ol Al jiagall A 5 3201 4 5 enl
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUEET

POPULAIRE
- Ala s Ladl o Laslls 55

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE
LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

W

UNIVERSITE MUSTAPHA STAMBOULI DE MASCARA
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

THESE
Pour ’obtention du dipldme de

DOGIORATEEVD

Option : Qualité des produits et Sécurité Alimentaire
Spécialité : Sciences Alimentaire

Sélection et caractérisation technologique de
certaines bacteries lactiques isolées a partir des
produits de péches

Présenté par
Mme BATOUCHE Amel épouse Djelti

Soutenu publiquement le :
Devant le jury :

Présidente Pr. CHOUITAH O. Université Mustapha Stambouli. Mascara
Examinatrice Dr. BENFREHA H. Université Mustapha Stambouli. Mascara
Examinatrice Dr. SIDE LARBI K. Université Mustapha Stambouli. Mascara
Examinateur Dr. BELLILY. Université de Dr Moulay Tahar de Saida
Directrice de these Pr. SAHNOUNI F. Université Mustapha Stambouli. Mascara

2024/2025



Remerciements

Nous tenons tout d’abord a remercier ALLAH le tout puissant de nous avoir aidé a

réaliser ce modeste travail.

Je tiens avant tout exprimer mes remerciements les plus chaleureux a ma directrice
de thése, le professeur Fatma SAHNOUNI, pour m'avoir accordé I'honneur de soutenir ce
sujet de recherche et pour la confiance qu'elle m’a donné pour mener a bien mon projet.
Vos précieux conseils, votre aide abondante, votre esprit critique, ont considérablement
contribué & mon progres. Je tiens a vous exprimer ma profonde reconnaissance et tout
mon respect.

Je remercie vivement, le professeur CHOUITAH O. d’avoir accepté de preésider le
jury de ma these.

Mes remerciements les plus sincéres s’ adressent également aux Dr. BENFREHA H.,
Dr. SIDE LARBI K., Dr. BELLIL Y. de I’Université de Dr. Moulay Tahar de Saida, d avoir
accepté d’examiner ce travail.

Je tiens a remercier le professeur BENARBA B., de nous avoir donné une chance
pour continuer notre chemin de recherche.

Mes Vifs remerciements s adressent au Dr BENDAHA M., pour ces conseils et son
aide précieuse.

Je remercie également Pr HARIRI A., pour sa disponibilité et son aide appréciable.

Mes remerciements s adressent également aux directeurs, responsables et personnels

de laboratoires de recherches et de la pedagogie (S.N.V).

Je tiens a remercier infiniment Melle KADA Zahira, chef service de suivi de
formation de la post- graduation, faculté SNV, pour sa disponibilité et sa gentillesse.

Enfin, je tiens aussi a remercier tous ceux qui ont contribué de pres ou de loin a ce
travail. Qu'ils trouvent dans ses quelques lignes | ’expression de mes sinceres

remerciements.



Dédicaces
ﬂededcecemodea‘emé

A mon trée cher péne, mon modele, mon espoin. Ye tiens é vous nemencier énonmément de tout mon
caeur pour tous vod dacnifices, voe encounagements d aller plus loin. 'aé { lionnear de vous satisfacre
avec ce modedte travad.

gue je devacs  frounsuime mon chemin Tout en w'Clant fas 4 mes cotes. Meneé poun wos conseds
précieax, vod encounagements, wod dacndficed, wotre amoun iuedtimalble, wotre Tendneste et wotre
gentillesse. Grace d. wous je suid devenne ce que je duid, Je 4aid que wous auniey et¢ ficne de moc,

A mon tée cher unique fnine Mownad, que j'ac malheanensement récemment pendu, froun touw amoar,
ton douticn monal., Tous les dear, vous aves lacssé an uide énorme au sein de la famdille.

A mon thés chen manc Wakih, gui a ¢t toujouns dispondile pour moi, quc m'a toujouns doutens et
encounagé. Wenci pour ta paticuce, ta comprihension et ton douticn contink, Je t'en derais cnfiniment
neconnaiddante.

A mes tés chens d mon caean, mes enfants Woliammed Redouane Ellak, Hd EC FHak Vhek, Tosam
Dijamel Eddine et /Hd Emacuf Boualem, que dieu les protige.

amoan et lean soution moral. A toute la jamdlle BATOUCHE.

A ma chéne belle-mene et & mon beaw-péne. Menci pourn wos encounagement et votre douticn moral.
A mee belles seane et beaus-fnénes. aindi gu'd toute ma belle - famille.



Table des matieres

Table des MatiCresS. .. ..ottt e |
Liste des fIgUIS. ... v ittt Vi
Liste des tableauX. ......oouiiti i IX
Liste deS abréviations. ... ... ...ouiintie ittt e, X
RESUMI . .. e e i
ADSIIACT. ... i
U3 e iii
Introduction g8NErale........ ... e 1
I. Etude bibliographique

1. La microbiologie du milieu aquatique et du poisson............................ 3
1.1. La microbiologie du milieu aquatique...............coeviiiiiiiiiiiiiiene, 3
1.2. La biologie du poiSsON. ........c.ouiiiiii e 4
1.2.0. GENEralite. .. ..o 4
1.2.2. La morphologie du poiSSON.........c.c.viiiniiiii e 4
1.2.3. TYPE U8 POISSON. ..ttt e e e 4
1.2.4. Classification des POISSONS. ........ooviiuiirit i 5
=LES POISSONS OSSBUX. ... .v ettt et ettt et et et et e et e e et eeaenaen 5
-Les poissons cartilaginBuX. ........c.ooouiiri i 5
1.2.5. L appareil digestif de poiSSOn........ovveiiiiiiiiiiiii i e 5
1.3. La composition biochimique et valeur nutritionnelle du poisson.............. 6
1.4. Lamicroflore du poiSSON..........oviriiniinii e 7
1.4.1. La flore microbienne du poisson vivant ou fraichement capture............ 8
-Lamicroflore de lapeau...........ooiniiriiii 9
-La microflore des branChies.............ccooiii i 10
-La microflore intestinale. ... 11
1.4.2. La microflore du poisSOn Mort............cooiiiiiiiiiieceeeee, 13
-Evolution de la microflore et altération bactérienne du poisson mort............. 13
-Changements autolytiques et réactions chimiques....................cooooiinil. 14
-Changements bacCteriologiqUeS. ..........o.ouriiriiii e 14
-Changements organoleptiques et physiques.............coooviiiiiiiiiiiiia., 14
1.4.3. La flore spécifique d’altération du poisson (SSO)........ccooeviiiiiiin... 15
1.4.3.1. Bactéries a Gram-negatif..................ocooiiii 16
SPSEUAOMONAS SP ... vttt 16
SShewanella SP. ... 17
e Y (0] 100 g R o 19
SV IO St 20
-Flavobacterium. .. ... 21
-PhOtODACTEITUM. ...\ 22
1.4.3.2. Bactéries & Gram-positif............ccoooiiiiiiiiii 23
01 010] o= o (=1 £ 1] 1 o PRSP 23
SBrONCEIIX. ..o 25
“ENLEIOCOCCUS. . ...t 26
1.4.4. La flore d’altération du poisson légérement préservé........................ 26
1.4.5. Les autreS MiCroOrganiSImMeS. ... ouuut ettt e eteetee et et et et eeaneaenans 27
-Les algues MICIOSCOPIQUES. ... ..vint ettt et et e e 27

S B VI US . o ettt e e e 27



LS PArASIEES. .. ettt 28

-Les levures et 16S MOISISSUIES. .. ...vueeii e, 28

. 2. Les bactéries lactiques
2.0 DEFINITION. ... 30
2.2. Propriétés générales. ...........coouiiniiiiniii e 30
2.3. Ecologie et classification.............cooovuiiiiiiii e 31
2.4. Caracteérisation des principaux genres de bactéries lactiques.................. 34
2. 4.1 ENEBIOCOCCUS. ... .eeeeee ettt et et ettt 34
-Les especes importantes du genre. ... ....c.oieeiriieriiieeieiee e, 34
-Enterococcus faecalis............oooiiiiii 34
-ENterocoCCus faeCium. ........ouiuii e 35
-ENterocoCCuS lactiS. .......vvveeie e 35
2.4.2 LactobaCillus. ........ovinei 35
2.4.3 Carnobacterium...... ... 36
244 WeISSella. . ..o 38
2.4.5 LEUCONOSIOC. .. ..ttt ettt e et e e 38
2.4.6 PEAIOCOCCUS. ... vttt e et e e e 39
2.5. R0le des bacteries 1aCtiqUues. .........c.ovoeiiiiiiiii e 39
2.5.1 Propriétes probiotiqUes...........ooviniiiii 40
- Notion de probiotique. ... ..o 40
= DATINIEION. .. 40
- ROle dun probiotique. ... ..oviiriit it 40
2.5. 2 Préservation et innocuité de aliment................................L L. 41
2.5. 3 Formation de ’'arome et de la saveur....................ocoiiiiiiin..l, 42
2.5.4 Influence sur la valeur nutritionnelle.....................coiiin, 42
2.5.5 Production de vitamines par les bactéries lactiques...................... 43
3. Les propriétés technologiques de bactéries lactiques 44
3.1. Activité acidifiante et production d'acide lactique............................ 44
3.2. ACLIVItE ProteolytIqQUE. ... ..o 45
3.3. ACHIVItE lIPOIYLIQUE. ....e et 45
3.4, ACIVITE @arOmMaAtiQUe. ... .ottt 46
3.5. Production des exopolysaccharides..............ccoooviiiiiiiiiiiiiia, 47
3.6. Activité amylolytique. ..o 48
3.7. Activité antimiCrobIenNe. ... ... ..o 48
3.7.1. Propriétés inhibitrice des bactéries lactiques......................c.ooeee. 48
-La compétition nutritionnelle et pour ’espace...............cceeevenennn... 48
-La production des métabolites antimicrobiens................................ 49
3.7.2. Les substances antimicrobiennes produites par les bactéries lactiques . 49
-LeS acides OrganiQUES. .......ovier ittt 50
-Le peroxyde d’hydrogene. ...........cooiiiiiiiiiiiii e 50
-Le dioxyde de Carbone. .........c.oevriniiiii e 51
SLediaCetyl. .o o 51
S TBULBIING. .. e 51
-Les peptides antimicrobiens (bactériocines)..............ccoevviiiiininannn.. 52
A. Les bactériocines de bactéries lactiques..................ocoevvininnnn. 52
B. Classification des bactériocines...............ccovevviiiiiiiiniinennn.. 53
C. Biosynthese des bactérioCines.............ccooveviiiiiiiiiiiiiiss 54
D. Mode et mécanisme d’action...............ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiniaananns 54

E. LS ENtETOCINES. . .. ettt 57



-Les entérocines et leur classification.......................c.ooo
-Mode d’action des entéroCines...........o.ovvverieeenneeneennennennnn,
3.2. Application biotechnologique des bactéries lactiques et de leur bactérioc

3.2.1. Application des bactériocines de bactéries lactiques.................
-Application dans le systéme alimentaire........................coene.
-Application en MEdeCine. .........coovviiiiiii
3.2.2. Application des bactéries lactiques................cooiiiiiiiiinn..

-Application dans le domaine alimentaire
Il. Matériel et méthodes

1. Recherche et identification des bactéries lactiques a intérét technologique
1.0 Lieu de Pétude. ...ovveee i
1.2, ObJeCtif . et
1.3. Le matériel biologique.........oovvviniiiiii i
1.4. Echantillonnage. ..........ooueiiiiii i e

1.5. Isolement des bactéries lactiques (BL)............ccoooviviiiiiiniinn..ld )
1.5.1. Preparation des dilutions. ...............ocoiiiiiiiiiii i
1.5.2. Préparation des cultures et purification................................
1.6. Conservation des iSolats purs...........ocoeiviiiiiiiiiiieeeen e,
1.7. Caractérisation des souches lactiques...............cccooeviiiiiiiinn... ]
1.7.1. Pré-identification des iSOlats. ............ccooveiiiiiiiiiii i,
-Caractérisation morphologique...............oooiiiiiiiiiiiiiiia,
-Testde lacatalase...........oooveeeiiii
1.7.2 Criblage sur la base de I’activité antibactérienne......................
SLe TSt AINECT. .ot
- LeteStiNGIreCt. .. ..o
1.7.3. Caractérisation physiologique et biochimique........................
- Recherche de I’arginine di-hydrolase...........................oee
-Testde mobilité.... ...
- Taux de croissance a différentes conditions...........................
a) Croissance a différentes températures et thermorésistance.........
b) Croissance a différentes concentrationsde sel........................
c) Croissance adifferents pH.............cooiiiiiiiiiii
- Détermination du type fermentaire.....................coooiin.
1.7.4 Identification des isolats par Galeries APl..................c...ooei.
-Lecture et interprétation................cooiiiiiiiiii
1.7.5. Caractérisation technologique des isolats purs sélectionnés........
- Pouvoir acidifiant des isolats purs...............ccooiiiiiiiiiin
-ACtiVIte protéolytique. .......c.ovieiii
A. Méthode qualitative..................ccoooiiiiii,
B. Méthode quantitative...............coooviiiiiiiiiin
~ACtIVItE IPOLytiIqQUE. ..ot
A. Mise en évidence de I’activité lipolytique.....................
B. La recherche de I’activité lipolytique extracellulaire......
C. Détermination de I’activité lipolytique par titrimétrie........
- Pouvoir texturant des isolats.............oooeviiiiiiiiii,
A. Recherche des Exo-polysaccharides...........................
B. Quantificationdes EPS..................cooii
-Pouvoir aromatisant..............c.coovuiiiiiiiiii e
A. Laproduction d’acetoine.............ccovveeiiiiniiiinnnennnn..

58
58
60
60
61
61
62

65
65
65
66

67
67
67
67
68
68
68
69
69
69
69
71
71
71
72
72
72
72
72
73
73
73
73
74
74
75
76
76
76
76
77
77
78
79
79



B. Recherche de lacitratase..........oovveeiiiiieiiii ... 79

-Activité amylolytique. ... ..o, 79
1.7.6. Caractérisation de la substance inhibitrice........................ 80
A. Détermination de la nature de la substance inhibitrice....... 80
-Inhibition due a la production d’acides organiques............... 80
-Inhibition due a la production de peroxyde d’hydrogéne......... 80
-Inhibition due a la production de substance de nature protéique 80
B. Caractérisation physicochimique de Bactériocines Like 80
-Effet des enzymes, du traitement thermique et du pH sur l'activi 80

té des bactériocines
- Purification partielle de bactériocine-like (BLIS)................. 81
-Dosage de Bradford.............cooviiiiiiii 81
-Détermination de la CMI par microdilution en milieu liquide.. 83
-Détermination du mode d’action des substances inhibitrice...... 83
1.7.7. Caractérisation des critéres de performances........................ 84
A. Résistance aux antibiotiques..................cocoiiiiiiin | 84
B. Activite hémolytique. ... | 84
C. Production des amines biogeénes..............ccoooiiiiiiiiiinnl. 85
1.7.8. Les facteurs de virulence.............ooooiiiiiiiiiiii e, 85
A. L’hydrolysedela gélatine...............ccoovviiiiiiiiiiini e 85
B. HydrophobiCité........ ..o, 86
C. Capacité d'auto-agrégation et de co-agrégation......................... 86
1.7.9. ldentification génotypique des souches pures....................... 87
-Extraction de I’ARN génomique et amplification de 'ARN par PCR 87
-Electrophorese sur gel d’agarose..........coovvviiiiiiiiiiiiiiinnnnn.. | 87

I11. Résultats et discussion

1. Isolement et caractérisation phénotypique................cooeeiiieinin... 90
1.1. Caractérisation phénotypique............ccooiveiiiiiiiiiiiiieee, 90
1.1.1. Criteres morphologiques. ...........ooiveiiiiiiiii el 90

A. ASPeCt MaCrOSCOPIQUE. ... .vvtirite ettt et e, 90

B. ASpect MICroSCOPIQUE. ... .oovirie i 90

2. Criblage sur la base de I’activité antibactérienne.............................. 92
A I 1S o [ T PP 93
2.2. LeteStindireCt.......ccovieiii i 94

3. ldentification physiologique et biochimique des isolats sélectionnés....... 95

3.1. Hydrolyse de ’arginine. .............c.oooiuiiiiiiiiiiiiiiiii e, 95

3.2. Testde mObIlité. ... ... 96

3.3. Taux de croissance a différentes conditions...................c.coeevvnennn. 96

3.4, Type fermentaire. .. ..ot 98

4. Identification des isolats par Galerie API..................ooooiiiii. 98

5. Caractérisation technologique des isolats purs........................... 99

5.1. Cinétique de croissance et d’acidification.............................. 99

5.2. ACtivité protéolytique..........oooviiiiii e 102

5.3. Activité lipolytique. ... ...oovii e 105

5.4. Production des EPS...... ..o 106

5.5. Recherche de la citratase.............ooeeiiiiiiiii i 107

5.6. La production d’acétoinNe............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 109

5.7. Activité amylolytique. ..o, 109



5.8. Caractérisation de la substance Ihibitrice. .........couuuuuereeeeeeennn.. 110

5.8. 1. Détermination de la nature de la substance inhibitrice................ 110
5.8.2. Caractérisation physicochimique de Bactériocines Like (BLIS)...... 111

-La détermination de la concentration de bactériocine like ... .......... 113

-Détermination de la CMI et CMB par micro- dilution en milieu liquide.114

-Détermination du mode d’action des substances inhibitrices......... 115
6. Les critéres de performance.............oooviiiiiiiiiiii 118
6.1. La résistance aux antibiotiques...............cccooiviiiiiiiiiin, 119
6.2. Activité hémolytique...........coooi i 121
6.3. Production des amines biogenes. ...........ocoovviiiiiiiiiiiiii 121
6.4. Détermination des facteurs de virulences.....................c.ovviieinene. 122
6.4.1. L’hydrolyse de la gélatine................coovviiiiiniiiiiei e, 122
6.4.2. Evaluation de I'hydrophobicité des surfaces cellulaires................ 123
6.4.3. Capacité d'auto-agrégation et de co-agrégation.......................... 123
7. Identification génotypique des SOUCheS Pures............c.ocevevinininnnn... 125
IV, ConCIUSION. ..., 131
V. Références bibliographiques.............ccooooiiiiiiiii 134

Annexes



Liste des figures

Figure 1 : Dissection de I'appareil digestif d’un poisson 0SS€UX.............oevverennnn... 06
Figure 2 : Dissection légendée d’une sardine femelle (10 cm).............cooevviiiininnii. 06
Figure 3 : Types de bactéries d’altération et composés typiques retrouvés lors de 16

Ialteration dU POISSOM. ... iuett ettt et e e

Figure 4 : Photographie au microscope électronique et principales caractéristiques taxonomique
et physiologiques du genre PSEUdOMONAS SP.......viviiiiriieiie e e,

16

Figure 5 : Photographie au microscope électronique et principales caractéristiques taxonomique
et physiologiques du genre SNEWaNEHA SP... ... ..ot iie it e et et e et e e e e et e e e

17

Figure 6 : Processus enzymatique la conversion du TMAO par les bactéries (SSO)
présentes dans  lachair.............oooiiiii i

19

Figure 7 : Photographie au microscope électronique (barre = 1 um) et principales caractéristiqu
taxonomiques et physiologiques du genre ABrOMONES. ........ouiuririririiiee et eereeanaas

19

Figure 8 : Photographie au microscope électronique et principales caractéristiques taxonomique
et physiologiques du genre ViDrio. ... ..o

20

Figure 9 : Photographie au microscope électronique et principales caractéristiques taxonomique
et physiologiques du genre FlavobacteriUm... ... ..o oot oot e e e e e e et e e

21

Figure 10 : Photographie au microscope électronique et principales caractéristiques 22
taxonomiques et physiologiques du genre Photobacterium...................oool,
Figure 11 : Photographie au microscope électronique des cellules de Carnobacterium ......... 23
Figure 12 : Microscopie a force atomique d'une microcolonie (panneau de gauche) et d'une cell| 23
(panneau de droite) de C. maltaromaticum DSM207302..........cooiriiiiiiiieicieeee
Figure 13 : Photographie au microscope électronique du genre Brochothrix....................... 25

Figure 14 : Photographie au microscope électronique et principales caractéristiques taxonomigu
physiologiques du gENIe ENterOCOCCUS. .. ...vut ittt ittt ettt e et e

26

Figure 15 : Types fermentaires de bactéries lactiques................ccoocoiiiiiiiiiiiinan, 33
Figure 16 : Modeéle générique pour la biosynthese des hétéropolysaccharides par voie | 47
Wzy-dépendante (polymérase)

Figure 17 : Mécanisme d'action des bactériocines sur les bactéries a Gram-positif................ 55
Figure 18 : Mécanisme d'action des bactériocines sur les bactéries a Gram-négatif 58
Figure 19 : Principaux mécanismes d'action des bactériocines produites par les bactéries a 58
Gram positif

Figure 20 : Le mécanisme antimicrobien des entérocines 59

\




Liste des figures

Figure 21 : Vue d'ensemble de la sécurité, des propriétés techno-fonctionnelles et 63
fonctionnelles des probiotiQUES. .........ooviiiri i e
Figure 22. Schéma résumant le protocole de la dissection, I’isolement et la 68
purification.

Figure 23 : Schéma résumant le traitement du surnageant d’isolat retenu.................. 70
Figure 24 : Courbe étalon de la Glycine pour I’évaluation de I’activité protéolytique............ 76
Figure 25 : Courbe d’étalonnage du glucose pour la quantification des EPS........................ 79
Figure 26 : Courbe d’étalonnage SAB........ ..ottt 90
Figure 27 : Aspect macroscopique des colonies des souches ABBC2 ABBC3 sur milieu MRS | 91
Figure 28 : Aspect microscopique des cellules ABBC2 (A) cellules ovoides associées | 91
en diplocoques et ABBC10 (B) Batonnets regroupés en chainettes courtes) ...............
Figure 29 : Spectre d’action de la souche ABBC3 vis-a-vis B.subtilis, S.aureus et B.cerg 93
et St.aureus.............

Figure 30 : Interaction bactérienne des isolats, Enterococcus sp.C2, Enterococcus sp.C3, | 95
Enterococcus sp.C4, Carnobacterium sp. C10 et

Carnobacterium sp. C12 vis-a-vis B.cereus

Figure 31 : Les résultats de la production de I’arginine di-hydrolase........................ 96
Figure 32 : Effet du pH sur la croissance des différents isolats.............................. 97
Figure 33 : Effet du NaCl sur la croissance des différents isolats........................... 97
Figure 34 : Effet de la température sur la croissance des différents isolats................ 97
Figure 35 : Profil fermentaires des isolats Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp.C3 et 99
ENTErOCOCCUS SP.CA. .o it ettt a b sr e st e n e e be e e e
Figure 36 : Parameétres cinétiques de la croissance et de I'acidité produite par les 101
souches Enterococcus sp. C2 et Enterococcus sp. C4 au cours de la fermentation

ISCONEINUE. ... ..ottt eea e
Figure 37 : Activité protéolytique des isolats Enterococcus sp.C4, Carnobacterium sp. | 102
C10 et Carnobacterium SP. CL2. .. .. et e e
Figure 38 : Quantification des protéines, des lipides et des EPS pour les souches 104
Enterococcus sp. C2 et ENteroCoCCUS SP. CA...vnviinniiiiii e e
Figure 39 : A) Activité lipolytique des isolats 2%HO) (spots) B) Activité lipolytique  |105
des iS01ats (BYOHO) (PUILS) .. ..neer it
Figure 40 : Exemples de production des EPS par les isolats sur milieu MSE............... 107
Figure 41 : Dégradation du citrate par les isolats A) Enterococcus sp.C2 (fissure), B) 108
Carnobacterium SP. CLO. .. ..o e
Figure 42 : Production d’acétoines par les isolats Enterococcus sp.C2, Enterococcus 109

SP. C3 et ENteroCoCCUS SP. CA. ...t

Vil




Liste des figures

Figure 43 : Exemples de la dégradation de I’amidon par les isolats A) Enterococcus sp. !

C3, B) Enterococcus sp. C10 et Carnobacterium sp.C12 110
FIQUIE 44 CIMIEATO. ..o e e e e 114
Figure 45 1 CMI A T=24N. .o 114
Figure 46 : Effet du surnageant des trois isolats Enterococcus sp.C2, Enterococcus sp.C3 | 116
et Enterococcus sp. C4 sur lacroissance de B.C .......ooviiiiiniiii e
Figure 47 : Effet du surnageant des trois isolats Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. 116
C3 et Enterococcus sp. C4 sur la croissance de S.abony .................occoviiiiiii....
Figure 48 : Antibiogramme des bactéries lactiques.................coooiiiiiiiiiiiinn., 120
Figure 49 : Adhésion des isolats au Xylene.............cooiiiiiiiiii e 123
Figure 50 : Le pourcentage d’auto-agrégation des isolats......................cooeeeinini, 124
Figure 51 : Le pourcentage de co-agregation des isolatsavec B.C.......................... 125
Figure 52 : Le pourcentage de co-agrégation des isolatsavec S.A..............coeeennnn. 125
Figure 53 : Analyse de I'arbre phylogénétique par la méthode du maximum de 128
vraisemblance des souches d’Enterococcus sp. C2 et Enterococcus sp. C4.................
Figure 54 : Analyse de l'arbre phylogénétique d’Enterococcus sp. C2 et Enterococcus | 129

sp. C3 par la méthode du maximum de vraisemblance......................cooiiiiin

Vi




Liste des tableaux

Tableau 1 : Les constituants principaux du poisson et du muscle de beeuf................... 06

Tableau 2 : Flore bactérienne du poisson capturé dans des eaux propres non polluées....07

Tableau 3 : La flore bactérienne de la peau du poisson...............ceviviiiiiiiiniiniininnn. 09
Tableau 4 : Les espéces bactériennes isolées du tractus intestinal des especes de poissons

Au stade larvaire et post-larvaire...............oooiiiiiiiii 12
Tableau 5 : Classification des grands groupes des bactéries lactiques........................ 32

Tableau 6 : Les genres de bactéries lactiques associés aux aliments et leurs

caracteristiques phySiOloO@IQUES. ......oueurtiit ettt 37

Tableau 7 : Métabolites antimicrobiens de faible masse molaire secrétés par les

bactéries lactiques autres que les bactériocines. ............oooviieiiiniiiiiiiiiiie s 50
Tableau 8 : Classification de bactériocines. .............covviiiiiiiiiiiiii i, 56
Tableau 9 : Expression hétérologue des entérocines dans différents systemes...................... 56

TableaulO : Espéces utilisées pour 1’établissement de la mise en évidence du spectre

d’actiVité antibaCterienne. ............oooiiiii e 70
Tableau 11 : Préparation de la courbe étalon Glycine...................ocooiiiinl, 75
Tableau 12 : Préparation de la courbe étalon glucose pour le dosage des EPS...................... 78
Tableau 13 : Préparation de la courbe étalon : Sérum Albumine Bovine............................ 82
Tableau 14 : Liste des antibiotiqUues teStés. .. .....o.ovriiiniiii e, 84

Tableau 15 : Les caractéristiques morphologiques et biochimique des isolats lactiques...92

Tableau 16 : Effet inhibiteur des isolats lactiques sur des bactéries indicatrices............ 93
Tableau 17 : Caractérisation technologiques des isolats................cccoviiiiiiiiiinnnn, 103
Tableau 18 : Influence de la température, pH et Na Cl et les enzymes sur ’activité de

DACTEIIOCINE. . ..\ttt e e e 113
Tableau 19 : Résultats du test de sensibilité aux antibiotiques............................. 119



Liste des abréviations

AB : Amines biogénes

HO : Huile d’Olive

AGL : Acides Gras Libres

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-acétate
BSA : Sérum Albumine Bovine

BLIS: Bacteriocin Like Inhibitory Substance
BL : Bactérie lactique

CFS : Cell Free Supernatant

D.O : Densité Optique

TCA : Trichloroacétate

EPS: Exo-Poly-Saccharide

ESM: EPS Selection Medium

MH : Muller Hinton

ATB : Antibiotique

QS : Quorum Sensing

PCR : Polymerase chain reaction

UFC : Unité Formant Colonie

pH : Potentiel d’hydrogene

°D : Degrés Dornic

GRAS: Generally Recognized As Safety

ATCC: American Type Collection Culture
ADH : Arginine di- hydrolase
TMAQO : Oxyde deTrimethylamine

TMA : Triméthylamine



M : Molaire

m/v : masse sur volume

mL : millilitre

mM : millimolaire

Mn : Minute

MRS : de Man Rogosa et Sharpe

Na cl : Chlorure de sodium

Na OH : Hydroxyde de sodium

NCBI : National Center for Biotechnology Information
pl : Microlitre

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARNTr : Acide ribonucléique ribosomique
ATCC : American Type Culture Collection
BLAST : Basic Local Alignment Search

CHU : Centre Universitaire Hospitalier

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
CLSI : Clinical and Laboratory Stansard Institut

trm: tour par minute

rpm: Rotation par minute

FASTA : « Fast-All » ou « Rapide-tout »
BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

Xl



Résumé

La présente étude s'est focalisée sur la valorisation des sous-produits de la péche. A travers
cette approche, notre travail s’est fondé sur le screening des caractéristiques
technologiques des Enterococcus isolés du tube digestif de deux poissons marins frais :
Sarda sarda et Sardina pilchardus, le long de la cbte algérienne. Les bactéries lactiques
Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3 et Enterococcus sp. C4, ont été identifiées au
niveau de I’espéce conformément au test biochimique APl 50 CH et le séquencage du géne
ARNr16S. Nous avons examiné les activités technologiques (acidifiante, protéolytique,
lipolytique, antibactérienne, aromatique et production d'exopolysaccharides) tout en
garantissant la sécurité alimentaire, afin de sélectionner l'isolat lactique le mieux approprié
pour renforcer l'activité antibactérienne, les caractéristiques organoleptiques et la qualité
nutritionnelle. Ces isolats selectionnes ont démontré une faible capacité d'acidification, de
proteolyse et de lipolyse, tout en produisant de petites quantités d'exo-polysaccharides.
Notre étude a également demontré que les trois isolats lactiques exercaient une action
antibactérienne directe contre Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli et Salmonella abony. De plus, leurs surnageants developpaient une
activité antibactérienne indirecte vis-a-vis B.cereus. Les surnageants C2, C3 et C4 sont a la
fois sensibles a la protéase et a la température, ce qui confirme la nature protéique des
substances inhibitrices. La Bactériocine C2 était thermostable et restait active sur une large plage
de pH de 3,5 a 6,5, tandis que la bactériocine C3 restait stables pendant 30 minutes a 60°C et son
efficacité était maintenue a 100% a pH 6,5. Il est important de souligner que la résistance aux
antibiotiques a été notée chez Enterococcus sp. C2 envers les antibiotiques examingés, a
I'exception de la spiromycine, tandis que Enterococcus sp. C4 et C3 ont uniquement
montré une résistance a I'amoxicilline, la tétracycline et la pénicilline. Il convient de noter
que le criblage phénotypique pour la production d’hémolysine et d'amines biogenes, a montré que
les souches semblaient totalement sires. Les souches sélectionnées ont révélé une tolérance a
la température et a un pH bas. Elles ont également démontré une activité hydrophobe, une
auto-agrégation et une co-agrégation. Ces caractéristiques conférent a ces isolats I’aptitude
de coloniser I’intestin. Nos découvertes ont des implications notables pour le secteur alimentaire
et cette étude contribuera a I’innovation alimentaire : des saveurs uniques, une élaboration de
méthodes de conservation naturelle des aliments plus sdres et plus efficaces et des bienfaits pour la
santé.

Mots clés : Enterococcus sp., bactérie lactique, caractérisation technologique,
bactériocine-like, activité antibactérienne, sécurité.



Abstarct

The present study focused on the valorization of fishery by-products, particularly fish
viscera. Through this approach, our work was based on screening the technological
characteristics of Enterococcus isolated from the gastrointestinal tract of two fresh marine
fish: Sarda sarda and Sardina pilchardus, along the Algerian coast. The lactic bacteria
Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3, and Enterococcus sp. C4 were identified at the
species level according to the API 50 CH biochemical test and 16S rRNA gene sequencing.
We examined the technological activities (acidifying, proteolytic, lipolytic, antibacterial,
aromatic, and exopolysaccharide production) while ensuring food safety, in order to select
the most appropriate lactic isolate to enhance antibacterial activity, organoleptic
characteristics, and nutritional quality. These selected isolates demonstrated a low capacity
for acidification, proteolysis, and lipolysis, while producing small amounts of exo-
polysaccharides. Our study also demonstrated that the three lactic isolates exerted a direct
antibacterial action against Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, and Salmonella abony. Moreover, their supernatants exhibited indirect
antibacterial activity against B. cereus. The supernatants C2, C3, and C4 are both sensitive
to protease and temperature, which confirms the protein nature of the inhibitory substances.
Bacteriocin C2 was thermally stable and remained active over a wide pH range from 3.5 to
6.5, while bacteriocin C3 remained stable for 30 minutes at 70°C and their efficacy were
maintained at 100% at pH 6.5. It is important to note the resistance of Enterococcus sp. C2
towards the examined antibiotics, except for spiramycin, while Enterococcus sp. C3 and C4
showed resistance only to amoxicillin, tetracycline, and penicillin. It should be mentioned
that the phenotypic screening for the production of hemolysin and biogenic amines showed
that the strains appeared to be completely safe. The selected strains revealed a tolerance to
temperature and low pH. They also demonstrated hydrophobic activity, auto-aggregation,
and co-aggregation. These characteristics confer to these isolates the ability to colonize the
intestine. Our discoveries have significant implications for the food sector, and this study
will contribute to food innovation: unique flavors, the development of safer and more
effective natural food preservation methods, and health benefits.

Key words: Enterococcus sp., lactic acid bacteria, technological characterization,
bacteriocin-like, antibacterial activity, safety
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Depuis longtemps, les bactéries lactiques (BL) jouent un rdle essentiel dans
I'industrie alimentaire en raison de leur utilisation pour la fermentation et la
conservation (Canon et al., 2020 ; Peng et al., 2020). Parmi ces BL c’elles d’origine
marine qui sont isolées de différents environnements marins tel que 1’eau de mer ou

les algues marines ainsi que les produits de la mer surtout du tube digestif des poissons

Ces bactéries marines font preuve d’ingéniosité et d’adaptabilité pour survivre dans
des environnements parfois hostiles (la température, la salinité et la disponibilité des
nutriments). Pour cela, elles développent des métabolismes originaux sources d’une
vaste gamme de biomolécules encore inexploitées et au potentiel d’innovation
inestimable. Les substances biochimiques et les enzymes d’origine marine
représentent donc un champ immense d’investigation pour de nombreuses applications
biotechnologiques, via leur pouvoir acidifiant, protéolytique, lipolytique, aromatisant,
amylolytique, I'aptitude antagoniste et la production des exo-polysaccharides (Tollis,
2014).

Le tube digestif des produits de péche représente donc la source de souches a
intérét technologique, en particulier les souches bioprotectrices marines utilisées
comme substituant ou alternatives aux additifs alimentaires tels que les conservateurs

chimiques contestés par le consommateur (Passerini et al., 2021).

La course a I’innovation a permis de développer de nouvelles stratégies
technologiques, conduisant a I’élaboration de de nouveaux produits naturels. Cela est
devenue bien plus qu'une tendance, a une époque ou l'on prend de plus en plus
conscience des problemes de santé. Plus particulierement, on recherche les bactéries
vivant dans des conditions atypiques, ce qui constitue une base de recherche de
molécules a forte activité biologique tels que les bactériocines et les EPS. Ces
caractéristiques conférent aux produits une diversité de valeurs nutritionnelles, une
durée de vie prolongée et des propriétés organoleptiques souhaitables (Peng et al.,
2020).

Les propriétés antibactériennes des bactériocines contre les agents pathogénes
d'origine alimentaire et les bactéries d’altération ont suscité beaucoup d'intérét en
raison de leur utilisation potentielle dans la préservation des aliments (Hanchi et al.,
2018).
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Récemment, des travaux considérables ont fait I’objet pour introduire des
bactériocines et des souches bactériocinogenes dans une variété de produits

alimentaires.

En tant qu'additifs alimentaires naturels, les bactériocines produites par les
bactéries lactiques, ont pour but d’améliorer la sécurité de nos aliments. La nisine et
la pédiocine PA1/AcH ont été les seuls bactériocines approuvées pour une utilisation
en tant qu'additifs alimentaires par 1’Administration Américaine des Aliments et des
Médicaments « FDA » (Martinez et al., 2016 ; Barbosa et al., 2017 ; Hanchi et al.,
2018). De nouveaux agents antimicrobiens sont particuliérement nécessaires, ceux qui

ciblent les bactéries résistantes aux antibiotiques (Fair and Tor, 2014).

A travers cette approche, le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation
des sous- produits de la péche tels que les visceres de poissons, source de bactéries
lactiques dotées de propriétés fonctionnelles inclues, le pouvoir inhibiteur. L’objectif
de la présente étude se concentre sur :

» L’isolement de bactéries lactiques a partir du tractus gastro-intestinal (TGI) de
deux types de poissons, la sardine (Sardina pilchardus) et la bonite (Sarda sarda).

» Identification biochimique et moléculaire des isolats lactique d’origine marine.

» Evaluation qualitative et quantitative du potentiel technologique des différents
isolats.

Dans ce manuscrit triparti de trois chapitres, une étude bibliographique reprend
initialement les connaissances apportées par les travaux antérieurs en relation a une
description de la microflore du milieu aquatique, du poisson ainsi que sa biologie. En
second lieu, I’étude est consacrée aux bactéries lactiques et la caractérisation des
principaux genres. En dernier lieu, on présente les propriétés technologiques des
bactéries lactiques et leur application industrielle. Une approche expérimentale,
comme une deuxiéme partie, relative aux matériels et méthodes du protocole
développé. Enfin, une troisieme partie, résultats et discussion qui traite les résultats de
la caractérisation qualitative et quantitative des activités métaboliques des

entérocoques. Ce manuscrit se termine par une conclusion et perspectives.
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1. Microflore du milieu aquatique et du poisson
1.1. Microbiologie du milieu aquatique

Le milieu aquatique peut étre considérablement pollué par les rejets humains et

animaux et renfermer donc :

e Des germes pathogénes (Salmonella, Shigella, Vibrio, Clostridium perfringens,
etc.). L’eau de mer contient une flore voisine de celle des eaux douces mais cette flore
est adaptée aux conditions de salinité (Bouaziz, 2021).

On peut rencontrer en outre dans I'eau de mer et des océans :

e Des phytoplanctons microscopiques et les bactéries associés créant un réseau
alimentaire complexe a differentes profondeurs.

Le phytoplancton est compose de microplancton autotrophe de taille 20-200um,
nanoplancton autotrophe de taille 2-20 um et picoplancton autotrophe de taille de 0,2—
2 um tel que :

v Les algues unicellulaires eucaryotes

v’ Les bactérioplanctons procaryotes notamment les cyanobactéries. Le
bactérioplancton est représenté par des cyanobactéries photosynthétiques de 0,4 a 2
pum. Leur développement excessif représente un risque sanitaire important pour la
santé humaine et animale puisque certaines espéces peuvent produire des toxines et
donc contaminer les eaux douces ou marines. Les cyanobactéries (ou cyanophytes)
sont des microorganismes phytoplanctoniques possédant a la fois des propriétées
communes aux algues et aux bactéries. Leur densité peut atteindre 10° cell/ml, ce qui
fait que ce sont les organismes photosynthétiques les plus abondants de la biosphére.
Cent cinquante genres de cyanobactéries peuvent produire des molécules toxiques
(endotoxine) pour les mammiferes (poissons et hommes) (Boukef-Ben Omrane, 2018).

e Des virus (bactériophages et entérovirus) et des parasites animaux et végétaux.

L'océan contient une abondance et une diversité surprenantes de virus. Leurs
charges naturelles dépassent généralement 10® a 10! particules virales par litre d'eau
de mer, 1.2 x 10% particules virales dans tout ’océan et 10?8 virus produits chaque jour
dans tout ’océan (25 fois plus nombreux que les bactéries), ce qui en fait les entités
biologiques les plus nombreuses, dépassant de plusieurs ordres de grandeur
I'abondance des formes de vie cellulaire/microbienne telles que les archées, les

bactéries et les protistes. lls sont des parasites obligatoires des cellules vivantes. Sur
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un plan fonctionnel, les virus ont été estimés, en milieu marin, la cause de plus de 30
% de la mortalité du bactérioplancton (cyanobactéries) et de prés de 10% de la
mortalité du phytoplancton (micro-algues) (Bachy et Badoux, 2022 ; Jacquet et al,
2023).

e Les parasites sont représentés par les métazoaires ou protozoaires appartenant a
différents groupes notamment les nématodes, les cestodes et les trématodes (Amblard
et al., 1998).

e Les levures et les moisissures sont présentes dans le milieu aquatique. Selon Fleet
(1992), le nombre de cellules de levure par millilitre varie de 10% a 10° dans les
environnements aquatiques. Les populations et la diversité des especes microbiennes
dépendent de leur situation géographique, des saisons et des niveaux de pollution, qui
reflétent ceux des eaux environnantes (Pal et al, 2016 ; Tahiluddin et al., 2022).

1.2. Biologie des poissons

1.2.1. Géneralités

Le poisson est un animal a sang froid (exotherme), c’est a dire que son
métabolisme dépend de la température de I’eau qui I’entoure.

Un poisson possede des branchies qui absorbent I’eau et filtre 1’oxygene
nécessaire a son sang. Autrement dit, le poisson respire ’oxygéne de 1’cau a I’aide de

ses deux branchies situées sur sa téte sans cesse en mouvement.

1.2.2. Morphologie des poissons

La forme générale d'un poisson varie selon son habitat, son mode d'alimentation,
son mode de vie, son mode de nage, ...
- Les poissons plats vivent généralement sur le fond ;
- Les poissons « fusiformes » vivent dans la colonne d'eau et peuvent nager de longues
distances ;
- Les poissons « anguilliformes » vivent généralement dans les interstices des roches ;
- Les poissons ayant de grandes nageoires ou aux formes extravagantes (hippocampe,

diodon,...) sont généralement sédentaires, etc...

1.2.3. Types de poissons
La fraction lipidique est souvent le constituant qui subit les plus fortes variations

saisonnieres, avec généralement un minimum pendant la période de frais.
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La teneur en matiére grasse affecte fortement les caractéristiques techniques de la
chair du poisson. Ainsi, on distingue 3 types de poissons en fonction de leur teneur en
matieres grasses.

e Les poissons gras

Ils ont une teneur en matiére grasse supéricure a 8%. C’est le cas par exemple du
thon, du maquereau, du saumon, de la sardine, de la bonite, etc... qui stockent
particulierement leurs lipides dans le muscle ;

e Les poissons maigres

IIs stockent la majorité de leur lipide dans le foie et qui contiennent moins de 2% de

lipide. C’est le cas du cabillaud, du merlu, du carrelet, le tilapia, la perche, etc.,
e Les poissons semi-gras

Comme le mulet, le requin, la sole, I’anchois, etc. qui renferment des teneurs
modérées en matiére grasse, entre 4 et 8%, et généralement emmagasinée dans le foie,
le muscle et le tissu adipeux périviscérale ou sous cutané. Comme chez les
mammiferes, les triglycérides sont, les principales formes de réserves des matieres
grasses, quelgues soit le type de poissons (Medale et al., 2003).
1.2.4. Classification des poissons
e Les poissons osseux

Leur classe est la plus importante et la plus diversifiee des poissons. Ils possedent
un squelette constitué d’os et d’arétes distinctes, notamment la truite, le merlan, la
sardine, la bonite, le thon...
e Les poissons cartilagineux

Les poissons dits cartilagineux, sont dotés d’un squelette constitué de cartilage,
dont les deux représentants sont les requins ou squales et les raies (la raie présente des
arétes soudées entre elles par du cartilage).
1.2.5. L’appareil digestif du poisson

Geéneralement, chez les poissons, le systéme digestif est constitué de la bouche,

I’cesophage, 1’estomac, ’intestin gréle, le gros intestin, le caecum et I’anus (Fig.1 et

Fig.2).
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Figure 1. Dissection de I'appareil digestif d’un Figure 2. Dissection légendée
poisson osseux (Le Luherne et caillot, 2018)  d’une sardine femelle (10 cm)
(Anonyme 1)

1.3. La composition biochimique et valeur nutritionnelle du poisson

Les produits de péche sont des denrées alimentaires riches en protéines de haute
valeur biologique, qui approuvent la comparaison avec les viandes pour plusieurs
raisons. C’est un aliment qui fournit tous les constituants nécessaires a une ration
équilibrée. La valeur énergétique des poissons maigres est généralement inférieure a
celle de la viande de beceuf, par contre la chair des poissons gras présente la méme
valeur. Avec en plus ’avantage de contenir une plus grande quantité d’iode et de

vitamine liposolubles (Dib, 2023).

La viande des poissons est riche en eau, en histidine, en azote non protéique, en
phosphore et en oméga3, les poissons gras comme le thon, la sardine, le saumon et
I’anchois, sont assez riches en oméga-3. Elle contient peu de glucides. Les principaux

éléments chimiques sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1. Les constituants principaux du poisson et du muscle de beeuf (Huss, 1999,
Belco Latifou et al., 2019)

Constituants Filets de poisson (%poids vif) Muscle de beeuf
(intervalle normal) (Yopoids vif)
Protéines 16 — 21% 20
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Lipides 0,2 — 25% 3

Hydrates de carbone <0,5% 1

Cendres 1,2 -1,5% 1
Eau 66 — 81% 75

La flore de ces produits est fortement affectée par celle du milieu aquatique. En
effet les poissons renferment une large gamme de taxons bactériens, qui refletent
souvent la composition de la microflore de I'eau environnante. On trouvera en outre
une flore propre. Normalement, la chair des poissons est exempte de microorganismes,
les régions contaminées sont les branchies, le mucus qui recouvre la peau et le tube
digestif (Austin B., 2002).

1.4. La microflore du poisson

Le microbiome des poissons peut étre tres diversifié et inclure des protistes, des
champignons, des levures, des virus et des membres de la famille des bactéries et des
archéees (Merrifield et Rodiles, 2015)

Des exemples de la flore bactérienne sont mentionnés dans le tableau 2.

Tableau 2. Flore bactérienne du poisson capturé dans des eaux propres non polluées

(FAO, 1999).
Gram-neégative Gram-positive Observation
Pseudomonas, Bacillus
Moraxella Clostridium
Acinetobacter Micrococcus
Shewnella putrefaciens Lactobacillus
Flavobacterium Coryneforms
Cytophaga
Vibrio Vibrio et Photobacterium sont
Photobacterium typiquement marins ;
Aeromonas Aeromonas est typiquement
d’eau douce.

Dans les eaux polluées, on peut trouver des charges élevées

d’Enterobacteriaceae.

Les microorganismes sont en commun présents sur les surfaces de poissons,

comme la peau et les branchies, ainsi que dans le tube digestif et les organes internes
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(Sheng et Wang, 2020). La charge microbienne des poissons est généralement de
’ordre de 102 & 107 germes/cm? de peau et de 10° a 10° germes/g de branchies ou
d’intestins (Kontominas, 2014 ; Belco Latifou, 2019).

La flore de surface des poissons d'eau de mer est constituée par des bactéries
appartenant aux genres Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Flavobacterium,
Serratia, Sarcina, Proteus, Vibrio, Bacillus, Corynebacterium, etc. La flore est plus
ou moins psychrophile selon la température habituelle de I'eau. La flore intestinale
est constituée dans tous les cas de bactéries appartenant aux genres Achromobacter,
Pseudomonas, Flavobacterium, Escherichia, Clostridium, Vibrio, etc. Des

contaminations ont lieu via l'environnement et des manipulations (Bouaziz, 2021).

1.4.1. La flore microbienne du poisson vivant ou fraichement capturé

Le poisson frais signifie un poisson conservé vivant jusqu' a sa consommation ou
un poisson mort conserve par I'eau froide ou la glace. On peut dire que tout poisson ne
présentant pas d’odeur suspecte, dont I’ceil est brillant, saillant, la pupille trés noire,
les branchies fraiches et roses, le corps ferme est considéré un poisson frais (FAO,
1999). Plusieurs travaux menés en Inde (Surendran et al., 1989) ont permis d'isoler
une microflore qui comporte les Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella et Vibrio a
partir de poisson fraichement péché. Une autre étude sur la microflore de la sardine
péchée en mer méditerranée (adriatique) et entreposée sous glace, menée par Gennari
et al. (1999), a montré que la flore bactérienne de la sardine fraiche était constituée
principalement de germes a Gram négatif, non fermentatifs appartenant aux genres
Pseudomonas, Flavobacterium, Psychrobacter, Acinetobacter et Shewanella
accompagnés d'une faible proportion d'Enterobacteriaceae et de bactéries a Gram

positif.

De nombreuses flores microbiennes associées aux poissons ont été étudiées pour
définir les groupes bactériens normalement associés aux différentes espéces de
poissons. Les bactéries isolées a partir de la peau et les branchies peuvent étre
transitoires plutét que résidentes a la surface des poissons. Photobacterium
phosphoreum qui peut étre isolé de la surface du poisson, se retrouve également en
grand nombre dans I’appareil gastro-intestinal de certaines espéces de poissons
(Dalgaard, 1993). La microflore intestinale semble varier en fonction de la complexité

du tube digestif du poisson. Les genres présents dans I'intestin semblent généralement
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étre ceux qui proviennent de I'environnement ou du régime alimentaire et qui peuvent
survivre et se multiplier dans le tractus intestinal (Cahill, 1990). Généralement, le
poisson est considéré un aliment sain et la chair du poisson sain, vivant ou fraichement
péché est considérée stérile (Karunasagar, 2015 ; Novoslavskij et al., 2016), car le
systéeme immunitaire du poisson empéche la prolifération des bactéries dans sa chair.
A la mort du poisson, le systéme immunitaire s’effondre et les bactéries peuvent se

multiplier spontanément.

A la surface de la peau, les bactéries colonisent largement les alvéoles des écailles.
Lors du stockage, elles envahissent la chair en se déplacant entre les fibres
musculaires. Murray et Shewan (1979) ont montré que seul un nombre tres limité de
bactéries envahie la chair pendant la préservation sous glace. Lorsque le nombre de
microorganismes a la surface de la peau dépasse 108 UFC/cm?, des bactéries peuvent
étre détectées au microscope dans la chair, stockée sous glace ou a température
ambiante (Ruskol et Bendsen, 1992).

e La microflore de la peau
Des exemples de genres bactériens isoles a partir de la peau de poisson sont donnés

dans le tableau 3.

Tableau 3. La flore bactérienne de la peau du poisson (Kahill, 1990)

Espéeces de poisson Location Les bactéries isolées Références
Pseudomona  43.9%, Colwell (1962)
Divers USA Vibrio 3,4%,

Achromobacter 18.1%,
Flavobacterium 8.6%,
Corynebacterium 7.8%,
Micrococcus 6.9%,

Salmon atlantique Ecosse enterobacterim  5,2%, Horsley (1973)
(Salmo salar) Bacillus 0,9%,

others

Moraxella, Acinetobacter,

Pseudomonas,

Flavobacterium/CytophBay
, aga, Enterobacteriaceae,

coryneScotlet forms,
Micrococcaceae, Bacillus,
Aeromonas

Rouget de mer Australie
(Mugil cephalus)
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Merlan  (Sillago
cilliata), Dorade
(Mylio australis)
et poisson a téte
plate
(Platycaphalus
fuscus)

Plie  (Pleuronectes

platessa L.)

Turbot
maximus L.)

(Scophthalmus

Ecosse

Angleterre

Micrococcus 49%, Pseudomonas
%, coryneforms 12%,
Moraxella 8%,
Flavobacterium/Cytophaga
8%, plus Staphylococcus,
Bacillus, Acinetobacter,
Aeromonas, et Vibrio

Pseudomonas Groups I, 11, et IV/
Achromobacter/Alcaligenes
Agrobacterium,
Vibrio/anaerogenic ~ Aeromonas,
Enterobacteriaceae, Moraxella

Acinetobacter calcoaceticus, Alcali
genes spp., Bacillugs spp., Caulo
bacter spp., coryneforms,
Cytophaga-Flavobacterium
Flexibacter spp.,
Enterobacteriaceae,
Hyphomicrobium-Hyphomonas
Spp-,

Lucibacterium harveyi,
Photobacterium spp.,
Prosthecomicrobium spp.,
Pseudomonas spp., Vibrio spp.

Gillespie et
Mac Rae (1975)

Gilmour et al.
(1976)

Austin (1983)

Horsley (1973) a examiné les bactéries de la peau du saumon de I'Atlantique en

milieu marin. 1l y avait 10%a 103 bactéries hétérotrophes viables cm™ sur la peau.

Environ 25 taxons, ont été isolés de la peau de Turbots sains. Photobacterium
angustum, Photobacterium logei, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas fluorescens et
Bacillus firmus ont été isolés exclusivement de la surface de poissons sains (Austin,
1982, 1983).

o La microflore des branchies

Les tissus branchiaux sont colonisés par des populations bactériennes
importantes jusqu’a 10° bactérie g* de tissus (Austin, 2002). Les études menées par
Shewan (1961) ont enregistré des especes de Pseudomonas, Achromobacter,
Flavobacter et Vibrio sur les branchies de poissons marins. La présence de
carnobactéries (Carnobacterium piscicola-like) sur les branchies de I'omble chevalier

a des nombres d'environ 3 x 10* UFC/g a été démontrée (Ringo et Holzapfel, 2000).

10
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Moraxella représentait 32 % de la flore des poissons des sites d'échantillonnage
marins.
e La microflore intestinale

Le tractus intestinal des poissons renferme une communauté complexe de micro-
organismes dont les bactéries constituent le microbiote le plus dominant. La
colonisation de l'intestin du poisson commence dés le stade larvaire et est
continuellement maintenue lorsque le développement larvaire est achevé conduisant a
un microbiote intestinal. Environ 108 cellules bactériennes, appartenant a plus de 500
espéces différentes, envahissent le tractus gastro-intestinal y compris des germes du
groupe Vibrio-Aeromonas apportés par les proies vivantes, pouvant atteindre une
grandeur de l'ordre de 107 a 108 (UFC)/g de larve. Puis cette charge bactérienne décrofit
lorsque la nourriture des jeunes alevins passe des proies vivantes aux aliments
composes. Le méme groupe de bactéries reste genéralement dominant avant et apres
ce changement de régime (Gatesoupe et Lesel, 1998; Egerton et al., 2018; Talwar et
al., 2018).

Le tube digestif des poissons marins adultes contient des Aeromonas, Alcaligenes,
Alteromonas, Flavobacterium, Micrococcus, Photobacterium, Pseudomonas,
Staphylococcus et Vibrio, y compris V. iliopiscarius. Ces micro-organismes
comprennent aussi les bactéries lactiques. Ces derniéres sont identifiées a plusieurs
especes appartenant aux genres Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Streptococcus, Carnobacterium, Pediococcus et Weissella, adaptées
pour se développer dans des conditions environnementales trés différentes et sont des
représentants importants du microbiote intestinal des poissons d'eau douce et d'eau de
mer (gatesoupe et Lésel, 1998 ; Austin, 2002). Récemment, de nombreuses études
réalisées notamment celles menées par lorizzo et al. (2021) permettant de mettre en
évidence que dans la communauté des bactéries lactiques du microbiote intestinal de
la truite méditerranéenne, il existe une prédominance de Carnobacterium
maltaromaticum et Latobacillus plantarum. D'autres bactéries lactiques présentes dans
la muqueuse épithéliale ont été assimilée a Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides et Streptococcus spp. Dans une autre étude, Lactobacillus,
Enterococcus durans, Lactococcus, Vagococcus, C. divergens et C. piscicola ont été
isolés des poissons d'eau douce, notamment la truite brune (Salmo trutta). Une

nouvelle espéce, C. inhibens, a été retrouvée dans l'intestin du saumon de I'Atlantique

11
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et a démontré une activité antibactérienne contre les pathogenes des poissons,

notamment Aeromonas salmonella et Vibrio anguillarum. D’autres travaux ont décelé

que les viscéres des poissons de la mer sont dominés par Aeromonas, Alcaligenes,

Alteromonas,

Carnobacterium,

Flavobacterium,

Micrococcus,

Moraxella,

Pseudomonas et Vibrio (Talwar et al., 2018). Des exemples d’espéces bactériennes

isolées a partir des intestins sont donnés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Les espéces bactériennes isolées du tractus intestinal des especes de

poissons au stade larvaire et post-larvaire (Egerton et al., 2018)

Especes de poisson Genre bactérien Références

Morue de | Vibrio/Aeromonas Stream et Olafsen,
I’Atlantique,  Gadus 1990

morhua Aeromonas, Pseudomonas, Strgm et Ringg, 1993

Flétan de I’ Atlantique,
Hippoglossus
hippoglossus

Sole commune, Solea
solea

Turbot, Scophthalmus
Maximus

Hareng, Clupea
harengus
Sébaste coreen

(perche noir), Sebastes
schlegeli

Dorade rouge, Dorade
japonaise, Dorade
noir,

Acanthopagrus
schlegeli
Poisson-lait,
chanos

Chanos

Cytophaga/Flexibacter,
Lactobacillus,

Cylophaga/Flexibacter/Flavobacterium
Vibrio/Aeromonas Vibrio/Aeromonas

Pseudomonas/Alcaligenes,
Vibrio/anaergenic Aeromonas,
Moraxella, Enterobacteriaceae,
Flavobacterium/Cytophaga, Moraxella,
coryneforms

Vibrionaceae

Aeromonas caviae, Acinetobacter
Pseudomonas/Alcaligenes,
Flavobacterium/Cytophaga,
Enterobacteriaceae, Acinetobacter,
Photobacterium, Moraxella
Aeromonas, Vibrio, Enterobacteriaceae,
Cytophaga,Micrococcus,
Staphylococcus, coryneforms

Pseudomonas/Alteromonas,
Flavobacterium

Vibrio, V. anguillarum, V.
alginolyticus, Pseudomonas,
Acinetobacter,
Flavobacterium/Cytophaga
Aeromonas, Vibrio, Pseudomonas,
Enterobacteriaceae, Cytophaga

Aeromonas, Vibrio, Pseudomonas,
Enterobacteriaceae, Cytophaga

Bergh et al., 1994
Bergh, 1995

Campbell et Buswell,
1983

Nicolas et al., 1989

Ringo et al., 1996

Hansen et al., 1992
Tanasomwang et
Muroga, 1989

Muroga et al., 1987
Muroga et al., 1987

Fernetez et al., 1996

Gatesoupe et al., 1997

Ringg et Johnsen

12
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Loup de mer (perche
de mer),
Dicentrarchus labrax

Poisson loup,
Anarhichas lupus

Pseudomonas, Vibrio,
Enterobacteriaceae

Vibrio, Acinetobacter,
Enterobacteriaceae

Moraxella,

Carnobacterium divergens

14.2. La microflore du poisson mort
e Evolution de la microflore et altération bactérienne du poisson mort

Aprés la capture, des mécanismes d’évolution des produits de la péche sont
déroulés, suivies immédiatement par les altérations.

Dés I’arrét de la circulation sanguine un milieu favorable a I’anaérobiose est cree.
Les mécanismes d’altération des poissons sont tres complexes et dus d’une part aux
enzymes tissulaires et digestives et a l’oxydation des lipides qui surviennent
immédiatement apres la mort de 1’organisme, et d’autre part a 1’hétérogénéité des
microflores bactériennes dont la composition est en relation étroite a I’origine des
poissons et a leur environnement (Belco Latifou et al., 2019). Du fait de leur
composition, les produits de péche sont de nature instables et donc trés périssables de
part des caractéristiques de leurs constituants (pH neutre, une activité de I’eau élevée,
forte teneur en substances nutritives). La décomposition des produits aquatiques, étape
ultime de I’altération, représente un phénomene séquentiel débutant aprés la mort du
poisson (post mortem). Cette derniére est due aux enzymes tissulaires via I’autolyse
suivie d’une dégradation bactérienne. A cette étape, le niveau bactérien des poissons
tropicaux est semblable a celui observé sur les especes de poissons des eaux tempérées
(Gram, 1990 ; Gram et al., 1996). La dégradation microbienne résulte de la flore de
surface et de la flore intestinale, pouvant envahir les tissus apres autolyse des viscéres
d'ou I'intérét d'une éviscération rapide. A basse température, les germes les plus actifs
sont les Pseudomonas, Achromobacter, Alteromonas et Flavobacterium ; a
température ordinaire interviennent les Micrococcus et Bacillus. Dans d'autres cas sont
inclus des coliformes, Proteus, Clostridium, etc. (Belco Latifou, 2019). La vitesse
d’altération et la durée de conservation du poisson sont influencées par plusieurs
parameétres. En général, on peut dire que les poissons les plus gros se décomposent

plus lentement que les plus petits, les poissons plats se gardent mieux que les poissons

13
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ronds et les poissons maigres se conservent plus longtemps que les poissons gras en
aérobiose ; de méme les poissons osseux restent conformes plus longtemps que les
cartilagineux. La peau des poissons pélagiques gras est souvent tres mince et ceci peut
aboutir & leur altération rapide car les enzymes et les bactéries peuvent y penétrer plus
rapidement. Au contraire, la peau épaisse des poissons plats et les composés
antibactériens trouvés dans leur mucus peuvent contribuer a leur bonne conservation.
En effet, le mucus du poisson plat contient des enzymes bactériolytiques, des anticorps
et différentes autres substances antibactériennes (Huss, 1999).

L’altération Post Mortem du poisson met en jeu des processus chimiques, physiques
et microbiologiques et des modifications observees le long de 1’évolution du poisson
sont d’ordre physique, chimique, biologique et sensoriel.

e Changements autolytiques et réactions chimiques

Les activités enzymatiques telles que les substances chimiques naturellement
présentent dans le poisson, utiles pour la digestion et ’activité musculaire, a la mort
du poisson, responsables de I’autolyse ainsi que I’0xydation. Sans protection le
poisson se déshydrate.

e Changements bactériologiques

Principalement présentes en surface sur la peau, les branchies et les intestins, les
bactéries constituent un facteur déterminant de la dégradation de la qualité des produits
de la péche. Effet souvent rapide, fréquent, mais souvent peu grave (virus, bactérie,
parasite). En général la chair de poisson est stérile, les microorganismes y apparaissent
et proliferent a la suite de lésions ou de conditions de détérioration.

e Changements organoleptiques et physiques

Les changements organoleptiques initiales qui se manifestent apres la mort du
poisson sont principalement utilisés par les consommateurs pour évaluer I’état de
fraicheur des poissons (Cheng et al., 2014 ; Belco Latifou et al., 2019).

Les germes d’altération provoquent de mauvais godt, de mauvaises odeurs, de
rancissement, de colorations ou de décolorations, de dégradations et surtout de
putréfactions des protéines et graisses. L'altération aboutit le plus souvent a la
production d'ammoniac et damines. Des amines biogenes toxiques (histamine)
peuvent étre formées a partir d'acides aminés par décarboxylation ceci est fréquent

chez certaines familles de poissons (Belco-Latifou, 2019 ; Bou-Aziz, 2022).
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Suivant les especes bactériennes dominantes, il existe des différences dans le profil
d’altération. L’altération par Shewanella se caractérise par I’accumulation de la
triméthylamine (TMA) et les sulfures (H2S) tel que I’altération par Pseudomonas qui
se traduit par la production d’odeurs douces et sulfhydriles de pourri (FAO, 1999).

Les changements physiques sont dues au pH et au potentiel Redox (Eh) du poisson
qui sont des indicateurs du degreé de fraicheur et de détérioration des poissons (Makawa
et al. 2014 ; Akter et al., 2014). Le pH du poisson vivant ou frais est proche de la
neutralité (environ 7) et diminue normalement les premiéres heures qui suivent la mort
suite a la formation d’acide lactique en anaérobiose dans la chair du poisson. Apres
quelque jours, le pH se stabilise puis augmente a cause de I’accumulation des
dégradations des composés azotés et une accumulation des peptides et des amines,
résultant d’une activité microbienne et aux reéactions autolytiques des enzymes
bactériennes (Ozyurt et al., 2009 ; Liu et al., 2010 ; Farid et al., 2014 ; Makawa et al.
2014).

Un pH bas favorise la deperdition de I’eau et la chair devient séche alors qu’un pH

élevé permet une bonne rétention d’eau et présente une meilleure jutosité (Erkan et al .,

2011).

1.4.3. La flore spécifique d’altération du poisson (SSO)

L altération sensorielle apparait bien apres que la flore totale ait atteint son maximum
de croissance, que ce soit dans les poissons frais conservés a I’air ou dans les poissons
transformés et/ou emballés. Seules certaines espéces du microbiote sont a I’origine de la
dégradation organoleptique des produits via la synthese de métabolites altérants (Fig. 3).
Il s’agit de « bactéries spécifiques d’altération », ce qui est I’équivalent du concept
anglophone « SSO » (Specific Spoilage Organism) (Gram et Huss, 1996; Gram et
Dalgaard, 2002). L altération sensorielle n’est perceptible que lorsque les SSO atteignent
un niveau suffisant (souvent entre 10 et 10° UFC g ) (Gram et Dalgaard, 2002).

Dans le poisson conservé sous glace, ce sont les bactéries psychrotrophes appartenant

au genre Pseudomonas et a I’espéce Shewanella putrefaciens qui prédominent.
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) Acide ammoniac,
| acétique, butyrique et
proprionique

Amine triméthyle, sulfure
d’hydrogéne, composés
sulfuriques volatils, hypoxanthine

Triméthyle amine,
hypoxanthine

P. Phosphoreum

Cétones, aldéhydes, esters, sulfures
Triméthyle amine,
sulfure d’hydrogéne Pseudomonas

spp-

Vibrionaceae

Figure 3. Types de bactéries d’altération et composés typiques retrouvés
lors de I’altération du poisson (Rathod et al., 2022).

e Bactéries a Gram-négatif

A. Genre Pseudomonas

Bactérie>Prokaryota>Protobacteria>
Pseudomonadales>Pseudomonaceae>Pseudomonas
Espéce type : P.aeruginosa

G+C :58 a 70%

Bacille, 1 a 5 pmx0,5 pm

Gram-, catalase+, oxydase+

Aérobie strict, non fermentaire

; Meésophyle (4-45°C) optimum : 30 a 37°C)
Ubiquitaire (sol, milieu aquatique)

Figure 4. Photographie au microscope électronique (barre = 2 um) et principales
caractéristiques taxonomiques et physiologiques du genre Pseudomonas sp. (Carr,
2008).

Le genre Pseudomonas a été créé en 1894 par Migula. Ce genre constitue I'un des
plus complexes parmi ceux des bactéries a Gram négatif. Les espéces classifiées sont
principalement des microorganismes saprophytes d'origine essentiellement telluriques
et aquatiques. Certaines espéces de Pseudomonas sont impliquées dans les altérations
des denrées alimentaires réfrigérées, en produisant des enzymes (protéases et lipases)
qui sont a l'origine du dégagement des odeurs indésirables (Alquati et al., 2002).

Dans le thon conditionné sous atmosphere modifiée, ces bactéries sont tres sensibles
a la présence de CO2 (Emborg et al., 2005) . Ainsi, elles ont des difficultés a se
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développer lorsque la teneur en eau du produit est trop faible (aw<0,97). Le salage, le
séchage et le fumage et/ou le conditionnement sous-vide et sous atmosphere CO2/N>
sont donc des méthodes efficaces pour lutter contre cette flore. L'action des bactéries
de ce genre dépend des espéces et de I'hbte. Certaines especes sont pathogénes pour
I'hnomme, les animaux et les plantes alors que d'autres sont en revanche utiles
(décontamination des sols et de bio-dépollution des milieux aquatiques, fertilisation

des sols puisqu'elles décomposent la matiére organique) (Meghdas et al., 2004).

B. Shewanella sp.

Bacteria>Prokaryota>y- Prteobacteria>Alteromonadales>
Shewanellaceae>

Shewanella

Espéce type : S. putrefaciens

G+C:44a47%

Bacille, 2a 3 umx0,4 4 0,7 um

Gram-, catalase+, oxydase+

Anaérobie facultative, non fermentaire

Psychrotrophe (4 a 40°C, optimum 25 a 35°C)
Ubiquitaire (sol, milieu aquatique)

Figure 5. Photographie au microscope électronique (barre = 2 um) et
principalescaractéristiques taxonomiques et physiologiques du genre Shewanella sp.
(Dennis Kunkel, 2004)

Le genre Shewanella a été nommé d'aprés James Shewan (1960). La premiére
espece a été identifiée comme Achromobacter putrefaciens isolée du beurre rance par
Derby et Hammer en 1931, qui a ensuite été renommée Pseudomonas putrefaciens en
1941 puis Alteromonas putrefaciens en 1977 (Hammer et al., 1941 ; Lee et al., 1977).
En1985, Mac Donell et Colwell I'ont finalement reclassée en Shewanella.

L’espéce type Shewanella putrefaciens est décrite pour la premiere fois comme une
espece caractérisée par son exigence en sodium. Elle fait partie de la microflore
marine, en constituant un important agent de détérioration des aliments réfrigérés
riches en protéines (Muller et al., 2023). Le genre comprend plus de 50 espéces qui
présentent diverses activités uniques, telles que la réduction des métaux et la
production de triméthylamine. Certaines espéces se développent a une température

(T< 4)°C et produisent une variété de sulfures volatils, y compris le H2S. Chez les

poissons de mer, elles réduisent l'oxyde de triméthylamine (TMAOQ) en triméthylamine
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(TMA), qui a une odeur de poisson. Les Shewanella spp. impliquées dans l'altération
des aliments sont illustrées par S. putrefaciens. Cette espece joue un réle important
dans l'altération des poissons de mer conservés dans la glace, dont l'altération implique
également Photobacterium spp., Pseudomonas spp. et des bactéries lactiques (Satomi
et al., 2007, 2014).

Le poisson et les produits de la péche sont, en général, d'excellents substrats pour la
croissance microbienne. Comme d'autres matiéres premiéres alimentaires, le poisson
non transformé contient de grandes quantités d'eau et est riche en azote non protéique
(NPN), comme les acides aminés libres. A partir de ces substrats, plusieurs facteurs,
tel que le pH du muscle de poisson qui est rarement inférieur a 6,0, favorisent, la
production d’une série de composés volatils importants pour la détérioration, par S.
putrefaciens, notamment la TMA, les sulfures, I'ammoniac, les cétones et les
aldéhydes. Le TMAO fait partie de la fraction d'azote non protéique, apres
accumulation, il est métabolisé par des enzymes bactériennes spécifiques, la TMAO
oxydoréductase et la TMAO-déméthylase, produisant de la de la trimethylamine
(TMA), un composé connu pour son odeur caractéristique de poisson, et de la
diméthylamine (DMA). Ces deux composés contribuent collectivement a l'azote
basique volatil total (TVB-N) avec des limites supérieures suggerées de 30-45 mg/100
g pour les produits de la mer (Leisner et Gram, 2014 ; Muzaddadi et al., 2016).

Des odeurs putrides trés désagréables sont provoquées par la production d’H2S a
partir de l'acide aminé soufré I-cystéine et par la production de méthylmercaptan
(CH3SH) et de sulfure de diméthyle ((CHz)2S) a partir de la méthionine par Shewanella
putrefaciens (Satomi et al., 2007 ; Leisner et Gram, 1999 ; 2014).
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A - Enterobacteriaceae,
- . Photobacteria,
é/ @ . Alteromonas,
***** e - Shewanella putrefaciens,
> Aeromonas spp.,
. P. phosphoreum,
. Vibrio spp

Dégradation des TMAO par les enzymes bactériennes
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Figure 6. Processus enzymatique la conversion du TMAO par les bactéries (SSO)
présentes dans la chair (Conz et al., 2024).

C. Aeromonas sp.

Bacteria>Proteobacteria>Gammaproteobacteria>Aeromonadales>
Aeromonadaceae>Aeromonas

Espéce type : Aeromonas

G+C

Bacilles Gram négatif, en courtes chainettes

Gram négatifs ou capsulés

Asporulés

Mobile (ciliature monotriche) ou immobile

Environnement : sol, eaux +++, denrées alimentaires (viandes, poissons,
crustacées)

Figure 7. Photographie au microscope électronique (barre = 1 um) et principales
caractéristiques taxonomiques et physiologiques du genre Aeromonas (Anonyme3).

Le genre Aeromonas a été décrit en 1943 par Stanier, celui-ci a été divisé en deux
groupes dans le milieu des années 1970. Le premier renferme les especes mésophiles
(représentant : A. hydrophila) et le second les espéces psychrophiles (représentant : A.
salmonicida) (Jeta et Abbott, 2010). Ces bactéries sont des pathogénes opportunistes
présents dans diverses niches écologiques (eaux, poissons, aliments, etc...).
Les Aeromonas sont typiques des poissons d’eaux douces mais peuvent étre isolées

des eaux marines (Dauchy Silbete, 2016).
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Ils sont présents dans la flore initiale du thon jaune ou il représentent entre 12 et
23% des isolats de la peau, des branchies, des intestins et de la chair (Emborg et al.,
2005).

D. Vibrio

Bacteria>Pseudomonadota>Gammaprotéobactéria>
Vibrionale>Vibrionaceae> Vibrio

Espeéce type : Vibrio

Bacille Gram- de forme incurvé

Mobilité : ciliature polaire

Environnement : Eau, habitats aquatiques salés (eau de mer,
intestins des animaux marins)

Caractere halophile

Figure 8. Photographie au microscope électronique (barre = 2 um) et principales
caracteristiques taxonomiques et physiologiques du genre Vibrio. Image copyright
(Fortuna, 2024)

Certaines espéces sont pathogénes pour ’homme (Vibrio Cholerae) engendrant le
choléra alors que d’autres le sont pour les animaux aquatiques : Vibrio cholériques des
eaux douces et marines et sont halotolérants (jusqu’a 3% de) NaCl. Vibrio halophiles
isolés dans les eaux cOtieres saumatres et dans les especes aquatiques (coquillages,

crustaceés et poissons) tolérent jusqu’a 6 a 8% de Nacl.

»  Vibrio parahaemolyticus : une espece isolée en mer Méditerranée, tolérant de 8 a
10% Nacl. Cette espéce est a I'origine de toxi-infection sévere chez ’homme apres
consommations des poissons contaminés crus ou peu cuits.

»  Vibrio alginolyticus : c’est I’espéce la plus dominante dans I’environnement marin
» Vibrio anguillarum : Espéces pathogenes pour les poissons (Boukef-Ben Omrane,
2018).
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E. Flavobacterium

y €L §  Bacteria>Bacteroidota>Flavobacteriia>Flavobacteriales>
DRSSV ~ | Flavobacteriaceae>Flavobacterium

] Espéce : Flavobacterium

G+C:30a41%

Bacilles

Gram-, catalase+, oxydase+

Aérobie obligatoire

Mobiles par glissement

Ubiquitaire : sol, eau douce, eau marine, poisson

Figure 9. Photographie au microscope électronique (barre = 1um) et principales
caracteéristiques taxonomiques et physiologiques du genre Flavobacterium (Leppanen
et al., 2017)

Le genre Flavobacterium a été établi par Franklet en 1889 et, depuis lors, de
nombreuses modifications ont été apportées a sa description. Ces bactéries peuvent
jouer un réle spécialise dans I'absorption, la dégradation et la décomposition de la
matiere organique dans les environnements aquatiques froids et dans la biomasse du
bactérioplancton. En effet, de nombreuses especes du genre Flavobacterium sont
capables d'hydrolyser des polymeres organiques, tels que des polysaccharides
complexes (Bernardet et al., 1996 ; Qu et al., 2008).

Les membres du genre Flavobacterium sont largement répondus dans la nature et
ont été isolés dans divers habitats, tels que des poissons malades, des sédiments d'eau
douce et de riviére, de I'eau de mer et des sédiments marins, des sols et des glaciers
(Bernardet et al., 1996 ; Zhu et al., 2003). Parmi les nouvelles espéces de
Flavobacterium, trois ont été isolées a partir de poissons : Flavobacterium
oncorhynchi provenant du foie et des branchies de de truite arc en ciel (Zamora et al.,
2012), Flavobacterium chilense de lésions externes de truites arc-en-ciel malades, et
Flavobacterium araucananum de reins et de lésions externes de deux espéces

différentes de saumon de I'Atlantique (Waskiewicz et Irzykowska, 2014).
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F. Photobacterium

Bacteria>Pseudomonadota>Gammaproteobacteria>Vibrionales>Vibrionaceae>
Photobacterium

Espéce type : Photobacterium

G+C

Bacille fluorescente, Gram-, catalase+, oxydase+

Mobile, libre ou découvert en colonies associées a certaines espéces de poissons.

Figure 10. Photographie au microscope électronique (barre = 1 um) et principales
caracteéristiques taxonomiques et physiologiques du genre Photobacterium (Anonyme
2).

Photobacterium phosphoreum est un organisme commensal bien connu de
plusieurs especes de poissons, mais I'habitat le plus commun de ce dernier est l'intestin
des poissons marins. La présence et la croissance de Photobacterium phosphoreum ont
été étudiées dans 20 expériences avec des poissons frais provenant du Danemark,
d'Islande et de Gréce. L'organisme a été détecté dans toutes les espéces marines, mais
pas dans les poissons d'eau douce. De nombreux poissons sont contaminés par P.
phosphoreum car l'organisme est largement rependus dans I'environnement marin
(Dalgaard et al., 1997). Dans les produits de la péche, P. phosphoreum produisait de
la triméthylamine (TMA) a partir de l'oxyde de triméthylamine (TMAO), dans les
poissons conserves en aérobiose, et qu'il jouait un réle important dans la production
d'histamine. P. phosphoreum a été identifié comme l'organisme de détérioration
spécifique (SSO) responsable de la production de TMA car il présentait une forte
résistance a la concentration de CO. Ce qui explique la durée de vie limitée des
poissons conditionnés sous atmosphére modifiée (MAP) (Dalgaard et al., 1993,1997 ;
Dalgaard, 1995a,b).
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e Bactéries & Gram-positif

A. Carnobacterium

Bacteria>Firmicutes>Bacille>Lactobacillales>Carnobacteriaceae>Carnobacterium
Espéce type : Carnobacterium divergens

G+C:332a44%

Bacille mince

Gram+, catalase-, oxydase-

Anaerobie-aero-tolerante, Fermentaire

Psychrptrophe (0 a 45°C, optimum 23 a 30°C)

Ubiquitaire : aliment (viete, lait, poisson)

Figure 11. Photographie au microscope électronique des cellules Carnobacterium (bar = 5
um). Source: Wiley & Sons (2015) image copyright (Collins et al., 1987)

Fig. 12. Microscopie a force atomique d'une microcolonie (panneau de gauche) et
d'unecellule unique (panneau de droite) de C. maltaromaticum DSM207302
(Cailliez-Grimal 2014)

Carnobacterium a éte proposeé par Collins en 1987. Les représentants du genre sont
ubiquitaires et ont été isolés dans des environnements froids et tempérés. Ils sont
fréquents chez les poissons, en particulier dans le tube digestif (Ringe et al. 2001 ;
Austin, 2002). Une série d'espéces de Carnobacterium ont été identifiées comme
constituant du microbiote intestinal des salmonidés. La premiere étude visant a isoler
des carnobactéries a partir de poissons a été menée par Strgm (1988) qui a isolé une
souche (Lab01l) du tractus gastro-intestinal du saumon sauvage de I'Atlantique,
initialement identifiée comme Lactobacillus plantarum, puis reclassée comme

Carnobacterium divergens (Ringg et al. 2001).

Carnobacterium maltaromaticum a été isolé pour la premiére fois chez des malades

de la truite arc-en-ciel et du saumon, et il a été donc décrit comme agent pathogéne du
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poisson. Par la suite, d’autres carnobactéries sont identifiés comme des composants de
la flore gastro-intestinale normale de poissons sains (C. divergens et Carnobacterium
inhibens). Parmi les 10 especes du genre Carnobacterium, C. divergens et C.
maltaromaticum (anciennement C. piscicola) sont plus fréquemment isolées des
produits alimentaires (Cailliez-Grimal et al., 2014). Les représentants du genre
Carnobacterium ont des habitats divers ; ils ont été isolé de viande rouge, de volaille
et de produits de péches (C. inhibens) (Hiu et al., 1984 ; Leroi et al., 1998) et C.
maltaromaticum (Edima, 2007).

Plusieurs bactéries d’intérét du genre Carnobacterium ont étés isolées du saumon
fumé. Elles produisent des bactériocines (petits peptides) a forte activité anti-Listeria.
Parmi lesquelles on peut citer, Carnobacterium divergens V41, qui a été testée avec
succes contre une soixantaine de souches de L. monocytogenes représentatives des
souches de saurisserie francaise. Inoculée dans le saumon fumé a raison de (10*°
UFC/qg), elle permet de maintenir le nombre de L. monocytogenes (taux initial 20
UFC/g) a un seuil inférieur a 50 UFC/g pendant toute la durée de stockage a 4 et 8°C,
sans altérer les qualités physico-chimiques (amines biogéne, pH) ni organoleptiques.
De méme des espéces C. maltaromaticum (C. piscicola) majoritairement productrices
de bactériocines, ont été étudiées pour limiter le développement de L. monocytogenes
responsable de la détérioration des produits de la péche tels que le saumon fumé a froid
(Nilsson et al, 2004 ; Brillet et al, 2005 ; Yamazaki et al, 2003).

De nombreux travaux portent sur I’application de ces souches dans la
biopréservation grace a leurs aptitudes a synthétiser des biomolécules actives

(bactériocines) a pouvoir antimicrobien (Edima, 2007 ; Afzal, 2012).

Ces bactéries sont connues pour leur résistance a la congélation et aux hautes
pressions (Leisner et al., 2007). Parmi les métabolites associés a Carnobacterium : 3-
méthyl butanal produit par la souche C. maltaromaticum (LMAZ28), associé a la
production de flaveurs maltées dans les fromages a pate molle. En revanche, les
principaux métabolites responsables des altérations correspondent a des amines
biogenes notamment la tyramine et 1’histamine, des alcools et des aldéhydes,... (Afzal
et al., 2010 ; Caillez-Grimal et al., 2014).
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B. Brochothrix sp.

Bacteria>Bcillota>Bacilli> Caryophanales >L.isteriaceae>Bronchotrix
Espéce type : B. thermophacta

G+C:36a37%

Bacille, 1 a 2 umx0,6 a 0,8 um, immobile

Gram+, catalase-, oxydase-

Aerobie, Fermentaire

Psychrotrophe (0 a 30°C, optimum 20 a 25°C)

Ubiquitaire : Sol, associé aux animaux et aliments (+++ vietes)

Figure 13. Photographie au microscope électronique du genre Brochothrix
(bar = 1pm).

Le genre a été propose par Sneath et Jones (1976) pour certains organismes de de la
viande, précédemment désignés par Microbacterium thermosphactum (McLean et
Sulzbacher, 1953). Le genre Brochothrix contient l'espéce type B. thermosphacta
(Sneath et Jones, 1986) et B. campestris (Talon et al. 1988), décrites pour des isolats
de sol et dherbe. Bien que ces deux especes ne soient pas pathogenes, B.
thermosphacta a suscité un intérét scientifique en raison de son implication dans la
détérioration de la viande et des produits de la mer (lllikoud, Jaffrés et Zagorec, 2018).
En effet, B. thermosphacta est une bactérie psychrotrophe et ubiquitaire dont la
présence a été signalée dans divers produits de viande et de fruits de mer stockés a
froids, et est a I’origine de la production d'odeurs indésirables telles que les odeurs de
fromage et de beurre. Des études ont montré que B. thermosphacta apporte de la
détérioration en produisant divers composés volatils indésirables comprenant des
aldéhydes, des cétones, des esters, des alcools et de petites quantités d'acides gras a

chaine courte, tout en dégageant des odeurs et des saveurs (Casaburi et al., 2014, 2015).

Cette espéce produit également des acides organiques (acides lactique et acétique)
et de I'éthanol. Certaines des molécules responsables de la détérioration, produites par
B. thermosphacta peuvent avoir une odeur ou une saveur intense, et donc affecter la
qualité sensorielle du produit méme a des niveaux faibles. Par exemple, l'acide
acetigue a une odeur piguante, acide et de vinaigre indésirable méme a faible
concentration (Illikoud, Jaffres, Zagorec, 2018). B. thermosphacta a également été
associée a la production d'amines biogénes (BA) dans certaines études (Casaburi et al.,

2014). Les études sur ’emballage sous atmosphére modifié (MAP) ont démontré la
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sensibilité de cet organisme a I'oxygéne et ont montré qu'ils sont également inhibés par
un taux élevé de COa.

B. Enterococcus sp.

‘Q D

Bacteria>Bacillota>Bacilli>Lactobacillales>Enterococcaceae>
Enterococcus

Espéce type : Enterococcus faecium

G+C:

Cocci ovoide

Gram+, ctalase-, oxydase-

Ubiquitaire [aliments (viandes, lait, poisson)]

Figure 14. Photographie au microscope électronique (barre = 2 pm) et principales
caractéristiques taxonomiques et physiologiques du genre Enterococcus. Image copyright
(Carr, 2006).

Le genre Enterococcus appartient aux bactéries lactiques (LAB), représentant
ainsi le troisieme large genre de BL apres Lactobacillus et Streptococcus, avec 37
especes classées sur la base d'une évaluation phylogénétique utilisant le séquengage
de 'ARNr 16S et I'nybridation ADN-ADN. E. faecium et E. faecalis restent les especes
d'entérocoques les plus importantes malgré les nouvelles especes qui ont été
récemment découvertes, comme E. thaileticus, E. ureasiticus, E. pallens, E. caccae,
E. cammelliae, E. lactis. D'un point de vue taxonomique, apres avoir été décrits comme
des streptocoques, les entérocoques ont été classés séparément en 1984. Plusieurs
especes d'entérocoques ont été isolées chez les poissons (visceres et peau) : E. mundtii,

E. faecium, et E. durans (Ben Braiek et Smaoui, 2019).

1.4.4. La flore d’altération du poisson légerement préservé

Les produits de la mer semi-préservés comportent les produits légérement salés,
séchés, fumés ou marinés, présentant un pH final supérieur a 5, et un taux de sel
inférieur a 6% en phase aqueuse (saumon fume, filet d’anchois marinés, produits cuits
et conservés en saumure ou emballés sous atmosphére protectrice, comme les crevettes
décortiquées, etc.). La flore initiale de ces produits est souvent dominée par des
bactéries a Gram négatif typiques de la flore du poisson frais, comme Shewanella spp.,

Photobacterium spp., Serratia spp., Yersinia spp. et Vibrio spp. (Leroi, 2009).
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Durant la conservation sous vide ou sous atmosphére protectrice, les bactéries a
Gram positif deviennent régnantes, avec une prédominance notoire des bactéries
lactiques, dont le niveau peut atteindre sans craindre 10" a 108 UFC/g en quelques
semaines de conservation, et particulierement de C. maltaromaticum et Lactobacillus
curvatus ou Lactobacillus sakei.e. Le taux d’entérobactéries (Serratia liquefaciens, H.
alvei), de P.phosphoreum et de B. thermosphacta, est également plus élevé. Parmi
toutes ces especes, certaines bactéries lactiques, notamment C. maltaromaticum, L.
sakei et L. farciminis, ainsi que B. thermosphacta et S. liquefaciens, sont les principales
bactéries altérantes, avec des odeurs fromage/aigre, d’H2S, de beurre ou de
chou/amine, respectivement. Les composés volatils les plus souvent rencontrés sont le
2,3-pentanedione, le 2,3- butanedione, le 2-heptanone, le 2,3-heptanedione,
I’hexanone, le diméthyl disulfure, le TMA, le 2-pentanol, le 2-méthyl-1-butanal et le
3-méthyl-1-butanal (Le Fur, Leroi et al., 2013).

1.4.5. Les autres micro-organismes

e Les algues microscopiques

Les micro-algues marines ou plancton secretent des biotoxines ou phycotoxines.
L’homme peut étre fréquenté a I’intoxication en consommant des coquillages qui ont
séjourné dans des eaux ou se sont multipliés ces algues toxiques. Les risques majeurs
sont liés a I’intoxication diarrhéique par les fruits de mer : acide okadaique élaboré par
différentes especes de dinophysis, par I’intoxication paralytique par les fruits de mer :
saxitoxine produite par Gonyaulax, Prorocentrum Alexetrium et par I’intoxication
amnésiante par Pseudo nitzchia.
e Lesvirus

La source de contamination de I'nomme par le milieu hydrique est représentée
par les coquillages. Les mollusques aquatiques ont un mode d'alimentation fondé sur
la filtration de volumes importants d'eau. Les virus les plus souvent mis en cause sont
: Norovirus, Virus de I'hépatite A, rotavirus. Ce sont surtout les huftres, coques, clams
qui sont a l'origine des intoxications. De nombreux virus associés a des vertébrés
marins ont été identifiés récemment. Ils appartiennent a des groupes variés (par
exemple Arenaviridae, Astrobviridae, Filoviridae, Flaviviridae, Hepadnaviridae,
Matonaviridae, Paramyxoviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae). On ait révélé que de
nombreux virus a ARN sont associés aux invertébrés (plusieurs centaines) (Jacquet et
al., 2023).
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e Les parasites

Les produits de la péche peuvent étre envahis par des parasites notamment les
métazoaires ou protozoaires surtout lorsqu’ils sont consommés crus (Sushi), comme
dans certains pays d'Asie de I'Est. Ces parasites appartiennent a différents groupes, tels
que les nématodes, les cestodes et les trématodes dont les larves sont révélées chez de

nombreuses especes de poissons.

Les deux parasites ayant le plus d'incidence sur les produits marins sont des
nématodes, responsables de I'Anisakiase : Anisakis simplex et Pseudoterranova
decipens.

Pseudoterranova decipiens (ou Phocanema decipiens), appelé souvent "ver de la
morue”. Il s'agit d'un ver rond (nématode) typique des eaux froides et tempérées de
I'Atlantique dont les larves infectent les muscles de la morue. Ces larves sont de
couleur beige a brune et mesurent de 25 a 50 mm de long.

Anisakis simplex, nématode, se rencontre occasionnellement chez la morue mais
plus souvent chez le hareng. Les larves, de couleur blanche, d'environ 30 mm de long,
ont une affinité pour les intestins et le foie des poissons, mais peuvent migrer par
centaines dans les muscles. Anisakis simplex peut apporter de sérieux problemes de
santé au consommateur (violentes douleurs abdominales pour les formes classiques,
perforation digestive et péritonite pour les formes graves).

Diphyllobothrium latum, cestode, dont la larve est parfois présente dans les
visceres et dans les muscles des poissons d'eau douce (brochet, perche, truite, saumon).
L'ingestion de poisson cru, de poisson fumé a froid ou mal cuit peut mener a une
parasitose dégénérant en anémie et en avitaminose. Comme pour les autres parasites,
la congélation et le traitement par la chaleur peuvent éliminer ce cestode (Cappelier,
2008).

e Les levures et les moisissures

Une gamme variée de moisissures est capable de produire des métabolites
toxiques, trois genres qui sont particulierement importants dans les aliments :
Aspergillus, Penicillium, et Fusarium. Cependant, la toxicité chronique a long terme
est particulierement préoccupante, car plusieurs métabolites de ces moisissures sont
cancérigenes, ou peuvent avoir d'autres effets toxiques. De nombreux aliments sont
sensibles a la prolifération des moisissures lorsqu'ils sont conservés dans des

conditions inappropriées au sein desquels les mycotoxines peuvent se former. La
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plupart des moisissures peuvent se développer a des aw inférieurs a 0,8, ce qui indique
qu'elles sont capables de se développer a des concentrations élevées de sel ou dans des
produits secs. Les poissons fumés traditionnels, comme le saumon et le maquereau,
peuvent étre vulnérables au développement de moisissures s'ils sont stockés dans des
conditions sous-optimales au cours du temps. Les levures sont des champignons de
forme ronde ou cylindrique, beaucoup plus petits que les moisissures, avec une taille
de 3 a 5 microns, qui colonisent les aliments a faible activité hydrique, a faible pH ou
a forte teneur en sel, ou la plupart des bactéries ne survivent pas (Sahu et Bala, 2017 ;
lanieva et Ogirchuk, 2018), et peuvent également entrainer une détérioration
alimentaire (Lianou et al., 2016). La plupart des altérations alimentaires sont causees
par des especes de levures telles que Zygosaccharomyces, Saccharomyces spp. Cetida
spp. (Rawat, 2015).

Les poissons, les mollusques et les crustacés fraichement péchés sont susceptibles
d'héberger des levures a leur surface et a l'intérieur de leur corps. Les fruits de mer
sont des produits extrémement périssables en raison de leurs caractéristiques
physicochimiques, puisqu’ils constituent des nutriments de base pour [lactivité
microbienne entrainant une détérioration de la qualité, limitant leur durée de
conservation (Adebayo-Tayo et al., 2012 ; Comi, 2017). La duree de conservation des
aliments glacés et réfrigérés est limitée par l'espece, la transformation et la
manipulation de l'aliment, bien que la réfrigération joue un réle important dans le
maintien des propriétés nutritionnelles et sensorielles (Pal et al., 2016 ; Comi, 2017).
En général, il est peu probable que les levures se développent et altérent les fruits de
mer lorsqu'ils sont conservés au réfrigérateur, mais il peut y avoir des exceptions. Les
levures jouent un réle plus important dans l'altération de la chair de poisson, en
particulier lorsque certaines especes de levures, telles que Cetida lipolytica, produisent
des bases azotées volatiles, et dans les viandes d'huitres congelées ou réfrigérées, il a
été démontré que les levures pigmentées se développent, entrainant des viandes roses

ou rouges (Amlani et Sarri, 2022).
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2. Les bactéries lactiques

2.1. Définition

Le concept de bactéries lactiques (BL) en tant que groupe d'organismes s'est
développé au début des années 1900. La premiere culture pure (Bacterium lactis,
aujourd'hui connu sous le nom de Lactococcus lactis) a été isolée en 1873 par Lister.
Les bacteries lactiques sont connues comme les bacteéries les plus importantes pour la
fermentation des aliments et les applications pharmaceutiques et diététiques
spéciales. Récemment, avec I'excellent r6le des bactéries lactiques dans l'industrie
alimentaire et les fonctions probiotiques, leurs caractéristiques métaboliques
microbiennes ont également attiré plus d'attention ainsi que d’autres métabolites
importants pour des applications avancées en bio-ingénierie et biotechnologie
(Fennema et al., 2004 ; Liu et al., 2014 ; Wang et al., 2021).

2.2. Propriétés générales

Les bactéries lactique (BL) regroupent un genre de bactéries gram-positives qui
utilisent les hydrocarbures comme principale source de carbone (George et al.,
2018). Historiqguement, les bactéries lactiques sont définies comme une famille
ubiquitaire et hétérogene de microbes qui peuvent fermenter divers nutriments,
principalement en acide lactique, comme produit final du métabolisme
(Klaenhammer et al., 2005; Sun et al., 2014). Généralement les bactéries lactiques
sont caractérisées par leur gram-positif, catalase négative, certaines especes
produisent une catalase qui semble positive avec une légére effervescence (pseudo-
catalase) (Lebreton, 2014), elles sont anaérobies ou microaérophiles, tolérantes a
l'acide et non sporulantes (Giraffa, 2014 ; Zhang et Cai, 2014). Elles sont
généralement mésophiles (temperature de croissance optimale a 35°C), mais
certaines sont psychrotolérantes ou thermotolérantes (allant del10 a 45°C) (Lebreton,
2014). Elles se développent principalement a des pH de 4,0 a 9,5 et certaines sont
encore actives a des pH extrémes tels que 9,6 ou 3,2. Elles ont une tolérance tres
variable au NaCl (Carr et al., 2002 ; Abiola et al., 2022).

L'hétérogénéité de ce groupe bactérien se refléte bien dans la large gamme de
morphologies cellulaires, puisqu'elles peuvent se présenter sous forme de cellules
uniques ou diploides, de tétrades et de chaines courtes a longues. Les bactéries

lactiques sont les groupes bactériens les plus importants impliqués dans les processus
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de fermentations pour transformer une variété de produits laitiers, de viandes, de
légumes et de céréales, aboutissant a la reconnaissance de leur statut GRAS
(Generally Recognized As Safe) (Klaenhammer et al., 2005 ; Barzegar et al., 2021).
Ces bactéries peuvent métaboliser les constituants de la matrice alimentaire et
produire des composeés tels que des peptides, des acides aminés, des aldéhydes, des
alcools, des acides organiques, des esters et des acides gras.

Sur la base de la dissimilation du glucose, les BL sont subdivisés en deux
groupes fermentaires, homolactiques et hétérolactiques qui, en utilisant les glucides,
elles peuvent produire soit de I’acide lactique exclusivement (bactéries
homolactiques strictes), soit de I’acide lactique et I’acide acétique (bactéries
hétérolactiques facultatives), soit de 1’acide lactique, de I’acide acétique ou de
I’éthanol et du CO; (bactéries hétérolactiques strictes) (Szutowska, J., 2020) (Figure
15).

2.3. Ecologie et classification

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes ubiquitaires qui resident
dans une grande diversité d'habitats. Ceux-ci comprennent les cavités humaines telles
que le tractus gastro-intestinal, la cavité buccale, les voies respiratoires et la cavité
vaginale, ainsi qu'un certain nombre de niches écologiques telles que les plantes et
les produits transformés a base de lait, de viande, de poisson et de légumes (Sun et
al., 2014 ; Herten et al., 2014 ; Szutowska, 2020).

La systématique est en évolution permanente. C’est en 1919 qu’Orla- Jensen a
établi la premiere classification des bactéries lactiques, sur la base des propriétés
morphologiques, biochimiques et physiologiques. La composition des acides gras et
les constituants de la membrane cellulaire, ont été également mis en jeu pour la
classification. Surtout, sur la base de la fermentation, que la taxonomie du genre était
crée pour distinguer trois sous-genres : "Thermobacterium” et "Streptobacterium™
pour les bactéries obligatoirement homofermentaires et les bactéries facultativement
hétérofermentaires respectivement, et "Betabacterium™ pour les bactéries
obligatoirement hétérofermentaires (Tableau 5). Les bactéries lactiques font partie de
la lignée des firmicutes, de la classe des bacilli, et de l'ordre des lactobacilles
(Szutowska, 2020).

Selon Ludwig et al. (2008), elles sont réparties en trois familles :
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v Famille des Lactobacillaceae contenant les Lactobacillus, Paralactobacillus et
Pediococcus.

v' Famille des Leuconostocaceae comportant les Leuconostoc, Oenococcus et
Weissella.

v' Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et
Lactovum.

Tableau 5 : Classification des grands groupes des bactéries lactiques (Holzapfel et al.,
2001 ; Carr et al., 2002).

Betabacteruim  bacille - - Hétérofermentaire Lactobacillus
Thermobacterium bacille - - Homofermentaire Lactobacillus
Streptobacteruim bacille - - Homo et
Hétérofermentaire Lactobacillus
Carnobacterium
Streptococcus
Streptococcus  coque - - Homofermentaire Enterococcus
Lactococcus
Vagococcus
Betacoccus coque - - Hétérofermetaire Leuconostoc
Oenococcus
Weissella
Micobacteruim  bacille + + Homofermentaire Brochothrix
Tetracoccus coque + + Homofermentaire Pediococcu
Tetragenococcu
Bifidobacteria polymorphe - - Homofermentaire Bifidobacterium
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Figure 15 : Types fermentaires de bactéries lactiques (Eiteman et Ramalingam, 2015;
Stincone et al., 2015).

Selon la classification taxonomique actuelle, et en se basant sur des données de
séquencage de 16S et 23S de I'ADNr, les bactéries lactiques forment deux
embranchements distincts, a savoir les Firmicutes et les Actinobacteria. Au sein des
Firmicutes, se trouvent des bactéries a Gram positif avec un pourcentage G + C
inférieur a 50%, appartenant a l'ordre des Lactobacillales et comprennent les genres
suivants : Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Symbiobacterium, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella, qui sont tous des
organismes a faible teneur en guanine-cytosine (31-49 %). Les bactéries lactiques
dans les Actinobactéries, ayant une teneur en G + C supérieure a 50%. Cet
embranchement ne comprend que les espéces du genre Bifidobacterium (Quinto et
al., 2014 ; Liu et al., 2014 ; Szutowska, 2020). Les différentes familles et les
différents genres peuvent étre recherchés dans l'explorateur de taxonomie NCBI

(Schoch CL et al., 2020) ou dans le navigateur Taxonomie UniProt (Anonyme 4).

Les genres de bactéries lactiques en relation avec les aliments sont les suivants
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus et

Streptococcus (Axelsson, 2004).
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2.4. Caractérisation des principaux genres de bactéries lactiques

La classification actuelle de bactéries lactiques concerne les principaux genres :
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus,
Streptococcus et Bifidobacterium (Liu et al., 2014 ; Zheng et al., 2020 ; Tang et al.,
2023).

2.4.1. Enterococcus

Les entérocoques sont des bactéries lactiques exploitées depuis longtemps dans
la transformation des aliments. Ces microorganismes jouent un réle essentiel dans la
conservation (prolongation de la durée de I’entreposage) et dans la qualité
bactériologique des denrées alimentaires, tout en maintenant leurs propriétés
nutritionnelles et organoleptiques (Aguilar-Galvez et al., 2012). Le terme
"enterocoque” a éte établi pour la premiere fois par Thiercelin (1899) pour désigner
un groupe de diplocoques intestinaux a Gram positif. Les entérocoques sont des
cocci ovoides a Gram positif qui se présentent seuls, par paires, en courtes chaines ou
qui peuvent étre disposés en amas. Les cellules sont souvent allongées dans le sens
des chaines. Elles sont généralement negatives pour la catalase ; cependant, certaines
souches peuvent reveler une catalase positive (pseudo-catalase). Elles sont
homofermentaires, l'acide L (+)-lactique étant le produit final prédominant du
métabolisme des hydrates de carbone. Le genre Enterococcus se différencie des
autres cocci Gram positif, catalase négative par des caracteristiques typiques, y
compris la capacité a tolérer une large gamme de températures (10°C a 45°C, a
survivre a la dessiccation) et de pH, et a se développer en présence de 6,5 % de NaCl
et de 40 % de sels biliaires ainsi que la production d'acétoine (test de Voges-
Proskauer), la production d'acide a partir de ribose et la possession de I'antigéne du
groupe D (Svec et Devriese, 2015 ; Wu et al., 2022 ; Auger et Cattoir, 2023).

Dans d'autres cas, il est nécessaire de confirmer l'identification du genre via des

méthodes moléculaires (Passerini et al., 2021).

> Les especes importantes du genre
-Enterococcus faecalis
Les traits supplémentaires sont les suivants : Les espéces sont généralement non

hémolytiques et résistent a un chauffage de 60°C pendant 30 minutes. Une pseudo
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catalase peut étre produite lorsqu'elle est cultivée sur un milieu gélosé contenant du
sang (Frankenberg et al., 2002). Le malate, la sérine, le citrate, le gluconate et
l'arginine sont utilisés comme sources d'énergie. La tyrosine est décarboxylée en
tyramine. Enterococcus faecalis habituellement présente dans les aliments (produits
laitiers, viande et produits carnés fermentés, produits frais) et dans I'environnement
(plantes, compost et eaux marines, saumatres et douces).
-Enterococcus faecium

Les traits supplémentaires sont les suivants : L'espéce peut étre a-hémolytique,
se développe a un pH de 9,6 et supporte un chauffage de 60°C pendant 30 minutes.
Les tests d'utilisation du malate et de la sérine et d'hydrolyse de la gélatine sont
négatifs.

Enterococcus faecium a été décrit comme neégatif pour l'acidification du D-
xylose, mais la plupart des souches canines et bovines sont positives. Elle a été
décrite comme négatif pour l'acidification du raffinose et du sorbitol (Devriese et al.,
1992 ; Devriese et Pot, 1995).

Cette espece est naturellement résistante aux bétalactames et aux amygdalines

que I’Enterococccus feacalis (Stucki, Nendas, Harbarth, 2014).

Cependant, aucune caractéristique phénotypique n‘a éte trouvée pour distinguer
ces groupes, et des expeériences dhybridation ADN-ADN ont confirmé que les
représentants de ces groupes appartiennent a une seule espece (Vancanneyt et al.,
2002). Elle est isolée des aliments (produits laitiers, lait de chamelle fermente,

viande, crevettes pourries).

-Enterococcus lactis

Les traits supplémentaires sont les suivants : L'espéce est a-hémolytique sur
milieu gélosé au sang de mouton et se développe a un pH de 9,6. Elle est négative
pour I'nydrolyse de la gélatine et de la tributyrine et ne produit pas de gaz a partir
du glucose. Elle est également positive pour la salicine et négative pour
I'acidification du méthyl-B-xyloside. Les principaux acides gras sont C16 :0 (30,0
%), C19 :0 cyclo9c (20,3 %), C18 :1 (17,5 %), C16 :1 (15,4 %) et C14 :0 (10,4 %)
(Moreti et al., 2012).  Concernant les habitats des représentants de ce genre, E.

faecium et E. faecalis sont les especes prédominantes dans les produits carnés,
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tandis que E. hirae et E. durans s’y retrouvent en moindre pourcentage.

Enterococcus lactis prédomine les produits laitiers (Auger et Cattoir, 2023).

2.4.2. Lactobacillus
Le genre Lactobacillus est le genre principal de la famille des
Lactobacillaceae. 1l comprend plusieurs espéces intervenant via la fermentation

lactique, dans de nombreuses industries (Guiraud, 2003).

Les représentants du genre Lactobacillus sont asporulés, non mobiles et ont
généralement la forme de batonnets, bien que I'on puisse observer des coccobacilles ;
les cellules sont souvent organisées en chaines. La température optimale de
croissance est comprise entre 30 et 40°C, bien que la température totale de croissance
puisse varier de 2 a 53°C ; la plage de pH puisse aller de 3 a 8. Les lactobacilles sont
fermentaires et tolerent généralement lI'oxygene, mais se développent bien dans des
conditions anaérobies. Elles sont caractérisées par leur hétérogénéité : le pourcentage
G-C varie de 32 a 53%. Elles sont présentes dans des milieux tres differents laits
fermentés tel que le kéfir, les viandes fraiches ou fermentées, le tube digestif de
I’homme et des animaux. Plusieurs études ont révelé la présence d'espéces de
Lactobacillus dans le tractus gastro-intestinal de plusieurs espéces de poissons
(Lauzon et Ringo, 2011 ; Merrifield et al., 2014).

2.4. 3. Carnobacterium

Le genre Carnobacterium a été proposé par Collins en 1987. C'est le genre
type de la famille Carnobacteriaceae récemment créée (Ludwig et al., 2009), qui a
été validée par la suite (Ludwig et al., 2010). Le genre comprend actuellement 11
especes présentant une variété de caractéristiques physiologiques distinctes,
C.gallinarum, C.viridans, C.funditum, C. iners, C. jeotgali dont C.piscicola
(maltaromaticum), C.divergens, C.mobile, C.alterfunditum et C.inhibens sont isolées
des intestins de poissons. Récemment, C. gilichinskyi a été décrite comme C.
inhibens subsp gilichinskyi et la sous espéce C.inhibens a été congue pour C.inhibens
(Nicholson et al., 2016; Ringo et al., 2018).

Le genre Carnobacterium comprend des bactéries lactiques hétérofermentaires,

anaérobies facultatives, psychrotolérantes, mobiles ou non, Gram positif, en forme de
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batonnets. Elles produisent principalement de I'acide L-lactique par fermentation du

glucose.

Les représentants du genre Carnobacterium ont des habitats divers. lls ont été
isolés de viande (beeuf, mouton) réfrigérée et/ou emballée sous vide (C. divergens, C.
maltaromaticum, C. viridans) (Montel et al., 1991; Stoffels et al., 1992), de viandes
de volaille (C. divergens, C. gallinarum, C. mobile, C. maltaromaticum), de
fromages affinés (C. divergens et C. piscicola) (Edima, 2007 ; Caillez-Grimal et al.,
2014), d'eau douce de lacs de I’Antarctique (C. alterfunditum et C. funditum)
(Franzmann et al., 1991) et de poissons (C. inhibens et C. maltaromaticum) (Anne-
Brillez, 2004).

Carnobacterium maltaromaticum, Carnobacterium divergens et

Carnobacterium mobile sont également associés aux fruits de mer, par exemple les

crevettes, les poissons gravides, le saumon fumé a froid, etc... (Leroi et al., 2014).

Tableau 6. Les genres de bactéries lactiques associés aux aliments et leurs caractéristiques

physiologiques (Lahtinen et al., 2011; Fennema et al., 2004)

caractéristiques
Genre forme CO, Croissanc | Croissance Croissance Croissance Croissance Croissance
a partir e a45°C a6,5% a18% apH4,4 apH9,6
du a10°C NaCl NaCl
glucose
Aerococcaceae Aerococcus Cocci - + + +
(tétrade)
Carnobacteriaceae | Carnobacterium | Bacille + ND ND
Enterococcaceae Enterococcus Cocci + + + +
Pediococcus Cocci Variable Variable D D L
(tétrade)
Lactobacillaceae Lactobacillus Bacille Variable + Variable variable ND L
Leuconostocaceae | Leuconostoc Cocci + + variable Variable variable
Streptococcaceae Lactococcus Cocci + - Variable
- variable -
Streptococcus

Note ND Non déterminé
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a. Certaines souches de Weissella ont une forme de batonnet.

b. Dans la littérature ancienne, les especes de Lactococcus sont désignées comme des

streptocoques du groupe N.

2.4.4. Weissella

Le genre Weissella comprend des bactéries a Gram positif, catalase négative, non
sporulées, coccoides ou en forme de courts bacilles, se trouvent de maniére isolée ou
groupées par deux ou en courtes chaines, immobiles, oxydase négative (Bjorkroth et
al., 2014). Vingt especes validées de Weissella sont connues a ce jour (Fusco et al.,
2015 ; Lee et al., 20154, b) se cultivent a 15°C, certaines espéces se développent a
42-45°C.

Les espéces de Weissella sont connues pour leur production des
exopolysaccharides (EPS) in vivo et in vitro. La production de dextrane, les EPS les
plus connues produite par les bactéries lactiques hétérofermentaires, ont été rapportés
pour W. beninensis, W. cibaria, W. confusa, W. fabaria, W. ghanensis, W. ketleri et
W. koreensis (De Bruyne et al. 2010; Padonou et al., 2010).

2.4.5. Leuconostoc

Ce sont des coques a GRAM (+) groupées en pairs ou en chaines, catalase (-).
Les Leuconostoc sont hétérofermentaires, ils produisent de I’acide lactique, du CO2
et de I’éthanol (Nieminen et al., 2014 ; Bello et al., 2022). Leur température optimale
de croissance se situe entre 25 et 30°C. Certaines espéces se distinguent par leur
capacité a survivre a des températures négatives et a prospérer a 10 °C, a tolérer 50
g/L de sel et a se développer a des pH supérieurs a 4,5 (Raimondi et al., 2021 ;
Ceteliere et al., 2024). Lors de la fermentation de divers hydrates de carbone et
substrats, elles produisent du CO2, des composés aromatiques et des
exopolysaccharides (Samet-Bali et al., 2024 ; Tsitko et al., 2018). La plupart des
représentants du genre Leuconostoc ont été classés « généralement reconnus comme

sécuritaire », appartenant au Statut GRAS.

Les Leuconostocs sont associées a de nombreux habitats et sont donc présents
dans les aliments d'origine animale, y compris le lait cru et les produits laitiers, la

viete, la volaille et le poisson (Bjorkroth et Holzapfel, 2006). Ils ont également été
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retrouvés dans les intestins de l'omble chevalier (Ringo et al., 1998) et d'autres

salmonidés (Balcazar et al., 2007).
2.4.6. Pediococcus

Les pédiocoques sont des bactéries & Gram positif, catalase négative et oxydase
négative, qui se développent dans des conditions aérobies facultatives a
microaérophiles. Elles sont aérobies facultatives et produisent de I'acide lactique comme
principal produit final de la fermentation du glucose. Elles sont homofermentaires et ne
produisent donc pas de CO> a partir du glucose et sont incapables de réduire les nitrates.
Les cellules sont uniformément sphériques et jamais ovoides ou allongées. Les
représentants du genre Pediococcus partagent un certain nombre de caractéristiques
physiologiques avec les genres Lactobacillus, Leuconostoc et Weissella, ainsi que le
méme habitat et des exigences de croissance relativement similaires (Holzapfel, 1992).

La structure phylogénétique du genre Pediococcus a été décrite par Collins
(1991). La teneur en % molaire G+C de I'ADN des espéeces de Pediococcus varie de
38 a42 %.

2.5. Role des bactéries lactiques

La colonisation des bactéries lactiques est importante pour le développement et
la physiologie de I'h6éte. Dans lintestin, elles contribuent a Iabsorption des
nutriments, a la réponse immunitaire, a la tolérance des muqueuses et au
développement épithélial. Une population équilibrée de bactéries intestinales est
essentielle au maintien de la santé de I'hdte (Rungrassamee et al., 2014, Russo et al.,
2015). Le tractus intestinal est considéré comme une bonne source pour l'isolement
des BL (Moosavi-Nasab et al., 2014).

Les bactéries lactiques sont des agents actifs importants dans l'industrie
alimentaire et sont surtout connues pour leur role dans le processus de fermentation

de l'acide lactique.

Les bactéries lactiques jouent un réle important dans de nombreux processus
de fermentation industrielle et dans I'alimentation humaine. Du fait de leur présence

dans le tractus gastro-intestinal, certains membres ont été désignés comme
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probiotiques, puis qu’ils sont d'origine humaine et apportent des avantages pour la

santé humaine (Klaenhammer et al. 2008 ; Makarova et al. 2006).
2.5.1. Propriétés probiotiques
e Notion de probiotique

Les bactéries lactiques constituent des starters de fermentation et sont
couramment présents dans les aliments. Elles sont donc de bonnes candidates pour
une intégration dans les processus industriels et sont souvent commercialisées pour la
prévention et le traitement des maladies. La majorité des souches probiotiques
actuellement disponibles et utilisées dans les aliments et les suppléments a base de
probiotiques sont des bactéries lactiques, en particulier les genres Lactobacillus et
Bifidobacterium (Foligné et al. 2013).

e Définition

Les bactéries lactiques sont utilisees autant que probiotiques définis comme des
préparations de micro-organismes viables en quantités suffisantes pouvant moduler
la flore de I’organisme hote, ainsi des effets bénéfiques pour la santé (FAO/ WHO,
2006).

e Role d’un probiotique

La majorité des probiotiques jouent un role principalement dans la prévention
des troubles gastro-intestinaux, I'amélioration de la digestion et de lI'absorption, et la
stimulation du systéeme immunitaire (Galdeano, 2019). Les bactéries lactiques
protegent également les souris contre Sa. Typhimurium via la stimulation de la
production d'immunoglobulines IgA. Le lait fermenté contenant de bactéries
lactiques peut étre utilisé comme adjuvant dans les vaccinations contre V. cholerae.
Les réponses immunitaires sériques et intestinales contre le rotavirus sont fortifiées
chez les enfants nourris avec L. casei. Des effets anticarcinogenes ont également été
prouvés (Bermudez-Humaran et Langella, 2009). Ces aspects nécessitent une plus
grande attention chez les poissons, notamment pour le développement de vaccins
contre les bactéries et les virus ou pour limiter les effets des composés toxiques
cancérigenes (Comité mixte d'experts FAO/OMS 2002).
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Dans l'industrie alimentaire, la dégradation des protéines par les bactéries
lactiques peut supprimer les allergénes protéiques dans les aliments. En particulier,
dans le processus de fermentation des produits laitiers, les bactéries lactiques peuvent
dégrader la caséine, réduisant ainsi l'allergénicité des produits laitiers (lwamoto et
al.,, 2019). Par exemple, certaines souches d'Enterococcus faecium isolées du lait
fermenté et du fromage peuvent exprimer des métalloprotéases ou une protéinase de
I'enveloppe cellulaire, etc. Entre autre, pouvant efficacement hydrolyser la caséine
dans le lait (Biscola et al., 2018 ; Kordesedehi et al., 2018 ; Worsztynowicz et al.,
2019).

2.5. 2 Préservation et innocuité de I’aliment

Actuellement, les BL jouent un réle important dans l'industrie en raison de
leurs metabolites. Ceux-ci comprennent leurs activités inhibitrices notamment la
production de composés antimicrobiens, a savoir : des acides organiques (lactique,
acetique et formique), le dioxyde de carbone, le peroxyde d’hydrogene, le diacetyle,
I’éthanol et les bactériocines. La production d’acides organiques au cours de la
fermentation résultant du métabolisme des sucres, entraine une réduction importante
du pH, qui associée a la formation de composés antimicrobiens détermine la stabilité
microbienne des produits (prévenir ou inhiber la croissance des agents pathogénes
présents dans les aliments) (YAO., 2009).

Plusieurs travaux ont été mis en ceuvre pour préserver les produits de péches.
Effectivement, I'efficacité des BL a été d’avantage étudiée par Gomez-Sala et al.
(2016), qui ont utilisé des souches de bactériocine de bactérie lactique a Gram-
positif, d'origine marine dans leur méthode innovante de biopréservation pour le
poisson frais. En raison de leurs capacités inhibitrices ou bactéricides vis-a-vis les
bactéries pathogénes et d’altération, Lactobacillus curvatus BCS35 et Enterococcus
faecium BNM58, isolées de poissons et de produits de la mer, ont été sélectionnées.
Aymerich et al. (2019) ont testé I'effet de trois souches de BL pour contrbler la
croissance de Listeria monocytogenes dans divers types de saumon fumé. Tous les
produits a base de saumon ont montré de forts effets inhibiteurs de Lactobacillus
sakei CTC494, suggérant un potentiel bioprotecteur prometteur. Wiernasz et al.
(2020) ont éxaminé l'activité biopréservatrice de six souches de BL sur des tranches

de saumon, démontrant une dominance antibactérienne contre L. monocytogenes et
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les micro-organismes d’altération. Une souche notable de Carnobacterium
maltaromaticum SF1944 a effectivement inhibé la croissance de L. monocytogenes.
Plusieurs souches de bactéries lactiques produisent des bactériocines a spectres
d’activités plus ou moins large comme la lactococcine A, la lactococcine B et la
lactococcine M produites par Lactococcus lactis subsp cremoris 9B4, la diplosine par
Lc. cremoris, la plantaricine par Lb. plantarum, la mésentérocine Y105 produite par
Leuconostoc mesenteroides, l'entérocine L50 produite par Enterococcus faecium
L50, la carnobactériocine A et la piscicoline 61 synthétisées respectivement par,
Carnobacterium piscicola LV17A et Carnobacterium piscicola (Makhloufi, 2012).
La production de ces peptides bioactifs peut présenter un intérét dans la lutte contre

des bactéries a Gram positif d’altération ou pathogénes.

2.5. 3. Formation de I’ardme et de la saveur

Les bactéries lactiques contribuent ainsi a la formation des ardomes via la
production des composés volatils tels que 1’acétoine et ses dérivés ainsi que certains
composeés aromatiques (1-propanol, acétate d’éthyle, 3-methyl-1-butanol, acétoine).
La conversion des sources de carbone en composés d’ardme tels que des esters et des
composes carbonylés, est une caractéristique de la saveur des aliments (Taban et al.,
2014).

2.5.4. Influence sur la valeur nutritionnelle

L’action des bactéries lactiques au cours de la fermentation a aussi un impact
sur la valeur nutritionnelle des produits fermentés. En effet, les acides organiques
notamment I’acide lactique et 1’acide acétique, produits lors de la fermentation
entrainent une acidification de la matrice. Ce processus non seulement acidifie le
produit, mais augmente également la biodisponibilité des nutriments essentiels, tels
que les vitamines, les minéraux et les molécules antioxydantes, de mieux absorber
les nutriments et les composés bioactifs (Abdul Hakim et al., 2023). La valeur
nutritionnelle et la digestibilité des protéines alimentaires peuvent toutes deux étre
augmentées par les bactéries lactiques. Les protéines alimentaires peuvent étre
décomposées par les bactéries lactiques pour produire une gamme d'acides aminés
libres ou de petits peptides. Par exemple, le principal groupe de lactobacilles dans la

culture de kéfir décompose considérablement la protéine du lait (Dallas et al., 2016).
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2.5.5. Production de vitamines par les bactéries lactiques

Les BL peuvent servir de source de vitamines, en utilisant certaines souches
sélectionnées lors de la fermentation du lait. La Vitamine B12 ou cobalamine,
vitamine K2, riboflavine et thiamine (vitamine B1) sont aussi produits par les
Lactobacilles (Massa, 2014). Les espéces lactiques de Streptococcus, d'Enterococcus
et de Lactobacillus (Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum et Lactobacillus
bulgaricus) capables de produire le folate (vitamine B9) (Masuda et al., 2014).
L’industrie alimentaire se concentre sur la stratégie de sélectionner et utiliser les
espéces probiotiques productrices de folate, pour accomplir les produits alimentaires
par des quantités elevees de folate naturel, en augmentant les avantages pour la santé
tout en maintenant les codts de production bas (Florou-Paneri et al., 2013). Les
especes du microbiote gastro-intestinal et celles des aliments fermentés doivent étre
utilisé comme bactérie starter pour la fortification des aliments en folate (De Crécy-
Lagard, 2007).
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3. Propriétés technologiques des bactéries lactiques

Le métabolisme des bactéries lactiques (BL) a été de plus en plus étudié ces
dernieres années (George et al., 2018). L’association d'une variété de caractéristiques
métaboliques intéressantes, a aboutie a une multitude d’applications potentielles dans
le secteur de la biotechnologie alimentaire et de la santé humaine. Une capacité
métabolique diversifiée y compris I’activité acidifiante, I’activité protéolytique,
I'amélioration de la saveur, le pouvoir texturant, la production des EPS, la production
de substances antimicrobiennes, est attribuée a sept genres clés de BL : Lactobacillus
(lait, viande, légumes, céréales), Lactococcus, Enterococcus et Streptococcus
(matiére végétale, lait, viande ou poisson), Leuconostoc (lait, Iégumes), Pediococcus
(légumes, viande), Oenococcus (matieres végétales et aliments fermentés a base de
produits laitiers, de viande et de céréales) (Singh, 2018). Cependant, certains
scientifiques considérent le genre Bifidobacterium comme appartenant aux bactéries
lactiques en raison de leurs caractéristiques physiologiques et biochimiques
analogues et parce qu'ils partagent des niches écologiques communes, tels que le
tractus gastro-intestinal (Liu, 2014). Les principaux produits lors de la fermentation
sont les acides organiques ainsi que le dioxyde de carbone et l'alcool. De plus,
d’autres métabolites sont €laborés tels que des vitamines, des peptides bioactifs et
des composés aromatiques (O’Bryan et al., 2015). Par ailleurs, du fait de leurs
bienfaits pour la santé, les caractéristiques de certaines especes de BL sont

actuellement adoptées en tant que probiotiques.

3.1. Activité acidifiante et production d’acide lactique

La capacité d'acidification des bactéries lactiques se traduit par la production
d'acide lactique a partir des hydrates de carbone grace a la fermentation au cours du
développement bactérien. L'activité métabolique des glucides peut se dérouler de
maniere homofermentaire ou hétérofermentaire, ce qui entraine une diminution du
pH par la suite de la production d'acides organiques. Les bactéries homofermentaires
convertissent le glucose en excés comme source de carbone a travers le métabolisme
du pyruvate uniquement en acide lactique a plus de 90%, sous I’action du lactate
déshydrogénase, tandis que les bactéries lactiques hétérofermentaires peuvent
produire des quantités considérables d’acides organiques (notamment 1’acide
acétique) autre que l’acide lactique. Le lactate et l'acétate sont les principaux

composeés produits lors de la fermentation des glucides (Moosavi-Nasab et al., 2014).
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La cinétique et I’intensité de I’action acidifiante varie d’une Souche a 1’autre, en
fonction des conditions de milieu : nature et dose des sucres apportés, température
d’incubation et I’activité de 1’eau (aw) initiale (Liu, 2003 ; Eiteman et Ramalingam,
2015).

3.2. Activité protéolytique

Comme les acides aminés libres sont rares dans les aliments (le lait), certaines
bactéries lactiques ont des activités protéolytiques pour produire une gamme d'acides
aminés libres ou de petits peptides en décomposant les protéines alimentaires (Dallas
et al., 2016). En général, I'exploitation de la caséine par les BL est initiée par une
proteinase de I'enveloppe cellulaire qui dégrade la protéine en oligopeptides, qui sont
par la suite absorbés par les cellules via des systemes de transport de peptides
spécifiques pour une dégradation supplémentaire en peptides plus courts et en acides
amines par une action combinée de diverses peptidases intracellulaires. Par exemple,
la protéine du lait est fortement décomposée par le groupe principal de lactobacilles
dans la culture de kéfir (Savijoki et al., 2006 ; Dallas et al., 2016). Les acides aminés
peuvent étre transaminés ou décarboxylés par les bactéries lactiques pour produire
des amines et des a-cétoacides, qui sont des éléments constitutifs d'une variété de
produits chimiques aromatiques. Ces a-cétoacides peuvent étre encore réduits pour
produire des alcools et des aldéhydes, ce qui renforce considérablement la saveur des
aliments fermentés. Les alcools dérivés des acides aminés peuvent également réagir
avec les acides gras libres pour former des esters, qui sont connus pour leurs
agréables ardbmes fruités. En raison de son réle dans le développement de propriétés
organoleptiques particuliéres, la protéolyse couvre une importance industrielle
(Hayek, et Ibrahim, 2013 ; Azam et al., 2017).

3.3. Activité lipolytique

La lipolyse est importante dans le développement de la saveur des produits
laitiers, en particulier dans la maturation des fromages. Plusieurs bactéries lactiques,
y compris Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, Lb. casei, Lb. plantarum et
Lb. rhamnosus, ont été signalées comme ayant une activité lipolytique (Di Cagno et
al., 2006 ; Abeijon et al., 2009). Les représentants du genre Enterococcus exercent
des activités lipolytiques et estérolytiques attribuées a des lipases et estérases,

impliquées dans I’hydrolyse des triglycérides en acides gras libres, glycérol, mono et
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diglycérides (Garcia Cano et al., 2018 ; Esteban-Torres et al., 2014). Cette unique
proprieté des lipases les rendent des enzymes tres importantes de signification
industrielle, en particulier les systémes lipolytiques et esterolytiques des enterococci
sont trés utile dans la fermentation des aliments, essentiellement dans le cas des
produits laitiers et de la viande nécessitant une maturation (C’olo et al., 2015).
Généralement, Les bactéries lactiques sont considérées comme faiblement
lipolytiques, par comparaison avec d’autres groupes de microorganismes. Des
données concernant les activités lipolytiques des entérocoques ont été rapportées a ce
jour, les résultats obtenus allant d'une activité lipolytique prononcée a une activité
lipolytique relativement élevée, a faible activité lipolytique ou son absence (Ribeiro
et al, 2014 ; Jaouani et al., 2015).

3.4. Activité aromatique

De nombreuses bactéries lactiques présentent des caractéristiques
phénotypiques significatives liees aux métabolismes du citrate et du pyruvate.
Plusieurs espéeces de BL transforment le citrate en composés aromatiques importants,
tels que l'acétate, l'acétaldéhyde et le diacétyl (Giraffa, 2003). Dans le cas des
bactéries lactiques, une citrate perméase assure le passage du citrate par la membrane
cellulaire. Une fois dans la cellule, le citrate est converti en acétate et oxaloacétate
par une citrate lyase. L'oxaloacétate est décarboxylé en pyruvate, clivé en diacétyle
grace a une suite de réactions intermédiaires (Bourel et al., 2001). Concernant les
entérocoques, leurs capacites de métaboliser le pyruvate ont été extensivement
étudiees mais peu est connu sur leurs capacités de métaboliser le citrate, dans
lesquelles le pyruvate est un intermédiaire. Enterococcus produit de quantités
significatives d’acétate, formate et alcool dépendant des conditions de croissance. Le
pyruvate est le précurseur immediat de ces produits. En outre, la décomposition du
lactose et du citrate au cours de la maturation des aliments produit un certain nombre
de composés volatils, tels que l'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétone et l'acétoine, qui
peuvent également contribuer a l'aréme (Giraffa, 2014). Le diacétyle est I'un des
principaux composés aromatiques importants (godt de beurre) dans les produits
laitiers, mais I'acétoine ne contribue pas a I'ardme, bien que l'acétoine soit produite a
des niveaux plus élevés que le diacétyle (Ray et Daeschel, 1992). Certaines BL ont la
capacité de métaboliser le citrate, ce qui implique le transport du citrate et sa

conversion en oxaloacétate et en pyruvate. Le métabolisme du citrate par les BL
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entraine la formation de composés a 4 carbones, le diacétyle, I'acétoine et le 2,3-
butanediol, qui ont des qualités aromatiques et donnent a certains produits fermentes
une odeur particuliere (Lambuk et al. 2022)

3.5. Production des exopolysaccharides

Les bactéries lactiques sont capables de produire des polysaccharides classés
selon leur position dans la cellule. Ceux qui sont excrétés hors la paroi cellulaire
sont appelés polysaccharides exocellulaires ou EPS. Ils peuvent former une couche
cohésive (Ruas-Madiedo, 2002). Leur biosynthése dans les BL se fait par la voie
extracellulaire (Schmid et al., 2015 ; Zhou et al., 2019) en utilisant des glycosyl-
transférases extracellulaires et des fruc-tosyl-transférases (Angelin et Kavitha,
2020). Cette voie se déroule en cing phases, commencant a l'intérieur de la cellule
et se terminant a l'extérieur (Fig.16).

@ Glucose (Glu)

© Galactose (Gal)

@ Rhamnose (Rha)

° Phosphate group (P)

ATP » Adenosine Triphosphate
Uridine diphosphate
FIOEE  Thymidine diphosphate

Gtf: Glycosyltransferase
Wax: Flippase
Wazy: HePS polymerase

EpsC: Chain-length regulation protein

Figure 16 : Modéle générique pour la biosynthése des hétéropolysaccharides
par la voie Wzy-dépendante (polymérase).

Les principales phases sont représentées dans la figure 16 :

(1) Le transport du sucre dans le cytoplasme, (2) La synthese des nucléotides du
sucre, (3) La formation d'unités répétitives et leur attachement au lipide porteur de
glycosyl, (4) La translocation des unités répétitives vers la surface extracellulaire et
(5) La polymérisation des hétéropolysaccharides extracellulaires, la rupture de la
liaison des hétéropolysaccharides du lipide porteur et leur libération dans le milieu
(Abarquero et al., 2022).
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On reconnait généralement les EPS pour leur influence sur les caractéristiques
rhéologiques (texture et viscositeé) et sensorielles des produits laitiers fermentés.
Plusieurs cultures utilisées en tant que ferments ou additifs dans ces produits
secrétent des EPS susceptibles d'avoir un impact favorable sur les caractéristiques du
produit, comme sa texture et ses caractéristiques sensorielles (Mende et al., 2016).

Globalement, ces bio-polymeres ne sont pas exploités comme source d’énergie
par le micro-organisme producteur, mais ils garantissent une protection efficace de
I’intégrit¢ des cellules microbiennes dans un écosysteme aux conditions
environnementales difficiles. Dans ce sens, la capacité d'un micro-organisme a
produire de I'EPS lui confére des caractéristiques particulieres comme sa résistance
aux hautes pressions, son dessechement, sa reconnaissance par d'autres micro-
organismes, sa protection contre les agressions d'autres micro-organismes et les
antibiotiques ou les toxines. Dans le domaine de la technologie alimentaire, ils ont la
capacité d'améliorer diverses caractéristiques des aliments, comme par exemple la

geélification, I'épaississement, I'émulsification et la liaison de I'eau (Akgul, 2023).

3.6. Activité amylolytique

L’activité amylolytique ou amylolyse est la conversion de 1’amidon en sucre
par l’action d’enzyme telle que I’amylase. La dégradation de Il'amidon est
essentiellement assurée par quatre groupes : les endo- et exo-amylases, qui agissent
principalement sur la liaison a-1,4 ; les enzymes de débranchement, qui s'attaquent
surtout a la liaison a-1,6 ; et les cyclodextrines glycosyltransférases, qui degradent
I'amidon en catalysant principalement des réactions de cyclisation et de
disproportionnement. Les enzymes amylolytiques les plus connues sont I'a-amylase,
la B-amylase et la glucoamylase. Ces trois amylases sont tres différentes tant sur le

plan fonctionnel que structurel (Horvathova, 2000).

3.7. Activité antimicrobienne
3.7.1. Propriétés inhibitrice des bactéries lactiques

e L_a compétition nutritionnelle et pour ’espace
Les bactéries lactiques, peuvent produire de nombreux métabolites comme

I’acide lactique, I’acide acétique, I’acide formique, le peroxyde d'hydrogéne (H20>),
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le dioxyde de carbone (CO3), la reutérine, le diacétyle et les bactériocines. Ces
métabolites sont impliqués dans la compétitivité des bactéries lactiques, en
perturbant ou en inhibant la croissance des autres microorganismes vivant dans les
mémes écosystemes (Leroi, 2014 ; Al kassaa et al., 2016). Au sein des communautés
bactériennes, une compétition pour certains nutriments est évoquée pour expliquer
I’effet protecteur, si elles exploitent les mémes ressources (le méme substrat).
Certains nutriments, présents dans un aliment en faibles quantités et indispensables a
la croissance bactérienne, peuvent étre utilisés plus efficacement par un groupe
microbien au dépend d’un autre, alors qu’un organisme peut exclure 1’autre. C’est ce
qui se passe évidemment avec les bactéries lactiques utilisant le lactose
(Desmazeaud, 1996 ; Leoi, 2014). Des bactériocines produites par des souches
bactériennes ont l'avantage défensif d'inhiber de maniére compétitive des bactéries
d'autres groupes pour la nutrition, il s’agit d’un effet compétitif pour I’accés aux
nutriments dans les écosystemes regroupant une diversité de microorganismes (Al
kassaa et al., 2016 ; Vaishali et al., 2019).

En raison de leurs exigences nutritionnelles importantes, les bactéries lactiques
envahissent complétement le milieu. Donc elles limitent la prolifération des autres
colonisateurs, il s’agit de la compétition pour ’espace (Johansen et Jespersen, 2017).
En outre, un mécanisme de communication nommeé Quorum Sensing (QS) est adopté
par les cellules d'une méme espéce bactérienne. Des signaux sont envoyes (le
systeme QS) d’une cellule a une autre, lorsqu’une certaine densité cellulaire de la
molécule regulatrice nommee auto-inducteur (Al) qui s’accumule dans le milieu, est
abordée. Donc, l'expression de certains genes est régulée et le métabolisme est
orienté (Dong et Zhang, 2005).

3.7.2. Les substances antimicrobiennes produites par les bactéries lactiques

De nombreux métabolites antimicrobiens sont élaborés par les bactéries
lactiques, comme les acides organiques, le peroxyde d'hydrogeéne, le dioxyde de

carbone, la reutérine, le diacétyl et les bactériocines.
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Tableau 7 : Métabolites antimicrobiens de faible masse molaire secrétés par les
bactéries lactiques autres que les bactériocines (Suskovic et al., 2010).

Composeés antimicrobiens Souches productrices Spectre antimicrobien

Acide lactique Toutes les bactéries lactiques Levures

Bactéries a Gram +/-

Acide acétique Bactéries lactiques hétérofermentaires Levures

Bactéries a Gram +/-

Diacétyle Lactococcus, Leuconostoc, Levures
Lactobacillus, Pediococcus Bactéries a Gram +/-
Peroxyde d'hydrogéne Toutes les bactéries lactiques Levures

Bactéries a Gram +/-

Dioxyde de carbone Bactéries lactiques hétérofermentaires La plupart des groupes

taxonomiques de MO

Reutérine Lactobacillus reuteri Champignons,
Protozoaires

Bactéries a Gram +/-

e Les acides organiques

La production des acides organiques par les bactéries lactiques est la principale
propriété pour la conservation des aliments. L'acide lactique et l'acide acetique
produits par les bactéries lactiques sont les agents antimicrobiens les plus importants
et les mieux caractérisés. Ces deux acides organiques sont bioactifs dans leur état
dissocié a faible pH (Arena et al., 2016). Durant la prolifération des BL, les
hydrocarbures sont essentiellement transformés en acide lactique (CH3— CH(OH) —
COOH) conduisant a la réduction du pH (Singh, 2018).

La principale caractéristique antimicrobienne des bactéries lactiques réside dans
les formes dissociées de lactate. Ces derniéres agissent sur la membrane
cytoplasmique en perturbant le maintien du potentiel membranaire et en entravant
les systéemes membranaires du transport actif. Par conséquent, la croissance est
inhibée et les microorganismes finissent par décroitre (déstabilisation des cellules)
(Zhitnitsky et al., 2017 ; Singh, 2018).

e Le peroxyde d’hydrogéne
L’effet antimicrobien du peroxyde d’hydrogéne (H202) peut étre traduit par son
role autant que précurseur pour la production de radicaux libres tels que le

groupement superoxyde (O2¢) et le groupement hydroxyle (OHe) aptes
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d’endommager I’ADN bactérien causant ainsi la destruction des pathogénes
notamment Listeria monocytogenes. En présence d’oxygéne et en 1’absence de
catalase, le peroxyde d’hydrogéne s’accumule créant ainsi un environnement toxique
pour les cellules dépourvues de systéeme de protection capable de dégrader ce
composé. Son pouvoir oxydatif engendre 1’oxydation des lipides et la destruction des
structures moléculaires de base des protéines cellulaires tout en augmentant la
perméabilité de la membrane du microorganisme cible (Suskovic et al., 2010 ; Singh,
2018)
e Le dioxyde de carbone

Au cours de la fermentation hétérolactique, par accumulation dans le milieu
extérieur, le dioxyde de carbone (CO.) élaboré exerce une activité antimicrobienne.
Cela s’exprime par la création d’une anaérobiose, inhibant la décarboxylation
enzymatique et perturbant les membranes cellulaires, figurant toxique pour certains
micro-organismes aérobies présents dans 1’aliment.
e Lediacetyl

Le diacetyl (C4HsO2) est produit lors du métabolisme du citrate. Dans le
métabolisme du citrate, le citrate pénétre dans les cellules via la citrate permease et
est fragmenté par une citrate-lyase pour générer de l'oxaloacétate et de l'acétate. La
décarboxylation de l'oxaloacétate produit du pyruvate, qui est transforme par l'a-
acetolactate synthétase en acétaldéhyde-thiamine pyrophosphate et en a-acétolactate.
Ce dernier est instable, se décarboxylant spontanément dans des conditions
oxydantes pour former du diacétyle. En fait, l'acétoine est produite par les
entérocoques en tant que principal composé volatil avec I'éthanol, I'acétaldéhyde et le
diacétyle, en fonction de la souche. L'acétoine est produite par 1I' a-acétolactate
décarboxylase ou par la réduction du diacétyle par la diacétyle réductase. La
production de diacétyle a un effet distinct sur la qualité des produits laitiers (Taban et
al., 2014). Le diacétyle a une activité antimicrobienne envers certaines bactéries a
Gram-négatif (Canon et al., 2020). Il empéche la prolifération des bactéries en
perturbant les processus comme l'usage de I'arginine (Ammor et al., 2006).
e Lareutérine

Certaines des propriétés probiotiques de Lactobacillus reuteri ont été attribuées
a sa capacité a produire un composé antimicrobien, la reutérine lors de la
bioconversion  anaérobie = du  glycérol. C’est un  aldéhyde (B

hydroxypropionaldehyde ; B-HPA) avec un potentiel élevé en tant que conservateur
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alimentaire : elle est soluble dans I'eau, active dans une large gamme de pH et
résistante aux enzymes protéolytiques et lipolytiques (Langa et al., 2018). L'activité
antimicrobienne de la reutérine a été largement prouvée contre E. coli O157:H7, L.
monocytogenes, Salmonella spp. et Staphylococcus aureus (Langa, et al., 2014,
Montel, et al., 2014). Une souche L. reuteri INIA P572, sélectionnée pour ses
niveaux élevés de production de reutérine, a été signalée comme produisant de la
reutérine dans les produits laitiers en présence de glycérol (Langa, et al, 2013 ;
Martin-Cabrejas, et al., 2017).

e Les peptides antimicrobiens (les bactériocines)

Par définition, les bactériocines sont des métabolites primaires de peptides ou
des protéines bactériennes synthétisées par le ribosome et dotées d'une activité
antimicrobienne (Garcia-Bayona et al., 2017). Depuis toujours, elles sont reconnues
autant que petits peptides cationiques thermostable. Leur spectre d'activite, leur
mode d'action et leur poids moléculaire les différencient (Mokoena, 2017). Par
conséquent, elles jouent un role défensif en inhibant I'invasion d'autres souches ou

en limitant la croissance des cellules environnantes (Sharma et al., 2021).
A. Les bactériocines de bactéries lactiques

Les bactériocines produites par les BL sont des molécules cationiques
thermostables contenant d'environ 30 a 60 acides aminés, biologiquement actives,

formant des hélices amphiphiles a effet bactéricide ou bactériostatique.

Contrairement a d'autres antibiotiques thérapeutiques, les bactériocines sont des
agents protéiques rapidement degradables par les protéases du tractus gastro-
intestinal. En raison de leur non-toxicité, de leur non-immunogénicité, de leur
thermorésistance, et de leur large spectre d'activité antibactérienne, les bactériocines
de BL sont percues comme des bio-préservateurs efficaces contre les bactéries a
Gram-positif et quelques bactéries a Gram-négatif, y compris divers agents
pathogenes tels que L. monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Salmonella, etc... (Singh, 2018 ; Razouqui, 2022). Les genres Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Leuconostoc, Enterococcus et

Streptococcus sont des bactéries lactiques bactériocinogeénes.
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B. Classification des bactériocines

La classification de bactériocines a fait 1’objet de plusieurs modifications, en
raison de ’abondance des résultats scientifiques. On classe les bactériocines selon
leur structure primaire, leur poids moléculaire, leurs transformations post-
traductionnelles, leurs caractéristiques génétiques, leur propriétés physiques, leur
structures chimiques et leur modes d'action, etc...(Sahoo et al., 2014 ; Al Kassa et
al., 2016 ; Taale et al., 2016 ; Mokoena, 2017 ; Yi el., 2022). Toutefois, il n'y a pas
de modéle de classification universellement adopté pour les BL. Initialement
reconnues comme quatre catégories (Klaenhammer, 1993 ; Heng et Tagg, 2006), des
auteurs ont récemment réduit ces dernieres a trois (Liu et al., 2014). Cependant, la

description des sous-classes varie légérement entre les différents auteurs.

-La classe I: Les bactériocines nommées lantibiotics considérées comme petits
peptides (<5 kDa), notamment la nisine et la lactocine. Elles subissent extensivement
des modifications post-traductionnelles, ce qui conduit & la formation des acides
amines inhabituels tels que lanthionine et methyllanthionine (Parada et al., 2007,

Wang et al, 2024). La nisine, bactériocine de classe | est affectée par le pH.

-La classe Il : Les bactériocines qui se caractérisent par leur poids réeduit (<10 kDa)
sont de courts peptides cationiques, non modifiés, thermostables et hydrophobes. On
les subdivise en classe Ila (Pédiocine-like) et classe Ilb qui sont connues par deux
peptides rendus actifs par action cordonné (Taban, 2014).

Les peptides actives de la classe Ila attirent une attention particuliére dans la
préservation des aliments notamment la pediocine PA1 et la leucocine A, utilisées
industriellement comme ferment pour réduire Listeria monocytogenes en
biotechnologie alimentaires (Perez et al., 2014 ; Fernandes et al., 2024). En raison de
leurs abondance considérables et grace a leurs hautes capacités biologiques, leurs
excellentes stabilités a la température et au pH, les bactériocines de classe Ila sont
considérées comme les candidates les plus potentielles dans l'exploration de
nouveaux agents bioprotecteurs (Wang et al., 2024). Environ de 30 a 50 différents
types de bactériocines de classe lla ont été identifiées a partir de diverses BL
(Mokoena, 2017 ; Yi et al., 2022). A ce jour, les bactériocines de cette sous classe
ont éprouvé des effets préservatifs dans une large gamme d’aliments, y compris les

produits laitiers, la viande, fruits et légumes (Cui et al., 2021). Les bactériocines de
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Classe llc représentent tous les peptides nonlantibiotique dérivés d’une variété de BL
(Taban, 2014).

La classe Ill: Les bactériocines de cette classe sont de grandes protéines
antibactériennes (supérieures a 10 kDa) et thermolabiles, ayant des activités
enzymatiques qui décomposent les parois cellulaires. Elles comprennent des
bactériolysines, ainsi que des tailocines bactériennes a Gram-positif récemment
découvertes (Garvey et Rowan, 2019, sharma et al., 2023). La colicine, produite par
Escherichia coli, est la plus répandue des bactériocines de classe Ill. De plus, cette
classe comprend I'helveticine J produite par Lactobacillus helveticus et I'entérolysine
A produite par E. faecalis et I'helveticine M récemment identifiée, produite par
Lactobacillus crispatus (Sun et al., 2018).

C. Biosynthese des bactériocines

Les bactériocines sont des composés peptidiques produits naturellement par
diverses souches bactériennes et possedent une activité antimicrobienne qui cible des
bactéries phylogénétiquement proches de la souche productrice (Dortu et Thonart,
2009). Les bactériocines sont des peptides modifiés post-traductionnellement et
synthétisés par le ribosome qui sont initialement produits sous forme de prépeptides
inactifs qui subissent des modifications post-traductionnelles aboutissant a une forme
mature (active). En fonction du type de bactériocine, les genes régulateurs du
transport et la modification des prépeptides sont situés a proximité du gene de
biosynthése des bactériocines et des genes responsables de Il'immunité et des
bactériocines actives. La majorité de ces genes se trouvent dans des groupes
d'opérons, et ils peuvent étre portés par des plasmides, des génomes ou d'autres
facteurs génétiques mobiles. La production de bactériocines s'effectue au cours de la
phase exponentielle de croissance et elle est souvent régulée par un systeme de
Quorum Sensing, un meécanisme permettant a certains génes d’étre exprimés en

fonction de la densité bactérienne (biomasse) (Darbeti et al., 2022).
D. Mode et mécanisme d’action

Les bactériocines peuvent avoir difféerents modes d'action, notamment
I'inhibition de la synthése de la paroi cellulaire, I'inhibition des activités ADNase et
ARNase et, plus communément, la formation de pores dans la membrane cellulaire

cible (da Silva et al., 2014 ; Sharma et al., 2021). La majorité des travaux indiquent
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que le siege d’activité des bactériocines est la membrane cellulaire, ou leur action
s’exprime par la formation de pores et par un déséquilibre de la perméabilité
membranaire, d’ou la chute de la Force Proton Motrice. Or, cette derniere joue un
role primordial dans la synthese de I'ATP, le transport actif et la mobilité bactérienne.
En consécutif, ’activité cellulaire est entravée et donc la cellule cible est détruite. Le
mode d'action des bactériocines de BL a fait I'objet de nombreuses recherches, bien
qu'une partie considérable de travaux ait été effectué avec la nisine, la premiére
bactériocine de bactérie a Gram-positif. En raison de leurs propriétés cationiques et
hydrophobes, la grande majorité de ces peptides est capable d'agir comme des
perméabilisateurs de membranes. La formation de pores entraine la perte totale ou
partielle de la force motrice des protons, ce qui induit finalement la mort de la cellule
(Razouqui Hussein, 2022). La plupart des bactériocines de BL, en particulier celles
qui inhibent les bactéries a Gram-positif, exercent leurs propriétés antimicrobiennes
en ciblant I'enveloppe cellulaire bactérienne notamment la nisine, produite par L.
lactis sub sp., qui inhibe les spores de Clostridium et de Bacillus (Darbeti et al.,
2022).

L'efficacité de la bactériocine des BL est principalement due a des interactions
électrostatiques avec des groupes phosphates chargés négativement sur les
membranes des cellules cibles via la liaison initiale par la formation de pores et la
destruction des cellules conduisant a des dommages létaux . Alors, l'autolysine est

activée pour digérer la paroi cellulaire (Langa et al., 2018).

Figure 17 : Mécanisme d'action des bacté- Figure 18 : Mécanisme d'action des
bactériocines sur les bactéries Gram+ bactériocines sur les bactéries
Gram- (da Costa,2019). (Negash, 2020)
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Le mécanisme d’action des bactériocines se résume en trois étapes
’adsorption ou fixation du peptide sur la membrane de la cellule cible ; I’insertion de
la bactériocine dans la membrane cytoplasmique avec implication de plusieurs
peptides antibactériens pour former un pore et enfin, la formation de pores
aboutissant aux fuites de composés intracellulaires vitaux (Figure 13 et 14). Cette
perte provoque des effets néfastes pour la cellule cible, procédant d’un simple

ralentissement de la vitesse de croissance bactérienne aboutissant a la mort cellulaire
(Taale et al., 2016).
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Figure 19 : Principaux mécanismes d'action des bactériocines produites par les
bactéries Gram positif (Fernandez, 2014).

La sakacine, une bactériocine de classe lla, agit directement au niveau de la
membrane interne en formant un pore conduisant a la mort de la bactérie cible.

La pédiocine PA-1, appartenant aussi a la classe lla, se fixe sur l'unité D du
mannose phosphotransférase (enzyme transmembranaire multimérique). Elle
s'internalise et force le canal a rester ouvert, conduisant a la fuite du contenu
intracellulaire et a la mort de la bactérie cible. La nisine, une bactériocine de classe I,
se fixe sur le lipide Il transmembranaire impliqué dans la synthese du
peptidoglycane. Elle s'internalise et forme des pores tout en bloquant la fonction du

lipide Il. Enfin, la lysostaphine, une bactériocine de classe Ill agit directement au
niveau du peptidoglycane.
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E. Les entérocines

e Lesentérocines et leur classification

Bien que la position taxonomique du genre Enterococcus n‘ait été déterminée
qu'en 1982, la majorité des entérocines qui ont été isolés et purifiés ces dernieres
années provenaient d'Enterococcus faecalis et d'Enterococcus faecium. Les
principales catégories et caractéristiques des entérocines sont répertoriées dans le
tableau (8) basé sur la classification standard la plus récente pour les bactériocines
(Wu et al., 2022).

- Les entérocines de classe I, renvoyées a de petites molécules thermostables (<10
kDa). Les enterocines courantes de classe | incluent la cytolysine et I'entérocine AS-
48 (Cruz et al., 2013). La cytolysine appartient a la classe la (lanthipeptides), est
codée pour des facteurs de virulence hémolytiques, ce qui signifie qu'elle n'a aucun
potentiel d'application dans le domaine alimentaire et medicale. Le premier
entérocine circulaire décrit et classé dans la classe Ib était I'entérocine AS-48. Elle a
été largement impliquée dans les systéemes alimentaires en raison de sa stabilité.
Maky et al. (2015) ont récemment décrit l'entérocine F4-9, un bactériocine
glycosylée dérivée d’ E. fecium faisant partie de Glycocine classe le.

- Les entérocines de classe 11, renferment de petites molécules non modifiées (<10
kDa) thermostable aprés transcription. La majorité des entérocines sont des
bactériocines de classe Il parmi lesquelles, le premier entérocine typique
représentatif de la classe Ila, dont le géne ent A a été trouvé dans la premiere souche
d'E. faecium DO en éprouvant un séquencage du génome entier. L'entérocine X est
un bactériocine de classe Ilb élaboré par E. fecium KU-B5 (Wu et al,. 2022).
Peptides sans leader N-terminal, ou entérocines de classe Illc, comprenant
I'entérocine L50A et I'entérocine L50B, l'entérocine L50 est un bactériocine a large
spectre codé par un plasmide. Les deux entérocines ont également montré des
résultats notables a effets synergiques significatifs ont été observés lorsque les deux
entérocines étaient utilisé en combinaison, en particulier avec des souches
indicatrices spécifiques. E. faecium L50, le producteur d'entérocine L50A et L50B,
est capable de produire deux autres bactériocines (entérocine P et entérocine Q)
(Hanchi et al., 2018). L'entérocine B appartenant a la classe Ild montre une forte

homologie avec la carnobactériocine A.
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- Les entérocines de Classe Ill. Ce sont des macromolécules non modifiées et

thermosensibles avec poids moléculaires supérieurs a 10 kDa. Cette classe inclue

I’enterolysine A qui exerce un mode d’action bactéricide (Wu et al., 2022).

Tableau 8 : Classification des bactériocines (Wu et al., 2022)

Class I Ic

la  modification post-traductionelle ; lanthipeptides

Ib  modification posttraductionelle;peptide cyclique;

modification posttraductionelle; sactibiotics

Id  modification posttraductionelle; linéaire peptides (azoline)

le  modification posttraductionelle; Entérocine glycocines

If  modification posttraductionelle ; peptides lasso

Cytolysine (Booth et al., 1996)
Entérocine AS-48 (José et al., 2014)

F4-9 (Maky et al., 2015)

Ila bactériocins non modifiées ; pediocine-like

Il b bactériocins non modifiées ; deux-peptides de bacteriocine

Enterocine A (Eijsink et al., 1998)

Enterocine P (Cintas et al., 1977)
Enterocine X (Hu et al., 2010)

Class Il
Il ¢ bactériocines non modifiées ; bacteriocines leader

I1d bactéricines non modifies ; non-pediocine-like

Enterocine L50 Cintas et al ;, 1998)
Enterocine Q (Criado et al., 2006)
Enterocine EJ97 (Garciaetal.,2004)
Enterocine RJ-11 ari et (Tiwari et
Srivastava, 2003)
Enterocine B (Casaus et al., 1997)

Class Il poids moléculaire > 10 ; thermolabile

Enterolysine A (Khan et al., 2013)

e Mode d’action des entérocines

Tableau 9 : Expression hétérologue des entérocines dans différents systemes

Systemes Entérocines Souche productrice Hote d’expression
d’expression
Enterocine P E. faecium P13 E. coli ER2566
E. coli Entérolysine A E. faecalis 11/1 E. coli SG13009
Entérocine CRL 35 E. mundtii CRL35 BL21 (DE3)
Entérocine A et B E. faecium ATB197 BL21 (DE3)
Entérocine HF
et entérocine CRL 35 E. faecium p.pastoris X-33
Levures E. faecium CTC492 p.pastoris X-33 ;

Entérocine A

E. faecium T136

K.Lactis GG799EA

Plasmide Références
pTWIN1 Le etal., (2014)
pQE-30 UA Nigutova et al. (2008)

pACYCDuet-1

Daniela et al. (2017)

PET37b(+) Klocke et al. (2005)
Arbulu etal. (2019)

pPICZoA ;

pPICZoA ; Hu etal. (2014) ;

pKLAC2 Jiménez al. (2014)
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L50A et L50B E. faecium L50 p.pastoris X-33 pPICZoA Basanta et al. (2010)
Entérocine P E. faecium P13 p.pastoris X-33 pPICZoA Gutierrez et al. (2005)
Enterocin A E. faecium T136; L.casei CECT475; pSIP411UAI;
Lactobacillus E. faeciumPLBC21 L.casei 1L1403; pMG36c Jiménez et al. (2015) ;
L. casei NZ9000 Martin etal ; (2007)
Ent5 3B 5-3 E. faecium NKR-5-3 L. casei NZ9000 pNK-B Perez et al. (2016)
Class & Class IX Class III

(Enterocin AS-48) (Enterocin P) C(Enterolysin A)
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Figure 20 : Le mécanisme antimicrobien des entérocines (Cotter et al., 2005).

3.2. Application biotechnologique des bactéries lactiques et de leur

bactériocines

Les avantages des BL reposent sur leurs caractéristiques de développement
rapide et leurs activités métaboliques. Ces processus meétaboliques indispensables
pour leur prolifération et leur survie, jouent egalement un r6le crucial dans toute
application, telles que les probiotiques, le secteur agricole et la biotechnologie
alimentaire (Hayek et Ibrahim, 2013 ; Abiola et al., 2022).

Les BL ainsi que leurs bactériocines ont recu plus d'attention tant dans
I'industrie que dans la recherche en raison de leurs applications accrue, en particulier

dans le domaine des probiotiques et la biopéservation.

59



Synthese bibliographique

3.2.1. Application des bactériocines

Les bactériocines ont un potentiel énorme en tant que biopréservateurs et
thérapeutiques (Kumari et al., 2018 ; Kumariya et al., 2019; Mittal et al., 2020,
Sharma et al., 2016).

e Application dans le systéme alimentaire

Compte tenu de leur sécurité pour la santé humaine, certaines bactériocines ont
été utilisées dans le secteur alimentaire comme bactériostatiques et bactéricides
(Cotter et al., 2005 ; Alvarez-Sieiro et al., 2016). Les approches les plus courantes de
l'utilisation des bactériocines pour des aliments consistent en une inoculation des
aliments par des souches productrices de bactériocines. L'ajout de bactériocines
purifiées ou semi-purifiées, qui exercent soit un effet bactéricide avec/sans lyse
cellulaire, ou un effet bactériostatique qui inhibe la croissance cellulaire, contribue a
la biopréservation en vue d’augmenter la durée de vie et d’améliorer la sécurité
sanitaire des produits alimentaires (Taale et al., 2016 ; Darbeti et al., 2022). Parmi les
bactériocines, qui méritent une attention particuliére, la nisine produite naturellement
par Lactococcus lactis. Elle a été commercialisée des 1953 en tant qu’agent
antimicrobien et, depuis 1969, elle est percue comme un ingrédient alimentaire
sécurisé qui assure la protection des aliments contre les bactéries pathogenes telles
que Listeria.

En outre, l'efficacité de l'utilisation combinée de différentes bactériocines, y
compris des bactériocines de sous-classe Il, de L. fermentum ACA-DC179 et de
cultures bioprotectrices d'E. faecium PCD71, dans l'inhibition de L. monocytogenes
dans divers produits a base de viande a été documentée. De plus, les entérocines ont
été reconnues en tant que bactériocines antimicrobiennes a large spectre contre les
agents pathogenes d'origine alimentaire (Clostridium spp. et Listeria spp.) (Silva et
al., 2018). Il a été également prouvé que la bifidocine A purifiée possede un large
spectre d'action antimicrobienne vis-a-vis les bactéries de détérioration et les
bactéries pathogenes d'origine alimentaire telles que S. aureus, L. monocytogenes, E.
coli et certaines levures (Liu et al., 2015). Une autre application des bactériocines est
I'emballage  bioactif. =~ Ces matériaux biofonctionnels sont  prometteurs
(biopréservation et biodégradation). Il s’agit d’un processus qui peut protéger les
aliments de la contamination externe, améliorant ainsi la sécurité alimentaire et la

durée de conservation. Les exemples commerciaux sont peu nombreux, ce qui peut
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étre attribué a ce stade aux méthodes d’immobilisation nécessitant une recherche

intensive pour étre incorporable industriellement.

e Application en médecine

En thérapie, elles peuvent donc avoir une application également intéressante
pour le domaine médical pour prévenir ou soigner les infections, en alternative aux
traitements antibiotiques. 1l s’agit donc du candidat idéal et prometteur pour une
future utilisation en tant que médicaments et répondre donc a la problématique de
multi-résistance...Les bactériocines représentent une solution innovante pour réduire
le développement de la résistance (Bonhi et Imran, 2019). Contrairement aux
applications alimentaires des bactériocines, aucune d’entre elle n’est a ce jour
commercialisée comme médicament. Cependant, quelques-unes sont en cours
d’essais cliniques pour le traitement d’infections cutanées, respiratoires, systémiques
et/ ou urogeénitales parmi elles la rBPI21 en phase clinique 111 pour le traitement de la
méningite (Hancock, 2000). Ainsi qu’on utilise souvent la mersacidine, la lacticine
3147, I’épidermine et la gallidermine, pour le traitement d’infections cutanées (Sass
et al., 2008; Sutyak et al., 2008). De plus, les bactériocines recommandées pour le
traitement d’infections systémiques sont la piscicoline 126, 1’abp-118, la divercine
V41 et la nisine (Dicks et al., 2011). Les entérocines « AS-48 », « E50-52 » et «E-
760 » sont actives contre Salmonella sp., Escherichia coli et Clostridium sp.,

responsables également d’infections systémiques (Alquassa et al., 2015).

Les bactériocines présentent également des activités anti-virales. Wachsman et
al. (2003), ont montré qu’a 100pug.ml?, ’entérocine CRL35 avait une activité in-
vitro contre 1’herpés virus (type 1 et 2). Cette bactériocine de classe Ila produite par
E.faecium CRL35, agirait en inhibant la synthese de protéines virales impliquées

dans la réplication

3.2.2. Application des bactéries lactiques

Si I'utilisation des bactériocines en industric alimentaire s’aveére complexe,
I’utilisation directe des bactéries lactiques bactériocinogénes peut présenter plusieurs
avantages. Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans plusieurs applications
industrielles, allant des ferments dans I'industrie laitiere aux probiotiques dans les

compléments alimentaires et aux agents de bioconservation (Sun et al, 2014).
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e Application dans le domaine alimentaire

Les exo-polysaccharides de BL ont fait l'objet d'une attention particuliére en
raison de leur potentiel d'application industrielle, en particulier ceux formés in situ.
IIs peuvent étre utilisés pour remplacer ou réduire l'utilisation d'hydrocolloides
externes parce qu'ils lient I'eau et retiennent I'humidité dans le produit (Lynch et al.,
2018). La production des EPS par les bactéries lactiques formées in situ, a des
concentrations bien définit, peut trouver une application pour améliorer la texture des
produits carnés, en particulier ceux a faible teneur en matieres grasses, tout en
garantissant leur qualité (Loeffler et al., 2020 ; Korcz et Varga 2021). Les
applications industrielles de la biopréservation dans les aliments, et en particulier
dans les produits de la mer, sont encore assez peu nombreuses mais suscitent de plus
en plus l'intérét des industriels. Citons la société nantaise « Biocéane » qui
commercialise le ferment LLO (Lactococcus Lactis LLO) sous forme lyophilisée ou
en suspension pour conserver les crevettes, le saumon et le merlan, et le producteur
de ferment « Sacco » qui a récemment développe le ferment « Lyoflora » a base de
Carnobacterium pour des applications anti-listeria par injection, immersion ou
nébulisation en spray sur le produit (le saumon et d’autres produits de la mer), apres
le salage a sec ou lors du tranchage (Leroi, 2014). Dans le cas du saumon fumeé,
plusieurs bactéries lactiques intéressantes du genre Carnobacterium ont étés isolées
de ce produit. Elles produisent des bactériocines (petits peptides) a forte activité anti-
Listeria et ne sont pas connues comme présentant un fort potentiel d’altération du
saumon fumé. L’une de ces bactéries, Carnobacterium divergens V41, inoculée dans
le saumon fumé (10*° ufc/g), elle permet de maintenir le nombre de L.
monocytogenes (taux initial 20 UFC/g) a un seuil inférieur a 50 UFC/g pendant toute
la durée de stockage a 4 et 8°C, sans pour autant modifier les qualités physico-
chimiques (amines biogéne, pH) ni organoleptiques du produit (Richard, Leroi,
Brillet et al., 2003).
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Figure 21 : Vue d'ensemble de la sécurité, des propriétés techno-fonctionnelles et
fonctionnelles des probiotiques (Ayed et al., 2024)

e Application dans le domaine médicale

Les bactéries lactiques provenant du tractus gastro-intestinal humain sont les
plus utilisées comme probiotiques. Fréeqguemment, on rencontre les lactobacilles (Lb.
acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. paracasei, Lb. plantarum et Lb. reuteri) et les
bifidobactéries (B. lactis, B. bifidum, B. longum, B. adolescentis et B. animalis) ainsi
que des souches appartenant aux genres Pediococcus, Propionibacterium,
Enterococcus et Streptococcus. L’utilisation des entérocoques comme probiotiques
est potentiellement possible puisqu’ils appartiennent aux bactéries lactiques et font
partie intégrante de la flore commensale de ’homme et des animaux. L’efficacité
clinique d’E. faecium SF68 a été démontrée dans la prévention de diarrhées
associées aux antibiotiques chez I’adulte et dans le traitement de diarrhées chez
I’enfant. D’autre part, une préparation probiotique, appelée Causido, composée d’un
mélange de S. thermophilus et d’E. faecium, montre un effet hypocholestérolémiant
a court terme. Parmi les souches qui ont été proposées comme probiotiques se
trouvent également E. faecium EF9296 possédant une activité antimicrobienne
contre Listeria spp. et E. mundtii ST4V (Aguilar-Galvez et al., 2012). Des

recherches et des progrés sont accentués sur I'utilisation des BL commensales
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comme vecteurs de délivrance de protéines d’intérét médical pour développer de
nouveaux vaccins. A I’heure actuelle, nous disposons de données suffisantes qui
renforcent I’intérét d’utiliser des bactéries lactiques (BL), notamment des souches
des lactocoques et lactobacilles, pour le développement de nouvelles stratégies de
vaccination mucosale (Bermudez-Humardn et Langella, 2009). Ces bactéries
présentent en outre ’avantage d’étre facilement administrables par voie orale ou
locale, en plus de leur statut GRAS pour la consommation humaine (Kaushik et
Arora, 2017 ; Sing, 2021 ; Sharma et al., 2021). Récemment, dans leur étude,
Hyewon et al. (2022) ont démontré que L15EPS (EPS d’E. faecium L15 EPS) peut
avoir une valeur thérapeutique dans la régénération osseuse en tant que
postbiotiques potentiels. L'intérét pour l'utilisation des especes de Pediococcus
comme probiotiques en aquaculture a augmenté ces derniéres années, la majorité des
recherches se concentrant sur P. acidilactici, le produit commercial connu sous le
nom de Bactocell. Par exemple, les effets potentiels possibles du P. acidilactici
alimentaire (10° UFC/g) ont été évalués sur la qualité du sperme chez le poisson-
zebre (Valcarce et al., 2015). De plus, les probiotiques ont été couramment utilisé en
aquaculture en raison de leurs nombreux avantages, qui incluent des bénéfices
environnementaux, nutritionnels et immunologiques (Sha et al., 2016). Le dextrane
sulfate est employé comme anti-coagulant et anti-inflammatoire. Les EPS ont été
classés parmi les fibres alimentaires parce gu'ils peuvent favoriser la croissance des

bactéries probiotiques dans le tractus gastro-intestinal.
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1. Recherche et identification des bactéries lactiques a intérét technologiques
1.1. Lieu de I’étude :

L’étude a été réalisée au sein du Laboratoire de Recherche sur les Systemes
Biologiques et Géomatique (LRSBG), le Laboratoire de recherche Géo-
Environnement et Développement des Espaces (LGEDE) et de la pédagogie (S.N.V).

1.2. Objectif

L’objectif principal de cette étude est de valoriser les sous-produits de péche.
En isolant et caractérisant de nouvelles souches de bactéries lactiques productrices de
bactériocine, a partir du tractus gastro-intestinal du poisson. Les explorer en étudiant

leurs aptitudes technologiques.
Notre travail repose sur les objectifs suivant :

v' L’isolement de bactéries lactiques a intérét technologique, a partir du TGI de
deux types de poissons frais, la sardine (Sardina pilchardus) et la bonite (Sarda
sarda).

v’ L’identification biochimique et moléculaire des isolats lactique d’origine marine.
v’ Le screening des propriétés technologiques (fonctionnelles).
v’ Evaluation qualitative et quantitative du potentiel technologique des isolats purs

Le protocole expérimental développé a été fondé sur un criblage primaire des
isolats lactiques d’origine marine en les sélectionnant sur la base de leurs activités
inhibitrices. Dans un second criblage les isolats présélectionnés avec diverses
activités métaboliques ont fait I’objet d’un screening de leurs propriétés

technologiques.

1.3. Le matériel biologique

Il s'agit d’especes de poisson les plus péchées dans le bassin de la mer

méditerranée, la sardine (Sardina pilchardus) et la bonite (Sarda sarda).
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e La sardine : C’est une espéce de poisson qui vit dans la mer Méditerranée et I'océan
Atlantique, appartenant a la famille des Clupeidae. Il s’agit de I'unique espéce du genre
Sardina. Elle est péchée toute I'année, cependant prés de 90 % des captures sont
effectuées entre mai et septembre car c'est a cette période qu'elle est la plus grasse (et la
plus appréciee) (Gomez et Magnus, 2024).

Nom scientifique : Sardina pilchardus
Famille : Clupeidae

Embranchement : Chordata

Classe : Actiopterygii

Sous-classe : Néopterygii

Ordre : Clupeiformes

Genre ; Sardina

Espece : pilchardus

e Labonite : C’est un poisson marin de la mer Méditerranée et de 1’océan Atlantique
tropical, de la famille des Scombridés, dont le genre principal est Sarda. Il s’agit d’une
espece de poisson qui se nourrit de petits poissons, en particulier ’anchois et la sardine
(Compos et al., 2006). Elle est péchée de septembre a mars. Sa chair est trés savoureuse,
ce qui lui confere un grand intérét commercial ainsi qu’elle a une valeur nutritionnelle

élevée comme le poisson sardine.

Nom scientifique : Sarda sarda
Famille : Scombridae
Embranchement : chordata
Classe : Actinopterygii
Sous-classe : Néoptérygii

Ordre : Perciformes

Genre : Sarda

Espéce : sarda

1.4. Echantillonnage

Les poissons de sardine et de bonite ont été capturés le long de la cote
méditerranéenne. Les échantillons de poissons ont été achetés de la poissonnerie

transportés dans une glaciere. Pour chaque opération d’échantillonnage biologique,
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dés Iarrivée au laboratoire, cing poissons (sardine ou bonite) ont été prélevées au

hasard pour la dissection du tube digestif.
1.5. Isolement des bactéries lactiques (BL)

1.5.1. Préparation des dilutions

Des souches lactiques (LAB) ont été isolées du tractus gastro-intestinal de deux
espéces de poissons (Sarda sarda et Sardina pilchardus). Apres dissection
aseptique, des échantillons de TGI (1g) ont été homogénéisés dans une solution
saline contenant 0,9 % de NaCl. Une série de dilutions décimales a été réalisée

(jusqu'a 10 ).

1.5.2. Préparation des cultures et purification

Cent microlitres de chaque dilution ont €té ensemencees en surface sur
différents milieux gélosés MRS, DMRS (MRS dépourvu d’acétate de sodium, ajusté
a pH 8,5), APT et TSA. Apreés incubation a 30 °C pendant 24 a 48 h, les colonies ont
subi le test direct et indirect pour I’étude de leurs activités antibactériennes. Les
souches indicatrices incluent ont été repertoriées dans le tableau (10). Toutes les
souches ont été cultivées dans le bouillon nutritif (BN) ou dans la gélose DE Man
Rogosa et Sharpe (MRS) pendant 18h a température optimale (30 ou 37°C). Les
isolats ont été purifiés par ensemencement en strie. Des repiquages successifs ont
étaient effectués a partir de 8 colonies distinctes bien isolées choisies au hasard.
Seulement les souches présentant un gram positif et une catalase négative sont

retenues, apres étude de 1’aspect microscopique.
1.6. Conservation des isolats purs

La conservation a court terme a été effectuée sur milieu solide incliné a 4 °C et
les cultures purifiées sont repiquées une fois toutes les quatre semaines. La
conservation a long terme consiste a les maintenir dans un mélange MRS / glycérol a

20% (v/v) dans des microtubes eppendorfs a (-20) °C.
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(Esophage
Le foie
Caecum
Estomac

Dissection
Anus
Intestin

Peser 1g du TGI

-

Purification Isolement

Figure 22. Schéma résumant le protocole de la dissection, I’isolement et la
purification.
1.7. Caractérisation des souches lactiques
Apres purification, une pré-identification des isolats, basée sur une
caractérisation morphologique et la recherche de la catalase a été réalisée. lls seront
identifiés par la suite, au niveau de I’espéce, en se basant sur des critéres

d’identification classique et confirmés par des tests moléculaires.

1.7.1. Pré-identification des isolats

L’identification phénotypique du genre des isolats de BL a été effectuée en
deux étapes. La premiére consistait a tester tous les isolats par la coloration de Gram
et la production de catalase. Quant a la deuxié¢me, elle s’est concentrée sur 1’étude

morphologique (macroscopique et microscopique).

e Caractérisation morphologique

L’étude morphologique est fondée sur I’observation macroscopique et
microscopique : I’étude macroscopique permet de décrire les colonies (la forme, la
couleur, la taille, I'aspect et contour) tandis que I'étude microscopique consiste a
observer au microscope un frotti bactérien aprés coloration de Gram. Celle-ci permet

de définir le type de Gram, la forme cellulaire ainsi que le mode d’association.

68



Matériels et méthodes

e Test de la catalase
La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies
strictes et anaérobies facultatives. Elle décompose 1’eau oxygénée formée, en eau et

en oxygene qui se dégage. La reaction catalysée est la suivante :

Catalase
2H,O; = O, + 2H,0

Cette enzyme est mise en évidence par I’émulsification de la suspension

bactérienne dans une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes sur une lame. La présence de

la catalase est indiquée par un dégagement de bulles de gaz (Delarras, 2007).
1.7.2. Criblage sur la base de I’activité antibactérienne
e Le Testdirect

Le Spot On Agar Test (SOAT) adapté par Fleming et al. (1975) consistait a
ensemencer en spot des boites de Pétri contenant de la gélose MRS, avec des cultures
jeunes d'isolats lactiques. Aprés 24 h d'incubation, cette couche a été recouverte
d'une seconde couche de 7 ml de gélose Mueller Hinton (MH) inoculée a 0,1 % avec
une culture de I'un des huit souches indicatrices (Tableau 10) en fin de phase
exponentielles (environ 18h d’incubation). Les boites de Pétri ont été examinées pour

détecter les zones claires apres une seconde incubation de 24 h.

e Le test indirect “Agar well-Diffusion Test” (ADT)

Les isolats lactiques présentant une activité antimicrobienne directe ont été
sélectionnés, sur la base de leur spectre d'activité antimicrobienne et ont été testés
pour la présence d'une activité bactériocinogéne dans leurs surnageants de culture,
par un test de diffusion sur gélose (ADT) tel que décrit par Schillinger et Luke
(1989). Pour évaluer leur niveau d'inhibition, des boites de Pétri contenant 20 ml de
la gélose MH, préalablement recouverte de la culture de la bactérie indicatrice
(Bacillus cereus), dans laquelle des puits ont été creusés et remplis avec 50-100 pl de
surnageant préalablement traité (figure22). Aprés 24 h d'incubation, les boites de
Pétri ont été examinées pour la présence de zones claires. L'activité antimicrobienne
a éte déterminée en mesurant le diamétre du halo d'inhibition de la croissance des

indicateurs
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Traitement du surnageant d’isolats retenus (CFS)
NaOH (1N)
» Traitement par de la soude ——m=— Pour éliminer I’effet des acides organiques

1mg/ml
» Traitement par une catalase ——s=— pour éliminer I’effet du CO2

Stérilisation via des micro-
filtres millipores (0,22) um)
Le surnageant (CFS) est prét pour le test de I’activité antibactérienne

Figure 23. Schéma résumant le traitement du surnageant d’isolat retenu
(Ocafia et Nader-Macias, 2004)

Tableau 10 : Especes utilisées pour I’établissement de la mise en évidence du spectre de
I’activité antibactérienne

Code  Espece Référence Source
|KB6  L.plantarum ~ JCM1149  Laitde Brebie |
KVv4 L. pseudomesenteroides NRIC 1777 Lait de vache
KC5 P. pentosaceus ATCC25745 Lait de caperin
E E. coli ATCC 25922 LCEPH de

Rouiba. Alger
Sl S. aureus ATCC 43300 LCEPH de
Rouiba. Alger

S2 S. abony ATCC 6017 CIP (Souche
lyophilisée
d’origine
Américaine)

Bl B. cereus ATCC 14579 LUBEM
Université de
Bretagne
Occidentale.
France.

B2 B. subtilis ATCC 168 LUBEM
Université de
Bretagne
Occidentale.
France.

ATCC: American type collection culture

LCEPH : Laboratoire Centrale de 1’Etablissement Publique Hospitalier

CIP : Collection Institut Pasteur

LUBEM : Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie Microbienne.
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1.7.3. Caractérisation physiologique et biochimique

De nombreux caractéres biochimiques ont permis I’établissement de cette

étude. Chaque essai a était réalisé en trois exemplaires.
o Recherche de I’arginine dihydrolase

La recherche de ’ADH est importante pour la caractérisation des bactéries
lactiques. Cette enzyme libére I’ammoniac (NHa) et la citruline a partir de 1’arginine

en catalysant la réaction suivante :

L-arginine + HoO =—p L-citrulline + NHs.

Pour effectuer ce test, le bouillon Moeller a arginine (présenté en Annexe 1) a
€té ensemence par les cultures a tester. Les conditions d’anaérobiose ont été assurées
par I’ajout d’une couche de vaseline a la surface du milieu. Aprés une incubation a
30°C pendant 24 h, la croissance des BL dans le milieu de base se manifeste par le
virage du milieu au jaune dd au métabolisme du glucose conduisant a une
acidification du milieu. Les BL possédant une ADH dégradent ’arginine entrainant
la libération de I’amine (NHs) qui va neutraliser les acides produits lors de la
premiére étape, provoquant ainsi une augmentation du pH accompagné d’un

changement de la couleur du milieu du jaune au violet (Moeller, 1955).
e Test de mobilité

L’attaque du mannitol est mise en évidence par un changement de couleur du
milieu Mannitol mobilité ainsi que la mobilit¢é de la souche a étudier.
L’ensemencement a été effectué par piqure centrale avec un fil de platine. Apres
incubation a 30°C pendant 48h, la mobilit¢ de la souche s’est traduite par
I’envahissement plus ou moins grand de la totalité du milieu & partir de la piqure de
I’inoculation (Guiraud, 2003).
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e Taux de croissance a différentes conditions

a) Croissance a différentes températures et thermorésistance

La croissance a différentes températures (4- 15- 37 et 45°C) a été déterminée,
comme décrit par Schillinger et Lucke (1987). Un millilitre (ml) d'une culture de 18h
de chaque souche (& 600 nm, D.O=0.1) a été inoculé dans 10 ml de MRS et la
croissance a été évaluée par la différence entre la D.O a Toet aprés 24 h d'incubation
a 30°C (Boulares et al, 2012).

La thermorésistance des souches est mise en évidence en ensemencant les
bouillons appropriés par 100 pl de la culture bactérienne a tester et chauffage au bain
marie & 60°C pendant 30 minutes. Aprés traitement thermique, 100ul de chaque
culture a été inoculée dans un tube a essai contenant le méme milieu et porté a
incubation a 30°C pendant 24 - 48 h. Seules les souches thermoreésistantes révelent
un trouble (Badis et al., 2004).

b) Croissance a différentes concentrations de sel

La capacité a croitre a différentes concentrations de NaCl (0.5- 6.5- 10 et 18%
m/v) dans le bouillon MRS a été déterminee (Dykes et al., 1994).

c¢) Croissance a différents pH

La croissance a différents pH (3.9- 4.6- 6.5 et 9.6) a été déterminée, selon
Thapa et al. (2006).

e Détermination du type fermentaire

Ce test permet de distinguer les bactéries lactiques homofermentaires de celles
hétérofermentaires. Les souches ont été inoculées dans du bouillon MRS, contenant
une cloche de Durham. Aprés incubation a 30 °C pendant 24 jusqu’a 48 h, la
croissance a été évaluée par I’apparition d’un trouble et la présence de gaz (CO>)

dans la cloche désignant le métabolisme hétérofermentaire de la souche.
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1.7.4 Identification des isolats par Galeries API

Les isolats sélectionnées a Gram positif, catalase négatif ont fait 1’objet d’une
identification biochimique par le systéme standardisé APl bioMérieux en utilisant la
galerie APl 50 (bioMerieux, France), renfermant 49 tests biochimiques qui
présentent un grand pouvoir discriminant. Cette galerie est composée de microtubes
contenant des substrats déshydratés permettant 1’étude de la fermentation de 49
sucres. Les galeries ont été ensemencées selon les instructions du fabricant, les tests
enzymatiques sont inoculés avec une suspension bactérienne dense, effectuée a partir
d'une culture pure, qui reconstitue les milieux et les tests de fermentation sont
inoculés avec un milieu enrichi (renfermant un indicateur de pH) qui réhydrate les
sucres. Apres incubation a 30°C pendant 48h, le catabolisme des glucides conduit a
des acides organiques qui provoquent une acidification se traduisant par un virage

spontané de l'indicateur coloré.

e Lecture et interprétation

Lecture de la galerie (voir notice APl 50 CH), aprés 48 h d’incubation, on
recherche dans chaque tube I’acidification produite qui se traduit par le virage au
jaune du bromocrésol pourpre contenu dans le milieu. Pour le test esculine (tube n°
25), on observe un virage du pourpre au noir. Noter les résultats sur la fiche de
résultats. Le profil biochimique ainsi obtenu peut étre identifié a partir de la base de
données, a I’aide du logiciel d’identification API Web, comme il peut également étre
utilisé avec d’autres résultats pour une ¢tude taxonomique

(http://www.biomerieux.com).

1.7.5. Caractérisation technologique des isolats purs sélectionnes

Cette étude consiste a caractériser les souches isolées de point de vue des

principales propriétés technologiques recherchées en industrie.

e Pouvoir acidifiant des isolats purs

Les deux procédés les plus fréquents pour 1’évaluation du pouvoir acidifiant sont
les mesures du pH et de I’acidité titrable (AT) selon (Moulay et al., 2006). Le pH
exprime la concentration des ions d’hydrogenes dissociés alors que I’AT peut
exprimer aussi bien les ions d’hydrogene dissociés et non dissociés.

Chaque souche est ensemencée dans 10 ml de lait écrémé (10% p/v) stérile. Les
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pré-cultures ont été préparées par incubation a 30°C et la coagulation du lait a été
évaluée visuellement au cours de la fermentation. 3% (v/v) de la pré-culture est
transvasée stérilement dans 100 ml de lait écrémé homogénéisée. Le mélange est
réparti dans des tubes stériles a raison de 10 ml/tube.

La cinétique d’acidification consiste a suivre 1’évolution du pH et ’AT en
fonction du temps alors que la cinétique de croissance repose sur le suivi de la D.O
au spectrophotometre apres clarification du milieu lait avec de I'EDTA (a 1 %)
(Monnet, 2004). Les cinétiques de croissance et d’acidification sont réalisées
simultanément aux intervalles en temps réguliers, Oh, 4h, 6h, 8h, 12h, 16h, 20h,
24h, 48h, 72h. Staphylococcus aureus ATCC 43300 est utilisee comme test. La
mesure a été répétée trois fois.

L'acidité Dornic (1°D = 0,1 g d'acide lactique/ litre) a été évaluée par titrage de
10ml de lait preleve, par une solution de soude en présence de 5 gouttes de

phénolphtaléine, jusqu’au virage de la couleur au rose pale persistant.

L’acidité est déterminée selon la formule :

Acidité (°D) = Vinaon X 10

Les paramétres cinétiques de croissance (M inh™, QAc en g/g.h, productivité en
g/L.h) sont respectivement, le taux spécifique de croissance, le taux spécifique de
I'acidité produite, la productivité d'acidité obtenus a partir de la courbe de croissance

de chaque souche a l'aide du logiciel spécialisé KaleidaGraph.
e Activité protéolytique
A) Méthode qualitative

L’activité protéolytique est mise en évidence sur une gélose blanche a raison de
10% de lait écrémé stérile UHT. Une culture jeune de 18h, a tester, a été ensemencée
a la surface du milieu de culture en spot et portée a incubation a 30°C pendant 48h.
Le pouvoir protéolytique se traduit par ’apparition d’un halo clair autour de chaque
touche (Thapa et al., 2006).
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B) Méthode quantitative

L’activité protéolytique a ¢été¢ évaluée par le dosage des groupements NHo-
libres des protéines du lait aprés 72h d’incubation. Le lait écrémé sterile a été inoculé
par une préculture de 24h a raison de 1%. A la fin de I’incubation, une solution de
TCA a été rajoutée a un volume du lait a doser, de fagcon a avoir une concentration
finale de 6%. Aprés 20 minutes de repos a température ambiante, les surnageants
issus de la centrifugation a (12000 rpm, 15mn) ont subi un dosage des groupements
NHa- libres, a une longueur d’onde de 507nm, apres étre réagir avec de la cd-
ninhydrine, selon la technique décrite par Folkertsma et Fox(1992). Les résultats
obtenus étaient exprimés en milli mole d’équivalent Glycine par litre de lait (meq
Gly/).

C) Préparation de la courbe étalon Glycine

Une courbe étalon a été tracée a partir d’une solution mére glycine a 0,5mM/I en
effectuant une gamme étalon (0,01- 0,5mM/I), d’aprés la méthode adaptée de Bouton
et al. (1993).

Tableau 11 : Préparation de la courbe étalon Glycine

[gly]mM/I | 0,01 | 0,02 | 0,03 | 0,04 | 0,05 | 006 | 007 | 008 |009 |01 |02 |03 /|04 |05

V(SM) ml 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12 | 13 | 14 | 15

V(ED) ml 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
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Figure 24 : Courbe étalon de la Glycine pour I’évaluation de ’activité protéolytique
(Méthode spectrophotometrique a la ninhydrine)

e Activité lipolytique
A) Mise en évidence de I’activité lipolytique

Le pouvoir lipolytique est Vérifié sur gélose supplémentée de 1%, 3%, 5%,
tween 20, tween 80 ou I’huile d’olive selon Zadi Karam (2012) comme unique
source lipidique. Les souches lactiques sont ensemencées en spots a partir des

cultures jeunes de 18h.
B) La recherche de I’activité lipolytique extracellulaire

Le bouillon MRS est additionné de 0,01% CaClz, 0,5% Na Cl et 3% tween 80
et ensemencé a 1% de culture de 18h. Apres 7 a 10 jours d’incubation, le milieu est
centrifugé a 12000trs/mn pendant 30mn. 50 pl de surnageant récupéré sont déposes
dans des puits creusés dans une gélose MRS supplémentée de 3% tween 80, de
0,01% CaCl, et 0,5% Na CI. La présence de lipase dans le surnageant est révélée

sous forme d’un halo autour du puits.
C) Détermination de I’activité lipolytique par titrimétrie

L’activité lipolytique est déterminée par le dosage des acides gras libres dans le

surnageant de cultures jeunes d’isolats lactiques issus d’une centrifugation a 12000trs
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pendant 30mn. La méthode est décrite par (Soares et al., M.D.K.G., 2015) : 1ml d’un
tampon phosphate & pH 7(Na2HPO4 / KH2PO4) a 0,05M et 1,5ml d’huile d’olive
sont ajoutés a 0,5ml de surnageant de cultures. Aprés 60mn d’incubation a 37°C, on
y ajoute Iml d’acétone et 1ml d’éthanol a 95% afin d’extraire les acides gras libres.
La concentration des acides gras libres est évaluée par titrage avec une solution de
KOH a 0,05M et a ’aide de 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine (solution préparée a
0,1% dans I’éthanol). Le dosage est réalisé sous agitation mécanique jusqu’au virage
de la couleur au rose pale correspondant a un pH allant de 9.16 a 9.25 et on note le
volume de KOH titré. Les résultats sont exprimés en pmol d’AGL/ml selon
I’équation ci-dessous :

pmol d’AGL/ml= [Vkon (E)- Vkon (B) xNx1000]/60

Ou N : est la normalité de la solution titrante de Vkon (pour notre cas N=0,05)

E : échantillon et B : le blanc

Le blanc :

Centrifugation
Bouillon MRS a 1% d’HO- cellules —» Surnageant ———— incubation a

12000trs/20
37°C/48h e
Incubation
Surnageant+1,5ml ’HO ——» dosage
37°C/30mn
L’échantillon :

Centrifugation
Bouillon MRS a 1% d’HO+cellules —» Surnageant —_ incubation
12000trs/20mn
37°C/48h

Incubation

Surnageant+1,5ml d’HO +1ml solution tampon — (1ml)acétone+(1ml)éthanol -

dosage 37°C/ 60mn

e Pouvoir texturant des isolats

A) Recherche des Exo-Poly-Saccharides

La production des EPS a été mise en évidence sur une gélose hypersaccharosée
de Mayeux selon (Nieto-Arribas, 2010)
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Apres ensemencement des cultures jeunes de 20h, en spot, les boites étaient
incubées a 30°C pendant 24-48h.

B) Quantification des EPS

Elle a été réalisée dans le milieu ESM (EPS Selection Medium) selon Bachtarzi
et al. (2019), contenant : 90g/l de lait écrémé, 3,5g/1 d’extrait de levure, 3,5g/1 de
peptone, 10 g/l de glucose, autoclavé a 105°C pendant 15mn, puis ensemencé a 2%.
Apres 48h d’incubation a 30°C, les cultures étaient additionnées d’un volume de
2(v/v) d’une solution de TCA (a 12%) (w/v), afin de précipiter les protéines. Apres
centrifugation (5000 t/mn a 4°C pendant 20mn, les surnageants étaient filtrés et dosés
par une méthode phénol-acide sulfurique utilisant le glucose comme standard
(Dubois et al., 1956). Un volume de 2ml est additionné a 1ml de phénol a 5% et 5ml
d’acide sulfurique pur (95-98%). Le mélange étaient agité et les tubes étaient incubés
au bain-marie (25-26°C) pendant 20-30 mn. La lecture eétait effectuée par
spectrophotométrie a 490 nm contre un blanc (milieu non inoculé préparé et incubé
dans les mémes conditions que les échantillons). La concentration des sucres était
exprimée en g/l a 'aide d’une courbe d’étalonnage utilisant le glucose comme

standard.

v’ Préparation de la courbe étalon glucose
Une courbe étalon a été tracée a partir d’une solution mére de glucose a 0,19/l en
réalisant un gamme de dilutions de 0,01 a 0,1g/l.

Tableau 12 : Préparation de la courbe étalon glucose pour le dosage des EPS

Solution de | O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
glucose 0,1 g/l

Eau distillée | 10 | 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
(ml)

[glucose] g/l 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
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o 02 y = 1,6791x + 0,0019
0.18 R? =0,9893 .

0.16
0.14
0.12
0.1
0.08
0.06
0.04 ®
0.02

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
[Glucose] g/l

Figure 25 : Courbe d’étalonnage du glucose pour la quantification des EPS
(phénol-acide sulfurique)

e Pouvoir aromatisant
A) La production d’acetoine

Elle est décelée sur milieu lait par une méthode colorimétrique basée sur la
réaction de Voges Proskaeur. Les tubes contenant du lait écremé stérile ont été
ensemences par 1'un des souches a tester et incubés a 30°C pendant 24 a 48 h. Cing
gouttes des deux réactifs VPI et VPII ont été ajoutées et laissees reposer. La présence

d’arbme est marquée par 1’apparition d’un anneau rouge (Delarras, 2007).

B) Recherche de la citratase

La mise en évidence de la citratase est réalisée dans une gélose renfermant
comme seule source de carbone le citrate. Seulement les souches qui sont équipées
d’une citratase perméase peuvent se développer aprés incubation a 30°C pendant
24h. La présence de la citratase se traduit par la production de gaz dans la gélose
ensemencée en masse, ce qui provoque des fissures au niveau de celle-ci (Leveau et
al., 1991).

e Activité amyloytique
L’activité amylolytique était détectée sur gélose a I’amidon a raison de 0,3%
selon Thapa et al. (2004). Apres incubation d’une culture de 24h a 30°C pendant

4jours, les boites étaient recouvertes par une solution d’iodine pendant 15a 30 mn
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pour examiner les zones claires. L’hydrolyse de I’amidon était mise en évidence par
I’apparition d’une zone claire autour des colonies, par contre un résultat négatif se

traduit par une couleur brune violacée autour de la culture.
1.7.6. Caractérisation de la substance inhibitrice

Les bactéries lactiques peuvent inhiber d’autre bactéries par 1’élaboration de
multiples agents inhibiteurs tels que les acides organiques, les peroxydes
d’hydrogénes ou les bactériocines (Aguilar-Galvez et al., 2012).

A) Détermination de la nature de la substance inhibitrice

¢ Inhibition due a la production d’acides organiques
L’acide lactique est un agent principal dans les inhibitions bactériennes. La raison
pour laquelle les surnageant de souches lactiques sont ajustés a pH 7 pour bloquer
son effet.

e Inhibition due a la production de peroxyde d’hydrogéne
L’action du peroxyde d’hydrogene (H202) peut étre supprimee par une catalase.
¢ Inhibition due a la production de substance de nature protéique

Pour confirmer la nature de la substance inhibitrice, le surnageant de souche a été

traité par des enzymes protéolytique ou lipolytique.

B) Caractérisation physicochimique de Bactériocines Like (BLIS)

o Effet des enzymes, du traitement thermique et du pH sur [l'activité des

bactériocines

La sensibilité aux enzymes protéolytiques et lipolytiques est Vvérifiée selon
(Ocarfia et Nader-Macias, 2004 ; Castro et al., 2011). Des échantillons (surnageant
traité par de la soude et de la catalase) de 90 ul ont été incubés avec 10 pl d'enzyme a
une concentration finale de 1 mg/ml dans le tampon approprié a 37°C pendant 2 h
avec la protéinase K ou la lipase. L'échantillon non traité a été utilisé comme
contrble. L'activité antibactérienne de toutes les réactions a été déterminée par l'essai

de diffusion en puits contre Bacillus cereus comme indicatrice. La stabilité
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thermique du surnageant (CFS) contenant la bactériocine a été testée a 70 pendant 30
min et a 100°C pendant 30 min, 10 min et la résistance a la température par
autoclavage a 121 pendant 20 min selon Khouiti et Simon (1997). L'échantillon non

traité a été utilisé comme controle.

Pour Vérifier I'effet du pH, 1 ml de CFS de la souche sélectionnée est ajusté a
des valeurs de pH de 3,5- 4,5- 5,5 et 6,5 en ajoutant les volumes appropriés de HCI 4
N ou de NaOH 4 N. Les valeurs de pH sont mesurées a l'aide d'un pH-métre comme
démontré par Castro et al. (2011).

e Purification partielle de bactériocine-like (BLIS)

La méthode de Yang et al. (1992) a été suivie pour obtenir une bactériocine
partiellement purifiée. Les cellules provenant d'une culture de nuit (14-18h) ont été
chauffees a 70°C pendant 30 minutes pour tuer les cellules et inactiver les protéases.
La culture a été ajustée a un pH de 7 avec du Na OH 4 M. Apres 30 minutes
d'agitation douce a température ambiante, les cellules ont été récupérees par
centrifugation (9000 x g pendant 25 minutes). Un échantillon du liquide surnageant a

été prelevé pour estimer la quantité de bactériocine non adsorbée sur les cellules.
e Ladétermination de la concentration de bactériocine like dans le CFS

-Dosage de Bradford

La quantité de bactériocine-like (BLIS) partiellement purifié, dans les CFS a
été déterminée par le dosage colorimetrique de Bradford (1976).

C'est une méthode basée sur la formation d’un complexe entre les protéines ou
peptides et un colorant : le bleu de Coomassie G-250 ou réactif de Bradford. En
milieu acide, ce réactif, rouge/brun a 1'état libre, prend une couleur bleue lorsqu’il est
lié aux protéines/ peptides et plus particulierement aux acides aminés basiques
(principalement I’arginine) et montre par conséquent un coefficient d'extinction
molaire élevé a 595 nm. Le dosage de Bradford a été réalisé en suivant les
instructions du kit « Coomassie Protein Assay Kit » (Pierce). Afin de réaliser une
gamme étalon a partir d’une solution mere de Sérum albumine bovine (1mg /ml), le
réactif de Bradford a été rajouté a une gamme de dilution de SAB (0,5- 2,5 pug/ml). A

595nm la D.O de chaque échantillon a été mesurée a I’aide d’un spectrophotométre.
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L’échantillon d’intérét a subi le méme traitement que la SAB et sa concentration a

été déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage.
-Préparation de la courbe étalon

Une courbe étalon était préparée en utilisant une solution mére a Img/ml de sérum
albumine bovine (BSA) et le réactif de Bradford.

Tableau 13 : Préparation de la courbe étalon : Serum Albumin Bovine

Tube 1 12 3 4 5 6

Solution BSA | 0 10 20 30 40 50
(Img /ml) ()
Quantité de protéine | () 10 20 30 40 50

BSA (ug)

Eau distillée (ul) 50 |40 30 20 10 0
Réactif de Bradford | 2 2 2 2 2 2
(1)

[SAB] (ng/ Hi) 0 |0,005 |0,01 |0,015 | 0,02 |0,025
-Coloration

Un volume de 2ml de réactif de Bradford a été ajouté dans chaque tube
contenant 50 pl de BSA ou d’échantillon prélevé de surnageant. Apres un repos de
20 mn a ’obscurité sous agitation, la quantité de BSA ou de bactériocine (BLIS) a
été estimee en déterminant leur D.O, a I’aide d’un spectrophotométre a A= 595 nm.
La courbe d’étalonnage D.O= f ([SAB]) a éte tracée.

y = 3.1486x + 0.0015

D.O R2 =0.9978
0.09 -
0.08 -
0.07 -
0.06 -
0.05 -
0.04 -
0.03 -
0.02 -
0.01 -
0

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03

[SAB] pg/pl

Figure 26 : Courbe d’étalonnage SAB.
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J Détermination de la CMI par microdilution en milieu liquide

La méthode de dilution en milieu liquide permet de déterminer les parametres
d’inhibition (CMI) de la croissance bactérienne par les substances bioactives. Selon
Wade et al. (2001) et Radojevic et al. (2012), les valeurs de la CMI ont été
déterminées en utilisant la méthode de dilution sur microplaque pour tous les isolats.
Les cupules de la microplaque ont été remplies par 50 ul de bouillon de Mueller-
Hinton. Un volume de 50ul de surnageants de cultures d’isolats lactiques a été
additionné aux cupules de la 3°™ colonne. Des dilutions binaires ont été ensuite
réalisées. Des volumes de 50 ul de suspension bactérienne de Bacillus cereus ou
Salmonella abony standardisée a 10 UFC/ml et 10 pl de la résazurine ont été

ajoutés.

On laisse deux rangées verticales représentant les témoins : Les puits de la
premiére rangée remplis par 50ul de bouillon MH, 50 ul de surnageant et 10 ul de la
résazurine représente le témoin négatif et les puits de la deuxiéme rangée remplis par
50ul de MH, 50ul de la suspension bactérienne et 10 ul de la résazurine représentent

le témoin positif.

La microplaque a été ainsi incubée a 37 ° C pendant 24 heures. Au cours de

I’incubation, les densités optiques ont ¢té mesurées a 1’aide d’un lecteur de

microplaque ELISA (ELx 808).
e Détermination du mode d’action des substances inhibitrices

Le mode d’action bactériostatique des entérocines produites par les isolats
lactiques a été déterminé selon la méthode adapté de Ben Kerroum et al. (1993) avec
quelques modifications.

Un volume de 20ml de surnageant de cultures de chaque souche
bactériocinogéne a été préparé. Des volumes de 180 ml du milieu MRS ont été
ensemencés a 1% par une souche indicatrice (D.O= 0,1 a 600nm) et incubés a 37°C.
Apres 4h d’incubation, les surnageants sont ajoutés a la culture sur milieu MRS. La
densité optique a 600 nm de chaque milieu a été mesurée toutes les heures jusqu’a
24h. La croissance de Bacillus cereus ATCC 14579 ou de Sallmonella abony ATCC

6017 a été utilisée pour le contréle.
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1.7.7. Caractérisation des critéres de performances

A) La résistance aux antibiotiques

La resistance aux antibiotiques a été testée selon la méthode publiée par le
comite de I'antibiogramme de la Société francaise de microbiologie (CASFM).

Les souches ont été cultivées dans le bouillon MRS a 30°C pendant 18h ensuite
ont été standardisées a une charge de 0,5 Mc Ferland puis étalées sur une gélose
Mueller Hinton. Des disques d’antibiotiques ont été déposés sur gélose et incubés a
30°C pendant 24 h. Les ATB mis en jeu sont démontrés au Tableau (14).

Le diametre de la zone de diffusion du disque a €té interprété sur la base des
tableaux de I’Institut des normes cliniques et de laboratoire (CLSI : Clinical and
Laboratory Stansard Institut) (Weinstein et al., 2020), les isolats ont été classés en
trois catégories : résistants (R), intermédiaires () et sensibles (S).

Tableau 14 : Liste des antibiotiques testés

Antibiotique Charge de disque ug Symbole
Tétracycline 30 TE
Pénicilline G 10 P
Acide nalidixique 30 NA
Vancomycine 30 VA
Gentamycine 10 GN
Amoxicilline 30 AM
Erythromycine 15 E
Spyramycine 10 SP

B) Activité hémolytique

L'activité hémolytique a été réalisée comme décrit par Giraffa et al. (1995). Les
cultures bactériennes ont été inoculées sur de la gélose Columbia additionnée de 5 %
de sang de cheval et incubées a 30 °C pendant 24 h. Tout changement sur les plaques

a été signalé : la y-hémolyse (pas de zone) ou l'a-hémolyse (zone verte) autour des
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colonies a été considérée comme non hémolytique ; tandis que la B-hémolyse (zone
claire) a été considérée comme hémolytique (Casarotti et al., 2017).

C) Production des amines biogénes

Le test de décarboxylase pour la production d'amines biogenes a été effectué
selon Maijala (1993), avec l'ajout des acides aminés suivants comme précurseurs :
lysine, ornithine, adénine et tyrosine. Des précultures d'isolats de souches lactiques
ont été déposées sur des boites de Pétri contenant de la gélose décarboxylante
additionnée a 0,25 % de chacun des précurseurs précédents. Aprés incubation, la
production d'amines biogenes devait étre détectable par la présence d'un halo violet

entourant les spots.

1.7.8 Les facteurs de virulence

En plus d'identifier I’activité antibactérienne, la capacité de produire les EPS, la
résistance aux antibiotiques, il s’avére nécessaire d’examiner les caractéristiques
pratiques, y compris les déterminants de virulence tels que, la recherche de la
gélatinase, I'hydrophobiciteé, la capacité d'auto-agrégation et de co-agrégation et la
capacité d'adhésion des souches aux cellules intestinales humaines (Krawczyk et al.,
2021).

A. L’hydrolyse de la gélatine

e Test de gélatinase
La gélatinase dégrade la gélatine ajoutée a une suspension bactérienne.
e Principe

La gélatinase ou collagénase est une protéase qui hydrolyse le collagene en
acides aminés ou en peptides. La gélatinase est une enzyme mise en évidence sur
gélose a la gélatine (gélose nutritive additionnée de 5% de gélatine utilisée comme

substrat).
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e Test

Un inoculum de bactéries testées agées de 18 a 24 heures est inoculé par pigdre
(spot) sur des boites de Pétri remplies préalablement de gélose a la gélatine. Une fois
inoculées, elles sont incubées a 37 °C pendant 24 heures. L'hydrolyse de la gélatine
est indiquée par des zones claires autour des colonies positives a la gélatinase. Les
boites sont inondées avec du sulfate d'ammonium saturé & 50% pour précipiter la
gélatine non hydrolysée, rendant ainsi les zones claires plus faciles a voir. Les
résultats sont souvent observés dans les 5 a 10 minutes suivant I’inondation (dela

cruz & Torres, 2012).
B. Hydrophobicité

Le protocole de Guan et Liu (2020) avec de légeres modifications a été utilisé
pour déterminer le degré d'hydrophobicité de la surface cellulaire des isolats avec le
solvant polaire xylene, qui détermine indirectement la capacité de l'isolat a adhérer
aux cellules intestinales. Ces méthodes étaient basées sur I'adhésion des cellules aux
gouttelettes du xyléne.

Les culots ont été réecupéres aprés la centrifugation (8000 trs, 10 min) des
cultures jeunes (18h) d’isolats, lavés deux fois avec une solution saline tamponnée au
phosphate stérile (pH 7,2) et remis en suspension dans le méme tampon a 10%
CFU/mL. L'absorbance de la suspension cellulaire a été mesurée a 600 nm (A0). Un
millilitre de xylene a été ajouté a 3 ml de suspension cellulaire et mélangé au vortex
pendant 2 minutes. La suspension a été incubée a température ambiante pour
permettre la séparation des phases. La phase aqueuse a été préelevée et son
absorbance a 600nm (Al) a été lue. Le pourcentage d'adhésion des bactéries au
solvant a été calculé a l'aide de la formule suivante :

Hydrophobicité (%) = [1- (A1/A0)] x 100
Ou
Al : I'absorbance de la phase aqueuse aprés séparation du systeme biphasique.

AO0 : l'absorbance de la suspension bactérienne initiale.

C. Capacité d'auto-agrégation et de co-agrégation

e L'essai d'auto-agrégation et de co-agrégation a été effectué comme décrit

précédemment par Li et al. (2020) avec des modifications mineures.
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En bref, pour l'auto-agrégation, les cultures de 18h, en milieu MRS a 37°C, ont
été récoltées par centrifugation a 5000 trs pendant 10 minutes. Les culots obtenus ont
été laves trois fois avec une solution saline tamponnée au phosphate stérile (pH 7,2)
et remis en suspension dans 4mL du tampon phosphate pour obtenir un nombre de
cellules de 108 UFC/mI (A0). La suspension a été incubée a 37°C et I'absorbance (At)
a été mesurée a 600 nm, a chaque point dans le temps (0, 2, 4, 6, 10 et 24 heures).

Une mesure de 100 uL de la couche supérieure de la suspension a été transférée

dans une micro-cuve et I'absorbance a été lue a 600 nm.

Le taux d'auto-agrégation a été déterminé par I'équation ci-dessous :

Auto-agrégation (%) = [1 — (At/ A0)] x 100
AO0 : absorbance au temps zéro.
At : absorbance au temps (2, 4, 6, 10 et 24 h).

e Les proprietés de co-agrégation ont été realisées en utilisant des culots de
cultures d’isolats remis en suspension dans 4 mL d’une solution saline tamponnee au
phosphate (pH 7,2), comme mentionné dans la procédure d'auto-agrégation et
mélanges avec 1ml de différentes suspensions bactériennes ensuite vortexés (Bacillus
cereus ATCC 14579, Sallmonella abony ATCC 6017) et incubés a différents
intervalles de temps (2, 4, 6, 10 et 24 h).
Apreés incubation, I'absorbance de toutes les suspensions a été lue a 600 nm.
L'équation suivante a été utilisée pour calculer le pourcentage de co-agrégation :
Co-agrégation % = 1 — [A meiange/ (ABL + A pathogene)] * 100
A (BL) + A (pathogene) = absorbance du mélange de suspensions de BL et

d'agents pathogenes a TO (0 h).

A (mélange) = absorbance du mélange de suspensions de BL et de pathogenes
aux temps (2, 4, 6, 10 et 24 h).

1.7.9. Identification génotypique

o Extraction de PADN génomique et amplification de I'ADN par PCR
L'ADN bactérien a été extrait a l'aide du kit Macherey-Nagel Nucleospin en

suivant la procédure d'extraction du fournisseur du kit (Macherey-Nagel Allemagne).
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Les ADN extraits ont été analysés avec le nano drop 2000 pour la détermination de
leurs quantités et qualités en regardant le rapport des longueurs d'onde 260/280 et
260/230. L'amplification a été réalisée a l'aide du thermocycleur Biorad P100

(Biorad, USA). Les amorces universelles 16S sont :
27f (forward) : 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3';
1492R (Reverse) : 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'

Matériels et méthodes

Mélange PCR
Concentrations Concentrations Volume a prélever

Réactifs Initiales Finales (uh)
Eau ultra pure 14,1
Tampon de | 5X 1X 5
TagPromega
MgCI2 25mM 1,5mM 1,5
DNTP 25mM 0,2mM 0,2
Amorce 27F 10uM 0,4 1
Amorce 1492R 10uM 0,4 1
Taq polymérase | 5U U 0,2
Promega
ADN génomique 2
Volume final : 25

Conditions de Température d’amplification PCR

Dénaturation initiale

95°C pendant 5min

35 cycles

Dénaturation 95°C pendant 30s
Hybridation 55°C pendant 30s
Elongation 72°C pendant 45s

Elongation finale

72°C pendant 7min

Stockage avant révélation

10°C jusqu’a utilisation

e Electrophorése sur gel d’agarose

Les produits d'amplification ont été révélés par électrophorese sur gel d'agarose
a 1% par dépot de 10ul de produit PCR suivi d'une coloration dans un bain de
bromure d'éthidium (0,5pg/ml). Aprés migration, ' ARN est visualisé et photographié

sous lumiére UV. Les produits PCR ont été purifiés par le kit Clean up de Macherey-
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Nagel (Macherey-Nagel Allemagne) en suivant le protocole décrit par le fournisseur.
L'identification des isolats sélectionnés a été confirmée par le séquencage des genes
de I'ARNr 16S apres I'amplification par PCR. Les produits PCR isolés et purifiés ont
été séquenceés par la technique Sanger (Sanger et al., 1977) a l'aide du kit big Dye
v3.1 d'Applied Biosystems et des amorces utilisees pour lI'amplification PCR. Les
séquences obtenues ont été analysées et nettoyées a l'aide de CHROMAS PRO.
L'alignement des séquences a été effectué a l'aide de MUSCLE (Edgar, 2004).
L'historique de I’évolution a été déduit en utilisant la méthode du maximum de
vraisemblance basée sur le modéle a 2 paramétres de Kimura (1980). L'arbre est
dessiné a l'échelle, avec la longueur des branches étant mesurée en nombre de
substitutions par site. L'algorithme Neighbor-joining a été utilisé pour obtenir l'arbre
initial (Saitou et Nei, 1987). L'analyse a porté sur 20 séquences de nucléotides. Les
analyses évolutives ont été realisées avec MEGA7 (Kumar, 2016). L'arbre a été

visualisé avec iToL (Letunic et Bork, 2019).
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Résultats et discussions

1. Isolement et caractérisation phénotypique

L’isolement des bactéries lactiques sur différents milieux de cultures MRS,
DMRS (MRS dépourvu d’acétate de sodium), DMRS+0,4% MnSOa4, APT et TSA a
partir d’échantillons de TGI de deux espéces de poissons (Sardina pilchardus, Sarda
sarda), a permis 1’obtention d’un souchier de 40 isolats Gram-positif et catalase- né-

gative, présumés appartenant aux bactéries lactiques.

La purification nous a permis d’avoir 20 souches pures, de lesquelles on a pu
sélectionner 5 souches productrices de substances antibactériennes pour faire 1’objet

du screening technologique.

1.1. Caracterisation phénotypique

Les 20 isolats lactiques obtenus ont été identifiés selon des criteres morpholo-

giques, physiologiques et biochimiques.
1.1.1. Critéres morphologiques
A. Aspect macroscopique

Les isolats sont présentes sous petites tailles, forme circulaire, blanchatre a tran-
slucide avec un bord reégulier (figure 27). Cet examen nous a permis de retenir cing

isolats.
B. Aspect microscopique

Apres coloration de Gram, I’examen microscopique a montré que les isolats pré-
sentent un Gram-positif et forment deux groupes distincts, I'un de forme ovoide et
I’autre de forme batonnet organisés en paire ou en chaine courte (figure 28). Cet exa-
men nous a conduit a retenir cing isolats lactiques, parmi lesquels trois sont de forme
coque (ovoide) (ABBC2, ABBC3 et ABBC4) et les deux autres de forme batonnet
(ABBC10 et ABBC12).
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Figure 27 : Aspect macroscopique des colonies des souches ABBC2 ABBC3
sur milieu MRS.

“ ."‘3. “:I: . .".'. . 2 ‘:” ; —. o 3 .‘, .
' . “.,:'.'o U n. .' .: \ ’ l“.~ - / ‘}ﬁ &
Wl b A \p . b \ J “w '
. ‘.‘-:."‘.‘ l:‘;‘ . "i‘ . . ° 7’ v}‘ _\ ’ A
o .'.:' :’“ :‘-" 3 # I . A
» i ok :‘ s "°.$I‘A“" Ve ."Q#/"’
SRR ) N A
5 B ol g/ & 1. g
‘,.1 B .. . ."-'..'.‘...." i ’/ j\
e’ ..’u . V’ ( \’, | -
- ~ \.} 4'1 - i ,\ .\ B \ ’
0% 005! l‘ rMa
A | ) :\' $ B | = C W « \ 4
. 'k' ; N b -
“ X » < \
. -~ N

Figure 28 : Aspect microscopique des cellules (A) Cellules ovoides ABBC2
associées en diplocoques, (B) Cellules ABBC3 regroupées en chainettes
courtes et (C) Batonnets ABBC10 regroupés en chainettes courtes) (Gx100)

D’aprés les caractéristiques morphologiques et biochimiques des isolats lac-
tiques (Tableau 15), on a pu identifier phénotypiquement, trois souches appartenant au
groupe des entérocoques nommeées Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3 et En-
terococcus sp. C4. Le genre Enterococcus comprend un groupe ubiquitaire de bacte-

ries & Gram-positif, de forme ovoide hydrolysant I’arginine (Schleifer et al., 1995).

Leur croissance est entre 10 °C et 45 °C, avec une croissance optimale entre 35
et 37°C (Svec et Devriese, 2015) et peuvent survivre sous un chauffage de 60°C pen-

dant 30mn, une caractéristique attribuée aux entérocoques. Comme on a pu classifier
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deux souches présumées appartenant au groupe des Carnobactéries nommées Carno-
bacterium sp. C10 et Carnobacterium sp.C12. Le genre Carnobacterium renferme un
groupe ubiquitaire de bactéries & Gram-positif, de forme batonnet, hétéro-fermentaires,
hydrolysent I’arginine, capables de croitre a 4°C et 10°C et non pas a 45°C et incapable
de se développer sur gélose a I’acétate (Tableau 15).
Tableau 15 : Les caractéristiques morphologiques et biochimiques des isolats lactiques
Crois- Croissance a T (°C)
Souche cata- Gram | ADH sance 2 30 125 &0 Mobilité Aspect des colonies Forme des
lase sur gé- cellules
lose et mode d’asso-
a lacé- ciation
tate
Entero- - + + + + + + + Sur DMRS : Colonies Coque (ovoide)
coccus . diplocoque et en
sp.C2 blanches pointes courte chainette
Entero- - + + + + + + + Sur DMRS : Colonies Coque (ovoide)
(éo?::cus sp. + blanches pointes diplocoque
Entero- - + + + + + + + + Sur DMRS : Colonies Coque (ovoide)
%O:CUS sp- blanches pointes
Carnoba- | pseudo + + - + + - - + Sur DMRS+0,4%MNSO, | Bacille court
teriumsp. colonies semi translucides
C10 (B)
Carno- - + + - + + - - + Sur APT colonies a con- Bacille court fin
bacte- tour régulier blanchatre (s)
rium sp.
C12

2. Criblage sur la base de ’activité antibactérienne

Afin d’étudier le spectre d’activité antibactérienne des isolats lactiques et de
leurs surnageants vis-a-vis des bactéries indicatrices, on a utilisé deux méthodes. Une
méthode directe permettant de mettre en évidence une interaction antagoniste entre les
bactéries lactiques et les souches test et une méthode indirecte qui favorise la détection
de substances inhibitrices diffusibles contenues dans les surnageants des cultures

d’isolats lactiques.
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On a étudié ’antagonisme des isolats lactiques contre huit espéces bactériennes,

cing pathogénes et/ou d’altération, trois Gram-positif sporulées ou non, deux Gram-

négatif et trois autres lactiques. Un exemple de résultat est révélé dans la figure et

I’ensemble des résultats obtenus est présenté dans le tableau 16.

ABBC3 contre
S.aureus

ABBC3 contre
B.subtilis

—

ABBC3 contre
B.cereus

ABBC3 contre
E.coli

Figure 29 : Spectre d’action de la souche ABBC3 vis-a-vis B.subtilis, S.aureus,
B.cereus et E.coli

Tableau 16 : Effet inhibiteur des isolats lactiques sur des bactéries indicatrices

Isolats lactiques ABBC2 ABBC3 ABBC4 ABBC10 ABBC12

Bactéries indicatrices

L. plantarum JCM 1149 10 12 15 - -

L. pseudomesenteroides NRIC 1777 11 14 18 - -

P. pentosaceusATCC25745 12 12 16 - -

S.aureus ATCC 43300 17
20 22 20 16

B.cereus ATCC 14579 12
25 25 25 -

B. subtilis ATCC 168 13
18 22 23 -

E. coli ATCC 25922 20 18 19 17 Nt

S. abony ATCC 6017 -
11 20 24 18

Les diamétres des halos d’inhibitions sont exprimés en mm. Nt : non testé
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D’apres les résultats obtenus, on peut tirer les remarques suivantes :

Généralement, les isolats ABBC2, ABBC3 et ABBC4 ont des effets inhibiteurs
sur toutes les souches indicatrices testées. Les diameétres des zones d’inhibitions sont
notablement analogues a I’exception des souches KB6, KV4 et S. abony dont les dia-
metres des halos d’inhibitions sont 10, 11, 11 mm, respectivement. Alors qu’on cons-
tate des actions inhibitrices des isolats ABBC10 et ABBC12 envers quelques souches
indicatrices, prenant le cas de I’absence de zone d’inhibition pour la souche ABBC10

contre B.cereus et B.subtilis ainsi que la souche ABBC12 contre S.abony.

Les souches Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3 et Enterococcus sp. C4
ont été actifs contre des micro-organismes pathogeénes tels que : Escherichia coli, Sal-
monella abony, Staphylococcus Bacillus aureus, Bacillus cereus et Bacillus subtilis.
D'apres les résultats obtenus, ces trois isolats ont les activités antibactériennes les plus
importantes, produisant des halos d'inhibition bien définis avec un large spectre (halo
d'inhibition >12mm) contre toutes les souches indicatrices testées (Gram-positif et
Gram-negatif).
spectre d'inhibition des Enterococcus a été largement étudié et caractérisé, en particu-
lier en ce qui concerne Listeria monocytogenes, Staphylococcus sp. et Clostridium sp.
mais aussi contre les bactéries a Gram négatif, les champignons et les levures (Aguilar-
Galvez et al., 2012).

L'activité antimicrobienne d'Enterococcus sp. isolée a partir de viscéres de pois-
son a ete rapportée. Migaw et al (2013) ont decrit I'activité antimicrobienne de souches
d'E. durans, qui ont été isolées a partir de viscéres de poisson et ont inhibé la croissance
de Listeria monocytogenes et d'autres bactéries a Gram positif. La charge microbienne
des produits de péche a montré que les cocci lactiques sont les BL prédominantes (Go-
mez-Sala et al., 2015), qui peut étre attribuée a la forte concentration de sels dans la
mer (Thapa et al., 2006), plusieurs especes d'entérocoques ont été isolées a partir de
poissons, comme E. faecium (Thapa et al., 2006 ; Gomez-Sala et al., 2015) et E. durans
(Migaw et al., 2014).

2.2. Le test indirect
L’aptitude inhibitrice des isolats lactiques vis-a-vis Bacillus cereus a été demon-

tré dans (Figure 30). Les résultats illustrent que nos souches sont capables d’inhiber

Le
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une bactérie sporulée & Gram-positif « Bacillus cereus » en tracant des halos d’inhibi-
tion les plus élevées et qui sont sensiblement semblables. Les isolats testés ont révélé
un large spectre antibactérien, capable d’étre actif contre les bactéries a Gram-positif
et a Gram-négatif. Nos résultats sont pertinents et montrent que ces souches pourraient
étre utilisées dans le controle des pathogénes alimentaires, bien que les BL pourraient
produire des métabolites qui ont une activité lytique importante, comme les bactério-
cines. Sielles sont utilisées comme cultures starter, il y aurait un effet supplémentaire
de production d'acide lactique et de compétence pour les substrats avec d'autres mi-

croorganismes (Garcia-Cano et al., 2014).

Figure 30 : Interaction bactérienne des isolats, Enterococcus sp. C2, Entero-
coccus sp. C3, Enterococcus sp. C4, Carnobacterium sp. C10 et Carnobacte-
rium sp.C12 vis-a-vis B.cereus
3. Identification physiologique et biochimique des isolats sélectionnés
Les caractéristiques physiologiques et biochimiques sont représentées dans le Ta-
bleau (15). Les résultats sont comparés a ceux indiqués par Axelsson (2004), (voir

Annexe 2).

3.1. Hydrolyse de ’arginine

Initialement, une acidification du milieu est provoquée lors de la fermentation
lactique aboutissant a une coloration jaune. En présence d’acides aminés (arginine),
cette acidification favorise ’action de I’ADH qui entraine la formation des substances
alcalines et par conséquent le virage au violet d a I’alcalinisation du milieu (pourpre

de bromocrésol comme indicateur de pH).
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Les bactéries dépourvues de I’arginine dihydrolase (ADH-) acidifient le milieu
Moéller par la fermentation du lactose d’ou une couleur jaunatre tandis que les bacté-
ries capable d’hydrolyser I’arginine alcalinisent le milieu. Donc sur milieu Moéller,

tous les isolats hydrolysent I’arginine (ADH+) et ré-alcalinisent le milieu (Figure 31).

- | -
AWy

S 25

\
"' '
o

Figure 31 : Les résultats de la production de I’arginine di-hydrolase.

3.2. Test de mobilité

Sur milieu Mannitol mobilité (MM), les quatre isolats, Enterococcus sp. C3, En-
terococcus sp. C4, Carnobacterium sp. C10 et Carnobacterium sp. C12, ont été mon-
trés mobiles. Ils ont attaqués le mannitol car la couleur du milieu a changé (virage de
la couleur du rouge au jaune orangé) comme ils ont envahis le milieu a partir de la
piqure de I’inoculation. A I’exception de I’isolat Enterococcus sp. C2 qui n’a pas uti-
lis¢ le mannitol car la couleur du MM n’a pas changé de plus, il n’a pas envahis le

milieu.

3.3. Taux de croissance a différentes conditions

Le taux de croissance a différentes températures, le pH et la tolérance au sel sont
des facteurs limitant qui affectent la persistance et la compétitivité des cultures starter.
Selon les résultats obtenus, la meilleure croissance des trois souches a été obtenue
a45°C en 0,5% Na ClI, a un pH adéquat de 6.5 pour Enterococcus sp. C2 et de 9.6
pour les deux autres isolats Enterococcus sp. C3 et Enterococcus sp. C4. Entero-
coccus sp. C2 et Enterococcus sp. C3 peuvent croitre a un taux de NaCl de 6,5%
tandis que I’isolat Enterococcus sp. C4 peut croitre jusqu’ a 18%. Le taux de

croissance aux autres parametres étant plus faible, les résultats sont présentés dans
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les (Figures 32, 33, 34). Donc on peut affirmer que les isolats d’origine marine

peuvent résister aux traitements technologiques.

g B Enterococcus sp.C2 Enterococcus sp. C3 ~ ® Enterococcus sp. C4
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1 I ‘
B oo Bl
3.9 46 6.5 9.6 pH
Figure 32 : Effet du pH sur la croissance des différents isolats.
g o m Enterococcus sp. C2 Enterococcus sp. C3  m Enterococcus sp. C4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
-
0.05
0 [ —

0.50% 6.50% 10% 18% [NaCl] %

Figure 33 : Effet du NaCl sur la croissance des différents isolats.

D.O

m Enterococcus sp. C2 Enterococcus sp. C3 ~ mEnterococcus sp. C4
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Figure 34 : Effet de la température sur la croissance des différents isolats.
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Les Entérococcus sont connus comme micro-organismes mésophiles qui se dé-
veloppent dans une gamme de températures allant de 10 a 45 °C, avec une température
optimale de 35 °C. Certaines especes peuvent survivre a 60 °C pendant 30 mn. Ils se
proliférent dans des conditions hostiles de 6,5 % de NaCl et dans une gamme de pH
comprise entre 4,4 et 9,6 (Le Blanc, 2006 ; Aguilar- Galvez, 2012 ; Giraffa, 2014 ; Ca-
latrava, 2022).

3.4. Type fermentaire

Ce test consiste a mettre en évidence la production de CO3. Tous les isolats
sont homofermentaires puisqu’ils n’ont pas produit de CO,. Les Enterococcus pro-
duisent essentiellement de I’acide lactique et en quantité moindre, de I’acétate, du for-
miate et de ’éthanol (Giraffa, 2003, 2014). Le genre Carnobacterium appartient aux
BL a Gram-positif, catalase-négatives qui produisent de I'acide lactique comme
principal produit final de la fermentation des hydrates de carbone (caillez-Grimal
et al., 2014).

4. Identification des isolats par Galerie API

Pour compléter I’identification des espéces Enterococcus sp. C2, Enterococ-
cus sp. C3 et Enterococcus sp. C4, on a étudié le profil fermentaire des sucres en
utilisant la Galerie APl 50 CHL, qui permet de tester leur aptitude a fermenter 49
sucres différents, ce qui permet I’identification de 1’espéce. Pour la lecture des
résultats, on a comparé le profile fermentaire de nos isolats lactiques avec les ré-
sultats du Tableau de Svec et Franz (2014).

La figure (35) présente le profil fermentaire des sucres des trois isolats.

Le tableau (voir Annexe 3) englobe les résultats obtenus.
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Figure 35 : Profil fermentaires des isolats Enterococcus sp. C2, Enterococcus
sp. C3 et Enterococcus sp. C4

Le profil fermentaire des sucres par les isolats lactiques a montré une plus forte
correspondance des isolats ABBC2 et ABBC3 a I’espéce Enterococcus faecium avec
une différence dans deux sucres, le turanose et I’adonitol, alors que 1’isolat ABBC4
correspond fortement a 1’espéce Enterococcus durans avec une différence dans
I’inuline (Svec et Franz, 2014).

5. Caractérisation technologique des isolats purs
5.1. Cinétique de croissance et d’acidification

L’aptitude d’acidification des isolats a produire de 1’acide lactique dans le
lait écrémé a été testée en mesurant la diminution du pH durant 72h. La cinétique
d’acidification a révélé deux schémas d’acidification : les acidifiants moyens et
les acidifiants lents. Les isolats Enterococcus sp. C2 et Enterococcus sp. C4 se
sont développés dans le lait et ont été capables de changer le pH du lait apres 12,
20, 24, 48 et 72 heures d'incubation. L’isolat testé Enterococcus sp. C4 a acidifié
rapidement le lait a la fin des 12 heures d'incubation. Par contre, la souche Ente-
rococcus sp. C2 a pris 20 h. Apres 72 h, le pH des souches lactiques diminue a des
valeurs inférieures a 5 (4.05) pour Enterococcus sp. C4. Ces souches sont divisées
en isolats faiblement (Enterococcus sp. C2 ; AT= 55 °D, Enterococcus sp. C3;
AT=50 et Enterococcus sp.C12 ; AT=40°D) a modérément acidifiants (Entero-
coccus sp. C10 ; AT=66 °D et Enterococcus sp. C4 ; AT=70 °D). En accord avec
Mrkonji¢ Fuka et al. (2017) qui ont trouvé que Enterococcus durans (ED0207)
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d'origine laitiére présentait une acidification moyenne et Schirru et al. (2012) qui
ont rapporté que I'activité acidifiante d'E. faecium isolé du lait de chévre était gé-
néralement faible. Les paramétres cinétiques de croissance évalués sont : pmax
[vitesse spécifique de croissance (u inh-1)], vitesse spécifique de production d'aci-
dités (QAc en g/g.h) et productivité d'acidité en g/L.h. Les valeurs de ces para-
metres obtenus différent entre les souches (voir Figure 36). Cela dépend de leur
capacité a croitre dans le lait. Les cing souches Enterococcus sp. C10, Enterococ-
cus sp. C2, Enterococcus sp. C3, Enterococcus sp. C4 et Carnobacterium sp. C12
démarrent avec une D.O initiale de 0.05, 0.02, 0.03, 0.06 et 0.05 respectivement
et atteignent les valeurs maximales de 0.23, 0.19, 0.17, 0.25 et 0.16 apres 72 h de
culture. Pendant cette période de croissance, ils produisent des quantités d'acidité
de 37, 31, 27, 40 et 18 respectivement (voir Tableau 2 en Annexe 2).

L'étude des paramétres cinétiques indique que les quatre souches ont des vi-
tesses spécifiques maximales de croissance faibles (umax de 0.108 h' pour Ente-
rococcus sp. C2 et Carnobacterium sp. C10, 0.111 h'* pour Enterococcus sp. C3
et 0.103 h! pour Enterococcus sp. C4) tandis que Carnobacterium sp. C12 étant
la plus faible avec 0,056 ht. Le taux spécifique maximal de production d'acidité
(QAC max) est tres éleve pour la souche Enterococcus sp. C4 (20.36 g/g.h) par
rapport aux autres souches Carnobacterium sp.C10 (18,93 g/g.h), Enterococcus
sp. C2 (13.39g/g.h), Enterococcus sp. C3 (13.45 g/g.h) et Carnobacterium sp. C12
(8,98 g/g.h). Les valeurs de la productivité des cing isolats Carnobacterium sp.
C10, Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3, Enterococcus sp. C4 et Carno-
bactreium sp. C12 sont 14.81, 12.16, 11.60, 16.36 et 11.36 g/L.h respectivement
(\Voir figure 36).
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Figure 36 : Parameétres cinétiques de la croissance et de I'acidité produite par les
souches Carnobacterium sp. C10, Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3, Ente-
rococcus sp.C4 et Carnobacterium sp. C12 au cours de la fermentation discontinue.
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Pendant I’acidification, la diminution du pH résulte de la production d'acide lac-
tique par les BL comme forme finale de la fermentation du lactose. En outre, elles
peuvent aussi fermenter des monosaccharides (ribose, xylose, galactose), des hexitols
ou des pentitols (mannitol, xylitol, sorbitol) et des disaccharides (saccharose, maltose,
tréhalose) (Belkheir, 2017). De plus, une bonne culture de départ produisant de I'acide
peut réduire le pH du lait de sa valeur normale de 6,6 a 5+ 0,3 en 6h, et en général, les
entérocoques présentent une faible capacité d'acidification du lait (Schirru et al., 2012 ;
Huggins et Sandine., 1984). La capacité d'acidification a 30°C se révele généralement
faible car les isolats lactiques testés n‘ont pas pu réduire le pH au-dela de 5 aprés 24 h
d'incubation. Enterococcus sp. C2 est un acidifiant lent alors que Enterococcus sp. C4
s’est montré moyennement acidifiant apres 72 h, avec un taux de croissance elevé
(20,361 g/g.h).

5.2. Activité protéolytique

Les résultats concernant l'activité protéolytique ont montré que les trois isolats
testés C4, C10 et C12 étaient capables d'hydrolyser les caseines. Enterococcus sp. C2
et Enterococcus sp. C3 n'ont montré aucune activité détectable pour la protéolyse sur
la gélose au lait, ce qui peut étre considéré comme une caractéristique de sécurité selon
Ahmadova et al. (2012) (Figure 37).

R

C12]

Figure 37 : Activité protéolytique des isolats Enterococcus sp.
C4, Carnbacterium sp.C10 et Carnbacterium sp.C12
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Souches Activité Activité Production Activité Production Dégrada-
protéolytique | lipolytique des EPS amylolytique d’acétoine tion
du citrate

C2 ++ + + +++ +
C3 ++ + ++ +++ +
(o7 ++ + + +++ +
C10 +++ + - + - +
C12 ++ + - +

La souche Enterococcus sp. C4 a montré le plus grand diamétre de dégradation
(Figure 37), bien que I'activité protéolytique estimée que celui-ci qui a le plus d'activité
proteolytique avec la valeur la plus elevee (3,185 mM eq gly/l de lait) par rapport a
I'isolat Enterococcus sp. C2 (1,809 mM eqgly/l) et Enterococccus sp. C3 (1,785 mM
eq gly/l) (voir figure 38). Schirru et al. (2012) ont rapporté dans leur étude une faible
activité protéolytique pour 2 parmi 4 souches d'E. faecium testees, isolées du lait de
chévre (de Sardaigne, Italie). En se basant sur les resultats de Hassain (2007) qui a
trouvé que la valeur protéique du surnageant des BL isolées de trois races de lait cru
de dromadaire dans le sud de I'Algérie, est évaluée en 72 h a un niveau compris entre
1,85 (E. faecium DN5) et 5,95 mM eqgly/l (E. feacium DT2), nos résultats se situent

dans cet intervalle (Figure 38).
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Figure 38 : Quantification des protéines, des lipides et des EPS pour les souches En-
terococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3 et Enterococcus sp. C4

Les résultats concernant la protéolyse traduisent I'exploitation de la caseine par
les BL, qui commence par la dégradation des protéines en oligopeptides, puis en pep-
tides plus courts et en acides aminés par I'intermédiaire d'une protéinase de I'enveloppe
cellulaire apres une action combinée de diverses peptidases intracellulaires (Savijoki
et al., 2006). La protéolyse a également une importance industrielle en raison de sa
contribution aux caracteristiques organoleptiques des produits laitiers fermentés (Srid-
har et al., 2005). A l'exception des souches d'E. faecalis, ces activités sont générale-
ment faibles pour les souches d'Enterococcus (Suzzi et al., 2000 ; Andrighetto et al.,
2001). Des études considérables sur les activités protéinases et comparativement
moins d'études sur les activités peptidases chez Enterococcus sp. recommandent que
les activités protéolytiques soient généralement faibles. Ces informations concordent
avec nos resultats concernant les activités protéolytiques des isolats lactiques, qui ont
montré de faibles activités protéasiques en produisant de petites quantités de protéines.
Ces résultats sont d'ailleurs en accord avec ceux obtenus par Thapa et al. (2006). L'ac-
tivité protéolytique et la production d'acide des entérocoques pendant leur croissance
dans le lait sont parfois comparées a celles de Streptococcus thermophilus (Gatti et al.,
1995). En raison de leur faible capacité d'acidification et de leurs propriétés protéoly-
tiques limitées, les entérocoques ne sont plus considérés comme des composants im-
portants des cultures de départ primaires pour les produits laitiers. Ces propriétés tech-
nologiques peuvent étre exploitées dans le cas de produits de péche non fermentés,
contenant une faible concentration d'hydrates de carbone, ce qui ne permet pas de di-

minuer l'acidification des aliments (Leroi, 2014).
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Enterococcus sp. C4 a constitué I'isolat modérément acidifiant apres 72h tout en
exprimant une protéolyse modérée. Au terme de ces résultats, il apparait que pour cette

souche, il existe une relation entre les deux activités.

5.3. Activité lipolytique

Les trois souches lactiques ont montré des activités lipolytiques révélées sur gé-
lose avec de I'huile d'olive, Tween 20 ou du Tween 80. L'apparition de la plus grande
zone claire de dégradation est obtenue par la souche Enterococcus sp. C2, évaluée par
les quantités d'acide gras libre (AGL) et la valeur modérée produite est mesurée par la
concentration de -NH2 libre du surnageant de l'isolat (1,25 pmol/ml) contre 1,166
pmol/ml pour Enterococcus sp. C4 (Figure 39). L’isolat Enterococcus sp. C3 étant

marqué la concentration la plus faible estimée a 0,166 pmol/mi.

Les résultats concernant la mise en évidence de I'activité lipolytique sur un milieu
agar supplémenté avec différentes sources de matiéres grasses ont montré que les iso-
lats pouvaient hydrolyser le substrat de matiere grasse naturelle (huile d'olive) par rap-
port au substrat artificiel (Tween 80) (voir figure 39). Alors qu'ils sont incapables d'hy-
drolyser le Tween 20 (absence de zone claire). Ces résultats concordent avec les tra-
vaux réalisés par Karam et al. (2012). Plusieurs facteurs, tels que l'origine des espéces,
peuvent influencer l'activité lipolytique des entérocoques (Taban, 2014). Plusieurs BL,
y compris Enterococcus faecalis, E. faecium, et E. durans ont été rapportées comme

présentant une activité lipolytique (Di Cagno et al., 2006 ; Abeijon et al., 2009).

Figure 39 : A) Activité lipolytique des isolats 2%HO) (spots)
B) Activité lipolytique des isolats (3%HO) (puits)

e

Les quantités enregistrées d'/AGL ont été confirmées par les résultats obtenus par
Carrasco de Mendoza (1992) concernant les souches d'entérocoques examinées qui
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présentaient une faible activité lipolytique et par la littérature qui considérait les
souches lactiques comme peu ou pas lipolytiques par rapport a d'autres groupes de
micro-organismes (Perez-Guerra et al., 2003 ; Collins et al., 2003). 1l peut étre intéres-
sant d'obtenir des caractéristiques souhaitables sans développer les défauts créés dans
le cas d'aliments a maturation prolongée. La lipolyse est importante dans le dévelop-
pement de la saveur des produits laitiers, en particulier dans la maturation du fromage.
La lipolyse dans le fromage intervient généralement par I'intermédiaire des systémes
estérase/lipase des bactéries lactiques. Les entérocoques interviennent dans la saveur
et l'aréme ordinaires des fromages par protéolyse et lipolyse (Taban et al., 2014).

La faible activité protéolytique et lipolytique des entérocoques peut étre un avan-
tage, puisqu'une légere lipolyse ou protéolyse d'un aliment est suffisante pour induire
la production d'ardomes désirables (Collins et al., 2003). Nos résultats concernant la
proteolyse et la lipolyse sont des caractéristiques possibles d'une saveur favorable dans
les produits (Thapa et al, 2004). Cependant, les lipases sont particulierement interes-
santes pour l'isolation de I'huile et des graisses des sous-produits de la mer, ainsi que
pour la préparation d'acides gras m-3-poly-insaturés (o-PUFA) et d’huiles marines en-

richies, étant donné la qualité nutritionnelle de ces constituants (Fernandes, 2016).

5.4. Production des EPS

La production d'exo-polysaccharides est apparue sur gélose hyper- saccharosee
MSE (Tableau 17) pour les trois souches testées estimée par de petites quantités (En-
terococcus sp. C2 ; 0,93 g/l, Enterococcus sp. C3; 0,98 g/l et Enterococcus sp. C4 ;
0,7 g/l) sur milieu ESM (EPS selection medium) apres 48h (Figure 38).

Selon Zarour (2018) dans son étude de la production des EPS par les souches de
Leuconostoc.mesenteroides isolées du lait cru de dromadaire et qui a observé des ni-
veaux de production variables avec des formes différentes sur MRS-Saccharose, on a
pu classer nos isolats lactiques comme moyennement a faiblement productrices d’EPS.
Puisqu’ils présentaient des colonies gluantes de forme moyenne et d’aspect rigide (voir
figure 40) avec des niveaux de production entre 0,5 et 2 g/L. En outre, les BL produc-
trices d'EPS sont des micro-organismes industriellement importants pour le dévelop-

pement de produits alimentaires fonctionnels et sont utilisées comme cultures de dé-
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part ou auxiliaires pour développer des aliments fermentés tels que le yaourt, le fro-
mage et les produits a base de céréales (Ruas-Madiedo et al., 2002 ; Zannini et al.,
2016) en raison de leur viscosité.

Figure 40 : Exemples de production des EPS par les isolats sur milieu MSE

Les EPS peuvent servir de texturants et de stabilisateurs pour éviter l'utilisation
d'additifs alimentaires grace a leur capacités a retenir I'eau, a interagir avec les pro-
téines et a augmenter la viscosité du sérum du lait. L'objectif est d'obtenir un aspect
visuel désirable du produit, d'empécher l'interaction et d'avoir une texture crémeuse
(Duboc et Mollet, 2001).

Plusieurs genres d'Enterococcus ont été étudiés pour la production d'EPS. Les
potentiels bioactifs des EPS d'Enterococcus comprennent des potentiels antibactériens,
anticancéreux, anti-biofilm, immunologiques, antioxydants, prébiotiques et antidiabé-
tiques (Kavitake et al., 2023).

5.5. Pouvoir aromatisant

5.5.1. Recherche de la citratase

Une autre activité des entérocoques ayant un impact sur la saveur des aliments,
est leur métabolisme du citrate, qui libére plusieurs composés volatils. L’aptitude a
utiliser le citrate par les BL est une caractéristique technologique recherchée. Son mé-

tabolisme est d0 & un exces de pyruvate dans la cellule et peut étre convertis via l'a-
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acétolactate en diacétyle, acétoine ou 2-3 butanediol, qui sont des composés aroma-
tiques d'importance dans certains produits alimentaires (Caplice et Fitzgerald, 1999 ;
Dapkevicius et al., 2021).

Selon les résultats obtenus, les isolats Enterococcus sp. C2, Enterococcus
sp. C3 et I’isolat de Caroncacterium C10 présentent un profil positif pour 1’utilisation
du citrate (Figure 41). Ce n’est pas le cas pour Enterococcus sp. C4 et Carnobacterium

C12, qui présentent un profil négatif.

Figure 41 : Dégradation du citrate par les isolats A) Enterococcus sp. C2

(fissure), B) Carnobacterium sp. C10

Nos résultats concordent avec les données de Zarour (2018), sauf pour Entero-
cocccus sp. C4 qui est citrate (-). Cela peut étre expliqué par I’absence de génes qui
codent pour des enzymes impliquées dans le métabolisme ou la perte du plasmide con-
tenant le gene codant pour la citrate perméase P. Cette derniére est inclue dans le trans-
port du citrate vers le cytoplasme, permettant ainsi aux bactéries de le métaboliser
(Kempler et McKay, 1980).

Le citrate est généralement utilisé comme accepteur d'électrons au cours du co-
métabolisme avec d'autres sucres. Cependant, le citrate n'est pas utilisé directement
comme accepteur d'électrons et il sert de précurseur a un accepteur d'électrons.
L'oxaloacétate, le produit de clivage du citrate, est décarboxylé en pyruvate, et le py-
ruvate est utilisé comme accepteur d'électrons. Cette voie permet la formation de com-
posés aromatiques tels que le diacétyle, l'acétoine et l'acide acétique. Seulement
quelques BL sont capables de se développer sur la gélose au citrate comme seul subs-
trat (Endo et Dicks, 2014).
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La production de diacétyle et, dans une moindre mesure, d'acétoine a été décrite
dans des entérocoques provenant de fromages. En outre, I'annotation des génomes
d'entérocoques a révelé des génes qui codent pour des enzymes impliquées dans la

production d'acétaldéhyde, de diacétyle et d'acétoine (Dapkevicius et al., 2021).

5.6. La production d’acetoine

La production d'acétoine, révélée par la présence d'un anneau rouge dans le mi-
lieu lait, a donné un résultat positif pour les trois isolats d’Enterocoques (Enterococcus
sp.C2, Enterococcus sp. C3 et Enterococcus sp.C4) (voir figure 40). Ce n’est pas le
cas pour le genre Carnobacterium (C10 et C12) qui sont acetoine (-) (figure 42).

FHTEE

Figure 42 : Production d’acetoine par les isolats Enterococcus sp.C2,
Enterococcus sp.C3 et Enterococcus sp.C4

L'acétoine, provenant du catabolisme du pyruvate est responsable du developpe-
ment des flaveurs donc, il contribue dans I’ardme. Bien que les I’isolat Enterococcus
sp. C4 etait capables de produire de l'acétoine, il était inapte de métaboliser le citrate
(Tableau 17). Du fait qu’il a catabolisé une partie du pyruvate produit a partir d'autres
sources de sucre existant dans le milieu de culture en acétoine. Les résultats obtenus
sont en accord avec ceux précedemment rapportés, puisque tous les isolats d’entéro-
coqgues ont produit de I'acétoine dans leur milieu de culture. Cette substance peut con-
tribuer au développement des diverses propriétés organoleptiques des produits laitiers

fermentés.

5. 7. Activité amylolytique
Tous les isolats testés ont montré un profil positif pour I’aptitude amylolytique

sur la gélose a I’amidon. Les cing isolats étaient tous capables de dégrader I'amidon.
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(Tableau 17). Les activités amylolytiques les plus élevées ont éte trouvées chez Ente-
rococcus sp. C4 (absence de coloration violette aprés ’inondation de la boite par Lu-
gol), suivit par Enterococcus sp. C3 (le plus grand diametre de la zone de dégradation
de I’amidon). Les isolats Carnobacterium sp. C10, Carnobacterium sp. C12 sont
proche (les diametres des zones de dégradation sont analogues) et Enterococcus sp.

C2 avec le plus petit diamétre (voir Figure 43).

Figure 43 : Exemples de la dégradation de I’amidon par les isolats A) En-
terococcus sp. C3, B) Enterococcus sp. C10 et Carnobacterium sp.C12

5.8. Caractérisation de la substance inhibitrice
5.8.1. Détermination de la nature de la substance inhibitrice

Parmi les substances antibactériennes produites par les souches lactiques isolées
dans cette étude, des substances de nature protéique. Aprés avoir été traités avec la
protéinase K l'activité des agents inhibiteurs des souches Enterococcus sp. C2, Ente-
rococcus sp.C3 et Enterococcus sp.C4 a été totalement désactivée (Tableau 18).
L’inactivation de 1’agent inhibiteur par les enzymes protéolytiques a été démontrée par
plusieurs chercheurs qui ont suggéré qu’il s’agit de bactériocines qui ont été dégradées
par ces enzymes. Des résultats similaires ont été observés par certains auteurs, en effet
’activité de la bactériocine CAMT®6 produite par Enterococcus durans Y Q6 est affec-
tée par les traitements a la proteinase K (Li et al., 2023). Nos résultats indiquent que
la substance inhibitrice produite par les souches Enterococcus sp. C2, Enterococcus

sp. C3 et Enterococcus sp. C4 est bien de nature protéique, il s’agit donc de bactério-
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cine. Etant donné que les bactériocines produites par le genre Enterococcus sont nom-
mées des entérocines, c’est pour ¢a nous les avons nommés Entérocine C2, entérocine

C3 et entérocine C4.

5.8.2. Caractérisation physicochimique de Bactériocines Like (BLIS)

Ces bactériocines sont bien thermostable, gardant leur effet sur une large gamme
de température. Nos résultats sont pertinents et montrent que ces souches pourraient
étre utilisées dans le controle des pathogénes alimentaires, bien que les BL pourraient
produire des métabolites qui ont une activité lytique importante, tel que les bactério-
cines. Comme elles sont stables a des pH et températures choisies sur la base de leurs

niveaux habituels dans les aliments et les operations de traitement.

Le traitement avec la catalase et les enzymes lipolytiques n'a aucun effet sur l'ac-
tivite antibactérienne (Tableau 18), suggerant que I'inhibition n'était pas attribuée au
peroxyde d'hydrogene et que les bactériocines n'étaient ni lipolytiques ni lipopro-

téiques (surnageant neutralisé a pH 6,5).

La stabilité des bactériocines a la chaleur a été vérifiée et notre étude a révélé
qu'a des températures d'autoclavage de 121°C pendant 20 minutes, la bactériocine C2
est restée stable a la chaleur, tandis que la bactériocine C3 était stable jusqu’a 100°C
pendant 10 minutes et elle perde son activité a 100°C pendant 30mn et a 120°C (Ta-
bleau 18). Contrairement a la bactériocine C4 qui a montré une sensibilité dans toute
la plage de la température. Cela indiquait qu'une protéine de faible poids moléculaire
était responsable de I'inhibition observée (Syukur, Fachrial et Jamsari, 2014 ; Gomez,
2015).

L'activité des bactériocines dépend au pH et son influence a montré une activité
stable a 100 % qui a été atteinte dans la plage de 3,5 a 6,5 pour C2 contre une activité
stable a 100 % maintenue pour C3 a pH 6,5 (Tableau 18). Par conséquent, l'activité
des composés antibactériens élaborés par Enterococcus sp. C2 était stable dans une
large gamme de pH conformément a Migaw et al. (2013). Alors que celle d'Entero-

coccus sp. C3 était stable uniqguement a pH 6.5, en dehors de cette valeur, l'activité
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antagoniste était inactivée. En fait, plusieurs auteurs ont rapporté des résultats simi-
laires pour d'autres souches bactériocinogenes (Rivas et al., 2012, Migaw et al., 2013)
Elayaraja et al., 2014, Ghomrassi et al., 2016; Khalkhali & Mojgani, 2017).

La plage de 70°C a 80°C est la température la plus souvent utilisée pour la stéri-
lisation des aliments. Par conséquent, de nombreux produits alimentaires soumis a un
traitement thermique, y compris la pasteurisation, le chauffage et la stérilisation, peu-
vent contenir ces entérocoque bactériociogéniques comme biopréservatives (Campos
et al., 2006; Du et al., 2022).

Ces résultats sont compatibles avec ceux de Ghomrassi et al. (2016), qui ont an-
noncé que I'élaboration de I'entérocine A par E. faecium HTES n'était pas influencée
par un chauffage a 100°C pendant 10 et 30 minutes, mais diminuait aprés une exposi-
tion a 121°C pendant 20 minutes. Ghrairi et al. (2008) ont constaté qu'apres 15 minutes
de chauffage a 100 °C, l'entérocine MMT21 ne montrait aucune activité inhibitrice
contre L. monocytogenes. La thermostabilité des entérocines est en accord avec les
résultats de plusieurs souches bactériocinogenes d'E. faecium (Compos et al., 2006 ;
Ben Belkacem et al., 2008 ; Goh et Philip, 2015; Unal Turhan et al., 2018).

Ainsi, il a été constaté que les souches productrices de bactériocines avaient une
large plage de pH d'activité contre Bacillus cereus. L’entérocine C2 a montré une forte
résistance face aux changements de pH. Comme I'ont rapporté Ennnahar et al. (1998),
Compos et al. (2006), et Rivas et al. (2012), les entérocines ont généralement conserveé
leur activité dans une plage de valeurs de pH comprise entre 4 et 8. De plus, Goh et
Philip (2015) ont annoncé que I'entérocine Bac C1 générée par Enterococcus faecium
C1 a reésisté et maintenu sa stabilité a des valeurs de pH faibles allant de 2 a 6. De
méme, dans notre étude, 1’entérocine C2 a continué son activité a un pH situé entre 3,5
et 6,5.

La température et le pH affectent I’activité antibactérienne des entérocines (Mo-
reno et al., 2003; Unal Turhan et al., 2018). Cela concorde avec le résultat de ’entéro-
cine C4 qui a perdu son activité dans toute la plage de la température et du pH (Tableau
18).

En fait, lI'activité antibactérienne reste stable pour les autres isolats, sur une large

plage de pH et de température, probablement en raison des acides aminés uniques que
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contiennent les bactériocines, qui soutiennent la capacité a permettre des mutations

(Sharma et al., 2018; Du et al., 2022).

Tableau 18 : Influence de la température, pH et Na Cl et les enzymes sur I’activité de

bactériocine

Traitement

C2

C3

Enzymes
Control+
Control-
Protéinase K
Lipase
Catalase

+ +

Température
70°C/30mn

100°C/10mn
100°C/30mn
121°C/20mn

+ + + +

pH
3,5
45
55
6,5

+ +

+

Na ClI
3%
6%

e Ladétermination de la concentration de bactériocine like dans le CFS

-L’estimation de la concentration des protéines par la Méthode de Bradford

En utilisant la méthode de Bradford, les concentrations de protéines extracellu-

laires des entérocines C2, C3 et C4 ont été évaluées. La courbe standard de concentra-

tion en protéines de SAB est illustrée dans la Figure 25, et I'équation de régression

linéaire était y = 3,1486x + 0,0015, R2 = 0,9978, ou X est la teneur en protéines de la

bactériocine et y est la valeur d'absorbance brute de la bactériocine avec A = 595 nm.

La teneur en protéines des entérocines suivantes, C2 C3 et C4, telle que déterminée

par cette courbe standard, était respectivement 34. 93, 58.75 et 30.17ug/ml. La courbe

présente une forte relation linéaire.

De nombreuses études ont rapporté la capacité d'E. faecium a élaborer di verses

bactériocines tels que I'entérocine SHO1 (Kim, 2015), I'entérocine A et B (Aspri, 2017)

et

I'entérocine

P

(Bayoub, 2011).
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e Détermination de la CMI par microdilution en milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie par la plus faible con-
centration a laquelle aucune croissance de la souche testée n’est visible sur milieu li-
quide, aprés 24h d’incubation. Le test a la résazurine ou (test Alamar Blue) offre une
mesure simple, rapide et sensible de la viabilité des cellules bactériennes. Un change-
ment de couleur du bleu au rose indique une réduction de la résazurine et donc de la
croissance bactérienne. La CMI a été définie comme la concentration la plus faible

empéchant ce changement de couleur.

Figure 44 : CMI aTO Figure 45 : CMI a T=24h

Deux bactéries indicatrices (50 pL) a une concentration de 10° UFC/mL ont été
ajoutées aux puits de la microplaque. Difféerentes quantités de surnageants C2, C3 et
C4 contenant les bactériocines partiellement purifiées (34.93, 58.75 pg/ml et 30.17
respectivement) ont été ajoutées a 50 pL de bouillon de Muller-Hinton utilisés pour
créer les différentes dilutions. Les microplaques ont été incubées a 37°C pendant 24
heures. Aprés 0 heure, 2 heures et 24 heures, trois mesures de CMI ont été obtenues
(labsorbance A a y=620 nm).

Enterococcus produit des bactériocines lors du métabolisme, qui sont des méta-
bolites primaires de polypeptides ou de polypeptides précurseurs ayant une action bac-
tériostatique et élaborés par les bactéries a I'aide de ribosomes (Kumariya et al., 2019;
Wu et al., 2022).

Selon des recherches antérieures, les entérocines ont une forte activité antibacté-
rienne contre des agents pathogénes d'origine alimentaire significatifs, qu'ils soient a
Gram-positif ou a Gram-négatif, tels que Salmonella enterica, Listeria monocytogenes

et Staphylococcus aureus (Wu et al., 2022).
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Les entérocines C2, C3 et C4 avaient des CMI de 4. 36- 9.18 et 18.85 pg/mi
contre Bacillus cereus et de 1. 91- 4. 59 et 4.92 ug/ml contre Salmonella abony, res-
pectivement. Les valeurs précédentes sont inférieures a la concentration minimale in-
hibitrice (CMI) de plusieurs bactériocines qui ont été rapportées comme étant générées
par les BL (Galvez et al., 1998; Liu et al., 2017; Zhang et al., 2020). La CMI varie en
fonction des souches cibles et des bactériocines, comme l'ont noté Ennahar et al.
(2000).

La croissance de 24 especes de bactéries a Gram-négatif et de 3 espéeces de bac-
téries a Gram-positif est inhibée par I'enterocine E-760, selon les recherches de Line
et ses collaborateurs (2008). La CMI pour ces bactéries indicatrices varie de 0,1 pg/mL
a 3,2 ug/mL. La CMI de I'entérocine HDX-2 contre L. monocytogenes CMCC 1959
était de 5,07 £ 0,14 pug/mL dans une étude similaire (Du et al., 2022). De plus, selon
Mu et al. (2024), la concentration minimale inhibitrice (CMI) des bactériocines C2-1
contre L. monocytogenes CICC 21633 était de 13,98 pg/mL.

Comparés a d'autres bactériocines de classe Ila, les résultats montrent que les
entérocines C2 et C3 présentent un pouvoir bactériostatique avec de faibles valeurs de
CMI contre Salmonella abony et Bacillus cereus, suggerant que C2 et C3 pourraient

étre des bactériocines utiles.

. Détermination du mode d’action des substances inhibitrices

Généralement les entérocines de classe Il exercent un mode d’action bactériostatique
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Figure 46 : Effet du surnageant des trois isolats Enterococcus sp. C2, Entero-
coccus sp. C3 et Enterococcus sp. C4 sur la croissance de B. cereus
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Figure 47 : Effet du surnageant des trois isolats Enterococcus sp. C2, Entero
coccus sp. C3 et Enterococcus sp. C4 sur la croissance de S. abony

Les souches indicatrices (B.cereus ou S.abony) ont été ensemencées dans des
milieux de culture MRS, aprés quatre heures d’incubation, on y a additionné les sur-
nageants de chaque isolat lactique Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3 et Ente-
rococcus sp. C4. La D.O de chague culture est mesurée a 600nm chaque heure.

D’aprés les résultats obtenus on a pu faire les remarques suivantes :
<> Pour la souche indicatrice B. cereus :
-Pendant le premier temps d’incubation (Oh-8h), I’entérocine contenant dans le sur-

nageant C3 a maintenu la croissance de la souche indicatrice stable.
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-Apres 8h d’incubation jusqu’a 16h, la D.O a diminuée ensuite maintenue stable, la
charge bactérienne reste environ 4x108 UFC/ml. Au-dela de 16h la charge a évoluée
jusqu’a 24h. Apres 24h a 48h, une diminution légere de la croissance.

On peut conclure que I’entérocine C3 exerce un mode d’action bactériostatique qui
n’a duré que 8h (8h-16h) et la charge est maintenue stable environ 4 108 UFC/ml (voir
figure 46).

- L’entérocine C2 exerce un mode d’action bactériostatique qui n’a duré que 8h (16h-
24h) et la charge (6,6- 6,8 x10% UFC/mI) (voir Figure 46).

- L’entérocine C4 exerce un mode d’action bactériostatique qui n’a duré que 12h (12-
24h) avec une stabilité de la charge (4- 5x108 UFC/ml) (voir Figure 46).

% Pour la souche indicatrice S. abony
-Pendant le premier temps d’incubation (0h-8h), I’entérocine C3 a maintenu la crois-
sance de la souche indicatrice stable.

De 8h-16h, la charge est maintenue stable (5-6x108 UFC/ml). Ensuite la D.O a
augmenté (16h-24h). Au-dela de 24h, la charge a légerement diminuée. On peut con-
clure que I’entérocine C3 exerce un mode d’action bactériostatique qui n’a duré que
8h (8h-16h) et la charge est maintenue stable (5- 6x 108UFC/ml) (Voir figure 47).

- Pendant le premier temps d’incubation (Oh-12h) la croissance est maintenue stable.
Des 12h I’entérocine C2 exerce un mode d’action bactériostatique qui a duré 24h (12h-
48h) avec le maintien de la chage (7-8 x108UFC/ml)(Figure 47).

-L’entérocine C4 exerce un mode d’action instable (la charge augmente puis diminue

puis augmente et enfin diminue aprés 16h pour atteindre 6,9x 108UFC/ml (Figure 47).

Donc on peut retenir que I'entérocine C3 exercait un mode d'action bactériosta-
tique qui ne durait que 8 heures (8h-16h), que ce soit contre Bacillus cereus (Gram-
positif) ou Salmonella abony (Gram-négatif). La différence résidait dans la charge, qui
était maintenue a 4 - (5-6 x108UFC/mI) respectivement. Alors que I'entérocine C2
montrait un mode d'action bactériostatique, maintenant la charge (6-5x108UFC/ml)
envers B.cereus (voir figures 45) durant 8 heures et de 8 & 6x10® UFC/ml durant 36

heures contre S. abony (figure 46 et 47).

Les bactériocines sont des métabolites primaires de polypeptides, de protéines

ou de complexes protéiques synthétisés par les bactéries a l'aide de ribosomes et dotés
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d'une activité antibactérienne. Les bactériocines peuvent inhiber la croissance et la re-
production d'une variété de bactéries.

La bactériocine interagit avec la surface cellulaire pour augmenter la perméabi-
lité de la cellule ; elle inhibe la production de la paroi cellulaire ; elle inhibe la synthese
de l'acide nucléique ; elle inhibe la synthese des protéines ; elle inhibe la croissance
des bactéries (Kumariya et al., 2019).

Le mode d'action des bactériocines de classe Ila a été clairement démontré dans
le cas des entérocines (Javed et al., 2011 ; Goh et Philip, 2015; Wu et al., 2022).

Les études de Losteinkit et al. (2001) et Ennahar et al. (1998), qui concordent
avec nos résultats, démontrent que I'ajout de surnageant de BL provoque une augmen-
tation de la densité optique suivie d'une diminution. De méme, Losteinkit et al. (2001)
ont constaté que la densité optique de la culture indicatrice cessait d'augmenter apres
5 heures d'incubation et restait stable apres I'ajout d'entérocine N15, qui montrait une
activité contre la croissance de Lb. sakei JCMI157. Moreno et al. (2002) ont rapporté
que I'entérocine B1 et I’enterocine B2 ont montré un mode d'action bactériostatique
contre L. innocua LMG 13568, de méme les entérocines C2 et C3 ont déemontré un
mode d'action bactériostatique contre Bacillus cereus et Salmonella abony, dans

I’étude en question.

Les données suggérent qu'un mode d'action du bactériocine proposé pourrait im-
pliquer la dépolarisation de la membrane. Ces résultats ont prouvé le role des bacte-
riocines C2 et C3 dans la dissipation du potentiel électrique transmembranaire et la
dépolarisation de la membrane. Probablement, C2 et C3 pourraient induire la perméa-
bilisation des cellules de la membrane cible, en formant des pores iono-sélectifs, ce
qui entraine la disparition de la force protonique et la réduction de I'ATP intracellu-
laire. A cet égard, de nombreuses études ont rapporté que la plupart des bactériocines
de classe Il pouvaient induire la perméabilisation des cellules cibles en formant des
pores iono-sélectifs (Akbar et al., 2016 ; Chakchouk-Mtibaa et al., 2018; Wu et al.,
2022).

6. Les critéres de performance

Les criteres de performance sont parmi les outils essentiels pour la sélection de

souche d’intérét technologique.
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6.1. La résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un critere important dans la caractérisation de
la sécurité d'Enterococcus sp. en vue d'une intégration dans l'industrie alimentaire. La
résistance aux antibiotiques des deux souches testées a éte réalisée contre huit antibio-
tiques (ATB) en utilisant la méthode des disques par diffusion. Les isolats lactiques
Enterococcus sp. C2 a montré une résistance a tous les ATB, y compris la vancomy-
cine, I'acide nalidixique et la gentamicine, a I'exception de la spiramycine tandis que
Enterococcus sp. C3 a présenté une résistance a cing ATB, la gentamicine, I'amoxicil-
line, la tétracycline la pénicilline et I’acide nalidixique. Elle est intermédiaire pour la
vancomycine. Enterococcus sp. C4 a montré une résistance seulement a lI'amoxicilline,
a la tétracycline et a la pénicilline. Les trois souches testées étaient contradictoires,
Enterococcus sp.C4 étant sensible a la gentamycine, a la vancomycine, a l'acide nali-
dixique et a la Spiramycine (Tableau 19, figure 47)

Tableau 19 : Résultats du test de sensibilité aux antibiotiques

ATB Enterococcus sp. C2 Enterococcus sp. C3 Enterococcus sp. C4
Gentamicine R S S
Amoxicilline R R R
Tetracycline R R R
Erythromycine R R |
Vancomycine R | S

Penicilline R R R
Spiramycine S S S
Acide Nalidixique R R S

R résistante, S sensitive, | intermédiaire

La résistance aux antibiotiques est un point important dans la caractérisation de
la sécurité des entérocoques en vue de leur utilisation dans I'industrie alimentaire. Elle
comprend la résistance naturelle (intrinséque) et acquise (transférable). Les entéro-
cogues sont naturellement résistants a de nombreuses b-lactamines et aminoglyco-
sides. La résistance acquise aux antibiotiques, favorisée par des plasmides, comprend
des résistance au chloramphénicol, aux tétracyclines, aux macrolides, aux quinolones
et aux aminoglycosides, ce qui constitue un probleme grave (Franz et al., 2003 ; Gi-
raffa, 2022). L'isolat testé Enterococcus sp. C2 a révélé une résistance a tous les anti-

biotiques testés (ATB), a I'exception de la spiramycine (figure 48).
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Figure 48 : Antibiogramme des bactéries lactiques

Notre étude est en accord avec les résultats trouvés par EImoslih (2017) qui a
étudié des souches d'E. faecium isolées a partir des produits laitiers du Maroc et Go-
mez-Sala (2015) sur des souches d'Enterococci isolées de poissons, de fruits de mer et
de produits de la mer. La résistance aux antibiotiques dans le genre Enterococcus est
controversée. Enterococcus sp. C4 a montré une résistance seulement a trois ATB
(amoxicilline, tétracycline et gentamycine), contrairement aux études de Migaw et al.
(2014) qui ont démontré une résistance a plusieurs antibiotiques pour les souches d'E.
faecium GM12, y compris les béta-lactamines, amino-glycosides et (vancomycine). La
résistance a la vancomycine pose des problémes inquiétants aux cliniciens. Tandis que
Enterococcus sp. C3 a montré une résistance envers cinq ATB et comme elle est in-

termédiaire pour la vancomycine, elle ne pose pas de graves problémes.

Le principal mécanisme de résistance aux glycopeptides (vancomycine) chez les
entérocoques implique Il'altération de la voie de synthese du peptidoglycane, plus pré-
cisément le remplacement de D-Alanine-D-Alanine (D-Ala-D-Ala), en D-Alanine-D-
Lactate (D-Ala-D-Lac) ou en D- Alanine-D-Sérine (D-Ala-D-Sér).

Jusqu'a présent, les opérons liés a la résistance a la vancomycine pour les enté-
rocoques sont définis comme -A, -B, -C, -D, -E, -G, -L, -M et -N (Arthur et Quintiliani,
2001 ; Courvalin, 2006). Cependant, les isolats du TGI de poissons ont montré plus de
multi-résistance que les isolats d'origine alimentaire (Belicova et al., 2007). Peu sont
résistants aux antibiotiques, cliniquement importants tels que I’ampicilline, pénicilline,
gentamycine et vancomycine (Franz et al., 2003). Ces caractéristiques présentent un

intérét particulier, notamment pour la thérapie clinique.
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6.2. Activité hémolytique

L'hémolysine est une toxine capable de provoquer une hémolyse, codée dans un
plasmide ou dans I'ADN chromosomique et constitue un facteur de virulence important
qui affecte l'intensité de la maladie (Perez-Pulido, 2006). Le faible pourcentage de
souches d'E. faecium qui produisent une f-hémolyse a été mentionné par Giraffa et al.
(1995). De méme, Eaton et Gasson (2001), Trivedi et al. (2011) ont décrit des isolats
d'Enterococcus R-hémolytique provenant de denrées alimentaires et rappelé que I'acti-
vité B-hémolytique était plus élevée chez E. faecalis par rapport a E. faecium. L'activité
hémolytique a été détectée chez E. mundtii et E. durans d'origine laitiére et deux
souches d'E. casseliflavus d'origine laitiére et carnée. Contrairement a notre étude qui
rapporte que tous les isolats d’Entérocoques (Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp.
C3 et Enterococcus sp. C4 présentaient un profil négatif a 'némolysine, cela est en
accord avec les résultats trouves par Gomez-Sala (2015). Aucun des isolats testes n'a
produit d'hémolysine, de sorte que l'absence d'activité hémolytique indique que ces
souches ne sont pas virulentes et devrait étre un critére de sélection pour leur utilisation

comme cultures starter.
6.3. Production des amines biogénes

L'activité décarboxylase des bactéries lactiques devraient étre le principal induc-
teur de la production d'amines biogenes dans les aliments. La production d'AB par les
entérocoques est favorisée lors de la fermentation, en raison de l'acidification et de la

proteolyse.

Les entérocoques peuvent provoquer une intoxication alimentaire par la produc-
tion d'amines biogenes. Les niveaux de tyramine supérieurs a 100 et 500 mg/kg, sont
considérés comme potentiellement dangereux pour I'hnomme. De nombreux facteurs
environnementaux tels que le pH, température et la concentration en sel peuvent af-

fecter la formation d'amines par les entérocoques (Taban et al., 2014).

Les résultats sont similaires a ceux obtenus par Martin-Platero (2009). Les trois
isolats de BL ont été incapables de produire des amines biogenes a partir de I'ornithine
et de la lysine, ce qui est un bon critére pour l'industrie technologique, mais la produc-

tion de tyramine présente un risque et pose un probléme. L'application des entéro-
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coques comme cultures de départ ou comme adjuvants dans la transformation de cer-
tains produits laitiers et carnés est toujours contestée par le consommateur en raison
de la formation d'amines biogénes par la décarboxylation microbienne des acides ami-
nés libres (Taban et al., 2014).

6.4. Détermination des facteurs de virulence

En plus d'identifier I’activité antibactérienne, la capacité de produire les EPS, la
résistance aux antibiotiques, il s’avere nécessaire d’examiner les caractéristiques pra-
tiques, y compris les déterminants de virulence tels que, I'nydrophobicité, la capacité
d'auto-agrégation et de co-agrégation et la capacité d'adhésion des souches aux cellules
intestinales humaines (Krawczyk et al., 2021).

6. 4.1. L’hydrolyse de la gélatine

La gélatinase est une enzyme, spécifiquement une Zn-metalloprotéase (EC
3.4.24.4), ayant la capacité d'hydrolyser des substrats tels que la B-insuline, la gélatine,
le collagene, la caséine, 'némoglobine et divers autres peptides biologiqguement actifs.
La gélatinase produite par un micro-organisme joue un role important dans sa survie
et sa capacité a provoquer des maladies, agissant comme un facteur de virulence. La
gélatinase est 1’un des facteurs de virulence largement étudié chez E. faecalis. En outre,
la gélatinase contribue au processus de formation de biofilm, ce qui peut augmenter la
capacité des entérocoques a coloniser les tissus et a persister dans les sites d’infection
(Aguilar-Galvez et al., 2012).

L’absence de zone claire autour des colonies traduit les colonies négatives a la
gélétinase pour les trois isolats testés. Dans une étude similaire, aucune activité de
gélatinase n'a été observée chez E. faecium FL31.0n a également rapporté le méme
résultat pour E. faecium Y31 (Liu, Zhang, Shi et al., 2015).

Enterococcus faecalis est responsable de 80 a 90 % des infections a base d’En-
terococcus, E. faecium n’est associé qu’a 5 a 10 % des infections E. durans est identi-

fiée occasionnellement comme organisme responsable d’infections chez ’homme

122



Résultats et discussions

6.4.2. Evaluation de I'hydrophobicité  des surfaces cellulaires

Un solvant non polaire, & savoir le xylene, a été utilisé pour évaluer I'hydropho-
bicité des surfaces cellulaires des isolats. La capacité des trois isolats sélectionnés a
adhérer au xyléne est démontrée dans la figure (49). Les pourcentages d'adhésion va-
riaient en fonction des souches isolées, allant de 57,9 % a 73 %. Le taux d'adhésion
d’Enterococcus sp. C4 était comparativement plus faible que ceux d’Enterococcus sp.
C2 et C3. Les résultats ont montré que les isolats C2, C3 et C4 étaient significativement
hydrophobes en raison de la présence de composants hydrophobes dans la couche ex-

terne de leurs parois cellulaires.
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Figure 49 : Adhesion des isolats d’Enterococcus sp. C2,

C3 et C4 au xyléne

Les avantages des probiotiques pour la santé, sont basées sur leur capacité a res-
ter viables et a adhérer a I'intestin de I'hdte. Les capacités adhésives des isolats different
les unes des autres du fait que chaque souche de notre étude posséde des substances

chimiques distinctes a la surface cellulaire qui contribuent a sa capacité d'adhésion.
6.4.3. Capacité d'auto-agrégation et de co-agrégation

Les résultats d’auto-agrégation et co-agrégation des trois isolats sont illustrés

dans les figures (50) et (51, 52) respectivement.

Selon des recherches antérieures, l'auto-agrégation peut étre considérée comme
dépendante de chaque souche (Huligere et al., 2024, Patil, Shirahatti et Ramu, 2022).
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Selon des résultats similaires a la présente étude, Huligere et al. (2024) ont trouvé
que le niveau plus élevé d'hydrophobicité de surface cellulaire est exercé par les isolats
RAMULABA48 (80.42+ 2.41) et RAMULAB44 (76.48+ 0.90), indiquant de fortes pro-
priétés hydrophobes. Dans une autre étude, L. mucosae M6-29 et L. salivarius M2-71
ont une plus grande capacité a adhérer aux cellules que les autres isolats en raison de
leur capacité d'agrégation significative. Les diverses agrégation qui favorisent les liai-
sons hydrogéne entre et parmi les surfaces cellulaires sont associées a une capacité
d’adhésion plus élevée (Li et al., 2020).

Les résultats d’hydrophobicité et d’auto-agrégation concordent avec ceux de-
Martiz et al. (2023) et Li et al. (2020).

Une forte adhésion est associée a une grande capacité d'auto-agregation, selon

une etude antérieure d'Al Seraih et al. (2018).

Les résultats obtenus sont consistants avec la théorie selon laquelle il existait une

relation étroite entre lI'adhésion et l'agrégation (Dowdell et al., 2019).
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Figure 50 : Le pourcentage d’auto-agrégation des isolats
d’Enterococcus sp. C2, C3 et C4

2h
4h
6h
10h
24h

124



Résultats et discussions

——C2 —8—C3 C4 < —=—C2 —A—C3 c4
S < 60
g 50 ® 50
M 40 il S
= e S 40
= 30 & 30
8 20 g 20
g 10 S 10
8 0 . }:,/ 0
2H 4H 6H 10H 24H 2H  4H 6H 10H 24H
Figure 51 : Le pourcentage de co- Figure 52 : Le pourcentage de co-
agrégation des isolats avec B.C. agrégation des isolats avec S.A.

Toutes les souches sélectionnées d’Enterococccus sp. C2, C3 et C4 ont démontré
la capacité de co-agrégation avec les deux bactéries pathogeénes testées (Figure 47, 48).
Mais, il fallait souligner que les taux de co-agrégation étaient dépendants du temps et
spécifiques aux souches.

Par rapport aux autres isolats, Enterococcus sp. C3 a montré les pourcentages de
co-agrégation les plus élevés avec les deux souches indicatrices, Bacillus cereus
(47,65%) et Salmonella abony (53,6) apres 24h. Cependant, Enterococcus sp. C2 et
Enterococcus sp. C4 présentaient des taux plus proches, dans le temps (41,66%,
40,26%) avec B.C. et (31,5%, 32,95%) avec S.A. apres 24h, respectivement

L'auto-agrégation et la co-agrégation des probiotiques sont importantes pour

empécher la colonisation des surfaces par les pathogénes (Li et al., 2020).
7. ldentification génotypique des souches pures

Sur la base du séquencage de I'ARNTr 16S, les isolats Enterococcus sp. C2, En-
terococcus sp. C3 et Enterococcus sp.C4 du TGI ont été taxonomiquement identifiées

comme des especes d'Enterococcus.

Le sequencage comprend les séquences en FASTA et les chromatogrammes qui
sont mentionneés ci-dessous.

Gene d'ARN ribosomique 16S de la souche CAU8374 d'Enterococcus faecium a 99
%, séquence partielle

ID de séquence : MF424710.1
>C2.6S_27f

TATCTGTAACGGAGCTTGCTCCACCGGTAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAG-
TAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAA
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ACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGG-
TGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CATTGGGACTGAGA-
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCC
GCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGAT-
GAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGG-
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGA
AGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC-
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGG-
TTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG-
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCT
TCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTC-
TAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAATCATCATGCCCCTTATGACTGGGCTA
CCACGTGCTACATGGGAAGTCA

Gene d'ARN ribosomique 16S de la souche BPB31 d'Enterococcus faecium a 99%,
séquence partielle
ID de sequence : MK748264.1 L

>C3.16S_27f
TATTAAGAGGAGTGCCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA-

GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGC
GCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGG-
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCT-
GACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGA
GAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCA-
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT-
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC-
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGG-
TTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG-
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCT
TCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG-
TTAAGTCCCGCACGAGCGCACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACCACCTGCT

Geéne de I'ARN ribosomique 16S de la souche B_8LAB d'Enterococcus durans, a
99% du séquence partielle

ID de séquence : MF405179.1

>C4.16S_27f

AATAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCA-
GAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGC
GCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGG-
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACA
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GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCT-
GACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGA
GAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCA-
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT-
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC-
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGG-
TTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG-
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCT
TCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCACCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG-
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGACTCTAGCAGACTGCCGGTGA
CAACCGGAGGAAGTGGGGATGACGTCAATCATCATGCCCTTAGGACTGGGCTAC-
CACGTGCTACATGGGAAGTCAACG

Les liens entre les souches et leurs séquences comparables correspondantes pro-
venant d'autres bactéries etroitement apparentées sont montrés par l'arbre phylogéné-
tique illustré dans la Figure (53). Les deux souches d'Enterococcus sp. C2 et C4 ont
vu leurs séquences partielles du gene ARNr 16S ajoutées a la base de donnees Gen-
Bank ; leurs numéros d'accession sont respectivement ON377335 et ON383936. L'ana-
lyse de la séquence de I'ARNr 16S a révélé que les souches étaient tres similaires aux
especes d'Entérocoques. On peut observer sur lI'arbre phylogénétique que Enterococ-
cus sp. C4 et C2 sont regroupés dans le clade 11 avec Enterococcus lactis BT159 et
Enterococcus faecium DSM 20477. Enterococcus durans 100479 et Enterococcus
thailandicus NBRC 101867 sont membres du premier clade (Figure 53).
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Figure 53 : Analyse de l'arbre phylogénétique par la méthode du maximum de
vraisemblance des souches Enterococcus C2 et C4.

Au cours de ’analyse de la phylogénie moléculaire par la méthode du maximum
de vraisemblance, les valeurs de bootstrap sont représentées par des cercles sur les
branches et les longueurs des branches sont exprimées en termes de nombre de subs-
titutions par site, et I'arbre est représenté a I'échelle.

L’arbre phylogénétique présenté dans la figure (54) est construit en utilisant les
séquences ARNr 16S des souches selectionnées et leurs souches types les plus proches,
l'analyse de la séquence ARNr 16S partage une identité avec ses voisins les plus
proches. Les séquences de génes ARNr 16S partiels de la souche Enterococcus sp. C3
ont été ajoutées a la base de données GenBank ; son numéro d'accés est : ON383934.
Les études de séquencage de I'ARNr 16S indiquent une grande similarité entre les
souches et les espéces d'Enterococcus. D'apres l'arbre phylogénétique (Fig. 54), on
remarque que Enterococcus faecium C3 et Enterococcus faecium NBRC 100486 sont
regroupés ensemble dans le clade 11. Enterococcus durans C2, qui est plus étroitement
lié a Enterococcus durans JCM 8725, est membre du premier clade.
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Figure 54 : Analyse de I'arbre phylogénétique d’Enterococcus sp. C2 et Enteroco
ccus sp. C3 par la méthode du maximum de vraisemblance.

Toutefois, l'attribution définitive de ces isolats au genre Enterococcus serait dis-
cutable car il s'agit d'un genre connu pour couvrir des especes qui ne peuvent pas étre
classées dans le genre Enterococcus délimitées uniquement sur la base de leur géne
ARNTr 16S. Une identification fiable serait possible si elle était basée sur l'analyse de

génomes complets.

Plusieurs espéces d'entérocoques ont été isolées a partir de poissons, tel que E.
faecium (Thapa, 2006 ; Gomez-Sala, 2015) et E. durans (Migaw et al. 2014). Selon
Franz et al. (2004) et Giraffa (2022), les souches bactériennes prédominantes du genre
Enterococcus ont été isolées a partir de fruits de mer non cuits (mollusques, poissons
et filets de poisson) E. faecium et E. faecalis, tandis que E. hirae et E. durans ont été

trouvés en plus faible proportion.

L’exploration du génome a la recherche de composés antimicrobiens dans les
entérocoques associés aux especes marines sauvages a été décrite par Prichula et al.
(2021), les bactéries des environnements marins sont particulierement prometteuses.

73 composés antimicrobiens putatifs ont été identifiés, dont 61 bactériocines (83,56

L I I e Enterococcus faecium ATCC 19434
) 034 ‘ ————————#--------=-- Enteracoccus faecium HBUAS62664

129



Résultats et discussions

%), 10 terpénes (13,70 %) et (13,70 %) et 2 (2,74 %) liés a des peptides non riboso-

miques putatifs
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Conclusion

L’environnement aquatique est trés complexe, présentant une grande diversité
biologique. A cet effet, diverses souches lactiques ont été identifiées et analysées a
partir de divers produits de péches. Ces types de souches lactiques marines offrent
certains attributs technologiques par rapport aux autres bactéries lactiques. A travers
cette approche, de nombreuses recherches ont été menées dans le contexte d’étudier
les caractéristiques technologiques, génétiques ou organoleptiques de nouvelles
souches "sauvages" isolées de niches écologiques non laitiéres. Bien qu’elles soient
recherchées pour leur potentiel technologique, leurs bactériocines sont impliquées
dans la biopréservation des aliments. Le microbiote des produits de la mer constitue
une source de souches bioprotectrices, pouvant étre exploité pour répondre aux
besoins des consommateurs qui tendent vers les aliments naturels, sains et

fonctionnels.

A Tissue de cette étude, Vingt isolats lactiques ont été isolés du tube digestif de
poisson marin. Aprés une pré-identification phénotypique des isolats lactiques, un
premier screening a été réalisé en fonction de I’activité antibactérienne. 05 isolats ont
été sélectionnés parmi les 20 isolats pour la suite de cette étude. La caractérisation
phénotypique (morphologique, physiologique et biochimique) a permis d’identifier 3
souches de forme coque (ovoide) appartenant au groupe des entérocoques nommees
Enterococcus sp. C2, Enterococcus sp. C3 et Enterococcus sp.C4. Ainsi que deux
souches de forme batonnet (bacille) présumées appartenant au groupe des
Carnobactéries nommées Carnobacterium sp. C10 et Carnobacterium sp.C12. Un
second screening, sur la base de la caractérisation technologique des isolas
sélectionnés, a été effectué en terme de la production de bactériocine, ’activité
acidifiante, protéolytique lipolytique et amylolytique, la production des EPS et
d’acétoine ainsi que la recherche de la citratase. Ce qui a conduit a retenir les trois
isolats Entreococcus sp. C2, Entreococcus sp.C3 et Entreococcus sp.C4.  Des
criteres de performance portant sur la résistance aux antibiotiques, la production des
amines biogénes et ’activité hémolytique, ont €té aussi examinés. Les facteurs de
virulences (la recherche de la gelatinase, I’activité hydrophobe, I’auto-agrégation et
la co-aggrégation) ont été ainsi déterminés. Les Galeries APl 50 CHL ont été
utilisées pour compléter l'identification de ces 03 isolats. L’identification initiée, a

été confirmé via le séquengage des génes de I'ARNr 16S aprés I'amplification par
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PCR (identification génotypique). A la lumiére, de cette identification moléculaire, il
découle que les isolats appartiennent au genre Enterococcus sp. On a pu identifier
Enterococcus faecium, Enterococcus lactis que durans et Enterococcus sp.

Les trois souches d’Enterococcus exercent des effets inhibiteurs vis-a-vis au
moins deux bactéries pathogenes utilisées dans ce travail (B.cereus, B.subtilis,
S.abony, Escherichia coli et Staphylococcus aureus,...). Les souches lactiques isolées
dans cette étude ont développé des substances antibactériennes thermostables de
nature protéique, maintenant leur effet bactériostatique sur une large gamme de pH.
Il est possible d'utiliser ces molécules bioactives dans les aliments, car ils sont stables
a des pH et des températures spécifiques en fonction de leurs niveaux habituels dans
les aliments et des opérations de traitement. Elles ont également démontré une
activité hydrophobe, une auto-agrégation et une co-agrégation. Ces caractéristiques
conférent a ces isolats le pouvoir de coloniser I’intestin. On peut conclure que ces
souches provenant de produit de péches présentaient des caractéristiques
technologiques importantes faisant d’elles d’intéressantes candidates pour une
éventuelle intégration en industrie alimentaire. La souche lactique C3 semble la plus
pertinente sur le plan technologique présentant des aptitudes technologiques
prometteuses (peu acidifiante avec un effet inhibiteur significatif, faible activité
proteolytique et lipolytique, dégradation de I’amidon et du citrate). De plus, la
caractérisation de la sécurité a confirmé que la souche ne présente aucun facteur de
virulence notable, ni résistance a la vancomycine (intermédiaire).

Nos découvertes auront d’importantes répercussions pour le secteur alimentaire et
cette étude contribuera a I’innovation alimentaire en offrant des saveurs spécifiques,
une élaboration de méthodes de conservation naturelle des aliments plus sécurisés et

plus efficaces tout en apportant des bienfaits pour la santé.

En perspective, des études approfondies doivent complémenter ce travail tels que :

» Purification et identification des bactériocines par des méthodes
chromatographiques (HPLC... etc).

» Caractérisation des génes impliqués dans la production de ces substances active.

» Dosage d’amine biogéne par HPLC pour estimer leur concentration (déterminer

la dose sans effet néfaste).
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» Approfondir les mécanismes d’action utilisés par les bactéries pour I’activité

inhibitrice de bactériocine.

Dans le prolongement des travaux initiés dans cette these, il serait pertinent de
continuer a décoder les voies impliquées dans le mode d’action. Toutefois, la
capacité des bactéries lactiques a produire des bactériocines a une dose contrélée et
leur & jouer de maniére efficace et stable sur les fonctions antibactériennes et de
conservation des aliments, représentent la future orientation pour le développement

de la synthése des bactériocines dans l'industrie alimentaire.

Les chercheurs du monde entier sont a la recherche d'alternatives possibles pour
s'attaquer au probléme de I’antibiorésistance. La forte activité spécifique de certaines
bactériocines contre les pathogénes cliniques, méme contre les souches multi

résistantes, offre une solution possible a ce probleme croissant.

De par la production restreinte de ses bactériocines, bien que certaines d'entre elles
soient precieuses, certaines bactéries lactiques ne sont pas suffisamment
performantes pour servir de bactéries industrielles. Ainsi, l'emploi de la
biotechnologie synthétique pour procéder a une transformation spécifique des

souches peut contribuer a la production de certains produits a haut rendement.

Notre prochaine recherche se concentrera sur I'extraction d'enzymes impliquées
dans le métabolisme, notamment des protéases et des lipases. L'évolution de la
technologie enzymatique et la compréhension accrue de l'action des enzymes
d’origine marine offrent d'importantes opportunités pour la production économique
d'enzymes pertinentes destinées a la commercialisation grace a la technologie de
I’ARN recombinant. En outre, nos recherches mettent l'accent sur les utilisations
médicales possibles des isolats résistants a de nombreux antibiotiques, et nous

envisageons d'approfondir leur utilisation dans la thérapie clinique.

En exploitant les capacités de ces isolats pour produire des starters bactériens, on
pourrait considérablement augmenter la qualité et la sécurité des produits

alimentaires.
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Annexe 1

Annexes
Annexe 1 : Milieux de culture

¢ Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharpe, 1960)

EXtrait de IeVUIE ..o 50

Extrait de VIANAe .......o.ooniiiti i e 109

PO PtONE. ... e e e 10¢g

Citrate de SOAIUIM ...ttt e e e e e e o 29

ACELAte 08 .SOAIUIML. ... .ottt e 59

GIUCOSE. ettt 20 g
KH2P O 4. e 29

MOS0 e 0,259
TWEEN 8O0, ...ttt ImL
IMINS O, . e e 0,05¢g
N 2L T P 159
Eaudistillée ..., 01 o T 1000 mL
pH 6,5

Autoclavage 120 °C pendant 20 min
e Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Eliker, 1962)

07510 3T 109
Extrait de IeVUre .......ooii e 59
B 1o o] 1 23 01N 100 g
Citrate de SOIUM. ... oo e 1lg
GIUCOS . ettt e 50
(€ 11511 (T 259
SOAIUM AZIAE .. v et e 0,075¢g
N =T V. PR I5¢g
Eaudistillée ..o, 01 o N 1000 mL
pH 6,5

Autoclavage 120 °C pendant 20 min
e Milieu ESM (EPS Selection Medium) selon Bachtarzi et al. (2019)

LAt ECIEME . e 90g/I
EXtrait de levure. ... ... 3,59/
P PIONE ..t 3,59/
GIUCOSE. .ot 10 g/i

Autoclavage 105°C pendant 15mn
e Eau physiologique

Chlorure de SOAIUIM .. ...ueeit e 85¢g
PePtONe. ..o e 05¢g
Eaudistillée ................ooooiiiiiin. 01 o 1000 mL
pH 7,0

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes
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e Mueller Hinton (Mueller et Hinton, 1941) Geélose molle

INFUSION de VIande. ..........ooovvniiii e, 300cm?
PEPtONE A8 CASEINE. ...\ vttt 17,5g
AMIAON U8 MATS. ..ttt ettt et e eaaaas 1,59
QA A AT . .t 8,59
BaU dISHIIEE. ..o 1000mL

Autoclavage 120°C pendant 20mn
¢ Gelose nutritif (GN)

Extrait de viande...........ooiiiiiiii e 19
ExXtrait de LIeVUIe. . ..o 2g
POPIONE. ..o e S5g
Chlorure de SOAIUM. ......uii i e e e e ns S5¢g
T2 o . .15¢
Eau distillée. .....veiie i 1000ml

e Gélose au citrate de sodium

Lait €créme StETTIC. .....v ettt e 5mi
Citrate de SOAIUML ...t et 0,25¢g
GEloSe DIANCRE. ..o 3ml
Eau distillée. .....ovie i 1000 ml

e Gélose blanche

N 2T N . 159
Eau distill€e. ....o.oiniie e 1000 ml
¢ Gélose nutritive (pH 7,4)

ChIOrure de SOOIUM .......ccui i ettt e e e e e ene s 590
EXIrait de VIANGE ......coeieecie ettt st enes 59
o 0 (0] PRSP PPRRPRRPRN 109
(=] (o1 ST 15¢
EaU ISTHIEE GSP .vveiveeieiee ettt eae s 1000 ml
e Milieu APT

7 01107 TS 10g
EXtrait de IeVUIe. ... .o e 59
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Citrate de SOQIUIML. ... ..ttt et et e eaaaas 5¢g
N .o 59
SACCRATOSE. ..ottt s 10g
TWEBN B0 .., 1ml

IMOSO4 . TH20 ... e 0,89
MNCL2.AH20 ..o 0,14¢g
FESOA.TH20. ... e 0,04g

A - A AT . e e 159
BaU distillée. ..o 10 mi

Autoclavage 120°C pendant 20 mn.

e Milieu de Moéller a I’arginine

PePIONE ..o e Sg
Extrait de viande...........ooiiiiiii i e 50
GIUCOSE . uvii i e e 05¢9
Pyridoxal ... e 5mg

Pourpre de bromocresol ..........ccooiiiiiiiiiiiie e 0.1

Rouge de crésol ... 5mg
ATGINING Lottt e et —————— 109
Bau distillée ....... ..o 1000 ml
pH 6.8

Autoclavage a 120°C pendant 15 a 20 mn



Annexe 2

Tableau 1 : Caractéristiques des bactéries lactiques (Axelsson, 2004)

3 2
E 3 -2 2 ¥
t 1 3 f giEyy i G
£ 2 k § 315333 E 3
£ 5 5 § ffesd ¢ B
8 ¥ 3 & 8¥%3d a4 & =
Morphuodog B B [ C L C C C C C
Tards - - - - - - ' - -
Crisance » 19°C $5 TS 4 + 4+ ofe = X +
Criesance 3 45°C - e . * . - fe  +e - ~
Criessance 2 ﬂ’ 44 d +h . . -'e + - - +/e
Cresance apl 06 - - . ‘ ~ Q - - ' -
Crosssance 8 6. 4%: N1 “ +l - . - - ' - + +'.
Croesance 3 187 Nl - - - - . - - : + -
Prodcice & C0), s #f - - - - - - ‘
Prodctice daoud Boligee | li.‘l 1 I 1 o ‘l‘. 1 Lo
B baalln ;€ soque  ad ceoditazzas = vmubles ddzs b mipecns
Tableau 2 : Les paramétres de 1’acidification en fermentation discontinue
Attributs ABBC10 ABBC2 ABBC3 ABBC4 ABBC12
D.O initiale 0.05 0.02 0.03 0.06 0.04
D.O finale 0.23 0.19 0.17 0.25 0.16
Acidité initiale 29 24 23 30 22
Acidite finale 66 55 50 70 40
Acidité formée 37 31 27 40 18
pumax in ht 0.108 0.108 0.111 0.103 0.056
QAc max in g/g.h 18.933 13.390 13.450 20.361 8.988

Productivité max in g/L.h 14.814 12.158 11.602 16.363 11.365
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Tableau : Profil fermentaire des bactéries lactiques

C2 C3 C4
Glycérol +/- +/- +/-
Erythritol +/- +/- +/-
D-Arabinose +/- + +/-
L-Arabinose +/- + +
Ribose +/- +/- +/-
D-Xylose +/- +/- +
L-Xylose + +/- +/-
Adonitol + - +/-
Méthyl-Xyloside + +/- +/-
Galactose + + +/-
Glucose + + +
Fructose + + +
Mannose + + +
Sorbose +/- + +/-
Rhamnose +/- + +/-
Dulcitol +/- + +
Inositol +/- + +
Mannitol + + +/-
Sorbitol +/- + +/-
Méthyl-D-Mannoside + +/- +
Méthyl-D-Glucoside + +/- +/-
N-Acétyl-Glucosamine + + +
Amygdaline + +/- +/-
Arbutine + + +
Esculine + + +
Salicine + + +
Cellobiose + + +
Maltose + + +
Lactose +/- + +/-
Mélibiose + + +/-
Saccharose + + +
Tréhalose + + +/-
Inuline + + -
Meélézitose +/- +/- +/-
D-Raffinose +/- + +/-
Amidon + +/- +/-
Glycogéne + + +
Xylitol + - +/-
Gentiobiose + + +/-
Turanose - +/- +/-
Lyxose +/- +/- +/-
Tagatose +/- + +
D-Fucose +/- +/- +/-

L-Fucose +/- + +/-
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D-Arabitol + + +/-
L-Arabitol + + +
Gluconate + +/- +/-
2-cétogluconate - - -
5- cétogluconate +/- +/- +/-




Annexe 4

Tampons, solutions et réactifs

1) Tampon phosphate 0,1M a pH7

-Solution A : 0,1 M potassium di-hydrogenophosphate

Dissoudre 13,619 de KH2PO, 2H,0 dans 1000 ml eau distillée

-Solution B : 0,1M di-sodium hydrogenophosphate

Dissoudre 17,89 de Na2HPO4 2H,0 dans 1000 ml eau distillée

Pour obtenir un tampon phosphate 0,1M a pH 7 : il faut mélanger 40 ml A et 60 ml B.
2) Réactif de bleu de Comassie G-250

Dissoudre 100 mg de bleu de Comassie G-250 dans 50 ml d’éthanol a 95°. On ajoute pour
cette solution H2SO4 a 85%. Diluer la solution résultante pour un volume final de 1000 ml.

3) Ninhydrine

Dissoudre 0,8 g de la ninhydrine dans 80 ml d’éthanol a 99,5% et 10 ml d’acide acétique,
suivi d’une addition de CaCl; dissout dans 1 ml d’eau distillée.
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ACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGTCA
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GCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT

460 510
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AAGCGGTGG AGCATGTGG TTTAATTCGAAGCAACGCG AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTU CTAGAGATAGAG
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TGAGTAACAC GTGG GTAACC TG CCCATCAGAAGG GGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCAT

180 260
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GG TTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGC TGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG GCTTCAC
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CAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT CCTACGGGAGGCAGCA

430

350 360 370 380 390 400 410 420
GTAGGGAATCTTCGGC CAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTT TTCGGATCGTAAAACTCTGTT

440 450 460 470 480 490 500 510
GT TAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTC CATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCTCAGCAG
— —
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ABSTRACT

The present study focused on the screening of
the technological properties of Enterococcus iso-
lated from the Gastro-Intestinal Tract of fresh fish of
the Algerian coast. The technological characteriza-
tion (antibacterial activities, acidifying ability, pro-
teolytic and lipolytic activities, and production of
exo-polysaccharides) and the safety one were stud-
ied to select the most appropriate LAB isolate to be
used for the reinforcement of the antibacterial activ-
ity and the organoleptic properties in the food indus-
try. These isolates showed low acidifying, proteo-
Iytic, and lipolytic activity and produced small
amounts of exo-polysaccharides. Our research also
showed that both Enterococcus sp. C2 and Entero-
coccus sp. C4 isolates displayed direct antibacterial
activity against Staphylococcus aureus, Bacillus ce-
reus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella
abony and toward Lactobacillus plantarum, Leuco-
nostoc pseudomesenteroides and Pediococcus pen-
tosaceus. Furthermore, we investigated indirect anti-
bacterial activity through LAB isolates supernatant.
It is worth noting that antibiotic resistance was ob-
served in Enterococcus sp. C2 against all the antibi-
otics tested except spiramycin, while Enterococcus
sp. C4 showed resistance only to amoxicillin, tetra-
cycline, and penicillin. Notably, both isolates were
unable to produce biogenic amine from ornithine and
lysine. Overall, our findings have significant impli-
cations for the food industry, and this research will
contribute to the development of safer and more ef-
fective food preservation methods.

KEYWORDS:
Enterococcus sp., lactic acid bacteria, technological char-
acterization, antibacterial activity

INTRODUCTION

Due to the large unexplored biodiversity, ma-
rine environments and bacteria are especially prom-
ising [1]. Biopreservation using lactic acid bacteria
of marine origin was applied by Gomez-Sala et al.
[2]. Lactic Acid Bacteria (LAB) are a genetically di-
verse group of bacteria, encompassing rod-shaped
bacteria such as Enterococci, Pediococci, or Leuco-
nostoc [3], they have been used for a long time in
food processing and preservation (alternative to
chemical products). Due to their proteolytic activity,
lipolytic activity, and diacetyl production [4], Enter-
ococcus sp. have played a major role in the prepara-
tion of various fermented kinds of milk and meat
products for generations, and they are mainly used
for the refining of cheese products and the develop-
ment of their aroma [5, 6]. However, the production
of biogenic amines can be a negative factor associ-
ated with the use of lactic acid bacteria [7].

Enterococci are part of the commensal flora of
the gastrointestinal tract of humans and animals
which constitutes their predominant habitat even
though they represent only a small proportion of the
intestinal consortium, generally comprising less than
1% of the adult microflora [8, 9].

During the last decennium, various investiga-
tions on the isolations of LAB in fin fish have been
accomplished. According to Merrifield et al. [10]
members belonging to Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus, Carno-
bacterium, Pediococcus, and Weissella genera are
indigenous species in finfish.

E. faecium was founded by Séanchez et al. [11]
in fish and seafood. E. faecium NKR-5-3 was iso-
lated from fermented fish [12]. Several studies in the
last decade have revealed the useful application of
enterococci in foods [6, 13]. These microorganisms
play an interesting role in the preservation (extension
of shelf life) and the bacteriological quality of food
while keeping their nutritional and organoleptic
characteristics. However, enterococci also contrib-
uted to the fermentation of different foods (milk,
vegetables, meats, or fish) and can produce diverse
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antimicrobial substances (lactic acid, bacteriocins, or
hydrogen peroxide) that make them important in the
industry [14]. Bacteriocins can also find applications
in the medical sector [15] where they can be ex-
ploited as antimicrobial agents in the pharmaceutical
industry [16]. Entrococcus generas are useful in the
treatment of diarrheal diseases caused by food-re-
lated pathogens and are also used as probiotics [17].
In their study, Hyewon et al. [18] demonstrated that
L15EPS (EPS from LAB E. faecium L15 EPS) may
have therapeutic value in bone regeneration as po-
tential postbiotics.

Technological characterization of Enterococ-
cus from fish has been reported. Thapa [19] de-
scribed the technological properties of Enterococcus
isolated from traditional process fish products and
Migaw [20, 21] characterized Enterococci bacterioc-
inogenic strains from fish viscera. Extensive studies
interested in dairy products, little works focused on
the technological characterization of Enterococcus
from fish.

Accordingly, this paper describes the isolation,
antimicrobial spectrum, molecular, technological
and safety characterization of Enterococcus strains
originating from gastrointestinal tract (GIT) of fresh
fish.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of lactic acid bacteria (LAB). Lactic
acid bacteria (LAB) were isolated from the gastroin-
testinal tract (GIT) of two fish species (Sardina
sarda and Sarda pilchardus). The GIT samples were
homogenized in a saline solution containing 0.9 %
of NaCl. A series of decimal dilutions is performed
(up to 1075). 100 pl of each solution were spread on
MRS agar as demonstrated by Mokrani et al. [22].
The Petri dishes were then incubated at 30 °C for 24
to 48 h. The isolates were purified by successive sub-
culturing until pure colonies are obtained and stored
in 20 % glycerol broth at -20 °C.

Antibacterial activity. The Spot On Agar Test
(SOAT) adapted by Fleming et al. [23] using eight
indicator strains was used for the screening of the an-
tibacterial activity. Petri dishes containing MRS agar
were spotted with 18 h cultures of lactic isolates.
This later was covered after 24 h of incubation with
a second layer of 7 pl of Muller Hinton agar (MH)
containing each indicator strain. Petri dishes were
examined for clear zones after a second incubation
of 24 h.

The LAB isolates showing direct antimicrobial
activity were selected based on their antimicrobial
activity spectrum and assayed for the presence of
bacteriocin activity in their cell-free culture superna-
tants by an agar well-diffusion test (ADT) as de-
scribed by Schillinger and Luke [24]. To evaluate
their inhibition amount, Petri dishes are cast by MH

10

agar of about 20 pl in which wells are dug and are
subsequently filled with 50-100 pl of LAB isolate
supernatants. Petri dishes were examined for clear
zones after 24 h of incubation.

Phenotypic and genotypic identification. Iso-
lated strains were examined for Gram stain, catalase,
oxidase, ADH, and typical fermentation according to
Bergy’s Manual. Biochemical analysis was applied
for the selected strains using the API 50CH system
(BioMerieux, France), and the results were inter-
preted using the APIWEB program. Bacterial RNA
was extracted using the Macherey-Nagel Nucleospin
Kit following the extraction procedure of the kit sup-
plier (Macherey-Nagel Germany). The extracted
RNAs were assayed with the nano drop 2000 for the
determination of their quantities and qualities by
looking at the ratio of the wavelength ratio 260/280
and 260/230. Amplification was performed using the
Biorad P100 thermal cycler (Biorad, USA). The uni-
versal 16S primers: 27f (forward) 5'-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3' and 1492R (Reverse) 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3', the amplification
products were revealed by 1% agarose gel electro-
phoresis by deposition of 10ul of PCR product fol-
lowed by staining in an ethidium bromide bath
(0.5pg/ml). After migration, the RNA is visualized
and photographed under UV light. PCR products
were purified by the Clean up kit from Macherey-
Nagel (Macherey-Nagel Germany) following the
protocol described by the supplier.

The identification of selected isolates was con-
firmed by sequencing 16S rRNA genes after PCR
amplification. Isolated and purified PCR products
were sequenced by the Sanger technique [25] using
the big Dye v3.1 kit from Applied Biosystems and
by using the primers that were used for PCR ampli-
fication. The sequences obtained were analyzed and
cleaned up using the CHROMAS PRO. Sequence
alignment was done using MUSCLE [26]. The evo-
lutionary history was inferred by using the Maxi-
mum Likelihood method based on the Kimura 2-pa-
rameter model [27]. The tree is drawn to scale, with
branch lengths measured in the number of substitu-
tions per site. The Neighbor-joining algorithm was
used to obtain the initial tree [28]. The analysis in-
volved 20 nucleotide sequences. Evolutionary anal-
yses were conducted in MEGATY [29]. The tree was
visualized with iToL [30].

Technological characterization of the se-
lected LAB isolates.

Acidification activity and kinetic of growth.
The acidifying activity was performed according to
Kihal and Prevost [31]. Kinetics of growth and acid-
ification were determined in sterile skim milk. Tubes
containing 10 mL of sterile skimmed milk were in-
oculated with 2 % of 18h fresh cultures. After 4 h, 8
h,12 h, 16 h, 20 h, 24 h, 48 h, and 72 h of incubation
at 30 °C, the acidification is studied using a pH meter
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and the Kinetic growth was determined by spectro-
photometer after clarifying milk medium with
EDTA (at 1 %) [32]. The kinetic growth parameters
(umax inht, QAc max in g/g.h, productivity max in
g/L.h) are respectively, specific rate of growth, spe-
cific rate of acidities production, the productivity of
acidities obtained from each strain growth curve us-
ing specialized software KaleidaGraph.

Proteolytic activity. Proteolytic activity was
evaluated on milk agar (at 10 % sterile skim milk).
Surface-dried plates of this agar were spotted with
24 h old cultures, incubated at 30 °C for 48 h, and
examined for any clearing of casein around and un-
derneath the growth [19]. It was determined by
measurement of the diameter of the clear zone sur-
rounding the inoculated spots (mm). After 72 h of
incubation of sterile skim milk previously inoculated
at 1 % with 24 h old culture, quantification of pro-
teins (evaluated as free amino acid in medium) was
performed as described by Folkertsma and Fox [33]
using Cd-ninhydrin reagent. It is a determination of
freeamino-acid-NH; groups in the culture superna-
tants at a wavelength of 507 nm. The results obtained
were expressed in millimoles of glycine equivalent
per liter of milk using a standard range made with a
glycine stock solution according to the method
adapted from Bouton et al. [34].

Lipolytic activity. Determination of lipolytic
activity was assessed using the agar plate assay on
MRS medium supplemented with 2 %, 3 %, and 5 %
of Tween 80, Tween 20, or olive oil as described by
Karam [35]. The LAB isolates were inoculated in
spots from young precultures of 18 h. When a clear
zone was formed around the colonies, the results
were considered positive. Lipolytic activity was
evaluated by the determination of free fatty acids in
the supernatant of young cultures of lactic isolates
after centrifugation at 12000 rpm for 30 mn [36]. The
titration was performed with KOH solution and phe-
nolphthalein under mechanical agitation until the
color turned to pale pink. The volume of KOH was
noted.

Exopolysaccharide production (EPS). Pro-
duction of exo-polysacccharides was performed on
Mayeux hyper sucrose agar according to Nieto-Arri-
bas [37]. After incubation for 24-48 h at 30 °C, the
EPS-producing colonies appear large and slithery.
EPS quantification was performed in ESM (EPS Se-
lection Medium) broth according to Bachtarzi [38].
The medium containing 90 g/l skim milk, 3.5 g/l
yeast extract, 3.5 g/l peptone, and 10 g/l glucose was
inoculated at 2 % of LAB isolate preculture to be in-
cubated at 30 °C. The determination of EPS was per-
formed by the phenol-sulfuric acid method using
glucose as standard [39].
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Safety characterization.

Antibiotic resistance. The resistance to antibi-
otics was tested according to the method published
by the antibiogram committee of the French Society
of Microbiology (CASFM). The isolates were
screened for their resistance to amoxicillin (10 ug),
erythromycin (15 ug), gentamicin (10 ug), penicillin
G (10 ug), spyramycine (10 ug), tetracycline (30
Mg), vancomycin and nalidixic acid (30 pg). The di-
ameter of the disc diffusion zone was interpreted
based on the tables of the Clinical and Laboratory
Standards Institute [40], the isolates were classified
into three categories: resistant (R), intermediate (1)
and susceptible (S).

Hemolytic activity. Hemolytic activity was
performed as described by Giraffa et al. [41]. Bacte-
rial cultures were inoculated on Columbia agar sup-
plemented with 5 % of horse blood and incubated at
37 °C for 24 h. Any changes on the plates were re-
ported y-hemolysis (no zone) or a-hemolysis (green
zone) around colonies was considered non hemo-
lytic; while B-hemolysis (clear zone) was considered
as hemolytic [42].

Biogenic amine production. The decarbox-
ylase test for the production of biogenic amines was
performed according to Maijala and Eerola [43] with
the addition of the following amino acids as precur-
sors: lysine, ornithine, adenine and tyrosine.
Precultures of LAB strain isolates were spotted on
Petri dishes containing decarboxylating agar supple-
mented at 0.25 % with each of the previous precur-
sors. After incubation, biogenic amine production
should have been detectable by the presence of a pur-
ple halo surrounding the spots.

Statistical analysis. Statistical analysis were
performed using SPSS (Ver. 20). Numerical data
corresponding to technological characteristics were
subjected to analysis of variance (ANOVA) at a sig-
nificance level of P <0.05. Statistical differences be-
tween the means of the properties were noted and all
analyses were made in triplicate.

RESULTS

Antibacterial activity. 20 bacterial strains
Gram-positive, catalase negative, and oxidase nega-
tive were screened for their antibacterial activity
against eight indicators strains, three of them are lac-
tic acid bacteria LAB (Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc pseudomesenteroides and Pediococcus
pentosaceus), the remaining five are : Escherichia
coli, Salmonella abony, Staphylococcus aureus, Ba-
cillus cereus and Bacillus subtilis, assayed by Spot
On Agar Test (SOAT) and well diffusion Agar Test
(WDAT). Two LAB isolates were selected for fur-
ther technological properties. Inhibitory spectra of
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these isolates against three LAB strains, Gram-neg-
ative (E. coli and S. abony) and Gram-positive path-
ogenic bacteria non-sporulated (S. aureus) and spor-
ulated (B. cereus and B. subtilis) is presented in Ta-
ble 1.

Bacterial strains identification and phyloge-
netic analysis. The isolated strains ABBC2 and
ABBC4 were identified phenotypically based on
their morphological and biochemical characteristics
and by APl 50CH gallery. The genus Enterococcus
comprises a ubiquitous group of non-spore-forming,
ovoid, Gram-positive bacteria [44]. They are chemo-
organotrophic facultative anaerobes with homofer-
mentative metabolism [17]. Their growth is between
10 °C and 45 °C, with an optimum growth between
35 °C and 37 °C [45], they can use mannitol and
arabinose but do not ferment inulin and can survive
under 60 °C/30 min. The results showed that Enter-
ococcus dominated the other genera in fresh fish.
The two retained isolates ABBC2 and ABBC4 were
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phenotypically classified as Enterococcus sp. C2 and
Enterococcus sp. C4 respectively.

The phylogenetic tree demonstrating the rela-
tionships between the strains with their correspond-
ing similar sequences from other closely related bac-
teria are shown in Figure 1. The partial 16S rRNA
gene sequences of the two strains Enterococcus sp.
C2 and Enterococcus sp. C4 have been deposited in
the GenBank database, accession numbers are re-
spectively: ON377335 and ON383936. 16S rRNA
sequence analysis showed high strain similarity to
Enterococcus species. From the phylogenetic tree,
we can see that Enterococcus sp. C4 and Enterococ-
cus sp. C2 are clustered together with Enterococcus
lactis BT159 and Enterococcus faecium DSM 20477
in clade Il. The first clade includes Enterococcus
thailandicus NBRC 101867 and Enterococcus du-
rans 100479.

TABLE 1
Antibacterial activity of the strains ABBC2 and ABBC4
ABBC2 ABBC4
L. plantarum JCM 1149 - +++
L. pseudomesenteroides NRIC 1777 ++ +++
P. pentosaceusATCC25745 ++ +++
E. coli ATCC 25922 +++ +++
S. aureus ATCC 43300 +++ +++
S. abony ATCC 6017 ++ +++
B. cereus ATCC 14579 +++ +++
B. subtilis ATCC 168 +++ +++

- No activity, + radius of inhibition zone
+++ radius of inhibition zone (>12 mm).

Tree scale: 0.01 +————

Clades
Clade |

Clade 11

(<6 mm), ++ radius of inhibition zone (6-12 mm),

——————————————— Vagococcus teuberi CG-21

——————————————— Enterococcus larvae BWM-S5

———————————— Enterococcus canis NBRC 100695
————————— Enterococcus mundtii ATCC 43186
— - Enterococcus thailandicus NBRC 101867
R Enterococcus durans NBRC 100479
————————— Enterococcus sp. C4
-r ————————— Enterococcus sp. C2
=== Enterococcus lactis BT159
——————————— Enterococcus faecium DSM 20477
— - - - - - - - Enterococcus pseudoavium LMG 11426
fffffffffff Enterococcus hirae ATCC 9790
E —————— Enterococcus villorum NBRC 100699
—————— Enterococcus ratti NBRC 100698
- - - Enterococcus viikkiensis IE3.2
—————— Enterococcus hulanensis 190-7
————— Enterococcus avium ATCC 14025
————— Enterococcus gilvus ATCC BAA-350
fffff Enterococcus raffinosus NBRC 100492
- - - - Enterococcus malodoratus NBRC 100489

FIGURE 1
Phylogenetic tree analysis by Maximum Likelihood method.
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FIGURE 2
Kinetic parameters of growth and acidity production by Enterococcus sp. C2 and Enterococcus sp. C4
strains during batch fermentations.

Technological properties.

Acidifying activity. Enterococcus sp. C2 and
Enterococcus sp. C4 isolates grew in milk and were
able to change milk’s pH after 12, 20, 24, 48, and 72
h of incubation. The tested LAB isolate Enterococ-
cus sp. C4 acidifies rapidly milk at the end of 12 h of
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incubation. However, the strain Enterococcus sp. C2
takes 20 h. After 72 h, the pH of LAB strains de-
creased to values lower than 5 (4.05) for Enterococ-
cus sp. C4. These strains are divided into low (En-
terococcus sp. C2; AT= 55 °D) to moderate acidify-
ing isolate (Enterococcus sp. C4; AT=70 °D). In
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agreement with Mrkonji¢ Fuka et al. [46] who found
that Enterococcus durans (ED0207) of dairy origin
exhibited medium acidification and Schirru et al.
[47] who reported that acidifying activity of E. fae-
cium isolated from goat’s milk was generally low
(Figure 2). Kinetic growth parameters evaluated are
. umax [specific rate of growth (u inh™)], specific
rate of acidities production (QAc in g/g.h) and
productivity of acidities in g/L.h. Values of the
growth parameters obtained differed between
strains. It depends on their capacity to grow in milk.
The two strains Enterococcus sp. C2 and Enterococ-
cus sp. C4 starts with an initial OD of 0.02 and 0.06
respectively and reaches the maximum values of
0.19 and 0.25 after 72 h of culture. During this period
of growth, they produce an amount of acidity of 31
and 40 respectively.

The study of the kinetic parameters indicates
that the two strains have low maximal specific rates
of growth (umax of 0.036 h! for Enterococcus sp.
C2 and 0.062 h** for Enterococcus sp. C4). The max-
imal specific rate of acidity production (QAc max) is
very high for the Enterococcus sp. C4 strain (36.43
g/g.h) compared to the Enterococcus sp. C2 strain
(27.93 g/g.h). Productivity is 12 g/L.h for Enterococ-
cus sp. C2 and 16 g/L.h for Enterococcus sp. C4.

Proteolytic activity. Results regarding proteo-
lytic activity demonstrated that the two tested iso-
lates were able to hydrolyze caseins. Enterococcus
sp. C2 showed no detectable activity for proteolysis
on milk agar plates, which can be considered as a
safety character according to Ahmadova et al. [48].
Whereas the strain Enterococcus sp. C4 showed the
highest diameter halo of degradation, though the es-
timated proteolytic activity of these strains revealed
that the LAB isolate Enterococcus sp. C4 is the one
with the highest value (3.185 mmol eq gly/I of milk)
compared with the isolate Enterococcus sp. C2
(1,809 mmol eq gly/l). Schirru et al. [47] in their
study reported low proteolytic activity in 2 among 4
tested E. faecium strains isolated from goat’s milk
(from Sardinia, Italy). Based on the results of Has-
sain [49] who found that the supernatant protein

value of LAB isolated from three breeds of drome-
dary raw milk in south Algeria, is evaluated in 72 h
at a level between 1.85 (E. faecium DN5) and 5.95
mmol eq gly/l (E. feacium DT2), our results are com-
prised in this interval (Figure 3).

Lipolytic activity. The two LAB strains
showed lipolytic activities revealed on agar with ol-
ive oil or Tween 80 (Table 2). The appearance of the
biggest clear zone of degradation is obtained by the
strain Enterococcus sp. C2 is evaluated by the quan-
tities of free fatty acid (FFA) and the moderate value
produced is measured as the concentration of NH;
released from isolate supernatant (1.25 pmol/ml)
against 1.166 pmol/ml for Enterococcus sp. C4 (Fig-
ure 3).

EPS production. The production of exopoly-
saccharids appeared on hyper sucrose agar (Table 2)
for the two tested LAB strains estimated by small
quantities (Enterococcus sp. C2; 0,93 g/l and Enter-
ococcus sp. C4; 0,7 g/l) in ESM (EPS Selection Me-
dium) after 48h (Figure 3).

Safety characterization.

Antibiotic resistance. Antibiotic resistance of
the two tested strains was performed against eight
antibiotics (ATB) using the disk diffusion method.
The LAB isolates Enterococcus sp. C2 showed re-
sistance to all the ATBs including Vancomycin, Na-
lidixic acid, and Gentamicin except Spiramycin
whereas Enterococcus sp. C4 showed resistance
only to Amoxicillin, Tetracyclin, and Penicillin. The
two tested strains were contradictory whose Entero-
coccus sp.C4was susceptible to Gentamycin, Vanco-
mycin, nalidixic acid and Spiramycin (Table 2).

Biogenic amines production. LAB isolates
were screened for their abilities to produce biogenic
amines. None of the two strains Enterococcus sp. C2
and Enterococcus sp. C4produced biogenic amine
from ornithine and lysine but they showed this abil-
ity from tyrosine and adenine. In particular, in the
presence of a pool of free amino acids as precursors,
E. faecalis, E. faecium, and E. durans strains are re-
garded to be strong tyramine producers [50].

TABLE 2
Antibiotic resistance of Enterococcus sp. C2 and Enterococcus sp. C4

Enterococcus sp. C2

Enterococcus sp. C4

Gentamicin
Amoxicillin
Tetracycline
Erythromycin
Vancomycin
Penicillin

Spiramycin
Nalidixic acid

w0 DOVIOIODOD

OVOnmVIOTn—0VOW

R resistant, S sensitive, | intermediate
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FIGURE 3

Protein, lipid, and EPS quantification for the strains Enterococcus sp. C2 and Enterococcus sp. C4

Hemolytic activity. Hemolysin is a toxin capa-
ble of causing hemolysis, encoded in either plasmid
or the chromosomal DNA, and it constitutes a signif-
icant virulence factor that affects the intensity of the
disease [51]. The hemolytic activity was detected in
E. mundtii and E. durans of dairy origin and two E.
casseliflavus strains of dairy and meat origin. Con-
trary to the current study witch recalled that Entero-
cocci isolate Enterococcus sp. C2 and Enterococcus
sp. C4 are interestingly hemolysin negative, accord-
ingly to results found by Gomez-Sala [52].

DISCUSSION

The present study aimed at the exploration of
the LAB of fresh Algerian fish and the investigation
of their metabolic activities (acidifying, proteolytic,
lipolytic, antibacterial activities and EPS production)
with a view to their potential application in food in-
dustry or medical field. 20 strains were selected from
two fish species captured along the Algerian coast-
line. Of these, two isolates were selected for their
high antagonist properties against several LAB and
food borne pathogens. The microbial load of peach
products showed that lactic cocci are the predomi-
nant LAB [53], which may be attributed to the high
concentration of salts in the sea [19]. Both ABBC2
and ABBC4 were active against pathogen microor-
ganisms such as Leuconostoc pseudomesenteroides,
Pediococcus pentosaceus, Escherichia coli, Salmo-
nella abony, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
and Bacillus subtilis. Based on the obtained results,
this two isolates have the most important antibacte-
rial activity produced well-defined inhibition halos
with a large spectrum (inhibition halo >12mm)
against all indicator strains tested (Gram-positive
and Gram-negative). Our results are relevant
and showed that these strains could be used in the
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control of food-borne pathogens, LAB could pro-
duce metabolites which have an important lytic ac-
tivity, such as bacteriocins, and if they are to be used
as starter cultures, then there would be an additional
effect of lactic acid production and competence for
substrates with other microorganisms [54]. The inhi-
bition spectrum of Enterococcus has been exten-
sively studied and characterized, particularly with
regard to Listeria monocytogenes, Staphylococcus
sp. and Clostridium sp., but also against Gram-nega-
tive bacteria, fungi and yeasts [14]. Antimicrobial
activity of Enterococcus spp. isolated from fish vis-
cera has been reported. Migaw et al. [20] described
the antimicrobial activity of E. durans strains, which
were isolated from fish viscera and inhibited the
growth of Listeria monocytogenes and other Gram-
positive bacteria, several species of enterococci have
been isolated from fish, such as E. faecium [19, 52]
and E. durans [21]. According to Franz et al. [8] and
Giraffa [50], the predominant bacterial strains of the
genus Enterococcus that have been isolated from un-
cooked seafood (mollusks, fish, and fish fillets) were
E. faecium and E. faecalis, while E. hirae and E. du-
rans were found in lower proportion.

Based on 16S rRNA sequencing, the LAB GIT
isolate strains ABBC2 and ABBC4 were taxonomi-
cally identified as Enterococcus species. They are
classified in clade Il, together with Enterococcus
faecium DSM 20477 and Enterococcus Lactis
BT159 respectively. Several species of enterococci
have been isolated from fish, such as E. faecium [19,
52] and E. durans [21]. According to Franz et al. [8]
and Giraffa [50], the predominant bacterial strains of
the genus Enterococcus that have been isolated from
uncooked seafood (mollusks, fish, and fish fillets)
were E. faecium and E. faecalis, while E. hirae and
E. durans, they were found in lower proportion.
However, the definitive assignment of these isolates
to the genus Enterococcus would be questionable as
it is a genus known to cover species that can not be
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delineated solely based on their 16S rRNA gene. Re-
liable identification would be possible if based on the
analysis of complete genomes.

Genome mining for antimicrobial compounds
in enterococci associated with wild marine animals
has been described by Prichula et al. [1], bacteria
from marine environments are especially promising,
73 putative antimicrobial compounds were identi-
fied, including 61 bacteriocins (83.56 %), 10 ter-
penes (13.70 %), and 2 (2.74 %) related to putative
nonribosomal peptides (NRPs).

This research demonstrated that pH decrease of
milk results from the production of lactic acid as the
final form of lactose fermentation. A good acid-pro-
ducing starter culture can reduce the pH of milk from
its normal value of 6.6 to 5+ 0,3 in 6h, and in general,
enterococci exhibit low milk acidifying ability [55,
47]. The acidifying capacity at 30°C is revealed gen-
erally weakly because the tested LAB isolates were
unable to reduce the pH beyond 5 after 24 h of incu-
bation. Enterococcus sp. C2 is low acidifying
whereas C4 showed a moderate acidity value after
72 h with a high growth rate (20,361 g/g.h). Results
concerning proteolysis traduced the exploitation of
casein by LAB, which started by the degradation of
protein into oligopeptides, then to shorter peptides
and amino acids via a cell-envelope proteinase after
a combined action of various intracellular peptidases
[56]. Proteolysis is also of industrial significance due
to its contribution to the organoleptic characteristics
of fermented milk products [57]. Except for E. fae-
calis strains, such activities are generally low for En-
terococcus strains [58, 59]. Considerable studies on
proteinase and comparatively fewer studies on pep-
tidase activities in Enterococcus sp. recommend that
proteolytic activities are generally low. This infor-
mation agrees with our results about the proteolytic
activities of LAB isolates, which showed low prote-
ase activity by producing small amounts of protein.
Moreover, these results were in agreement with
those obtained by Thapa et al. [19]. The proteolytic
activity and acid production of enterococci during
growth in milk is sometimes compared to those of
Streptococcus thermophilus [60]. Due to their low
acidifying capacity and limited proteolytic proper-
ties, enterococci are no longer considered as im-
portant components of primary starter cultures for
dairy products. The results above demonstrate that
LAB exercise low proteolytic and acidifying activity
in fish products [19].These technological properties
can be exploited in the case of non-fermented peach
products, containing a low concentration of carbohy-
drate content, which does not let decrease the acidi-
fication of food [61].

Enterococcus sp. C4 constituted the moderately
acidifying isolate after 72h while expressing moder-
ate proteolysis. At the end of these results, it appears
that for this strain, there is a relationship between the
two activities. The quantities recorded of FFA was
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asserted by results concluded by Carrasco de Men-
doza [62] concerning the examined enterococci
strains exhibiting low lipolytic activity and literature
which considered LAB strains as low or no lipolytic
compared with other groups of microorganisms [63,
64]. It can be an interesting trait to obtain desirable
characteristics without the development of defaults
created in the case of extended maturation foods. Li-
polysis is important in the development of flavor in
dairy products, especially in cheese ripening. Results
concerning highlighting lipolytic activity on agar
medium supplemented with various fat sources
showed that LAB isolates could hydrolyze natural
fat substrate (olive oil) compared with artificial sub-
strates (Tween 80). Whereas they are unable to hy-
drolyze Tween 20 (absence of clear zone). These re-
sults concord with works realized by Karam et al.
[35]. Several factors, such as the origin of species,
can influence enterococcal lipolytic activity [65].
Several dairy LAB, including Enterococcus faecalis,
E. faecium, and E. durans have been reported to dis-
play lipolytic activity [66, 67]. Lipolysis in cheese
usually intervenes via the esterase/lipase systems of
LAB. Enterococci intervene in the ordinary savor
and flavor of cheeses through proteolysis and lipol-
ysis [65]. The low proteolytic, lipolytic activity of
enterococci can be an advantage, since a slight lipol-
ysis or proteolysis of a food is sufficient to induce
the production of desirable flavors [64]. Our results
regarding moderate proteolysis and lipolysis are pos-
sible traits of favorable flavor in the products [68].
However, lipases are of particular interest for the iso-
lation of oil and fats from seafood byproducts as well
as in the preparation of ®»-3-poly-unsaturated fatty
acids (o-PUFASs) and enriched marine oils, given the
nutritional quality of these constituents [69]. Moreo-
ver EPS producing LAB is industrially important mi-
croorganisms in the development of functional food
products and used as starter cultures or coadjutants
to develop fermented foods such as yogurt, cheese,
and cereal-based products [70, 71] because of their
viscosity. EPS may act as texturizers and stabilizers
to avoid the use of food additives by its ability to re-
tain water, interact with proteins, and increase the
viscosity of the milk serum phase. The purpose is to
obtain a desirable visual appearance of a product, to
prevent interaction, and to have a creamy texture
[72]. Several genera of Enterococcus have been
studied for the production of EPS. The bioactive po-
tentials of Enterococcus EPS include antibacterial,
anticancer, anti-biofilm, immunological, antioxi-
dant, prebiotic, and anti-diabetic potentials [73].
Antibiotic resistance susceptibility is an im-
portant point in the safety characterization of Enter-
ococcus sp. for use in the food industry. It comprises
both natural (intrinsic) and acquired (transferable)
resistance. Enterococci are intrinsically resistant to
many b-lactams and aminoglycosides. Acquired an-
tibiotic resistance mediated by plasmids includes re-
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sistance to chloramphenicol, tetracyclines, macro-
lides, quinolones, and aminoglycosides, which is a
serious problem [74, 50]. The tested isolate Entero-
coccus sp. C2 revealed resistance towards all tested
antibiotics (ATB) except Spiramycine. Our study
agrees with results founded by Elmoslih [75] who
studied strains of E. faecium isolated from Morocco
dairy products and Gomez-Sala [52] on Enterococci
strains isolated from fish, seafood, and fish products.
Antibiotic resistance in the genus Enterococcus is
controversial. Enterococcus sp. C4 showed re-
sistance only to three ATBs (Amoxicillin, Tetracy-
clin, and Gentamycin) contrary to studies of Migaw
[21] who demonstrated resistance to multiple antibi-
otics for E. faecium GM12 strains including beta-lac-
tams, amino-glycosides and (vancomycin). Vanco-
mycin resistance causes worrying problems for cli-
nicians. The principal mechanism of glycopeptide
resistance (vancomycin) in enterococci implicates
the alteration of the peptidoglycan synthesis path-
way, specifically the replacement of D-Alanine-D-
Alanine (D-Ala-D-Ala), to either D-Alanine D-Lac-
tate (D-Ala-D-Lac) or D- Alanine-D-Serine (D-Ala-
DSer).To date, operons related to vancomycin re-
sistance for enterococci are defined as A, -B, -C, -D,
-E, -G, -L, -M, and N [76, 77]. However, isolates
from fish GIT showed more multi-drug resistance
than isolates from food origin [78] only a few are re-
sistant to the clinically important antibiotics ampicil-
lin, penicillin, gentamycin, and vancomycin [74].
These features are of special interest, particularly for
clinical therapy. The decarboxylase activity of the
Lactic acid bacteria should be the most inductor for
production of biogenic amines in food. Enterococci
can cause food intoxication through the production
of biogenic amines. Tyramine level above 100 and
500 mg/kg, is considered potentially harmful for hu-
man health. Many environmental factors such as pH,
temperature, and salt concentration can affect the
amine formation by enterococci [65].

The results above are similar to those found by
Martin-Platero [13]. The two tested LAB isolates
were unable to produce biogenic amine from orni-
thine and lysine which is a good criterion for techno-
logical industry but production of tyramine presents
a risk and poses a problem. The application of en-
terococci as, starter cultures, or adjuncts in the pro-
cessing of some dairy and meat products is still a dis-
puted issue due to formation of biogenic amines
through microbial decarboxylation of free amino ac-
ids [65]. The low percentage of E. faecium strains
which produced p-hemolysis was mentioned previ-
ously by Giraffa et al. [41]. Correspondingly, Eaton
and Gasson [79], Trivedi et al. [80] described 3-he-
molytic Enterococcus isolates from food stuffs and
recalled that B-haemolytic activity was higher in E.
faecalis compared to E. faecium. None of the tested
isolates produced hemolysin, so the absence of he-
molytic activity indicates that these strains are not
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virulent and should be a criterion for their selection
to be used as starter cultures.

CONCLUSION

This study highlighted that Enterococcus sp.
C2 and Enterococcus sp. C4 is naturally occurring in
the fish GIT microbiota, creating a favorable envi-
ronment for the isolation of LAB, particularly Enter-
ococci, that exhibit various functional properties
such as acidifying, proteolysis, lipolysis, antibacte-
rial activities, and EPS production. Considering
these properties, along with safety evaluation tests,
can facilitate selecting marine bacteria as starters or
adjuncts in the food industry, to improve flavor, tex-
ture, safety, and quality of food.

Delving deeper, our future work will explore
the extraction of enzymes involved in metabolisms,
including proteases and lipases. Advances in enzyme
technology and the growing understanding of en-
zyme action and marine sources of enzymes present
significant opportunities for the economical genera-
tion of valuable enzymes for commercialization
through recombinant RNA technology. Further-
more, our study highlights the potential medical ap-
plications of multi-drug resistant isolates, and we
plan to delve deeper into their clinical therapy appli-
cations. By utilizing the abilities of these isolates to
develop bacterial starters, it may be possible to en-
hance the quality and safety of seafood products sig-
nificantly.

In summary, our endeavor has opened up new
avenues for exploration and presents exciting oppor-
tunities to promote scientific advancements, improve
the food industry, and enhance health and well-be-

ing.
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Annexe 1

Annexes
Annexe 1 : Milieux de culture

¢ Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharpe, 1960)

EXtrait de IeVUIE ..o 50

Extrait de VIANAe .......o.ooniiiti i e 109

PO PtONE. ... e e e 10¢g

Citrate de SOAIUIM ...ttt e e e e e e o 29

ACELAte 08 .SOAIUIML. ... .ottt e 59

GIUCOSE. ettt 20 g
KH2P O 4. e 29

MOS0 e 0,259
TWEEN 8O0, ...ttt ImL
IMINS O, . e e 0,05¢g
N 2L T P 159
Eaudistillée ..., 01 o T 1000 mL
pH 6,5

Autoclavage 120 °C pendant 20 min
e Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Eliker, 1962)

07510 3T 109
Extrait de IeVUre .......ooii e 59
B 1o o] 1 23 01N 100 g
Citrate de SOIUM. ... oo e 1lg
GIUCOS . ettt e 50
(€ 11511 (T 259
SOAIUM AZIAE .. v et e 0,075¢g
N =T V. PR I5¢g
Eaudistillée ..o, 01 o N 1000 mL
pH 6,5

Autoclavage 120 °C pendant 20 min
e Milieu ESM (EPS Selection Medium) selon Bachtarzi et al. (2019)

LAt ECIEME . e 90g/I
EXtrait de levure. ... ... 3,59/
P PIONE ..t 3,59/
GIUCOSE. .ot 10 g/i

Autoclavage 105°C pendant 15mn
e Eau physiologique

Chlorure de SOAIUIM .. ...ueeit e 85¢g
PePtONe. ..o e 05¢g
Eaudistillée ................ooooiiiiiin. 01 o 1000 mL
pH 7,0

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes



Annexe 1

e Mueller Hinton (Mueller et Hinton, 1941) Geélose molle

INFUSION de VIande. ..........ooovvniiii e, 300cm?
PEPtONE A8 CASEINE. ...\ vttt 17,5g
AMIAON U8 MATS. ..ttt ettt et e eaaaas 1,59
QA A AT . .t 8,59
BaU dISHIIEE. ..o 1000mL

Autoclavage 120°C pendant 20mn
¢ Gelose nutritif (GN)

Extrait de viande...........ooiiiiiiii e 19
ExXtrait de LIeVUIe. . ..o 2g
POPIONE. ..o e S5g
Chlorure de SOAIUM. ......uii i e e e e ns S5¢g
T2 o . .15¢
Eau distillée. .....veiie i 1000ml

e Gélose au citrate de sodium

Lait €créme StETTIC. .....v ettt e 5mi
Citrate de SOAIUML ...t et 0,25¢g
GEloSe DIANCRE. ..o 3ml
Eau distillée. .....ovie i 1000 ml

e Gélose blanche

N 2T N . 159
Eau distill€e. ....o.oiniie e 1000 ml
¢ Gélose nutritive (pH 7,4)

ChIOrure de SOOIUM .......ccui i ettt e e e e e ene s 590
EXIrait de VIANGE ......coeieecie ettt st enes 59
o 0 (0] PRSP PPRRPRRPRN 109
(=] (o1 ST 15¢
EaU ISTHIEE GSP .vveiveeieiee ettt eae s 1000 ml
e Milieu APT

7 01107 TS 10g
EXtrait de IeVUIe. ... .o e 59
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Citrate de SOQIUIML. ... ..ttt et et e eaaaas 5¢g
N .o 59
SACCRATOSE. ..ottt s 10g
TWEBN B0 .., 1ml

IMOSO4 . TH20 ... e 0,89
MNCL2.AH20 ..o 0,14¢g
FESOA.TH20. ... e 0,04g

A - A AT . e e 159
BaU distillée. ..o 10 mi

Autoclavage 120°C pendant 20 mn.

e Milieu de Moéller a I’arginine

PePIONE ..o e Sg
Extrait de viande...........ooiiiiiii i e 50
GIUCOSE . uvii i e e 05¢9
Pyridoxal ... e 5mg

Pourpre de bromocresol ..........ccooiiiiiiiiiiiie e 0.1

Rouge de crésol ... 5mg
ATGINING Lottt e et —————— 109
Bau distillée ....... ..o 1000 ml
pH 6.8

Autoclavage a 120°C pendant 15 a 20 mn
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Tableau 1 : Caractéristiques des bactéries lactiques (Axelsson, 2004)

3 2
E 3 -2 2 ¥
t 1 3 f giEyy i G
£ 2 k § 315333 E 3
£ 5 5 § ffesd ¢ B
8 ¥ 3 & 8¥%3d a4 & =
Morphuodog B B [ C L C C C C C
Tards - - - - - - ' - -
Crisance » 19°C $5 TS 4 + 4+ ofe = X +
Criesance 3 45°C - e . * . - fe  +e - ~
Criessance 2 ﬂ’ 44 d +h . . -'e + - - +/e
Cresance apl 06 - - . ‘ ~ Q - - ' -
Crosssance 8 6. 4%: N1 “ +l - . - - ' - + +'.
Croesance 3 187 Nl - - - - . - - : + -
Prodcice & C0), s #f - - - - - - ‘
Prodctice daoud Boligee | li.‘l 1 I 1 o ‘l‘. 1 Lo
B baalln ;€ soque  ad ceoditazzas = vmubles ddzs b mipecns
Tableau 2 : Les paramétres de 1’acidification en fermentation discontinue
Attributs ABBC10 ABBC2 ABBC3 ABBC4 ABBC12
D.O initiale 0.05 0.02 0.03 0.06 0.04
D.O finale 0.23 0.19 0.17 0.25 0.16
Acidité initiale 29 24 23 30 22
Acidite finale 66 55 50 70 40
Acidité formée 37 31 27 40 18
pumax in ht 0.108 0.108 0.111 0.103 0.056
QAc max in g/g.h 18.933 13.390 13.450 20.361 8.988

Productivité max in g/L.h 14.814 12.158 11.602 16.363 11.365
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Annexe 3

Tableau : Profil fermentaire des bactéries lactiques

C2 C3 C4
Glycérol +/- +/- +/-
Erythritol +/- +/- +/-
D-Arabinose +/- + +/-
L-Arabinose +/- + +
Ribose +/- +/- +/-
D-Xylose +/- +/- +
L-Xylose + +/- +/-
Adonitol + - +/-
Méthyl-Xyloside + +/- +/-
Galactose + + +/-
Glucose + + +
Fructose + + +
Mannose + + +
Sorbose +/- + +/-
Rhamnose +/- + +/-
Dulcitol +/- + +
Inositol +/- + +
Mannitol + + +/-
Sorbitol +/- + +/-
Méthyl-D-Mannoside + +/- +
Méthyl-D-Glucoside + +/- +/-
N-Acétyl-Glucosamine + + +
Amygdaline + +/- +/-
Arbutine + + +
Esculine + + +
Salicine + + +
Cellobiose + + +
Maltose + + +
Lactose +/- + +/-
Mélibiose + + +/-
Saccharose + + +
Tréhalose + + +/-
Inuline + + -
Meélézitose +/- +/- +/-
D-Raffinose +/- + +/-
Amidon + +/- +/-
Glycogéne + + +
Xylitol + - +/-
Gentiobiose + + +/-
Turanose - +/- +/-
Lyxose +/- +/- +/-
Tagatose +/- + +
D-Fucose +/- +/- +/-

L-Fucose +/- + +/-
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D-Arabitol + + +/-
L-Arabitol + + +
Gluconate + +/- +/-
2-cétogluconate - - -
5- cétogluconate +/- +/- +/-
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Tampons, solutions et réactifs

1) Tampon phosphate 0,1M a pH7

-Solution A : 0,1 M potassium di-hydrogenophosphate

Dissoudre 13,619 de KH2PO, 2H,0 dans 1000 ml eau distillée

-Solution B : 0,1M di-sodium hydrogenophosphate

Dissoudre 17,89 de Na2HPO4 2H,0 dans 1000 ml eau distillée

Pour obtenir un tampon phosphate 0,1M a pH 7 : il faut mélanger 40 ml A et 60 ml B.
2) Réactif de bleu de Comassie G-250

Dissoudre 100 mg de bleu de Comassie G-250 dans 50 ml d’éthanol a 95°. On ajoute pour
cette solution H2SO4 a 85%. Diluer la solution résultante pour un volume final de 1000 ml.

3) Ninhydrine

Dissoudre 0,8 g de la ninhydrine dans 80 ml d’éthanol a 99,5% et 10 ml d’acide acétique,
suivi d’une addition de CaCl; dissout dans 1 ml d’eau distillée.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90
TTTAGGG AGG G&E&CGOOCAAAAAT GACAAGTCGTACCCATGGCTA TC T GTAACG G AGCT TGC TCCAC CG GTAAAAAG AAGAGTG GC GAACG

140 150 160 170
GGTG AGTAACACGTGG GTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACT TG GAAACAGGT GCTAATACCGTATAACAATT CGAAACCGEC

100 110 120 130

180 190 200 210 220 230 240 250
ATGGTTTTGATTTGAAAGGCGC TTTCGGGTGTCGCTGATGGAT GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT C

260

270 280 290 300 310 320 330 340
ACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGTCA

350 360 370 380 390 400 410 420
GCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT

460 510

430 440 450 470 480 490 500
GTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTC CATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC CTAACTACGTGTC CCAG
—
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570

520 530 540 550 560 580 590
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATT GG GCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT

640

600 610 620 630 650 660 670
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA AGGAGAGTGGAATT CCATGTGTAG

680 760

690 700 710 720 730 740 750
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG AAAGTC

770 780 790 800 810 820 830 840
GTGG GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCSGCCCTTTCAG

850 860 870 880 890 900 910 920
TGCTGCAGCTAACGC CATTAAGCACTCCGCCTGGGG AGTACGACCGC CAAGGTTGAAACTC CAAAGGAATTGACGGGGGTCCCGTCAC

930 940 950 960 970 980 990 1000 1010
AAGCGGTGG AGCATGTGG TTTAATTCGAAGCAACGCG AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTU CTAGAGATAGAG
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cTTCCCC TTCGGGGGC AAAGTGACAGGTGGTGC CATGG TT GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT GGG TT AAGT CCCGCAACG AGTCG

1090

1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
CAACCC TTATTGTTAGTT GCCATCATTCAGTT  GGGCACTCTAGCAAGACTGCC GGTGAC AAA CC GG A GG AA GG TGGGG ATGACGTCA A
—

1180

o e\ TN P o R S e
Tr I rIrr e rr T T r 17T LS T T L ror.r T
1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270

TCATCATGCCCCTTATGAC TGGGCTACCACGTGCTACA ATGGG  AAGT CAACGA TTGC AAATCCCGAGGCTAA CTAATCC TT AAA

T T T 1 I | | B e LN [ B B B RN B B B e E S S BN B BN B BN R N S SIS R BN B B S BN BN EENE B B S S R R R E
1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340

C TTT TTCAGTTCGAATG AGGGTGA AC TCCCGG G TG AACCCGAAA CCATT A A CCGGAAAAAA CCCCCG GG AAA AT T C GGG
-

| | L B a T 1
1350
G GTTT TAAC CC
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AGGGGGGAGGAGCGCT AGAAATGACAAG T TCGTACCAA TGCTAGCCGCTAACG GCAGCT TGC TCCACCGGTA T TAAG AGGAGTGCCGAACGGG

100 110 120 130 160 170

140 150
TGAGTAACAC GTGG GTAACC TG CCCATCAGAAGG GGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCAT

180 260

190 200 210 220 230 240 250
GG TTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGC TGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG GCTTCAC

270 280 290 300 310 320 330 340
CAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT CCTACGGGAGGCAGCA

430

350 360 370 380 390 400 410 420
GTAGGGAATCTTCGGC CAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTT TTCGGATCGTAAAACTCTGTT

440 450 460 470 480 490 500 510
GT TAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTC CATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCTCAGCAG
— —
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540 570

520 530 550 560 580 590
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA

610 620 630 650 660 670 680
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG

600 640

690 700 710 720 730 740 750 760
TGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG AGGCTCGAAAGCGTG

770 780 790 800 810 820 830 840
G GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGC

Trr,r,nrrrrr . 5, .  r 9 .. . ,n.n A r T r . r r r r . r . r r rn-mom¢gp,’aOgon,rrrn,. T rrr rAr . r .., ,r . ,rrrrmrr,.rn.rnrrr ..., rrmrroU rbrI— 1
850 860 870 880 890 900 910 920 930
TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG GGAGTACGACCGC CAAGGTTGAAACT CAAAGGAATTGACGGGGG T CCCGCACAAG

rQrrrrDr rrtrrxr)Tx,., T no.nrno:r mrmrmrpr.nfxrT,r,nm.. v r .n r 9 7. . r T T rrrPrPrrrrrmrUbrbrrrTT1 LI L N B T T T 1
940 950 960 970 980 990 1000 1010
CGG TGG AGCATGTGGTT TAATTCG AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGA AGATAGAGCTT
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cccCcCC TTCGGGGG CAAAGTGACAGG TGGTGCATGG TTGTC GTCAG CTCGTGTCG TGAGATGTTGGG T TTAAGTCCCGC ACGAGTCG
——
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1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180

cC ACCCTTATTG T TTAGTTGCCATCATTCAGTT GGGCACTCTAGCAAGACTG T CCGGTG ACAAACCGGAGG AAGG GG GGATGACGT
— —

11‘9[)I lZIDO ' 12.10I ' lZIZO 12‘30 12‘40 ' I12I50I 12‘60 '
C AAMMTCATCATGCCCCTTATGACCTGGG CTACCACC TGCTAAATGGGAAGTACA AACGAGTT GCCAAG T TCCCGAGGCTAAGCTAAT
—_ —_ o
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1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340
CTCTTAAAGC TTCC TCAATTCGGATGGGAGGGT GCAA T CCCCTGATGAAACCG G A A CCT AAA AAACCC G AAAAACACC C CC C
—

L L T LI TT T T L) T 1.1
1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410
GGG GA AAAATTTCC CGG G CCTTTACTCCCC CCCCCCCCCCCCCCAAAATTTTT ACCCCCC AACCC GGG G G
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Do,

10 20 30 40 50 60 70 80

90
A GG T TAGGG GCGA G&TGTCCA BTAAAATCGACAAG TCGTAACAAGG TAGCCGTAACGG AGCTTGCTCCACCG GAAAAAGAGGAGTG GC G

PR _ W O e = PV LDl D PN
T I rr,rn,nnr . n. , r n. r r . r m rnr .., r QA rmr—rrmHrr kb mrr)TrYrrr rr rrrrTrrmrrr tr r P rrrTrflrrrrYYrrrrYrrYrrYrYrYrTOTrTTrLTTITT
140 170

100 110 120 130 150 160
AACGGGTG AGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACAC TTGG AAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATTCG A

PN Lo — AMQWW
LI s B e S B R . UL LA S R B S S B m B a aa m

180 190 200 210 220 230 240 250
AACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGC TTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCAT TAGCTAGTTGGTGAGGTAA
—

PPN -_— _ L P
Trrrr,r rr,, ., r r m. Tt nr rnr . r  r rn .. . m r T T m0omTmUmrbrrUrbr PP, TrmrUDbrUbFTTTYYTTY™MMT ™TmTr IUT<TTTCTCTTITI I IrUYrYrYorr-OCroTTrT
340

260 270 280 290 300 310 320 330
CGGCTCACCAAGGCC CACGATGCATAGCCGACCTG AGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC CCAAACTCCTACGG
—

350 360 370 380 390 400 1 420
G AGGCAGCAGTAGGG  AATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA

430 440 450 460 470 480 490 500
AACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTC CATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGC CTAACTACG
—
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T T, ., rrrrr . nr T r . ,r —r rrr.,.mrmbrm0b .1
510 520 530 540
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC

T, rhrr.rnrr,rr),.Trrrr0o. 11
550 560 570 580 590
GGATTTATTGGGCGTAAAGCG  AGCGCAGGCGGTTTCTTAAGT

—

D\
| B S B B S R B N B B S S B BEE B L R T

TIoLHIIrrrDrrh LI LI B B B S

600 610 620 630 640 650 660 670
CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGT CATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTTCTCA

680 690 700 710 720 730 740 750
TGTG TAGCG GTG AAATGCGTAG ATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGT CTGTAACTG ACGCTG AGGEC

760 770 780 790 800 810 820 830
TCG AAAGCGTGAGGAGCAAACAGGATTAG ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC CTAAGTGTTGG AGGGTTTTCEC

T
840
G CCCTTCAGTG

T
850 860 870 880 890 900 910 920
CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC CAAGG T TTGAGACTCAAAGGAATTG ACGG G

930 940 950 960 970 980 990 o 10‘00 '
GG CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG AAGCAACGCG AAGAACCTTACCAGGTC T TTGACATCCTTTGACCATCT
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ABSTRACT

The present study focused on the screening of
the technological properties of Enterococcus iso-
lated from the Gastro-Intestinal Tract of fresh fish of
the Algerian coast. The technological characteriza-
tion (antibacterial activities, acidifying ability, pro-
teolytic and lipolytic activities, and production of
exo-polysaccharides) and the safety one were stud-
ied to select the most appropriate LAB isolate to be
used for the reinforcement of the antibacterial activ-
ity and the organoleptic properties in the food indus-
try. These isolates showed low acidifying, proteo-
Iytic, and lipolytic activity and produced small
amounts of exo-polysaccharides. Our research also
showed that both Enterococcus sp. C2 and Entero-
coccus sp. C4 isolates displayed direct antibacterial
activity against Staphylococcus aureus, Bacillus ce-
reus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella
abony and toward Lactobacillus plantarum, Leuco-
nostoc pseudomesenteroides and Pediococcus pen-
tosaceus. Furthermore, we investigated indirect anti-
bacterial activity through LAB isolates supernatant.
It is worth noting that antibiotic resistance was ob-
served in Enterococcus sp. C2 against all the antibi-
otics tested except spiramycin, while Enterococcus
sp. C4 showed resistance only to amoxicillin, tetra-
cycline, and penicillin. Notably, both isolates were
unable to produce biogenic amine from ornithine and
lysine. Overall, our findings have significant impli-
cations for the food industry, and this research will
contribute to the development of safer and more ef-
fective food preservation methods.

KEYWORDS:
Enterococcus sp., lactic acid bacteria, technological char-
acterization, antibacterial activity

INTRODUCTION

Due to the large unexplored biodiversity, ma-
rine environments and bacteria are especially prom-
ising [1]. Biopreservation using lactic acid bacteria
of marine origin was applied by Gomez-Sala et al.
[2]. Lactic Acid Bacteria (LAB) are a genetically di-
verse group of bacteria, encompassing rod-shaped
bacteria such as Enterococci, Pediococci, or Leuco-
nostoc [3], they have been used for a long time in
food processing and preservation (alternative to
chemical products). Due to their proteolytic activity,
lipolytic activity, and diacetyl production [4], Enter-
ococcus sp. have played a major role in the prepara-
tion of various fermented kinds of milk and meat
products for generations, and they are mainly used
for the refining of cheese products and the develop-
ment of their aroma [5, 6]. However, the production
of biogenic amines can be a negative factor associ-
ated with the use of lactic acid bacteria [7].

Enterococci are part of the commensal flora of
the gastrointestinal tract of humans and animals
which constitutes their predominant habitat even
though they represent only a small proportion of the
intestinal consortium, generally comprising less than
1% of the adult microflora [8, 9].

During the last decennium, various investiga-
tions on the isolations of LAB in fin fish have been
accomplished. According to Merrifield et al. [10]
members belonging to Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus, Carno-
bacterium, Pediococcus, and Weissella genera are
indigenous species in finfish.

E. faecium was founded by Séanchez et al. [11]
in fish and seafood. E. faecium NKR-5-3 was iso-
lated from fermented fish [12]. Several studies in the
last decade have revealed the useful application of
enterococci in foods [6, 13]. These microorganisms
play an interesting role in the preservation (extension
of shelf life) and the bacteriological quality of food
while keeping their nutritional and organoleptic
characteristics. However, enterococci also contrib-
uted to the fermentation of different foods (milk,
vegetables, meats, or fish) and can produce diverse
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antimicrobial substances (lactic acid, bacteriocins, or
hydrogen peroxide) that make them important in the
industry [14]. Bacteriocins can also find applications
in the medical sector [15] where they can be ex-
ploited as antimicrobial agents in the pharmaceutical
industry [16]. Entrococcus generas are useful in the
treatment of diarrheal diseases caused by food-re-
lated pathogens and are also used as probiotics [17].
In their study, Hyewon et al. [18] demonstrated that
L15EPS (EPS from LAB E. faecium L15 EPS) may
have therapeutic value in bone regeneration as po-
tential postbiotics.

Technological characterization of Enterococ-
cus from fish has been reported. Thapa [19] de-
scribed the technological properties of Enterococcus
isolated from traditional process fish products and
Migaw [20, 21] characterized Enterococci bacterioc-
inogenic strains from fish viscera. Extensive studies
interested in dairy products, little works focused on
the technological characterization of Enterococcus
from fish.

Accordingly, this paper describes the isolation,
antimicrobial spectrum, molecular, technological
and safety characterization of Enterococcus strains
originating from gastrointestinal tract (GIT) of fresh
fish.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of lactic acid bacteria (LAB). Lactic
acid bacteria (LAB) were isolated from the gastroin-
testinal tract (GIT) of two fish species (Sardina
sarda and Sarda pilchardus). The GIT samples were
homogenized in a saline solution containing 0.9 %
of NaCl. A series of decimal dilutions is performed
(up to 1075). 100 pl of each solution were spread on
MRS agar as demonstrated by Mokrani et al. [22].
The Petri dishes were then incubated at 30 °C for 24
to 48 h. The isolates were purified by successive sub-
culturing until pure colonies are obtained and stored
in 20 % glycerol broth at -20 °C.

Antibacterial activity. The Spot On Agar Test
(SOAT) adapted by Fleming et al. [23] using eight
indicator strains was used for the screening of the an-
tibacterial activity. Petri dishes containing MRS agar
were spotted with 18 h cultures of lactic isolates.
This later was covered after 24 h of incubation with
a second layer of 7 pl of Muller Hinton agar (MH)
containing each indicator strain. Petri dishes were
examined for clear zones after a second incubation
of 24 h.

The LAB isolates showing direct antimicrobial
activity were selected based on their antimicrobial
activity spectrum and assayed for the presence of
bacteriocin activity in their cell-free culture superna-
tants by an agar well-diffusion test (ADT) as de-
scribed by Schillinger and Luke [24]. To evaluate
their inhibition amount, Petri dishes are cast by MH
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agar of about 20 pl in which wells are dug and are
subsequently filled with 50-100 pl of LAB isolate
supernatants. Petri dishes were examined for clear
zones after 24 h of incubation.

Phenotypic and genotypic identification. Iso-
lated strains were examined for Gram stain, catalase,
oxidase, ADH, and typical fermentation according to
Bergy’s Manual. Biochemical analysis was applied
for the selected strains using the API 50CH system
(BioMerieux, France), and the results were inter-
preted using the APIWEB program. Bacterial RNA
was extracted using the Macherey-Nagel Nucleospin
Kit following the extraction procedure of the kit sup-
plier (Macherey-Nagel Germany). The extracted
RNAs were assayed with the nano drop 2000 for the
determination of their quantities and qualities by
looking at the ratio of the wavelength ratio 260/280
and 260/230. Amplification was performed using the
Biorad P100 thermal cycler (Biorad, USA). The uni-
versal 16S primers: 27f (forward) 5'-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3' and 1492R (Reverse) 5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3', the amplification
products were revealed by 1% agarose gel electro-
phoresis by deposition of 10ul of PCR product fol-
lowed by staining in an ethidium bromide bath
(0.5pg/ml). After migration, the RNA is visualized
and photographed under UV light. PCR products
were purified by the Clean up kit from Macherey-
Nagel (Macherey-Nagel Germany) following the
protocol described by the supplier.

The identification of selected isolates was con-
firmed by sequencing 16S rRNA genes after PCR
amplification. Isolated and purified PCR products
were sequenced by the Sanger technique [25] using
the big Dye v3.1 kit from Applied Biosystems and
by using the primers that were used for PCR ampli-
fication. The sequences obtained were analyzed and
cleaned up using the CHROMAS PRO. Sequence
alignment was done using MUSCLE [26]. The evo-
lutionary history was inferred by using the Maxi-
mum Likelihood method based on the Kimura 2-pa-
rameter model [27]. The tree is drawn to scale, with
branch lengths measured in the number of substitu-
tions per site. The Neighbor-joining algorithm was
used to obtain the initial tree [28]. The analysis in-
volved 20 nucleotide sequences. Evolutionary anal-
yses were conducted in MEGATY [29]. The tree was
visualized with iToL [30].

Technological characterization of the se-
lected LAB isolates.

Acidification activity and kinetic of growth.
The acidifying activity was performed according to
Kihal and Prevost [31]. Kinetics of growth and acid-
ification were determined in sterile skim milk. Tubes
containing 10 mL of sterile skimmed milk were in-
oculated with 2 % of 18h fresh cultures. After 4 h, 8
h,12 h, 16 h, 20 h, 24 h, 48 h, and 72 h of incubation
at 30 °C, the acidification is studied using a pH meter

FEB



Fresenius Environmental Bulletin

Volume 33 — N0.01/2024 pages 9-21

and the Kinetic growth was determined by spectro-
photometer after clarifying milk medium with
EDTA (at 1 %) [32]. The kinetic growth parameters
(umax inht, QAc max in g/g.h, productivity max in
g/L.h) are respectively, specific rate of growth, spe-
cific rate of acidities production, the productivity of
acidities obtained from each strain growth curve us-
ing specialized software KaleidaGraph.

Proteolytic activity. Proteolytic activity was
evaluated on milk agar (at 10 % sterile skim milk).
Surface-dried plates of this agar were spotted with
24 h old cultures, incubated at 30 °C for 48 h, and
examined for any clearing of casein around and un-
derneath the growth [19]. It was determined by
measurement of the diameter of the clear zone sur-
rounding the inoculated spots (mm). After 72 h of
incubation of sterile skim milk previously inoculated
at 1 % with 24 h old culture, quantification of pro-
teins (evaluated as free amino acid in medium) was
performed as described by Folkertsma and Fox [33]
using Cd-ninhydrin reagent. It is a determination of
freeamino-acid-NH; groups in the culture superna-
tants at a wavelength of 507 nm. The results obtained
were expressed in millimoles of glycine equivalent
per liter of milk using a standard range made with a
glycine stock solution according to the method
adapted from Bouton et al. [34].

Lipolytic activity. Determination of lipolytic
activity was assessed using the agar plate assay on
MRS medium supplemented with 2 %, 3 %, and 5 %
of Tween 80, Tween 20, or olive oil as described by
Karam [35]. The LAB isolates were inoculated in
spots from young precultures of 18 h. When a clear
zone was formed around the colonies, the results
were considered positive. Lipolytic activity was
evaluated by the determination of free fatty acids in
the supernatant of young cultures of lactic isolates
after centrifugation at 12000 rpm for 30 mn [36]. The
titration was performed with KOH solution and phe-
nolphthalein under mechanical agitation until the
color turned to pale pink. The volume of KOH was
noted.

Exopolysaccharide production (EPS). Pro-
duction of exo-polysacccharides was performed on
Mayeux hyper sucrose agar according to Nieto-Arri-
bas [37]. After incubation for 24-48 h at 30 °C, the
EPS-producing colonies appear large and slithery.
EPS quantification was performed in ESM (EPS Se-
lection Medium) broth according to Bachtarzi [38].
The medium containing 90 g/l skim milk, 3.5 g/l
yeast extract, 3.5 g/l peptone, and 10 g/l glucose was
inoculated at 2 % of LAB isolate preculture to be in-
cubated at 30 °C. The determination of EPS was per-
formed by the phenol-sulfuric acid method using
glucose as standard [39].
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Safety characterization.

Antibiotic resistance. The resistance to antibi-
otics was tested according to the method published
by the antibiogram committee of the French Society
of Microbiology (CASFM). The isolates were
screened for their resistance to amoxicillin (10 ug),
erythromycin (15 ug), gentamicin (10 ug), penicillin
G (10 ug), spyramycine (10 ug), tetracycline (30
Mg), vancomycin and nalidixic acid (30 pg). The di-
ameter of the disc diffusion zone was interpreted
based on the tables of the Clinical and Laboratory
Standards Institute [40], the isolates were classified
into three categories: resistant (R), intermediate (1)
and susceptible (S).

Hemolytic activity. Hemolytic activity was
performed as described by Giraffa et al. [41]. Bacte-
rial cultures were inoculated on Columbia agar sup-
plemented with 5 % of horse blood and incubated at
37 °C for 24 h. Any changes on the plates were re-
ported y-hemolysis (no zone) or a-hemolysis (green
zone) around colonies was considered non hemo-
lytic; while B-hemolysis (clear zone) was considered
as hemolytic [42].

Biogenic amine production. The decarbox-
ylase test for the production of biogenic amines was
performed according to Maijala and Eerola [43] with
the addition of the following amino acids as precur-
sors: lysine, ornithine, adenine and tyrosine.
Precultures of LAB strain isolates were spotted on
Petri dishes containing decarboxylating agar supple-
mented at 0.25 % with each of the previous precur-
sors. After incubation, biogenic amine production
should have been detectable by the presence of a pur-
ple halo surrounding the spots.

Statistical analysis. Statistical analysis were
performed using SPSS (Ver. 20). Numerical data
corresponding to technological characteristics were
subjected to analysis of variance (ANOVA) at a sig-
nificance level of P <0.05. Statistical differences be-
tween the means of the properties were noted and all
analyses were made in triplicate.

RESULTS

Antibacterial activity. 20 bacterial strains
Gram-positive, catalase negative, and oxidase nega-
tive were screened for their antibacterial activity
against eight indicators strains, three of them are lac-
tic acid bacteria LAB (Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc pseudomesenteroides and Pediococcus
pentosaceus), the remaining five are : Escherichia
coli, Salmonella abony, Staphylococcus aureus, Ba-
cillus cereus and Bacillus subtilis, assayed by Spot
On Agar Test (SOAT) and well diffusion Agar Test
(WDAT). Two LAB isolates were selected for fur-
ther technological properties. Inhibitory spectra of
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these isolates against three LAB strains, Gram-neg-
ative (E. coli and S. abony) and Gram-positive path-
ogenic bacteria non-sporulated (S. aureus) and spor-
ulated (B. cereus and B. subtilis) is presented in Ta-
ble 1.

Bacterial strains identification and phyloge-
netic analysis. The isolated strains ABBC2 and
ABBC4 were identified phenotypically based on
their morphological and biochemical characteristics
and by APl 50CH gallery. The genus Enterococcus
comprises a ubiquitous group of non-spore-forming,
ovoid, Gram-positive bacteria [44]. They are chemo-
organotrophic facultative anaerobes with homofer-
mentative metabolism [17]. Their growth is between
10 °C and 45 °C, with an optimum growth between
35 °C and 37 °C [45], they can use mannitol and
arabinose but do not ferment inulin and can survive
under 60 °C/30 min. The results showed that Enter-
ococcus dominated the other genera in fresh fish.
The two retained isolates ABBC2 and ABBC4 were
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phenotypically classified as Enterococcus sp. C2 and
Enterococcus sp. C4 respectively.

The phylogenetic tree demonstrating the rela-
tionships between the strains with their correspond-
ing similar sequences from other closely related bac-
teria are shown in Figure 1. The partial 16S rRNA
gene sequences of the two strains Enterococcus sp.
C2 and Enterococcus sp. C4 have been deposited in
the GenBank database, accession numbers are re-
spectively: ON377335 and ON383936. 16S rRNA
sequence analysis showed high strain similarity to
Enterococcus species. From the phylogenetic tree,
we can see that Enterococcus sp. C4 and Enterococ-
cus sp. C2 are clustered together with Enterococcus
lactis BT159 and Enterococcus faecium DSM 20477
in clade Il. The first clade includes Enterococcus
thailandicus NBRC 101867 and Enterococcus du-
rans 100479.

TABLE 1
Antibacterial activity of the strains ABBC2 and ABBC4
ABBC2 ABBC4
L. plantarum JCM 1149 - +++
L. pseudomesenteroides NRIC 1777 ++ +++
P. pentosaceusATCC25745 ++ +++
E. coli ATCC 25922 +++ +++
S. aureus ATCC 43300 +++ +++
S. abony ATCC 6017 ++ +++
B. cereus ATCC 14579 +++ +++
B. subtilis ATCC 168 +++ +++

- No activity, + radius of inhibition zone
+++ radius of inhibition zone (>12 mm).

Tree scale: 0.01 +————

Clades
Clade |

Clade 11

(<6 mm), ++ radius of inhibition zone (6-12 mm),

——————————————— Vagococcus teuberi CG-21

——————————————— Enterococcus larvae BWM-S5

———————————— Enterococcus canis NBRC 100695
————————— Enterococcus mundtii ATCC 43186
— - Enterococcus thailandicus NBRC 101867
R Enterococcus durans NBRC 100479
————————— Enterococcus sp. C4
-r ————————— Enterococcus sp. C2
=== Enterococcus lactis BT159
——————————— Enterococcus faecium DSM 20477
— - - - - - - - Enterococcus pseudoavium LMG 11426
fffffffffff Enterococcus hirae ATCC 9790
E —————— Enterococcus villorum NBRC 100699
—————— Enterococcus ratti NBRC 100698
- - - Enterococcus viikkiensis IE3.2
—————— Enterococcus hulanensis 190-7
————— Enterococcus avium ATCC 14025
————— Enterococcus gilvus ATCC BAA-350
fffff Enterococcus raffinosus NBRC 100492
- - - - Enterococcus malodoratus NBRC 100489

FIGURE 1
Phylogenetic tree analysis by Maximum Likelihood method.
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FIGURE 2
Kinetic parameters of growth and acidity production by Enterococcus sp. C2 and Enterococcus sp. C4
strains during batch fermentations.

Technological properties.

Acidifying activity. Enterococcus sp. C2 and
Enterococcus sp. C4 isolates grew in milk and were
able to change milk’s pH after 12, 20, 24, 48, and 72
h of incubation. The tested LAB isolate Enterococ-
cus sp. C4 acidifies rapidly milk at the end of 12 h of
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incubation. However, the strain Enterococcus sp. C2
takes 20 h. After 72 h, the pH of LAB strains de-
creased to values lower than 5 (4.05) for Enterococ-
cus sp. C4. These strains are divided into low (En-
terococcus sp. C2; AT= 55 °D) to moderate acidify-
ing isolate (Enterococcus sp. C4; AT=70 °D). In
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agreement with Mrkonji¢ Fuka et al. [46] who found
that Enterococcus durans (ED0207) of dairy origin
exhibited medium acidification and Schirru et al.
[47] who reported that acidifying activity of E. fae-
cium isolated from goat’s milk was generally low
(Figure 2). Kinetic growth parameters evaluated are
. umax [specific rate of growth (u inh™)], specific
rate of acidities production (QAc in g/g.h) and
productivity of acidities in g/L.h. Values of the
growth parameters obtained differed between
strains. It depends on their capacity to grow in milk.
The two strains Enterococcus sp. C2 and Enterococ-
cus sp. C4 starts with an initial OD of 0.02 and 0.06
respectively and reaches the maximum values of
0.19 and 0.25 after 72 h of culture. During this period
of growth, they produce an amount of acidity of 31
and 40 respectively.

The study of the kinetic parameters indicates
that the two strains have low maximal specific rates
of growth (umax of 0.036 h! for Enterococcus sp.
C2 and 0.062 h** for Enterococcus sp. C4). The max-
imal specific rate of acidity production (QAc max) is
very high for the Enterococcus sp. C4 strain (36.43
g/g.h) compared to the Enterococcus sp. C2 strain
(27.93 g/g.h). Productivity is 12 g/L.h for Enterococ-
cus sp. C2 and 16 g/L.h for Enterococcus sp. C4.

Proteolytic activity. Results regarding proteo-
lytic activity demonstrated that the two tested iso-
lates were able to hydrolyze caseins. Enterococcus
sp. C2 showed no detectable activity for proteolysis
on milk agar plates, which can be considered as a
safety character according to Ahmadova et al. [48].
Whereas the strain Enterococcus sp. C4 showed the
highest diameter halo of degradation, though the es-
timated proteolytic activity of these strains revealed
that the LAB isolate Enterococcus sp. C4 is the one
with the highest value (3.185 mmol eq gly/I of milk)
compared with the isolate Enterococcus sp. C2
(1,809 mmol eq gly/l). Schirru et al. [47] in their
study reported low proteolytic activity in 2 among 4
tested E. faecium strains isolated from goat’s milk
(from Sardinia, Italy). Based on the results of Has-
sain [49] who found that the supernatant protein

value of LAB isolated from three breeds of drome-
dary raw milk in south Algeria, is evaluated in 72 h
at a level between 1.85 (E. faecium DN5) and 5.95
mmol eq gly/l (E. feacium DT2), our results are com-
prised in this interval (Figure 3).

Lipolytic activity. The two LAB strains
showed lipolytic activities revealed on agar with ol-
ive oil or Tween 80 (Table 2). The appearance of the
biggest clear zone of degradation is obtained by the
strain Enterococcus sp. C2 is evaluated by the quan-
tities of free fatty acid (FFA) and the moderate value
produced is measured as the concentration of NH;
released from isolate supernatant (1.25 pmol/ml)
against 1.166 pmol/ml for Enterococcus sp. C4 (Fig-
ure 3).

EPS production. The production of exopoly-
saccharids appeared on hyper sucrose agar (Table 2)
for the two tested LAB strains estimated by small
quantities (Enterococcus sp. C2; 0,93 g/l and Enter-
ococcus sp. C4; 0,7 g/l) in ESM (EPS Selection Me-
dium) after 48h (Figure 3).

Safety characterization.

Antibiotic resistance. Antibiotic resistance of
the two tested strains was performed against eight
antibiotics (ATB) using the disk diffusion method.
The LAB isolates Enterococcus sp. C2 showed re-
sistance to all the ATBs including Vancomycin, Na-
lidixic acid, and Gentamicin except Spiramycin
whereas Enterococcus sp. C4 showed resistance
only to Amoxicillin, Tetracyclin, and Penicillin. The
two tested strains were contradictory whose Entero-
coccus sp.C4was susceptible to Gentamycin, Vanco-
mycin, nalidixic acid and Spiramycin (Table 2).

Biogenic amines production. LAB isolates
were screened for their abilities to produce biogenic
amines. None of the two strains Enterococcus sp. C2
and Enterococcus sp. C4produced biogenic amine
from ornithine and lysine but they showed this abil-
ity from tyrosine and adenine. In particular, in the
presence of a pool of free amino acids as precursors,
E. faecalis, E. faecium, and E. durans strains are re-
garded to be strong tyramine producers [50].

TABLE 2
Antibiotic resistance of Enterococcus sp. C2 and Enterococcus sp. C4

Enterococcus sp. C2

Enterococcus sp. C4

Gentamicin
Amoxicillin
Tetracycline
Erythromycin
Vancomycin
Penicillin

Spiramycin
Nalidixic acid

w0 DOVIOIODOD

OVOnmVIOTn—0VOW

R resistant, S sensitive, | intermediate

14

FEB



Fresenius Environmental Bulletin

Volume 33 — N0.01/2024 pages 9-21

1,28 1
35
1,26 0,9
1,24 08 = 3
=
1,22 0.7 O 55
g
< 12 06 3,
3 05 £
€ 1,18 = £
= 3 04 £ 15
< 116 n 3]
3 o o
& L 03 E 1
1,14 02
1,12 01 05
1,1 0 0
c2 c4 c2 c2 c4
FIGURE 3

Protein, lipid, and EPS quantification for the strains Enterococcus sp. C2 and Enterococcus sp. C4

Hemolytic activity. Hemolysin is a toxin capa-
ble of causing hemolysis, encoded in either plasmid
or the chromosomal DNA, and it constitutes a signif-
icant virulence factor that affects the intensity of the
disease [51]. The hemolytic activity was detected in
E. mundtii and E. durans of dairy origin and two E.
casseliflavus strains of dairy and meat origin. Con-
trary to the current study witch recalled that Entero-
cocci isolate Enterococcus sp. C2 and Enterococcus
sp. C4 are interestingly hemolysin negative, accord-
ingly to results found by Gomez-Sala [52].

DISCUSSION

The present study aimed at the exploration of
the LAB of fresh Algerian fish and the investigation
of their metabolic activities (acidifying, proteolytic,
lipolytic, antibacterial activities and EPS production)
with a view to their potential application in food in-
dustry or medical field. 20 strains were selected from
two fish species captured along the Algerian coast-
line. Of these, two isolates were selected for their
high antagonist properties against several LAB and
food borne pathogens. The microbial load of peach
products showed that lactic cocci are the predomi-
nant LAB [53], which may be attributed to the high
concentration of salts in the sea [19]. Both ABBC2
and ABBC4 were active against pathogen microor-
ganisms such as Leuconostoc pseudomesenteroides,
Pediococcus pentosaceus, Escherichia coli, Salmo-
nella abony, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
and Bacillus subtilis. Based on the obtained results,
this two isolates have the most important antibacte-
rial activity produced well-defined inhibition halos
with a large spectrum (inhibition halo >12mm)
against all indicator strains tested (Gram-positive
and Gram-negative). Our results are relevant
and showed that these strains could be used in the

15

control of food-borne pathogens, LAB could pro-
duce metabolites which have an important lytic ac-
tivity, such as bacteriocins, and if they are to be used
as starter cultures, then there would be an additional
effect of lactic acid production and competence for
substrates with other microorganisms [54]. The inhi-
bition spectrum of Enterococcus has been exten-
sively studied and characterized, particularly with
regard to Listeria monocytogenes, Staphylococcus
sp. and Clostridium sp., but also against Gram-nega-
tive bacteria, fungi and yeasts [14]. Antimicrobial
activity of Enterococcus spp. isolated from fish vis-
cera has been reported. Migaw et al. [20] described
the antimicrobial activity of E. durans strains, which
were isolated from fish viscera and inhibited the
growth of Listeria monocytogenes and other Gram-
positive bacteria, several species of enterococci have
been isolated from fish, such as E. faecium [19, 52]
and E. durans [21]. According to Franz et al. [8] and
Giraffa [50], the predominant bacterial strains of the
genus Enterococcus that have been isolated from un-
cooked seafood (mollusks, fish, and fish fillets) were
E. faecium and E. faecalis, while E. hirae and E. du-
rans were found in lower proportion.

Based on 16S rRNA sequencing, the LAB GIT
isolate strains ABBC2 and ABBC4 were taxonomi-
cally identified as Enterococcus species. They are
classified in clade Il, together with Enterococcus
faecium DSM 20477 and Enterococcus Lactis
BT159 respectively. Several species of enterococci
have been isolated from fish, such as E. faecium [19,
52] and E. durans [21]. According to Franz et al. [8]
and Giraffa [50], the predominant bacterial strains of
the genus Enterococcus that have been isolated from
uncooked seafood (mollusks, fish, and fish fillets)
were E. faecium and E. faecalis, while E. hirae and
E. durans, they were found in lower proportion.
However, the definitive assignment of these isolates
to the genus Enterococcus would be questionable as
it is a genus known to cover species that can not be
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delineated solely based on their 16S rRNA gene. Re-
liable identification would be possible if based on the
analysis of complete genomes.

Genome mining for antimicrobial compounds
in enterococci associated with wild marine animals
has been described by Prichula et al. [1], bacteria
from marine environments are especially promising,
73 putative antimicrobial compounds were identi-
fied, including 61 bacteriocins (83.56 %), 10 ter-
penes (13.70 %), and 2 (2.74 %) related to putative
nonribosomal peptides (NRPs).

This research demonstrated that pH decrease of
milk results from the production of lactic acid as the
final form of lactose fermentation. A good acid-pro-
ducing starter culture can reduce the pH of milk from
its normal value of 6.6 to 5+ 0,3 in 6h, and in general,
enterococci exhibit low milk acidifying ability [55,
47]. The acidifying capacity at 30°C is revealed gen-
erally weakly because the tested LAB isolates were
unable to reduce the pH beyond 5 after 24 h of incu-
bation. Enterococcus sp. C2 is low acidifying
whereas C4 showed a moderate acidity value after
72 h with a high growth rate (20,361 g/g.h). Results
concerning proteolysis traduced the exploitation of
casein by LAB, which started by the degradation of
protein into oligopeptides, then to shorter peptides
and amino acids via a cell-envelope proteinase after
a combined action of various intracellular peptidases
[56]. Proteolysis is also of industrial significance due
to its contribution to the organoleptic characteristics
of fermented milk products [57]. Except for E. fae-
calis strains, such activities are generally low for En-
terococcus strains [58, 59]. Considerable studies on
proteinase and comparatively fewer studies on pep-
tidase activities in Enterococcus sp. recommend that
proteolytic activities are generally low. This infor-
mation agrees with our results about the proteolytic
activities of LAB isolates, which showed low prote-
ase activity by producing small amounts of protein.
Moreover, these results were in agreement with
those obtained by Thapa et al. [19]. The proteolytic
activity and acid production of enterococci during
growth in milk is sometimes compared to those of
Streptococcus thermophilus [60]. Due to their low
acidifying capacity and limited proteolytic proper-
ties, enterococci are no longer considered as im-
portant components of primary starter cultures for
dairy products. The results above demonstrate that
LAB exercise low proteolytic and acidifying activity
in fish products [19].These technological properties
can be exploited in the case of non-fermented peach
products, containing a low concentration of carbohy-
drate content, which does not let decrease the acidi-
fication of food [61].

Enterococcus sp. C4 constituted the moderately
acidifying isolate after 72h while expressing moder-
ate proteolysis. At the end of these results, it appears
that for this strain, there is a relationship between the
two activities. The quantities recorded of FFA was
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asserted by results concluded by Carrasco de Men-
doza [62] concerning the examined enterococci
strains exhibiting low lipolytic activity and literature
which considered LAB strains as low or no lipolytic
compared with other groups of microorganisms [63,
64]. It can be an interesting trait to obtain desirable
characteristics without the development of defaults
created in the case of extended maturation foods. Li-
polysis is important in the development of flavor in
dairy products, especially in cheese ripening. Results
concerning highlighting lipolytic activity on agar
medium supplemented with various fat sources
showed that LAB isolates could hydrolyze natural
fat substrate (olive oil) compared with artificial sub-
strates (Tween 80). Whereas they are unable to hy-
drolyze Tween 20 (absence of clear zone). These re-
sults concord with works realized by Karam et al.
[35]. Several factors, such as the origin of species,
can influence enterococcal lipolytic activity [65].
Several dairy LAB, including Enterococcus faecalis,
E. faecium, and E. durans have been reported to dis-
play lipolytic activity [66, 67]. Lipolysis in cheese
usually intervenes via the esterase/lipase systems of
LAB. Enterococci intervene in the ordinary savor
and flavor of cheeses through proteolysis and lipol-
ysis [65]. The low proteolytic, lipolytic activity of
enterococci can be an advantage, since a slight lipol-
ysis or proteolysis of a food is sufficient to induce
the production of desirable flavors [64]. Our results
regarding moderate proteolysis and lipolysis are pos-
sible traits of favorable flavor in the products [68].
However, lipases are of particular interest for the iso-
lation of oil and fats from seafood byproducts as well
as in the preparation of ®»-3-poly-unsaturated fatty
acids (o-PUFASs) and enriched marine oils, given the
nutritional quality of these constituents [69]. Moreo-
ver EPS producing LAB is industrially important mi-
croorganisms in the development of functional food
products and used as starter cultures or coadjutants
to develop fermented foods such as yogurt, cheese,
and cereal-based products [70, 71] because of their
viscosity. EPS may act as texturizers and stabilizers
to avoid the use of food additives by its ability to re-
tain water, interact with proteins, and increase the
viscosity of the milk serum phase. The purpose is to
obtain a desirable visual appearance of a product, to
prevent interaction, and to have a creamy texture
[72]. Several genera of Enterococcus have been
studied for the production of EPS. The bioactive po-
tentials of Enterococcus EPS include antibacterial,
anticancer, anti-biofilm, immunological, antioxi-
dant, prebiotic, and anti-diabetic potentials [73].
Antibiotic resistance susceptibility is an im-
portant point in the safety characterization of Enter-
ococcus sp. for use in the food industry. It comprises
both natural (intrinsic) and acquired (transferable)
resistance. Enterococci are intrinsically resistant to
many b-lactams and aminoglycosides. Acquired an-
tibiotic resistance mediated by plasmids includes re-
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sistance to chloramphenicol, tetracyclines, macro-
lides, quinolones, and aminoglycosides, which is a
serious problem [74, 50]. The tested isolate Entero-
coccus sp. C2 revealed resistance towards all tested
antibiotics (ATB) except Spiramycine. Our study
agrees with results founded by Elmoslih [75] who
studied strains of E. faecium isolated from Morocco
dairy products and Gomez-Sala [52] on Enterococci
strains isolated from fish, seafood, and fish products.
Antibiotic resistance in the genus Enterococcus is
controversial. Enterococcus sp. C4 showed re-
sistance only to three ATBs (Amoxicillin, Tetracy-
clin, and Gentamycin) contrary to studies of Migaw
[21] who demonstrated resistance to multiple antibi-
otics for E. faecium GM12 strains including beta-lac-
tams, amino-glycosides and (vancomycin). Vanco-
mycin resistance causes worrying problems for cli-
nicians. The principal mechanism of glycopeptide
resistance (vancomycin) in enterococci implicates
the alteration of the peptidoglycan synthesis path-
way, specifically the replacement of D-Alanine-D-
Alanine (D-Ala-D-Ala), to either D-Alanine D-Lac-
tate (D-Ala-D-Lac) or D- Alanine-D-Serine (D-Ala-
DSer).To date, operons related to vancomycin re-
sistance for enterococci are defined as A, -B, -C, -D,
-E, -G, -L, -M, and N [76, 77]. However, isolates
from fish GIT showed more multi-drug resistance
than isolates from food origin [78] only a few are re-
sistant to the clinically important antibiotics ampicil-
lin, penicillin, gentamycin, and vancomycin [74].
These features are of special interest, particularly for
clinical therapy. The decarboxylase activity of the
Lactic acid bacteria should be the most inductor for
production of biogenic amines in food. Enterococci
can cause food intoxication through the production
of biogenic amines. Tyramine level above 100 and
500 mg/kg, is considered potentially harmful for hu-
man health. Many environmental factors such as pH,
temperature, and salt concentration can affect the
amine formation by enterococci [65].

The results above are similar to those found by
Martin-Platero [13]. The two tested LAB isolates
were unable to produce biogenic amine from orni-
thine and lysine which is a good criterion for techno-
logical industry but production of tyramine presents
a risk and poses a problem. The application of en-
terococci as, starter cultures, or adjuncts in the pro-
cessing of some dairy and meat products is still a dis-
puted issue due to formation of biogenic amines
through microbial decarboxylation of free amino ac-
ids [65]. The low percentage of E. faecium strains
which produced p-hemolysis was mentioned previ-
ously by Giraffa et al. [41]. Correspondingly, Eaton
and Gasson [79], Trivedi et al. [80] described 3-he-
molytic Enterococcus isolates from food stuffs and
recalled that B-haemolytic activity was higher in E.
faecalis compared to E. faecium. None of the tested
isolates produced hemolysin, so the absence of he-
molytic activity indicates that these strains are not
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virulent and should be a criterion for their selection
to be used as starter cultures.

CONCLUSION

This study highlighted that Enterococcus sp.
C2 and Enterococcus sp. C4 is naturally occurring in
the fish GIT microbiota, creating a favorable envi-
ronment for the isolation of LAB, particularly Enter-
ococci, that exhibit various functional properties
such as acidifying, proteolysis, lipolysis, antibacte-
rial activities, and EPS production. Considering
these properties, along with safety evaluation tests,
can facilitate selecting marine bacteria as starters or
adjuncts in the food industry, to improve flavor, tex-
ture, safety, and quality of food.

Delving deeper, our future work will explore
the extraction of enzymes involved in metabolisms,
including proteases and lipases. Advances in enzyme
technology and the growing understanding of en-
zyme action and marine sources of enzymes present
significant opportunities for the economical genera-
tion of valuable enzymes for commercialization
through recombinant RNA technology. Further-
more, our study highlights the potential medical ap-
plications of multi-drug resistant isolates, and we
plan to delve deeper into their clinical therapy appli-
cations. By utilizing the abilities of these isolates to
develop bacterial starters, it may be possible to en-
hance the quality and safety of seafood products sig-
nificantly.

In summary, our endeavor has opened up new
avenues for exploration and presents exciting oppor-
tunities to promote scientific advancements, improve
the food industry, and enhance health and well-be-

ing.
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