnées et des espéces isoléesfleda
intestinale a donné les résultats suivants :

— Les espéces de Lactococcus lactis en général leaadecoccus lactis ssp lactis spécialement ontléévé
une activité inhibitrice trés importante a I'égatels espéces intestinales Gram positif (Clostricipnet
Enterococcus sp), importante vis-a-vis des Granatifé(E. coli et Bacteroides sp.), alors que cette
activité est négligeable vis-a-vis de Bifidobaaiarisp.et Lactobacillus sp. les substances resplassab
de I'activité inhibitrices se localisent dans lesctions extracellulaires ;

— Un pH compris entre 5 et 7 semblerait optimum pleufonctionnement des bactériocines (le pH
intestinale = 6,5). Les enzymes protéolytiques ¢pep A, trypsine et chymotrypsine) ont altéré
complétement I'activité antagoniste des bactéresin

- la substance produite par Lc.l9 a exercé un éféetsitoire sur les especes intestinales. Lestedsul
obtenus montrent que les espéces de Lactococdiss dacvivent en harmonie avec les espéces banales
de la flore intestinale tandis gu’elles limiteng dacon transitoire, la propagation des souches qu
peuvent toucher la santé de 'homme (spécialem€ldstridium sp. et Bacteroides sp.). Cette présenc
transitoire a deux corollaires : d’'une part, legetsf ne sont durables et observables que lors de
consommation prolongées de bactéries lactiquewuti®'gart, le consommateur reste libre d’avoir ou
non des lactocoques dans son tube digestif epoeiale laps de temps qu'il désire.

En perspective, il serait intéressant d’envisagg®€tudes suivantes :

— Elargir la gamme des souches testées par l'inttaatud’autres espéces intestinales ;

— Suivre l'effet des bactériocines sur les espécda flere intestinale in vivo ;

- ldentification et purification des bactériocinegguites ;

- Essai d’application des bactériocines pour contiéke charges des espéces intestinales.

Références bibliographiques

Achemchem F. et Abrini J., (1997). Production deté&aocines par des bactéries lactiques a partjbdn de
chévre du Nord du Marodournal of Applied Microbiology70: 660-669.

Amrouche L., (2003). Purification et caractérisataiune bactériocine produite par des Streptocotpmmjues
mésophiles (Lactocoques) isolés localemdfémoire de magistetJniversité INA, Elherrache, Alger. PP : 1-
59.

Bernbom N., Rask Licht T., Brogren C. H., Birthe Jbhansen Anette., badiola I., Vogensen K. et INay1B.,
(2005). Effects of Lactococcus lactison composition of intestinal microbiota : Role Mfsin. Applied and
Environmental Microbiology72 (1) : 239-244.

Dilmi Bouras A., (2002) .Survie dstreptococcus thermophiles Lactobacillus bulgaricugt leur action sur la
métabolisme du cholestérdlhése de doctorat d’étdty\A, El Harrach, Alger.

Collins Y. F., MC Sweeney P. L. H. et Wilkinson K., (2003). Evidence of a relationship between lgsi® of
starter bacteria and lipolysis in Cheddar cheesmgluipening.Journal of Dairy Researcty,0 105-113.



44  Revue Nature et Technologie. n° 01/Juin 2009

Duwat P., Sourice S., Cesselin B., Lamberet G.p\Hd Gaudu P., LE Loir Y., Violet F., Loubiere &t Gruss
A., (2001). Respiration capacity of the fermentir@gteriumLactococcus lactiand its positive effects on growth
and survivalJournal of Bacteriology18315): 4509-4516.

Even S., Lindley U. D., Loubi7re. P., cocaign-bausiy, (2002). Dynamic reponse of catabolic pathwhy
autoacidification inLactococcus lactistranscript profiling and stability in relation ofietabolic and energetic
constraints. Mol. Microbiol. 451143 1152.

Garnau S., Martis N. et Vederas J. C., (2002). peptides bacteriocins produced by lactic acid bicte
Biochimie, 84 577-592.

Gomes A. M., Malcata Y. F. et Claver F. A. (1998yowth enhancement of bifidobacteriurdournal of Dairy
Science81:1817-2825.

Haines W. C. et Harmon L. G., (1973). Effect ofes#d lactic acid bacteria on growth $faphylococcus
aureusand production of entertoxidournal of AppliedMicrobiology, 25 436-441.

Kim W. S. et Dunn N. W., (1999). Differenciation loictococcus lactis subsp lacasdsubsp cremoristrains
by their adaptative reponse to strédsSMS Microbiology Letterl71 57-65.

Labioui H., Laroussi E., EL Yachioui M. et Ouhssilk, (2005). Sélection de souches de bactérieslaes
antibactérienne®ulletin Soc Pharm. Bourdeauk44: 237-250.

LinH. C.,, SUB. H,, Chen A. C,, Lin T. W., Tsai €., Yeh T. F. et Oh W., (2005). Oral probioticsluee the
incidence and severity of necrotizing enterocoiitisery low birthweight infantediatrics,115: 1-4.

Nehal F., (2006). Isolement et caractérisationalelses dé.actococcus lactia partir de différents laits dans le
périmétre du moyen ChelifiMémoire de magistelniversité de Chlef : 99p.

Onda T., Yanagida F., Tsuji M., Shinohara T. et dtskka K. (2003). Production and purification of a
bacteriocin peptide produced bgctococcusp. strain GM0O05, isolated from Miso-padteernational Journal
of Food and Microbiologg7 (1-2): 153-159.

Song H. J. et Richard J. (1997).Antilisterialidtt of three bacteriocins used at sub minimaliliitory
concentrations and cross-resistance of the susvitmiernational Journal of Food MicrobiologyB6(2), 155-
161.

Sutra L., Federighi M. et Jouve J. L., (1998). Meinde bactériologie alimentaire. EPOLYTECHNICA
Paris, 308) : 31-249.

Tadesse G., Ephraim E. et Ashenafi M., (2004) e8ssient of the antimicrobiol activity of lactic @ddiacteria
isolated from borde of Shamita, traditional Ethapifermented beverage, on some food borne pathagehs
effect of growth medium in the inhibitory activiyood Safety5: 13-20.

Van Belkum M. J., Kok J. et Venema G., (1992). Haeteriocin lactococcin A specifically increasés t
permeability of lactococcal cytoplasmic membramea voltage-independent, protein-mediated mantwemnal
of bacteriology 173 7934-7941.

Vinod Kumar J., Somesh S. et Neerja S., (2006)d&etion, purification, stability and efficacity dfcteriocin
from isolated of Natural Lactic acid fermentatiohvegetablesFood technology and Biotechnologd (3):
435- 439.



