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Résumé

Les bactéries lactiques sont présentes dans de nombreux milieux naturels, et sont
associées aux produits laitiers et aux aliments fermentés a base de céréales, de Iégumes et de
viande. Au fil des décennies récentes, la résistance aux antibiotiques de ces especes
bactériennes bénéfiques a suscité des inquiétudes ; il existe un risque associé a la capacité de

ces souches lactiques a transmettre ou a recevoir des genes de résistance.

Au cours de cette étude, nous avons testé la sensibilité de quelques souches de bactéries
lactiques autochtones originaires de produits laitiers locaux , genre Lactobacillus, vis-a-vis les
antibiotiques. Apres la revivification et la confirmation de la pureté de cing souches de
Lactobacillus, un antibiogramme a été réaliséen utilisant la méthode de diffusion sur gélose.
Les résultats du test ont montré une sensibilité de toutes les souches lactiques envers 6
antibiotiques : l'amoxicilline (25pg), la gentamicine (120pg), doxycyline(30ug),
Spiramycine(100ug), Rifamycine (5ug), Chloramphenicol (30ug) Par contre, ces souches ont

présenté une résistance totale a la vancomycine (5ug).

Mots clé : Bactéries lactiques, Lactobacillus, antibiotique, résistance, antibiogramme.



Abstract

Lactic acid bacteria are found in many natural environments, and are associated with
dairy products and fermented foods made from cereals, vegetables and meat. In recent decades,
antibiotic resistance in these beneficial bacterial species has raised concerns; there is a risk

associated with the ability of these lactic strains to transmit or receive resistance genes.

In this study, we tested the antibiotic susceptibility of several strains of autochthonous
lactic acid bacteria of origin local dairy products, genus Lactobacillus. After reviving and
confirming the purity of five Lactobacillus strains, an antibiogram was carried out using the
agar diffusion method. Test results showed sensitivity of all lactic acid strains to 6 antibiotics:
amoxicillin (25ug), gentamicin (120ug), doxycycline (30ug), Spiramycine (100ug), Rifamycin
(5ug), Chloramphenicol (30ug). On the other hand, these strains showed complete resistance to

vancomycin (5ug).

Key words: Lactic acid bacteria, Lactobacillus, antibiotic, resistance, antibiogram.
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Introduction

Les bactéries lactiques (BL) sont un groupe hétérogéne de bactéries, dont beaucoup ont
re¢u un statut de sécurité généralement reconnu (GRAS) ou de présomption d’innocuité
reconnue (QPS). Ces bactéries sont largement présentes dans la nature, y compris dans les voies
gastro- Intestinales et urogénitales des humains et des animaux, et sont présentes dans de
nombreux aliments fermentés comme les cornichons salés, les olives et différents produits a
base de lait comme les fromages et les yaourts (Mendes et al., 2013 ; De Lacerda et al., 2016
; da Costa et al., 2019).

Les BL sont traditionnellement associées aux produits laitiers et aux aliments fermentés
a base de céréales, de légumes et de viande, soit en tant qu'intrants intentionnellement ajoutés,
soit en raison de leur présence naturelle entrainant une fermentation spontanée. Certaines BL
sont également utilisées comme probiotiques ajoutés pour conférer des avantages sanitaires aux
consommateurs ou pour améliorer la production Animale. A cet égard, les espéces de BL sont
économiquement tres importantes pour l'industrie de l'alimentation humaine et animale
(Mendes et al., 2013; de Lacerda et al., 2016; Chiocchetti et al., 2019).

Comme les BL sont présentes dans le tractus gastro-intestinal en grandes quantités et
sont également ajoutées intentionnellement a notre alimentation, la résistance aux antibiotiques
de ces espéces bactériennes bénéfiques a suscité des inquiétudes. Par exemple, les BL
résistantes a certains antibiotiques pourraient étre bénéfiques pour I'nh6te (humain ou animal) en
contribuant a maintenir I'équilibre du tube digestif en cas de diarrhée causée par un traitement
antibiotique (Vieco-Saiz et al., 2019).

Au cours des dernieres décennies, on s'est inquiété de la possibilité d'une propagation
de la résistance aux antibiotiques dans l'environnement. Selon 1’Autorit¢ Européenne de
Sécurité des Aliments (EFSA) (2005), on estime qu'entre un et dix millions de tonnes
d'antibiotiques ont été libérées dans la biosphére au cours des 60 derniéres années. Cela a
conduit a une tres forte pression sélective pour I'apparition de souches bactériennes résistantes.
Les bactéries pathogenes et leur résistance aux antibiotiques ont été au centre des
préoccupations, car les infections causées par ces micro-organismes résistants sont non
seulement plus compliquées a traiter, mais le traitement est beaucoup plus colteux en raison

des soins plus intensifs et plus longs nécessaires dans ces cas (Vieco-Saiz et al., 2019).

Cependant, il existe un risque associé a la capacité des souches de bactéries lactiques

résistantes a transmettre leur facteur de résistance (gene) a d'autres bactéries, éventuellement



pathogénes. Cela pourrait compliquer le traitement d'un patient atteint d'une infection ou d'une

maladie bactérienne résistante aux antibiotiques (Semedo-Lemsaddek et al., 2018).

Donc, 'objectif principal ce travail est I’étude de la sensibilité de quelques souches de

bactéries lactiques, du genre Lactobacillus, autochtones vis-a-vis des antibiotiques.

Ce manuscrit est structuré en deux parties. La premiere partie est consacrée a une
synthése bibliographique mettant 1’accent d’une part, sur les bactéries lactiques et notamment
les lactobacilles, et d’autre part, des généralités sur les antibiotiques et la résistance aux

antibiotiques.

La deuxiéme partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres, le chapitre de
matériel et méthodes et le chapitre des résultats et discussion. Enfin le manuscrit est achevé par
une conclusion générale qui souligne les résultats marquant de ce travail et présente les

perspectives et les nouvelles orientations que devraient amener les travaux ultérieurs.
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I. Partie Bibliographique
I.1. Bactéries lactiques
1.1.1. Historigue sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (BL), des micro-organismes ancestraux remontant a environ
trois milliards d'années avant les cyanobactéries, ont été exploitées depuis plus de 4000 ans
pour la fermentation alimentaire. Bien que leur utilisation ait été pratiquée sans une
compreéhension scientifique approfondie, l'objectif a toujours été de produire des aliments de

qualité supérieure avec une meilleure conservation (Boudersa et al., 2017).

Il a fallu attendre les travaux de Pasteur en 1857 pour établir une connexion entre la
fermentation lactique et les bactéries. La premiére culture bactérienne pure, celle de
Lactococcus lactis, a été obtenue et décrite par Joseph Lister en 1873, cité par Penaud (2006).
En 1904, Metchnikoff a isolé le "bacille bulgare™ (Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus)

présent dans le yaourt (Mechai, 2009).

Au début du XXe siécle, Elie Metchnikoff observe gque la longévité et la bonne santé
des paysans bulgares sont associéees a leur consommation de produits laitiers fermentes, ce qui
I'amene a suggérer que certains micro-organismes pourraient avoir des effets bénéfiques sur la

santé humaine (Daoudi et al., 2018).

Ces micro-organismes jouent un role crucial dans la préservation des aliments, suscitant
ainsi un intérét scientifique croissant au cours des derniéres décennies, bien que le concept des
BL ait été développé dés le début des années 1900. La premiére culture pure de Bacterium
lactis, aujourd’hui connue sous le nom de Lactococcus lactis, a été obtenue en 1873 par Lister
(Ketrouci, 2021).

Actuellement, les BL occupent la deuxiéme place en termes de production de biomasse,
juste apres les levures. Elles sont principalement utilisées dans I'industrie alimentaire pour la
fermentation des aliments, ainsi que dans l'industrie chimique pour la production d'acide
lactique et de biopolymeres. Leur importance dans le domaine de la santé humaine et animale

est en augmentation depuis quelques années (Brahimi, 2015).
1.1.2. Définition des BL

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de micro-organismes, des cocci ou
des batonnets Gram positif et catalase négative, produisant de 1’acide lactique comme produit

principal du métabolisme. Elles habitent divers milieux naturels et cohabitent avec I'activité

N3N



humaine en tant que bactéries présentes dans la flore commensale des muqueuses, telles que la
flore intestinale ou vaginale chez les humains et les animaux, ainsi que dans la flore alimentaire,
incluant les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales. Elles participent a de
nombreuses fermentations spontanées de produits alimentaires, ce qui les a fait reconnaitre
comme sdres (GRAS - Generally Recognized As Safe) (Dortu et al., 2009 ; Beldjilali, 2021).

1.1.3. Caractéristiques générales des BL

Les BL sont un ensemble diversifié de micro-organismes procaryotes
chimioorganohétérotrophes a Gram-positif, souvent immobiles et non sporulés. Elles ne
possédent ni catalase, ni oxydase, ni nitrate réductase et peuvent étre des anaérobies facultatifs
ou microaérophiles. Leur capacité principale est de fermenter les glucides en acide lactique (D
(-), L (+) ou DL) via les voies cataboliques d'Embden Meyerhof Parnas (EMP) et d'entner
doudoroff (Savadogo et Traore, 2011). En termes de forme, elles peuvent se présenter sous
differentes formes, telles que des coques sphériques (comme Streptococcus et Lactococcus),
des batonnets (comme les bacilles Lactobacillus), ou des formes ovoides (comme les

coccobacilles Leuconostoc sp) (Galvez et al., 2011).

Du point de vue nutritionnel, elles présentent des besoins complexes en acides aminés,
peptides, vitamines, sels minéraux, acides gras et glucides fermentescibles (Badis et al., 2005).
Elles peuvent se développer dans des plages de température allant de 10°C a 45°C et a des
niveaux de pH compris entre 4,0 et 9,5 (Salminen et al., 2004 ; Galia, 2011). Leur métabolisme
les classe en deux catégories : les bactéries homofermentaires qui ne produisent que de l'acide
lactique, et les bactéries hétérofermentaires qui génerent d'autres composeés tels que le CO»,

I'acide acétique et I'éthanol lors de la fermentation (Pilet et al., 2005 ; Raynaud, 2006).
1.1.4. Habitat des BL

Les BL sont des micro-organismes présents partout et peuvent étre trouvees dans divers
environnements. Elles sont souvent associées aux matiéres premiéres vegétales et animales,
ainsi qu'aux produits alimentaires fermenteés tels que les produits laitiers, la viande, les légumes
et les céréales, ou la fermentation peut se produire (Belyagoubi, 2014). Elles croissent en
présence de levure dans le vin, la biere et le pain (Menad, 2018). Elles existent soit de facon
indépendante dans I'environnement, soit en symbiose avec un hote, comme I'hnomme ou I'animal
(Belyagoubi, 2014). Certaines espéces se retrouvent également dans les voies respiratoires,

intestinales et génitales des humains et des animaux. (Bouguerra, 2021).



Tableau 1 : Milieux d’isolement de bactéries lactiques (Hassaine, 2013)

Lactobacillus

Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
Lb. delbrueckii subsp. lactis

Lb. acidophilus

Lb. gasseri

Lb. helveticus

Lb. cosei subsp. casel

Lb. casei subsp. pseudoplantarum
Lb. casei subsp. tolerans

Lb. casei subsp. rhamnosus

Lb. sake

Lb. curvatus

Lb. bavaricus

Lb. plantarum

Lb. bifermentans

Lb. Brevis

Lb. buchneri

Lb. kefir

Lb. renteri

Lb. Fermentum

Lb. confusus

Lb. viridescens

Lb. Sanfrancisco

Lactococcus

Lc. lactis subsp. lactis

Lc lactis subsp. lactis biovar diacetylactis ,
Lc. lactis subsp. cremoris

Lc. raffinolactis

Lc. Garviae

Leuconostoc
Ln. oenos

Pediococcus
Pc. pentosaceus,
Pc. acidilactici Pc. halophilus

Streptococcus thermophilus

Végeétaux

Yaourt, fromage

Lait, fromage

Bouche, tractus intestinal
Bouche, tractus intestinal
Fromage

Rumen

Fromage, fourrage

Bouche

Tractus intestinal

Végétaux, produits carnés
Végetaux, produits carnés, lait
Végétaux

Végétaux, fromage, produits carnés, bouche
Fromage

Végétaux, lait, fromage, tractus intestinal
Végeétaux, lait, fromage, bouche
Kefir .

Tractus intestinal, produits carnés
Végétaux, fromage, bouche
Végétaux

Produits carnés

Pain

Lait cru, laits fermentés, végétaux
Végétaux, lait

Lait

Lait caillé

Lait de mammite

Lait, produits laitiers, fruits, légumes, végétaux
en fermentation (choucroute), produits de
panification, Solutions visqueuses de sucres Vin
(absent dans le lait)

Végétaux, boissons (biére, cidre et vin) Matieres
vegetales, lait et produits laitiers Produits de

péche, anchois salé

Lait, produits laitiers,yaourt, levains artisanaux



1.1.5. Classification

La classification des BL en divers genres repose principalement sur des caractéristiques
telles que leur morphologie, leur mode de fermentation du glucose, leur croissance a différentes
températures, la nature de l'acide lactique produit, ainsi que leur tolérance aux concentrations
élevées de sel, d'acides ou de bases. De plus, des marqueurs chimiotaxonomiques comme la
composition en acides gras et les composants de la paroi cellulaire sont employés dans ce

processus de classification (Axelsson, 2004).

Dans les années 1990, les avancées dans les techniques moléculaires ont permis une
caractérisation plus détaillée des LB. En régle générale, ces bactéries ont une faible teneur en
GC (<50 mol %), bien que certains lactobacilles aient été observés avec une proportion allant
jusqu'a 57 mol % (Sun et al., 2015 ; Papadimitriou et al., 2016).

Les BL appartiennent au phylum des firmicutes, a la classe bacilli, et a l'ordre
Lactobacillales, qui englobe six familles : Streptococcaceae, Enterococcaceae,
Carnobacteriaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et Aerococcaceae. Ces familles
comptent 38 genres, parmi lesquels 10 sont particuliérement associés aux aliments :
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium et Weissella (Vandamme et al., 2014;
Papadimitriou et al., 2016).

Actuellement, il existe plus de 400 especes lactiques avec plus d’une centaine chez
Lactobacillus qui est considéré comme le genre le plus large (Papadimitriou et al., 2016;
Mokoena, 2017) (Tableau 2).



Tableau 2 : Présentation des espéces des bactéries lactiques (Vandamme et al., 2014)

Aerococcaceae Abiotrophia Ab, defectiva 1
Aerococcus Ae. viridans 7
Dolosicoccus De. paucivorans 1
Eremococcus Ere. Coleocola 1
Facklamia F. hominis 6
Globicatella Glo, sanguinis 2
Ignavigranum 1g. ruoffice 1
Carnobacteriaceae Alkalibacterium Alk, olivapovliticus 9
Allofustis Af. seminis 1
Alloiococcus Al, otitis 1
Atopobacter Ap. phocae 1
Atopococcus Ac. tabaci 1
Atopostipes At. suicloacalis 1
Bavariicoccus B. seileri 1
Carnobacterium C. divergens 10
Desemzia D. incerta 1
Dolosigranulum Dg. pigrum 1
Granulicatella Gra. adiacens 3
Isobaculum Is. melis 1
Lacticigenium Lg. naphtae 1
Marinilactibacillus M. psychrotolerans 2
Trichococcus Tr. flocculiformis 5
Catellicoccus Cat. marimammalium 1
Enterococcaceae Enterococcus E. faecalis 43
Melissococcus Me. plutonius 1
Pilibacter Pi. termitis 1
Tetragenococcus Tet, halophilus 5
Vagococcus V. fluvialis 8
Lactobacillaceae Lacticaseibacillus Lacticaseibacillus 2
rhamnosus
Lactobacillus Lactobacillus acidophilus | 2
Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus 1
plantarum
Limosilactobacillus Limosilactobacillus 1
reuteri
Leuconostocaceae Fructobacillus Fru. fructosus 5
Leuconostoc Ln. mesenteroides 13
Oenococcus O. oeni 2
Weissella W. viridescens 15
Streptococcaceae Lactococcus Le. lactis
Lactovum Lv. miscens 1
Streptococcus S. pyogenes 78
Autres Bifidobacterium Bif. bifidum 41
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Dolosigrarnwliwurm

Propiornibacteriserrs

Bifidobacterizarr

Figure 1 : Schéma montrant I'arbre phylogénique basée sur la comparaison du géne de I'ARN
16S, en groupant les BL a faible pourcentage GC et la relation lointaine avec les germes a
Gram positif de haut pourcentage GC du genre Bifidobacterium et Propionibacterium
(Holzapfel et al., 2001).

1.1.6. Principaux genres des bactéries lactiques
1.1.6.1. Genre Lactococcus

Le Lactococcus, une BL a faible teneur en CG, se présente sous forme d'ovoides qui
s'associent en paires ou en chainettes de longueurs variables. Elle prospére a une température
mésophile optimale de 30°C et son métabolisme est anaérobie facultatif. En présence d’heme,
elle peut se multiplier en aérobiose. Sa surface est revétue d'une couche de polysaccharides liée
de maniére covalente au peptidoglycane de la paroi cellulaire, dont la structure varie entre les
souches. On retrouve le Lactococcus dans la sphére uro-génitale féminine, ainsi que chez divers
végétaux tels que les ceréales, les pommes de terre, les pois et les haricots. Cette bactérie est
abondante dans le lait cru des bovins et est largement utilisée comme levain dans les
fermentations laitieres (Teuber, 2015 ; Yu et al., 2017).
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Figure 2 : Morphologie en microscope électronique de Lactococcus lactis subsp lactis x1000
(Menad, 2017).

1.1.6.2. Genre Streptococcus

Le genre Streptococcus comprend la majorité des especes de Streptocoques. Ces
organismes ont un contenu en G+C de 35 a 46% (Pilet et al., 2005). Selon Scheilfer (1987), Ce
genre est généralement divisé en trois groupes : Pyogene (la plupart des especes pathogénes et
hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres streptocoques (Bouricha,
2018).

Les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoides qui ont un diamétre
inférieur a 2um avec une disposition en paires ou en chaines longues. La fermentation des
carbohydrates produit principalement de I’acide lactique mais il n’y a pas de production de gaz.
Leur température optimale de croissance est 37°C. Elles sont incapables de se développer a
15°C et a pH : 9.6. Beaucoup d’especes sont commensales ou parasites de 1’homme et des

animaux et certaines sont hautement pathogénes (Hamar, 2018).

La seule espece de streptocoques qui est utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus (Bouricha, 2018). Ce dernier espéce est présente dans les produits
laitiers, se distingue par son absence d'antigénes de Lancefield et son caractere non

pathogéne.C'est la seule espéce classée comme Streptocoque lactique (Pilet et al., 2005).
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Figure 3 : Streptococcus thermophilus au microscope électronique (Furet et al., 2004).
1.1.6.3. Genre Bifidobacterium

Elles sont des batonnets a Gram positif, anaérobies strictes et immobiles, ne produisant
pas de spores. Leur métabolisme est hétérofermentaire, et elles présentent une variabilité
importante dans leur composition en peptidoglycanes, avec un pourcentage de bases GC
compris entre 46 et 67%. Leur forme est trés variable, prenant des configurations en V, X ou
Y, cette derniere étant la plus caractéristique, ressemblant a des branches mais pouvant
également étre coccoides (Jian et al., 2001 ; Turroni et al., 2011). Leur pH optimal de
croissance se situe genéralement autour de 5,6 a 7, et elles se développent a des températures
comprises entre 37°C et 41°C (Axelsson, 2004 ; Biavati et Mattarelli, 2015).

Le genre Bifidobacterium, présent dans les produits laitiers, est un groupe probiotique
crucial (Issa et Tahergorabi, 2019). Sa production d'acide lactique et d'acétate induit une
baisse de pH défavorable qui inhibe la croissance d'autres micro-organismes (Delcenserie et
al., 2002). Ces bactéries possédent la capacité de coloniser l'intestin, ce qui favorise une bonne
santé intestinale et renforce le systeme immunitaire (Bottacini et al., 2010 ; Alegria et al.,
2012).
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Figure 4 : Bifidobacterium sp (Wallace et al., 2003).
1.1.6.4. Genre Enterococcus

Les Entérocoques sont des bactéries Gram-positif de forme ovoide, se trouvant soit
isolées, en paires, en courtes chaines ou en groupes, surtout lorsqu'observées a partir de cultures
sur un support solide. Leur morphologie montre souvent des cellules allongées dans la direction
de la chaine. Ces bactéries peuvent jouer un rble bénéfique dans la maturation et le
développement de I'ardme de certains aliments traditionnellement fermentés comme le fromage
et la charcuterie. De plus, elles sont utilisées comme probiotiques pour traiter les maladies

diarrhéiques causées par des pathogénes alimentaires (Svec et Franz, 2014).

Figure 5 : Enterococcus faecalis au microscope électronique (Wallace et al., 2003).
1.1.6.5. Genre Leuconostoc

Le genre leuconostoc a été établi pour la premiére fois en 1878 par van tieghem. Le

terme "Leuconostoc” Combine "Leukos", signifiant clair, avec "Nostoc", une cyanobactérie,
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pour former I'expression "Nostoc incolore” (Bendimerad, 2013). Ces bactéries sont des coques
gram positif, mésophiles et hétérofermentaires. Elles sont des aérobies anaérobies facultatifs
qui produisent de l'acide D (-) lactique, de I'éthanol et du CO2. Ces micro-organismes sont
présents dans divers environnements naturels, comme la microflore lactique des végétaux frais,

ainsi que dans des produits tels que le lait, les levains, les fromages (Benreguleg, 2015).

Les leuconostocs apparaissent comme des cellules sphériques immobiles, généralement
lenticulaires lorsqu'elles sont cultivées sur gélose, agencées en paires ou en chaines (Figure 6)
(Bendimerad, 2013).

Le genre Leuconostoc comprend 12 espéces microbiennes, principalement les L.
mesenteroides subsp cremois sont utilisé pour produire des substances aromatiques telles que
diacétyl et acétoine a partir des citrates du lait. Certains-especes de L. carnosum ont été
proposées pour la bioconservation des produits carnés emballés sous vide et entreposés au froid,
contre les listéria monocytogenes (Budde et al., 2003). Ce genre également important dans les

fermentations naturelles des produits d’origines végétales (Eom et al., 2007).

Figure 6 : Leuconostoc mesenteroldes au microscope électronique (Makhloufi, 2011).
1.1.6.6. Genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est le plus grand et le plus diversifié de la famille des
Lactobacillaceae. Ces bactéries utilisent le lactose, le glucose et d'autres sucres comme source
de carbone et produisent du lactate par un métabolisme homofermentatif, qui génere plus de 85
% d'acide lactique a partir du glucose, ou par un métabolisme hétérofermentatif, qui produit de

I'acide lactique, du CO2, de I'éthanol et/ou de l'acide acétique en quantités equimolaires. De
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plus, certaines especes du genre sont capables de réduire les nitrates. Ces bactéries productrices
d'acide peuvent prospérer dans des environnements a faible pH et empéchent la croissance
d'autres micro-organismes (Herbel et al., 2013 ; Al kassaa et al., 2014). Les Lactobacilles
jouent un réle crucial en microbiologie alimentaire, notamment dans le domaine de la nutrition
humaine, grace a leur implication dans la production d'aliments fermentés et a leur utilisation

comme probiotiques dans les produits pharmaceutiques (Foschi et al., 2017).
1.1.6.6.1. Caracteres morphologiques

Les LB présentent une diversité de formes, allant du bacille long et fin au coccobacille,
en passant par des formes de batonnets courts ou legérement flexueux. Ce sont des bactéries
Gram positif, non sporulées, souvent disposées en chainettes et généralement immobiles (Zohri
et Khoubzi, 2019).

Figure 7 : Lactobacillus acidophilus (Maghnia, 2011).

Il y’a un nouveau redécoupage du genre des Lactobacilles (Lactobacillus) en 25 genres : 24

neveaux genre plus I’ancien genre de Lactobacillus (Zheng, 2020).
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Régne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales
Famille : Lactobacillaceae

Genre : Lactobacillus

l Espéce : Lactobacillus acidophilus |

l Espéce : Lactobacillus gasseri |

Genre : Lactiplantibacillus

l Espéce : Lactiplantibacillus plantarum |

Genre : Lacticaseibacillus

| Espéce : Lacticaseibacillus rhamnosus |

| Espéce : Lacticaseibacillus casei |

Genre : Limosilactobacillus

| Espeéece : Limosilactobacillus reuteri |

Figure 8 : Nouvelle classification de Lactobacillus (Zheng, 2020).
1.1.6.6.2. Caracteres biochimiques du genre Lactobacillus

Les Lactobacilles ne possédent pas I'enzyme catalase et ne réduisent pas les nitrates. 1ls
se développent dans des conditions microaérophiles ou anaérobiques. Ces bactéries peuvent
présenter une pseudo-catalase et leur métabolisme est fermentaire, aboutissant a la production
d'acide lactique. Certaines espéces sont homo-lactiques, tandis que d'autres sont hétéro-
lactiques, produisant non seulement de I'acide lactique mais également des acides volatils, de
I'éthanol et du CO2 (Zohri et Khoubzi, 2019).

1.1.6.6.3. Caractéres culturaux

La majorité des lactobacilles se développent a des températures comprises entre 15
et 42°C. Certains types de lactobacilles "thermophiles™ survivent encore a 55°C, et certaines

soupes peuvent se développer a des températures allant de 2 a 55°C (Menad, 2017).

Le milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe) est optimal pour leur culture, favorisant

généralement une croissance dans une plage de pH de 5,4 a 6,4 (bien que certaines espéces,



telles que Lactobacillus suebicus, puissent pousser a un pH de 2,8). Leur croissance optimale
est obtenue en microaérophilie, bien que la majorité des graines soient généralement obtenues

dans des conditions aérobies facultatives (Belkezi, 2020).
1.1.6.6.4. Exigences nutritionnelles des lactobacilles

Les lactobacilles sont caractérisés par des exigences nutritionnelles nombreuses, a savoir
(Bahri, 2014) :

» Exigences en vitamine telles que : la pantothenate (B5), en niacine (B3) et en cobalamine
(B12). Les déficiences en vitamine B12 peuvent induire une diminution de la synthéese de
I’ADN et entrainer des changements morphologiques et les cellules deviennent

filamenteuses.

> Exigences en bases azotées comme la présence d’adénine, de cytosine, de

désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et d’uracile.

> Exigences en cations notamment les ions Mg*2et Mn?* ou Fe?* qui sont nécessaires pour la
croissance des Lactobacillus: 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 ’intégrité¢ des ribosomes et de la membrane cellulaire

des lactobacilles.
1.1.7. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques
1.1.7.1. Aptitude acidifiante

La fonction acidifiante des BL est hautement recherchée dans les industries alimentaires
car elle permet I'hydrolyse du lactose en glucose et en galactose par l'action de la béta-
galactosidase. Le glucose ainsi produit est généralement fermenté pour générer des composés
acides, du gaz carbonique ou de I'alcool, induisant ainsi une baisse du pH. Cette acidification
résultante peut influencer les odeurs et les golts des produits alimentaires. De plus, elle
contribue a limiter la croissance de flore pathogéne, ce qui est essentiel pour garantir la sécurité
alimentaire (Dib, 2015 ; Visintin et al., 2016).

1.1.7.2. Aptitude protéolytique

Les BL possedent des protéinases et des peptidases nécessaires a la dégradation des
protéines du lait en peptides et acides aminés, ceux-ci peuvent alors étre transformés en alcools
et en acides. Cette activité protéolytique intervient de ce fait dans les caractéristiques du produit

final, technologiquement, 1’activité protéolytique constitue un caractére trés important qui fait



des BL les seuls agents microbiens d’affinage de la majorité des fromages (Mahi, 2010). De
nombreuses protéases sont synthétisées par les BL qui peuvent étres des aminopeptidases,
dipeptidases ou tripeptidases, situées au niveau de la membrane plasmique ou dans le

cytoplasme (Bennama, 2012).
1.1.7.3. Aptitude lipolytique

Les activités lipolytiques des micro-organismes sont importantes pendant les étapes de
maturation de certains produits alimentaires, et ces activités contribuent généralement au
développement de différentes saveurs (Béal et al., 2008). Les BL ont une faible activité
lipolytique, mais leur role principal est de coopérer avec la lipase naturelle présente dans le lait
(lipoprotéine lipase), ainsi qu'avec les autres micro-organismes de la matrice, pour obtenir les

caractéristiques organoleptiques désirées (Gonzalez et al., 2010).

Les Lactocoques sont réputés pour leur capacité lipolytique supérieure a celle du
Streptocoque thermophilus et des Lactobacilles. Cette lipolyse est attribuée a I'activation des
enzymes intracellulaires de type lipase et estérase lors de l'autolyse bactérienne durant le
processus de fabrication. Ainsi, les lipases principalement hydrolysent les triglycérides, tandis

que les estérases hydrolysent les esters d'alcools, de phénols et d'acides gras (Atlan et al., 2008).
1.1.7.4. Aptitude aromatisante

Les BL possedent la capacité de synthétiser de nombreux composés aromatiques tels
que l’a-acétolactate, ’acétaldéhyde, le diacétyle, 1’acétoine et 2,3-butanediol, ainsi que
I’éthanol, 1’acétate et le formiate, principalement a partir du lactose, du citrate, des acides
aminés et des matieres grasses. Cette capacité est essentielle dans la fabrication de produits
laitiers fermentés tels que les laits fermentés, les fromages frais, les crémes et le beurre, ou

I'arbme caractéristique est attribuable & I'activité microbienne (Cholet, 2006).

Dans les produits alimentaires fermentés comme le fromage, la production
microbienne de composés aromatiques genere des saveurs distinctes. Par exemple, le diacétyle,
un élément essentiel de nombreux produits laitiers, confere a méme de faibles concentrations
une saveur typique et un aréme beurré au fromage (Ferrari et al., 2016). Issu du métabolisme
du citrate, le diacétyle posséde une activité inhibitrice contre les agents pathogenes alimentaires

et n'est pas présent dans toutes les bactéries lactiques (Thierry et al., 2015).

En plus de son potentiel antimicrobien, le diacétyle (butane 2-3 dione) joue également
un role clé dans le développement de saveurs aromatiques beurrées distinctives dans les

aliments, se trouve naturellement dans les fromages, le beurre et les produits laitiers (Li et al.,



2009 ; Jokovi¢ et al., 2014). Ce composé est synthétisé par le métabolisme du citrate (par
exemple, Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus) en utilisant le glucose, le lactose et

d’autres sources de carbone comme substrats (Rincon-Delgadillo et al., 2012).

En outre, certaines souches de bactéries lactiques, appelées BL non starters, sont
également essentielles pour le développement de I'aréme et de la texture des fromages pendant
leur affinage, ce qui contribue a leur qualité et a leur caractére distinctif (Kamimura et al.,
2019 ; Cuffia et al., 2020).

1.1.7.5. Aptitude texturant

C’est I’aptitude a synthétiser des éxopolysaccharides (EPS) (Fguiri et al., 2016) qui
sont soit excréte dans le milieu environnant, soit liés & la surface de la cellule sous forme de
capsule (Ai et al., 2008). De nombreux types de BL, comme les lactocoques, streptocoques,
lactobacilles et leuconostoc, peuvent produire des polymeres. Cette production augmente la
viscosité des milieux, épaississant ainsi les pates fraiches grace a la libération de
polysaccharides pendant la fermentation lactique, ce qui confere des propriétés texturantes
(Chamba, 2008 ; Jamet, 2009).

Les souches de Lb. delbrueckii ssp. Bulgaricus et Streptococcus thermophilus qui
produisent des EPS sont employées comme starters fonctionnels lors de la fabrication de
yaourts, afin d'améliorer la texture, prévenir la séparation du lactosérum et augmenter la

viscosité des produits finaux (Amatayakul et al., 2006 ; Durlu-Ozkaya et al., 2007).

L’utilisation des EPS produits par les souches Lactococcus lactis ssp. cremoiris est tres
prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Ruas-Madiedo et
al., 2005 ; Fguiri et al., 2016).

1.1.8. Propriétés antimicrobiennes des bacteries lactiques

Les propriétés antimicrobiennes des BL peuvent étre liées a divers éléments et sont le
résultat de l'interaction de différents facteurs biologiques issus de leurs activités métaboliques
(Chentouf, 2015). Elles produisent des composés ayant des effets bactéricides et
bactériostatiques (Bouzaid et al., 2016), tels que des acides organiques comme I'acide lactique,

du peroxyde d'hydrogéne et des bactériocines (Tableau 3).



Tableau 3 : Métabolites antimicrobiens de faible masse molaire sécrétés par les bactéries

lactiques autres que les bactériocines (Leonard, 2013)

Acide lactique toutes les bactéries lactiques Levures

Bactéries a Gram+/-

Acide acétique Bactéries lactiques Levures
hétérofermentaires Bactéries a Gram+/-
Diacétyl Lactococcus, Leuconostoc Levures
Jlactobacillus,Pediococcos Bactéries a Gram+/-
Peroxyde d’hydrogen Toutes les bactéries lactiques | Levures

Bactéries a Gram+/-

Dioxyde de carbone Bactéries lactiques La plupart des groupes

hétérofermentaires Taxonomiques de

microorganismes

1.1.9. Intérét des bactéries lactiques

Les BL sont utilisees depuis des millénaires pour conserver efficacement de nombreux
aliments grace a leur activité métabolique. Leur role s'est également diversifié dans plusieurs

domaines, notamment dans les secteurs alimentaire et thérapeutique (Zergoug, 2017).
1.1.9.1. Dans le domaine alimentaire

Les BL jouent un réle clé dans l'industrie agroalimentaire, principalement dans les
processus de fermentation. Actuellement, elles sont en tant que ferments lactiques ou starter
pour répondre a la demande croissante des consommateurs pour des aliments de meilleurs

qualités, moins transformés et sans conservateurs chimiques (Berguiga et Khemis, 2014).

Les BL améliorent la qualité des produits fermentés en développant des caractéristiques



organoleptiques spécifiques, sans altérer le godt ou l'odeur, et en prolongeant la durée de

conservation de ces aliments (Berguiga et Khemis, 2014).

L'action conservatrice des LAB s'explique souvent par leur capacité a générer des
substances inhibitrices, telles que le peroxyde d'hydrogéne, I'éthanol, les acides organiques
(acide lactique et acétique), le dioxyde de carbone, les bactériocines ou des substances

similaires aux antibiotiques (Ngozi, 2017).

Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains criteres :

- Absence de pathogénicité ou activité toxique ;

- capacité d’améliorer les caractéristiques organoleptiques ;

- capacité de dominance ;

- facilité de culture et de conservation et maintenance des propriétés désirables durant le
stockage (Ababsa, 2012).

Tableau 4 : Principaux produits issus de la fermentation des bacteéries lactiques (Penaud, 2006)

Bifidobacterium Lait Laits fermentés
Lactobacillus Viande Yaourts, laits fermentés, kéfirs,
Lait fromage Saucissons secs, jambons
Végétaux secs, choucroute, olives, "yaourts” au
Céréales lait de soja pain au levain, bieres
Lactococcus Lait Fromages, kéfirs
Leuconostoc Lait Choucroute, olives, vin
Végétaux Fromages, kéfirs
Pediococcus Végétaux
Viande Choucroute saucisses

Semi — séchées
Oenococcus Végétaux Vin

Streptococcus Lait Yaourts, laits fermentés, fromages



1.1.9.2. Domaine de santé

Les BL sont utilisées comme des probiotiques qui sont définis, selon I’organisation des
nations pour l'alimentation et I'agriculture (FAO) et I'organisation mondiale de la Santé (OMS),
comme des micro-organismes vivants consommés en quantité suffisante dans I'alimentationt et
offrant des bienfaits pour la santé de I'h6te (Shehata et al., 2016).

Des études récentes ont mis en lumiere le potentiel des bactéries lactiques pour favoriser
la santé de la peau et stimuler la réponse immunitaire nécessaire a sa protection (Yanyan et al.,
2014). Leur utilisation dans un processus semi-industriel permet de produire d'autres produits
fermentés de qualité hygiénique supérieure et a fort potentiel thérapeutique. Ces derniéres
années, la recherche s'est intensifiée pour explorer les possibilités thérapeutiques des

probiotiques dans le traitement de diverses maladies chroniques (Lairini et al., 2014).

Les bactéries lactiques sont aussi utilisées pour la production de bactériocines et
pourraient étre impliquées dans la production de protéines thérapeutiques ou comme vecteurs
de vaccins (Langella et al., 2001), et interviennent dans le contréle des infections intestinales
comme la prévention des diarrhées par 1’introduction d’une nouvelle flore intestinale qui agit

sur les entérobactéries responsables de ces désordres intestinaux (Mermouri, 2018).

Certaines souches, comme Lactobacillus crispatus, ont montré des propriétés
protectrices contre les infections. Elles sont utilisées sous forme de suppositoires pour empécher
la colonisation du vagin par des bactéries pathogenes, ce qui aide a prévenir les rechutes chez
les femmes qui souffrent d'inflammations fréquentes et répétées de la vessie (Belaidouni,
2017).

1.1.9.3. Domaine industrielle

L'acide lactique est utilisé dans divers procédés industriels comme agent de détartrage,
dissolvant, nettoyant et mouillant, entre autres applications. Face a I'augmentation des déchets
plastiques dans le monde, de nombreux efforts de recherche et de développement ont été
entrepris pour remplacer les plastiques conventionnels par des matériaux biodégradables a

usage unique (Reddy et al., 2008).
1.1.9.4. Domaine cosmétique

Le lactate d'éthyle, qui est un composé dérivé de I'acide lactique produit par les BL, est
utilisé dans l'industrie cosmétique comme agent hydratant en raison de sa capacité a retenir

I'eau. Il est également utilisé dans les formulations anti-acné pour ses propriétés efficaces de



traitement. (Wee et al., 2006).
1.1.9.5. Domaine propiotique

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont consommés en
quantités appropriées, ont des effets bénéfiques sur la santé de I'héte. Ils ne contiennent que des
micro-organismes non pathogenes, parmi lesquels on trouve des bactéries lactiques telles que
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Lb. Acidophilus,
Lb. Bulgaricus, Lb. Casei et streptococcus thermophilus (sc. Thermophilus). Lb. Bulgaricus et
sc. Thermophilus sont les premiéres souches bactériennes utilisées dans la fabrication du yaourt
(Makhloufi, 2012).

La demande de produits fermentés lactiques augmente & mesure que les propriétés
probiotiques des bactéries lactiques et leur impact bénéfique sur la santé et la flore intestinale

sont mieux connus et appréciés (Gorbach, 1996).

Les souches lactiques sont employées pour traiter diverses conditions telles que les
diarrhées, les allergies alimentaires. Elles ont également été associées a la prévention des
gastro-entérites nosocomiales chez les nourrissons, des propriétés anticancerigenes,
anticholestérolémiantes, ainsi qu'a la lutte contre clostridium difficile et helicobacter pylori, et

a la prévention des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (Belarbi, 2011).

Chez I’homme, les probiotiques peuvent interagir avec le tissu lymphoide associé a
I’intestin (galt) et moduler la réponse immunitaire aux blessures et aux organismes pathogenes

( Mattia pia arena et al., 2018).

Les probiotiques jouent un r6le actif dans I'optimisation de la réponse immunitaire
humaine contre les dangereux ennemis viraux et fongiques et sont des agents antibactériens et

antioxydants (Mattia pia arena et al., 2018 ; Al-hazmi et al., 2023).



1.2. Résistance bactérienne aux antibiotiques
1.2.1. Antibiotiques
1.2.1.1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques (du grec anti : contre et bios :la vie) sont des substances chimiques
produits par des micro-organismes ou par synthese chimique. Ils sont capables d'inhiber la
croissance des micro-organismes pathogénes in vivo (effet bactériostatique), comme les
sulfamides et les tétracyclines ou de provoquer leur destruction (effet bactéricide), comme les

B-lactamines et les aminosides (Hallouét, 2022).

Les antibiotiques sont donc des médicaments qui permettent de lutter efficacement
contre des infections bactériennes. En médecine vétérinaire, ils sont par exemple utilisés en cas
de mammite chez la vache ou encore pour certaines infections respiratoires ou digestives chez
les veaux. Chez ’homme comme chez I’animal, les antibiotiques n’ont en revanche aucun effet

sur les virus (Chardon et Brugere, 2014). Les ATB sont caracterisés par (Yala, 2001) :
- Activité antibactérienne (spectre d’activité) ;

- Toxicité sélective (mode d’action) ;

- Activité en milieu organique (pharmacocinétique) ;

- Bonne absorption et diffusion dans I’organisme.

1.2.1.2. Historique

Paul Gerhard Domagk découvre 1’activité antibactérienne des sulfamides synthétiques
dans les années 1930. Il a été un événement important dans I'histoire des ATB (Hamdani et
al., 2021). Ces produits sont donc les premiers ATB de synthése a étre utilisés en clinique
depuis 1936. Cependant, la véritable naissance de I'dge des ATB a été marquée par la
découverte de alexander fleming acquiert la pénicilline, un ATB naturel, en 1929 via des
moisissures du genre penicillium. Cependant, fleming n'a pas été en mesure de générer des
quantités considérables n‘ont pas non plus élucidé la structure de ce composé, il faudra donc
attendre jusqu'a ce que 1945 pour mettre cette B-lactamines & la disposition du grand public
(Van Bambeke et Tulkens, 2008 ; Hamdani et al., 2021).

Cet événement a ouvert la voie a l'identification de plusieurs autres classes ATB
d'origine naturelle, dont les phénols, les tétracyclines, les aminoglycosides, les macrolides, la

streptomycine, les céphalosporines, et enfin les carbapénémes a la fin des années 1970. Dans
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les années 1980, une autre substance découverte de I'ATB naturel daptomycine, produit par
streptomyces roseospora, avec une activité spécifique contre les bactéries gram positif. 11 est
en depuis les années 2000 (Moher K.I, 2016).

La période de 1940 a 2005 présente la chronologie depuis la découverte jusqu’a la mise

sur le marché de nouveaux ATB et elle est présentée dans la (Figure 9) (Bedrane et al., 2020).

Phénylpropanoides| Aminoglycosides 2eme B _lactames
Chloramphénicol Streptomycine Céphalosporines
1946 1946-1950 1962
Meédicaments Streptogramines Daptomycine
Soufrés Macrokdes Tl Synercide 2003
1936 Erythromycine 1962-1999
1952
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
B—la(':t.atfles Quinolones Oxazolidinones
Pénicilline Acide nalidixigue Linézolide
1929-1941 1960-1962 1979-2000
Polycétones Glycopeptides 3eme B-lactames
Tétracycline Vancomycine Carbapénémes
1949 1956-1975 1976-1985

Figure 9 : Chronologie de la découverte des différentes classes d’antibiotiques et leur

introduction en clinique (Singh et Barrett, 2006).
1.2.1.3. Types des antibiotiques
Il existe des ATB d’origines naturelle ou synthétique (Mehdi, 2008).
1.2.1.3.1. Antibiotiques naturels

Parmi les 10 000 ATB d'origine naturelle recensés dans le monde, 20 % proviennent de
champignons (Penicillium, Cephalosporium, Aspergillus), 70 % proviennent d'actinomycétes
microfilaments dont le genre Streptomyces est un producteur majeur d'ATB : (tétracyclines,
aminoglycosides) et 10 % proviennent des bactéries (non actinomyceétes), en particulier des

genres Bacillus et Pseudomonas (Mehdi, 2008).

Ils sont fabriqués par fermentation : apres avoir sélectionné des souches bactériennes
capables de produire de fortes quantités d'ATB, celles-ci sont mises en culture dans de grands

fermenteurs avec des précurseurs chimiques particuliers pour orienter la fabrication naturelle



d'un ATB précis. Ex : l'ail, certains champignons, I’extrait de pépins de pamplemousse,

certaines huiles essentielles et certaines plantes (comme le thym) (Mehdi, 2008).
1.2.1.3.2. Antibiotiques synthétiques

Les ATB synthétiques peuvent étre obtenus de deux maniéeres soit en modifiant
artificiellement des dérivés chimiques, soit en synthétisant des substances qui étaient
initialement extraites de micro-organismes. Parmi les exemples d'ATB synthétiques, on compte
les sulfamides, le métronidazole, l'isoniazide, I'acide nalidixique, les fluoroguinolones et les
pénémes. Il existe également des ATB semi-synthétiques, qui sont créés en laboratoire par
modification chimique de substances produites naturellement par des micro-organismes
(Madigan et Martinko, 2007).

1.2.1.4. Définition de la CMI et CMB
L ’activité antibactérienne est caractérisée in vitro par (Calop et al., 2008)
1.2.1.4.1. Concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) d'un ATB représente la plus faible
concentration nécessaire pour empécher toute croissance visible des bactéries d'un inoculum de
taille prédéfinie (104 a 105 bactéries), dans un milieu de culture spécifique et dans des
conditions standardisées telles qu'une incubation de 18 a 24 heures, a pression atmosphérique
et a une température de 35 a 37°C pour les bactéries aérobies et aéro-anaerobies conformément
aux normes de 'EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
(Andrews, 2001).

1.2.1.4.2. Concentration minimale bactéricide

La concentration minimale bactéricide (CMB) d'un ATB désigne la concentration la
plus basse capable d'éliminer 99,99 % des bactéries d'un inoculum préalablement défini, dans
un milieu de croissance spécifique et selon des conditions de culture standardisées (incubation
de 18 a 20 heures, a pression atmosphérique, et a une température comprise entre 35 et 37 °C
pour les bactéries aérobies et aéro-anaérobies) (Andrews, 2001). Selon le Rapport CMB/CMI
On peut déterminer : un antibiotique bactéricide si la CMB/CMI < 2, ou un antibiotique
bactériostatique, si le rapport CMB/CMI est de 4 a 16 (Demor¢ et al., 2018). La connaissance
de Dl’effet bactéricide ou bactériostatique d’un ATB est essentielle en antibiothérapie : la
prescription d’un ATB bactéricide ou bactériostatique sera fonction de la gravité de I’infection

et de I’état du malade. Elle permet aussi de faire une association judicieuse d’ATB (Petit, 2012).
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Un germe est considéré comme « sensible » a un ATB si la CMI est inférieure aux
concentrations de I’ATB obtenues dans 1’organisme avec les posologies usuelles. Si la CMI est
supérieure a ces concentrations, le germe est dit « résistant ». Si elle est voisine de ces

concentrations, la souche est dite « Intermédiaire » (Koné, 2007).

Tableau 5 : Antibiotiques bactériostatiques et bactéricides (Joffine et Leyral, 2001)

Bactéricides | Bactériostatiques

B-lactamines (sur bactéries en croissance) = Phénicolés

Vancomycine Tétracycline

Polypeptides Macrolides et lincosamides

Aminosides Acides fusidique

Streptogramines Sulfamides

Quinolones Rifampicine (plus ou moins bactéricide)
Nitro-imidazoles Synergistines

Polymyscines Fosfomycine

1.2.1.5. Modes d’action des antibiotiques

Les ATB agissent en général de fagon tres spécifique sur certaines structures de la
cellule bactérienne (Figure 10), leur mode d'action varie d'une classe a une autre (Smaoui,
2010).
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Figure 10 : Modes d'action des antibiotiques (Julie et Géraldine, 2022).
1.2.1.5.1. Inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane

De nombreux ATB entravent la création du peptidoglycane, un élément crucial de la
paroi des bactéries Gram+ et Gram-.la synthese de cette paroi se déroule en trois étapes
successives : La premiére consiste a former les unités de base, I'UDP-n-acéthyl-glucosamine et
I'UDP-n-acéthylmuramylpentapeptide a l'intérieur de la bactérie. Ensuite, ces précurseurs
passent a travers la membrane cytoplasmique et se combinent pour former un disaccharide-
pentapeptide. Enfin, ce disaccharide-pentapeptide s'intégre au peptidoglycane existant avec
l'aide de deux enzymes essentielles : Une transglycosylase qui assemble les chaines
polysaccharidiques et une transpeptidase qui les relie entre elles. Les ATB tels que les B-
lactamines, la cyclosérine et la fosfomycine peuvent perturber chacune de ces étapes, par
exemple, les inhibent la B-lactamines derniére étape de la synthése du peptidoglycane (Smaoui,
2010).

Bacitracine, penicilline, et céphalosporines sont des ATB qui agissent sur les bactéries
en croissance en inhibant la derniere étape de la biosynthese du peptidoglycane, un composant
essentiel de la paroi bactérienne. Cette paroi est responsable de la forme et de la rigidité de la
bactérie, ainsi que de sa capacité a résister a la pression osmotique intracellulaire (Zeba, 2005).
Par conséquent, la pénicilline empéche la synthése du peptidoglycane, ce qui affaiblit
considérablement la paroi cellulaire et conduit finalement a la lyse de la cellule. La pénicilline

est efficace uniquement sur les cellules en croissance active (Emmanuel, 2003).
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1.2.1.5.2. Antibiotiques agissant sur la membrane cellulaire

La membrane plasmique agit comme une barriére contre les changements osmotiques
et est essentielle pour le bon fonctionnement cellulaire. De plus, elle abrite des enzymes
impliquées dans les processus respiratoires et le transport actif, tels que les perméases. Sa
composition comprend une double couche de phospholipides (Shacoori, 2018). Certains
médicaments antibactériens se lient & ces micro-organismes, provoquant un changement dans
la perméabilité de leur membrane. Ils agissent de maniere similaire aux agents tensioactifs
chargés positivement. En conséquence, les composants cellulaires s'échappent du cytoplasme
bactérien, entrainant la mort de la cellule. Parmi ces médicaments, on trouve les polymyxines

et les lipopeptides (Senhadji, 2019).

Par exemple, les polymyxines se lient a la membrane cytoplasmique. Leurs parties
hydrophobes s'introduisent a I'intérieur et fusionnent avec la couche lipidique de la membrane,
tandis que l'autre extréemité hydrophile reste dirigée vers I'extérieur (voir Figure 11), ce qui
entraine une perturbation de la structure membranaire. De plus, les polymyxines possédent une
charge électropositive, contrairement a la membrane qui est négative, ce qui altére l'intégrité de
la membrane, entrainant la fuite de substances intracellulaires et conduisant & la mort de la
bactérie (Shacoori, 2018).

Protéines r Hydrophile

f Hydrophobe

!

Double couche Membrane cytoplasmique

phospholipidique

Figure 11 : Mode d’action des polymyxines (Shacoori, 2018).
1.2.1.5.3. Inhibition de la synthése des acides nucléiques

Les ATB peuvent également empécher la réplication de I'ADN bactérien ou la
transcription de I'ADN en ARN, selon divers mécanismes. Pour ce faire, ils doivent pénétrer

dans la cellule et interrompre un aspect de la chaine de réplication (Opatowski, 2020).

Les ATB qui inhibent la synthése des acides nucléiques sont les fluorogquinolones et



rifampine (Guinoiseau, 2010). Les quinolones de premiere génération sont appelées acide
nalidixique et tous les dérives synthétisés par la suite sont appelés fluoroquinolones. Les
quinolones inhibent I'ADN gyrase bactérien. Cette inhibition interfére avec la réplication et la
réparation d'’ADN, la transcription, la ségrégation des chromosomes bactériens lors de la
division et d'autres processus cellulaires impliquant I'ADN. Les fluoroquinolones inhibent
également la topoisomérase IV, une autre enzyme qui décode I'ADN lors de la réplication
(Prescott et al., 2003).

1.2.1.5.4. Inhibiteurs de la synthese des protéines

Divers types d'ATB, tels que les tétracyclines, les aminosides, les macrolides, les
phénicolés et les lincosamides, bloquent la production des protéines au niveau des ribosomes
en quatre phases : Activation, initiation, élongation et terminaison. Les ribosomes des bactéries
se composent de deux sous-unités, 30s pour l'initiation et 50s pour I'élongation/terminaison.
Certains ATB ciblent la sous-unité 30s, comme les tétracyclines et les aminosides. Par exemple,
la streptomycine se lie a une protéine spécifique de la sous-unité 30s, bloguant ainsi l'initiation
et provoquant des erreurs dans la lecture du code génétique, ce qui conduit a la formation de
protéines anormales létales pour les bactéries. D'autres ATB, tels que les phénicolés, les
macrolides et les lincosamides, se fixent spécifiguement a la sous-unité 50s, inhibant
principalement la formation de liaisons peptidiques entre les acides aminés et interrompant ainsi

I'6longation de la chaine peptidique (Shacoori, 2018).

Tableau 6 : Mécanismes d'action des principales familles d'antibiotiques (Savard, 2008)

Pénicillines, céphalosporines, carbapénémes, = Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire

daptomycine, monobatames, glycopeptides

Tétracyclines, aminoglycosides, | Inhibition de la synthése protéique
oxazolidonnes, streptogramines, kétolides,

macrolides, lincosamides
Fluoroquinolones Inhibition de la synthése de I'ADN

Sulfonamides, triméthoprime Inhibition compétitive de la synthese de

I'acide folique (folates)

Rifampine Inhibition de la synthese de 'ARN



1.2.1.6. Critéres de classification des antibiotiques

Les ATB peuvent étre classés selon plusieurs criteres : L’origine, le mécanisme

d’action, le spectre d’activité, la structure chimique (Yala et al., 2001).
1.2.1.6.1. Selon P’origine

Les ATB sont élaborés par un organisme vivant ou produits par synthése (Yala et al.,
2001).

1.2.1.6.2. Selon le mode d’action

Les différentes classes d’ATB agissent a différents niveaux chez la bactérie. Ils agissent
notamment au niveau de la biosynthése de la paroi bactérienne et des protéines, du métabolisme
des acides nucléiques, et au niveau de la membrane cytoplasmique (Russell, 2002 ; Walsh,
2003).

1.2.1.6.3. Selon le spectre d’activité

Les ATB peuvent étre classés selon leur spectre d’activité en deux classes ; les ATB a
spectre étroit qui sont actifs uniquement sur certaines bactéries a gram positif ou négatif. Tandis
que, les ATB a large spectre touchent un plus large éventail de bactéries (la majorité des

bactéries a Gram positif et négatif) (Brink et al., 2014).
1.2.1.6.4. Selon la structure chimique

Les ATB sont classes en plusieurs familles sur la base de leur structure chimique dont
les plus importantes dans le domaine clinique sont : La famille des B- lactamines, les

aminosides, les quinolones, les polypeptides et les phénicoles (Aminov, 2017).
1.2.1.7. Principales familles d’antibiotiques
1.2.1.7.1. p-lactamines

Les B-lactamines, également connues sous le nom d'ATB a noyau p-lactame, sont
largement utilisées en médecine en raison de leurs caractéristiques : Elles sont bactéricides,
présentent une faible toxicité avec peu d'effets secondaires, ont un large spectre d'action, de
bonnes propriétés pharmacocinétiques et sont relativement économiques pour certaines classes.

Cette famille comporte les classes suivantes (Decousser et al., 2017) :
1.2.1.7.1.1. Pénicillines
Il s'agit d'un ensemble de composés moléculaires qui partagent le méme noyau péname.

Ce noyau est caractérisé par un pentacycle saturé (cycle thiazolidine) associé au noyau [3-



lactame. Plusieurs sous-classes ont été définies en fonction de la nature de la chaine latérale,
parmi lesquelles les aminopénicillines (ampicilline, amoxicilline), les carboxypenicillines
(ticarcilline), les uréidopénicillines (pipéracilline) et les amidinopénicillines (pivmécillinam)

sont les plus couramment utilisées (Ruppé, 2010).
1.2.1.7.1.2. Céphalosporines

En fonction de leur spectre d'action, et particulierement de leur réaction aux
céphalosporinases, les céphalosporines sont généralement classées en quatre générations
(Bibbal, 2008 ; Buxeraud et Faure, 2021).

v Ceéphalosporines de la 1ére génération (C1G) : (céfalotine, céfazoline, céfapirine).

v Céphalosporines de la 2éme génération (C2G) : (céfuroxime, céfamandole, céfoxitine).
v Ceéphalosporines de la 3éme génération (C3G) : (céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone).
v Céphalosporines de la 4eme génération (C4G) : (cefpirome, céfépime).

1.2.1.7.1.3. Monobactames

Ce sont des ATB bactéricides de la classe de l'aztréonam est p-lactamines. Le seul
médicament de cette catégorie utilisé en pratique clinique, caractérisé par un spectre d'action
restreint (Soroka, 2016).

1.2.1.7.1.4. Carbapénemes (pénémes)

Les carbapénémes restent les B-lactamines avec le spectre d'action le plus large. 1ls sont
utilisés pour traiter un large eventail d'infections causées par des entérobactéries, pseudomonas
aeruginosa et acinetobacter baumannii (Touati et Mairi, 2020). Ces ATB dérivent de la
thiénamycine, isolée pour la premiere fois en 1979 a partir d'actinomycétes. Contrairement aux
pénicillines, les carbapénémes ont une double liaison dans leur cycle de base et ne contiennent

pas d'atomes de soufre (Nordmann, 2010).
1.2.1.7.1.5. Inhibiteurs de p-lactamases (oxapénames)

Les inhibiteurs de B-lactamases présentent une activité antibactérienne intrinseque
limitée malgré leur similitude avec le cycle B-lactame des -lactamines. Cependant, ils agissent
en tant qu'inhibiteurs contre diverses B-lactamases sécrétées par la bactérie (Nordmann et al.,
2012).

Le premier inhibiteur de B-lactamase découvert était I'acide clavulanique (en 1972),

suivi du sulbactam (en 1978) et du tazobactam (en 1984). De nouveaux groupes d'inhibiteurs



ont émergé ces derniéres années, certains ayant été approuvés par la FDA pour étendre I'activité
antimicrobienne des p-lactamines. Parmi ces nouveaux groupes, on trouve les
diazobicyclooctanes (DBO), dont I'avibactam et le relebactam ont été approuvés par la fda, ainsi
que les dérivés de I'acide boronique, dont le vaborbactam est actuellement le seul inhibiteur
approuve (Vazquez-Ucha et al., 2020).

1.2.1.7.2. Aminosides

Les aminosides, des ATB naturels largement utilisés pour leur effet bactéricide, sont
souvent combinés avec d'autres ATB tels que les B-lactamines et les quinolones en raison de
leur efficacité. Trois aminoglycosides, a savoir la gentamicine, la tobramycine et I'amikacine,
sont couramment utilisés de maniére systémique pour leur activité contre les bactéries a gram
négatif telles que Escherichia coli, Klebsiella et Pseudomonas. Ces aminoglycosides ciblent les
ribosomes bactériens en se liant a la sous-unité 30s, ce qui perturbe la traduction des protéines
en empéchant une correspondance adéquate entre les codons de 'ARNmM et ceux des protéines
(Hauser, 2013 ; Walsh et Wencewicz, 2016).

1.2.1.7.3. Glycopeptides

Les glycopeptides sont des médicaments antibactériens utilisés pour traiter les
infections causées par des bactéries Gram+ résistantes, telles que staphylococcus aureus,
enterococcus spp et clostridium difficile. Ils sont souvent considérés comme une option de
traitement de dernier recours contre les souches de staphylococcus aureus resistantes a la
méthicilline (SARM). Ces composés, des heptapeptides, sont produits par des actinomycetes.
La vancomycine, qui a été introduite en clinique en 1958, et la teicoplanine, en 1988, sont les

représentants de la premiere génération de ces médicaments (Binda et al., 2014).
1.2.1.7.4. Quinolones

Les quinolones sont des médicaments ATB synthétiques classés en différentes
catégories : Les quinolones de 1ére génération, principalement utilisées pour les infections
urinaires, et les fluoroguinolones (ou quinolones de 2éme génération), qui ont un spectre
antibactérien plus large et des caractéristiques pharmacocinétiques adaptées a de nombreuses
infections systémiques (Ellatifi, 2011). Les fluoroquinolones antipneumococciques sont une
sous-catégorie spécifique des fluoroquinolones. Ces médicaments dérivent des quinolones et

contiennent toutes un atome de fluor (Cazes, 2017).
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1.2.1.7.5. Macrolides

Les macrolides sont des médicaments antibactériens efficaces contre certaines bactéries
a Gram positif. Leur utilisation est recommandée pour traiter les infections du nez, de la gorge
et des oreilles (en particulier lorsqu'il n'est pas possible d'utiliser des pénicillines), ainsi que les
infections des bronches, des poumons, de la peau, des organes génitaux et de la bouche (Vidal,
2020). Les macrolides possedent un noyau lactone central qui est & la base de leur classification,
selon le nombre d'atomes de carbone et sont des molécules lipophiles (Yala et al., 2001).
L’¢érythromycine, est le macrolide le plus fréquemment employé, est synthétisée par

streptomyces erythraeus (Ouissat et Bakini, 2009).

Tableau 7 : La structure chimique des familles d’antibiotique (Fares et Djeddai, 2018 ;
Kwiatkowska et al., 2013 ; Sayet et al.,2014 ; Aldred et al., 2014).

Familles Structure chimique

d’antibiotiques

B-lactamines b . o

8 e @ ol t‘;(
R
N\>< —_— 4 2
= Os—l' Y o/ co @
actam o 2
— /\OH n
penicillins R\n/ carbapenems
H
o N\[/
(o)

H H
RN % & RN
\( acyl-D-Ala-D-Ala \|r
o G N~ 1 (cell wall precursor) o N SO4H
o
OH

cephalosporins monobactams

Aminosides
H —‘jé OH
HO »—
" \!\\ N
"0 \//nu,
H%l oH NH,
.,,"cu3



Partie Bibliographique

Glycopeptides
Quinolones
I? R
N R
HO
F
O O R

Cladinosc

1.2.1.8. Association des antibiotiques
Il y’a quatre possibilité d’interaction (Gourvalin et Leclerco, 2011) :

v Indifférence : L’activité de I'un des ATB n’est pas affectée par la présence de I’autre.



v Addition : L’effet de I’association est égal a la somme des effets de chaque ATB étudié

Isolément a la méme concentration que dans 1’association.

v Synergie : L’effet est significativement supérieur a la somme des effets de chaque ATB

étudié isolément a la méme concentration.

v Antagonisme : L’association diminue I’activité de 1’un ou I’autre des ATB, son activité

est inférieure a la somme des effets de chaque ATB pris indépendamment.
1.2.1.9. Usage d’antibiotique

Depuis leur découverte, I'usage des ATB n'a cessé de croitre et de se diversifier. Il traduit
le réle précieux de ces substances dans la lutte contre les bactéries pathogénes ; afin de réduire

les effets des maladies dont elles sont responsables (Barak, 2012).
1.2.1.9.1. Utilisation des antibiotiques en élevage

Il existe 4 grandes modalités d’utilisation des ATB :
1.2.1.9.1.1. Effet thérapeutique curatif des animaux

Les ATB sont tout d'abord utilisés a titre thérapeutique curatif. L'objectif majeurs est
d'obtenir la guérison des animaux cliniquement malades et d'éviter la mortalité. Le traitement
aussi pour l'effet de réduire la souffrance et de restaurer la production (lait, viande). 1l réduit
I'excrétion bactérienne, permettant dans certains cas d'obtenir une guerison bacteriologique et

lors d'infection zoonotique, il peut éviter la contamination humaine (Mckellar, 2001).
1.2.1.9.1.2. Utilisation en métaphylaxie

Une procédure a suivre lorsqu'une infection de groupe hautement contagieuse a été auto-
déclarée (dans une culture) et qu'une grande proportion d'animaux malades a des éléments
identiques suffisants pour incriminer la bactérie (I'ensemble du groupe est traité). Combien de
fois les personnes qui ont été infectées mais sans symptémes de signes cliniques. Sont traitées
en méme temps que celles qui sont déja malades, car il est également probable qu'elles
développeront des symptdémes dus au contact avec des animaux malades (Millemann, 2002 ;
Stoltz, 2008).

1.2.1.9.1.3. Utilisation en antibioprévention

Elle repose sur l'utilisation d'ATB pour prescrire un traitement aux personnes avant

qu'une infection ne se produise, comme en cas d'exposition a un risque élevé d'infection. Cela



inclut des mesures telles que la vaccination, le transport et le regroupement d'animaux, ou la
chirurgie pour prévenir les infections bactériennes. Ainsi, la principale différence entre la
métaphylaxie et la prévention est que lors d'un traitement préventif, aucun microbe n'est

impliqué, mais seulement un facteur de risque (Maillard, 2002).
1.2.1.9.1.4. Utilisation en tant qu’additifs alimentaires

L'utilisation d'agents antimicrobiens pour promouvoir la croissance des animaux qui
fournissent des denrées alimentaires est une pratique d'une importance majeure (Schwarz et
al., 2001). L'administration d'un ATB peut modifier la composition de la florevintestinale, ce
qui entraine une amélioration de la digestion chez les animaux et une augmentation de leur taux

de croissance (Djemli et Fadel, 2021).
1.2.1.9.2. Principaux antibiotiques utilisés en vétérinaire en Algérie
1.2.1.9.2.1. Antibiotiques utilisés a titre curatif

La nomenclature algérienne est établie en 2004, les molécules suivantes sont les plus

utilisées sur le terrain (Tableau 8).



Tableau 8 : Liste de quelques ATB utilisés en Algérie (Kechih-Bounar, 2011)

1. B- lactamine

Ampicilline Auviaire, bovine, caprine, équine, ovins,
piscicole.

- Pénicilline Aviaire, bovine, caprine, équine, ovins,
cunicole, cameline.

Céftiofur Bovine, caprine, équine, ovins, aviaire,
cunicole.

2. Aminoside

Aminocuclitoles
Spectinomycine Auviaire, bovine, caprine,

cunicole, piscicole.

équine, ovins,

Aminoglycosides
Spectinomycine Apicole, aviaire, bovine, caprine, équine,
ovins, cunicole et piscicole.

Apicole, aviaire, bovine, caprine, equine,
ovins, cunicole.

Streptomycine

Néomycine Apicole, aviaire, bovine, caprine, equine,
ovins, cunicole.

3. Cycline

Doxycycline Auviaire, bovine, caprine,cameline, équine,
ovins,cunicole et piscicole.

Tétracycline Apicole, aviaire, bovine, cameline,
caprine, équine, ovins, cunicole et
piscicole

4. Sulfamides et associés
4.1. Sulfonamides

Sulfadimérazine Auviaire, bovine, caprine, équine, ovins,

cunicole.

4.2. Sulfonamide + Diaminopyrimidine

Trimethoprime+ Sulfamide | Aviaire, bovine, caprine, équine, ovins,
cunicole et piscicole.

5. Quinolones

5.1 Quinolones de lere génération

Acide oxolinique Auviaire, bovine, cunicole et piscicole

5.2 Quinolones de 2eme génération (fluoroquinonolones)

Danoflaxacine Auviaire, bovine, cunicole etpiscicole

6. macrolides

Erythromycine Aviaire, bovine, Apicole, équine, ovins,

cunicole et piscicole.
Aviaire, bovine, caprine, équine, ovins,
cunicole et piscicole.

Spiramycine

Ces antibiotiques sont utilisés pour
traiter le cas de septicémie,
d'infection respiratoire et urinaire
chez nombreux animaux et sont
utilisés pour le traitement des
infections mammaires.

Les aminoglucosides sont utilisés
dans le traitement des septicémies,
des affections digestives,
respiratoires et urinaires.

Antibiotiques tres utilisées dans le
traitement de nombreuses maladies
bactériennes  chez  beaucoup
d'especes animales.

Les Sulfamides seuls ou en
combinaison avec les
Diaminopyrimidines  sont  tres
utilisés pour le traitement de
beaucoup de pathologie et chez de
nombreuses especes animales.

Les Quinolones de lere et 2éme
génération sont utilisées dans le cas
des colibacilloses et de septicémie.
Les fluoroquinonolones sont trés
utilisées dans le traitement des
maladies respiratoires chronique
chez la volaille.

Antibiotique utilisés pour traiter les
infections a mycoplasmes chez la
volaille, les maladies digestives
hémorragiques et les infections
chez les bovins.



1.2.1.9.2.2. Antibiotiques utilisés comme facteurs de croissance

Tous les ATB utilisés comme facteurs de croissance ne sont plus incorporés dans
I’alimentation animale car ils sont interdits depuis avril 2007. Seules les spécialités relatives
aux coccidiostatiques bénéficiant d’une autorisation de mise sur le marché algérien, sont
autorisées a étre utilisés comme additifs. Les substances médicamenteuses appartenant au
groupe des coccidiostatiques, senduramycine autorisées a étre incorporées dans I’alimentation
animale sont les suivantes : la salinomycine, le narasin, le monensin de sodium, la

maduramycine, la robenidine, 1’association du narasin et de nicarbazine (Rehal, 2008).
1.2.1.9.3. Utilisation des antibiotiques en santé humane

Les antibiotiques sont les "Balles magiques™ Pour lutter contre les bactéries et sont
considérés comme la découverte médicale la plus remarquable du 20e siécle. L'introduction des
antibiotiques a changé le paradigme thérapeutique et continue de sauver des millions de vies
des infections bactériennes. Les antibiotiques ont été une véritable bénédiction pour I'humanité
; ils n'ont pas seulement un usage médical, mais sont également exploités a diverses fins, y
compris I'élevage et la production animale, en tant que mesures préventives dans de nombreux

pays non développés et en développement depuis des décennies (Abdus Salam.et al., 2023).

Les antibiotiques sont des médicaments utilisés pour lutter contre les maladies
infectieuses chez les humains et les animaux. 1ls sont dérivés a I'origine de substances naturelles
produites comme systéemes de défense par les micro-organismes pour inhiber la croissance ou
la multiplication (reproduction) d'autres micro-organismes. Ces micro-organismes ont ensuite
été identifiés et cultivés naturellement ou synthétiqguement pour créer les médicaments que nous
connaissons aujourd'hui en médecine humaine et vétérinaire. La grande majorité des
antibiotiques sont utilisés pour tuer ou inhiber la croissance des bactéries. lls ne sont pas

efficaces contre les infections virales (Vicky et Jemima, 2014).

Les antibiotiques sont aujourd'hui largement disponibles et leur utilisation a apporté des
avantages significatifs en termes de lutte contre des infections autrefois banales et
d'amélioration de la qualité de vie des patients de combattre des infections autrefois banales et
de permettre des interventions chirurgicales de plus en plus complexes et invasives. Cependant,
chaque fois qu'une dose d'antibiotique est administrée, elle donne aux bactéries présentes
I'occasion de développer une résistance a toute bactérie présente la possibilité de développer

une résistance au médicament (Vicky et Jemima, 2014).



1.2.2. Résistance aux antibiotiques
1.2.2.1. Définition de la résistance

Il existe plusieurs définitions de la résistance bactérienne aux ATB, qui reposent sur
divers criteres (génétiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques). Les plus couramment
utilisées sont basées sur des criteres microbiologiques (résistance in vitro) et cliniques

(résistance in vivo) (Muylaert et Mainil, 2012).

Selon la définition microbiologique, une souche est considérée comme résistante si elle
se développe en présence d'une concentration d'ATB plus élevée que d'autres souches
phylogénétiquement liées. Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante si
elle survit a la thérapie ATB. En outre, en conditions in vivo, la résistance ou la sensibilité d'une
souche a la thérapie antimicrobienne dépend de divers paramétres tels que la localisation de la
bactérie, le dosage et le mode d'administration de I'ATB, et I'état du systéme immunitaire de
I'individu traité (Muylaert et Mainil, 2012).

1.2.2.2. Types de résistance aux antibiotiques

La résistance bacterienne a un ATB est d'origine génétique. Les genes de résistance se
trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un élément mobile
comme les plasmides, les éléments transposables ou les intégrons (résistance extra

chromosomique). La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise (Bennett et al., 2019).

ﬁ Résistance bactérienne ﬁl,

Naturelle I Acquise 1
1 -
Mutations Extra .

Chromosomique chromosomique
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= . ; genetique
bactérienne. Egrfgmosomlque mobiles (plasmide,
Un ant1b-10t1que ou e transposon, intégron)
une fam}ll§ . . Contagieux
Transmission verticale Spontanee

Non spécifique:

Spécifique: . o
pecitique: un plusieurs antibiotiques

antibiotique ou une
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.. . Transmission
Transmission verticale .
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Figure 12 : Les deux types de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Azmoun, 2016).



1.2.2.2.1. Résistance naturelle

Les génes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme espéce
(Courvalin, 2016). Cette résistance peut étre due a I'inaccessibilité de la cible ou encore son
absence pour I'ATB. Par exemple, la résistance des entérobactéries et du pseudomonas aux
macrolides ou des bactéries a Gram négatif a la vancomycine est naturelle. La résistance

bactérienne naturelle est permanente et d'origine chromosomique (Andersson et al., 2020).

Le tableau suivant présente des exemples de la résistance naturelle chez certaines

bactéries.

Tableau 9 : Résistance naturelle chez les différentes espéces bactériennes ( Reygaert, 2018)

Bacteroides (anaérobies) aminoglycosides, de nombreux 3-lactames, quinolones
Tous les Gram positives aztreonam

Entérocoques aminoglycosides, céphalosporines, lincosamides
Listeria monocytogenes céphalosporines

Tous les Gram négatives glycopeptides,lipopeptides

Escherichia coli macrolides

Klebsiella spp. Ampicilline

Serratia marcescens macrolides

Pseudomonas aeruginosa sulfamides, ampicilline, céphalosporines de lére et 2éme

génération, chloramphenicol, tétracycl

Stenotrophomonas aminoglycosides, 3-lactames, carbapénemes, quinolones
maltophilia
Acinetobacter spp ampicilline, glycopeptides.



1.2.2.2.2. Résistance acquise

La résistance est acquise lorsqu'une ou plusieurs souches d'une espéce bactérienne
intrinsequement sensibles aux ATB deviennent résistantes a ceux-ci. Il s'agit essentiellement
d'une mutation dans un gene bactérien qui lui permet d'éviter partiellement ou complétement
les effets des ATB. Certains facteurs de résistance acquis peuvent également étre transférés

entre bactéries d'une méme espéce (ou parfois d'espéces différentes) (Buard, 2013).
1.2.2.2.3. Résistance croisée

La résistance croisée est un phénomeéne ou une bactérie qui a développé une résistance
a un ATB d'une classe devient également résistante aux autres membres de cette méme classe,
méme si elle n'a jamais été exposée a ces molécules. Cette capacité de résistance croisée permet
aux f-lactamases a spectre étendu (BLSE) chez les bactéries a Gram négatif de présenter une
résistance étendue aux B-lactamines et aux céphalosporines, ce qui pose un veritable défi en

matiére de santé humaine (Julie, 2014).
1.2.2.2.4. Résistance Co-résistance

Dans le phénomeéne de co-résistance, divers mécanismes de résistance coexistent au sein
d'une méme bactérie, parfois stabilisés par leur intégration dans le chromosome. Chaque
mécanisme confére une résistance croisée a une classe spécifique d'ATB, conduisant finalement
a un phénotype de résistance étendu chez la bactérie hote. Cette organisation génétique favorise
également la co-selection, ou la résistance a une classe d'ATB peut entrainer la sélection de la
résistance a des classes d'ATB non apparentées. Ce phénomeéne est observable, par exemple,

chez les pneumocoques (Couvralin, 2008).
1.2.2.3. Mécanismes genétiques de la résistance bactérienne

Une bactérie peut acquérir une résistance aux ATB par deux grands mécanismes
génétiques. L’un a pour support le chromosome et définit une résistance chromosomique l'autre
a pour support les plasmides ou les éléments transposables ou les intégrons et ils définissent

une résistance extra-chromosomique (Lozniewski et al., 2010).
1.2.2.3.1. Résistance chromosomiques

La mutation chromosomique induit la résistance bactérienne en altérant la structure des
cellules, ce qui peut conduire a une perméabilité réduite a certains ATB ou a une indifférence
des cibles des ATB spécifiques (Azmoun, 2016). Ce type de résistance présente plusieurs

caractéristiques remarquables :



> La rareté : Une mutation se produit en moyenne toutes les 10° & 10%° divisions cellulaires,
mais étant donné la taille des populations bactériennes dans un foyer infectieux, il est

probable qu'une bactérie résistante a un ATB puisse émerger.

> Laspecificité : La mutation habituellement concerne un seul trait, et la résistance se limite
généralement a un ATB ou a une classe d'ATB ayant le méme mécanisme d'action.
Cependant, il existe des exceptions notables a cette regle, telles que chez serratia
marcescens et pseudomonas aeruginosa, ou une seule mutation peut conduire a une

résistance simultanée aux p-lactamines et aux aminoglycosides.

> L’indépendance : La probabilité de deux mutations simultanées est égale au produit du
taux de mutation et elle est donc tres faible. Cette indépendance des mutations constitue un

des meilleurs arguments pour justifier I’association des ATB.

> La transmissibilité : Une mutation résulte de la modification d’un géne, elle est
permanente, sauf mutation reverse et elle a un caractére héréditaire (transmissible sur un

mode vertical de la bactérie mére aux bactéries filles) (Mehdi, 2008).
1.2.2.3.2. Résistance extra-chromosomique

Ce type de résistance peut résulter de l'intégration d'/ADN étranger via des plasmides,
des bactériophages ou des transposons, ce qui entraine un transfert horizontal de genes de
résistance. Ce processus implique des mécanismes tels que la conjugaison, la transduction et la
transformation. Les plasmides et les transposons jouent un rdle clé dans la transmission de la
résistance aux ATB, notamment en déterminant la présence de nombreuses lactamases. En
effet, une B-lactamase spécifique a une bactérie peut se propager a d'autres especes via le
transfert relativement simple de matériel génétique entre différentes bactéries (Mirabaud,
2003).

Trois principaux mécanismes de transfert horizontal d'éléments génétiques sont connus
entre bactéries donneuses et réceptrice d'une méme espéce ou d'especes de genres différents
(Cordaux et al., 2012) :

1.2.2.3.2.1. Conjugaison

La conjugaison implique le transfert de matériel génétique entre des bactéries
différenciées de maniére "Sexuelle”, nécessitant un contact étroit entre une bactérie donneuse
(ou méle) et une bactérie receveuse (ou femelle) (Boulhbal, 2009). Pendant ce processus, deux

bactéries physiquement distinctes échangent des informations génétiques, souvent situées dans
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des plasmides (Lina et al., 2010).
1.2.2.3.2.2. Transformation

C'est un processus ou de l'adn est transféré d'une bactérie donneuse a une bactérie
réceptrice compétente. Ce transfert partiel du chromosome, spécifique a certaines especes
bactériennes, conduit a l'acquisition par la bactérie réceptrice de nouveaux caracteres

génétiques stables et transmissibles (Boulhbal, 2009).
1.2.2.3.2.3. La transduction

La transduction implique le passage du matériel génétique (ADN) a travers des
bactériophages ou des virus spécifiques a une espece bactérienne donneée (lina et al., 2010). Ce
transfert de génes peut se produire de deux manieres : La transduction généralisée et la

transduction spécialisée (Michael et John, 2007).

Partial genome

Transformation _ :) | transfer by

DNA uptake

Conjugation

o

Partial genome transfer
during conjugation

Plasmid transfer during
conjungation

Transduction

Transfer as part of viral genome

Figure 13 : Les trois mécanismes de transfert génétique (Carattoli, 2001).
1.2.2.4. Mécanismes de résistance biochimique

Un ATB agit du fait de son affinité pour une cible vitale pour la bactérie. Sa fixation

spécifique inhibe le fonctionnement de cette cible qui est en général une enzyme ou une
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structure clé impliquée dans la synthése de la paroi, des acides nucléiques, des protéines ou de

la membrane cytoplasmique (Figure 14) (Turner et al., 2016).

Cibles des Mécanismes de
antibiotiques ' résistance
|
Antibiotique : ‘
|
: Efflux actif
Paroi
Membrane
cytoplasmique
ADN bactérien Modification de
la cible
Ribosome Inactivation
enzymatique
m Imperméabilité

Figure 14 : Mécanisme de résistance des bactéries contre les antibiotique (Cardot et al.,
2019).

1.2.2.4.1. Inactivation d’antibiotique

C'est le processus le plus fréquent chez les bactéries a Gram négatif. Cette capacité a
résister est liée a la production d'enzymes qui soit détruisent I'ATB, soit ajoutent des radicaux
libres, ce qui entrave ou diminue la liaison de I'ATB a sa cible (Pons, 2022 ; Lanotte et
Pasquier, 2022).

> Production des enzymes inactivant les ATB : Certaines bactéries synthétisent des

enzymes [-lactamases capables d'hydrolyser les -lactamines.

» Production des enzymes qui modifient les antibiotiques : L'immobilisation
enzymatique des résidus sur les aminoglycosides réduit leur affinité pour les cibles

(Pons, 2022 ; Lanotte et Pasquier, 2022).

1.2.2.4.2. Modification de la cible

Lorsque la cible d'action d'un ATB est modifiée ou remplacée, I'antimicrobien perd son
affinité pour celui-ci et ne peut plus étre actif au niveau bactérien. La modification peut s’opérer

par ’acquisition d’un nouveau matériel génétique codant pour une enzyme altérant la cible ou



par une mutation au sein méme de la séquence nucléotidique de la cible (Mangin, 2016). Dont

la conséquence est la baisse de sensibilité a cet ATB (Grohs, 2017).
1.2.2.4.3. Imperméabilité par la modification des porines

La modification des porines entraine un défaut de passage et donc une absence de
concentration intracellulaire.Cette résistance peut concerner plusieurs familles simultanément :

R-lactamines, tétracycline, quinolones hydrophiles... etc (Fernandez et Hancock, 2012).
1.2.2.4.4. Mécanisme d'efflux

Il s'agit d'un mécanisme actif d'excrétion des ATB de l'intérieur de la bactérie vers le
milieu extérieur. L'ATB n'a pas le temps d'agir sur sa cible et devient done inactif (Grohs,
2017). Cet efflux actif nécessite de I'énergie sous forme d'ATP (adénosine tri phosphate) ou
d'un gradient électrochimique transmembranaire, utilisé par des pompes a efflux ou
transporteurs actifs qui réduisent la concentration intracellulaire de I'ATB limitant I'accés a sa
cible (Tableau 10) (Mangin, 2016).

~ A4~



Partie Bibliographique

Tableau 10 : Mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques (Li et Nikaido, 2004)

Antibiotique

Cible

bactérienne

Meécanismes de résistance

Inactivation = Modification = Imperméabilité = Efflux
enzymatique = de cible cellulaire actif
Initiation de la synthése de la paroie ( peptidoglycane )
B.lactamines PLP +++ ++ ++ ++
Glycopeptides Précurseur D- +++
Ala-D-Ala
Inhibition de la synthése protéique
Aminosides ARN ribosomal | +++ ++ + +
30S
MLS ARN ribosomal | + +++ ++
50S
Tétracyclines ARN ribosomal ++ +++
30S
Phénicolés ARN ribosomal = ++ ++
50S
Oxazolidinones | ARN ribosomal ++
50S
Inhibition de la synthése ou de fonctionnement de I'ADN
Fluroquinolones | Topoisomérases +++ ++
Rifamycines ARN polymeéres +++ +
Sulfamides DHFS ++ +
Triméthoprimes | DHFR ++ +




1.2.2.5. Facteurs contribuant a ’émergence et a la propagation de la résistance

L'émergence et la propagation de la résistance aux ATB résultent de la pression sélective
exercée par les agents antimicrobiens et de la transmission de micro-organismes résistants
(Simonsen et al., 2004). L’exposition a un antimicrobien favorise la survie des souches
bactériennes résistantes présentes dans une population. La réduction de la pression sélective des
ATB est cruciale pour prevenir I'émergence d'une résistance microbienne et préserver
I'efficacité des médicaments disponibles. La (Figure 15) illustre comment la pression sélective
de la résistance s'opére (Carle, 2009), décrivant les événements consécutifs a une mutation
spontanée dans une population bactérienne. Si la mutation favorise I'émergence d'une réesistance
a un ATB, celui-ci éliminera les autres bactéries et sélectionnera la souche mutante, qui se

multipliera alors pour devenir prédominante (Carle, 2009).

ares souches
resistantes

Expositiona |
un antimicrobien

ombreuses souches
resistantes

Figure 15 : Sélection de souches résistantes aux antimicrobiens (Carle, 2009).

Lorsque les mesures de lutte contre les infections sont inadéquates, telles que le lavage
des mains, les clones résistants peuvent se propager d'un patient a lI'autre en produisant une
éclosion monoclonale ou oligoclonale, ou toutes les bactéries résistantes sont identiques a la
souche originale mutante ou présentent un nombre restreint de clones. Par opposition, la
pression de sélection aux ATB favorise une épidémiologie polyclonale, avec la présence de
multiples clones. La (Figure 16) illustre I'interaction de ces deux facteurs sur I'émergence et la
propagation de souches bactériennes résistantes (Ahmad et al., 1999). Les principaux facteurs
contribuant a I'émergence et a la propagation de la résistance bactérienne sont présentés dans le
(Tableau 6) ( Murthy, 2001 ; Rybak, 2004).
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Figure 16 : Emergence et propagation de souches résistantes (Ahmad et al., 1999).

Tableau 11 : Facteurs contribuant & la résistance aux antibiotiques (Murthy, 2001 ; Rybak,
2004)

- Emergence de la résistance - Usage abusif d’antibiotique
- Gravité accrue de 1’état des maladies hospitaliers
- Manque de fidélité au traitement
- Durée trop courte ou dose sous-thérapeutique
- Diagnostique non confirme d’infection
bactérienne
- Utilisation inadéquate d’antibiotiques

Propagation des souches résistance - Mesure d’hygiéne inadéquates dans les hopitaux
- Non-respect des directives de lutte contre les
infections
- Promiscuité des patients hospitalisée
- Réduction de personnel infirmier et de soutien
- Déplacement accru des patients (transferts de
patients infectés entre hépitaux et milieu
communautaire)

- Voyages internationaux

- Utilisation d’antibiotique dans le = - Animaux destinés a la consommation
secteur agro-alimentaire - Agriculture et aguaculture

-Utilisation ~ d’antibiotique et de - Agents antibactériens dans les produits d’entretien
désinfectants ménager, le dentifrice, les pastilles contre le mal de
gorge, les savons, etc .



1.2.2.5.1. Usage inapproprié d’antibiotiques

L'abus ou la mauvaise utilisation des ATB est principalement responsable de
I'émergence de la résistance microbienne, un probléme qui prend de lI'ampleur a I'échelle
mondiale. Le nombre croissant de patients &gés ou immuno déficients, ainsi que la complexité
croissante des interventions chirurgicales, contribuent a une utilisation fréquente et parfois
inappropriée d'ATB & large spectre. Les traitements des patients simplement contaminés ou
colonisés illustrent bien cette utilisation abusive des ATB. Dans les pays en développement, de
multiples facteurs peuvent également conduire a une utilisation irrationnelle de ces
médicaments (Rybak, 2004).

1.2.2.5.2. Qualité des antibiotiques

La qualité des ATB, ainsi que celle de nombreux autres médicaments dans les pays en
développement, souvent ne respecte pas les normes requises. Cette situation entraine non
seulement un risque accru d'échec thérapeutique, mais aussi une augmentation de la sélection
de souches résistantes. Les principaux facteurs de cette qualité médiocre sont liés a la quéte de
profits par les entreprises pharmaceutiques, qui commercialisent parfois des médicaments sous-
dosés en principe actif ou contrefaits dans ces pays. Malheureusement, peu de pays disposent
d'une agence de régulation chargée de surveiller la qualité des medicaments. L'utilisation de ces
ATB inefficaces favorise la résistance, ce qui nécessite souvent de recourir a des ATB plus

colteux et plus toxiques (Planta, 2007).
1.2.2.5.3. Uilisation d’antiseptiques et de désinfectants

Les substances antibactériennes, qui se trouvent dans les dentifrices et sont présentes
dans de nombreux produits d'entretien domestique, augmentent la pression sélective sur les
souches bactériennes pour devenir résistantes a ces agents. Une fois cette résistance établie, elle
peut également conduire a une résistance croisée a d'autres antimicrobiens (Murthy, 2001). De
plus, l'utilisation d'’ATB topiques a également été liée au développement de la résistance aux

agents utilisés (Graham, 1980).
1.2.2.5.4. L antibiothérapie dans le secteur agro-alimentaire

L'usage d'’ATB dans l'industrie agroalimentaire amplifie le probleme de la résistance, car il
entraine la libération de populations bactériennes comportant de multiples souches résistantes
dans les excréments. De plus, le transfert d'agents pathogénes résistants des animaux aux
humains peut se produire par contact direct ou par le biais de I'eau ou de la nourriture

contaminées, favorisant ainsi le transfert de génes de résistance aux bactéries humaines. L'usage
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d'’ATB dans l'industrie agroalimentaire amplifie le probléme de la résistance, car il entraine la
libération de populations bactériennes comportant de multiples souches résistantes dans les
excréements. De plus, le transfert d'agents pathogenes résistants des animaux aux humains peut
se produire par contact direct ou par le biais de I'eau ou de la nourriture contaminées, favorisant

ainsi le transfert de génes de résistance aux bactéries humaines (Morley et al., 2005).
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Partie Expérimentale Matériel et Methodes

I1. Matériel et méthode

Les travaux de notre partie expérimentale sont effectués au sein des laboratoires de
biologie au niveau de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, centre université
Abdelhafide Boussouf-Mila, Pendant une période de 30 jours allant du 17/04/2024 jusqu’au
17/05/2024.

Il a comme objectif 1’étude de la sensibilité de quelques souches de bactéries lactiques,

genre Lactobacillus autochtones \, vis-a-vis les antibiotiques.
11.1. Matériel

Pour la réalisation des différentes parties expérimentales, nous nous sommes servis du

matériel suivant :
11.1.1. Matériel biologique
11.1.1.1. Les souches bactériennes

Cing souches de bactéries lactiques ont été utilisées pour la réalisation de cette étude.
Ces souches ont été identifiées par les techniques de microbiologie classique. Le nom des

espéeces et leurs origines sont portés sur le (Tableau 12).

Tableau 12 : Les souches bactériennes utilisés et leurs origine.

Souche Code Origine

Lactobacillus plantarum (L1M) S1 Produits laitiers locaux
Lactobacillus plantarum (LC2) S2 Produits laitiers locaux
Lactobacillus plantarum (LC3) S3 Produits laitiers locaux
Lactobacillus plantarum (LC4) S4 Produits laitiers locaux
Lactobacillus casei (BM10) S5 Produits laitiers locaux
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11.1.1.2. Disques d'antibiotiques
Les antibiotiques utilisés lors des antibiogrammes sont présentés dans le (Tableau 13) :
Tableau 13 : Les diameétres critiques d'antibiotiques.

Charges du
disque (Mg)

Streptococcus

Diameétres critiques (mm)

pneumoniae

Amoxicilline 25ug 20 20
Vancomycine 5 ug 16 16
Chloramphenicol 30 ug 21 21
Rifamycine 5ug 21 15
Doxycyline 30 pg 25 22
Spiramycine 100 pg 15 15
Gentamicine 120 ug 17 17

11.1.1.3. Milieux de culture

Le milieu de culture utilisé est le MRS (de Man-Rogosa et Sharp), bouillon et gélose
enrichis avec du lait écrémé. La stérilisation des milieux est effectuée par autoclavage a 121°C
pendant 10 minutes.

11.1.2. Matériel et produit de laboratoire

Le matériel de laboratoire utilisé pour la réalisation de notre travail est représenté dans
le (Tableau 14)



Tableau 14 : les produits chimiques, I’appareillage et le petit matériel utilisés.

Acide scorbique
Agar agar

Alcool

Chlorure de sodium
Eau distillée

Eau oxygénée

Eau physiologique
Extrait de levure
Fuchsine

Fushine

Glycérol

Lait

Lugol

Violet de gentiane

11.2. Méthodes

Agitateur électrique (Stuart)

Autoclave (Pbibrand) ;

Bain Marie (Memmert) ;

Balance (Kern) ;
Etuves (Memmert) ;

Microscope optique
(Optika)

PH meétre (Hanna) ;

Pied a coulisse

Reéfrigérateur (Samsung) ;

Spectrophotometre

(Shimadzu, UV1800) ;

Vortex électrique (Topmix).

Anse de platine
Bec bunsen
Béchers
Boites de pétri
Entonnoirs
Flacons
L’¢écouvillon
Lames
Micropipettes
Pinces
Portoirs
Spatule

Tubes a essai

11.2.1. Revivification et purification des souches bactériennes

11.2.1.1. Revivification des souches

Les souches de bactéries lactiques ont eté revivifiées par repiquage dans de bouillon
MRS et incubation a 30 °C pendant 48 h. Par la suite, ensemencée par des stries dans des boites
de Pétri contenant la gélose MRS (pH 6,8) Les cultures sont incubées a une période de 48 heures
a 30°C (Guirand, 1998).

11.2.1.2. Vérification de la pureté de souches utilisées

Cette technique consiste a effectuer des repiquages sur bouillon MRS. Apres la

croissance des bactéries on procede a la purification sur milieux solides MRS.

Aprés Dl’incubation a 37°C pendant 24h, les colonies présentent des aspects



morphologiquement différents (de 4 a 6 colonies), ont été purifiées par les méthodes des stries
sur milieux solides MRS (Badis et al., 2005).

11.2.2. Confirmation de la pureté des souches

La pureté des souches a été vérifiée en réalisant une coloration de Gram et une recherche

de la catalase.
11.2.2.1. Critéres morphologiques
11.2.2.1.1. Examen macroscopique

Ce test permet de mettre en évidence la morphologie des colonies obtenues sur des
milieux solides, a partir de 'observation a I'ceil nu pour déterminer l'aspect, la taille, la forme et
la couleur des colonies (Benyoucef, 2019). L’observation macroscopique est faite aprés 24

heures d’incubation a 37°C sur gélose MRS pour les BL.
11.2.2.1.2. Examen microscopique

L’aspect microscopique consiste a observer la forme, taille, le mode d’association et le
type de Gram des cellules apres coloration de Gram. Cette derniére est une coloration classique
en microbiologie, elle permet de différencier sur la base de la composition de la paroi cellulaire

entre les bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif (Benbou, 2012).
11.2.2.1.2.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique en plusieurs étapes utilisée pour différencier
les bactéries en fonction de leur réaction a la coloration. Tout d'abord, un frottis bactérien est
préparé sur une lame de microscope a partir d'une suspension de bactéries. Le frottis est ensuite
fixé en passant la lame dans la flamme du bec Bunsen. Ensuite, la lame est plongée dans une
solution de coloration au violet de gentiane pendant quelques minutes, ce qui colore toutes les
bactéries en violet. Aprés ringage, le mordancage au lugol est réalisé pour stabiliser la coloration
violette. Ensuite, une décoloration a I'alcool est effectuée, ce qui entraine la disparition de la
coloration violette chez les bactéries Gram négatives, tandis que les bactéries Gram positives
conservent leur coloration. Une contre-coloration avec de la fuchsine ou de la safranine est
ensuite réalisée, colorant les bactéries Gram négatives en rose. En résumé, la coloration de
Gram permet de différencier les bactéries en bactéries Gram positives (retenant la coloration

violette) et bactéries Gram négatives (colorées en rose)(Annex 3).

11.2.2.1.3. Test de catalase



Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries produisent du peroxyde
d’hydrogene (H203) celui-ci est tres toxique. Certaines bactéries sont capables de le dégrader
grace aux enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme est capable

de décomposer 1’eau oxygénée selon la réaction :

2H,0, catalase S 2H,0 + O,

Ahirwar et al. (2017) décrivent un test permettant de distinguer les bactéries lactiques,
qui sont catalase négative, des autres bactéries qui sont catalase positives. Ce test, caractérisé
par une réaction positive qui se manifeste par I’émission immédiate de bulles d’oxygene,
s'effectue en plusieurs étapes : Tout d'abord, une goutte d'eau oxygénée est déposée sur une
lame ; ensuite, a l'aide d'une anse de platine, une colonie isolée de la souche a tester est placée

sur la lame et dissociée ; enfin, I'observation de I'apparition de bulles indique le résultat du test.
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Souche bactérienne D DD
Revivification de souche

Bouillon MRS

Ensemencement sur gélose

l Purification par repiquage successif

Vérification de I’appartenance au groupe de bacteries lactique et

confirmation de la pureté

Test de catalase (-) Coloration de Gram (+)

\ l
|

Antibiogramme

Figure 17 : Etapes de la revivification et la purification des bactéries lactiques.
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11.2.3. Conservation des isolats

La conservation a long terme des isolats purifiés est réalisée dans un milieu contenant
700 pl de lait écrémé (enrichi par 0.2 % d’extrait de levure) et 300 pl de glycérol. Les cultures
sont conservées en suspension dense et en tubes Eppendorf a une température de -20 °C au
congélateur (Badis et al., 2005).

11.2.4. Antibiogramme

Pour determiner la sensibilité des souches Lactobacillus aux ATB, on réalise
I’antibiogramme selon la méthode de 1’antibiogramme standard de diffusion de disques
imprégnés d’ATB sur gélose MRS et la mesure des diamétres, selon les recommandations du
Comité Francais de I’ Antibiogramme vétérinaire de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-

SFM, 2015).
11.2.4.1. Préparation du milieu

Le milieu MRS qui est utilisé pour lI'antibiogramme doit étre coulé dans des boites de

pétri sur une épaisseur de 4 mm. La gélose doit étre séchée avant utilisation.
11.2.4.2. Préparation et standardisation de I’inoculum

A partir d'une culture pure de 18 & 24 h sur milieu d'isolement approprié et a l'aide d'une
anse de platine, on racle quelques colonies bien isolées et parfaitement identique , décharger
dans un tube a essais contenant 10 ml d'eau physiologique stérile et homogénéiser jusqu'a
I'obtention d'une suspension bactérienne d'une turbidité de 0,5 Mc Farland ou une densité a 600
nm de 0,08 a 0,1 (Figeur 18). L’inoculum peut étre ajusté, en ajoutant soit de la culture s’il est

trop faible ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop dense.
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Figure 18 : Mesure de la densité optique (DO) par un spectrophotometre.
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11.2.4.3. Ensemencement

Tromper I'écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et I'essorer en le pressant
contre la paroi interne de tube. Frotter I'écouvillon sur la surface de la gélose du haut vers le
bas en stries trés serrées, répétez ce processus trois fois en tournant la boite 60° a chaque fois
sans oublier de pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Enfin, en passant I'écouvillon deux fois sur
la périphérie de la gélose, laisser sécher I'inoculum quelques minutes & tempeérature ambiante
avec le couvercle fermé. Si nous deverons ensemencer plusieurs boites de pétri, il est crucial de

changer I'écouvillon a chaque utilisation.

Figure 19 : Ensemencement par écouvillonnage.
11.2.4.4. Application des disques d'antibiotiques

Nous avons déposé les disques ATB sur une boite de Pétri a I’aide d’une pince stérile,
en laissant une distance de 30 mm entre les disques (Figure 20). Chaque disque doit étre pressé
doucement pour assurer un contact uniforme avec le milieu. Une fois appliqué, le disque ne doit

pas étre déplacé. Enfin, les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

~ v |

Figure 20 : Application des disques d’antibiotiques.
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11.2.4.5. Lecture

A I’aide d’un pied a coulisse, les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus
formées autour des disques d’antibiotiques ont été mesurés. Classer la bactérie dans 1’une des

catégories suivantes : S/sensible, R/résistante, I/intermédiaire.

< Sensible (s) : Si le diametre d'inhibition est supérieur au diamétre de la concentration

critique inférieure.

< Reésistante (r) : Si le diamétre d'inhibition est inférieur au diametre de la concentration

critique supérieure.

< Intermédiaire (i) : Si le diameétre d'inhibition est compris entre les deux diamétres des

concentrations critiques.
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I11. Résultats et discussion
I11.1. Revivification et confirmation de la pureté des souches

La revivification des cing souches lactiques a été réalisée sur le bouillon MRS. La
présence de trouble homogéne avec une pastille blanche au fond de tube désigne la viabilité de

la souche lactique (Figure 21).

Formation d’un trouble
homogeéne

....................................................

Figure 21 : Aspect des souches étudiées sur bouillon MRS.
I11.2. Examen macroscopique et microscopique
111.2.1. Caractérisation macroscopique

Un total de cing souches a été purifie sur milieu MRS. La caractérisation
macroscopique, permet de décrire I'aspect des colonies obtenues sur gélose MRS aprés 24h
d’incubation a 37°C et de déterminer les critéres relatifs aux colonies des BL (taille,

pigmentation, contour, aspect, viscosité).

Les caractéres des colonies se différent d’une souche a une autre. Les colonies sont
blanchatres, cremes et parfois translucides, a contour régulier ou irrégulier et de forme ronde
ou lenticulaire avec de différentes tailles (grande, moyennes et petites), dont le diamétre varie
de 0.5 a 2mm (Figure 22).
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Figure 22 : Purification des souches sur gélose MRS. A: S4etS2, B : S3etS5

111.2.2. Caractérisation microscopique

L’¢tude de D’aspect microscopique apreés coloration de Gram permet d’éliminer
d’éventuels contaminants surtout les champignons dans notre cas et différencier entre les
coques et les bacilles.

Les bactéries sous forme de bacillaire sont sous forme de grandes chainettes régulieres.

Toutes les souches, asporulés et de Gram positifs (Figure 23).
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Figure 23 : Observations microscopiques des bactéries lactiques aprés une coloration de

Gram avec un grossissement (G : x100). A: S2,B : S5
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Les résultats de la caractérisation microscopique sont réunis dans le tableau suivant.

Tableau 15: Résultats de l'observation microscopiques et de test catalase des souches

lactiques.

Température Catalase

de croissance

S1 37°C + Bacille -
S2 37°C + Bacille -
S3 37°C + Bacille -
S4 37°C + Bacille -
S5 37°C + Bacille -

I111.3. Test de catalase

Le test de catalase a révélé que les souches sont catalase négative. Toutes les souches
¢tudiées ne représentaient pas d’effervescence lors de I’ajout d’une goutte de H.O> (Figure 24)
(Tableau 15). Ce résultat reflete I'incapacité des souches a dégrader le peroxyde d'hydrogene.
La majorité des bactéries lactiques sont des anaérobies facultatifs et n'ont pas besoin de

synthétiser la peroxydase (Larpent, 1997).

L’analyse de ces résultats démontre que toutes les souches appartiennent au groupe des
bactéries a Gram positif et a catalase négative, caractéristique des bactéries lactiques
(Belyagoubi, 2014 ; Kassas, 2017).

Réaction négatif ]

Témoin

Figure 24 : Résultat de test de la catalase.
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La coloration de Gram a confirmé que les souches sont Gram positif et le test de catalase
¢tait négatif. Ces caractéristiques confirment [’appartenance des souches aux bactéries

lactiques.
I11.4. Résistance aux antibiotiques

La procédure et les criteres de la catégorisation des souches afin d’interprété un
antibiogramme se fait sur la base des diamétres critiques, en fonction de la concentration
minimale d’inhibition (CMI) d’un antibiotique et le diamétre d’action d’un antibiotique sur
I’activité des souches a tester exprimer phénotypiquement par une zone de lyse autour de
I’antibiotique (CAS-FM, 2012). La figure 25, illustre I’expression phénotypique de

I’antibiogramme pour cinq souches testées.

Figure 25 : Zones d’inhibition de quelques souches lactiques sur gélose MRS.

AX : Amoxicilline; C: Chloramphenicol; DO: Doxycycline; HLG: Gentamicine; RD: Rifampicine;
SP: Spiramycine; VA: Vancomycine.



Les résultats de I’antibiogramme réalisé sur nos 05 souches lactiques vis-a-vis les sept
antibiotiques testés de différentes familles, nous ont permis de les catégoriser comme étant
sensible (S), intermédiaire (1) ou résistante (R). Les résultats sont groupés dans les (Tableaux
16 et 17).

Tableau 16 : Valeurs des diamétres d’inhibition des disques d’antibiotiques (les diamétres

sont exprimés en millimétre).

Classe Antibiotique Charge/ S1 S2 S3 S4 S5
d*antibiotiques disques

B-lactamines Amoxicilline AX 25 ug 40,81 | 38,66 | 39,21 | 38,41 | 36,33
Glycopeptides | Vancomycine VA 5 ug 00 00 00 00 00
Phénicolés Chloramphénicol | C 30 ug 37,35 | 34,94 | 36,51 | 31,92 | 35,12
Rifamycines Rifampicine RD 5 ug 30,31 @ 26,81 @ 27,18 33,05 | 28,73
Tétracyclines | Doxycycline DO 30 ug 27,38 | 28,54 | 24,99 | 30,89 | 27,70
Macrolides Spiramycine SP 100 pg 24,46 | 26,49 | 26,46 @ 28,54 | 29,70
Aminosides Gentamicine HLG | 120 ug | 23,42 | 26,63 | 28,54 | 22,63 | 27,27

Tableau 17 : Catégorisation des souches lactiques a testées par rapport aux diametres critiques.

Classe Antibiotique Charge/ S1 @S2 S3 S4 S5
d'antibiotiques disques
B-lactamines | Amoxicilline AX 25 ug S S S S S

)
o)

Glycopeptides | Vancomycine VA 5 ug R R R

Phénicolés Chloramphénicol | C 30 ug S S S S S

Rifamycines Rifampicine RD 5 ug S S S S S

Tétracyclines | Doxycycline DO 30 ug S S S S S

Macrolides Spiramycine SP 100 pg S S S S S

Aminosides Gentamicine HLG | 120 ug S S S S S
S : Catégorie sensible R : Catégorie résistante



Les résultats de cet examen pour chaque souche étudiée par rapport aux ATB utilisés

ont permis de faire les remarques suivantes :

Toutes les souches lactiques, présentent une sensibilité envers 6 antibiotiques testés de
différentes familles qui sont : Amoxicilline, chloramphénicol, rifampicine, doxycycline
(tétracyclines), spiramycine, gentamicine. Cependant, la totalité des souches ont présenté une

résistance vis a vis la vancomycine (glycopeptide).

En général, les lactobacilles ont une résistance naturelle élevée a la vancomycine, a la
bacitracine, a la cefoxitine, au metronidazole, a la nitrofurantoine et a la sulfadiazine, ainsi
qu'aux ATB qui inhibent la synthese des protéines comme le chloramphénicol, I'érythromycine,
la quinupristine/dalfopristine, la lincomycine, la dindamycine et les tétracyclines (Abriouel et
al., 2015). Guo et al. (2017) ont observé 85 % d'incidence de la résistance a la vancomycine
dans les souches de LB isolées dans les aliments, en particulier chez Lb. plantarum et Lb. casei,
la fréquence étant plus faible chez Lb. helveticus, mais ces résistances ne sont pas transférables,
car les genes sont situés dans le chromosome. En outre, des genes codant pour la résistance a la
tétracycline et a I'érythromycine ont été détectés dans différentes especes de LB isolées dans
des probiotiques et des aliments (Mathur et al., 2005 ; Gueimonde et al., 2013 ; Devirgiliis
etal., 2013).

Il est bien connu que les lactobacilles sont généralement sensibles aux ATB inhibant la
synthese des acides nucléiques (a I'exception de la ciprofloxacine) et la synthese des protéines
(a I'exception des aminoglycosides), ainsi qu'aux inhibiteurs de la synthese de la paroi cellulaire

(& I'exception de la vancomycine) (Elizaveta et al., 2019).

Nos résultats sont en accord avec I'étude Huiling et al. (2017), ou leurs souches de
Lactobacillus se sont révélées résistantes a la vancomycine, mais sensibles a la gentamicine, au
linézolide, a la néomycine, a I'érythromycine et a la clindamycine. Leur sensibilité a la
tétracycline, a la kanamycine, a la ciprofloxacine, a la streptomycine, a la
quinupristine/dalfopristine, au triméthoprime, a l'ampicilline, a la rifampicine et au

chloramphénicol était différente.

Au cours des 15 derniéres années, des études de Delgado et al. (2005), Abriouel et al.
(2015) et Campedelli et al. (2018) ont été publiées indiquant que les lactobacilles et les
bifidobactéries étaient genéralement sensibles a la tétracycline, a I'érythromycine, au
chloramphénicol, a la peénicilline, a I'ampicilline, & la clindamycine, a la quinupristine-

dalfopristine, au linézolide et a la rifampicine.



La résistance aux ATB des BL isolées du kéfir etait a 100% a la céftazidime,
ceftriaxone, clindamycine, lincomycine, rifampicine et tobramycine . Certains isolats étaient
sensibles au sulfaméthoxazole-triméthoprime et a la tétracycline avec des pourcentages de (60),
(40) respectivement (Budiati et al., 2022).

Jusqu'a 60 % des BL isolées du kéfir fabriqué a partir de lait de chevre Etawah étaient
résistantes a la tétracycline. La résistance acquise a la tétracycline a été attribuée a l'utilisation
extensive d'’ATB dans I'élevage de chévres Etawah dans certains pays pour traiter la maladie.
Tous les isolats du kéfir fabriqué a partir de lait de chévre Etawah étaient résistants a la
rifampicine. L'action de la rifampicine consiste a se lier au site spécifique de la polymérase de
I'ARN dépendant de I'ADN. D'autres études ont révélé que la résistance a cet antimicrobien
était due a une mutation de la sous-unité B de 1"ARN polymérase. Par conséquent, l'initiation et
I'élongation de la chaine d"ARN et I'élongation de la chaine d"ARN sont inhibées et les isolats

peuvent diminuer I'affinité de la rifampicine (Budiati et al., 2022).

Une forte résistance a la vancomycine est une caractéristique intrinséque de certains
phylo-groupes de Lactobacillus et d'autres especes de LB telles que Leuconostoc spp.
(Goldstein et al., 2015), causée par le remplacement d'un acide aminé dans le site actif de la
ligase ddla (f261y), comme cela a été démontre expérimentalement pour Ln. mesenteroides et
Lb. reuteri (Van pijkeren et Britton., 2012).

Par contre, Devika et al. (2019) ont montré une resistance intrinseque des lactobacilles
a la vancomycine. La résistance a la vancomycine chez les lactobacilles est attribuée a la
présence d'enzymes liées a la d-alanyl-d alanine ligase, un autre mécanisme est initié lorsque le
médicament entre en contact avec les précurseurs du peptidoglycane de la paroi cellulaire
bactérienne. La vancomycine se lie a I'extrémité d-alanine du pentapeptide, bloquant ainsi la
polymérisation des récepteurs du peptidoglycane chez les bactéries sensibles. Cependant, chez
LB et d'autres bactéries résistantes, la d-alanine est remplacée par du d-lactate ou de la d-sérine,

qui empéchent la fixation de la vancomycine et favorisent la synthése de la paroi cellulaire.

Par contre, Auttawit et al. (2020) ont détecté des résistances acquises a la kanamycine,
a la streptomycine, au chloramphénicol, a la gentamicine et a I'ampicilline. La résistance aux
aminoglycosides peut reposer sur plusieurs mécanismes, dont la modification enzymatique et
l'inactivation des ATB par les acétyltransférases, nucléotidyltransférases ou
phosphotransférases des aminoglycosides, l'augmentation de l'efflux, la diminution de la

perméabilité et les modifications de la sous-unité ribosomale 30s qui interférent avec la liaison



de cette classe d'ATP (Auttawit et al., 2020).

Aussi, les études de Jai-mee et al. (2016) ont prouvé que Lb. plantarum présentait le
gene aac (6'je-aph (2 "Ja et aph (3) Ila modifiant I'amino-glycoside, qui indique une résistance

a la gentamicine et a la kanamycine, respectivement.

Le genre BL est un excellent récepteur de genes exogenes par conjugaison, comme l'ont
démontré Abriouel et al., (2015) Pour le plasmide conjugatif pampl présent chez Lb.
plantarum, qui pouvait étre obtenu a partir d'entérocoques et de streptocoques. Les LB sont
généralement sensibles aux ATB, tels que les pénicillines (ampicilline, oxacilline et
pipéracilline), les inhibiteurs de p-lactamase, et les céphalosporines (céphalothine et
céfuroxime, ceftriaxone et céfoxitine). Cependant, ces derniéres années, certains auteurs ont
rapporté une résistance a la pénicilline G chez certaines souches de Lb. rhamnosus, Lb. reuteri
et Lb. plantarum. D'autres études ont montré que Lb. rhamnosus peut étre utilisé en toute
sécurité comme culture starter ou probiotique, méme s'il posséde des genes de résistance a la

vancomycine, car cette résistance est codée dans le chromosome.

Par contre, Promiselynd et al., (2023). La résistance a la tétracycline, lévofloxacine,
I'érythromycine, daptomycine, streptomycine, gentamicine, ciprofloxacine, gatifloxacine et
vancomycine a eté fréquemment observée chez les espéces de Lactobacilles. Ce résultat est
cohérent avec les études de Ma et al., (2018). a étudié les profils de résistance aux
antimicrobiens des espéces LAB provenant d'aliments fermentés et de I'intestin humain. Leur
rapport est en accord avec les résultats actuels ou toutes les especes de LB étaient résistantes a
la gentamicine et a la streptomycine. De méme, Erginkaya et al., (2018), a déclaré que les LB
isolées des produits laitiers fermentés turcs traditionnels étaient résistantes a la tétracycline, a
la Iévofloxacine, a I'érythromycine, a la daptomycine, a la gentamicine, a la ciprofloxacine, a
la gatifloxacine et a la vancomycine, ce qui est contraire aux résultats actuels ou toutes les

espéces de lactobacilles étaient résistantes a la gentamicine et a la streptomycine.

Les lactobacilles, couramment utilisés comme cultures starter dans les produits laitiers
fermentés, présentent une résistance généralisée aux pénicillines. Des études ont identifié une
résistance acquise a la tétracycline, a I'érythromycine, a la clindamycine et au chloramphénicol
chez des Lactobacilles isolés d'aliments fermentés. La résistance est médiée par des genes
spécifiques tels que tetM et tetS (associés a la résistance a la tétracycline) et erm(B) (associé a

la résistance a I'érythromycine) (Danielsen et Wind, 2003 ; Cataloluk et Gogebakan, 2004).

Les bactéries peuvent également acquérir des caractéres de résistance par lI'acquisition



de génes de résistance par transfert horizontal (plasmides et transposons) ou par mutation
spontanée de génes indigenes transmis aux générations suivantes par transfert vertical (Davies,
2010). Dans cette étude, la résistance phénotypique a la tétracycline pourrait s'expliquer par la
présence de tet(S) et tet(M) chez En. thailandicus et S. infantarius. La présence de genes codant
pour la résistance a la tétracycline et a la streptomycine est fréquemment rapportée chez les
lactobacilles. Ma et al. (2018) ont rapporté que tet(M) et tet(W/N/W) sont les génes de
résistance a la tétracycline les plus répandus dans les BL. Les chercheurs Capita et Alonso-
Calleja, (2013) et Thumu et Halami, (2012) ont démontré la présence des genes tet(S), tet(M),
tet(L), tet(W), tet(K) et tet(O) dans les especes Enterococcus et Streptococcus provenant
d'aliments fermentés et d'autres types d'aliments. En ce qui concerne la résistance a la
streptomycine, la détection du gene aad(E) dans la présente étude est similaire aux résultats
obtenus par Gaglio et al. (2016), qui a démontré la présence du géne dans des Entérocoques

résistants a la streptomycine provenant de fromages.

Alvarez-Cisneros et Ponce-Alquicira, (2018), ont démontré que les génes de
résistance ne sont pas toujours exprimeés mais peuvent étre transférés a d'autres bactéries si les
conditions environnementales stimulent l'expression de ces génes. Un géne de résistance
extrinséque, qu'il soit exprimé ou non, peut étre transféré au microbiote. De nombreuses études
ont rapporté que divers LAB possédent différents génes de résistance qui peuvent étre transférés
a d'autres bactéries. Par exemple, err(A), erm(B), tet(M), tet(W), et tet(M) ont été identifiés
dans plusieurs especes de LB (Mayrhofer et al., 2010). Des genes de résistance a la tétracycline
(tet(M), ter(S)) pour les protéines de protection des ribosomes et ter(L) pour les pompes d'efflux
ont été trouvés dans les BL (Florez et al., 2017). Des souches phénotypiquement sensibles
contenant des génes de résistance a la tétracycline (tet(K), tet(L)) et a I'érythromycine (erm(B),
mef(A)) ont également été signalées (Anisimova et Yarullina, 2019). Ma et al. (2021) ont
montré que la présence d'un géne de résistance aux antimicrobiens n'entraine pas toujours

I'expression d'une résistance.
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Conclusion et perspectives

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes de bactéries généralement
bénéfiques, largement utilisées dans la production alimentaire et la fermentation. Elles jouent
un réle crucial dans la transformation des aliments et la production de probiotiques. Cependant,
malgré leur réputation souvent positive, certaines bactéries lactiques peuvent également
présenter des défis, notamment en ce qui concerne leur résistance aux antibiotiques. Soulevant

des questions sur I'impact potentiel sur la santé publique et I'environnement.

L'objectif de ce travail était 1’étude de la sensibilité de quelques souches de bactéries

lactiques, genre Lactobacillus autochtones, vis-a-vis les antibiotiques.

Une revivification et une confirmation de la pureté de cing souches de Lactobacillus
ont été effectue par des cultures successifs sur milieu MRS, une coloration de Gram et un test
de catalase. Apres, un antibiogramme a été réalisé en utilisant la méthode de diffusion sur
gélose. Les antibiotiques testés appartiennent a différentes famillies : I'amoxicilline, la

gentamicine, doxycyline , spiramycine , rifamycine , chloramphenicol.

Les résultats du test ont montré une sensibilité de toutes les souches lactiques envers 6
antibiotiques : I'amoxicilline (25pg), la gentamicine (120pg), doxycyline (30ug), spiramycine
(100pg), rifamycine (5ug), chloramphenicol (30pug) Par contre, ces souches ont présenté une

résistance totale a la vancomycine (5pug).

Les résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et méritent d'étre
exploités et complétés par : I'étude d'un plus grand nombre de souches ; et I'utilisation de la biologie

moléculaire pour identifier les genes qui codent pour les résistances
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Annexes
Annexe 1 : Composition du milieu MRS
Composant Quantité
Peptone 109
Extrait de viande 10 g
Extrait de levure 59
Glucose 209
Tween 80 1 mil
Acétate de sodium 59
Citrate d’ammonium 29
Phosphate bipotassique 29
Sulfate de magnésium, 7H20 0,29
Sulfate de manganése, 4H20 0,59
Agar Agar 159
Eau distillée 100 ml
PH=6.5/ Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes
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Annex 2 : Milieu lait écrémé enrichi

Composant Quantité
Lait écrémé 109
Extrait de levure 0.5g
Eau distillée 100ml
pH 6.8
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Annex 3 : Coloration de Gram

Colonie bactérienne Dilution Fixation du frottis

Coloration avec le violet | Recouvrir avec Lugol Ringage avec I’alcool

de gentiane

Recouvrir de la Fuschine | Lavage Observation

microscopique
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