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Résumeé

Les bactéries lactiques font naturellement pargendtre environnement et
notre alimentation, on reconnait depuis longtemps lzactéries lactiques la propriété
de produire des substances antimicrobiennes a&usutilisation dans la fermentation

et la bio préservation des aliments.

La recherche des souches de bactéries lactiqueligirices des substances

antimicrobiennes a été entreprise a partir dwctaitde chamelle et de chevre.

L’isolement des bactéries lactiques a partir dedai de chevre et de chamelle
nous a permis d’obtenir 06 souches (Gram posaifalase négatif) qui ont purifiés et

conservées.

L’étude des caractéristiques phénotypiques ; binithies et physiologiques
(type fermentaire, croissance en présence de Né&éblet 6,5% , test de croissance a
differentes températures :30°C et 45°C,test desaoise en milieu lait UHT ,test
d’hydrolyse de [larginine (ADH),production d’acé@éte,utilisation du citrate
,production de CO2 a partir du citrate ,test desresu ) a permis d’identifier
Leuconostoc mesenteroides subspmesenteroides et leuconostoc mesenteroides subsp

dixtranicum

Les souchestestées ont été testé pour leur pffieaetérien a 'encontre de
Saphylococcusaureus ATCC 25923 eEscherichia coli ATCC 25922 et salmonella
Iintéraction de nios souches lactiques et lesdvers pathogénes a donné des résultats

positifs pour présque de toutes les souches olssparales zones d’inhibition .

Mots _clés : activité antibactérienne Bactéries lactiques euconostoc; intéraction

lait de chevre ; lait de chamelle






Abstract :

Lactic acid bacteria are a natural part of our emment and our food. It has long recognized,
with the property of lactic acid bacteria produnéraicrobial substances and are used in

fermentation and food biopreservation.

The search for lactic acid bacteria strains pradpantimicrobial substances has been taken
from the raw goat’s milk and camel’s milk .

The isolation of lactic acid bacteria from raw cewiilk and goat's allowed us to obtain 06
strains (Gram positive, catalase negative) werdigdiand stored.

The study of phenotypic characteristics, biochehaind physiological (fermentation type,
growth in the presence of 4% NaCl and 6.5%, grawibH 9.6 theability to grow at 30°C

and 45°Csurvivalafterheatingat 60°Cfor 30 min, , hydrolysisof arginine (ADH) test, hydrolys
is of esculin, production of acétoe, citrate utilization, CO2 production from citraproduction

of exopolysaccharides,

The 06 strains were tested for their antibactefialct agains8&aphylococcus aureus ATCC
25923 andescherichia coli ATCC 25922 and Salmonella ATCC 25983
All ourlactic acidbacteriastrainsshowed

antimicrobialactivity againstipathogenic bacteria, observed by zones of inhihbitio

Keywords: Lactic acid bacterial,euconostoc ; Interaction ; antibacterial activity; goat’s mjlk
camel’s milk .
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Chapitre I

Genéralité sur le lait utilisé pour
I’isolement des BLL



Introduction

I ntroduction

Les bactéries lactiques sont des micro-organismssépandues dans la nature. On les
retrouve dans le sol, sur les végétaux, elles jourrrdle important dans notre santé car elle
constitue une fraction majeure de notre flore timae et tapissent les muqueuses nasales
buccales et vaginales, contribuant ainsi a noudégeo contre linvasion des germes
pathogenes).(Klaenhammerakt, 2005).

Les bactéries lactiques sont des micro-organisraesatégorie alimentaire qui jouent
un réle essentiel dans la fermentation des matigresiieres animales et végétales. Elles
occupent des niches écologiques extrémement vatiéas capacité a fermenter les hydrates
de carbone et, a un moindre degré, de dégraderdésines et les lipides mene a la synthese
d'une large gamme des composés, tels que les amiglasiques, les peptides, les composés
antimicrobiens et aromatiques et les exo polysaads Ces métabolites peuvent contribuer
aux caractéristiques organoleptiques, technologigueutritionnelles des aliments fermentés
(Mozzy etal., 2010).

Depuis I'époque de Louis Pasteur et Robert Kocly, & eu un besoin essentiel
d'identification scientifique pour contréler lesamorganismes de I'environnement. En plus
la découverte de la pénicilline par Alexander Flengren 1929 a ouvert la porte pour l'usage
thérapeutique des antibiotiques dans le domainacaléxt vétérinaire afin

de lutter contre les microorganismes pathogénesuties agents chimiques de conservation

et additifs alimentaires ont des propriétés antiofinnes.

Actuellement, les scientifiques exploitent les fatdions microbiennes des bactéries
lactiques pour réduire d’'une facon considérablerésence des microorganismes indésirables
et nuisibles. En plus de I'effet protecteur deitigclactique, I'acide acétique, le diacetyle et le
peroxyde d’oxygéne, la découverte des bactério@ngsnné un élan pour le développement

d’aliments de qualité sanitaire meilleure.

Des efforts considérables ont été consacrés aus cleuces cinquante dernieres années pour

affermir la compréhension de la physiologie, debiachimie et de la génétique des BL
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(Collins etal., 1989 ; Berthier et Erlich., 1999 ;Bolotinat.,, 2001;Bourel etal., 2001;
Axelsson, 2004; Marrokiedl., 2010 et Djadouniet Kihal., 2012).

Ces dernieres années, l'intérét de I'emploi dedetdsiocine et ou tout autre BL
productrice de substances inhibitrices pour dedicgtipns de bio préservation a suscité
beaucoup de recherches (Schillinger et Lucke, Bffije etal., 2003;Jacobsen .,
2003;Vermeiren edl., 2004; Guessa, 2007 et Saidi, 2007 ).

Toutes ces recherches ont permis aux microbiokgst aux industriels de choisir les
meilleures souches et d'améliorer le rendemend gedductivité, la qualité, et la sécurité des
produits finis. (Crow eal., 1993, Desmazeaud et Cogan., 1996 et Fitzsimmetais 1999).

C’est dans ce contexte qu'on a réalisé ce trawvail agpour objectif d'isoler des
souches lactiques a partir de lait cru de chévrdeethamelle prélevés de la wilaya de

Laghouat et d’évaluer leur activité antibactérienoetre certaines souches pathogénes.
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Chapitrel :
Généralité sur le lait utilisé pour I'isolement desiches lactiques

1.1. Le lait de chamelle

1 .1.1. Définition de lait de chamelle

Le lait de chamelle constitue depuis des tempsltieésains, la principale ressource
alimentaire pour les peuplades nomades qui le comsmt habituellement a I'état cru ou
fermente. il est considéré comme Il'aliment de ham& une période annuelle prolonge ,dans
la plupart de ces zone pastorales sahariennescphgisimique relativement similaire a celle
du lait bovin , se lait se singularise néanmoins s teneur élevée en vitamine C et en
niacine et par la présence d’'un puissant systewteqieur, lie & des taux relativement élevés
en Lysozyme, en Lactopéroxydase (systeme LP/ SCROZ en Lactoferrine et en
Bactériocines produites par des bactéries lactigees si prolonge naturellement sa

conservation de quelques jours sous des tempéralaterement élevéetSboui ,2009

1.1.2. Caractéristiques du lait de chamelle

1.1.2.1. Caractéristiques physiques et organoleptigs

Le lait de chamelle est de couleur blanche, eromaretamment de la structure et de la
composition de sa matiere grasse, relativementrpanfi—caroténe (Sawaya al., 1984). II
est légerement sucré, avec un gout acide, parféimarsalé (Abdel-Rahime, 1987) et / ou
amere (Ramet, 2003). Cette variabilité dans le gefilié au type de fourrage ingéré ainsi qu’a
la disponibilité en eau (Yagile et Etzion, 1980 aNgoh edl., 1998) le pH du lait camelin se
situe au tour de 6,6 et I'acidité est de I'ordrel®@ Dornic. Sa densité oscille entre 0,99 et
1,034 avec une viscosité moyenne de 2,2 centpblasséne etal., 1987) et un point de

congélation variant de -0,53 a -0,61°C.
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La composition chimique globale du lait de chamelte€me si elle fluctue selon les
auteurs (donc selon les animaux et I'environnemensidéré), montre néanmoins des teneurs
importante et équilibré en nutriments de base @mes, matiére grasses et lactose) avec des
proportions similaires a celles présentes danaitlele vache. Les teneurs en protéines et en
matiere grasse carient respectivement de 2,5 a4 EB1 a 4,6% (avec une fréquence élevée
a des taux supérieurs a 3%), alors que la tenelactose fluctue 2,5 et 5,6%. (Siboukeur
,2009).

La teneur en eau du lait camelin, qui varie selom gpport dans I'alimentation, atteint

son maximum pendant la période de sécheresse.

En effet il a été montré que la restriction en almentaire des chamelles se traduit
par une dilution du lait : un régime riche en eaarte un lait ayant un taux de 86% alors que
dans un régime déficient, celui-ci s'éleve a 91%diY et Etzion, 1980 ; Faye et Mulato,
1991). Cette dilution pourrait étre I'effet d’'un caisme d’adaptation naturelle pourvoyant en

eau les chamelons durant la période de sécheresse.

Les sels minéraux présents dans le lait de chansdht aussi diversifies que se
rencontrés dans le lait de vache. On y dénombreffeh des macroéléments et des oligo-
éléments qui se trouvent sous forme de sels (plabsgphchlorures et citrates) ou de métaux

divers (sodium, potassium, fer, cuivre, zinc...etc.).

Le lait de chamelle se singularise par sa richesisgive en vitamine B3 (niacine) et en
vitamine C. méme si des variations importantes®la 80 mg/l) de la teneur de cette derniere
dans le lait camelin sont rapportés (Farah, 1993)en demeure pas moins que les teneurs
signalées (autour de 36 mg/l selon Faradl.et1992) sont en moyenne 3 fois plus élevées que
celles présentes dans le lait bovin, qui ne dépasses 22 mg/l selon Mathieu (1998). Cette
caracteristique est particulierement intéressamateglle permet au lait de cette espéce, par son

apport important en cette vitamine, de répondrelssoins nutritionnels, aussi bien du jeune
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chamelon que des populations locales, qui vivensda environnement ou l'apport en ce

type de vitamine est particulierement limité.

Farah (1993) signale que le lait camelin contiez# téneurs plus faible en vitamines A et

E et en certaines vitamines du groupe B (vitamiBeHS et B9).

Tableau n°01 :Composition chimique globale (%) du lait de chamédelon différents auteurs) ;
comparaison avec le lait de vache

Origine Constituents References
du lait
Lait de Eau MST | Lactoss MG Protéines
chamelle| 90,2 9,8 4,2 3,2 2,7 Sawagal., 1984
88,1 11,9 4.4 3,6 2,9 Gnan et SHEREHA, 1986
87,0 13,0 5,6 3,3 3,3 Abdel Rahim, 1987
87,4 13,4 4.8 3,2 3,4 Hasshal, 1987
89,1 10,9 3,9 3,5 3,1 Farah et Ruegg, 1989
87,8 12,2 5,2 3,2 3,3 Bayoumi, 1990
86,6 13,4 55 3,5 2,8 Elamin et Wilcox, 1992
88,3 10,9 4,1 3,1 3,2 Mehaia, 1992
91,3 8,7 4,5 1,1 2,5 Mehaia, 1993a
Lait de 87,0— [125-| 48- 3,4 - 29— Miettonet al., 1994
vache 87,5 13,0 5,0 4.4 3,5

1.1.3. Qualité microbiologique du lait camelin

Le lait est un produit naturellement périssabldaiude sa teneur élevée en eau, son pH
voisin de la neutralité, et de sa composition edmeéhts nutritifs. Le lait referme

inévitablement une microflore dont la nature etnpiortance sont conditionnées par I'état

7
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sanitaire de I'animal, les conditions de traitetdepérature, la durée de conservation... etc.
Sous des conditions rigoureuses de collecte, sgeime dépasse cependant pas 5.103 germes
/ml (Larpent et g11997).

Si la microflore du lait bovin a fait I'objet de mbreuses études, cela est loin d'étre le cas
du lait camelin ou quelques travaux seulementdat sonsacrés. L'une des raisons principales
de cette carence est la relative absence des mayetériels humains (laboratoires,
chercheurs...) tout pres des lieux de collecte ceégtierait a recourir & la congélation ou a
l'utilisation d'agents anti-microbiens, comme c'géhéralement le cas des études physico-

chimiques.

L’étude réalisée par Barbour at (1984) met en évidence l'inhibition des bactéries
pathogénes par le lait camelin. Al-Moiegeal (1994), en s’appuyant sur la numération de
quatre groupes de micro-organismes (la flore aértultale, les psychotropes, les coliformes et

bactéries sporulantes) déduisent que la qualitéhiggie du lait camelin est satisfaisante

Yagilet al (1994) soutiennent que la pasteurisation du laitcdamelle n’est pas

indispensable si tous les dromadaires du troupe@tues) bonne santé

L’activité anti-microbienne du lait de chamelle, edi la présence des protéines
protectrices citées précédemment (Lysozyme, laobagdase, lactoferrine...), serait
responsable de cet état (BARBOWR al, 1984). Dans ce contexte, d’'autres auteurs ont
montré I'effet inhibiteur du lysozyme extrait etrfi¢ a partir du lait camelin, suscherichia

coli et Micrococcus lysodeikticus en le comparant a celui de I'ovalbumine (Durhainig8).

Dans le méme ordre d’'idée, I'efficacité de I'adivdes protéines protectrices du lait de
chamelle contre_actococcus lactissu bspcremoris, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Salmonella typhimuriumet rotavirus, a été également signalée (El-Sayal, 1992).
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Par ailleurs, on reconnait depuis longtemps, awtébas lactiques, la propriété de
produire des substances antagonistes tels queidssaorganiques (acide lactique et acide
citrique), le peroxyde d'hydrogéne et des protéiaesimicrobiennes (Klaenhamneer
al.,1994).

Il est important de signaler que les acides amiibéss et les autres composés azotés non
protéiques (NPN) dont le taux est plus élevé ques dia lait bovin, sont facilement dégradeés
parles microorganismes, particulierement la floffedbigéne connue pour ses exigences en
matiere de facteurs de croissance. En effet, dagaux portant sur quatre espéeces
(Bifidobacteriubreve ;B.bifidum ; B.longum et B.angulatum), rapportent que le lait camelin est
un excellent milieu de culture, naturel, pour légglbbactéries. En outre, le stockage de ce lait
a 4°C n'affecte pas leur viabilité et leur actiyitd@téolytique est plus forte que dans le lait
bovin. A cet effet, ces mémes auteurs préconidettisation de la poudre de lait camelin
comme milieu de préculture de cette flore a hatémtcel nutritionnel et thérapeutique (Abu-
Tarbouslet al., 1997).

L’activité antimicrobienne du lait camelin due adgnergie des effets précédemment
cités, confere au lait camelin une bonne aptitudé&a &onservation, mais se répercute
négativement sur ses aptitudes a la transformagiorproduits dérivés (Farethal, 1990
;Kamoun, 1995 ; Ramet, 1994 ; Abou-Tarbowseth., 1998).

1.2. Le lait de chévre :
1.2.1. Le lait de chévre

Le lait de chévre est un liquide blanc ou méat, oiead'une saveur peu sucrée dont
I'odeur (chévre) lorsqu'il est récolté et consgmaprement, est peu marquée voire inexistante.
Il donne une impression bien homogene c'est-a4direp fluide ni trop épais (Bosset J-O ;
Albrecht B ; Badertscher R &ll.,, (2000).Du point de vue de ces qualités nutritis
digestives, le lait de chévreposséde une valepraiier ordre. Il est moins allergéne et subit

plus lentement la fermentation lactique que cehiilal vache (17). Ces qualités diététiques
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sont la conséquence d'un certain nombre de casdicigées physico-chimiques et
microbiologiques (Bosset J-O ; Albrecht B ; BadehtsR ;. edl., (2000) ; Montel N-C, 2003

1.2.2 - Caractéristiques Physico-Chimiques
1.2.2.1- pH

Le pH est le cologarithme de la concentration ers W (pH = - log[W])d'une solution
donnée. Il permet de déterminer « l'acidité actueldu lait,qui peut étre mesurée soit par le
pH-métre soit par le papier pH (Doutoum A- A, 1998n laitnormal de chevre a la sortie de
la mamelle est proche de la neutralité et a unpHB,8l€ui peut varier jusqu'a 6,7. Toute valeur
située en dehors de cetintervalle traduit une atiemaammaire ((Bosset J-O ; Albrecht B ;
Badertscher R &, (2000)).

1.2.2.2 - Composition chimique

v Eau et extrait sec

L'eau est I'élément le plus important du lait suplan pondéral soit 88,6 %du poids
total. Elle tient en suspension tous les autresyéhds (glucides, lipides, protéines et divers
sels minéraux). La détermination de sa teneur pedmelétecter les mouillages (Bosset J-O ;
Albrecht B ; BadertscherR ;at, 2000).L'extrait sec ou matiére seche totale alti dst
composé par les constituants du lait autres quel.l'€'extrait sec joue un rble dans la
technologie de transformation du lait surtout emmiagerie en influencant les rendements
((Bosset J-O ; Albrecht B ; BadertscherR al €22000).

v' Matiéres azotées

Elles constituent la fraction azotée du lait avactaux qui varie entre 25 et35g/1. Elles

sont composeées de protéines vraies et d'azote nobéique. Les protéines vraies sur le plan
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technologique et surtout en fromagerie sont carégi# de protéines coagulables et non
coagulables.

v' Matieres grasses

Elles sont présentes dans le lait sous forme d&aomulde globules gras. Elles sont
produites dans la mamelle a partir de précursemsepant de la circulation sanguine.
Constitués de lipides simples (99 % de triglycé&)dst de lipides complexes (phospholipides,
stérols, caroténoides .. , ).Les .matieres gradsdait de chevre sont sous forme globulaire
dont le diametre peut varier entre 1 a 10 nm. Cépatn le diametre moyen est environ 3 mm
(contre 6 mm pour le lait de vache). En fromagegiles contribuent & la saveur et a la texture

de la pate ( Bosset J-O ; Albrecht B ; BadertséherEtal., 2000).

v" Glucides

Les glucides constituent d'une matiére généralesleges du lait. lls sont formés
principalement d'oligosaccharides, de saccharidets et non azotés. Le lactose, galactoside
(1-4) glucose, diholoside réducteur, principal sutu lait est fermentescible. Il est transformeé
en acide lactique par la flore lactique lorsqueckasditions sont réunies et est a l'origine de la

coagulation via I'abaissement du pH.
v' Eléments minéraux
lls sont présents en faible quantité dans le laismouent un rdle important dans

I'organisme et dans la transformation du lait. &éments sont le, calcium, et divers chlorures
(Evette J-L,1975).
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1.2.3 - Caractéristiques Microbiologiques
1.2.3.1- Bactéries

La teneur en nutriments et en eau élevée du laidé&lui un biotope favorable au
développement des micro-organismes dont certainsepé étre nuisibles a la santé du
consommateur (bactéries pathogénes) a la consenettia la fabrication de produits laitiers
(bactéries d'altérations) (Coulin J-B et Rock E®00es bactéries retrouvees dans le lait sont
d'origines’ différentes. Certaines sont liées @dalaire du produit, d'ou I'expression flore native

du lait tandis que, d'autres sont issues d'uneantination endogéne ou exogene.

v Flore native du lait

Le lait contient peu de micro-organismes s'il éstqvé dans de bonnes conditions a partir
d'un animal sain. Les germes rencontrés sont desegesaprophytes du pis et des canaux
galactophores (DOUTOUM A- A, 1995 ; Evette J-L,197Sjassap H-V-N, 2001) et jouent
des roles importants : inhibition de la flore pajéoe et d'altération, accroissement de la
qualité marchande du lait, action antiseptique stmale du consommateur. Ces roles
découlent du pouvoir fermentescible ldeflore native du lait dont le type de fermentation
permet de distinguer deux groupes de bactéries. H@ro-fermentaires et les hétéro-
fermentaires (Casalta E, 2000).

v Flore de contamination endogéne

Les bactéries de ce groupe accompagnent le laitisiesp sécrétion et sont constituées de
genres pathogenes pour 1'nomme pouvant étre sdiimtexication (agents de mammites) ou
d'infection (responsable de zoonoses).

Les principaux agents de mammites sont les Stapbgies, certains Mycoplasmes,
Escherichia-coli, alors que ceux des zoonoses sont représentésielsernt par Brucella et
Listeria (Fresse O-M et Paul-pascal M-P, 1993).
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v Flore de contamination exogene

Les sources multiples de contamination sont resgies de la diversité des genres. Une
contamination élevée par ces derniers peut avog dmnséquences neéfastes allant de
I'altération du produit (flore d'altération) a lansmission de maladies d'origine alimentaire
(flore pathogene) (Doutoum A- A. 1995 ;Njassap HN)2001).

v" Flore d'altération

Elle est a l'origine des pertes de lait. Les geimgdiqués sont :

- Les Pseudomonas, qui par leur réle protéolytigudipolytique sont souvent responsables
des anomalies du golt®bu de I'odeur du lait ou des produits laitiers.

- Les entérobactéries, quant a elles, sont inddesaen fromagerie car elles produisent des
gaz et des acides pouvant induire des défautsxtierée (gonflement précoce), des saveurs

désagréables ou un mauvais caillage.
v Flore pathogéne
La contamination microbienne des aliments constitue obsession dans les pays en voie

de développement ou Salmonell&scherichia-coli, Clostridium, Staphylococcus et

Streptococcus sont les causes fréquentes des pmtaalismissibles par les aliments.
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Chapitre 2 :

Les bactéries lactiques

2.1. Présentation générale

Les bactéries lactiques sont des Cocci ou des bét®nqui sont en générale
aérotolérantefarpent, 1989 Cependant certaines espéces habitant par exentpleele
digestif des animaux sont anaérobies strictes, mémeprésence d¥D elles sont
incapables de réaliser la phosphorylation oxydatitdles sont Gram-positif ;
généralement immobiles et a sporulées. Elles nesepest ni catalase, ni nitrate
réductase, ni Cytochrome oxydase. En plus de celéignéfient pas la gélatine, ne

produisent pas d'indole ni d’hydrogéne sulfur@elaglio etal., 1999

Les bactéries lactiques regroupent un ensemblpéties hétérogenes (Labioui et
al., 2005. Ce sont des cellules vivantes, autonomes et proies (Doleyres, 2002),dont
le trait commun est leur aptitude a produire deidla lactique suite a la fermentation des

glucides (Ait Belghanaoui, 2006).

2.2. Taxonomie des bactéries lactiques

La classification des bactéries lactiques peut a@e f selon des criteres
phylogénétiques par [l'utilisation des méthodes wwbkres. Cependant, la
caractérisation phénotypique /biochimique classiqgaemeure pratique dans
l'identification préliminaire des microorganismesCertaines caractéristiques
phénotypiques sont utilisées pour identifier lgzeess a l'intérieur des genres comme la

capacité a : fermenter les hydrates de carbor@etotlifférentes concentrations en bile,
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produire des polysaccharides extracellulaires,ezxiigs facteurs de croissance, produire
de l'acétoine et synthétiser certaines enzymescdmaposition en G+C de I'ADN, la

composition en acides gras, la mobilité électrogtigue de la lactate déshydrogénase
sont également d'autres criteres qui peuvent &ithés pour I'identification des especes

lactiqgues(Vandamme, 1996 ;Stiles et Holzopfel, 1997 ; Halgt2007).

La morphologie est considérée comme la caractuisticlé pour décrire et
classifier les genres des bactéries lactiques. eD&it, les bactéries lactiques peuvent
étre divisées arbitrairement en bacillésadtobacillus et Carnobacterium et coques
(tous les autres genres). Le gefveissella,récemment décrit, est le seul genre qui

comporte a lafois des bacilles et des coqUedlins etal., 1993 ; Ho eal., 2007).

2.3. Caractéristiques des principaux genres des kacies lactiques

2.4.1. GenrelLactobacillus

Lactobacillusest le genre principal de la famille desctobacillaceagil contient de
nombreuses especes qui sont des agents de ferimerdtattiqgue intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées cocom@aminants. Il s’agit de bacille
longs et fins (parfois incurvés) souvent groupéschaines, immobiles, asporulés,
catalase négative, se développent a un optimurerdpérature situé entre 30 et 40°C.
Les lactobacilles ont des exigences nutritionneilés complexes en acides aminés, et
vitamines, en acides gras, en nucléotides, endgacet en minéraux (Khalidet Marth,

1990 ; Leclerc eal., 1994).
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Figure n°1: Morphologiede A: LactobacilluscaseiandB: Lactobacillusacidophilus
(Examerenmicroscopietlectroniquex7000)

2.3.2. GenrelLactococcus

Le genrelLactococcugstreptocoque du groupe N) représente les strepi@so
dits« lactique », car ils sont associés a de nonsee fermentations alimentaires et ne
posseédent aucun caractére pathogene. Les prodigtaux constituent leur réservoir
principal, mais ils sont largement présents dankiteet les produits laitierPilet et

al.,2005).

Les lactocoques se présentent sous forme de cagugmire ou en chaines de
longueur variable. Ce sont des bactéries anaérdagedtatives homofermentaires ne
produisant que de l'acide lactique L(+), sdwdctococcus lactisssp. lactis biovar.
Diacetylactisproduit le diacétyle. Leur température optimalecdgissance est proche
de30°C, capable de se développer a 10°C mais 4332 Quelques espéces produisent
des exo polysaccharides et des bactériocines. &dlescapables de se développer a 3%

de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I'arginine(Tra, 2002)
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2.3.3. GenreStreptococcus

Le genreStreptococcusst toujours large et la classification est trésivementée.
Ce genre est généralement divisé en trois grougs®gene (la plupart des especes
pathogénes et hémolytiques), oral (tel dbe salivarius St. bovi} et les autres
streptocoquegScheilfer, 1987).La seule espéce de streptocoquesait utilisée en
technologie alimentaire eStreptococcus thermophilagii a été inclue dans le groupe
des « autres streptocoques »,mais ensuite trareiégéoupe des streptocoques oraux a
cause de leur degré d’homologie avec 'ADN S&eptococcus salivariugStiles et
Holzapfel,1997).

Streptococcus thermophilge différencie par son habitat (lait et produitsdes) et
son caractere non pathogene. La résistance a pgtatare, la capacité de croitre a 52°C
et e nombre limité des hydrates de carbones pesmate distinguer leSt. thermophilus

de la plupart des autres streptocoques (Haddi&§ 1P8et etal., 2005.

2.3.4. GenreEnterococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux quégeptent une hémolyse de type
et B et qui appartiennent au groupe D. Ce sont des @msaux de l'intestin. Les
especes rencontrées dans l'alimentation sont éslkemientEn. faecaliset les espéces
proches.

Les entérocoques sont des coques qui peuvent é&bdesy homofermentaires,
généralement différenciés par la fermentation deabinose et le sorbitol, ils croissent

entre 10°C et 45°Cramime, 2002 ; Ho «dl., 2007.
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2.3.5. Genred.euconostoc, OenococcabWeissella

lls ressemblent les coques lenticulaires en paitesn chainettes mésophiles, qui
possedent un caractéere hétérofermentaire marque® production d’acide lactique
(isomere D), de CO2 et d'éthanol. Les caractéustiqtelles que I'hydrolyse de
'esculine la formation de dextrane, les conditiolescroissance, la capacité a croitre a
différents pH et température, l'assimilation deratd et/ou malate permettent la
différenciation entre les genréguconostoet Weissella(Pilet etal., 1998 ; Ho e#l.,

2007).

Actuellement, le genreeuconostocomprend quatorze espéces, ils sont également
anaeérobies facultatifs et exigeants au point de nuteitionnel et leur croissance est
toujours lente. Le développement des leuconostt@ier souvent I'apparition d’'une
viscosité dans le milieu grace a la production ebas polysaccharides. Les leuconostoc
principalementn. mesenteroidessp.cremoriset Ln. lactissont utilisés en association
avec les lactocoques dans I'industrie laitiere gmoaduire en plus de l'acide lactique et
le CO2, des substances aromatiques telles queatstglie et I'acétoine a partir des

citrates (Hassan et Frank, 2001 ; Guiraud, 2008ieiCetal., 2008).

Ve

o U

!

Figure n° 02: FixationdesLeuconostocsurlesmoulesengrés-vernissé.
(Examerenmicroscopietlectroniqualebalayage11 500x).
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2.3.6. Genredediococcugt Tetragenococcus

Les Pediococcussont des coques homofermentaires dont la partitlast le
regroupement en tétrade. lls sont mésophiles, us pbuvent incapable d'utiliser le
lactose, et leur développement nécessite la préseéaaivers facteurs de croissance.
Certaines especes se distinguent par leur capgasiéédévelopper a des teneurs en sels
trés élevées, comnteediococcus halophilugenomméTetragenococcus halophiluet

Tetragenococcus muriaticagli tolére jusqu’a 18% de Na(®ilet etal., 20035.

Les especes deetragenococcusnt un réle crucial dans la fabrication des pragluit
alimentaires a concentration élevée en sel commesdeices de soja, alors que les
pediocoques sont parfois utilisés comme levainggaes pour les charcuteries (Guiraud

et Rosec, 2004 ; Tosukhowongaét 2005).

2.3.7. GenreBifidobacterium

Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des
bactéries lactiques grace a la similarité de segrgtés physiologiques et biochimiques
et a sa présence dans le méme habitat écologeEjuguéd le tube gastro-intestinal. Ces
microorganismes sont phylogénétiqguement sans ra@@c ces dernieres. lls sont
davantage e liés au phyluAttinobacteria(anciennemenfctinomycétésdes bactéries

Gram positif dont ’ADN est a haut pourcentage de@(Pilet etal., 2005.

Les bifidobactéries se caractérisent par leur fomee irréguliere souvent en forme
V mais pouvant étre coccoides, la présence d'uagne) la fructose-6-phosphate
phosphocétolase, celle-ci leur permet de fermdatehexoses en produisant de I'acide

acétigue et de l'acide lactique. Leur températuee cibissance varie de 36°C a

43°C(Axelsson eal., 2004 ; Pilet eal., 2005 ; Ho eal., 2007).
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2.4. ldentification des bactéries lactiques

2.4.1. Caractéres morphologiques et structuraux :

% La forme : des cellules microbiennes représentent souventawactére
distinctif de I'espéce et du genre bactérien (ceqme batonnets) (Prevost

,2009 se trouve a la figure 01.

'c,,. \' N .
¢ s 1

T e
12N r (7 o 1

Figure n°03 différentes formes microscopiques de bactériesglaes obtenues au
laboratoire de microbiologie appliquée de l'uniitérd'Oran par Saidi (2007).De gauche
— droite, Diplocoques (Leuconostoc sp.), (Lactohsci sp.), streptocoques et
diplocoques(Lactococcus lactis sp.)(Grossissemég00).

« Le diamétre cellulaire : est un caractére plus stable que la longueur
cellulaire.

« La mobilité : est une caractéristique rare chez les bactiitisues qui sont
généralement non mobiles, sauf dans certains casllesi possedent des
flagelles péritriches.

+« La sporulation : toutes les bactéries lactiques sont non spaulée

s L’analyse de ces compose=ellulaires est entrains de devenir un instrument
essentiel non seulement pour la classification raassi pour l'identification
des bactéries.

% Les recherches chimio taxonomiquesréalisées sur les bactéries ont
contribué de facon fondamentale a expliquer leatiogls génétiques intra et

inter spécifiques.
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% La présence d'inclusions cellulaires, corpusculeachromatiques ou de
volutine, est un caractére distinctif de certaieggeces du genre Lactobacillus

homofermentaires strict (Renouf, 2006

2.4.2. Caractéres physiologiques et biochimiques :

Regroupent la quantité et la configuration de Hacilactique produit, la
température de croissance minimale, optimale etimed®, la tolérance a I'oxygene et
au chlorure de sodium, production de gaz et d’ar@meroduction d’ammoniaque a
partir de l'arginine, la capacité d’hydrolyser kbedine ou de résister aux sels biliaires et

a différentes valeurs de pHuquet et Roissard, 1994).

2.4.3. Caracteres immunologiques :

La réaction immunologique se traduit par I'agglation des cellules bactériennes,
ou par la précipitation a linterface antigéene-sétum (Roissard et Luquet 1985). La
sérologie a été utilisée pour la classificatiofiigéntification des streptocoques, depuis
gue Lancefield (1933), propose les premiers groupements. Les groupesogéjoes

comme le cas des streptocoques lactiques qui aogés dans le groupe sérologique N.

2.5. Principales voies fermentaires des bactériesctiques

2.5.1. Voie homofermentaire ou EMP

Les bactéries lactiques homofermentaires comprénrea especes de
lactocoques, pediocoques, ainsi que certains lactitds. Cette voie conduit dans des
conditions optimales de croissance a la Product®deux molécules de lactate et deux

molécules d’ATP par molécule de glucose consomrhéefructose-1,6-bisphophate
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aldolase (FBA) est une enzyme clé indispensabléoactionnement de la voie EMP

(Thompson et Gentry-Weeks, 1994).

2.5.2. Voie hétérofermentraire ou voie des pentosplosphate

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucospreduisant, en plus de I'acide
lactique, de l'acétate, de I'éthanol et du CO2 shigs hétérofermentaires. Les groupes
principaux de bactéries présentant ce type de mktai® sont les leuconostoc et
certains lactobacilles. Ces microorganismes sopbul&us d’'une FBA et le systeme de

transport PTS (Thompson et Gentry-Weeks, 1994).

2.6. Les propriétés antimicrobiennes desbactérieslactiques:

Les mécanismes antimicrobiens spécifiques des ret@ctiques exploitées dans
la bio préservation des nourritures incluent ladpagion des acides organiques, du
peroxyde d'hydrogene, de I'anhydride carboniquedidaétyle, des antimicrobiens a
large spectre tels que la reutérine et la prodactie bactériocinegde Vuyst et

vandamme, 1994 b; Stiles, 1996; Jacobseh,e2003 et Vermeiren El., 2004).

2.6.1. Acides organiques

L'acide lactique est le métabolite principal des &lusant la réduction du pH qui
inhibe largement de microorganismes (Eklund, 1988ahnureret Magnusson, 2005
La forme non dissociée et plus hydrophobe de kEadd répand au-dessus de la
membrane des cellules et se dissocie a l'intédeur cellule, libérant les ions H+ qui

acidifient le cytoplasméPiard et Desmazeaud, 199En plus de I'effet du pH, l'acide
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non dissocié fait chuter le gradient électrochimigie proton, entrainant la bactériolyse

et finalement la mort des bactéries sensitiddund, 1989.

2.6.2. Acides gras :

Dans certaines conditions, quelques lactobaciliesagtocoques possédant des
activités lipolytiques peuvent produire des quastisignificatives d'acides gras, par
exemple dans la fermentation du lait ferme(f®ao etal., 1984)et des saucisses
seches(Sanz at., 1989.

L'activité antimicrobienne des acides gras a ét@ntifiée pendant plusieurs
annees.Les acides gras insaturés présentent uvieeamintre les bactéries a Gram+, et
l'activité antifongique des acides gras dépendademposition, de la concentration, et

du pH du milieu (Gould, 1991).

2.6.3. Peroxyde d'hydrogene :

En général, les bactéries lactiques sont capabkestransformer I'oxygene
moléculaire (O2) en super oxyde excité (02), empgate (H202) ou en eau (H20). Ces
réactions sont catalysées par des enzymes spésfigénéralement en présence d'un
substrat a oxyder. Ces enzymes ont été trouvees dadm souches de Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc et Pedioee®c(Condon, 198)L'effet
antimicrobien de H202 peut résulter de I'oxydaties groupes sulfhydriques causant la
dénaturation d'un certain nombre d'enzymes, etad@eroxydation des lipides de
membrane ; de ce fait provoque l'augmentation dpelanéabilité de la membrane

(Kong et Davison, 1980
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2.6.4 Dioxyde de carbone (CO2) :

Il est principalement produit par les BL hétérofentaires. Le mécanisme précis
de son action antimicrobienne est toujours incor@ependant, le CO2 peut jouer un
rble antimicrobien en créant un environnement aAdue, qui empéche les
décarboxylations enzymatiques, et I'accumulatio€@2 dans le milieu peut causer un

dysfonctionnement de la perméabiliigklund, 1984.

Le CO2 peut aussi empécher la croissance de bgawmunicroorganismes de
détérioration, particulierement les bactéries peyrcphes a Gram- (Farber, 1991 et

Hotchkiss esl., 1999).

2.6.5. Diacétyle

Il est produit par des souches de Lc. lactis sulaspis biovar. Diacetylactis par la
fermentation du citrat¢Lindgren Et Dobrogosz, 1990 et Cogan et Hill, 199Bkst
responsable des quelques autres produits laitenmsehtés. Les niveaux sensoriels

acceptables du diacétyle sont de 2u@/ml (Earnshaw, 1992).

2.6.6. Acétaldéhyde

Chez Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, I'actiomnd’ thréonine aldolase, clive la
thréonine en acétaldéhyde et en glycine. L'acéigliE2a une concentration de 10 & 100
ppm empéche la croissance 8aphylococcusureus, deSalmonella typhimuriunet

d’E. Coli dans les produits laitiers (Piard et Dezeaud, 1991
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2.6.5. Reutérine :

La reutérine est produite paactobacilles reuteri une espece hétérofermentaire
dont la niche écologique est I'appareil gastrostinal des humains et des animaux
(Axelsson etal., 1989).La reutérine montre un large spectre dig&tantimicrobienne
contre certaines bactéries a Gram+ et a Gram-otgamismes de détérioration sensibles
a la reutérine comprennent Salmonella, Shigellast@tlium, Staphylococcus, Listeria,

Candida, et TrypanosongAxelsson etl., 1989)

2.7. Les bactériocines des bactéries lactiques

2.7.1 Définition

Contrairement aux antibiotiques classiques, lesébacines sont synthétisées par
voie ribosomique généralement par des bactériesaen @ositif appartenant au groupe
des bactéries lactiques. Elles peuvent subir ou w&s modifications post-
traductionnelles avant d'étre excrétées dans leeunikxtracellulaire. Leur spectre
d’action antibactérien, généralement étroit, comg@reouvent des souches appartenant a
la méme espéce que la souche productrice. Cetteiederproduit une protéine
d'immunité pour se protéger des effets déléterela dactériocine qu’elle produit (Jack

et al.,1995).

2.7.2. Classification

Il existe plusieurs classifications. La premiéré femdée sur les spectres d’action

(Klaenhammer 1988). Les connaissances acquisgseamis de créer une classification
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reposant sur les structures et les mécanismedatiades bactériocines (Klaenhammer

1993).

Cette derniere a été modifiée par I'ajout de sdasses et est actuellement utilisée
(Neset al., 1996 ; Diepet al.,2002).Cette classification se décompose en quksseas

distinctes :

- Classe I: il s’agit de peptides de taille réduite (< 5 k@ntenant des acides aminés
inhabituels obtenus par modifications post-tradumtelles. Un de ces acides aminés
caractéristiques est la lanthionine ; c’'est pourdes bactériocines appartenant a la
classe | sont appelées lantibiotiques pdanthionine containing antibioti¢sLa nisine

est la bactériocine de la classe | la plus étudi@estructure de ces bactériocines differe

selon la localisation des ponts établis entre ¢édea aminés inhabituels (Twometyal.,

2002). Il existe deux types de lantibiotiques sééam structure.

Figure n°® 4: structure de la nisine A

lantibiotiqgues de type B regroupent les bactériegimlobulaires, dont la plus
connue est la mersacidine (Figure 2A). Le mécansiadion de cette bactériocine, tout
comme celui de la nisine, est fondé sur la liaiaeec le lipide Il, non pour former un
pore, mais pour inhiber la synthése de la pardiamment la transpeptidation, ou de

certaines phospholipases (H=wal.,2003).
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Certains lantibiotiques n’appartiennent ni au typeni au type B, comme la
mutacine Il (Woodruffet al.,1998) (Figure 2B). C’est un peptide de petite ¢afB245
Da) qui contient une B -méthyllanthionine ainsi gleeix lanthionines en plus d’un acide
aminé didéshydrogéné. Ce lantiobiotique, de pgretie taille, ne peut pas former de
pore au sein de la bicouche lipidique de la celuibde (Chikindaset al., 1995a). Ces
peptides antibactériens agissent sur le potengemémbrane (1) ainsi que sur le
gradient de Ph.

- Classe Il: cette classe regroupe les petites bactériockmdd (kDa) thermostables et
ne subissant pas de modification post-traductidenel cependant elles sont
généralement synthétisées sous forme d'un prédeejtiii sera maturé lors de son
excrétion dans le milieu extracellulaire. Le site divage protéolytique du peptide
leader s’effectue généralement au niveau d’un dodélglycine. Le mécanisme d’action
de ces bactériocines est principalement fondéaspeitméabilisation de la membrane de
la cellule cible. Les bactériocines peuvent interagec cette derniere. En effet, ces
peptides sont hydrophobes, cationiques et adopteststructure secondaire en hélice
“1lJen milieu apolaire (Fregeau Gallagletral., 1997 ; Wanget al., 1999 ; Sprulet
al., 2004a).

Cette catégorie contient plus de 50 bactériocinesec I'acquisition de nouvelles

connaissances, trois sous-classes ont été intesduit

- Sous-classe llaou « pediocin-like » : les bactériocines de cette sous-classe
ressemblent d’'un point de vue structural a la p@de qui fut la premiére
bactériocine de ce groupe a étre décrite. Ces i@atées ont deux particularités,
la premiére est la présence d’'une séquence N-talentonservé®YGNGV-C---
-C-V-WG-A---I (Ennahaeet al.2000 b), la deuxieme est la présence d’'une activité
anti-Listeria sp. Les Carno bactériocines BM1 et B2 font pareecdtte sous-
classe (Quadret al., 1994) ainsi que la mésentéricine Y105 (ou mésecitézo

52A) (Hécharcet al.,1992 ; Revol-Junellest al.,1996b).
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- Sous-classe llb: ce groupe correspond a des bactériocines podséean
composants. L'activité optimale dépend de I'acttmmjuguée des deux peptides.
lIs peuvent étre actifs individuellement mais uyeesgie d’'action est observée
lorsqu’ils sont associés, comme par exemple pemtérocine L50A/L50B (Cintas
et al., 1998). Ces peptides peuvent également étre inaatifgiduellement ; seul
un mélange des deux composants permet d’obsereecadctivité antibactérienne,

comme c’est le cas pour la plantaricine JK (Daégd., 1996).

- Sous-classe llc. cette catégorie était initialement réservée aastdyiocines
activées par réduction de groupements thiolhi@l-activated”) (Klaenhammer
1993), comme la lactococcine B (Veneswtaal., 1993). Cependant, la réduction
d’'un groupement thiol ne semble pas indispensaldenaactivité antibactérienne
(Venemaet al., 1996). D’autres auteurs (Ne$ al., 1996) ont proposé de dédier
cette sous-classe aux bactériocines de la classeiétées par le systeme général
d’excrétion (le systemeseq, car les autres bactériocines de la classe It son
excrétées par des systéemes spécifiques type ABIPBInding Cassette Deux
exemples ont été décrits, I'acidocine B (Ledral., 1995) et la divergicine A
(Woroboet al.,1995). Cependant, des bactériocines de la souseclkgs sécrétées
par le systemeeg ont été décrites, comme I'entérocine P (Cieteal.,1997). Ces
découvertes remettent en question I'existence tte seus-classe. Finalement, la
sous-classe llc regroupe les bactériocines datselll ne pouvant pas étre classés
ni dans la sous-classe lla ni dans la llb (Héclerdl., 2002). La mésentérocine
52B (mésentéricine B105) en fait partie (Revol-Jiesest al., 1996b ; Hécharet

al., 1999).

- Classe Il : cette classe regroupe les bactériocines de hads pooléculaire (> 30 k

Da) qui possedent une activité antimicrobienne. @e#téines, contrairement aux

peptides de la classe Il, ne sont pas thermostablestérolysine A, synthétisée par
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Enterococcusfaecalisappartient a cette classe et présente une @éctniiiListeria sp.
(Nilsen et al., 2003 ; Nigutovaet al.,2008). Cette protéine possede dans sa région N-
terminale une activité <endopeptidase-like>. De plus, sa région C-terminale est
similaire au géne de lyse de bactériophages (A2, Whe délétion des 58 derniers
résidus d’acides aminés entraine une perte totakod activité. Le mécanisme d’action
de cette bactériocine repose sur une activité ytigak permettant la dégradation de la

paroi de la cellule cible (Nilsest al.,2003).

- Classe 1V :cette derniere classe regroupe les protéines cesipléne partie non
protéique (lipide, oligosaccharide). Cette classeti®s peu représentée voire éliminée
(Drider et al., 2006). Leuconostoc paramesenteroid€¥X produit une molécule
antimicrobienne, la leucocine S, appartenant & catisse. Cette protéine de haut poids
moléculaire, thermosensible, perd totalement sdivit vis-a-vis deLactobacillus
sakei en présence d-amylase, enzyme dégradant les glucides complekies.
prétraitement de la souche cible avec cette mérmgnan n’'affecte pas I'activité de la
leucocine S. Par conséquent,/damylase agit directement sur la bactériocine atsw

un récepteur potentiel présent sur la souche denfliewuset al., 1992). Sa nature
glycoprotéique a été confirmée lors d’une SDS-PASsivie d’'une coloration au bleu
Alcian (Lewus et al., 1992). Face a la complexité et a I'hétérogénéité cdte
classification, certains auteurs ont proposé dlétales classifications selon le genre
producteur ; une classification pour les bacténiesiproduites par le gerfemterococcus

est ainsi disponible (Fraret al.,2007).
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0.1 kb

- 1 kb

I
I
I
A\ 4~
B . accessory gene >~ ABC transporter
ABC lmnﬂ@ accessory gene m w

Figure n° 05 organisation générale des opérons producteursaérizeines

1 kb

!

A : prébactériocine et sa protéine d’immunité
B : transporteur ABC et son facteur accessoire
C : systeme de régulation a trois composantes

HK : Histidine Kinase ; RR : protéine de régulatidi : facteur d'induction

3.8.3 Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action des bactériocines est trgeraent etudié. Il est admis
gu'’il se décompose en trois étapes. La premiersistanen la fixation du peptide sur la
membrane de la cellule cible. C'est durant cett@petque le peptide adopte sa
conformation tridimensionnelle permettant I'expiressde son activité. La seconde
étape est l'insertion de la bactériocine dans lanbrane cytoplasmique. Durant cette
étape, plusieurs peptides antibactériens sonttéscpour former un pore. La derniere
étape est la formation du pore.

Ce dernier conduit a des fuites de composeés inlmaiees vitaux. Leur perte
entraine donc des effets néfastes pour la celilient d’'un simple ralentissement de la

vitesse de croissance bactérienne a la mort cedlula
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Figuren® 6 : Moded’actiondesbactériocinesle bactériedactiqueg(Pauletal., 2005
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Chapitre 03 : Matériels et méthodes partie pratique

Chapitre 03 :

Matériel et méthodes

3.1. Objectif de I'étude :

- Isolement et identification des souches lactsg@@artir de lait cru de chévre et chamelle.

-Sélection des souches lactiques productricesudetances antibactériennes.
3.2. Prélevement et collection des échantillons :

Le prélévement s’effectue en soutirant une quastifésante du liquide dans un flacon
stérile. Il faut nettoyer la source de prise (Iél@vement a été fait aseptiquement aprés que les
mamelles ont été désinfecté pas l'eau tiede contende lI'eau de javel 2%), en suite
I'échantillon est mis dans un flacon stérile et smmer a 4°C jusqu’a son utilisation. Le
nombre d’échantillons prélevés est de raison 03 [®lait de chévre et de 03 pour le lait de
chamelle.

Les échantillons de lait de chamelle et le lait at&vre proviennent de la région de

« Laghouat ».
3.3. Souches utilisées :

Pour I'étude de [Iactivité antibactérienne, on dlia# trois souches pathogenes :
Escherichia. Coli ATCC 25922, Staphylococcus auréAiBCC25923 et salmonella,
ATCC :25983 les souches sont obtenues a partatuatoire de I'université de SAIDA.
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3.4. Isolement et culture de la flore lactique

Isolement et identification des souches lactiquésanphiles : aprés coagulation de lait cru
(lait de chevre et lait de chamelle) qui est répartdeux tubes ; le premier tube est incubé a
37° et le deuxiéme est incubé a 45°, des dilut#males (16,10°) de la suspension mére
sont réalisés a l'aide de milieu de dilutions (pept sel) et 1 ml de chaque dilution est

ensemencé dans la masse des milieux gélosé suivants

Tableau n° 02 milieux d’'isolement des bactéries lactiques

Milieux Bactérie T°C/durée Incubation
d’isolement
MRS Lactobacilles 37/24h-72h Anaérobiose
M17 Streptocoques 45/24-72h Aérobiose
Eliker Lactocoques 30/48-72h Aérobiose
MSE Leuconostoc 30/48-72h Aérobiose

3.5. Purification et conservation des souches :

Seules les bactéries a Gram positif et catalagativé ont été retenues. Pour chaque
échantillons 5 a 10 colonies sont prélevées suemNMRS ou M17 et repiquées sur MRS ou

M17. Aprés purification, les souches sont conserpae deux méthodes :

» Conservation court duréeles souches pures étaient ensemencées danshdegie

gélose inclinée, apres incubation a 30° les tubest placés a +4° et le
renouvellement des souches se fait toutes les disem

» Conservation a longues durédes cellules des isolats purifiés sont congebtes

20°c dans un milieu contenant 70 pour cent de daitmé (enrichit par 0.05
d’'extrait de levure) et 30 pour cent de glycéranfglis etal.,1994) aprés la
centrifugation a 3000 tr/min pendant 10min.la adtpeut étre conservées plusieurs

mois.
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3.6. Identification des isolats
3.6.1. Critéres morphologiques

» Caractérisation macroscopiques
L’examen macroscopique est porté sur 'observati@troscopique qui permet de
décrire I'aspect des colonies (la forme, la tapliggmentation, viscosité, contour,)

« Caractérisation microscopiques.
La coloration de Gram a été utilisée pour classebhctéries selon leur gram, leur
morphologie et leur mode d’association
Les bactéries Gram positives et catalase négatwat présumées des bactéries
lactiques.

Remargue Un autre test a été réalisé : 'ensemencement donehe isolée dans un milieu

MRS liquide pour voir la pureté des souches.

3.6.2. Criteres physiologiques et biochimiques :

3.6.2.1. Test de catalase

Le test de catalase sert a démontrer si la bagh@sséde I'enzyme catalase servant a

décomposer le peroxyde d’hydrogéné.

L’activité catalytique consiste a prélever une ogosur gélose MRS ou M 17 ET dissocié
dans une goutte d’eau oxygénéeOth 10 volume ; l'apparition de bulles révélant le

dégagement d’'oxygéne (Ahmed et Irene ,2007).

3.6.2.2. Croissance a différentes températures

Ce test est important car il permet de distingwes Ibactéries lactiques meésophiles des

bactéries lactiques thermophiles (Leveaal d991). L’aptitude a la culture est testée a :

o 37° et 45°C(lactobacilles)sur milieu MRS (Maraét1960)
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e 37°C (leuconostoc) sur milieu MRS
o 45°C(streptocoques, lactocoques, et entérocoques) rsilieu M17(Terzaghi et

Sandine,1975). La croissance est appréciée pardfdpn de trouble.

3.6.2.3. Type fermentaire

Ce test permet de classer les bactéries en hétémitire ou homofermentaire .il est
effectué dans un milieu dépourvu de citrate pouteévia formation de cdiée a ce
métabolisme particulier (Dicks et Vans Vuuren,198) ensemence abondamment un tube
de 10 ml de bouillon MRS (sans citrate) ou M17 diEnmilieu on introduit une cloche de
Durham, le co dégagé par les bactéries hétérofermentaires stadeudans la cloche apres
I'incubation a 30°C pendant 24 a 48h.

3.6.2.4. La culture a Ph9.6 et celle en présence daCl :4 %,6,5%

Un milieu hyper salé a différentes concentratioadNd cl (4%, 6,5% ) et le milieu MRS
alcalisé a ph 9,6 sont ensemencés et incubées@ B3fdant 2 a 3 jours .On apprécie la

croissance par apparition d’un trouble .

3.6.2.5. Production de I'acétoine

La recherche de I'acétoine est testée par laiofade VogesProskauer (VP) (Harrigan et
McCance ,1976 ;Zourari etl.,1991) ,apres une culture de 24 h a 30°C sur uniliark et
Lubs ;ajouter 5 gouttes de réactif MBolution de soude NaOH a 16 % dans 'eau distij&t
le méme réactif VP (alpha-naphtol a 6% dans I'alcool’95agiter soigneusement les tubes et
attendre maximum 10 mn .La présence d’acétoineadeit par une coloration rose en surface

mais pouvant diffuser dans tout le milieu.
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3.6.2.6 Production de CQa partir de citrate :

Cette recherche est faite en inoculant la souchs da tube (10.5ml) de lait écrémé
stérile 10 pour cent ,ajouter 0.5ml d’une solutitncitrate de sodium stérile (10pour cent)et
verser environ 4 ml de gélose blanche (1.5%)ell&€mm stérilisée .La décomposition des
citrate se manifeste par la production de gaz dameasse de milieu en trois a cing jours
d’incubation a 30 °C (Harrigan et McCance,1976 vdaa etal,1991) .la production de gaz
chez les leuconostoc ktctococccus lactissp biovar diacétylactis par la fragmentation de la
gélose dans le tube (Larpent-Gourgaudl €1997).

3.6.2.7. Utilisation des citrates

L'utilisation de citrate est détectée sur le miligempler et McKay (1980). Apres
I'incubation & 30°C pendant 24 h a 48h, les coujei fermentent le citrate sont des colonies
bleues ou ont un centre bleu (GitrLes colonies incapables de fermenter le citragtent
blanches.

3.6.2.8. Production de dextrane :

Appliqué pour les isolats deeuconostofCarr etal.,2002) ; les souches a tester sont
ensemencées sur gélose MSE (Mayewxd.etl962) ; apres incubation a 30°C pendant 48h les

colonies sont muqueuses brillantes d’'une pellioplaque a la surface de la gélose.

3.6.2.9 Dégradation d’'arginine(ADH) :

Elle est mise en évidencesur un milieude moellevdlMr ,1995 ;Harrigam et Mc Cance
,1976) pour chaque souche isolée ensemencée umeubeuillon Moellerarginine et un tube
témoin (moeller sans arginine) recouvrir le mili@vec 4 & 5 mm d’huile de paraffine viv
stérilisé apres 2 a 6 jours d’incubation a30°Cultiuce dans le tube témoin se manifeste par

un virage au jaune du a I'acidification du miliendtabolisme de glucose ) (Larpent Gourgaud
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etal.,2002).la dégradation de I'arginine aboutissala Bormation d’ammoniaque est révélée
par I'alcalinisation du milieu qui devient violet.

3.6.2.10. Fermentation des hydrates de carbones

La fermentation des carbohydrates a été menée iieu MivIRS sans extrait de viande,
sans sucre et additionné au pourpre de bromocr@0P) comme indicateur de pH
(MRSBCP-EV) (Badis®t al.2005. La source de carbone est représentée par l'unudesss
suivants : Arabinose, Glucose, Galactose, FructS8aecharose, Sucrose, Mannitol, Xylose,
Manose, Cellobiose, Dextrose, Lactose et Mal{Bgekrothret al.2009.

Les solutions sucres sont préparées a 3% stésliasg@ebain marie (110°C/10min). Un
millilitre de la solution est additionné a 10ml MERSBCP-EV(Hariri et al.2009).

Dans les tubes a hémolyse (galerie classique), @nlml du milieu (MRSBCP-EV)

additionné a la solution de sucre déja préparéelenl de la solution bactérienf@uessast

al., 20049). Cette derniere a été préparée a partir d'une eulterl8h, centrifugée a8000tr/min
pendant 15min. Le culot ainsi récupéré est addigtode 2ml de tampon phosphate puis
recentrifugé aux mémes conditions pour se débamaes restes du milieu de culture et pour
obtenir un culot cellulaire pur. A ce culot 0,2nmd dhilieu de MRSBCP-EV est additionné
pour former cette solution. On ajoute 0.5ml d'hudke paraffine pour créer les conditions
d’anaérobiose. Vu le nombre important de souchediés ainsi que le nombre des tubes a
utiliser avec chaque souche, une plaque d'Elisééautlisée. ET puits de chaque ligne

contiendront une source de carbone qui sera @&ipsé différentes souches
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Pour mettre en évidence les zones d’inhibitionstasches lactiques ont été ensemencées
en touche (a l'aide d’'un inoculateur multipointrg& a la surface d’un milieu MRS ou M17
solide a partir d'une culture de 24 h, les boitest séchées sous la température ambiante
pendant 2 heures. Aprés 24 h d’incubation chagokest recouvert avec une goutte de gélose
nutritive maintenue en surfusion (50°C). Cela péroe fixer les colonies et d’éviter leur
dispensions (Larpent-Gourgaudadt.,1997). Une couche de gélose moelle (0.7%) canten
0.1ml d’'une culture en milieu liquide de 18h d’'usmuche indicatrice (pathogene) est coulée

au-dessus de la premiere couche de gélose.

La lecture des boites s’effectue aprés 24 heureswudation a 37°C en aérobiose, les
souches présentant une zone transparente sontiéaes comme productrices de substances

antimicrobiennes. La taille des zones d’inhibitmonduites a été mesurée en mm.

3.7.2. Méthode de puits (méthode de Barefoot et Kaeammer,1983) :

Cette méthode est réalisée sur les bactéries lastiqnhibitrices possédant les plus
grandes zones d’inhibition montrant la présencsutistances peuvent diffuser dans un milieu

de culture solide.

Les bactéries lactiques sont repiquées dans uaudRS ou M17 liquide et incubées
pendant une période de 18 h a30°C. Aprés incubatiencentrifugation réfrigérée (4°C) est

réalisée a 4000 tr/mn pendant 15 mn.

Des puits de 5 mm de diametre sont creusés stérlem I'aide d’'un emporte-piece
(cloche de Durham ) sur la gélose nutritive inoqoé# la souche indicatrice (pathogene ) et
seront remplies avec 100ul du surnageant de cutturd’extrait cellulaire. Les boites de Pétri
sont mises a température de +4°/4h pour permettrdodnne diffusion de la substance
antibactérienne (Doumandji at., 2010).Les boites sont incubées a 37°C et leepo&sde zones
d’inhibition formées autour des puits est examirsg@es 24h d’incubation (Hwanhlem et
al.,2011).
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Aodes

Meéthode de Fleming et al., 1975
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Figure n° 09 les différentes méthodes utilisées pour la redie des substances
antimicrobienne
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Chapitre 04 :
Résultats et discussion

4.1.Résultas

4.1.1. Identification des isolats :

Lors de cette étude nous avons identifié les ssriidolées a partir du lait de chévre et
lait de chamelle par les procédures phénol lytigumsventionnelles basés sur les tests
morphologiques physiologiques et biochimiques.

Les isolats G+ et catalase — sont étudiées.

4.1.1.1. Criteres morphologiques

L’examen microscopique sur milieu MRS ou M17 mondles colonies circulaires
bombées et de couleur blanche leur taille d’envitorm a 2 mm de diamétre ; l'aspect
microscopique des souches aprés coloration de gramdvelé une forme cellulaire

« coque » les coques sont disposés en paires¢d@qles), ou en courtes chainettes.
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Figure n°10: Aspect macroscopique des cultures bactérienrmgdnostogsensemencée en
profondeur avec MRSv

A : L’aspect macroscopique de la souché.daeconostogsolée a partir de lait de chévre

B : L’aspect macroscopique de la souché e@conostogsolée a partir de lait de chamelle.

Figure n°11: L'aspect macroscopique des souchesV2 et M5esumilieu MRS (ensemencé
en surface)

A : V2 la souche isolée de lait de chamdlie.M2 |la souche isolée de lait de chévre.

Figure n°12: Aspect de souche pwé sur MRS liquide
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Figure n°13: L'observation microscopique des cellules baetéres I(euconostor apres
fixation (Coloration de&sram) (Gx1000)

A : Lasouche M1 isolée de lait de ché®e La souche V3 isolée de lait de chamelle

4.1.1.2. Criteres physiologiques et biochimiques :

Les résultats des méthodes phénolytiques utilipées l'identfication des souches

lactiques sont regroupés dans le tableau suivant :
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Tableau n°03 : les caractéristiques physiologiques

deleuconostodsolées.

Catalase -

et

biochimiquss souches

Gram +

ADH -

Production de CO: +

4°C -

15°C +

37°C +

45°C -

63.5/30min -

55/15min +

pH4.8 -

pH6.5 +

3% NaCl +

6.5% NaCl -

Dextrane +

L'utilisation de citrate +

Production d’acétoine -
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Les souches isolées sont déterminées comemeonostograce a la production de
dextrane ; les souches donnent les résultats dsivaeroissance a 37°C, ADH
négatif, citrate positif, les souches Eeiconostocsont des hétérofermentaires, acétoine

négatif, produisent le CO2 a partir de citrate.

A B

IR AT VA s B

Figure n°14: Type fermentaire des isolatseuconostor sur milieu MRS liquide glucosé
contenant la cloche de Durham. Incubées a 30°C/24h.

A : les isolats de lait de cheévre. B : issdats de lait de chamelle

Figure n°15: Type fermentaire des isolatssiconostocsur milieu lait UHT.

A : Les isolats de lait de chévre. B : Les isobdait de chamelle
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Figure n°16 : La couleur jaune indique l'absence I'ADH chéruconostoc(Test de
I'hydrolyse de I'arginine). Souches (M) isolats i@ de chevre et (V) isolats de lait de
chamelle.

Figure n° 17 L'aspect de colonies productrices de dextranelgmsouches M 3 et V3 sur
milieu MSE.

A : Les isolats de lait de chevr®.: Les isolats de lait de chamelle.
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Figure n° 18: l'utilisation de citrate révéle par les colonl@sues sur le milieu KMK de nos
isolas

Figure n°19: test de production d’acétoine

V1, V2, V3: Les isolats de lait de chamelle. Milieu jauneabsence d’acétoine =>test du
VP négatif pour nos isolas lactique

M1, M2, M3 : Les isolats de lait de chévre. Milieu jaune =>ait® d’acétoine =>test du

VP négatif pour nos isolas lactique Tested
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4.1.1.3.Identification de I'espéce :

Lidentification est complétée avec I'étude de danientation des hydrate de carbone

par les souches isolées .

La fermentation des sucres par les souches isetdesr identification ont été

présentées dans le tableau et la figure suivante

d ®
8
S
)

)

¥

Figure n°20 :résultats de la dégradation des hydrate de caitemies souches isolées
M1,M2,M3 les isolats de lait de chévre
V1,V2,V3 les isolats de lait de chamelle

Tableau n°04: résultats de la dégradation des hydrate de cangmamies 6 souches isolées

()

@ a @

o — Q 0
212 |2 |3 |58 |g |3 2 |2 /g |8 |g
c c 3 o P 3 = (D] (@] o) n @] n
S o o =) C (@) C — = 154 =
@© =] S a = a Q o]
n < V) L wn w = X = @) | (@] =
V1 | + + +/- + + - - +/- + + + +
V2 | + + +/- + + + - + + + + +
V3 | + + +/- + + - - + - + - +
M1 | - + + + + - - - - + - +
M2 | - + + + + - - - - + - +
M3 | - + + + + - - - - + - +
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Les souches deuconostoogénéraolement sont capables de fermenter la plieert
sucres ,mais ne fermentent pas l'inositol .

Les souches M1 ,M2,M3 ont le meme profil fermemtaielles fermentent les mémes
sucres et présentent un résultat négatif avec éesa® sucres aussi.
V1, V2, V3 ont le méme profil fermentaire sauf gué et V 3 ne fermentent pas le
mannitol, V3 ne fermente pas le cellubiose et \é3armente pas le dextrose.
Si en comparant les souches M1,2,3 avec V1,2 ,3rauve une différence du profil

fermentaire au niveau de plusieurs sucres.

Remarque :I'isolement d'un seul est genre est due a la nughdilisée ainsi les critéres

morphologiques et biochimiques utilisées pour hification des genres et espéce.

4.1.2 . Résultats de I'activité antibactérienne :

Les souches isolées du lait cru de chévre et deall@ont été testées pour leur capacité
a inhiber les bacteries pathogénes tel qugscherichiacoli ATCC 25922 et
StaphylococcuaureusATCC 25923 esalmonellaATCC 25983.

Notre choix s’est donc porté sur une techniquestarmnt décrite dans la littérature notamment
celle de Fleming eal., (1975) qui nous a permis de faire une premiétecon de souches
lactiques antimicrobienne ; les résultats d’inteoacobtenues, révélent la présence d'une zone
claire autour des souches de bactéries lactiquesgieollections ensemencées en touche.

Les résultats de linteraction entre les souchediglaes et les bactéries pathogenes.
Escherichiacoli ATCC 25922 et  StaphylococcuaureusATCC 25923 et salmonella

ATCC 25983sont mentionés dans les figures suivantes .
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Figure n°21: inhibitions obtenues par la méthode de Flemiry$) des souches M1, M2,
M3 (M1,M2,M3 les isolats de lait de chévre
« Leuconostoc mesenteroidesbspdixtranicum) et V1,V2,V3 les isolats de lait de

chamelle 4.euconostoanesenteroidesubspmesenteroides contre E.coli .

Figure n°22: inhibitions obtenues par la méthode de Flemirly6) des souches M1, M2,
M3 (M1,M2,M3 les isolats de lait de chévre
« Leuconostoc mesenteroidesbspdixtranicum) et V1,V2,V3 les isolats de lait de

chamelle 4 euconostoanesenteroidesubspmesenteroides contreStaphylocoque.
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Figure n °23: inhibitions obtenues par la méthode de Flemitly$) des souches M1, M2,
M3 (M1,M2,M3 les isolats de lait de chévre
« Leuconostoc mesenteroidesbspdixtranicum) et V1,V2,V3 les isolats de lait de chamelle

« Leuconostoanesenteroidesubspmesenteroides contreSalmonella.

Tableau N :05:Diametres des zones d’inhibition (mm) suite a feudion sur puits

engélose.

Souches indicatrices V1 V2 V3 M1 M2 M3

E .coli 14 10 00 16 16 20
Staphylococcus aureus 12 13 00 14 14 16
Salmonella 08 10 10 09 09 00
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4.2.Discussion

4.2.1.1solement et identification des souches :

Six souches de bactériesc lactiques ont été islnldait cru de e et du lait de chévre
.elles ont été cultivées et isolées sur milieu MRS, ,Eliker et MSE du fait desc
exigences nutritionnelles des bactéries lactigeesilieux de cultures doivent etre trés
riches en sucrtes,en matiéres azotées et surtofoseurs de croissance.(Pilet M-Fet
al.,2005).

La présence de divers germes de BL dans le laiflaitude chévre , lait de chamelle)
était previsible car des bactéries lactiques ohtir@iuvées dans lan microflore de tous les

laits étudiés.

L'étude des principaux caractéres morpholohgiqueshimiques et physiologiques
ont montré une diversité de germes et d’éspécé&esa partir du lait cru de chévre et de

chamelle.

Les espéces des bactéries lactiques détectéesdeg@péssentiellement de la nature du
lait cru et de conditions d’analyses,(Saidak2002).
Les résultats d’identification de cette étude memttrune présence majoritaire de coques
par rapport au batonets . la meme constatation éan#ntioné par bekhouche f,
Boulahroufe A(2005) et Kacem.edl.,2002).Ces coques sont représentées par les
leuconostoc ; dans d'autres travaux il a été iseléconostoc mesenteroidegpartir
D’échantillon de lait cru de vache (Bekhouche etlbbrouf ,2005),du lait camelin
(Khdid etal.,2009) et différent partie du chévre africaineg®je et Onilude ,2009 ).

Les souches delLeuconostoc developpées sur milieu MSE (Mayeux et
al.,1962)forment des colonies brillantes tranpagsngluantes (labmm)ne devenant
muqueuses qu’aprés séjour de la température dedtdie a cause de la production
de dextrane (Larpent G.M.etl.,1997),sur milieu MRS solides révélées des petites

colonies ponctiforme de couleur blanchatre a paurtoégulier de 1mm de
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diamétre ,I'observation apres coloration de G g@i qu’il S’agit des coques ovoides
G+ en paires ou en chainettes (Novel .G ,1993) nseBarvie (1986) les corps
cellulaires des Leuconostoc peuvent etre sphériquas souvent lanticulaire ,surtout

lorsqu’elles sont cultivées sur milieu gélosé .

Les Leuconostocs fermentent le glucose avec promluade gaz (C@),donc
hétérofermentaires,ces souches produisent aussC@u a partir du citrate ,ne
produisent pas l'acétoine ,n’hydrolysant pas I'aige ,développant a 37°C,présence
de croissance a 6,5% NaCl,la plupart des soucyd®lizse I'esculine (Larpent G .M et
al . ,1997 ; Novel G,1993 ;Larpent J-P.,1996 ;Qi(eret al.,2008 ;Badis A.at.,2004).

Ces éspéces sont mésophiles et caractériséespadiation ,a partir du citrate du lait
,de diacétyle (Novel G.,1993).La production de C@&r Leuconostocprovient de
I'hétérofermentation du lactose et de I'utilisatide citrate (Bourel G .etl.,2001). Certaines
souches ne produisent pas de CO2 a partir duec{Batiches atypique) ,le test de dégradation
des carbohydrate soit par les galeries classiquispar les galeries API5S0 CHL est
indispensable pour identifier 'espéce et mémeolasssespéce .Les souches au vu de vleurs

profils de fermentation sont différentes.

A partir de test de sucre on confirme que toutes deuches isolées du lait cru

(chamelle,chévre) appartiennent au genreaieonostoc .

Ces souches sont identifiéeseuconostoanesenteroidesubspmesenteroides et

Leuconostoc mesenteroidesbspdixtranicum .

Les souches V1,V2)V3 isolées a  partr de lait de chamelle sont
identifiéed.euconostoamesenteroidesubspmesenteroidespar la dégradation de Il'arabinose,
cellubiose,mannitgDevoyod J.Jet al.,1988 ; Bjokroth J. et Holzapfel W., 2006 ; Milked.

B., et al.1989) .

les souches M1,M2,M3, isolées a partir de laitlie/ee sont identifiees

Leuconostoc mesenteroidesbspdixtranicum ;elles se distinguent aisément

deleuconostoanesenteroidesubspmesenteroideparce qu’elles ne fermentent ni 'arabinose,ni
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cellubiose,ni mannitol .. (Holzapfel W., 2006 ; Milliere J.Bet al.,1989).

Remarque: il est difficile d’'identifier I'espéce ou sousfece par la méthode classique.

4.2.2 : I'activité antibactérienne :

La deuxieme étape a permis de recenser des soushesédant I'activité

antibactérienne intéressante.

Les bactéries lactiques métabolisent le lactosacate lactique, abaissant ainsi le Ph
et créant un environnement défavorable au dévetoppt des bactéries pathogénes et

micro-organismes d’altération.

Linhibition des micro-organismes pathogenes etfltae de contamination des
aliments sont un souci important en ce qui concdend¢ransformation des produits
alimentaires ; les micro-organismes pathogénes pdirtance particuliere en produits

laitiers, incluentListéria monocytogén&. Coli,Staphylococcus aureus

Un total de 6 souches bactériennes avec des effgtgyoniques sur E. coli, des
Staphylocoques et Salmonella a été détecté ; inediaction positive indique l'inhibition
de la croissance des trois bactéries pathogenes t@s. Coli, Staphylococcus aureus et
Salmonella)et montre une activité antagonique,esgtiitraduite par I'apparition des zones
d’inhibition. (Fleming efal.,1975 ; Barefoot et Kaenhammer,1983 ; Thakl ¢2007).

Vaughan etl., (1994) démontrent la capacité des bactériegasatle lait de chevre a
inhiber des staphylocoques, des bactéries lactidée®mntrant une activité antibactérienne
ont portant été isolées de plusieurs produits tel lg@s viandes, produits laitiers, et divers
aliments (Castro «l.,2010 et Lumia e4l.,2007).

La majorité des leuconostocs présentent un poteatiahiber la croissance des
bactéries ciblées; au sein de ces Dbactéries lesix desouches M2,
M3(Leuconostoanesenteroidesubspmesenteroidespossedent un potenti€l4 ,16,20 mm)

vis-a-visk.coli,Staphylococcus aureus.

59



Chapitre 04 : Résultats et discussion Partie pratique

Des résultats sont demontrés par Guy et hying (2&@nt trouvé que parmis les souches
isolees a partr de joetgal aliment fermenté  coréenles  souches
(Leuconostoanesenteroidesubspmesenteroideprésentent des inhibitions coneaureusavec

un diamétre de 22 mm .
Gonzalez et al.,(2007) ont démontré que les soudddsuconostoc qui ont été isolées a

partir de « genestoso » un fromage fabriqué arghrtmélange des laits de chévre, vache et brebis

en Espagne avaient une activité antibactérienneec®raureus ,L .monocytogenes et E .faecalis .
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont utilisées dans ladetation et la bio conservation des
aliments grace a la production des acides orgagsigué’autres substances antibactériennes
tel que les bactériocines en inhibant certainestsgsipathogenes.

Dans le but de mettre en évidence I'effet inhibitée ces bactéries, nous avons essayé
guelques souches de bactéries lactique a partaitderu de lait de chamelle et lait de chévre
selonles tests utilisés on a conclu sur un seulegkauconostoc, un test de dégradation des
hydrates de carbones nous a permis d’identifiex deypeces ; leucnostoc mesenteroides
subsp dixtranicum etLeuconostoc mesenteroides subsp dixtranicum .

bY

Les souches testées ont été testé pour leur effibaetérien a I'encontre de
Saphylococcus aureus ATCC 25923 eEscherichia coli ATCC 25922 et salmonella ATCC
25983 .l'intéraction de nos souches lactiques bhtéries pathogénes a donné des résultats
positifs pour présque de toutes les souches olssparéles zones d'inhibition .

Les méthodes utilisées ont permis d’isoler un nenféible et un seul genre de bacteries

lactiques , plusieurs facteurs ont influencésdssitats tel que (la contamination ,le temps .....)

Concernent I'activité antimicobienne ,on a utilidénéthode par touche de Fleming pour
chercher les souches indicatrices , cette méthoitletde suivre par d’autres téchniques por bien
évaluer l'activité anitibactérienne des souchetigaes ainsi de savoir le type des subctances

antimicrobiennes secrétéesc par ces souches .

Ces observations ouvrent des perpectives fuuturs :

Il serait intéressant de faire une caractérisgilos poussée et une purification
des substances inhibitrices produites par les ssudél_euconostoc
mesenteroides Ln.

1 Des études plus approfondies doivent étre menégsppafier, caractériser
I'agent inhibiteur.

7 L’enjeu a long terme, surtout pour I'agro-industtede trouver un moyen
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naturel de diminuer I'utilisation des conservateurs
Cependant toute méthodevitro doit étre complétement validégvivo avec
des expériences sur des animaux afin de s'assisemdapplicabilité et de

déterminer ses limites.
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Annexes



Milieux de cultures :

Milieu MRS (Man, Rogoseet Sharpe1960)

Peptone 109
Extraitdeviande 8¢9
Extraitdelevure 5¢
Acétatedesodium 59
Phosphatbipotassique 29
Citrated'ammonium 29
Sulfatedemagnésium 0.1g

Sulfatedemanganése 0,05¢g

Glucose 20g

Tween80 Iml

Agar 159

Eaudistillée 1000ml

Pourleslactobacillesajustere pH a 5,4 avecl’acide acétique.Autoclaver20min
al20cC

Milieu M17 (Terzaghiet Sandine1975)

Peptongrapainiqualesoja 59
Peptondrypsiquede caséine 2,59
Peptonegepsiqualeviande 2,59
Extraitdelevure 2.5¢0
Extraitdeviande 5¢
Glycérophosphatde sodium 19¢g
Sulfatedemagnésium 0.25¢g
Acide ascorbique 0.5¢g
Agar 15g
Eaudistillée 950ml
pH 7,1+ 0.2

50 ml delactosea 10 % sontajoutéapresautoclavagO0mina 120C

Milieu d’Elliker (Elliker, 1956)
Bactotryptone 20g
Extraitdelevure 59



Gélatine 2.59

Lactose 5g
Saccharose 5g
Glucose 5g
Acétatede sodium 1.5¢9
Chloruredesodium 49
Acide ascorbique 0.5¢g
Gélose 20g
Eaudistillée 1000ml
pH 6,5

Autoclavage20mina 120C

Milieu Mayeux, Sandineet Elliker — MSE

Tryptone 10g
Gélatine 2.5¢g
Extraitdelevure 59
Saccharose 1009
Glucose 59
Citratedesodium 1g
Azide desodium 0.075g
Agarbactériologiqgue  15¢g
Eaudistillée 1000ml

pH dumilieu prétal'emploi: 6.9+ 0.2

Bouillon hypersalé: (Leveauet al., 1991).

Glucose 5¢
Extraitdeviande 59
Peptone 159
NacCl 659
Eaudistillée 1000ml
pH 7,5

Stérilisation20 min a120°C, on peutévidemmentaire variela concentratioren

NaClde4%



Milieu de Moéller (Moéller, 1955):

Peptone 59
Extraitdeviande 59
Glucose 0,59
Pridaxal 5mg
Pourpedebromocrésol 0,19
Rougedecrésol 5mg
Eaudistillée 1000ml
Ajusterle pHa6,4

Le milieu al'arginine estobtenuenajoutantlOgd’arginine.Stériliserl5 min a
120°C.

Milieu géloseesculine:
peptone 10g
Esculine 19
Citratedefer ammoniacal 1g
gélose 20g
Eaudistillée 1000ml
pH 7, Stérilisation20min a120°C

Milieu Clark et Lubs

Peptone 79
Phosphatelipotassique 5g
Glucose 59
Eaudistillée 1000ml

pH 7,autoclave20mina120°C

Milieu Kempler et Mc Kay (1980)

Peptone 10g
Extraitdelevure 39
Glucose 59
Agar 159
Eaudistillée 1000ml

pH dumilieu prétal'emploi: 6,6



Le milieu estrépartiaraisonde 100ml parflacon,puisautoclavél5mina121°C
Au momentdel’emploi on ajoute:
1 ml d’'unesolutionaqueuseleferricyanidede potassiunil0 % (p/v)
1 ml d’'unesolutionaqueuse 2.5% (p/v) decitrateferriqueet citratede sodium(p/p)

Cessolutionssontstériliseegarfiltration surfiltre millipore etsontconservéea

'obscuritéa4°C

Milieu dedilution (peptone-sel).
NaCl 8,59
Peptone 19
Eaudistillée 1000ml

Autoclavagedurantl5mina121°C.

Gélosenutritif (GN) :
Peptone 59
Extraitdeviande 19
Extraitdelevure  2g

NaCl 59
Agar 15¢g
Eaudistillée 1000ml
pH7

Autoclavagedurantl5mina121°C.
Milieu lait écréeme:
Lait écrémé 10g
Eaudistillée 100ml
La stérilisationa 110°Cpd 10 min

MRS tamponnéea pH 6,1:
Milieu MRS (Man, Rogoseaet Sharpe;1960)

+
Tamponphosphate
Phosphatenonopotassique 54 g/l
Phosphatelisodique 17,89/l

Autoclaver20mina120C
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